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1. Einleitung

Im Rahmen des demografischen Wandels der westlichen Gesellschaft einschlieBlich der
Bundesrepublik  Deutschland und dem damit verbundenen stetig ansteigenden
durchschnittlichen Lebensalter gewinnen chronische FEinfliisse und Umweltfaktoren an
Relevanz fiir den menschlichen Organismus (1).

Bezogen auf den Aufbau des Knochens kommt es zu einer vermehrten Inzidenz von
Osteoporose und einem konsekutiv erhohten Frakturrisiko, was zusétzlich soziodkonomische
Konsequenzen in Form einer Kostenzunahme im Rahmen der Prophylaxe und der Therapie
moglicher Folgen der Osteoporose wie Frakturen und deren Versorgung mit sich tragt (2).
Einen Einflussfaktor auf die Knochenarchitektur stellt neben zahlreichen exogenen und
endogenen Faktoren die Chemikalie Bisphenol A (,,BPA®) dar. BPA ist eine ubiquitér in
Polymeren vorkommende chemische Verbindung, die indirekt als Weichmacher fungiert (3).
Durch den stetigen und unvermeidbaren Kontakt aller Komponenten des Okosystems Erde
einschlieBlich des Menschen mit Kunststoffen beziehungsweise Objekten aus Plastik und somit
auch mit BPA auf der gesamten Welt ist es von besonderem Interesse die Einfliisse dieses
Stoffes auf den tierischen und menschlichen Organismus zu untersuchen. Es besteht ein
globales Interesse daran, dass die Gesundheit gefahrdende chemische Verbindungen wie BPA
identifiziert werden und die Verarbeitung, sofern notig, auf politischer Ebene eingeschrankt
wird.

Zum Zeitpunkt der Verfassung dieser Arbeit ist die Verwendung von BPA in der Europédischen
Union nicht verboten, jedoch nur mit Einschriankungen zugelassen und die Studienlage fiir das
Ausmal einer schidigenden Beeinflussung des Menschen nicht abschlieBend gekldrt. Das
Bundesamt fiir Risikobewertung sieht unter Einhaltung aktueller Vorgaben zur Verwendung
von BPA kein Risiko fiir den Menschen (4), die European Food Safety Authority (,,EFSA®)
plant 2020 eine Re-Evaluation neuer Studienergebnisse und eine damit verbundene mogliche
Neubewertung der Gefihrdung des menschlichen Organismus durch BPA (5).

Diese wissenschaftliche Arbeit untersucht am Tiermodell, ob und inwieweit BPA sich in
verschiedenen Dosierungen auf den Aufbau sowie die Mikroarchitektur des Knochens der
minnlichen und weiblichen Wistar-Ratte auswirkt. Diesen Punkt galt es mit der Mikro-
Computertomografie zu bewerten. Zudem wurde die Belastbarkeit, die Stabilitdt und

Verformbarkeit der Knochen mittels Dreipunkt-Biegetest untersucht.



1.1 Bisphenol A

Bisphenol A ist mit einer weltweiten Produktionsmenge von 3,8 Millionen Tonnen pro Jahr
(circa 1,15 Millionen Tonnen davon in der Europdischen Union und 410.000 Tonnen in
Deutschland) eine der am haufigsten produzierten chemischen Verbindungen (5).

Aus dem Jahr 1905 existiert eine Publikation des Professors Theodor Zincke der Universitét
Marburg iiber die Herstellung von BPA (6). Zuvor war Alexander Dianin im Jahre 1891
erstmalig die Synthese des Stoffes gelungen (7). Der Nachweis einer dstrogenen Wirkung des
Stoffes gelang 1936 durch die britischen Wissenschaftler Edward Charles Dodds und Wilfrid
Lawson. BPA konnte sich jedoch aufgrund seiner vergleichsweise schwachen Wirkung als

kiinstlich hergestelltes Ostrogen in der pharmazeutischen Nutzung nicht durchsetzen (8, 9).

1.1.1 Die chemischen Eigenschaften von Bisphenol A

CH,
HO C OH

CH,

Abbildung 1: Die Struktur von Bisphenol A (10)

Die chemische Struktur von Bisphenol A (siehe Abbildung 1) setzt sich nach Synthese aus zwei
Phenolringen in Anwesenheit von Aceton im Rahmen einer sdurekatalysierten elektrophilen
aromatischen Substitution in zwei Schritten unter Abspaltung von Wasser (,,H20*) zusammen.
Diese Art der Reaktion bezeichnet man auch als Kondensation. Das ,,A“ in der Bezeichnung
von BPA steht fiir ebendieses Aceton. Die Bezeichnung der International Union of Pure and
Applied Chemistry (,,JUPAC*) lautet 4-[2-(4-Hydroxyphenyl)propan-2-yl]phenol, die
chemische Summenformel lautet C1sH205. Es ist gut 16slich in Ethanol, Athern, alkalischen
Losungen und Benzenen sowie Acetsduren, die Loslichkeit in Wasser ist deutlich schlechter.
Laut der Laboratory Chemical Safety Summary (,,LCSS*) ist BPA dtzend, reizend und stellt
als reiner Stoff eine Gesundheitsgefahr dar. Das Molekulargewicht betrigt 228,29 g mol™!. Bei
einer Raumtemperatur von 20 °C und einem Luftdruck von 1013,25 hPa (Normaldruck) hat es
einen festen Aggregatszustand und liegt als weilles Pulver oder als weille Flocken vor. Der
Schmelzpunkt liegt bei 153 bis 157 °C, der Siedepunkt bei 227 °C (11).
8



1.1.2 Vorkommen und Verwendung von Bisphenol A

BPA dient in der Industrie und Umwelt unter anderem als Ausgangsstoff zur Synthese
polymerer Kunststoffe wie Polykarbonaten und Epoxidharzen, als Flammschutzmittel, als
Ausgangsstoff in Zahnfiillungen und -versiegelungen. Aulerdem wird es auch zum Verhindern
der Polymerisation in Polyvinylchlorid (,,PVC*) und als Antioxidans in Weichmachern
verwendet, welche wiederum dazu fiihren, dass Plastik nicht briichig wird und es letztlich somit
langer zur Verwendung geeignet ist. BPA ist demnach selbst chemisch nicht als Weichmacher
einzustufen, verldngert bzw. verstidrkt aber durch seine antioxidativen Eigenschaften den
Wirkmechanismus und die Funktionsweise von Weichmachern (12). Durch ebendiese Funktion
ist BPA in vielen Kunststoffen enthalten, die unter anderem auch direkten Kontakt zu
Lebensmitteln und Getranken haben. Dazu gehoren als Anwendungsbereich von Epoxidharzen
Beschichtungen fiir Konserven- oder Getrankedosen (12). Diese werden zudem in Lacken,
Bodenbeldgen, Verbundwerkstoffen oder Klebstoffen verwendet. Aus Polykarbonat-
Kunststoffen hingegen bestehen mikrowellenfeste GefdBle und Behéltnisse aus Plastik,
Kunstglas, Plastikummantelungen elektronischer Gebrauchsgegenstinde wie von Handys oder
Kiichengeriten, Rohlinge und Medizingerite. Aber auch in Schnullern und Trinkflaschen von
Babys ist BPA enthalten. Zudem ist es in relevanter Menge in Thermopapier, aus dem
zahlreiche Kassenbons, Parktickets und Kontoausziige bestehen, als Farbbildner enthalten (13).
Polykarbonate erweisen sich als vielfiltig einsetzbare Kunststoffe, die gegeniiber Witterung,
UV-Strahlung und mechanischer Beanspruchung eine hohe Widerstandsfahigkeit besitzen und
zusitzlich im Anwendungsbereich von Kabelbeschichtungen eine sehr gute Isolierung
darstellen (12).

Hoch ist dariiber hinaus auch, wie bereits angedeutet, der Gehalt von BPA in Thermopapier.
Am Beispiel von Kassenzetteln liegt er bei etwa 80 pg/cm? (14), das Bundesamt fiir
Risikobewertung der Bundesrepublik Deutschland gibt Werte fiir den Gehalt an BPA in
Thermopapier zwischen 0,5 und 3,2 % an (15).

Durch Erhitzen der reaktionstragen polymeren Verbindungen, in denen BPA enthalten ist, oder
durch die Einwirkung von Sduren, Laugen oder UV-Strahlung kann die Freisetzung von BPA
aus dem jeweiligen Material beschleunigt und so eine Aufnahme im Rahmen einer Speisen-
oder Trinkwasserzubereitung moglich werden (16). Bei in BPA-beschichteten Konservendosen
gelagerten Lebensmitteln konnten Konzentrationen zwischen 5 und 38 pg BPA pro kg
enthaltender Ware gemessen werden, wobei diese Werte abhédngig von der jeweiligen Studie

deutlich schwanken (17). Sakhi et al. ermittelten in Norwegen eine BPA-Exposition durch



Lebensmitteln im Mittel von 5 ng pro kg Kdrpergewicht pro Tag (18). Chen et al. zeigten in
einer Studie aus Taiwan Konzentrationen von 419,26 pg pro kg in Fleischprodukten, 262,15
pg pro kg in Hithnchen, 133,79 pg pro kg in Schwein, 9,78 ng pro kg in Eiern, 4,49 g pro kg
in Milch, sowie 6,15 pg pro kg und 5,1 pg pro kg Gemiise beziechungsweise Obst (19).

1.1.3 Metabolismus von Bisphenol A

Der Hauptaufnahmeweg des Menschen von BPA ist aufgrund des ubiquitiren Vorkommens in
Lebensmitteln der transorale Weg iiber den Gastrointestinaltrakt in Form von Nahrungsmitteln
und Wasser (12). Zusétzlich zu diesem Aufnahmeweg beschrieben Martinez et al. 2017, dass
78 % des BPAs, das nicht {iber die Nahrung aufgenommen wird, iiber Staub und Luft inhalativ
in den Menschen gelangt (20).

Der Durchschnittswert an BPA, gemessen im Urin des Menschen, liegt bei 1,27 ug pro g Urin
(21). Konzentrationen von BPA, die weit iiber dem Durchschnittswert liegen, konnten bei
Menschen, die im Bereich der Herstellung oder Verarbeitung von BPA tétig sind, ermittelt
werden (17). Aber auch bei Dialysepatienten und Neugeborenen, die sich in
intensivmedizinischer Behandlung befinden, konnte ein erhohter BPA-Spiegel im Urin
nachgewiesen werden (22, 23). Entscheidender Faktor hierfiir war der intensive Kontakt mit
BPA-haltigen Kunststoffen iiber Medizinprodukte und medizinische Gerédte. Durch seine
Lipophilie ist neben der peroralen auch eine direkte Aufnahme tiber die Haut moglich, wie unter
anderem von Zalko et al. gezeigt wurde (24), wenngleich die ermittelten Werte noch unterhalb
der von der Europidischen Lebensmittelbehorde (,,EFSA®) festgelegten Referenzwerte
beziehungsweise der tolerablen tdglichen Aufnhahmemenge (,,tolerable daily intake “, ,, TDI)
lagen (25). Ahnliche Studien konnten auBerdem zeigen, dass es durch Kontakt zu Thermopapier
zur signifikanten Erh6hung des BPA-Spiegels im Urin kommt (26-28).

Berechnungen von Lorber et al. kamen zu dem Ergebnis, dass der Median der durch
Erwachsene pro kg Korpergewicht aufgenommenen BPA-Menge in pg pro Tag zwischen 0,03
und 0,07 liegt (29). Bei Kindern und Schwangeren ist der Wert zweifach bzw. 1,4fach erhoht
(30). Im Falle von Neugeborenen, die ihre Nahrung iiber BPA-enthaltende Flaschen
aufnehmen, zeigten sich Werte von 0,8 pg pro kg Koérpergewicht (31). Vandenberg et al. geben
die geschitzte Menge der BPA-Aufnahme in westlichen Industrienationen bei Erwachsenen
mit 0,01-5 pg pro kg Korpergewicht pro Tag und bei Kindern mit 0,01-13 pg pro kg
Korpergewicht pro Tag an. In Asien wird die tigliche Aufnahmemenge hoher geschitzt (32-
35).
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Die Metabolisierung von BPA erfolgt nach gastrointestinaler Aufnahme mittels
Glukuronidierung zu BPA-Glukuronid, nach vorausgegangener hepatischer und intestinaler
Konjugation mit UDP-Glukuronsdure (,,UDP*, ,,Uridin-Diphosphat®). Moglich wird diese
Reaktion durch das Enzym Uridin-Diphosphat-Glucuronosyl-Transferase (,,UDP-GT*) (12).
Die Ausscheidung erfolgt tiber die Nieren und den Darm bei einer Halbwertszeit von weniger
als sechs Stunden (36). Snyder et al. stellten 2000 fest, dass die glukuronidierte Form von BPA
keine dstrogene Wirkung zeigt (37). Eine weitere Studie brachte die Erkenntnis hervor, dass
isotopenmarkiertes BPA (,,BPA-dis) im Urin 24 Stunden nach oraler Aufnahme nicht mehr
nachgewiesen werden konnte, dermal zugefiihrtes BPA aber noch eine Woche nach Zufuhr bei
der Hilfte der Urinproben (38). In Untersuchungen von Toner et al. wurde ebenfalls mit
isotopenmarkiertem BPA herausgefunden, dass es eine dermale Absorptionsrate von 1,7-3,6 %
besitzt und die Bioverfligbarkeit bei 16-20 % liegt (39).

BPA kann iiber das Abwasser ins Okosystem gelangen und in einem sauerstoffreichen Milieu
im Wasser durch Mikroorganismen abgebaut werden. Durch Kliranlagen werden 61-98% der

BPA-Menge im Wasser entfernt, im Mittel circa 68% (40).

1.1.4 Wirkung von Bisphenol A

Im Fokus steht die Wirkung von BPA als sogenannter ,,Endokriner Disruptor oder als
»Xenoostrogen® (41). So wirkt es an Hormonrezeptoren ohne selbst ein Hormon darzustellen
und es besteht iiberdies die Moglichkeit der Gesundheit zu schaden (42). Es induziert auf diese
Weise iiber Ostrogenrezeptoren unter anderem das Wachstum und die Differenzierung von
Adipozyten (43, 44). Valvi et al. sowie auch weitere Arbeitsgruppen (45, 46) stellten dariiber
hinaus einen Zusammenhang zwischen der prinatalen BPA-Exposition und spéterem
Ubergewicht her (47). Des Weiteren konnte auch im Rahmen einer Querschnittsstudie der
National Institutes of Health (,,NIH*) in den USA ein signifikanter Zusammenhang mit
erhohten BPA-Spiegeln und Ubergewicht hergestellt werden (48). Zudem hat BPA im
Mausmodell die Fahigkeit zu einer Intoleranz gegeniiber Glukose und einer Insulinresistenz zu
fithren (49). In einer koreanischen Studie mit Kassiererinnen war ein erhdhter BPA-Urinspiegel
mit einem erhohten Niichtern-Insulinwert und Insulinresistenz assoziiert (50). Weitere
metabolische Auswirkungen verbunden mit einem erhdhten BPA-Gehalt im Urin sind ein
hoherer Niichternglukose-Wert sowie HbA1C-Wert und eine konsekutiv steigende Inzidenz
hoherer BPA-Urinspiegel bei Patienten mit Typ 2 Diabetes mellitus (51, 52). Aulerdem zeigen

zusitzliche Studien, dass BPA durch seine Wirkweise als Xeno0strogen iiber Steroidrezeptoren
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wie beispielsweise Androgen- oder Ostrogenrezeptoren mit der Karzinogenese von Brust- und
Prostatakrebs in Verbindung steht (53, 54). Durch Bindung an die jeweiligen Androgen- oder
Ostrogenrezeptoren resultiert eine vermehrte Proliferation von Prostatazellen sowie auch eine
epigenetische Beeinflussung der Karzinogenese und des Verlaufs von Mammakarzinomen
(55). In einer Studie von Pollock et al. zeigte sich im Tiermodell an weiblichen Ratten nach
oraler Gabe von niedrig dosiertem radioaktiv markierten BPA eine vermehrte Anreicherung
vor allem im Bereich des Uterus. Vorherige Gabe des Ostrogenrezeptorantagonisten
Fulvestrant flihrte zu einer signifikant geringeren gemessenen Radioaktivitit in ebendiesem
Organ. In einem Versuch mit weiblichen Méusen, in denen diese 1, 7 oder 28 Gaben von 50 pg
BPA pro kg Korpergewicht erhielten, wurden als Folge der hoheren Gesamtdosis und
repetitiven Gabe signifikant erhohte Radioaktivitdtswerte im Bereich des Uterus, der Leber und
Nieren mittels Gaschromatografie und Massenspektroskopie gemessen (56). Dariiber hinaus
wird, wie oben bereits angedeutet, BPA unter anderem ein Einfluss auf zahlreiche
Wirkmechanismen im Rahmen der Entstehung von Brust-, Eierstock-, Prostata-,
Gebérmutterhals- und Lungenkrebs zugesprochen (57, 58).

Dass die gut fettlosliche Form von BPA plazentagéngig ist, sowohl in Richtung von Mutter
zum Ungeborenen hin als auch umgekehrt in Richtung der Mutter, zeigte sich in einer
wissenschaftlichen Arbeit von Corbel et al. Es wurde zudem festgestellt, dass der Metabolit
BPA-Glucuronid (,,BPA-G*) eine eingeschriankt plazentare Permeabilitdt besitzt, was
wiederum dazu fiihrt, dass der Fetus diesem Stoff durch eingeschrinkte Moglichkeiten der
Abgabe vermehrt ausgesetzt ist (59). Aus pneumonologischer Sicht ist ein erhohter BPA-
Spiegel im Urin signifikant mit einer schlechten Lungenfunktion assoziiert (60). AuBlerdem ist
ein hoher BPA-Spiegel im Serum mit dem obstruktiven Schlafapnoe-Syndrom (,,0SAS*) zu
verkniipfen (61). Kinder mit Asthma bronchiale wiesen in einer Studie von Youssef et al.
ebenfalls erhohte BPA-Spiegel im Urin im Vergleich zur nicht an einer obstruktiven
Lungenerkrankungen leidenden Kontrollgruppe auf (62).

Es bestehen iiberdies Assoziationen zwischen erh6hten BPA-Spiegeln im Urin und im Serum
erhohten Leberenzymen (63, 64). Nierenfunktionseinschrinkung und Albuminurie konnten
auch mit erhohten Urin-BPA-Spiegel in Verbindung gebracht werden (65).

Neben nicht-genomischen Effekten von BPA zeigten Sheng et al. im Jahr 2018 auf, dass BPA
iiber G-Protein gekoppelte Ostrogenrezeptoren 1 und Integrin avp3 Einfluss auf die ménnliche
Keimzellproliferation und Transkription im Bereich der Schilddriise nimmt (66). Dariiber
hinaus gehen erhohte Serumspiegel von BPA mit Autoimmunerkrankungen der Schilddriise

assoziiert einher (67). Auf molekularbiologischer Ebene blockiert BPA aullerdem
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spannungsabhingige Calciumkanéle, ermittelt anhand von elektrophysiologischen Messungen
durch L-, N-, P/Q- und T-Typ-Calciumkanilen in neuroendokrinen GH(3)-Zellen von Ratten,
murinen Nervenwurzelzellen und Neuronen sowie auch Kardiomyozyten. Aber auch in
humanen, embryonalen Nierenzellen interagierte BPA im Bereich der R-Typ Calciumkanéle
auf molekularer Ebene (68). Eine molekularbiologische Studie konnte nachweisen, dass BPA
an Ras- und schwicher auch an Rhab-Proteine bindet und im Rahmen des G-Protein-
Signalwegs der Zelle um eine Bindung konkurriert und diesen sowie den K-Ras-Signalweg
dadurch beeinflusst (69). Auflerdem stehen hohe BPA-Spiegel in signifikantem
Zusammenhang zur peripheren arteriellen  Verschlusskrankheit (,,pAVK®) und
Gefdlisklerosierungen im Bereich der Herzkrankgefaf3e (70-72).

Im Rahmen der Wirkweise als endokriner Disruptor wird die reproduktionstoxische Wirkung
von BPA héufig in den Mittelpunkt der wissenschaftlichen sowie politischen Debatte gestellt.
Im Mausversuch ist es Karmakar et al. 2017 gelungen zu zeigen, dass BPA die
Keimzellproliferation im Hoden hemmt, Apoptose-induzierend auf Spermatogonien wirkt und
die Meiose dieser dementsprechend negativ beeinflusst (73).

Eine weitere Wirkung von BPA beziiglich der Beeinflussung der Fertilitdt ist die auf das
Hormonprofil und die Geschlechtsorgane der mdnnlichen Wistar-Ratte. Es fiihrte bei dieser im
Rahmen von experimentellen Studien abhéngig vom Alter und vom Entwicklungsstadium zu
einem verzogerten Wachstum der Gonaden, Unterbrechung der Blut-Hoden-Schranke und
erh6htem Gewicht der Prostata. Beobachtet wurde dariiber hinaus ein verringertes Gewicht der
Hoden, geringere Serum- und Hodentestosteronspiegel sowie eine verminderte
Samenzellqualitét, -motilitdt und -anzahl (74-76).

Ubertragen auf die Spermienqualitiit und -anzahl sowie das Hormonprofil des Menschen zeigte
sich, dass bei Ménnern, die BPA ausgesetzt waren, ein erhohtes Risiko fiir eine reduzierte
Spermienqualitdt im Vergleich zu Ménnern, die BPA nicht in diesem hohen Malle ausgesetzt
waren, bestand. Es wurde zudem eine signifikant geringere Spermienanzahl, -motilitdt und
-konzentration bei erhohtem BPA-Gehalt im Urin ermittelt (77). Lassen et al. konnten in ihrer
Untersuchung von 308 BPA-Urinkonzentrationen &hnliche Ergebnisse beziiglich des
Hormonhaushalts und der Spermienmotilitét ermitteln, nicht jedoch der weiteren Parameter fiir
Spermienqualitét (78). In einer Studie von Den Hond et al. aus dem Jahr 2015 korrelierten hohe
BPA-Spiegel im minnlichen Samen und Plasma ferner mit einem erhdhten Risiko fiir
Unfruchtbarkeit (79). Wisniewski et al. zeigten 2017 in einer Studie beziiglich des Einflusses
von BPA auf die Spermienqualitit der Wistar-Ratte zusidtzlich, dass BPA die

Spermienproduktion reduziert und dariiber hinaus die gespeicherte Spermienzahl und den
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Spermienumsatz vermindert (42). Die Studie beschreibt einen signifikanten Akrosomen- und
Plasmamembranschaden der Spermatozoen mit konsekutiv reduzierter mitochondrialer
Aktivitdt und herabgesetzter Spermienfunktion. Aulerdem wird dargelegt, dass eine BPA-
Exposition zu niedrigeren Serum-Testosteronspiegeln, sowie zu erhohten Spiegeln von LH,
FSH und Ostradiol im Vergleich zur Kontrollgruppe fiihrte. Die Hormonachse von
Hypothalamus, Hypophyse und Hoden ist in der Studie durch Beeinflussung der Genexpression
durch BPA im Sinne eines Anstiegs der Expression des Gonadotropin Releasing Hormone-
Rezeptors (,,GnRH*), des Luteinisierenden Hormons Beta (,,LH*), des Follikel-stimulierenden
Hormons Beta (,,FSHb*), des Ostrogen-Rezeptors Beta (,,Esr2*) und des Androgen-Rezeptors
(,,Ar¢) in der Hypophyse beobachtet worden. Zusétzlich wurde eine Verminderung der
Transkription der Ostrogenrezeptoren vom Typ ,,Alpha‘ (,,Esr1*) im Hypothalamus beobachtet
(42).

Metwally et al. publizierten 2018 eine Studie, welche postuliert, dass BPA bei Kindern mit
tiefgreifender Entwicklungsstorung im Sinne einer autistischen Stérung durch oxidativen Stress
zu einer Einschrinkung der mitochondrialen Funktion fiihrt, welche sich dann wiederum auf
das Verhalten der Kinder auswirken konne (80). Bei Kindern mit einem
Aufmerksamkeitsdefizit-Hyperaktivititssyndrom (,,ADHS®) stellten Li et al. in einer 2018
veroffentlichten Arbeit dar, dass BPA-Urinspiegel in diesem Kollektiv hoher waren als in der
Kontrollgruppe (81).

Wie bereits zuvor erwéhnt, ist BPA auch in Zahnfiillungen und -versiegelungen enthalten. Eine
experimentelle Studie zeigte, dass bei Umspiilung dieser mit Speichel der Gehalt an BPA in
diesem signifikant ansteigt (82), der Einfluss auf die menschliche Gesundheit wird von den
Autoren hingegen als gering eingestuft (83).

Hinblickend auf die Wirkung von BPA auf die Struktur und die Stabilitdt des Knochens
bestehen verschiedene und teils gegensétzliche Studien. In einer 2018 publizierten Studie von
Chin et al. betonen die Autoren die dstrogene, antiandrogene und oxidative Wirkung von BPA.
Sie zeigen die Heterogenitdt der aktuellen Studienergebnisse auf und beschreiben, dass im
Rattenmodell BPA in vitro die Osteoklastenanordnung hemmen und die Apoptose von
Osteoblasten und -klasten induziert. Dies findet molekularbiologisch iiber die Hemmung der
Differenzierung von Proosteoblasten und Proosteoklasten in reife Osteoblasten und
Osteoklasten statt. In vivo fiihrte BPA dazu, dass die Knochendichte ménnlicher Rattenfemora
pra- und postnatal zunahm und bei weiblichen Ratten die mechanische Festigkeit abnahm.
Zudem hat BPA zum Verlust von trabekuldren Strukturen der ovariektomierten Ratten gefiihrt.

Bei Aromatase-Knockout-Méiusen kam es zu einer Zunahme der Knochendichte sowie auch
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trabekuldrer Knochenstrukturen. Bisphenol-A-Diglycidylether (,,BADGE®), ein Derivat von
BPA, fiihrte dagegen bei weiblichen und ménnlichen Ratten zu einer Zunahme der trabekuldren
Mikroarchitektur des Knochens und zu einer erhdhten Knochendichte bei weiblichen Ratten
(84). Eine Studie von Li et al. kam zu dem Ergebnis, dass BADGE die Knochenqualitdt am
Tiermodell der Ratte verbessert und bei nicht ovariektomierten Ratten osteoinduktiv wirkt. Bei
ovariektomierten Ratten war kein signifikanter Knochenaufbau zu verzeichnen (85).

Der molekulare Wirkmechanismus fiir die Abnahme der Knochendichte tritt laut einer 2018
publizierten Studie von Thent et al. iiber die Bindung von BPA an die Ostrogen-abhiingigen
Rezeptoren vom Typ Gamma in Kraft. Durch diese Bindung wird die Bildung von Bone
Morphogenic Protein 2 (,,BMP-2*) sowie die Alkalische Phosphatase-Aktivitit reduziert.
Zudem unterbricht BPA den Knochenstoffwechsel iiber den Rezeptor Activator of NF-kB-
Ligand (,,RANKL®), die Apoptose und den Wnt/Beta-Catenin Signalweg (86). Die Autoren
beschreiben zudem einen Verlust an Knochenmasse sowie verminderte Calcium-Plasmaspiegel
und eine Inhibition der Calcitoninsekretion durch BPA.

In einer 2016 von Lejonklou publizierten Studie konnte im Rahmen eines in vitro-Experiments
mit Osteoblasten- und Osteoklastenkultursystemen ebenfalls gezeigt werden, dass BPA die
Apoptose der beiden Zellgruppen stimuliert und dariiber hinaus auch die Differenzierung dieser
hemmt (87).

In einer koreanischen Studie, in der der BPA-Gehalt sowie die Knochendichte
postmenopausaler Frauen mit Osteoporose zwischen 50 und 82 Jahren ermittelt wurde und das
mittlere Alter bei 64,5 Jahren lag, zeigte sich keine signifikante Korrelation zwischen
Knochendichte und BPA-Gehalt (88). In diese Studie sind 51 Frauen einbezogen worden. Eine
weitere Studie mit 246 prd- und postmenopausalen chinesischen Frauen mit einem
Durchschnittsalter von 35,2 Jahren konnten ebenfalls keine Zusammenhénge zwischen BPA-
Gehalt im Urin sowie Knochendichte, Serumdéstrogenspiegel, Korperfettanteil und
Leptinspiegel nach Hinzunahme und Anpassung hinsichtlich des Body Mass Indexes (,,BMI®)
hergestellt werden. Die Autoren kamen zu dem Schluss, dass, obgleich erhohte BPA-Werte im
Urin mit einem hoheren Kdrperfettanteil und Leptinwerten einhergehen, dies keinen Effekt auf
die Knochendichte pramenopausaler gesunder Frauen ohne Risikofaktoren fiir Osteoporose hat
(89). Ein statistisch signifikanter Zusammenhang beziiglich des Serum-BPA-Spiegels und dem
Knochenstoffwechsel, gemessen anhand von unter anderem Osteokalzin, Alkalischer
Phosphatase und Kollagen-Crosslinks postmenopausaler Frauen, konnten Kim et al. in ihrer

klinischen Studie nicht herstellen (88). Zhao et al. legten in einer 2012 publizierten Studie
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zusitzlich dar, dass BPA keinen Einfluss auf die Knochendichte pramenopausaler und

normalgewichtiger Frauen hat (89).

1.2 Knochengewebe

Das Korpergewicht des normalgewichtigen Menschen ist zu circa 10 % durch Knochengewebe
bedingt (90). Das knocherne Skelett des Menschen iibernimmt wichtige Stiitz- und
Haltefunktionen, zudem schiitzt es sensible Gewebe wie das Riickenmark, Blutgefife,
neurologische Strukturen und Organe wie unter anderem das Gehirn oder das Herz. Es stellt
zusammen mit weiteren bindegewebigen Strukturen wie Knorpel, Bandern und Sehnen den
sogenannten passiven Bewegungsapparat dar, dem der aktive Bewegungsapparat, bestehend
aus Muskeln, gegeniibersteht. Letzterer sorgt fiir eine Bewegung in den Gelenken oder
gelenkartigen Verbindungen, die aus mindestens zwei verschiedenen miteinander
kommunizierenden Knochen bestehen. Dariiber hinaus tibernimmt das rote Knochenmark der
langen Rohrenknochen beim Erwachsenen die Funktion der Blutbildung. Das Knochengewebe
selbst dient zudem als grofites Calciumreservoir des Korpers und speichert zusitzlich auch
Phosphat. Makroskopisch setzt sich der Knochen aus der auBBen befindlichen Knochenhaut,
dem Periost, sowie den darunter liegenden Schichten gebildet durch Substantia compacta,
Substantia spongiosa und Endost zusammen. Das Endost umschlieft bei langen
Rohrenknochen den Markraum, also die innere Knochenoberfldche, der wiederum das rote
blutbildende und das gelbe fettspeichernde Knochenmark enthilt. Es reprasentiert eine feine
von Knochenzellen umgebene Schicht aus Kollagen.

Das Periost besteht aus zwei Schichten. Auf der einen Seite liegt das duBere aus Bindegewebe
bestehende Stratum fibrosum, welches durch sogenannte Sharpey-Fasern mit dem Knochen in
Verbindung steht, und auf der anderen Seite das Stratum osteogenicum. Letzteres liegt innen
und enthélt Nervenfasern und Gefale sowie verschiedene zelluldre Knochenstrukturen.
Untergliedert werden lange Rohrenknochen im Bereich der proximalen und distalen Enden in
die Epiphysen, an welche sich jeweils zur Mitte des Knochens hin die Metaphysen anlagern.
Der mittig gelegene Schaft wird als Diaphyse bezeichnet. Au3en angelagerte Apophysen stellen
Knochenvorspriinge dar, die als Ursprung und Ansatz von Muskeln beziehungsweise Sehnen
und Béndern dienen. Bei noch wachsendem Skelett befindet sich zusdtzlich im
Epiphysenbereich die Epiphysen- oder Wachstumsfuge, dem Ort des enchondralen

Liangenwachstums.
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Mikroskopisch und molekularbiologisch besteht der Knochen aus einer organischen und
anorganischen extrazelluldren Matrix. Der organische Anteil besteht vorrangig aus Typ I
Kollagen, Glykosaminoglykanen und Proteoglykanen. Dieser Anteil wird auBerdem als
Osteoid bezeichnet und stellt zu circa einem Drittel den organischen Anteil dar.

Die zwei Drittel der anorganischen Grundsubstanz bestehen zu 95 % aus Hydroxylapatit,
welches wiederum aus Calciumphosphatsalzen aufgebaut ist und sich an die durch das Kollagen
gebildeten Fibrillen anlagert und der Knochensubstanz die Stabilitdt verleiht. Dariiber hinaus
enthilt die extrazelluldre Matrix Ionen wie Magnesium und Fluorid.

Die zelluldre Matrix des Knochens kann neben mesenchymalen Stammzellen durch vier
unterschiedliche Zelltypen beschrieben werden. Zum einen kommen zeitlebens in Peri- und
Endost die sogenannten Osteoprogenitorzellen vor, die die Fahigkeit besitzen sich bei noch
nicht bestehender Differenzierung zu Osteoblasten zu entwickeln. Embryologisch gehen diese
Zellen aus dem Mesenchym hervor.

Osteoblasten, welche im Bereich der freien duBBeren und inneren Knochenoberfldche des Peri-
und Endosts angesiedelt sind, sind in der Lage Osteoid zu synthetisieren und fiigen dies schon
produzierter mineralisierter organischer Grundsubstanz schichtweise hinzu. Dieser
Mineralisationsprozess wird zusétzlich durch sie neben der Regulation des Umbaus von
Knochengewebe und der Kommunikation mit Osteoklasten reguliert. Der genaue
Entstehungsprozess der Osteoidsynthese und Mineralisation ist noch nicht in Génze
nachvollzogen. Fest steht bislang, dass durch die Osteoblasten enzymgefiillte Vesikel, welche
unter anderem Alkalische Phosphatase beinhalten, im Bereich der extrazelluldren Matrix durch
ithren Inhalt vor Ort den Phosphat- und Pyrophosphatanteil erhéhen. Zudem enthalten diese
Vesikel Molekiile, die Calcium binden und der Kristallisation dienen. So entstehen innerhalb
der Vesikel aus Hydroxylapatit bestehende Kristallformationen, welche bei zunehmender
GroBle die Vesikelmembran perforieren, wodurch es wiederum zu einer Freisetzung in den
extrazelluldren Raum kommt. Dort findet dann die Anlagerung der Hydroxylapatit-Kristalle an
bestehende Kollagenfibrillen statt, auf die zuvor bereits Bezug genommen wurde.

Ist ein Osteoblast umringt von Osteoidstrukturen und nicht mehr im Bereich der freien
Knochenoberfliche gilt er per definitionem als Osteozyt. Diese Osteozyten interagieren mit
umliegender Knochensubstanz. Bei Abwesenheit der Osteozyten wird die um diese
angeordnete aus Knochengewebe bestehende Matrix durch Osteoklasten abgebaut. Daraus wird
der Schluss gezogen, dass sie eine zentrale Aufgabe im Rahmen von Umbauprozessen im

Knochen besitzen. Eine Interaktion, sowie ein Stoffaustausch unter anderem mit Ionen wird
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zwischen Osteoblasten und -zyten {iber sie verbindende Gap junctions in Canaliculi osseae im
Bereich der Lacunae osseae bewerkstelligt.

Als vierte Zellgruppe sind die Osteoklasten aufzufiithren. Sie sind mehrkernige Riesenzellen
und entstehen im Knochenmark durch Verschmelzung mehrerer mononukleérer Zellen. Thre
Hauptaufgabe stellt der Abbau und Umbau von Knochen dar. Sie liegen disseminiert im
Knochen in sogenannten Howship-Lakunen und Bone Multicellular Units vor.

Der Knochen durchlduft im Rahmen der Heilung von Frakturen und der embryonalen
Entstehung in Bezug auf die Struktur zwei verschiedene Differenzierungsgrade: den priméren
Knochen oder auch Geflechtknochen und den sekundidren Knochen oder auch
Lamellenknochen. Der Geflechtknochen ist lockerer und weniger organisiert angeordnet,
besitzt ein niedrigeres Reifestadium mit einem hoheren Wasseranteil und geringerem Anteil
mineralisierten Knochens. Der Faserverlauf der Kollagenfasern folgt keinem geordneten
Schema. Er beinhaltet zahlreiche Zellen und entsteht im Rahmen der desmalen und
enchondralen Ossifikation sowie bei der Embryogenese. Es erfolgt nach und nach der Umbau
zu Lamellenknochen zugunsten seiner Stabilitét. Diese Stabilitit ist bei gleicher Grundsubstanz
wie der des Geflechtknochens vor allem durch die Organisation dieser bedingt. Nach Umbau
des Geflechtknochens entsteht der Lamellenknochen und liegt zum einen als Substantia
spongiosa und zum anderen als Substantia compacta vor. Erstere Bestandsform ist eine
Formation mit schwammartiger Anordnung diinner Bilkchen des Knochens, den sogenannten
Trabekeln. Die Ausrichtung dieser erfolgt abhidngig von der jeweiligen Zug- und
Druckbelastung (trajektorielle Ausrichtung) und die einzelnen Lamellen des Knochens sind
parallel zur Oberfliche dieser Trabekel angeordnet. Zwischen der spongidsen Knochenstruktur
liegt im Inneren des Knochens das rote und gelbe Knochenmark. Die Lamellen der Substantia
compacta sind konzentrisch um einen mittig gelegenen und Blutgefdf3e enthaltenden Havers-
Kanal als sogenannte Osteone angeordnet, nach auen schliefit sich die Linea cementalis als
Begrenzung an.

Neben den Osteonen unterscheidet man die Schaltlamellen, die die Osteone separieren und die
Riickstdnde von zum Teil abgebauten Osteonen darstellen, und Generallamellen, welche durch
eine singulidre oder mehrere Schichten an Lamellen die Grenze der Substantia compacta nach
innen und auBen reprisentieren. Uber Foramina nutricia erfolgt die Blutversorgung iiber die
Vasa nutricia. Im Bereich des Knocheninneren liegen die BlutgefiBle in den bereits
beschriebenen Havers- oder aber in den orthogonal zu diesen verlaufenden sogenannten

Volkmann-Kanélen (,,Canales perforantes®).
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Vitaler Knochen unterliegt einem stéindigen Gleich- oder Ungleichgewicht des Abbaus und des
Aufbaus, der Ossifikation. Diese Ossifikation findet einerseits bei der bereits erwihnten
Transformation von Geflecht- zu Lamellenknochen statt und andererseits bei der initialen
Synthese von primdrem Geflechtknochen. Hierbei entsteht Knochengewebe entweder durch
desmale oder chondrale Ossifikation.

Durch oben genannte Mechanismen der Ossifikation ist es dem Knochen mdglich sich stets an
dndernde Belastungen ideal anzupassen. Im Rahmen dieses Remodelingprozesses sorgen
Osteoklasten fiir den Ab- und Osteoblasten fiir den Aufbau der Knochensubstanz.
Umbauprozesse nehmen zumeist mehrere Monate in Anspruch, dieser Zeitraum tiberschreitet
die Lebensdauer der einzelnen beteiligten Zellen deutlich.

Die Basic Multicellular Units (,,BMU*), welche eine Osteoklastenformation darstellen, bauen
im Bereich der Substantia compacta Knochen ab. In dem von ihnen geschaffenen Hohlraum
sorgen im Anschluss Osteoblasten fiir den Wiederautbau an Knochenmasse. Nach Einwachsen
von Gefdf-Nerven-Biindeln in diesen Hohlraum folgt eine schichtweise Ablagerung von
Osteoid als innere Auskleidung. Osteoblasten stehen dem Synzytium nach Einmauerung wie
oben beschrieben als Osteozyten zur Verfligung. Nach kompletter Auffiillung des Spalts
resultiert schlussendlich ein zentral liegender Havers-Kanal. Die letzte Schicht von sich nun
nicht mehr im aktiven Zustand befindlichen Osteoblasten verkorpert das Endost.

Im Bereich der Substantia spongiosa erfolgt wie zuvor bereits angedeutet der Abbau des
Knochens durch oberflachlich aufsitzende und diese Lakune abschlieBende Osteoklasten, die
eine sogenannte Resorptionszone im Bereich der Howship-Lakune bildet und den Abbau durch
osteolytische Enzyme ermdglicht. Es entsteht an diesem Ort durch aus Kohlenséure (,,HoCO3*)
mittels einer Carboanhydrase abgespaltenen Protonen ein saures Milieu mit einem pH-Wert
von etwa 4,5. Erst dadurch kommt es zur Lyse der anorganischen Matrix. Die weitere
Aufspaltung erfolgt unter anderem iiber Cathepsin K und Matrix-Metallo-Proteinasen. Die
einzelnen durch Zersetzung entstandenen Komponenten werden durch Endo- oder Transzytose
abtransportiert. Der weitere Prozess verlduft wie im Bereich der Substantia compacta.
Osteoblasten sorgen durch Bildung von Osteoid fiir die Neuentstehung der Knochenmatrix und
stellen auch hier, wenn nicht als Osteozyten vollstindig durch weitere Zellen umgeben, das
Endost dar.

Diese Prozesse werden mechanisch und molekularbiologisch iiber verschiedene Mediatoren
reguliert, da sich vitaler Knochen in einem steten Anpassungsprozess an aktuell durch Aktivitat
oder Inaktivitit gegebene Anforderungen befindet. Eine wichtige Séule der Regulation stellt

die mechanische Belastung des Knochens durch Druck-, Zug- und Torsionskréfte dar.
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Diesbeziiglich wird zurzeit davon ausgegangen, dass die Osteozyten als Sensoren fiir
mechanische Beanspruchung dienen und so bei Mehrbeanspruchung als Mediator zur Induktion
eines Knochenaufbaus dienen. Fehlt dieser Trigger, kommt es zum Ungleichgewicht des
Knochenstoffwechsels zugunsten des Abbaus von Knochengewebe.

Weitere Sdulen der Regulation des Knochenaufbaus und -abbaus stellen die Faktoren und
Proteine Receptor Activator of Nuclear Factor-kB (,,RANK®), Receptor Activator of Nuclear
Factor-xB-Ligand (,,RANKL®), Osteoprotegerin (,,OPG*) sowie der Makrophage Colony-
Stimulating Factor (,,M-CSF*) dar. Aber auch Hormone wie das Parathormon (,,PTH®),
Calcitriol und Sexualhormone regulieren endogen den Knochenmetabolismus. Bei den
Sexualhormonen sind vor allem die Ostrogene hervorzuheben. Sie beeinflussen den Knochen
des menschlichen Organismus dahingehend, dass sie sowohl die Synthese der Osteoklasten als
auch deren Induktion inhibieren. Zudem steigern sie die OPG-Synthese.

Ein weiterer Regulationsmechanismus ist die negative Riickkopplung iiber die Osteoklasten.
RANKL ist auf den Osteoblastenmembranen lokalisiert und ermdglicht eine Interaktion mit
RANK im Bereich der Zellmembran der Osteoklasten und deren Primordien. RANKL inhibiert
den programmierten Zelltod von Osteoklasten und bewirkt eine Verschmelzung und
Differenzierung zu aktivierten Osteoklasten. RANKL ist zudem im Bereich von Osteozyten
lokalisiert und ist dort am ehesten Mediator im Rahmen des Umbaus und der Regulation von
ebendiesem im Knochengewebe. Osteoblasten produzieren dariiber hinaus das Protein
Osteprotegerin, das nach Abgabe aus diesen die Fahigkeit besitzt an RANKL zu binden und
dessen vermittelte Wirkung zu inhibieren. Der Makrophage Colony-Stimulating Factor wird
ebenfalls von Osteoblasten produziert und induziert das Wachstum von Vorlduferzellen der
Osteoklasten. Im Rahmen des Abbauprozesses durch die Osteoklasten werden
Wachstumsfaktoren freigesetzt, die zuvor in der Matrix des Knochens eingelagert waren und
bei Freisetzung so durch negative Riickkopplung wiederum zur Aktivierung der

Osteoblastenfunktion beitragen (90-92).
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2. Zielsetzung

Die Zielsetzung dieser Dissertation war es herauszufinden, inwiefern BPA sich auf die Struktur,
den Aufbau und die Belastbarkeit der Knochen der mannlichen und weiblichen Wistar-Ratte
auswirkt.

Dabei standen vor allem die Folgen eines chronischen Einflusses iiber Wochen und Monate
sowie eine damit einhergehende Verdnderung der Architektur und Belastbarkeit des Knochens
im Mittelpunkt. Dies wurde zum einen durch bildgebende Diagnostik in Form von Mikro-
Computertomografie-Untersuchungen und zum anderen durch  biomechanische
Untersuchungen der Femora der Ratten quantifiziert.

Durch die Wirkung von BPA als Xenodstrogen lautete die Arbeitshypothese, dass es zu einer
Modulation im Sinne einer Zunahme der Knochendichte und der trabekulédren Knochenstruktur
kommt. Dabei wiirde sich damit das Verhéltnis von Knochengewebe zum Gesamtvolumen
zugunsten des Knochengewebes verlagern. Der Abstand zwischen den einzelnen Trabekeln,
die das Knochengertist darstellen, wiirde dadurch geringer. Dies wére bedingt durch eine héhere
Anzahl an Trabekeln auf der einen Seite und eine hohere Dicke der Trabekel auf der anderen
Seite.

Dariiber hinaus war die Annahme, dass es durch diese Zunahme zu einem positiven Einfluss
auf die Biomechanik des Knochens im Sinne einer hoheren Stabilitit kommen wiirde. Damit
verbunden wire unter anderem eine groflere Kraft, die bendtigt wird den Knochen im Rahmen
der biomechanischen Testung zu Bruch zu bringen.

In den Kontrollgruppen erhielten die miannlichen und weiblichen Ratten keinerlei BPA, sondern
ausschlieBlich eine Kontrollldsung. Diese Losung war Dimethylsulfoxid (,,DMSO*) und stellte
zeitgleich in den Gruppen, denen BPA zugefiihrt wurde das Losungsmittel fiir ebendieses BPA
dar.
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3. Materialien und Methoden

Im folgenden Abschnitt wird Bezug auf den experimentellen Aufbau dieser Arbeit sowie die

statistische und experimentelle Methodik genommen.

3.1 Experimenteller Aufbau

Der experimentelle Aufbau dieser Arbeit bestand aus einem Tiermodell mit insgesamt 36
Ratten. Um eine gleiche und kontinuierliche Zufuhr des zu untersuchenden Agens BPA sowie
der Kontrollldsung zu ermoglichen, wurde dieses mittels subkutan implantierter osmotischer
Pumpen verabreicht. Der Nachuntersuchungszeitraum lag bei 12 Wochen. In diesem Zeitraum
wurden die Versuchstiere zweimalig jeweils nach 4 und nach 8 Wochen zur
Pumpenexplantation und erneuten -implantation operiert, um eine stetige Gabe zu
gewihrleisten. Mit dem dritten und letzten Eingriff 12 Wochen nach erstmaliger Implantation
ging die Gewinnung der spiter untersuchten Femora einher. In diesem Rahmen erfolgte
aulerdem die ordnungsgeméfe Euthanasie durch Vertiefung der Narkose und Genickbruch.

Der Ablauf des Experiments wird durch Abbildung 2 verbildlicht. Die Gewebeproben der
Knochen wurden in achtprozentiger Formaldehydldsung bei -18 °C tiefgefroren eingelagert.

Es schlossen sich die Untersuchungen des Knochens durch pCT-Untersuchungen und

Dreipunkt-Biegetest an.

0 4 8 12
Wochen Wochen Wochen Wochen

v

Pumpenimplantation 1. Pumpenwechsel 2. Pumpenwechsel Explantation und Euthanasie

Abbildung 2: Zeitlicher Ablauf der experimentellen Versuchsreihe
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3.1.1 Versuchstiere

Die im Tiermodell verwendeten Ratten gehdrten allesamt der Rasse Wistar an. Es handelte sich
dabei um minnliche und weibliche Nagetiere, die bei Versuchsbeginn ein Alter von 10 bis 12
Wochen besalen. Das Gewicht betrug zu diesem Zeitpunkt 250 bis 280 g. Die Ratten wurden
von der ,,Charles River Laboratories Research Models and Services GmbH* mit Niederlassung
in Sulzfeld bezogen. Nach Versand und Entgegennahme der Tiere wurden sie zunédchst fiir etwa
7 Tage mit einem Tag-Nachtrhythmus von jeweils 12 h im Wechsel bei einer konstanten
Raumtemperatur von 22 °C und Luftfeuchtigkeit von 51 % in Einzellaborkéfigen in einem
klimatisierten Raum gehalten.

Die insgesamt 36 Ratten wurden in ein ménnliches und ein weibliches Kollektiv unterteilt. In
diesen Gruppen wurde dann die Gruppierung in Niedrigdosis-, Hochdosis- und Kontrollgruppe
vorgenommen. Somit entstanden bei drei Gruppen pro Geschlecht sechs Gruppen insgesamt.
Entsprechend der Gruppeneinteilung in Niedrigdosis, Hochdosis und Kontrollgruppen wurden
der Niedrigdosisgruppe pro Ratte und Tag 2,55 ug BPA verabreicht. Die Hochdosisgruppe
erhielt 39 pg BPA pro Ratte und Tag. Geldst wurde das BPA im ubiquitér als Losungsmittel
verwendeten Dimethylsulfoxid (,,DMSO*). Der Kontrollgruppe wurde ausschlielich DMSO
mittels osmotischer Pumpen verabreicht. Es erfolgte demnach keine Exposition gegeniiber
BPA.

Bei dem Versuchsvorhaben handelte es sich um eine spezifische pathogenfreie (SPF) Haltung.
Den Ratten standen Trockenfutter und Wasser stets uneingeschrankt zur Verfiigung, der Raum
schiitzte vor Lirm und die Haltung wurde fiir die Tiere so stressfrei wie moglich umgesetzt.
Die Haltung erfolgte in der Zentralen Versuchstierhaltung des Rudolf-Zenker-Instituts fiir
Experimentelle Chirurgie der Universititsmedizin Rostock. Die Vorgaben zur
Versuchstierhaltung gemdfl des Tierschutzgesetzes wurden eingehalten. Ein von der
Genehmigungsbehdrde des  Landesveterindr- und  Lebensmitteluntersuchungsamtes
Mecklenburg-Vorpommern genehmigter Tierschutzantrag (Aktenzeichen: 7221.3-1-055/16)
war zum Zeitpunkt des Versuchsstarts vorliegend.

Die Einhaltung des deutschen Tierschutzgesetzes war stets oberstes Gebot jeglichen Vorgehens
bei der Arbeit mit den Tieren und es wurde sich pri-, peri- und postoperativ strikt an die
Vorgaben gehalten.

Samtliche Arbeiten im Institut fiir experimentelle Chirurgie der Universititsmedizin Rostock
fanden unter Beriicksichtigung und Anwendung der rechtlichen Anforderungen (ArbSchgG,
JuSchG, MuSchG, ArbStittV, BetrSichV, GefStoffV) inklusive der geltenden Laborrichtlinien
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sowie der innerbetrieblichen Vorschriften (Hausordnung, Brandschutzordnung, Information

zur Brandschutzordnung, interner Alarmierungsplan und Betriebsanweisungen) statt.

3.1.2 Osmotische Pumpen

Im oben genannten experimentellen Versuchsaufbau wurden osmotische Pumpen der Marke
ALZET® (MODEL 2ML4; DURECT Corporation; Cupertino Kalifornien; USA) verwendet.
Das &duBlere Erscheinungsbild der Pumpe ist in Abbildung 3 (93) auf der linken Seite zu
erkennen. Rechts in der Abbildung ist ein grafisches Modell der Pumpe im Lingsschnitt zu
sehen.

Das zu verabreichende Agens wird nach Entfernung der weilen Kappe, die durch eine
Hohlnadel mit dem restlichen Teil der osmotischen Pumpe verbunden ist, in die osmotische
Pumpe injiziert. Nach Implantation in tierischem Gewebe entsteht ein osmotischer Druck auf
die Pumpe durch Gewebsfliissigkeit, die von auBBen durch eine semipermeable Membran in das
Innere der Pumpe dringt. Diese Fliissigkeit ist in Abbildung 3 durch eine blaue Férbung im
dulleren Bereich der Pumpe gekennzeichnet. Der osmotische Druck fiihrt dazu, dass das zuvor
injizierte Agens durch die Hohlnadel Richtung der weilen Kappe der Pumpe nach aufen, also
in das Gewebe des Versuchstiers, gelangt. Das Agens ist in der Abbildung durch eine orangene

Farbung markiert.

Abbildung 3: Osmotische Pumpe mit Ubersichtsdarstellung des Wirkmechanismus; Quelle:
DURECT Corporation

Die Pumpen hatten bei einer Lange von 5,1 cm und einem Durchmesser von 1,4 cm eine
Pumprate von 2,5 pl/h mit einer Standardabweichung von + 0,05 pl/h und konnten laut
Herstellerangaben fiir 28 Tage am Stiick mit zuverldssiger Pumprate belassen werden. Daraus
ergab sich bei einem Reservoirvolumen von insgesamt 2000 pl ein Fiillzustand bei Wechsel

der Pumpen von circa 320 pl. Die duBlere Membran des Implantats bestand aus einem

24



Zelluloseester, das Agens enthaltende Reservoir aus einem thermoplastischen Hydrocarbon-
Polymer.

Die Pumpen waren durch den Hersteller vor Versand einer sterilisierenden Bestrahlung mittels
Cobalt-60 ausgesetzt. Vor Implantation wurden diese bei Raumtemperatur gelagert und geméf
Anwendungshinweis bei 37°C in steriler und isotoner Kochsalzlosung eingelegt. Ein seitens
des Herstellers der Pumpen empfohlenes Mindestgewicht der Ratten von 150 g pro Tier wurde

eingehalten.

3.1.3 Implantation und Wechsel der osmotischen Pumpen

Die osmotischen Pumpen dienten, wie bereits oben beschrieben, der kontinuierlichen
Applikation von BPA beziehungsweise der Kontrolllosung DMSO. DMSO wirkt sich auch in
hohen Dosen laut aktueller Studienlage nicht auf den Knochen der Ratte und findet aufgrund

der generell guten Vertrdglichkeit hdufig Anwendung in experimentellen Studien mit Ratten
(94, 95).

et

Abbildung 4: Lagerung der Versuchstiere wihrend der Eingriffe; Bauchlagerung mit Rasur
(links), Schnitt am zervikothorakalen Ubergang (Mitte) und Verschluss des operativen Zugangs
nach Implantation/Wechsel der Pumpe (rechts)

Der Ablauf der Implantation sowie die Lagerung wird in Abbildung 4 verdeutlicht. Die Ratten
wurden zur Durchfilhrung des Eingriffs mittels intraperitonealer Injektion von
Ketaminhydrochlorid  10%  (Ketamin, Bela-Pharm, Vechta; Deutschland) und

Xylazinhydrochlorid 2% (Rompun®

, Bayer Vital, Leverkusen; Deutschland) suffizient
narkotisiert. Dabei wurden 100 mg Ketamin pro kg Korpergewicht und 5 mg Xylazin pro kg

Korpergewicht verabreicht. Die Lagerung erfolgte perioperativ mit Zuhilfenahme von weilem
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Pflasterstreifen zur Fixierung der Extremititen (Leukosilk®, BSN medical, Hamburg;
Deutschland) auf einer zuvor auf Kdorpertemperatur der Ratte erwdrmten Heizplatte (Klaus
Effenberger, Medizinische Gerite, Pfaffing; Deutschland). Fiir 5 Tage nach Implantation oder
Wechsel der Pumpen erhielten die Versuchstiere liber das Trinkwasser eine orale Analgesie
durch Zusatz Metamizol (Novaminsulfon-ratiopharm®, Ratiopharm, Ulm; Deutschland). Die

Dosierung lag hier bei 100 mg Metamizol pro kg Kdrpergewicht.

Abbildung 5: Implantation einer osmotischen Pumpe

Vor dem Hautschnitt von 2 cm mit Hilfe eines Skalpells (Prizisa plus, P.J. Dahlhausen & Co.,
Koéln; Deutschland) erfolgte die Rasur eines 3x3 cm bemessenden Areals im Bereich zwischen
beiden Margo mediales skapulaec sowie die sich an die Rasur anschlieBende Desinfektion
mittels Povidon-Iod-Losung (Betaisodona®, Mundipharma GmbH, Frankfurt am Main;
Deutschland). Danach wurde mit Zuhilfenahme einer Priparierschere im subkutanen Gewebe
stumpf eine Tasche freipripariert, in welcher unter sorgsamer Schonung des umliegenden
Gewebes die osmotische Pumpe epifaszial gemil Anwendungshinweis zu liegen kam (siehe
Abbildung 5). Es erfolgte ein intrakutaner Wundverschluss (Vicryl® 3-0, Johnson & Johnson,
St-Stevens-Woluwe; Belgien) mit erneuter und abschlieBender Desinfektion der Wundriander
mit der oben genannten Povidon-lod-Losung. Die Lagerung erfolgte bei allen Eingriffen auf
einer Wiarmeplatte, die die Korpertemperatur der Ratte konstant hielt. Im Rahmen der
Pumpenwechsel war in keinem Fall eine Erweiterung des Hautschnitts vonnodten, da die
Entfernung der jeweiligen Pumpe nach Freiprdparation dieser stets problemlos iiber die
bestehende Narbe erfolgen konnte. Die Eingriffe erforderten jeweils nur wenige Minuten. Das

Erwachen fand unter kontrollierten Bedingungen statt.



Der postoperative Zustand der Tiere wurde am Operationstag mehrfach iiberpriift und es wurde
darauf geachtet, dass es in den darauffolgenden Tagen nicht zu einer Dehiszenz oder anderen
Auffilligkeiten im Bereich der Wunde am Riicken der Ratten kam. Nach 12 Wochen erfolgte
die letzte Operation, in der nach Euthanasie der Ratte durch Vertiefen der Narkose und
iatrogenes Brechen des Genicks das Knochengewebe in Form der Rattenfemora asserviert
wurde. Es schlossen sich die Préparation der Femora an, welche darauthin in unter 3.1

genannten Bedingungen vor den sich anschlieBenden Untersuchungen gelagert wurden.

3.2 Untersuchungsmethoden

Das durch die letzte Operation der Versuchstiere gewonnene Knochengewebe wurde in
Kooperation mit der Deutschen Sporthochschule Koln biomechanisch und mittels Mikro-

Computertomografie untersucht.

3.2.1 Mikro-Computertomografie

Zur Evaluation der Beschaffenheit, Dichte und Struktur von Knochen eignen sich zahlreiche
bildgebende Verfahren mit unterschiedlich starker Aussagekraft.

Fiir die Beurteilung der kortikalen und trabekuldren Knochenstruktur waren vor wenigen Jahren
noch histologische Untersuchungen von Knochengewebe die Methode mit der meisten
Aussagekraft vor allem in Bezug auf die Mikroarchitektur des Knochens. Im Bereich der
Untersuchung und Beurteilung von Nagerknochen, insbesondere von Mausen und Ratten, hat
sich mittlerweile die Mikro-Computertomografie (Mikro-CT oder pCT) durchgesetzt. Layton
(1988) sowie Feldkamp et al. (1989), beschrieben erstmals in den 1980er Jahren den Einsatz
der Mikro-CT-Untersuchungen, wobei Layton die Anwendung im tierexperimentellen Modell
mit der Beurteilung der subchondralen Knochenstrukturen von Meerschweinchen mit Arthritis
beschreibt (96, 97). Durch sie gelang es, Aussagen iiber die Morphologie des Knochens,
abhingig vom jeweiligen Gerit, im einstelligen Mikrometerbereich zu treffen. Es gelang dabei
die Visualisierung kortikaler und spongidser Knochenanteile.

Als sogenannte Schnittbildgebung war es dann moglich aus zuvor mit Hilfe von
Rontgenstrahlen planaren 2D-Bildern ein 3D-Modell herauszurechnen. Das zu untersuchende
Objekt wird im Rahmen der Tomografie durch Rotation in zahlreichen Winkeln abgebildet und
die so gewonnenen Daten werden dann zur 3D-Rekonstruktion herangezogen. Dabei ist der

physikalische Aufbau mit einem Generator, von dem die Rontgenstrahlen ausgehen, und einem
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Detektor, auf den diese ausgesandten Strahlen treffen, dem der in der Humanmedizin
eingesetzten Computertomografen sehr dhnlich. Ein Unterschied jedoch ist, bedingt durch die
isotrope Voxelgrofle von wenigen Mikrometern beim Mikro-CT, die um eine Vielfaches hohere
Auflésung.

Damit stellt die Mikro-Computertomografie eine elegante Methode dar Knochenstrukturen in
hoher Auflosung darzustellen, wobei die Methode das Untersuchungsobjekt nicht beschadigt
und beliebig oft wiederholt werden kann.

Um die Struktur der Rattenfemora bestmoglich zu bewerten und einen mdglichen Einfluss von
BPA auf den Knochen zu ermitteln, wurden diese bildmorphologisch mittels Mikro-CT-
Untersuchungen bewertet. Die Darstellung erfolgt wie zuvor beschrieben durch
Rontgenstrahlung als Schnittbildgebung und 3D-Rekonstruktion.

Dafiir wurde ein hochauflosendes Mikro-CT-Geridt (WCT 35, Scanco Medical AG, Briittisellen;
Schweiz) verwendet. Nach initial sorgfiltiger Entfernung der den Knochen umgebenden
Weichteile erfolgte die Untersuchung in vorgefertigten Réhren gefiillt mit 70% Ethanol. Das
Gerit bot die Moglichkeit der hohen Auflosung der knchernen Strukturen und es war moglich
bis zu 8 Proben gleichzeitig pro Untersuchungseinheit zu untersuchen.

Die isolierten Knochen wurden mit einer isotropen Voxelgrofle von 12x12x12 um (Weibchen)
bzw. 20x20x20 pm (Méinnchen) unter Verwendung einer R6hrenspannung von 70 kVp, eines
Rohrenstroms von 114 pA und einer Integrationszeit von 400 ms gescannt. Das Bildrauschen
wurde reduziert, indem die Graustufen-Daten der gemessenen CT-Bilder unter Verwendung
eines 3D-GauB-Filters beziehungsweise eines Algorithmus bearbeitet und durch Abtrennung
des mineralisierten Gewebes vom Weichteilgewebe durch ein globales Schwellenwert-
verfahren entfernt wurden. Die Segmentierungsschritte wurden mit den Einstellungen ,,support
= 1%, ,,sigma = 0,8 angewendet. Dabei handelt es sich bei ,,sigma‘ definitionsgemdll um ein
MaB fiir die Breite der Gauf3glocke, die fiir den 3D-Filter verwendet wird. Der Parameter
»support™ gibt an, wieviele benachbarte Voxel in die Berechnung mit einbezogen werden (98).
Die strukturellen Parameter des trabekuldren Knochens wurden 2,5 mm unterhalb der
Wachstumsfuge im Bereich der Metaphyse bestimmt. Hier wurden 1,5 mm (125 Schichten
Threshold: 26 %) fiir die weiblichen Tiere und 1,5 mm (75 Schichten, Threshold: 26 %) fiir die
ménnlichen Tiere ausgewertet. Die Struktur des kortikalen Knochens wurde an der
Middiaphyse analysiert (weibliche Tiere: 0,76 mm = 63 Schichten, Threshold: 30 %; ménnliche
Tiere: 0,76 mm = 38 Schichten, Threshold: 30 %). Die Middiaphyse verstand sich dabei als
Mitte des untersuchten Knochens, von der nach proximal und distal jeweils 50% der

Gesamtlidnge des Knochens ausgingen.
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Fiir den trabekuldren Knochen wurden die folgenden Parameter bestimmt: Knochenvolumen
im Verhéltnis zum Weichteilgewebeanteil (Bone volume / Tissue volume, BV/TV, %); Anzahl
der Trabekel (Trabecular Number, Tb.N, 1/mm); der Abstand zwischen den einzelnen Trabekel
(Trabecular Separation, Tb.Sp, mm); die Trabekeldicke (Trabecular Thickness, Tb.Th, mm).
Fir die Diaphyse wurden folgende Parameter analysiert: die Fliche des Gesamtgewebes
(Tissue Area, Tt.Area, mm?), die Dicke der Kortikalis (Cortical Thickness, Ct.Th, mm), die
Fliche der Kortikalis (Cortical Area, Ct.Area, mm?), die Fliche des Knochenmarks (Bone
Marrow Area, mm?) und das Verhiltnis von der kortikalen Fliche zur Gesamtgewebefldche
(Ct.Ar/Tt.Ar, %).

Samtliche Untersuchungen wurden auf dem Boden und unter Beriicksichtigung der ,,Guidelines
for Assessment of Bone Microstructure in Rodents Using Micro-Computed Tomography* von

Bouxsein et al. aus dem Jahre 2010 durchgefiihrt (99).

Abbildung 6: Darstellung von Mikro-CT-Aufnahmen der Rattenfemora

Die Abbildung Nummer 6 zeigt exemplarisch Schnitte aus der Untersuchung mittels Mikro-
CT. Links im Bereich der Abbildung ist ein transversaler bzw. axialer Schnitt im Bereich der
Metaphyse eines weiblichen Rattenfemurs zu erkennen. Die trabekuldre Struktur wird anhand
dieser Grafik deutlich. Rechts zeigt die Abbildung ebenfalls das Femur einer weiblichen Ratte
in einer transversalen Schicht, aber im Gegensatz zu dem linken Bild aus dem Bereich der
Diaphyse des Rohrenknochens. Die Substantia compacta, die die duBlere Rindenschicht des
Knochens darstellt, ist gut vom zentral liegenden, schwarzen Markraum zu differenzieren.

Bei der Ratte ist im Speziellen bei der Mikro-CT-Diagnostik auf die bei der Ratte fiir lange Zeit

von 11 Monaten oder gar nicht schlieBende und im Vergleich zum menschlichen K&rper stets
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bestehende Wachstumsfuge zu beachten (100). Sie dienen als Referenzpunkt in der Analytik
der Mikro-CT-Aufnahmen (101).

3.2.2 Biomechanische Untersuchungen

Zur Ermittlung der biomechanischen Eigenschaften wurde ein Dreipunkt-Biegetest mit Hilfe
der Material-Priifmaschine Z2.5/TN1S der Firma ZwickRoell (Ulm, Deutschland)
durchgefiihrt (Abbildung 7, linkes Bild). Es wurde ein 2,5 kN Kraftsensor verwendet. Der
Abstand der Auflagepunkte betrug 15 mm (weibliche Tiere) bzw. 20 mm (ménnliche Tiere).
Der Durchmesser der Auflagepunkte bzw. des Stempels betrug 4 mm. Nach Aufbringen einer
Vorkraft (1 mm/min) wurde die Probe in anterio-posteriorer Richtung mit 10 mm/min bis zum
Bruch belastet (siche Abbildung 7, rechtes Bild).

Folgende Parameter wurden aus der Kraft-Deformationskurve ermittelt: die maximale Kraft bei
Bruch (Ultimate Force, N); die maximale Verformung (Ultimate Displacement, mm) sowie die
Energieaufnahme bis zum Versagen (Energy, mJ) des Knochens und die Steifigkeit (Stiffness,
N/mm). Die Steifigkeit wurde als Steigung im linearen Anteil der Kraft-Deformationskurve
bestimmt. Um eine Spannungs-Dehnungs-Kurve zu berechnen, wurde mittels peripherer
quantitativer Computertomografie (pQCT, XCT Research SA, Stratec Medizintechnik,
Pforzheim; Deutschland) das Flichenmoment zweiten Grades (mm?) ermittelt. AnschlieBend
konnten folgende Parameter berechnet werden. Zum einen zdhlen dazu die Bruchspannung
(Ultimate Stress, MPa) und zum anderen die Bruchdehnung (Ultimate Strain, %) sowie die
Energiedichte (Energy Density, J/mm?®). Der Elastizitdtsmodul (Elastic Modulus, MPa) wurde
als Steigung des linearen Anteils der Spannungs-Dehnungs-Kurve analysiert.

Die Auswertung des Dreipunkt-Biegetests erfolgte auf den Grundlagen Turner und Burr ,,Basic

Biomechanical Measurement of Bone: A Tutorial*“ aus dem Jahre 1993 (102).
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Abbildung 7: Material-Priifmaschine und Testung einer Probe

Die Abbildung mit der Nummer 8 zeigt exemplarisch eine Spannungs-Dehnungskurve des
durchgefiihrten Dreipunkt-Biegetests. Auf der Ordinate ist die Dehnung (,,Stress®) in
Megapascal (,,MPa*) und auf der Abszisse die Dehnung (,,Strain*) in Prozent angegeben. Es
zeigt sich eine zunehmende Dehnung des Knochens bei Steigerung der Spannung. Dann folgt
bei 154,47 MPa keine weitere Zunahme der Dehnung, da es bei dieser Spannung zu einem

Bruch des Knochens gekommen ist.
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Abbildung 8: Spannungs-Dehnungskurve
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Abbildung 9: Kraft-Deformitdts-Kurve

In Abbildung 9 ist exemplarisch eine Kraft-Deformitéts-Kurve des durchgefiihrten Dreipunkt-
Biegetests dargestellt. Dabei ist die Kraft (,,Force*) in Newton (N) auf der Ordinate und die
Deformation bzw. Verformung des Knochens in Millimeter (mm) auf der Abszisse abgebildet.
Es zeigt sich eine immer weiter zunehmender Verformung bei Erh6hung der auf den Knochen
ausgetiibten Kraft. Bei 129,54 Newton kommt es zu keiner weiteren Zunahme der Verformung

des untersuchten Knochens, da dieser unter dieser Kraft gebrochen ist.

3.2.3 Statistische Analyse

Im Rahmen der statistischen Analyse wurden sédmtliche Ergebnisse mit Zuhilfenahme des
Programms ,,SPSS Statistics* (Version 25; IBM, Armonk, New York; USA) ausgewertet. Es
zeigte sich bei kleinem Untersuchungskollektiv keine Normalverteilung, weshalb auf unten
beschriebene Tests zuriickgegriffen wurde. Die statistische Auswertung erfolgte im Rahmen
einer Kooperation mit dem Institut fiir Medizinische Bioinformatik und Statistik der Universitét
zu Koln.

Vor der Testung wurden die akquirierten Daten mit Zuhilfenahme des Programms ,,Excel*
(Version 16.33; Microsoft Corporation, Redmond, Washington; USA) zur Ermittlung von
Standardabweichung, Minimalwerten, Maximalwerten, Perzentilen und Mittelwert sowie des

jeweiligen Medians zusammengefasst.
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Um signifikante Unterschiede in den Bereichen der oben genannten Messwerte der Mikro-CT-
Untersuchungen und Dreipunkt-Biegetests zu eruieren, wurde zundchst mit dem Programm
,»SPSS Statistics der nicht-parametrische Kruskal-Wallis-Test (,,H-Test*) durchgefiihrt.
Dieser ermittelt mittels Varianzanalyse, ob die Werte, die als voneinander unabhéngige
Stichproben gelten, sich bezogen auf eine zentrale Tendenz unterscheiden. Der Vorteil des
Tests ist, dass dazu die Daten nicht normalverteilt sein miissen (103).

Als signifikant wird ein Parameter eingestuft, wenn bei der asymptotischen Signifikanz ein p-
Wert von kleiner als 0,05 vorliegt. Ein Trend wird durch einen p-Wert der asymptotischen
Signifikanz, der kleiner 0,1 ist, definiert.

Danach wurde zwischen jeder der einzelnen Gruppe zusétzlich ein Mann-Whitney-U-Test
durchgefiihrt. Dabei handelt es sich ebenfalls um einen nicht-parametrischen Test, der so zum
Beispiel wi der T-Test zwei voneinander unabhéngige Proben miteinander vergleicht. Jedoch
ist der Mann-Whitney-U-Test auch valide, wenn die untersuchten Proben nicht normalverteilt
sind (103).

Die oben genannten statistischen Analysen der Mikro-CT-Untersuchungen und des Dreipunkt-
Biegetests sind allesamt zwischen der jeweiligen Kontroll- und Hoch- beziehungsweise
Niedrigdosisgruppe angefertigt worden.

Zur grafischen Darstellung der erhobenen Werte wurden Box-Whiskers-Grafiken
herangezogen (103).

Bei bereits bestehenden signifikanten Unterschieden zwischen den Geschlechtern in den
Kontrollgruppen wurde auf eine weitere statistische Analyse hinsichtlich des Vergleichs der
Geschlechter der Niedrigdosis- und Hochdosisgruppen verzichtet.

Die einzelnen p-Werte sowie die weiteren Parameter der statistischen Tests einschlielich der
Tabellen, die zeigen, dass keine Normalverteilung besteht, sind dem Anhang (Kapitel 11) zu

entnehmen.
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4. Ergebnisse

In diesem Abschnitt wird auf die Ergebnisse der Knochenanalysen durch das Mikro-CT und
den Dreipunkt-Biegetest eingegangen. Sdmtliche Daten sind durch Box-Whiskers-Grafiken
beziehungsweise Boxplots veranschaulicht und werden im sich anschlieBenden Text ndher
erlautert.

Der Boxplot dient zur Verdeutlichung der Verteilung der einzelnen Werte und Beziehung
zueinander.

Beziiglich der Ratten kam es bis auf die beiden weiblichen Ratten aus der Hochdosisgruppe,
die im Rahmen der ersten Narkose verstarben, peri- oder postoperativ zu keinerlei
Komplikationen. Sie zeigten sich stets kontaktfreudig in einem guten Allgemein- und
Erndhrungszustand mit kontinuierlicher Zunahme des Gewichts. Zu keinem Zeitpunkt gab es
einen Anhalt fiir ein lokales oder systemisches Infektgeschehen. Die Wundheilung erfolgte bei

allen Tieren per primam.

4.1 Mikro-CT-Untersuchungen

Wie im Abschnitt 3.2.1 beschrieben sind im Rahmen der durchgefiihrten Mikro-CT-
Untersuchungen zahlreiche Werte gemessen worden, die eine Aussage iiber die Morphologie
der untersuchten kndchernen Struktur erlauben. Diese Untersuchung erfolgte ex vivo und vor
biomechanischer Testung am freipréparierten Rattenfemur ohne Schidigung der
Knochenbinnenstruktur.

Die erhobenen Daten beziehen sich abhingig vom jeweiligen Wert auf die Meta-
beziehungsweise Diaphyse des untersuchten Rattenknochens. Die Ordinate gibt stets den
jeweils erhobenen Parameter und die Abszisse die Gruppenzugehorigkeit an.

Die Anzahl der Gruppen sowie die Erlduterung der Abkiirzungen sind den Beschreibungen der

Abbildungen zu entnehmen.
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Abbildung 10: Linge der Femora der weiblichen (-w) und mdnnlichen Ratten (-m) in mm nach
12-wochiger Gabe der Kontrolllosung (KTL;, n=6 KTL-w, n=6 KTL-m), BPA-Niedrigdosis
(ND; n=5 ND-w, n=5 ND-m) und BPA-Hochdosis (HD,; n=5 HD-w, n=7 HD-m). Dargestellt
sind die Daten als Boxplots. Der Mittelwert ist mit einem Kreuz (+), Signifikanzen sind mit
einem Stern (*) gekennzeichnet.

In der obigen Abbildung 10 sind die Femurldngen der weiblichen und ménnlichen Ratten in
Millimetern (mm) mittels Boxplot-Grafiken dargestellt.

Die Lénge ist dabei in Millimetern (mm) auf der Ordinate und die Gruppenzugehérigkeit auf
der Abszisse vermerkt.

Zwischen den beiden Kontrollgruppen lief3 sich bei einem p-Wert von 0,004 ein signifikanter
Unterschied im Sinne von lingeren Femora der médnnlichen Kontrollgruppe nachweisen.
Dariiber hinaus gab es keine signifikanten Unterschiede, es zeigte sich aber ein Trend mit einem
p-Wert von 0,062 im Vergleich der minnlichen Niedrigdosis- mit der méinnlichen

Hochdosisgruppe im Sinne von langeren Femora in der Niedrigdosisgruppe.
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Abbildung 11: Anteil Knochengewebe am Gesamtvolumen (VOX BV/TV) der weiblichen (-w)
und mdnnlichen Ratten (-m) in mm nach 12-wéchiger Gabe der Kontrolllosung (KTL; n=6
KTL-w, n=6 KTL-m), BPA-Niedrigdosis (ND; n=5 ND-w, n=5 ND-m) und BPA-Hochdosis
(HD; n=5 HD-w, n=7 HD-m). Dargestellt sind die Daten als Boxplots. Der Mittelwert ist mit
einem Kreuz (+) gekennzeichnet.

In Abbildung 11 ist das Verhéltnis von Knochengewebe zum Gesamtvolumen der untersuchten
Proben der weiblichen und ménnlichen Ratten mittels Boxplot-Grafiken dargestellt.

Das Verhiltnis ist dabei ohne Einheit auf der Ordinate und die jeweilige Gruppenzugehorigkeit
auf der Abszisse vermerkt.

Dabei steht ,,BV* fir ,,Bone Volume®, also dem Anteil trabekuldren Knochenvolumen in
Kubikmillimetern (mm?) und ,,TV* fiir ,,Total Volume of interest*, also der Gesamtzahl aller
Voxel in mm?® im Bereich der ermittelten Schnittbilder. Bei ,,VOX BV/TV* handelt es sich
demzufolge um den Anteil trabekuldren Knochens in Prozent des gesamten mittels Mikro-CT-
Untersuchung gemessenen Volumens, ergo dem Knochenvolumenanteil.

Die statistischen Testungen waren bis auf den Vergleich der beiden Kontrollgruppen mit einem
p-Wert von 0,01 im Sinne eines hoheren Anteils an Knochengewebe am Gesamtvolumen in der
weiblichen Kontrollgruppe statistisch nicht signifikant verschieden. Mit p-Werten von jeweils
0,076 bei statistischem Vergleich der weiblichen Niedrigdosis- mit der weiblichen
Hochdosisgruppe sowie der weiblichen Kontroll- und Hochdosisgruppe zeichneten sich jedoch
Trends im Sinne eines hoheren Knochenanteils am Gesamtvolumen der Proben der

Hochdosisgruppe ab.
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Abbildung 12: Querschnittsfliche des kortikalen Knochens der Femora (,, Cortical Area*“) der
weiblichen (-w) und mdnnlichen Ratten (-m) in mm? nach 12-wéchiger Gabe — der
Kontrolllosung (KTL, n=6 KTL-w, n=6 KTL-m), BPA-Niedrigdosis (ND,; n=5 ND-w, n=5 ND-
m) und BPA-Hochdosis (HD; n=5 HD-w, n=7 HD-m). Dargestellt sind die Daten als Boxplots.
Der Mittelwert ist mit einem Kreuz (+) gekennzeichnet.

In Abbildung 12 sind die im Querschnitt der Diaphysen ermittelte Fliache des kortikalen
Knochens (,,Cortical Area) der untersuchten Proben der weiblichen und ménnlichen Ratten
Quadratmillimetern (mm?) mittels Boxplot-Grafiken dargestellt. Diese ergibt sich aus dem
Volumen der Kortikalis (Ct.V) dividiert durch die Anzahl an Schichten, welche zuvor mit der
Schichtdicke multipliziert worden ist (Cortical bone area = cortical volume + (number of slices

x slice thickness)).

Diese Einheit ist in Quadratmillimetern (mm?) auf der Ordinate und die Gruppenzugehorigkeit
auf der Abszisse vermerkt.

Zwischen den beiden Kontrollgruppen lie sich bei einem p-Wert von 0,004 ein signifikanter
Unterschied im Sinne einer hoheren Querschnittsfliche bei der minnlichen Kontrollgruppe
nachweisen.

Dariiber hinaus gab es keinerlei statistisch signifikante Unterschiede. Es zeigte sich aber ein
Trend im Vergleich der médnnlichen Niedrigdosis- mit der Hochdosisgruppe mit einem p-Wert
von 0,088 im Sinne einer hoheren Querschnittsfliche in der Hochdosisgruppe der ménnlichen

Ratten.

37



Ng 7
é * r X 1
2 6
= T -
£ s + i
= — +
Z g
3 / 1 22
(D) 34- 24
<
é’s
z 2
=
S
5
=
&
KTL-w KTL-m ND-w ND-m HD-w HD-m

Abbildung 13: Querschnittsfliche des Knochenmarkbereichs der Femora (,, Marrow Area*)
der weiblichen (-w) und mdnnlichen Ratten (-m) in mm?’ nach 12-wéchiger Gabe der
Kontrolllosung (KTL, n=6 KTL-w, n=6 KTL-m), BPA-Niedrigdosis (ND; n=5 ND-w, n=5 ND-
m) und BPA-Hochdosis (HD; n=5 HD-w, n=7 HD-m). Dargestellt sind die Daten als Boxplots.
Der Mittelwert ist mit einem Kreuz (+), Signifikanzen sind mit einem Stern (*) gekennzeichnet.

In Abbildung 13 ist die Fldche des Knochenmarkbereichs (,,Marrow Area*) der untersuchten
Proben der weiblichen und ménnlichen Ratten gemessen im Bereich der Diaphyse in
Quadratmillimetern (mm?) mittels Boxplot-Grafiken dargestellt.

Die Einheit ist in Quadratmillimetern (mm?) auf der Ordinate und die Gruppenzugehorigkeit
auf der Abszisse vermerkt.

Zwischen den beiden Kontrollgruppen lieB sich bei einem p-Wert von 0,004 ein signifikanter
Unterschied nachweisen. Die Fliche des Markraums der Ménnchen ist demnach signifikant
grofler im Vergleich zur Markraumfliche der Tiere der weiblichen Kontrollgruppe. Dariiber
hinaus brachten die Gegeniiberstellung der weiblichen Niedrigdosis- und Hochdosisgruppe mit
einem p-Wert von 0,047 einen signifikanten Unterschied mit einer groBeren Fliche des

Markraums in der weiblichen Hochdosisgruppe hervor.
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Abbildung 14: Querschnittsfliche der Femora (,Total cross-sectional area inside the
periosteal envelope*) der weiblichen (-w) und mdnnlichen Ratten (-m) in mm’ nach 12-
wochiger Gabe der Kontrolllosung (KTL, n=6 KTL-w, n=6 KTL-m), BPA-Niedrigdosis (ND;
n=5 ND-w, n=5 ND-m) und BPA-Hochdosis (HD; n=5 HD-w, n=7 HD-m). Dargestellt sind
die Daten als Boxplots. Der Mittelwert ist mit einem Kreuz (+), Signifikanzen sind mit einem
Stern (*) gekennzeichnet.

In Abbildung 14 ist die Gesamtquerschnittsfliche innerhalb der diaphysdren, periostalen Hiille
(,, Tt.Ar* oder ,,Total cross-sectional area inside the periosteal envelope®) der untersuchten
Proben der weiblichen und der ménnlichen Ratten gemessen im Bereich der Diaphyse in
Quadratmillimetern (mm?) mittels Boxplot-Grafiken dargestellt.

Die Einheit ist in Quadratmillimetern (mm?) auf der Ordinate und die Gruppenzugehorigkeit
auf der Abszisse vermerkt.

Zwischen den beiden Kontrollgruppen lie sich bei einem p-Wert von 0,004 ein signifikanter
Unterschied im Sinne einer hoheren Gesamtquerschnittsfliche des Knochens der méinnlichen
Kontrollgruppe nachweisen. Dariiber hinaus brachten die Testungen keine signifikanten
Unterschiede hervor. Mit einem p-Wert von 0,062 lieB sich im statistischen Vergleich von
ménnlicher Niedrigdosis- und Hochdosisgruppe ein statistischer Trend im Sinne einer hoheren

Gesamtquerschnittsfliche des Knochens bei der minnlichen Niedrigdosisgruppe feststellen.
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Abbildung 15: Konnektivititsdichte der Femora der weiblichen (-w) und mdnnlichen Ratten
(-m) in mm= nach 12-wochiger Gabe der Kontrolllosung (KTL; n=6 KTL-w, n=6 KTL-m),
BPA-Niedrigdosis (ND; n=5 ND-w, n=5 ND-m) und BPA-Hochdosis (HD; n=5 HD-w, n=7
HD-m). Dargestellt sind die Daten als Boxplots. Der Mittelwert ist mit einem Kreuz (+),
Signifikanzen sind mit einem Stern (*) gekennzeichnet.

In Abbildung 15 ist die metaphysdre ermittelte Konnektivitatsdichte (,,Connectivity Density*
oder ,,Conn.D*) der untersuchten Proben der weiblichen Ratten und ménnlichen Ratten in
mm™ mittels Boxplot-Grafiken dargestellt.

Sie dient der Veranschaulichung des Grades der Verbundenheit der trabekulidren kndchernen
Strukturen. Die Konnektivitdtsdichte wird hierbei durch das gesamte Volumen (,,Total
Volume*) der untersuchten Region (,,Region of interest) genormt.

Die Einheit ist in mm™ auf der Ordinate und die Gruppenzugehérigkeit auf der Abszisse
vermerkt.

Zwischen den beiden Kontrollgruppen lief3 sich bei einem p-Wert von 0,004 ein signifikanter
Unterschied nachweisen. Die Konnektivititsdichte der weiblichen Rattenfemora lagen
gegeniiber der médnnlichen Kontrollgruppe um ein Vielfaches hoher.

Dariiber hinaus brachten die Testungen keine signifikanten Unterschiede hervor.

Es zeigen sich im Vergleich der ménnlichen und weiblichen Ratten Unterschiede, die sich um
ein Vielfaches unterscheiden. Dabei ist der Maximalwert der ménnlichen Tiere mit
38,26 mm™ noch deutlich unter dem Minimalwert von 76,6708 mm™ des weiblichen Kollektivs

der Ratten zu verzeichnen.
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Abbildung 16: Anteil kortikalen Knochens am Gesamtknochenquerschnitt der Femora der
weiblichen (-w) und mdnnlichen Ratten (-m) in % nach 12-wéchiger Gabe der Kontrolllosung
(KTL; n=6 KTL-w, n=6 KTL-m), BPA-Niedrigdosis (ND, n=5 ND-w, n=5 ND-m) und BPA-
Hochdosis (HD; n=5 HD-w, n=7 HD-m). Dargestellt sind die Daten als Boxplots. Der
Mittelwert ist mit einem Kreuz (+) gekennzeichnet.

In Abbildung 16 ist der diaphysir ermittelte Anteil kortikalen Knochens im Querschnitt der
untersuchten Proben der weiblichen und ménnlichen Ratten in Prozent (%) mittels Boxplot-
Grafiken dargestellt.

Dieser Parameter ist die oben beschriebene ,,Cortical bone area® (,,Ct.Ar*) dividiert durch die
Gesamtquerschnittsfliche innerhalb der periostalen Hiille (,,Total cross-sectional area inside
the periosteal envelope®, Tt.Ar). Er beschreibt den diaphysdr gemessenen Anteil der
Kortikalisflache an der gesamten Querschnittsfliche des Knochens.

Die Einheit ist in Prozent (%) auf der Ordinate und die Gruppenzugehorigkeit auf der Abszisse
vermerkt.

Die statistischen Testungen brachten keine signifikanten Unterschiede hervor.
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Abbildung 17: Anzahl an Trabekeln der Femora der weiblichen (-w) und mdnnlichen Ratten
(-m) in mm™" nach 12-wochiger Gabe der Kontrolllosung (KTL; n=6 KTL-w, n=6 KTL-m),
BPA-Niedrigdosis (ND; n=5 ND-w, n=5 ND-m) und BPA-Hochdosis (HD; n=5 HD-w, n=7
HD-m). Dargestellt sind die Daten als Boxplots. Der Mittelwert ist mit einem Kreuz (+),
Signifikanzen sind mit einem Stern (*) gekennzeichnet.

In Abbildung 17 ist die metaphysér ermittelte ,, Trabecular Number* (,,Tb.N*), also die Anzahl
gemessener Trabekel der untersuchten Proben der weiblichen und ménnlichen Ratten in mm!
mittels Boxplot-Grafiken dargestellt.

Die Einheit ist in mm™! auf der Ordinate und die Gruppenzugehérigkeit auf der Abszisse
vermerkt.

Zwischen den beiden Kontrollgruppen lieB sich bei einem p-Wert von 0,01 ein signifikanter
Unterschied im Sinne einer hoheren Anzahl an Trabekeln in der Gruppe der weiblichen Tiere
nachweisen. Dariliber hinaus brachten die statistischen Testungen keine signifikanten
Unterschiede hervor. Im Vergleich von weiblicher Niedrigdosis- und Hochdosisgruppe lie3
sich mit einem p-Wert von 0.076 ein Trend im Sinne einer héheren Trabekelanzahl in der

weiblichen Hochdosisgruppe ermitteln.
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Abbildung 18: Abstand der Trabekel der Femora der weiblichen (-w) und mdnnlichen Ratten
(-m) in mm nach 12-wéchiger Gabe der Kontrolllosung (KTL; n=6 KTL-w, n=6 KTL-m), BPA-
Niedrigdosis (ND; n=5 ND-w, n=5 ND-m) und BPA-Hochdosis (HD; n=5 HD-w, n=7 HD-m).
Dargestellt sind die Daten als Boxplots. Der Mittelwert ist mit einem Kreuz (+), Signifikanzen
sind mit einem Stern (*) gekennzeichnet.

In Abbildung 18 ist die metaphysér ermittelte ,,Trabecular Separation“ (,,Tb.Sp*), die den
Abstand zwischen den im Trabekel der untersuchten Proben der weiblichen und ménnlichen
Ratten in Millimeter (mm) beschreibt, mittels Boxplot-Grafiken dargestellt.

Die Einheit ist in Millimetern (mm) auf der Ordinate und die Gruppenzugehorigkeit auf der
Abszisse vermerkt.

Zwischen den beiden Kontrollgruppen lieB sich bei einem p-Wert von 0,01 ein signifikanter
Unterschied im Sinne eines hoheren Trabekelabstands bei der ménnlichen Kontrollgruppe
nachweisen.

Dariiber hinaus brachten die statistischen Testungen keine signifikanten Unterschiede hervor.
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Abbildung 19: Dicke der Trabekel der Femora der weiblichen (-w) und mdnnlichen Ratten (-
m) in mm nach 12-wochiger Gabe der Kontrolllosung (KTL; n=6 KTL-w, n=6 KTL-m), BPA-
Niedrigdosis (ND; n=5 ND-w, n=5 ND-m) und BPA-Hochdosis (HD; n=5 HD-w, n=7 HD-m).
Dargestellt sind die Daten als Boxplots. Der Mittelwert ist mit einem Kreuz (+), Signifikanzen
sind mit einem Stern (*) gekennzeichnet.

In Abbildung 19 ist die metaphysir ermittelte ,, Trabecular Thickness®, die die Dicke der
Trabekel der untersuchten Proben der weiblichen und méinnlichen Ratten in Millimetern (mm)
beschreibt, mittels Boxplot-Grafiken dargestellt.

Die Einheit ist in Millimetern (mm) auf der Ordinate und die Gruppenzugehorigkeit auf der
Abszisse vermerkt.

Zwischen den beiden Kontrollgruppen lief3 sich bei einem p-Wert von 0,025 ein signifikanter
Unterschied im Sinne von dickeren Trabekeln in der minnlichen Kontrollgruppe nachweisen.

Dariiber hinaus brachten die statistischen Testungen keine signifikanten Unterschiede hervor.
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Abbildung 20: Dicke der Kortikalis der Femora der weiblichen (-w) und mdnnlichen Ratten
(-m) in mm nach 12-wéchiger Gabe der Kontrolllosung (KTL, n=6 KTL-w, n=6 KTL-m), BPA-
Niedrigdosis (ND; n=5 ND-w, n=5 ND-m) und BPA-Hochdosis (HD; n=5 HD-w, n=7 HD-m).
Dargestellt sind die Daten als Boxplots, der Mittelwert ist mit einem Kreuz (+) gekennzeichnet.

In Abbildung 20 ist die diaphysér ermittelte ,,Cortical Thickness* (,,Ct.Th*), die die Dicke des
kortikalen Knochens der untersuchten Proben der weiblichen Ratten und minnlichen Ratten in
Millimetern (mm) beschreibt, mittels Boxplot-Grafiken dargestellt.

Die Einheit ist in Millimetern (mm) auf der Ordinate und die Gruppenzugehorigkeit auf der
Abszisse vermerkt.

Die statistischen Testungen brachten keine signifikanten Unterschiede hervor.
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4.2 Dreipunkt-Biegetest

Im folgenden Abschnitt sind die Ergebnisse des Dreipunkt-Biegetests dargestellt und werden
anschlieBend beschrieben. Die grafischen Darstellungen sind allesamt Boxplots
beziehungsweise Box-Whiskers-Grafiken in der stets gleichen Unterteilung in Kontroll-,
Niedrigdosis- und Hochdosisgruppe. Auf der Ordinate sind die jeweiligen untersuchten
biomechanischen Parameter mitsamt der Angabe der Einheit und auf der Abszisse die

entsprechende Gruppenzugehdrigkeit verbildlicht.
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Abbildung 21: Elastizitdtsmodul in MPa der weiblichen (-w) und mdnnlichen Ratten (-m) nach
12-wochiger Gabe der Kontrolllosung (KTL;, n=6 KTL-w, n=6 KTL-m), BPA-Niedrigdosis
(ND; n=5 ND-w, n=5 ND-m) und BPA-Hochdosis (HD,; n=5 HD-w, n=7 HD-m). Dargestellt
sind die Daten als Boxplots, der Mittelwert ist mit einem Kreuz (+) gekennzeichnet.

In Abbildung 21 ist der ,,Elastic Modulus®, also der Elastizitdtsmodul (oder auch ,,Young’s
Modulus®) der weiblichen Ratten und minnlichen Ratten in Megapascal (MPa) mittels
Boxplots dargestellt.

Die Einheit ist dabei in Megapascal (MPa) auf der Ordinate und die Gruppenzugehorigkeit auf
der Abszisse vermerkt.

Der Elastizitdtsmodul spiegelt die Widerstandsfahigkeit eines Stoffes wider, die der Knochen
im Dreipunkt-Biegetest gegeniiber einer durch Druck hervorgerufenen Dehnung aufbringt.
Demnach ist der Elastizitditsmodul rigiderer Stoffe hoher als der weniger rigider Stoffe.

Die statistischen Testungen brachten keine signifikanten Unterschiede hervor.
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Abbildung 22: Energie in mJ der Femora der weiblichen (-w) und mdnnlichen Ratten (-m) nach
12-wochiger Gabe der Kontrolllosung (KTL;, n=6 KTL-w, n=6 KTL-m), BPA-Niedrigdosis
(ND; n=5 ND-w, n=5 ND-m) und BPA-Hochdosis (HD,; n=5 HD-w, n=7 HD-m). Dargestellt
sind die Daten als Boxplots. Der Mittelwert ist mit einem Kreuz (+), Signifikanzen sind mit
einem Stern (*) gekennzeichnet.

In Abbildung 22 ist die Energie (,,Energy®), die im Rahmen des Dreipunkt-Biegetests auf die
Femora der weiblichen und ménnlichen Ratten bis zum Versagen der Knochen ausgeiibt wurde,
in Millijjoule (,,mJ*) mittels Boxplots dargestellt.

Die Einheit ist dabei in Millijoule (mJ) auf der Ordinate und die Gruppenzugehdrigkeit auf der
Abszisse vermerkt.

Zwischen den beiden Kontrollgruppen lief3 sich bei einem p-Wert von 0,004 ein signifikanter
Unterschied nachweisen. Dies spricht fiir eine signifikant hohere Energie, die auf die Femora
der Ratten der mannlichen Kontrollgruppe im Vergleich zur weiblichen Kontrollgruppe bis
zum Versagen ausgeiibt wurde.

Dariiber hinaus brachten die statistischen Testungen keine signifikanten Unterschiede hervor.
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Abbildung 23: Energiedichte in mJ mm™ der Femora weiblichen (-w) und mdnnlichen Ratten
(-m) nach 12-wéchiger Gabe der Kontrolllosung (KTL; n=6 KTL-w, n=6 KTL-m), BPA-
Niedrigdosis (ND; n=5 ND-w, n=5 ND-m) und BPA-Hochdosis (HD; n=5 HD-w, n=7 HD-m).
Dargestellt sind die Daten als Boxplots, der Mittelwert ist mit einem Kreuz (+) gekennzeichnet.

In Abbildung 23 ist die Energiedichte (,,Energy Density*), die im Dreipunkt-Biegetest auf die
Femora der weiblichen und ménnlichen Ratten ausgeiibt wurde, in J mm™ mittels Boxplots
dargestellt. Sie stellt die auf die Femora der Ratten einwirkende Energie in Joule pro
Volumenanteil Knochen in mm™. Es handelt sich demnach um die volumetrische
Energiedichte.

Die Einheit ist dabei in J mm auf der Ordinate und die Gruppenzugehdorigkeit auf der Abszisse
vermerkt.

Die statistischen Testungen brachten keine signifikanten Unterschiede hervor.
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Abbildung 24: Maximale Verformung in mm der Femora der weiblichen (-w) und mdnnlichen
Ratten (-m) nach 12-wéchiger Gabe der Kontrolllosung (KTL; n=6 KTL-w, n=6 KTL-m), BPA-
Niedrigdosis (ND; n=5 ND-w, n=5 ND-m) und BPA-Hochdosis (HD; n=5 HD-w, n=7 HD-m).
Dargestellt sind die Daten als Boxplots. Der Mittelwert ist mit einem Kreuz (+), Signifikanzen
sind mit einem Stern (*) gekennzeichnet.

In Abbildung 24 ist die maximale Verformung (,,Ultimate Displacement®) der Femora im
Dreipunkt-Biegetest der weiblichen und méinnlichen Ratten in Millimetern (mm) mittels
Boxplots dargestellt.

Die Einheit ist dabei in Millimetern (mm) auf der Ordinate und die Gruppenzugehorigkeit auf
der Abszisse vermerkt.

Zwischen den beiden Kontrollgruppen lief3 sich bei einem p-Wert von 0,016 ein signifikanter
Unterschied im Sinne einer hoheren maximalen Verformung in der ménnlichen Kontrollgruppe
nachweisen. Zudem zeigte sich mit einem p-Wert von 0,076 ein Trend bei Vergleich der
weiblichen Niedrigdosis- und Hochdosisgruppe im Sinne einer hoéheren maximalen
Verformung in der weiblichen Niedrigdosisgruppe.

Dariiber hinaus brachten die statistischen Testungen keine signifikanten Unterschiede hervor.
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Abbildung 25: Maximale Kraft in N der Femora der weiblichen (-w) und mdnnlichen Ratten
(-m) nach 12-wochiger Gabe der Kontrolllosung (KTL; n=6 KTL-w, n=6 KTL-m), BPA-
Niedrigdosis (ND; n=5 ND-w, n=5 ND-m) und BPA-Hochdosis (HD; n=5 HD-w, n=7 HD-m).
Dargestellt sind die Daten als Boxplots. Der Mittelwert ist mit einem Kreuz (+), Signifikanzen
sind mit einem Stern (*) gekennzeichnet.

In Abbildung 25 ist die maximale Kraft (,,Ultimate Force*), die im Dreipunkt-Biegetest auf die
Femora der weiblichen und ménnlichen Ratten ausgeiibt wurde, in Newton (N) mittels Boxplots
dargestellt.

Die Einheit ist dabei in Newton (N) auf der Ordinate und die Gruppenzugehorigkeit auf der
Abszisse vermerkt.

Zwischen den beiden Kontrollgruppen lie3 sich bei einem p-Wert von 0,01 ein signifikanter
Unterschied im Sinne einer hoheren auf die Femora der Ratten der ménnlichen Kontrollgruppe
ausgeiibten maximalen Kraft nachweisen.

Die statistischen Testungen brachten dariiber hinaus keine signifikanten Unterschiede hervor.
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Abbildung 26: Maximale Dehnung der Femora der weiblichen (-w) und mdnnlichen Ratten (-
m) nach 12-wéchiger Gabe der Kontrolllosung (KTL; n=6 KTL-w, n=6 KTL-m), BPA-
Niedrigdosis (ND; n=5 ND-w, n=5 ND-m) und BPA-Hochdosis (HD; n=5 HD-w, n=7 HD-m).
Dargestellt sind die Daten als Boxplots, der Mittelwert ist mit einem Kreuz (+) gekennzeichnet.

In Abbildung 26 ist die maximale Dehnung (,,Ultimate Strain*) bzw. Bruchdehnung der Femora
der weiblichen und ménnlichen Ratten, die im Rahmen des Dreipunkt-Biegetests ermittelt
wurde, mittels Boxplots dargestellt.

Die maximale Dehnung ist dabei ohne Einheit und anteilig bezogen auf die Ausgangslinge der
Femora bezogen auf der Ordinate und die Gruppenzugehdrigkeit auf der Abszisse vermerkt.
Es zeigte sich mit einem p-Wert von 0,076 ein Trend bei Vergleich der weiblichen
Niedrigdosis- und Hochdosisgruppe im Sinne einer geringeren Bruchdehnung in der weiblichen
Hochdosisgruppe.

Dariiber hinaus brachten die statistischen Testungen keine signifikanten Unterschiede hervor.
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Abbildung 27: Maximale Druckbelastung in MPa der Femora der weiblichen (-w) und
mdnnlichen Ratten (-m) nach 12-wochiger Gabe der Kontrolllosung (KTL; n=6 KTL-w, n=6
KTL-m), BPA-Niedrigdosis (ND; n=5 ND-w, n=5 ND-m) und BPA-Hochdosis (HD; n=5 HD-
w, n=7 HD-m). Dargestellt sind die Daten als Boxplots, der Mittelwert ist mit einem Kreuz (+)
gekennzeichnet.

In Abbildung 27 ist die maximale Druckbelastung (,,Ultimate Stress), die im Drei-Punkt-
Biegetest auf die Femora der weiblichen und maénnlichen Ratten ausgeilibt wurde, in
Megapascal (MPa) mittels Boxplots dargestellt.

Die Einheit ist dabei in Megapascal (MPa) auf der Ordinate und die Gruppenzugehorigkeit auf
der Abszisse vermerkt.

Die statistischen Testungen brachten keine signifikanten Unterschiede hervor.
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Abbildung 28: Steifigkeit in N mm™ der Femora der weiblichen (-w) und mdcnnlichen Ratten
(-m) nach 12-wochiger Gabe der Kontrolllosung (KTL; n=6 KTL-w, n=6 KTL-m), BPA-
Niedrigdosis (ND; n=5 ND-w, n=5 ND-m) und BPA-Hochdosis (HD; n=5 HD-w, n=7 HD-m).
Dargestellt sind die Daten als Boxplots, der Mittelwert ist mit einem Kreuz (+) gekennzeichnet.

In Abbildung 28 ist Steifigkeit der Femora der weiblichen und ménnlichen Ratten, die im
Dreipunkt-Biegetest ermittelt wurde, in Newton pro Millimeter (N mm) mittels Boxplots

dargestellt.

Die Einheit ist dabei in N mm! auf der Ordinate und die Gruppenzugehérigkeit auf der Abszisse

vermerkt.

Die statistischen Testungen brachten keine signifikanten Unterschiede hervor.
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Abbildung 29: Flichentrigheitsmoment in mm* der Femora der weiblichen (-w) und
mdnnlichen Ratten (-m) nach 12-wochiger Gabe der Kontrolllosung (KTL; n=6 KTL-w, n=6
KTL-m), BPA-Niedrigdosis (ND; n=5 ND-w, n=5 ND-m) und BPA-Hochdosis (HD; n=5 HD-
w, n=7 HD-m). Dargestellt sind die Daten als Boxplots. Der Mittelwert ist mit einem Kreuz
(+), Signifikanzen sind mit einem Stern (*) gekennzeichnet.

In Abbildung 29 ist das Flachentriagheitsmoment (,,Area Moment of Inertia®) der Femora der
weiblichen und ménnlichen Ratten, das im Dreipunkt-Biegetest ermittelt wurde, in mm? mittels
Boxplots dargestellt. Das Flachentragheitsmoment oder auch Flichenmoment zweiten Grades
ist ein biomechanischer Parameter, der eine Aussage liber die Rigiditdt eines Stoffes erlaubt.
Ermittelt wird es im Rahmen der Biegebeanspruchung anhand des auf Basis des Querschnitts
des Untersuchungsobjekts beruhenden Verformung durch die duBlere Krafteinwirkung. Es ist
der quadratische Abstand zur neutralen Achse eines jeden Flachenanteils.

Die Einheit ist dabei in mm* auf der Ordinate und die Gruppenzugehdorigkeit auf der Abszisse
vermerkt.

Es zeigte sich mit einem p-Wert von 0,04 im Vergleich der beiden Kontrollgruppen ein
signifikant hoheres Fldchentragheitsmoment auf Seiten der ménnlichen Kontrollgruppe. Zudem
fiel mit einem p-Wert von 0,062 ein Trend bei Vergleich der minnlichen Niedrigdosis- und
Hochdosisgruppe im Sinne eines hoheren Flidchentrigheitsmoments in der Hochdosisgruppe
auf.

Die statistischen Testungen brachten keine weiteren signifikanten Unterschiede hervor.

54



4.3 Gewichtsverlauf

In diesem Abschnitt wird auf den Verlauf des Gewichts im Rahmen der experimentellen Studie

Bezug genommen. Diese werden ebenfalls mit Boxplot-Grafiken zum Ausdruck gebracht.
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Abbildung 30: Verhdltnis von End- zu Startgewicht der weiblichen (-w) und mdnnlichen Ratten
(-m) nach 12-wochiger Gabe der Kontrolllosung (KTL; n=6 KTL-w, n=6 KTL-m), BPA-
Niedrigdosis (ND; n=5 ND-w, n=5 ND-m) und BPA-Hochdosis (HD; n=5 HD-w, n=7 HD-m).
Dargestellt sind die Daten als Boxplots, der Mittelwert ist mit einem Kreuz (+) gekennzeichnet.

In Abbildung 30 ist das Verhéltnis von End- zu Startgewicht der weiblichen Ratten und
ménnlichen Ratten mittels Boxplots dargestellt.

Das Verhiltnis ist dabei einheitslos auf der Ordinate und die Gruppenzugehorigkeit auf der
Abszisse vermerkt.

Mit einem p-Wert von 0,055 zeigte sich beim Vergleich der beiden Kontrollgruppen ein Trend
im Sinne eines hoheren Verhiltnisses von End- zu Startgewicht bei der ménnlichen

Kontrollgruppe.

Die statistischen Testungen brachten keine signifikanten Unterschiede hervor.
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5. Diskussion

Inhalt dieses Teils der Dissertationsschrift war es die zuvor beschriebenen Ergebnisse auf Basis
der Grundlagen zu diskutieren und ins kritische Verhiltnis zueinander zu setzen. Es wird auf
mogliche Griinde fiir die Ergebnisse und Zusammenhénge zwischen diesen Bezug genommen
und es werden die Moglichkeiten und Limitationen dieser experimentellen Versuchsreihe
erortert.

Ziel war es herauszuarbeiten, ob sich experimentell ein statistisch nachweisbarer Einfluss von
BPA auf die Knochenmorphologie und das biomechanische Verhalten des Knochens der

Wistar-Ratte zeigen lésst.

5.1 Diskussion der Ergebnisse

Es zeigten sich bei der statistischen Analyse Signifikanzen vor allem im Vergleich der
ménnlichen und weiblichen Kontrollgruppe, denen beiden kein BPA, sondern nur die
Kontrolllosung DMSO, zugefiihrt wurde. Sie unterschieden sich bei Betrachtung der mittels
Mikro-CT erhobenen Werte signifikant beziiglich der Femurlinge in mm (p= 0,004), des
Verhéltnisses des Anteils von Knochengewebe am Gesamtvolumen der untersuchten Probe
(p=0,018), der Konnektivititsdichte in mm™ (p=0,004), der Anzahl der Trabekel in mm'!
(p=0,01), der Dicke der Trabekel in mm (p=0,025), des Abstandes der Trabekel in mm
(p=0,01), der Gesamtquerschnittsfliche in mm? (p=0,004), der Fliche der Kortikalis im
Querschnitt in mm? (0,004) sowie der Fliche des Knochenmarks im Querschnitt in mm?
(p=0,004).

Hinsichtlich der biomechanisch ermittelten Werte nach Untersuchung der Femora der beiden
Kontrollgruppen durch den Dreipunkt-Biegetest zeigten sich signifikante Unterschiede des
Flachentrigheitsmoments in mm* (p=0,004), der maximal ausgeiibten Kraft in N (p=0,01), der
maximalen Deformation in mm (p=0,016) sowie der zugefiihrten Energie in mJ (p=0,004).
Diese Unterschiede der beiden Geschlechter kommen, wie bereits beschrieben, durch den
geschlechtsspezifischen Grofen- und Gewichtsunterschied zustande. Denn durch die groferen
Knochen bzw. ldngeren Femora steigen unter anderem auch die Gesamtquerschnittsflache der
Kortikalis und die Dicke der Trabekel, was wiederum dazu fiihrt, dass der Knochen, gemessen
anhand von biomechanischen Parametern, stabiler wird. Diese hohere Stabilitit zeichnet sich

dann im Dreipunkt-Biegetest ab.
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Da sich beim Vergleich der beiden Geschlechter bereits innerhalb der Kontrollgruppen diese
deutlichen Unterschiede abzeichnen, ist bei derart unterschiedlichen Vergleichsgruppen der
Vergleich zwischen den jeweiligen Niedrig- und Hochdosisgruppen aus statistischer Sicht in

seiner Aussagekraft beschrinkt und zu vernachléssigen.

Bei Durchfiihrung des Kruskal-Wallis-Tests zur Differenzierung des Zusammenhangs der vom
Geschlecht abhédngigen Beeinflussung der jeweiligen zusammengefassten Niedrigdosis-,
Hochdosis- und Kontrollgruppen zeigte sich innerhalb der weiblichen Gruppe beim Verhiltnis
von Knochengewebe zum gesamten Gewebe ein Trend (p=0,075). Bei weiterer Untersuchung
mittels Mann-Whitney-U-Test zwischen jeweils zwei Gruppen zeigte sich dieser Trend
beziiglich des genannten Parameters sowohl im Vergleich der weiblichen Niedrigdosis- und
Hochdosisgruppe (p=0,76) als auch im Vergleich der weiblichen Hochdosis- und
Kontrollgruppe (p=0,76). In beiden Fallen war der Wert in der Hochdosisgruppe hoher als der
jeweilige Vergleichswert.

Weitere statistische Zusammenhénge im Sinne von Trends zeigten sich ebenfalls im weiblichen
Kollektiv beim Vergleich von Niedrigdosis- und Hochdosisgruppe einerseits beziiglich der
Anzahl an Trabekeln in mm! (p=0,076) und andererseits in der Gesamtquerschnittsfliche der
Femora in mm? (p=0,076). In diesen Fillen war aber die Anzahl der Trabekel und die
Gesamtquerschnittsfliche des Knochens in der Niedrigdosisgruppe der weiblichen Ratten
hoher.

Bei den miénnlichen Ratten waren mittels Mann-Whitney-U-Test Trends im Vergleich der
Niedrigdosis- mit der Hochdosisgruppe bei der Femurlinge (p=0,062), bei der
Gesamtquerschnittsfliche des Knochens (p=0,062) und der Querschnittsfliche der Kortikalis
(p=0,088) auszumachen. Die Femora waren in diesem Vergleich in der Hochdosisgruppe ldnger
bei geringeren Werten der Querschnittsflache der Kortikalis ebendieser Femora.

Die Querschnittsfliche des Knochenmarks war in der weiblichen Hochdosisgruppe signifikant

hoher als in der weiblichen Niedrigdosisgruppe (p=0,047).

Im Rahmen der statistischen Auswertung der biomechanischen Parameter zeigten sich Trends
nach Durchfiihrung des Mann-Whitney-U-Test beziiglich der maximalen Deformation in mm
(p=0,076) und der maximalen Dehnung (p=0,076) beim Vergleich von weiblicher
Niedrigdosis- und Hochdosisgruppe. Beim Vergleich von ménnlicher Niedrigdosis- und

Hochdosisgruppe zeichnete sich ein statistischer Zusammenhang beim
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Flachentragheitsmoment (p=0,062) ab. Es wurden dabei hohere Werte in der Niedrigdosis-
gruppe ermittelt.

In Anbetracht der Ergebnisse und damit verbundenen Trends sowie dem signifikanten
Unterschied der Querschnittsfliche des Knochenmarks im Vergleich von weiblicher
Niedrigdosis- und Hochdosisgruppe zeigen sich diese Unterschiede vermehrt auf Seiten der
weiblichen Ratten. In diesem Kollektiv liegen die statistischen Trends bis auf die Ausnahme
des Verhiltnisses von Knochengewebe zum gesamten Gewebe, wo sich im Vergleich der
Hochdosis- und Kontrollgruppe Unterschiede zeigen, allesamt im Vergleich der Niedrigdosis-
und Hochdosisgruppe vor.

Bei den ménnlichen Tieren zeigen sich keine signifikanten Unterschiede und die statistischen

Trends sind allesamt im Vergleich von Niedrigdosis- und Hochdosisgruppe angesiedelt.

Die von Chin et al. beschriebene Zunahme der trabekulidren Architektur méannlicher und
weiblicher Rattenfemora und Abnahme der mechanischen Festigkeit der weiblichen Ratten
nach BPA-Exposition konnte in den Versuchen nicht mittels aller Parameter gezeigt werden
(84). Es zeigte sich beim Verhéltnis von Knochengewebe am Gesamtquerschnitt (,,VOX
BV/TV*®) ein Trend in der weiblichen Hochdosisgruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe sowie
auch im Vergleich der weiblichen Niedrigdosis- zur Hochdosisgruppe. In beiden Féllen war der
Knochenanteil am Gesamtgewebe statistisch in Form eines Trends hdoher in der Gruppe, die
BPA in einer hoheren Dosis exponiert wurde. Eine statistisch als Trend bezeichnete hohere
Anzahl an Trabekeln in mm™ in der weiblichen Hochdosisgruppe verglichen mit der
Niedrigdosisgruppe wirkt verstidrkend auf die Annahme, dass BPA durch seine xenodstrogene
Wirkung und Interaktion im Knochenmetabolismus zu einer Zunahme der trabekuldren
Strukturen im Rattenknochen fithrt. Dem kommt hinzu, dass bei Vergleich der
Gesamtquerschnittsfliche der Femora der weiblichen Hochdosis- und Niedrigdosisgruppe
diese in der Hochdosisgruppe im Sinne eines Trends hoher ist. Zudem ist die Querschnittsflache
des Knochenmarks in mm? in der weiblichen Hochdosisgruppe signifikant hoher als in der
weiblichen Niedrigdosisgruppe.

Im Gegensatz dazu ist ein Trend in der ménnlichen Hochdosisgruppe im Vergleich zur
Niedrigdosisgruppe beziiglich einer in der Niedrigdosisgruppe hoheren Gesamt-
querschnittsfliche des Knochens in mm? auffallend.

Dieser Trend beziiglich der Gesamtquerschnittsfliche in mm? im ménnlichen Rattenkollektiv

kann als hinweisend auf einen moglichen Schwellenwert von BPA diskutiert werden, indem
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dieses zumindest im weiblichen Kollektiv osteoinduktiv wirkt, bei den mannlichen Tieren aber
in hoherer Dosis zu einer Negativbilanz des Knochenstoffwechsels fiihrt.

Oben genannter statistisch signifikanter Wert, die Querschnittsfliche des Knochenmarks in
mm?, ist singuldr betrachtet nicht eindeutig in den Kontext einzuordnen. Moglich fiir signifikant
hohere Werte der weiblichen Hochdosisgruppe im Vergleich zur Niedrigdosisgruppe ist auf der
einen Seite ein durch BPA bedingter groflerer Knochen mit konsekutiv groerem Markraum,
sowie auch einer dickeren Kortikalis in mm. Die Kortikalis stellte sich in den Untersuchungen
aller Gruppen aber weder als Trend noch als statistisch signifikant dicker dar. So verhielt es
sich auch mit der Fliache der Kortikalis im Verhéltnis zur Gesamtquerschnittsfliche. Bei
Betrachtung der kortikalen Querschnittsfldche allein war beim Vergleich der weiblichen Ratten
keinerlei statistischer Unterschied auffallend. Bei Vergleich der méinnlichen Niedrigdosis- und
Hochdosisgruppen war hingegen eine groBBere Flache in der Niedrigdosisgruppe als Trend zu
verzeichnen. Zu diskutieren ist hingegen ebenfalls eine grofere Querschnittsfliche des
Knochenmarks zu Ungunsten der kortikalen Begrenzung dieser Flache. Dies wiirde gegen die
Annahme sprechen, dass mit steigender BPA Exposition die Knochenstruktur und Stabilitét
immer weiter zunimmt.

In der biomechanischen Untersuchung zeigten sich keinerlei signifikante Unterschiede, weder
im weiblichen noch im ménnlichen Rattenkollektiv.

Bei den weiblichen Versuchstieren zeichneten sich in den biomechanischen Untersuchungen
jedoch Trends im Vergleich der Niedrigdosis- und Hochdosisgruppe ab. Sowohl die maximale
Deformation in mm als auch die maximale Dehnung waren in der Niedrigdosisgruppe hoher.
Es wurde also in der weiblichen Hochdosisgruppe eine geringere Dehnung sowie eine geringere
Deformation des Knochens bis zum Bruch gemessen. Bei der Betrachtung der Ergebnisse der
méinnlichen Ratten war das Fldchentrigheitsmoment in der Niedrigdosisgruppe im Sinne eines
Trends hoher als in der Hochdosisgruppe, es zeigte sich aber kein signifikanter Unterschied.
Dies wire hinweisend auf einen durch die Femora der Niedrigdosisgruppe hoheren Widerstand
im Rahmen des Dreipunkt-Biegetests, was die Annahme einer stabilititsfordernden Wirkung
von BPA im Niedrigdosisbereich bekréftigen wiirde.

Bei Begutachtung der Femurldnge in mm und der Gesamtquerschnittsfliche der Knochen,
sowie der Querschnittsfliche der Kortikalis in mm?, zeigten sich diese Parameter als Trend in
der Niedrigdosisgruppe im Vergleich zur Hochdosisgruppe allesamt hoher. Dies wire ebenfalls
hinweisend auf eine durch BPA vermittelte Wirkung im Sinne einer Induktion des
Knochenwachstums bei geringer Dosierung und den Knochenmetabolismus einschrankenden

Effekt bei der Zufuhr von hochdosiertem BPA.
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Dariiber hinaus liefen sich wie oben beschrieben keine weiteren signifikanten Unterschiede
oder Trends der Messergebnisse in den durchgefiihrten statistischen Tests, dem Kruskal-
Wallis-Test, sowie dem Mann-Whitney-U-Test eruieren.

Weitere Studien zur Wirkung von BPA auf den Knochen brachten hervor, dass dieses zu
oxidativem Stress in Zellen des Knochenmarks, Lymphozyten und Hoden- sowie
Nebenhodengewebe fiihrt (104). AuBBerdem beeinflusst BPA nach einer Studie von Miki et al.
iiber Steroidrezeptoren humane fetale und adulte Osteoblasten den Knochenstoffwechsel (105).
Eine Interaktion mit Osteoklasten konnte nicht gezeigt werden. Auffallend war aber dariiber
hinaus eine Aktivierung der Zellproliferationsrate und die Akkumulation von Kollagen in
Osteoblasten, weshalb die Autoren die Hypothese aufstellten, dass BPA den
Knochenstoffwechsel des Menschen negativ beeinflusst. In einer Studie von Lind et al. wurde
herausgefunden, dass es bei minnlichen Nachkommen triachtiger Ratten, denen BPA in
geringer Dosis iiber das Trinkwasser verabreicht wurde, zu einer reduzierten Femurldnge und
einer verringerten trabekuldren Flache kommt (106). Dies steht im Kontrast zu dem Trend, der
sich in dieser Versuchsreihe im Vergleich der ménnlichen Niedrigdosis- und Hochdosisgruppe
abzeichnete. Denn nach Re-Evaluation dieser Ergebnisse mit 52 Wochen alten Ratten zeigten
sich in der maénnlichen Kohorte, die prénatal vermehrt BPA ausgesetzt war, eine
Normalisierung der erhobenen Parameter zur Bewertung der Knochenstrukturen angeglichen
an die Kontrollgruppe. Die Autoren beschreiben bei zwei der weiblichen Ratten aus der BPA-
exponierten Gruppe auffallend hohe Dicken der Kortikalis. Dieses Ergebnis konnte in unserer
Untersuchung nicht reproduziert werden. Biomechanische Untersuchungen von Lind et al.
mittels Dreipunkt-Biegetest zeigten, dass die Steifigkeit der Knochen der weiblichen Gruppen,
denen BPA zugefiihrt wurde, herabgesetzt war. Darauf deuten auch die Trends im Rahmen
dieser tierexperimentellen Studie im Vergleich der Niedrigdosis- und Hochdosisgruppe
beziiglich der maximalen Deformation und der Dehnung der weiblichen Rattenfemora hin.
Diese Parameter waren in der weiblichen Niedrigdosisgruppe im Vergleich hoéher als die der
Hochdosisgruppe des gleichen Geschlechts. Dies deutet auf eine hohere Dehnbarkeit der
Rattenfemora der Niedrigdosisgruppe hin. Eine erhohte Rigiditét ist damit in unserer Studie in
der weiblichen Hochdosisgruppe zu beschreiben und kann hinweisend fiir eine erhdhte
Knochenmineralisation bei weitaus hoherer BPA-Exposition sein. Zwischen Hochdosis- und
Kontrollgruppen waren hingegen bei unserem Versuchsaufbau keine Trends oder
Signifikanzen auszumachen. Dariiber hinaus beobachteten Lind et al. ein erhohtes Autkommen
fibrotischer Liasionen im Knochenmark und zudem erhdhte Entziindungsparameter der

untersuchten Ratten (107). Eine Studie von Lejonklou et al. zeigte verlangerte Rattenfemora
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beim weiblichen Nachwuchs von iiber Sondenerndhrung BPA-exponierten Muttertieren sowie
eine dickere Kortikalis des ménnlichen Nachwuchses bei nicht signifikant verénderten
biomechanischen Versuchsergebnissen (108). Signifikante Unterschiede beziiglich der
biomechanischen Untersuchungen konnten durch diese experimentelle Studie ebenfalls nicht
gezeigt werden.

Die deutlichen Unterschiede der ermittelten Konnektivititsdichte der ménnlichen und
weiblichen Ratten ist in Zusammenschau der Ergebnisse zu vernachldssigen und auf die
unterschiedlichen Grofen zwischen den Geschlechtern zu beziehen. Dies hat vor allem
hinsichtlich des hormonell beeinflussten Knochenstoffwechsels und dem geschlechtsbedingt
unterschiedlichen Hormonprofil isoliert betrachtet eine untergeordnete Bedeutung. Es zeigen

sich innerhalb der drei Gruppen bei beiden Geschlechtern keine signifikanten Unterschiede.

5.2 Diskussion von Limitationen, Materialien und Methoden

Im Rahmen dieser experimentellen Studie wurden 18 ménnliche und 18 weibliche Ratten unter
kontrollierten Bedingungen fiir zwolf Wochen in der zentralen Versuchstierhaltung des Instituts
fiir experimentelle Chirurgie der Universitit Rostock gehalten. Aus dem Kollektiv der
weiblichen Hochdosisgruppe verstarben zwei Ratten im Rahmen der ersten Narkose, sodass
insgesamt 34 statt 36 in die statistische Auswertung miteinbezogen wurden. Im Abstand von
vier Wochen erfolgten die operativen Wechsel der zuvor im Bereich des Riickens subkutan
implantierten osmotischen Pumpen. Es wurde zuvor eine Einteilung in eine Kontroll-, Niedrig-
und Hochdosisgruppe vorgenommen. Dieser Abstand war aufgrund der eingeschrinkten
Haltbarkeit beziehungsweise Kapazitit der osmotischen Pumpen fiir eine kontinuierliche,
zuverlédssige und somit vergleichbare Abgabe der BPA enthaltenden Lésung vonnéten (109-
111). Damit wurde die Grundlage geschaffen, den Einfluss von BPA dosisabhingig und
geschlechtsspezifisch in den einzelnen Gruppen darstellen zu konnen. Dariiber hinaus erfolgte
die Dokumentation des Gewichts und dessen Verdnderung in vierwdchigen Abstinden bis zum
Tag der letzten Operation und Euthanasie.

Vorteil dieses experimentellen Versuchsaufbaus ist zum einen, dass mogliche Effekte des
untersuchten Stoffes BPA unmittelbar und in vivo beobachtet werden kdnnen. AuBerdem
handelte es sich bei den verwendeten Ratten um Jungtiere, somit war es moglich, den Einfluss
von BPA auf Organismen mit erhdhter Rate vor allem des Knochenstoffwechsels im Rahmen
des Wachstums zu beobachten. Von Vorteil ist ein somit vulnerablerer Organismus mit der

Moglichkeit, negative Effekte gegebenenfalls umso deutlicher darstellen zu kdnnen. Ein
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solcher Versuchsaufbau kann durch kein in vitro-Modell bewerkstelligt werden, da
Pathogenese und Wechselwirkungen innerhalb eines Nagetiers wie der Wistar-Ratte nicht
durch eine artifiziell geschaffene Untersuchungsbedingung abgebildet werden kann. Der
Sdugetierorganismus ist zu komplex, um ihn in Génze in vitro zu rekonstruieren. Es steht die
Wirkung auf den gesamten Organismus mitsamt des Metabolismus und schlussendlich
moglichen Auswirkungen auf die kndcherne Struktur und das Verhalten im Rahmen von
biomechanischen Untersuchungen post mortem bei chronischer Zufuhr der Chemikalie BPA
im Mittelpunkt. Diese Fragestellung liee sich ohne das Tiermodell nicht beantworten.

Die subkutane Applikation mittels Osmose, also der Diffusion durch eine semipermeable
Membran, gehdrt zur gangigen Praxis im Rahmen von tierexperimentellen Studien und wird
auch fiir die Verabreichung von BPA angewandt (112). Prinzipiell wére auch eine orale
Applikation liber das Trinkwasser oder die zur Verfiigung gestellte Nahrung denkbar gewesen,
dabei ist jedoch keine vergleichbare kontinuierliche Applikation wie durch die osmotischen
Pumpen zu garantieren, weshalb davon abgesehen wurde. Nachteilig ist bei der operativen
Implantation und Wechsel der osmotischen Pumpen gewiss ein stets unbestreitbares
perioperatives Risiko im Rahmen der Narkoseeinleitung, -aufrechterhaltung und der Phase
nach der Operation. Zudem ist die Gefahr der Wundheilungsstérung und -infektion gegeben,
welche ebenso wie eine Narkose zum Tod der Ratte hitte fiihren konnen. Zudem ergeben sich
durch die den Anschaffungspreis der osmotischen Pumpen hohere Kosten. In Anbetracht der
bekannt toxischen Wirkungen von BPA wire es ethisch nicht zu vertreten die Wirkung der in
dieser Arbeit verwendeten Dosierungen auf den menschlichen Kdorper in oral, subkutan oder
intravends zugefiihrten Dosen in vivo am Menschen zu untersuchen.

Entsprechend der Gruppeneinteilung in Niedrigdosis-, Hochdosis- und Kontrollgruppen
entsprach die Tagesdosis in der Niedrigdosisgruppe 2,55 pg BPA pro Ratte und in der
Hochdosisgruppe 39 ng BPA pro Ratte. Umgerechnet auf einen erwachsenen Menschen wéren
dies 714 pg BPA pro Tag in der Niedrigdosisgruppe und 10920 pg BPA pro Tag in der
Hochdosisgruppe.

Diese Werte sind im Niedrigdosisbereich wie oben bereits beschrieben angelehnt an die
akzeptable tagliche Einnahmemenge fiir den menschlichen Organismus, die durch die EFSA
fiir den Menschen bestimmt und wenn notwendig aktualisiert angepasst wird (113). Die
Hochdosismenge orientiert sich an der Menge BPA, bei der im Rahmen von oben
beschriebenen Studien mit dergleichen oder geringeren Dosierungen schiddigende Wirkungen
nachgewiesen worden sind (114). Die Hochdosisgruppe mit einer tiglichen Aufnahmemenge

von 39 pg pro Ratte und Tag resultierte daraus einen Dosisbereich zu bestimmen, in welchem
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negative Auswirkungen von BPA bei gleicher oder geringerer Dosierung beobachtet wurde.
Zu letztem Punkt zdhlen unter anderem die reproduktionstoxische Wirkung (73, 76), aber auch
die von BPA als endokriner Disruptor vermittelte xenodstrogene Wirkung (84).

AufBlerdem erfolgte die Unterteilung in Gruppen geschlechtsbezogen. Dies diente der
Moglichkeit geschlechtsspezifische Einfliisse von BPA néher beleuchten zu konnen.

Die Untersuchungen erfolgten allesamt an Jungtieren. Dies hatte den Vorteil, dass der
Organismus noch nicht ausgereift war und potentielle Einfliisse von BPA auf die Entwicklung
der knochernen Struktur so den groBtmoglichen Effekt haben konnten. Dies schlieBt das
Langen- und Dickenwachstum der Knochen genauso ein, wie die bildmorphologische Struktur
und die biomechanische Stabilitit. Es wurde ein Untersuchungszeitraum von 12 Wochen
gewihlt. Eine Limitation besteht darin, dass damit demnach nicht abzubilden ist, ob und
inwieweit BPA sich iiber einen noch ldngeren Zeitraum auf den Organismus der Ratte auswirkt.
Moglicherweise kommt es erst im Verlauf zur Manifestation von Folgeerscheinungen, die im
Zeitraum von 12 Wochen nicht abgebildet werden konnten.

Allgemein ist zu beachten, dass es bei Betrachtung der Ergebnisse und deren Diskussion durch
fehlende definierte Referenzwerte ohne Bezug auf das im konkreten Versuchsaufbau
betrachtete Kollektiv nicht moglich ist, valide und verbindliche Aussagen hinsichtlich der
Interpretation der Ergebnisse aus den biomechanischen Untersuchungen und der Mikro-CT-
Untersuchung zu treffen. Demnach gilt die Kontrollgruppe des jeweiligen Geschlechts stets als
Referenzwert fiir die Interpretation der Ergebnisse.

Die mit 34 Ratten begrenzte Anzahl an Versuchstieren und die in diesem Zusammenhang
vergleichsweise groe Anzahl an Gruppen fiihren unter anderem dazu, dass sich durch kleine
Untersuchungsgruppen wenig Signifikanzen und Trends abzeichnen. Zudem bestehen,
mitbedingt durch die geringen GruppengrofBlen, zwischen den einzelnen Tieren und Gruppen
Varianzen, die dies erschweren, und es besteht wie in Abschnitt 11.3 ersichtlich keine
Normalverteilung. Dartiber hinaus ist es durch die bestehenden Gréenunterschiede zwischen
den Geschlechtern und damit verbundenen differierenden Messergebnissen in der
biomechanischen Testungen sowie auch der Mikro-CT-Untersuchung nicht moglich, die beiden
Geschlechter zusammenfassend zu begutachten. Nichtsdestotrotz wiirden sich Effekte von BPA
auch bei einem Rattenkollektiv von der oben genannten Grofe zeigen, sofern die Effektstarke
hoch genug wire. Mit der Effektstérke ist hierbei die Wirkung bzw. die mogliche Wirkung von
BPA auf den Knochen der Ratte gemeint. Verdnderungen der Knochenarchitektur oder der
biomechanischen Beschaffenheit der untersuchten Knochen, die mdglicherweise durch die

applizierten Dosen BPA hervorgerufen werden, lieBen sich im Rahmen dieses Experiments nur
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beziiglich der Fliche des Knochenmarks im Querschnitt (Marrow Area) ausmachen. Es ist
daher moglich, dass der Einfluss von BPA in diesen Dosen keinen signifikanten Einfluss hat
oder aber einen so geringen, dass eine VergroBerung des Untersuchungskollektivs vonndten
ware, um einen Einfluss nachweisen zu konnen.

Dazu kommt, dass die Werte anderer Studien bei inhomogenem Aufbau der Versuche iiber
verschiedene Dosierungen des BPAs, unterschiedliche Untersuchungszeitrdume und
Evaluationsmethoden fiir konkrete Zahlenwerte nur begrenzt ins Verhéltnis zu setzen sind und
ein in vivo Monitoring von BPA nicht zuletzt durch eine verhéltnisméBig geringe Halbwertszeit
schwierig ist.

Beziiglich der Mikro-CT Bildgebung wurde ein hohes MaB an Zielgenauigkeit und Reliabilitat
im Vergleich zu herkémmlichen Methoden sowohl in Tierstudien (115-119) als auch in Studien
im Bereich der Humanmedizin gezeigt (120-124).

Kritikpunkt der Mikro-CT ist, dass die Trabekel verglichen mit der realen Dicke als zu dick
dargestellt werden wiirden. Dass diese im Vergleich zu histomorphologischen Untersuchungen
als zu hoch eingestuft wird, begriinden Bouxsein et al. 2010 (99) mit mehreren Argumenten
beziehungsweise Fehlerquellen. Dazu fiihren kdnnte eine zu niedrige Auflésung der Mikro-CT-
Bilder, um trabekulédre Strukturen des Knochens realitdtsgemal3 darzustellen. AuBBerdem geht
die histomorphologische 2D-Untersuchung von einem planaren Gewebe aus und ermittelt die
3D-Rekonstruktion nicht direkt, wie es bei der Mikro-CT-Untersuchung der Fall ist. Des
Weiteren konnte ein schlecht ausgewédhlter Grenzbereich fiir die Schichten zu einer
schlechteren Aussagekraft der Ergebnisse fithren. Die Tatsache, dass 3D-Rekonstruktionen der
Mikro-CT-Untersuchung zur Ermittlung trabekuldrer Strukturen stets trabekuldre
Schnittpunkte bzw. Verzweigungsstellen miteinbeziehen, kann die Qualitit der Ergebnisse
ebenfalls einschrinken. Dies fiihrt im Nachgang in den Messergebnissen wiederum zu einer
falschlicherweise zu hoch gemessenen Dicke der Trabekel (99). Zusammenfassend besteht aber
trotz der oben genannten Schwéchen eine hohe Messgenauigkeit des Mikro-CTs beziiglich der
Parameter der kortikalen und trabekuldren Dicke, was es zu einer Untersuchungsmethode
macht, die flir ebendiese addquat zurate gezogen werden kann.

Einen Vorteil der Messmethode des Mikro-CTs stellt verglichen mit histomorphologischen
Vorgehensweisen nicht nur die bereits genannte direkte 3D-Rekonstruktion der trabekuldren
Knochenstrukturen dar. Dabei wird beim trabekuldren Knochen vor allem die Dicke und
Unterteilung der Trabekel und des Untersuchungsobjekts begutachtet und nicht eine Ableitung
dieser Beschaffenheit von zuvor gewonnenen zweidimensionalen Daten erstellt. Weitere

Vorteile bestehen im Vergleich zu histologischen Untersuchungsmethoden, dass ein weitaus
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groferer Abschnitt analysiert werden kann, die Untersuchung deutlich schneller durchzufiihren
ist, da keine Entkalkung des Knochenpréiparats vonndten ist und zuletzt auch, dass das
Untersuchungsobjekt keinen Schaden durch dieses bildgebende Verfahren davontrdgt. Die
Untersuchung kann demzufolge mehrfach ohne schidigende Wirkung zu haben oder in
jedweder Hinsicht modifizierende Einfliisse auf die Qualitdt des Préparats zu besitzen
wiederholt werden. Es konnen sich zusétzliche Untersuchungen beispielsweise biomechanische
Testungen, wie auch im Rahmen dieser experimentellen Studie, problemlos anschlieen (99).
Zusitzlich ist es bis zu einer Grofle von ca. 20 cm moglich Objekte abzubilden, was vor allem
in Tiermodellen von eindeutigem Vorteil ist. Dabei ist zu beachten, dass die Grofe und die
Dichte der untersuchten Knochenproben Einfluss auf das Messergebnis der
Knochendichtemessung mittels Mikro-CT haben und zu verfdlschten Ergebnissen fiihren
konnen (125).

Zuletzt ist durch den zusdtzlich moglichen Einsatz dieses bildgebenden Verfahrens am
lebenden Objekt, also in vivo, ein hohes Mal} an Flexibilitdt gegeben (117). Dies macht die
Mikro-CT-Diagnostik unabhéngig von der mit ihr einhergehenden hohen Auflésung und
Aussagekraft beziiglich ossédrer Strukturen, zu einem hidufig eingesetzten diagnostischen
Verfahren.

Limitationen bestehen nicht nur in dem begrenzten Untersuchungszeitraum und der geringen
Gruppenstérke, sondern auch in einer moglichen Schidigung der Knochen durch die Lagerung
bei -18 °C in Formaldehydldsung. Sofern von einer Schiadigung ausgegangen wird, sind von
dieser aber alle Knochen ungeachtet der Geschlechts- oder Gruppenzugehdrigkeit betroffen.
Zudem wurde wie bereits angedeutet bei kurzer Halbwertszeit und diagnostisch schwieriger
Umsetzung auf eine Messung von BPA im tierischen Gewebe, Blut, Serum oder Urin
verzichtet.

Die gewéhlten Untersuchungsmethoden stellen nur einen selektiven Einblick in bestimmte
Aspekte des Knochens der Ratten dar. Es ist denkbar, dass durch die Auswahl der
Untersuchungsmethoden Effekte von BPA auf anderer, zum Beispiel molekularer, Ebene

bestehen und durch den Versuch nicht erfasst worden sind.

5.3 Ausblick

In der Bundesrepublik Deutschland und in der Europdischen Union (,,EU*) beziehungsweise
Europa wird die Verwendung von BPA viel diskutiert und zunehmend reduziert. So ist seit dem

01. Juni 2011 in der Europédischen Union der Verkauf von Flaschen fiir Sduglinge, die unter
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anderem aus Polycarbonat bestehen und BPA als Bestandteil enthalten, verboten (126). Seit
dem 26. November 2018 greift die durch die Europdische Union beschlossene Obergrenze
maximal austretender BPA-Menge aus Kunststoffspielzeug von 0,04 mg BPA pro Liter (127).
In der Veroffentlichung ,,Wissenschaftliches Gutachten iiber die Risiken fiir die 6ffentliche
Gesundheit im Zusammenhang mit dem Vorkommen von Bisphenol A (BPA) in
Lebensmitteln® von Mitarbeitern des Gremiums fiir ,,Materialien, die mit Lebensmitteln in
Beriihrung kommen, Enzyme, Aromastoffe und Verarbeitungsstoffe” der EFSA (,,European
Food Safety Authority®, ,,Europdische Lebensmittelbehorde®) aus dem Jahr 2015, neun Jahre
nach der vorigen Stellungnahme 2006, wurde das Risiko von BPA erneut eingestuft. Der Wert
fiir die tolerierbare tdgliche Aufnahmemenge (,,tolerable daily intake, ,,TDI*) wurde von
bislang 50 auf 4 pg BPA pro kg Korpergewicht reduziert (128). Im Rahmen unserer Studie
erhielten die Ratten BPA in Dosen von 2,55 pug pro Tag in der Niedrigdosisgruppe und 39 pug
pro Tag in der Hochdosisgruppe. Mit der Annahme eines Rattengewichts von circa 250 g
ergiben sich hierbei bei Ubertragung auf einen 70 kg schweren Menschen Dosierungen von
etwa 714 ng BPA pro Tag in der Niedrigdosisgruppe und 10920 pg BPA pro Tag in der
Hochdosisgruppe. Dies ergibt eine BPA-Zufuhr von 10,2 pg pro kg pro Tag in der
Niedrigdosisgruppe und von 156 pg pro kg pro Tag in der Hochdosisgruppe. Laut des
Gutachtens der EFSA gehe von BPA fiir jedwede Altersklasse kein Risiko fiir die Gesundheit
aus. Die Aufnahme von BPA ldge mit einem Fiinftel bis zu einem Drittel der oben genannten
taglich tolerierbaren Aufnahmemenge noch im zu akzeptierenden Bereich. Grundlage der
Berechnung der TDI-Werte war fiir die zustdndigen Mitarbeiter des EFSA die sogenannte
,Benchmark-Dosis*“ (,,BMD®), ,,Benchmark® bedeutet aus dem Englischen iibersetzt Grenz-
oder Bezugswert. Die BMD entspricht dem Wert beziehungsweise der Dosis oder
Konzentration verabreichten BPAs pro kg pro Tag, die im Tierversuch mit Mdusen zu einer
Schéadigung der Nieren fiihrte und lag einst bei 8960 pg pro kg pro Tag. Als Schadigung wurde
eine Beeinflussung des Gewichts des Organs um 10 % definiert.

Im Jahre 2010 sind bei der Berechnung neue toxikologische Studien mit besserer
Verwertbarkeit und Ubertragungsmoglichkeiten auf den menschlichen Kérper mit
eingeflossen. Der Wert fiir den Menschen wurde auf Basis oben genannter Beobachtungen und
Berechnungen als menschliche Aquivalentdosis von 609 pg pro kg pro Tag definiert. Er steht
fiir jedwede Zufuhr von BPA, ob oral, transdermal oder inhalativ. Auf diese oben genannte
menschliche Aquivalentdosis ist der Europiischen Lebensmittelbehdrde zufolge zudem noch
der von der Behorde berechnete Gesamtunsicherheitsfaktor von 150 anzuwenden, der sich aus

Unsicherheiten der Ubertragbarkeit zwischen den verschiedenen Individuen, Unsicherheiten im
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Hinblick auf Metabolismus und Ausscheidung des Stoffes sowie Unsicherheiten beziiglich der
Effekte auf die primdren und sekunddren Geschlechtsorgane, das Immun-, Nerven- und
Stoffwechselsystem zusammensetzt (129). Die in den oben genannten Studienergebnissen
ermittelten Beeinflussungen von Organfunktionen seien mit Messungenauigkeiten behaftet, die
die EFSA in ihrer Begutachtung beriicksichtigt habe (128). 2017 beschloss ein
Expertenkomitee der EFSA die Erstellung und Fiihrung eines Protokolls beziiglich der
moglichen mit BPA verbundenen Gefahren fiir die Gesundheit (113). Eine Gruppe aus
Wissenschaftlern wird gemél dieses Protokolls und aktueller Studienergebnisse, die nach der
Bewertung 2015 verdffentlicht wurden, voraussichtlich noch 2020 eine Neubewertung des
Stoffes BPA vornehmen (130).

Das Bundesinstitut fiir Risikobewertung der Bundesrepublik Deutschland teilt die Meinung mit
der Europdischen Lebensmittelbehdrde. Mitarbeiter des Bundesinstituts seien aktiv an der
Einschétzung von BPA durch die EFSA eingebunden gewesen (15). Aullerdem bewertete das
Bundesinstitut fiir Risikobewertung im August 2018 die Annahme als ,,unwahrscheinlich, dass
zwischen einer BPA-Exposition und einem Auftreten der Molaren-Inzisiven-
Hypomineralisation ein Zusammenhang bestehe (131). Es stellt sich aulerdem hinter die im
Dezember 2015 von der Europédischen Chemikalienagentur (ECHA) gefillte Entscheidung,
dass BPA in Thermopapier mit einer Konzentration von 0,02 % oder mehr seit Januar 2020
nicht mehr enthalten sein darf (4). Die ECHA hat BPA dariiber hinaus im Juli 2016 als
reproduktionstoxisch in der Kategorie 1b nach der EU-Chemikalienverordnung ,,CLP*
(,,Classification, Labelling and Packaging®) eingeordnet. Zudem erfolgte zu Beginn des Jahres
2017 die Klassifikation als besonders besorgniserregende Substanz (,,Substances of Very High
Concern, SVHC) und die Auffiihrung auf der ,,REACH“-Kandidatenliste der ECHA (132).
Dabei ist ,,REACH® ein Akronym fiir eine EU-Chemikalienverordnung und steht fiir die
englischen Begriffe ,,Registration, Evaluation, Authorisation and Restriction of Chemicals®,
also einer Registrierung, Bewertung, Zulassung und Beschrinkung von Chemikalien, die am
01. Juni 2007 in Kraft getreten ist (133). Hinsichtlich der Bezeichnung von BPA als
,Endokrinen Disruptor* sieht die EFSA die Kriterien im Gegensatz zur ECHA (134) und des

Bundesinstituts fiir Risikobewertung als nicht ausreichend erfiillt an (135).

Der Einfluss von BPA auf die bildmorphologische Struktur in der Mikro-CT-Diagnostik sowie
auf die Stabilitit des Knochens der ménnlichen und weiblichen Wistar-Ratte wird anhand dieser
Studie als gering eingestuft. Es sind weitere Untersuchungen mit unter anderem groferer

Anzahl an Versuchstieren notwendig, um dezidiertere Aussagen iiber den Einfluss von BPA
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auf den Knochen der Wistar-Ratte zu titigen. Anzumerken ist jedoch, dass sich selbst bei
Zufuhr von BPA in hoher Dosis bis auf die Fliche des Knochenmarkbereichs lediglich Trends
im Vergleich der verschiedenen Behandlungsgruppen zeigten. Bei hohem Einfluss bzw.
schiadigender Wirkung von BPA auf die Knochenstruktur und -stabilitdt der Wistar-Ratte
wiirden sich Einfliisse jedoch auch schon bei der Gro3e eines Kollektivs, wie es in dieser Studie

gewihlt wurde, zeigen.

68



6. Zusammenfassung

Bisphenol A stellt weltweit eine der am meisten synthetisierten chemischen Verbindungen dar.
Dies ist unter anderem durch das Vorkommen in zahlreichen Kunststoffen begriindet (5). Der
Mensch steht somit im unweigerlichen Kontakt zu dieser Chemikalie. BPA hat durch seine
verschiedenen Wirkungen auf den tierischen und menschlichen Organismus das Potenzial
diesen auf mehreren Ebenen mitunter durch die Wirkung als Xenodstrogen zu beeinflussen.
Nicht zuletzt aus diesem Grund ist es von besonderem Interesse diese Einfliisse zu untersuchen.
Offentlich ist BPA vor allem aufgrund seiner spermiziden und reproduktionstoxischen Wirkung
auf den Menschen (76-79) in der Kritik.
Im Mittelpunkt dieser Arbeit stand die Wirkung von BPA auf den Knochen der Wistar-Ratte.
Dazu wurden in der zentralen Versuchstierhaltung des Instituts fiir experimentelle Chirurgie
der Universitdt Rostock 34 Wistar-Ratten gehalten. Thnen wurde fiir einen Zeitraum von 12
Wochen BPA osmotische Pumpen verabreicht, die im Bereich des oberen Riickens subkutan
implantiert worden waren. Im Anschluss daran wurden die Femora dieser Tiere mit
Zuhilfenahme des Mikro-CTs bildmorphologisch analysiert. Zudem erfolgte eine Dreipunkt-
Biegetestung zur Ermittlung des biomechanischen Verhaltens. Dem schloss sich die statistische
Auswertung an.
Ein wichtiges Ergebnis im Rahmen der genannten Untersuchungen war die signifikant hhere
Flache des Knochenmarkanteils im Querschnitt in der weiblichen Hochdosisgruppe verglichen
mit der weiblichen Niedrigdosisgruppe. AuBerdem konnten einige signifikante Unterschiede
zwischen der ménnlichen und weiblichen Kontrollgruppe gezeigt werden. Diese Unterschiede
begriinden sich durch den geschlechtsbezogenen GréBen- und Gewichtsunterschied. Dieser
geht mit groBeren Femora bei den ménnlichen Ratten einher, was dariiber hinaus zu teilweise
signifikanten Unterschieden in der biomechanischen Testung und Mikro-CT-Untersuchung
fiihrte.
In der Analyse der Daten, die mit Hilfe der biomechanischen Messungen und des Mikro-CTs
erhoben wurden, zeigten sich =zahlreiche Trends im Vergleich der Niedrig- und
Hochdosisgruppen innerhalb der Geschlechter. Diese waren allesamt im zwischen ménnlichen
und weiblichen Niedrig- und Hochdosisgruppen innerhalb der Geschlechter auszumachen.
Die Trends waren hinweisend auf anteilig mehr Knochengewebe in der Gruppe weiblicher
Ratten, die Bisphenol A in hoher Dosis im Vergleich zur Niedrigdosisgruppe erhalten haben
(,VOX BV/TV*). Dem hinzu kommt ein Trend beziiglich einer erh6hten Anzahl an knochernen
Trabekeln (,,Tb.N*) in der weiblichen Hochdosisgruppe beim Vergleich mit der weiblichen
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Niedrigdosisgruppe. Gegeniibergestellt ist dem eine geringere Bruchdehnung (,,Ultimate
Strain®) im Vergleich dieser beiden Gruppen mit einer geringen Bruchdehnung auf Seiten der
weiblichen Hochdosisgruppe im Sinne eines Trends. Anhalt fiir einen Einfluss von BPA auf
die Dicke der Kortikalis der Rattenfemora zeigte sich ebenfalls in Form eines Trends in der
ménnlichen Hochdosisgruppe im Vergleich zur minnlichen Niedrigdosisgruppe. In der
Hochdosisgruppe war die Kortikalis, statistisch als Trend nachgewiesen, dicker.

Im Rahmen der biomechanischen Untersuchung war ein Trend der weiblichen
Niedrigdosisgruppe beim Vergleich mit der weiblichen Hochdosisgruppe auffallend, der die
hohere maximale Verformung der Femora in der Niedrigdosisgruppe verdeutlichte.

Es waren dariiber hinaus jedoch zwischen den jeweiligen Kontrollgruppen und Gruppen, denen
BPA in niedriger oder hoher Dosis verabreicht wurden keine Trends oder Signifikanzen
auffallend.

In Zusammenschau der Resultate zeigt sich, dass sich die Ergebnisse im Vergleich zur aktuellen
Studienlage nur teilweise decken. Es zeigten sich grofitenteils Trends, die hinweisend auf eine
osteoinduktive Wirkung von BPA bei hoher Dosis im weiblichen Kollektiv sowie auf eine
Negativbilanz des Knochenstoffwechsels in der Hochdosisgruppe der méannlichen Ratten
waren. Dies zeichnete sich aber statistisch, mit Ausnahme der signifikant hoheren
Querschnittsfliche des Knochenmarks in der weiblichen Hochdosisgruppe verglichen mit der
weiblichen Niedrigdosisgruppe, nicht mit signifikanten p-Werten ab.

Die Mikro-CT-Untersuchung und der Dreipunkt-Biegetest sind Methoden, mit denen die
Mikroarchitektur sowie die biomechanischen Festigkeit von Knochen zuverldssig begutachtet
werden kann. Mit ihnen kann jedoch keine Aussage iiber die zelluldre Struktur des Knochens
oder eine Beeinflussung des Knochenstoffwechsels auf molekularer Ebene getroffen werden.
Zukiinftige Studien sollten untersuchen, inwiefern sich der Einfluss von BPA auf molekularer
Ebene auf den Knochen auswirkt und diese Wirkung iibertragbar auf den menschlichen

Organismus ist.
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7. Thesen

1. Bisphenol A ist eine ubiquitir verwendete Chemikalie mit weitem Anwendungsgebiet. Der
menschliche Organismus steht mit Materialien und Produkten, die Bisphenol A enthalten, in

stindigem Kontakt.

2. Die Aufnahme von Bisphenol A durch den Menschen erfolgt vor allem transoral, aber auch

transdermal und inhalativ.

3. Der Knochenmetabolismus der Ratte und des Menschen wird durch Bisphenol A auf

molekularer Ebene beeinflusst.

4. Die Mikro-Computertomografie ist eine etablierte nicht-invasive Methode zur Beurteilung

der kortikalen und spongidsen Architektur von Knochengewebe.

5. Biomechanische Untersuchungen wie der Dreipunkt-Biegetest ermitteln Belastbarkeit,

Verformbarkeit und Elastizitit eines Stoffes.

6. Osmotische Pumpen stellen ein gingiges Mittel zur Applikation von Ldsungen in

tierexperimentellen Studien dar.

7. Die Querschnittsfliche des Knochenmarks ist im Vergleich der Niedrig- und

Hochdosisgruppe der weiblichen Ratten in letzterer Gruppe signifikant hoher.

8. Bisphenol A hat keinen Einfluss auf die Belastbarkeit und FElastizitdt des Knochens der
Wistar-Ratte.

9. Der Einfluss von Bisphenol A auf die Struktur und die Stabilitit des Knochens der Wistar-
Ratte ist als gering einzustufen, sodass von einer schwachen Effektstirke auszugehen ist, die

im Rahmen weiterer Studien zu evaluieren ist.

10. Es fehlen Studien, um weitere humanmedizinisch relevante Wirkungen von Bisphenol A

zu ermitteln oder auszuschlieBen.
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12.3 Ergebnistabellen der statistischen Tests
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Unterschied Treatment

Statistics
Femur Conn- DT- DT- DT- Marrow
length VOX- Dens. Tb.N Tb.Th | Tb.Sp Tt.Ar Ct.Th | Ct.Area area Ct.Ar/Tt.A
Treatment [mm] BV/TV [mm-¥] [mm™ | [mm] | [mm] | [mm? | [mm?] | [mm?3] [mm?] r%
low N Valid 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
Missin 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
9
Mean 39,446 ,1482 | 74,2025| 3,1310| ,0731| ,3824 | 11,671] ,6682| 7,4575| 4,2141 64,0515
4 7
Std. Deviation 3,2168 | ,078662 | 59,4473 | 1,1523| ,0071| ,1821| 2,8780| ,0325| 1,8095| 1,2713 4,19011
0 8 7 8 6 9 6 1 1 0
Minimum 34,90 ,04 8,08 1,53 ,07 ,21 8,61 ,62 5,42 3,03 60,06
Maximum 44,24 ,23 163,68 4,52 ,09 72 15,30 71 9,71 6,09 74,43
Percentile 25 36,864 ,0628 | 15,2046 | 2,0068 | ,0688 | ,2156 | 9,0295| ,6422| 5,7896| 3,1729 61,2430
s 0
50 39,322 1724 | 73,3165 | 3,1447| ,0714 | ,3447 | 11,213| ,6582| 7,1012| 3,4914 63,1730
0 2
75 42,165 ,2224 | 122,327 | 4,3054| ,0755| ,5228 | 15,066 | ,7066 | 9,2872| 5,6381 65,8066
0 1 7
high N Valid 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12
Missin 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
9
Mean 39,153 ,1744 | 88,3884 | 3,3323| ,0758 | ,3723| 11,646 | ,6720| 7,3891| 4,2571 63,3874
7 3
Std. Deviation 2,5896 ,11219 | 92,0414 | 1,6057 | ,0067 | ,1714| 1,9661| ,0314| 1,3125| ,73460 2,06125
6 5 0 9 9 7 6 2
Minimum 35,22 ,04 8,97 1,62 ,07 ,15 9,23 ,62 5,75 3,32 59,27
Maximum 42,20 ,38 300,27 6,09 ,09 ,64 14,14 72 9,31 5,76 67,47
Percentile 25 36,348 ,0766 | 17,3267 | 2,1452| ,0691| ,1915| 9,6016 | ,6479| 6,0001 | 3,5789 62,2593
s 0
50 40,560 ,1283 | 37,1501 | 2,3296 | ,0763 | ,4400| 12,292 | ,6720| 7,8542| 4,3792 63,4381
0 1
75 41,240 ,2658 | 164,227 | 4,8976 | ,0808 | ,5155| 13,574 | ,6983| 8,3681| 4,7702 64,5048
0 3 1
contro N Valid 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12
I Missin 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
9
Mean 38,937 ,1639 | 73,0597 | 3,1990| ,0737 | ,3614 | 11,274| ,6693| 7,1387 | 4,1362 63,4667
0 9
Std. Deviation 2,7077 ,0890 | 57,3839 | 1,2802| ,0088| ,1607 | 2,3634 | ,0418| 1,4495| ,98162 2,50823
6 3 4 9 2 9 5 9
Minimum 35,54 ,06 11,85 1,45 ,06 14 8,26 ,60 5,47 2,75 59,94
Maximum 42,50 ,38 195,29 6,13 ,10 74 14,41 74 9,30 577 67,53
Percentile 25 36,252 ,0994 | 28,9767 | 2,1506 | ,0689 | ,2496 | 8,9161| ,6480| 5,6956 | 3,2300 61,4162
s 0
50 38,940 ,1538 | 55,6938 | 3,0792| ,0730| ,3277 | 11,618 | ,6573| 7,1887 | 4,2606 62,8738
0 4
75 41,790 ,1926 | 104,902 | 3,8515| ,0764 | ,4751| 13,271| ,7121| 8,5215| 4,8298 66,1093
0 3 8

135




Test Statistics®®

Femur Conn- DT- DT-
length VOX- Dens. | DT-Tb.N| Tb.Th Tb.Sp Tt.Ar Ct.Th | Ct.Area Ct.Ar/Tt.Ar
[mm] BV/TV | [mm?] [mm-'] [mm] [mm] [mm? | [mm3?] [mm?] Marrow area [mm?] %
Kruskal- ,269 ,221 ,058 ,046 1,039 ,013 ,258 ,233 ,750 ,237 ,021
Wallis H
df 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Asymp. ,874 ,898 ,971 977 ,595 ,993 ,879 ,890 ,687 ,888 ,990
Sig.
a. Kruskal Wallis Test
b. Grouping Variable: Treatment
Low - high
Low - highTest Statistics®
Femur Conn- DT- DT- Marrow
length VOX- Dens. DT-Tb.N Tb.Th Tb.Sp Tt.Ar Ct.Th Ct.Area area Ct.Ar/Tt.Ar
[mm] BV/TV [mm-?] [mm] [mm] [mm] [mm?] [mm?] [mm?] [mm?] %
Mann-Whitney U 53,500 | 52,000 55,000 56,000 45,500 58,000 58,000 | 55,000 60,000 49,000 58,000
Wilcoxon W 131,500 | 107,000 | 110,000 111,000 100,500 136,000 113,000 | 110,000 | 138,000 | 104,000 113,000
4 -,429 -,528 -,330 -,264 -,957 -,132 -,132 -,330 ,000 -,725 -,132
Asymp. Sig. (2- ,668 ,598 742 ,792 ,339 ,895 ,895 742 1,000 ,468 ,895
tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,6742 ,6282 7712 ,8212 ,3462 ,9232 ,9232 7712 1,0002 4972 ,9232
tailed Sig.)]
a. Not corrected for ties.
b. Grouping Variable: Treatment
Low - control
Test Statistics®
Femur Conn- DT- DT- Marrow
length VOX- Dens. DT-Tb.N Tb.Th Tb.Sp Tt.Ar Ct.Th Ct.Area area Ct.Ar/Tt.Ar
[mm] BV/TV [mm?] [mm] [mm] [mm] [mm?] [mm?] [mm?] [mm?] %
Mann-Whitney U 53,000 | 56,000 59,000 59,000 56,500 59,000 53,000| 53,000 50,000 58,000 60,000
Wilcoxon W 131,000 | 111,000 | 114,000 114,000 111,500 137,000 131,000 | 108,000 128,000 | 136,000 138,000
4 -,462 -,264 -,066 -,066 -,231 -,066 -,462 -,462 -,659 -,132 ,000
Asymp. Sig. (2- ,644 ,792 ,947 ,947 ,817 ,947 ,644 ,644 ,510 ,895 1,000
tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,6742 ,8212 ,9742 ,9742 ,8212 ,9742 ,6742 ,6742 ,5392 ,9232 1,0002
tailed Sig.)]

a. Not corrected for ties.

b. Grouping Variable: Treatment
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High - control

Test Statistics®

Femur Conn- DT- DT- Marrow

length VOX- Dens. DT-Tb.N Tb.Th Tb.Sp Tt.Ar Ct.Th Ct.Area area Ct.Ar/Tt.Ar

[mm] BV/TV [mm-?] [mm] [mm] [mm] [mm?] [mm?] [mm?] [mm?] %
Mann-Whitney U 70,000 | 71,000 72,000 71,000 59,000 71,000 | 65,000| 69,000 58,000 70,000 70,000
Wilcoxon W 148,000 | 149,000 | 150,000 | 149,000 137,000 149,000 | 143,000 | 147,000 | 136,000 | 148,000 148,000
4 -116 -,058 ,000 -,058 -, 751 -,058 -,404 -173 -,808 -115 -115
Asymp. Sig. (2- ,908 ,954 1,000 ,954 ,453 ,954 ,686 ,862 419 ,908 ,908
tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,9322 9772 1,0002 9772 4782 9772 ;7132 ,8872 4432 ,9322 ,9322
tailed Sig.)]

a. Not corrected for ties.

b. Grouping Variable: Treatment
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Statistics

Ultimate Ultimate Stiffnes Ultimate | Ultimat Elastic
y1 c L Force Displaceme s [N Energy Stress e Modulus
Treatment [mm] | [mm] | [mm] | | [mm?*] [N] nt [mm] mm-'] [mJ] [MPa] Strain [MPa]
low N Valid 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
Missin 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
9
Mean 3,438 | 1,719 | 17,5]| 8,6918 | 162,082 1,2483 | 336,793 | 62,1903 | 153,287 | ,0841 | 4791,8964
1 1 0 5 5 8
Std. Deviation 4495 | 2247 | 2,63 | 4,4156 | 37,8159 ,36575 | 78,3393 | 26,8873 | 18,7869 | ,01945 | 995,01358
6 8 5 2 3 6 1 8
Minimum 2,86 1,43 15 4,041 118,18 ,83| 246,58 27,01 118,04 ,05 2767,22
Maximum 4,041 2,02 20 14,85 | 238,69 1,88 502,89 99,10 | 181,31 12 6097,41
Percentile 25 3,059 | 1,529 | 15,0 | 4,8862 | 134,567 ,9655 | 274,271 | 38,8928 | 144,708 | ,0737 | 4242,1787
s 3 6 0 5 2 2
50 3,356 | 1,678 | 17,5| 7,0006 | 151,404 1,1397 | 327,746 | 57,0754 | 153,959 | ,0845 | 4918,5441
5 3 0 2 7 6
75 3,953 | 1,976 | 20,0| 13,673 | 184,821 1,6075 | 382,270 | 95,0598 | 165,667 | ,0940 | 5418,5802
3 6 0 4 2 2 0
high N Valid 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12
Missin 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
9
Mean 3,415 | 1,707 | 17,9 | 7,9995 | 160,407 1,1183 | 312,509 | 60,7942 | 158,988 | ,0705 | 4920,2847
4 7 2 2 5 3
Std. Deviation ,2720 | ,1360 | 2,57 | 2,7077 | 30,6664 /45714 | 44,3965 | 27,3215 | 24,2152 | ,02084 | 1120,2064
0 0 5 6 2 9 3 0 7
Minimum 3,03 1,51 15 4,76 | 114,39 ,69| 250,60 25,11 125,51 ,05 3871,82
Maximum 3,77 1,89 20 11,98 | 215,99 2,02| 374,86| 104,15| 204,63 11 7925,84
Percentile 25 3,181 1,590 | 15,0 | 5,2883 | 132,873 7778 | 266,215 | 31,2096 | 140,457 | ,0537 | 4148,8821
s 0 5 0 9 6 7
50 3,342 | 1,671 ] 20,0| 7,7273 | 163,824 ,9596 | 315,708 | 67,6239 | 159,349 | ,0652 | 4682,7191
5 3 0 5 9 7
75 3,724 1,862 | 20,0 | 10,758 | 168,345 1,5758 | 358,338 | 78,0556 | 169,737 | ,0933 | 5309,6602
8 4 0 3 7 7 5
contr N Valid 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12
ol Missin 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
9
Mean 3,394 | 1,697 | 17,5| 7,7566 | 163,757 1,1027 | 333,521 | 57,9635 | 165,230 | ,0731 | 5093,5282
6 3 0 7 1 6
Std. Deviation ,3534 | ,1767 | 2,61 | 3,1446 | 32,5223 ,34065 | 66,9494 | 23,3692 | 21,1498 | ,01949 | 1150,4018
5 3 1 2 1 6 7 3 3
Minimum 2,93 1,47 15 4,18 127,38 52| 232,93 31,06 | 140,00 ,04 3410,04
Maximum 3,96 1,98 20 12,87 | 235,03 1,67 450,34 113,96 | 210,79 ,10 7677,37
Percentile 25 3,078 | 1,539 | 15,0 | 4,8554 | 132,128 ,7978 | 283,106 | 38,9230 | 151,190 | ,0598 | 4232,6830
s 5 3 0 7 6 5
50 3,364 | 1,682 | 17,5| 7,2594 | 164,679 1,1808 | 322,678 | 54,7668 | 159,067 | ,0692 | 5021,9707
0 0 0 4 2 3
75 3,741] 1,870 | 20,0 | 10,993 | 182,183 1,2555 | 383,105 | 69,6475 | 178,881 ,0917 | 5855,5352
3 6 0 0 6 3 0
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Test Statistics®®

Ultimate Ultimate Elastic Energy
y1 c L | Ultimate | Displacement | Stiffness [N | Energy | Stress Ultimate | Modulus | density [J
[mm] | [mm] | [mm] | [mm?*] | Force [N] [mm] mm-'] [mJ] [MPa] Strain [MPa] mm-3]
Kruskal- ,095| ,095| ,210| ,199 ,096 1,324 421 ,070 1,088 3,014 ,516 ,598
Wallis H
df 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Asymp. 954 | ,954| ,900| ,905 ,953 ,516 ,810 ,966 ,581 ,222 773 742
Sig.
a. Kruskal Wallis Test
b. Grouping Variable: Treatment
Low - high
Test Statistics®
Ultimat Ultimat Energy
e Ultimate Stiffnes e Ultimat | Elastic | density
y1 Force | Displaceme s Energy | Stress e Modulu | [J mm™ | CtAr/Tt.
[mm] | ¢[mm] | L[mm] | I[mm?4] [N] nt [mm] [N/mm] [mJ] [MPa] | Strain | s [MPa] | Ar %
Mann- 57,000 | 57,000 | 55,000 | 58,000 | 59,000 44,000 | 52,000 | 57,000 | 54,000 | 36,000 | 54,000 | 48,000 58,000
Whitney
u
Wilcoxo | 112,00 | 112,00 | 110,00 | 136,00 | 114,00 122,000 | 130,00 | 135,00 | 109,00 | 114,00| 132,00 | 126,00 | 113,000
nW 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4 -,198 -,198 -,382 -,132 -,066 -1,055 -,528 -,198 -,396 | -1,583 -,396 - 791 -,132
Asymp. ,843 ,843 ,703 ,895 ,947 ,291 ,598 ,843 ,692 114 ,692 429 ,895
Sig. (2-
tailed)
Exact ,8722 ,8722 7712 ,9232 ,9742 ,3142 ,6282 ,8722 ;7222 ,1232 ;7222 ,4562 ,9232
Sig.
[2*(1-
tailed
Sig.)]

a. Not corrected for ties.

b. Grouping Variable: Treatment
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Low - control

Test Statistics®

Ultimat Ultimat Energy
e Ultimate Stiffnes e Ultimat | Elastic | density
y1 Force | Displaceme s [N Energy | Stress e Modulu | [J mm™ | CtAr/Tt.
[mm] | ¢[mm] | L[mm] | I[mm?4] [N] nt [mm] mm-"] [mJ] [MPa] | Strain | s [MPa] | Ar %
Mann- 57,000 | 57,000 | 60,000 | 54,000 | 60,000 48,000 | 60,000 | 58,000 | 45,000 | 39,000 | 55,000 | 55,000 60,000
Whitney
u
Wilcoxo | 135,00 | 135,00 | 138,00 | 132,00 | 138,00 126,000 | 138,00 | 136,00 | 100,00 117,00 110,00 | 133,00 | 138,000
nW 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4 -,198 -,198 ,000 -,396 ,000 - 791 ,000 -,132 -,989 | -1,385 -,330 -,330 ,000
Asymp. ,843 ,843 | 1,000 ,692 1,000 429 1,000 ,895 ,323 ,166 742 742 1,000
Sig. (2-
tailed)
Exact ,8722 ,8722 11,0002 ,7222 | 1,0002 ,4562 | 1,0002 ,9232 ,3462 ,1802 7712 7712 1,0002
Sig.
[2*(1-
tailed
Sig.)]
a. Not corrected for ties.
b. Grouping Variable: Treatment
High - control
Test Statistics®
Ultimat Ultimat Energy
e Ultimate Stiffnes e Ultimat | Elastic | density
y1 Force | Displaceme s [N Energy | Stress e Modulu | [J mm™ | CtAr/Tt.
[mm] | ¢[mm] | L[mm] | I[mm?4] [N] nt [mm] mm-"] [mJ] [MPa] | Strain | s [MPa] | Ar %
Mann- 67,500 | 67,500 | 66,000 | 66,000 | 64,000 63,000 | 62,000 | 67,000 | 60,000 | 65,000 60,000 | 65,000 70,000
Whitney
u
Wilcoxo | 145,50 | 145,50 | 144,00 | 144,00 | 142,00 141,000 | 140,00 | 145,00 | 138,00 | 143,00| 138,00 | 143,00 | 148,000
nW 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4 -,260 -,260 -,401 -,346 -,462 -,520 -577 -,289 -,693 -,404 -,693 -,404 -115
Asymp. ,795 ,795 ,688 ,729 ,644 ,603 ,564 773 ,488 ,686 ,488 ,686 ,908
Sig. (2-
tailed)
Exact ,7992 ,7992 ,7552 ,7552 ,6712 ,6302 ,5902 ,7992 ,5142 7132 ,5142 ;7132 ,9322
Sig.
[2*(1-
tailed
Sig.)]

a. Not corrected for ties.

b. Grouping Variable: Treatment
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Statistics

Femur | VOX- | Conn- DT- DT- DT- Ct.Are | Marrow
Gende length | BVIT Dens. Tb.N | Tb.Th | Tb.Sp | Tt.Ar Ct.Th a area | CtAr/TtA
r Treatment [mm] \Y [mm?] | [mm™] | [mm] | [mm] | [mm?3 | [mm?] | [mm?] | [mm?3] r%
female low N Valid 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
Missin 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
9
Mean 36,568 | ,2175| 127,997 | 4,1622 | ,0689 | ,2299 | 9,0573 | ,6511| 5,7992| 3,2581 64,0388
8 4
Std. Deviation ,99483 | ,0114 | 23,2579 | ,36034 | ,0034 | ,0223 | ,35774 | ,0258 | ,26284 | ,24210| 1,96455
0 2 2 3 2
Minimum 34,90 ,20 105,52 3,63 ,07 ,21 8,61 ,62 5,42 3,03 61,61
Maximum 37,46 ,23 163,68 4,52 ,07 ,26 9,50 ,69 6,16 3,65 66,42
Percentile 25 35,700 | ,2074 | 110,490 | 3,8050 | ,0653 | ,2144 | 8,7039 | ,6297 | 5,5946 | 3,0691 62,2649
s 0 1
50 36,984 | ,2214 | 116,992 | 4,2687 | ,0699 | ,2157 | 9,1075| ,6442| 5,7961 | 3,1930 | 63,6413
0 8
75 37,230 | ,2258 | 151,007 | 4,4663 | ,0721| ,2525| 9,3857 | ,6760 | 6,0053 | 3,4798 | 66,0114
0 0
high N Valid 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
Missin 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
9
Mean 36,364 | ,2892| 178,916 | 5,0287 | ,0715| ,1911 | 9,5340 | ,6413| 59826 | 3,5514 | 62,7575
8 6
Std. Deviation 1,1089 | ,0663 | 74,3843 | ,90528 | ,0060 | ,0472 | ,30499 | ,0141 | ,18254 | ,16369 ,91240
6 0 6 7 7 8
Minimum 35,22 ,21 102,88 3,74 ,07 ,15 9,23 ,62 5,75 3,32 61,56
Maximum 37,62 ,38 | 300,27 6,09 ,08 27 9,91 ,65 6,25 3,75 64,01
Percentile 25 35,382 | ,2359 | 121,003 | 4,2251 | ,0671| ,1518 | 9,2299 | ,6294 | 5,8298 | 3,4001 61,9345
s 0 2
50 35,976 | ,2663 | 172,592 | 4,9588 | ,0684 | ,1908 | 9,5531 | ,6473| 6,0001 | 3,5528 | 62,8097
0 7
75 37,542 | ,3540 | 239,992 | 5,8672| ,0775| ,2306 | 9,8285| ,6502| 6,1266 | 3,7020 | 63,5544
0 0
contro N Valid 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
! Missin 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
9
Mean 36,494 | ,2226 | 119,165 | 4,0621 | ,0689 | ,2544 | 9,1078 | ,6421| 5,8017 | 3,3061 63,8623
0 8
Std. Deviation ,85257 | ,0827 | 45,4266 | 1,1941 | ,0056 | ,0749| ,77801 | ,0256 | ,30627 | ,50299 | 2,61613
6 3 5 7 9
Minimum 35,54 ,15 76,67 3,02 ,06 14 8,26 ,60 5,47 2,75 61,32
Maximum 37,62 ,38 195,29 6,13 ,08 ,33 10,38 ,66 6,36 4,01 67,53
Percentile 25 35,661 | ,1539 | 83,1576 | 3,1073 | ,0649| ,1858 | 8,4107 | ,6155| 5,6252 | 2,7770 | 61,6047
s 0
50 36,480 | ,1840 | 103,178 | 3,6892 | ,0690 | ,2641| 8,9975| ,6548| 5,7018 | 3,3147 | 63,1819
0 1
75 37,260 | ,3050 | 162,339 | 5,0596 | ,0736| ,3268 | 9,7598 | ,6593| 6,0119 | 3,7479 | 66,5748
0 4
male  low N Valid 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
Missin 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
9
Mean 42,324 | ,0789 | 20,4077 | 2,0997 | ,0772| ,5350 | 14,286 | ,6853 | 9,1159 | 5,1701 64,0642
0 0
Std. Deviation 1,2615| ,0421 | 13,2601 | ,44647 | ,0077 | ,1264 | 1,1925| ,0313 | ,65021 | 1,1371 5,97021
4 8 4 9 3 3 0 1
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Minimum 41,18 ,04 8,08 1,53 ,07 42 12,92 ,65 8,05 3,33 60,06
Maximum 44,24 ,15 41,11 2,66 ,09 72 15,30 ;71 9,71 6,09 74,43
Percentile 25 41,280 | ,0475| 9,6185| 1,6886| ,0712| ,4275] 12,984 | ,6512| 8,5618 | 4,1069 | 60,1073
s 0 2
50 41,920 | ,0640 | 16,5535 | 2,0593 | ,0739 | ,4959| 15,050 | ,7064 | 9,2012 | 5,5052 | 62,2493
0 7
75 43,570 | ,1178| 33,1239 | 2,5310| ,0850| ,6622| 15,205 | ,7089 | 9,6273 | 6,0658 | 68,9286
0 5
high N Valid 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7
Missin 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
9
Mean 41,145 | ,0924 | 23,7255 | 2,1206 | ,0788 | ,5018 | 13,155 | ,6940 | 8,3939 | 4,7612| 63,8373
7 1
Std. Deviation ,60329 | ,0363 | 11,6186 | ,26389 | ,0058 | ,0742| ,80702 | ,0181 | ,55647 | ,50991 2,58216
6 0 5 6 4
Minimum 40,36 ,04 8,97 1,62 ,07 43 12,06 ,66 7,69 4,37 59,27
Maximum 42,20 13 38,26 2,34 ,09 ,64 14,14 72 9,31 5,76 67,47
Percentile 25 40,760 | ,0602 | 13,4147 | 1,9362 | ,0717 | ,4485| 12,524 | ,6817 | 8,0166 | 4,3901 62,2420
s 0 0
50 41,060 | ,1088 | 26,8316 | 2,1847 | ,0795| ,4794 | 12,879 | ,6966 | 8,3261 | 4,4915| 63,9621
0 7
75 41,540 | ,1235| 36,0386 | 2,3222 | ,0828 | ,5320| 13,956 | ,7104 | 8,9270 | 5,0297 | 65,4762
0 8
contro N Valid 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
I Missin 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
9
Mean 41,380 | ,1053 | 26,9535 | 2,3360 | ,0786 | ,4684 | 13,442 | ,6965 | 8,4758 | 4,9663 | 63,0712
0 1
Std. Deviation 1,0390 | ,0310 | 8,88621 | ,62636 | ,0092 | ,1540| ,64201 | ,0376 | ,48853 | ,46154 | 2,57313
8 7 5 2 7
Minimum 40,26 ,06 11,85 1,45 ,07 ,31 12,86 ,65 8,01 4,51 59,94
Maximum 42,50 ,16 34,72 3,17 ,10 74 14,41 74 9,30 5,77 66,23
Percentile 25 40,260 | ,0897 | 18,9435 | 1,9289| ,0723 | ,3313| 12,869 | ,6508 | 8,0689 | 4,6474| 60,5575
s 0 9
50 41,480 | ,0998 | 30,0881 | 2,1810| ,0762| ,4674| 13,233 | ,7118| 8,4028 | 4,8000 | 62,8738
0 9
75 42,350 | ,1234 | 33,9307 | 2,9976 | ,0843 | ,5520| 14,131 | ,7241| 8,8124 | 5,3603 | 65,8656
0 9

142




Unterschied Treatment und Geschlecht

Test Statistics®®

Femur Conn- DT- DT- Marrow
length VOX- Dens. DT-Tb.N Tb.Th Tb.Sp Tt.Ar Ct.Th Ct.Area area Ct.Ar/Tt.Ar
Gender [mm] BV/TV | [mm?] [mm-"] [mm] [mm] [mm?] | [mm?] [mm?] [mm?] %
female Kruskal- ,052| 3,640 3,118 3,559 ,322 3,188 3,118 ;722 2,853 2,647 ,876
Wallis H
df 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Asymp. 974 ,162 ,210 ,169 ,851 ,203 ,210 ,697 ,240 ,266 ,645
Sig.
male  Kruskal- 3,159 | 1,632 1,019 ,290 ,261 434 | 3,943 1,164 3,351 2,507 ,584
Wallis H
df 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Asymp. ,206 442 ,601 ,865 ,878 ,805 ,139 ,559 ,187 ,286 ;747
Sig.
a. Kruskal Wallis Test
b. Grouping Variable: Treatment
Low — high
Test Statistics®
Femur Conn- DT- DT- Marrow
length VOX- Dens. | DT-Tb.N| Tb.Th Tb.Sp Tt.Ar Ct.Th | Ct.Area area Ct.Ar/Tt.Ar
Gender [mm] | BV/TV | [mm?¥] [mm] [mm] [mm] [mm?] | [mm?] [mm?] [mm?] %
female Mann-Whitney 12,500 | 4,000 6,000 4,000 9,000 5,000 | 4,000 11,000 7,000 3,000 7,000
u
Wilcoxon W 27,500 | 19,000 | 21,000 19,000 | 24,000| 20,000 | 19,000 | 26,000 | 22,000 18,000 22,000
4 ,000 | -1,776 -1,358 -1,776 -, 731 -1,567 | -1,776 -,313 -1,149 -1,984 -1,149
Asymp. Sig. (2- 1,000 ,076 175 ,076 ,465 17 ,076 ,754 ,251 ,047 ,251
tailed)
Exact Sig. [2*(1- 1,0002 | ,095° ,2222 ,0952 ,5482 ,1512 1 ,0952 ,8412 ,3102 ,0562 ,3102
tailed Sig.)]
male  Mann-Whitney 6,000 | 13,000 | 14,000 17,000 15,000 17,000 | 6,000 | 16,000 7,000 10,000 13,000
u
Wilcoxon W 34,000 | 28,000 | 29,000 | 32,000 30,000| 32,000 34,000]| 31,000 35,000 38,000 28,000
4 -1,868 | -,731 -,568 -,081 -,406 -,081| -1,868 -,244 -1,705 -1,218 -,731
Asymp. Sig. (2- ,062 ,465 ,570 ,935 ,685 ,935 ,062 ,808 ,088 ,223 ,465
tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,0732 | ,530° ,6392 1,0002 ,7552 1,0002 | ,0732 ,8762 ,1062 ,2682 ,5302
tailed Sig.)]

a. Not corrected for ties.

b. Grouping Variable: Treatment
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Low — control

Test Statistics®

Femur Conn- DT- DT- Marrow
length VOX- Dens. | DT-Tb.N| Tb.Th Tb.Sp Tt.Ar Ct.Th | Ct.Area area Ct.Ar/Tt.Ar
Gender [mm] | BV/TV | [mm?¥] [mm] [mm] [mm] [mm?] | [mm?] [mm?] [mm?] %
female Mann-Whitney 14,000 | 11,000 | 10,000 12,000 14,500 12,000 | 15,000 | 13,000 13,000 14,000 14,000
u
Wilcoxon W 35,000 | 32,000 | 31,000 | 33,000 29,500| 27,000 36,000| 34,000 34,000 29,000 35,000
4 -183| -,730 -,913 -,548 -,091 -,548 ,000 -,365 -,365 -,183 -,183
Asymp. Sig. (2- ,855 ,465 ,361 ,584 ,927 ,5684 | 1,000 715 715 ,855 ,855
tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,9312 | 5377 4292 ,6622 ,9312 ,6622 | 1,0002 ,7922 ,7922 ,9312 ,9312
tailed Sig.)]
male  Mann-Whitney 9,000 | 7,000 9,000 11,000 14,000 11,000 | 8,000| 9,000 7,000 9,000 13,000
u
Wilcoxon W 30,000 | 22,000 | 24,000 | 26,000 29,000| 32,000 29,000| 24,000 28,000 30,000 28,000
4 -1,098 | -1,461 -1,095 -,730 -,183 -730| -1,278 | -1,095 -1,461 -1,095 -,365
Asymp. Sig. (2- 272 144 ,273 ,465 ,855 ,465 ,201 ,273 144 ,273 ,715
tailed)
Exact Sig. [2*(1- 3292 | 1777 ,3292 ,5372 ,9312 5372 2472 ,3292 772 ,3292 ,7922
tailed Sig.)]

a. Not corrected for ties.

b. Grouping Variable: Treatment

High - control

Test Statistics®

Femur Conn- DT- DT- Marrow
length VOX- Dens. | DT-Tb.N| Tb.Th Tb.Sp Tt.Ar Ct.Th | Ct.Area area Ct.Ar/Tt.Ar
Gender [mm] | BV/TV | [mm?¥] [mm] [mm] [mm] [mm?] | [mm?] [mm?] [mm?] %
female Mann-Whitney 13,000 | 7,000 7,000 7,000 14,000 7,000 | 8,000 9,000 6,000 11,000 13,000
u
Wilcoxon W 28,000 | 28,000 | 28,000 | 28,000 35,000| 22,000 29,000| 24,000 27,000 32,000 28,000
4 -,367 | -1,461 -1,461 -1,461 -,183 -1,461 | -1,278 | -1,095 -1,643 -,730 -,365
Asymp. Sig. (2- 714 144 144 144 ,855 144 ,201 273 ,100 ,465 ,715
tailed)
Exact Sig. [2*(1- ;7922 | 1777 772 772 ,9312 A773 2472 ,3292 ,1262 ,5372 ,7922
tailed Sig.)]
male  Mann-Whitney 19,000 [ 20,000 | 19,000 | 20,000 18,000 18,000 | 15,000 | 16,000 | 20,000 13,000 18,000
u
Wilcoxon W 47,000 | 48,000 | 47,000| 48,000 39,000| 39,000 | 43,000| 44,000 48,000| 41,000 39,000
4 -,286 | -,143 -,286 -,143 -,429 -429| -857 -714 -,143 -1,143 -,429
Asymp. Sig. (2- 775 ,886 775 ,886 ,668 ,668 ,391 475 ,886 ,253 ,668
tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,8362 | ,945° ,8362 ,9452 ,7312 ;7313 4452 ,5342 ,9452 ,2952 ,7312
tailed Sig.)]

a. Not corrected for ties.

b. Grouping Variable: Treatment
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Statistics

Ultimat
L Ultimat Ultimate e Ultima Elastic
Gend y1 c [mm | e Force | Displacem | Stiffness | Energy | Stress te Modulus
er Treatment [mm] | [mm] ] [mm?] [N] ent[mm] | [N mm™] [mJ] [MPa] | Strain [MPa]
femal low N Valid 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
e
Missin 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
9
Mean 3,046 | 1,523 | 15,0 | 4,822 | 133,89 1,0466 | 321,204 | 41,145 | 159,45 ,0853 | 4798,942
4 2 0 1 51 1 8 24 5
Std. Deviation ,1361 | ,0680 | ,000 | ,6034 | 11,691 ,20106 | 38,6855 | 11,496 | 13,390 | ,01849 | 848,2026
6 8 2 30 0 30 22 1
Minimum 2,86 | 1,43 15 4,04 118,18 ,83 282,60 27,01 | 150,04 ,07 | 3702,45
Maximum 3,19 | 1,60 15 5,36 | 149,60 1,38 376,54 57,76 | 181,31 12| 6006,74
Percentil 25 2,907 | 1,453 | 15,0 | 4,181 | 123,06 ,9170 | 286,992 | 31,210 | 150,42 | ,0710| 4062,268
es 5 8 0 0 61 0 0 65 5
50 3,093 |1 1,546 | 15,0 | 5,074 | 136,77 1,0025 | 312,603 | 40,055 | 151,68 | ,0839 | 4791,286
0 5 0 6 21 2 1 44 6
75 3,162 11,581 | 15,0 | 5,336 | 143,28 1,1982 | 359,716 | 51,626 | 172,36 | ,1003 | 5539,444
0 0 0 8 56 7 9 23 5
high N Valid 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
Missin 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
9
Mean 3,160 | 1,580 | 15,0 | 5,325 | 133,51 ,8047 | 339,406 | 32,542 | 149,41 | ,0676 | 4587,635
0 0 0 1 09 6 7 42 4
Std. Deviation ,0972 | ,0486 | ,000 | ,5762 | 15,785 ,12898 | 37,1865 | 8,5506 | 19,656 | ,00901 | 510,4527
1 0 4 26 1 4 63 6
Minimum 3,03| 1,51 15 4,76 | 114,39 ,69 289,71 2511 | 125,51 ,06 | 4108,67
Maximum 327 | 1,63 15 6,07 | 155,10 1,02 374,86 46,34 | 170,42 ,08 | 5414,43
Percentil 25 3,067 | 1,533 | 15,0 | 4,821 | 120,02 ,7140 | 299,919 | 25,821 | 128,97 | ,0612| 4189,098
es 0 5 0 8 23 2 1 75 7
50 3,163 11,581 | 15,0 | 5,122 | 129,54 ,7697 | 360,768 | 30,052 | 154,47 | ,0664 | 4455,269
0 5 0 1 36 7 4 11 2
75 3,251 11,625 15,0 | 5,929 | 148,98 ,9130 | 368,213 | 40,509 | 167,32 | ,0746 | 5052,355
5 8 0 8 33 0 5 24 3
contr N Valid 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
ol Missin 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
9
Mean 3,082 11,541 | 15,0 | 4,979 | 140,28 ,8730 | 337,013 | 39,595 164,02 | ,0719| 4856,086
3 2 0 1 90 8 4 87 2
Std. Deviation ,1157 | ,0578 | ,000 | ,6885| 16,352 ,29840 | 68,4784 | 5,5442 | 18,424 | ,02531 | 879,7412
1 6 1 79 0 4 84 9
Minimum 2,93 | 1,47 15 4,18 | 127,38 ,52 258,16 31,06 | 140,00 ,04 | 3410,04
Maximum 324 | 1,62 15 6,00 | 170,88 1,24 450,34 47,44 | 192,73 ,10 | 5953,96
Percentil 25 2,963 |1 1,481 | 15,0 | 4,306 | 130,35 ,56842 | 280,222 | 35,670 | 148,07 | ,0467 | 4119,341
es 5 8 0 3 78 7 9 39 1
50 3,095 | 1,547 | 15,0 | 4,976 | 132,80 ,8539 | 328,530 | 39,862 | 163,92 | ,0697 | 5021,970
0 5 0 6 44 4 5 40 7
75 3,180 11,590 | 15,0 | 5,544 | 152,60 1,1851 | 389,292 | 43,462 | 177,80 ,0976 | 5518,091
0 0 0 5 58 3 1 15 8
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male

low N Valid 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
Missin 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
9
Mean 3,829 11,914 20,0 | 12,56 | 190,26 1,4500 | 352,382 | 83,234 | 147,12 ,0829 | 4784,850
8 9 0 16 98 8 9 31 2
Std. Deviation ,2294 | ,1147 | ,000 | 2,463 | 33,084 , 39856 | 108,186 | 19,678 | 22,799 | ,02249 | 1228,024
2 1 35 64 1" 38 88 94
Minimum 3,52 | 1,76 20 8,64 | 153,21 ,86 246,58 56,40 | 118,04 ,06 | 2767,22
Maximum 4,04 | 2,02 20| 14,85] 238,69 1,88 502,89 99,10 | 172,44 11 6097,41
Percentil 25 3,586 | 1,793 | 20,0 | 10,20 | 164,20 1,0599 | 247,936 | 62,286 | 123,37 | ,0635| 3805,426
es 5 3 0 63 75 5 5 69 5
50 3,937 11,968 | 20,0 | 13,57 | 177,52 1,6901 | 363,702 | 93,867 | 156,23 | ,0871 | 4993,456
0 5 0 45 06 5 0 47 9
75 4,019 12,009 | 20,0 | 14,41 222,70 1,7700 | 451,169 | 98,867 | 166,31 | ,1003 | 5659,970
5 8 0 05 68 3 2 35 6
high N Valid 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7
Missin 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
9
Mean 3,597 11,798 | 20,0 | 9,909 | 179,61 1,3422 | 293,297 | 80,973 | 165,82 ,0726 | 5157,891
9 9 0 8 89 3 9 70 3
Std. Deviation ,1901 | ,0950 | ,000 | 1,732 | 22,903 ,48124 | 40,7210 | 13,400 | 26,200 | ,02701 | 1403,137
2 6 79 26 6 25 86 17
Minimum 3,30 | 1,65 20 6,96 | 161,98 ,87 250,60 65,93 | 140,29 ,06 3871,82
Maximum 3,77 | 1,89 20| 11,98 ] 215,99 2,02 351,05 | 104,15 | 204,63 11 7925,84
Percentil 25 3,383 11,691 20,0 | 8,490 | 165,66 ,9596 | 252,544 | 69,318 | 140,95 | ,0488 | 3873,939
es 0 5 0 1 89 8 3 62 4
50 3,665 11,827 | 20,0 | 10,55| 168,34 1,0814 | 292,341 | 78,055| 165,16 | ,0539 | 4886,992
0 5 0 01 57 0 6 1" 9
75 3,757 11,878 20,0 | 11,14 | 209,79 1,7675 | 326,868 | 93,310 | 196,36 | ,0985| 5876,138
0 5 0 17 37 9 0 39 4
contr N Valid 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
ol Missin 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
9
Mean 3,706 | 1,853 | 20,0 | 10,53 | 187,22 1,3323 | 330,028 | 76,331 | 166,43 | ,0743 | 5330,970
8 4 0 42 64 4 7 25 2
Std. Deviation ,1657 | ,0828 | ,000 | 1,663 | 27,159 ,19916 | 71,7101 | 19,000 | 25,320 | ,01383 | 1415,019
0 5 00 79 0 01 99 43
Minimum 349 | 1,75 20 8,52 | 163,65 1,15 232,93 62,09 | 141,40 ,06 | 3808,78
Maximum 3,96 | 1,98 20| 12,87 | 235,03 1,67 432,441 113,96 | 210,79 10| 7677,37
Percentil 25 3,557 | 1,778 | 20,0 | 8,873 | 165,19 1,1836 | 269,445 | 65,613 | 149,70 | ,0643 | 4095,935
es 0 5 0 0 42 0 8 34 8
50 3,717 11,858 | 20,0 | 10,65| 179,15 1,2543 | 322,678 | 69,444 | 156,51 | ,0692 | 5144,107
5 8 0 26 37 2 0 67 9
75 3,821 11,910 20,0 | 11,85] 209,25 1,56200 | 398,980 | 85,686 | 188,37 | ,0855| 6434,189
0 5 0 87 49 0 0 21 5
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Test Statistics®®?

Ultimate Ultimate Ultimate Elastic Energy
y1 c L | Force | Displacement | Stiffness | Energy | Stress | Ultimate | Modulus | density
Gender [mm] | [mm] | [mm] | [mm*] [N] [mm] [NmmT] | [mJ] [MPa] Strain [MPa] | [J mm3]
female Kruskal- 2,134 | 2,134 | ,000 | 1,322 ,534 2,835 ,404 | 3,088 ,969 2,429 ,546 2,429
Wallis H
df 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Asymp. ,344 | ,34411,000| ,516 ,766 ,242 ,817 214 ,616 ,297 ,761 ,297
Sig.
male  Kruskal- 2,601 | 2,601 | ,000 | 4,407 ,683 ,297 ,758 ,883 1,086 ,869 ,036 771
Wallis H
df 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Asymp. 272 | ,272|1,000]| ,110 711 ,862 ,684 ,643 ,581 ,648 ,982 ,680
Sig.

a. Kruskal Wallis Test

b. Grouping Variable: Treatment
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Low — high

Test Statistics®

Energ
Ultimat Ultimat y
e Ultimate Stiffnes e Ultimat | Elastic | densit
y1 c L | Force | Displaceme s [N Energ | Stress e Modulu | y[J Ct.Ar/Tt.
Gender [mm] | [mm] | [mm] | [mm?] [N] nt [mm] mm] | y[mJ] | [MPa] | Strain |s[MPa]| mm?3] Ar %
femal Mann- 6,000 | 6,000 | 12,50 | 8,000 | 12,000 4,000 | 10,000| 6,000 11,000 | 4,000| 10,000 | 6,000 7,000
e Whitney 0
u
Wilcoxo | 21,00 | 21,00 | 27,50 | 23,00 | 27,000 19,000 | 25,000 | 21,00 | 26,000 | 19,000 | 25,000 | 21,00 22,000
nW 0 0 0 0 0 0
4 - -] ,000( -940 -,104 -1,776 -,522 ] -1,358 -313| -1,776 -,522 | -1,358 -1,149
1,358 | 1,358
Asymp. 75| ,175] 1,000 | ,347 917 ,076 ,602 175 ,754 ,076 ,602 175 ,251
Sig. (2-
tailed)
Exact 2222 | ,2222| 1,000 ,4212| 1,0002 ,0952 ,6902 | 2222 ,8412 ,0952 ,6902 | 2222 ,3102
Sig. a
[2*(1-
tailed
Sig.)]
male  Mann- 9,000 | 9,000 | 17,50 | 6,000 | 13,000 17,000 | 14,000| 16,00 | 11,000 | 14,000 17,000 | 17,00 13,000
Whitney 0 0 0
u
Wilcoxo | 37,00 | 37,00 | 45,50 | 34,00 | 41,000 45,000 | 42,000 | 44,00| 26,000 | 42,000 | 45,000 | 32,00 28,000
nWwW 0 0 0 0 0 0
4 - -1 ,000 - -,732 -,081 -568 | -244| -1,056 -,568 -,081| -,081 -,731
1,380 | 1,380 1,868
Asymp. ,167 | ,167 | 1,000 | ,062 464 ,935 ,570 ,807 ,291 ,570 ,935 ,935 ,465
Sig. (2-
tailed)
Exact ,2022 | ,2022| 1,000 | ,073°2 ,5302 1,0002 ,6392 | ,876° ,3432 ,63921 1,0002 | 1,000 ,56302
Sig. a a
[2*(1-
tailed
Sig.)]

a. Not corrected for ties.

b. Grouping Variable: Treatment
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Low — control

Test Statistics®

Energ
Ultimat Ultimat y
e Ultimate Stiffnes e Ultimat | Elastic | densit
y1 c L | Force | Displaceme s [N Energ | Stress e Modulu | y[J Ct.Ar/Tt.
Gender [mm] | [mm] | [mm] | [mm?*] [N] nt [mm] mm] | y[mJ] | [MPa] | Strain |s[MPa]| mm?3] Ar %
femal Mann- 13,00 | 13,00 | 15,00 | 12,00 | 14,000 9,000 | 14,000 15,00 | 13,000 | 10,000 | 15,000 | 13,00 14,000
e Whitney 0 0 0 0 0 0
u
Wilcoxo | 28,00 | 28,00 | 36,00 | 27,00 | 29,000 30,000 | 29,000 | 36,00 | 28,000 | 31,000 | 36,000 | 34,00 35,000
nW 0 0 0 0 0 0
4 -,365| -,365 ,000 | -,548 -,183 -1,095 -,183 ,000 -,365 -,913 ,000| -,365 -,183
Asymp. ,715| ,715] 1,000 | ,584 ,855 273 ,855| 1,000 ;715 ,361 1,000 ,715 ,855
Sig. (2-
tailed)
Exact ,7922 | ,7922| 1,000 | ,662° ,9312 ,3292 ,9312 | 1,000 ,7922 42921 1,0002 | ,7922 ,9312
Sig. a a
[2*(1-
tailed
Sig.)]
male  Mann- 10,00 | 10,00 | 15,00 | 6,000 | 13,000 10,000 | 13,000 13,00 11,000 | 10,000 | 14,000 | 13,00 13,000
Whitney 0 0 0 0 0
u
Wilcoxo | 31,00 | 31,00 | 36,00 | 27,00 | 34,000 31,000 | 34,000 | 34,00 26,000 | 31,000 | 29,000 | 34,00 28,000
nW 0 0 0 0 0 0
4 -913| -,913 ,000 - -,365 -,913 -,365| -,365 -,730 -,913 -,183| -,365 -,365
1,643
Asymp. ,361 ,361| 1,000 ,100 715 ,361 ;715 ,715 ,465 ,361 ,855 ,715 ;715
Sig. (2-
tailed)
Exact 4292 | ,4292| 1,000 | ,126° ,7922 ,4292 ;7922 | 7922 ,5372 4292 ,9312 | 7922 ,7922
Sig. a
[2*(1-
tailed
Sig.)]

a. Not corrected for ties.

b. Grouping Variable: Treatment
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High - control

Test Statistics®

Energ
Ultimat Ultimat y
e Ultimate Stiffnes e Ultimat | Elastic | densit
y1 c L | Force | Displaceme s [N Energ | Stress e Modulu | y[J Ct.Ar/Tt.
Gender [mm] | [mm] | [mm] | [mm?] [N] nt [mm] mm] | y[mJ] | [MPa] | Strain |s[MPa]| mm?3] Ar %
femal Mann- 9,000 | 9,000 | 15,00 | 10,00 | 10,000 14,000 | 12,000 | 6,000 | 9,000| 15,000 11,000 | 8,000 13,000
e Whitney 0 0
u
Wilcoxo | 30,00 | 30,00 | 36,00 | 31,00 | 25,000 29,000 | 33,000 | 21,00 | 24,000 | 36,000 | 26,000 | 23,00 28,000
nW 0 0 0 0 0 0
4 - -] ,000( -913 -,913 -,183 -,5481-1,643| -1,095 ,000 -,730 | -1,278 -,365
1,095 | 1,095
Asymp. ,273| ,273| 1,000| ,361 ,361 ,855 ,584 ,100 ,273 | 1,000 ,465 ,201 ;715
Sig. (2-
tailed)
Exact ,3292 | ,3292| 1,000 | ,429° 4292 ,9312 ,6622 | 1262 ,3292 11,0002 ,5372 | 2472 ,7922
Sig. a
[2*(1-
tailed
Sig.)]
male  Mann- 13,50 | 13,50 | 21,00 | 16,00 | 17,000 18,000 | 15,000 13,00| 19,000 | 16,000 | 20,000 | 14,00 18,000
Whitney 0 0 0 0 0 0
u
Wilcoxo | 41,50 | 41,50 | 42,00 | 44,00 | 45,000 46,000 | 43,000 | 34,00| 47,000 | 44,000 | 48,000 | 35,00 39,000
nWwW 0 0 0 0 0 0
4 - -] ,000( -714 -,572 -,429 -,857 | -1,144 -,286 -714 -,143 | -1,000 -,429
1,073 | 1,073
Asymp. ,283| ,283] 1,000| .,475 ,567 ,668 ,391 ,252 775 475 ,886 ,317 ,668
Sig. (2-
tailed)
Exact ,2952 | ,2952| 1,000 | ,5342 ,6282 ,7312 4452 | 2952 ,8362 ,5342 ,9452 1,366 ,7312
Sig. a
[2*(1-
tailed
Sig.)]
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Statistics

Ene
rgy
Ultim den
Ultim | Ultimate | Stiffn ate | Ultim sity
y1 c L | ate | Displace | ess Stres | ate | Elastic | [J
[mm [ [mm | [m | [mm*| Force ment [N/m | Energ S Strai | Modulu | mmr
tr ] ] m] ] [N] [mm] m] |y [mJ] | [MPa] n s[MPa]| 9]
Con N Valid 6 6| 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
trol Miss ol o] o 0 0 0 0 0 0 0 ol o
mal ing

e Mean 3,7011,85( 20, 10,5| 187,21 1,3323| 330,0( 76,33 | 166,4| ,074| 5330,9( 3,76
68| 34| 00| 342| 264 284 17| 325 3 7021 03
Std. ,1651,082| ,00| 1,66 27,15 ,19916( 71,71] 19,00 | 25,32 ,013| 1415,0| ,851
Deviation 70( 85| 0| 300 979 010 001 099 83 1943| 67
Minimum 3,4911,75| 20| 8,52| 163,6 1,15] 232,9( 62,09 1414 ,06| 3808,7 | 2,86

5 3 0 8
Maximum 3,96]1,98( 20| 12,8] 235,0 1,67 432,4| 113,9| 210,7| ,10| 7677,3] 5,21

7 3 4 6 9 7
Percen 25 3,55|1,77| 20,| 8,87 | 165,1 1,1836 | 269,4 | 65,61 149,7| ,064| 4095,9 (3,18
tiles 70| 85| 00 30| 942 450 38| 034 3 358 51
50 3,7111,85( 20, 10,6 179,1 1,2543 | 322,6| 69,44 156,5| ,069| 5144,1 (3,44
75| 88| 00| 526 537 782 40 167 2 079| 58
75 3,8211,91( 20,( 11,8] 209,2 1,5200| 398,9( 85,68 | 188,3| ,085| 6434,1|4,52
10| 05| 00| 587| 549 800 60| 721 5 895| 87
Con N Valid 6 6| 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
trol Miss of of o 0 0 0 0 0 0 0 of o

fem ing

ale  Mean 3,08 1,54 15,1 4,97 ] 140,2 ,8730| 337,0( 39,59 164,0| ,071| 4856,0]| 3,79
23| 12| 00 91 890 138 54| 287 9 862| 84
Std. ,1151,057| ,00| ,688| 16,35| ,29840( 68,47 | 5544 18,42 ,025( 879,74 | ,472
Deviation 71| 86| O 51 279 840 24| 484 31 129 47
Minimum 293|1,47| 15| 4,18] 127,3 ,52] 258,1| 31,06 | 140,01 ,04| 3410,0( 2,91

8 6 0 4
Maximum 3,2411,62( 15| 6,00] 170,8 1,24 450,3| 47,44 192,7| ,10| 5953,9| 4,24

8 4 3 6
Percen 25 296(1,48] 15, 4,30 130,3 5842 280,2| 35,67 | 148,0( ,046( 4119,3|3,54
tiles 35| 18| 00 63| 578 227 09| 739 7 411 89
50 3,0911,54( 15, 4,97 132,8 ,8539( 328,5| 39,86| 163,9| ,069| 5021,9|3,86
50 75| 00 66| 044 304 25| 240 7 707| 53
75 3,1811,59( 15, 554 152,6 1,1851| 389,2( 43,46| 177,8| ,097| 5518,0|4,16
00| 00| OO0 45| 058 923 21 015 6 918| 74

a.

Not corrected for ties.

b. Grouping Variable: Treatment
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Statistics

Femu DT- | DT- Marr

r [VOX DT- | Tb.T|Tb.S Ct.T | CtAr| ow

lengt - Conn- | Tb.N h p h ea | area
h BV/ | Dens. | [mm | [mm | [mm | Tt.Ar | [mm | [mm? | [mm? | Ct.Ar/T
tr [mm] [ TV | [mm3] ]| ] ] 1 |[mm?| 2 ] ] t.Ar %
Cont N Valid 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
rol Missi ofl o 0 ol o] o ol o 0 0 0

male ng
Mean 41,38 ,105| 26,95|2,336| ,078| ,468| 13,44 | ,696| 8,47| 4,96| 63,071
00 3 35 0 6 4 21 5 58 63 2
Std. Deviation | 1,039 ,031| 8,886 ,6263( ,009| ,154| ,6420| ,037| ,488| ,461| 2,5731
08| o7 21 6| 25| 02 1 67 53 54 3
Minimum 40,26| ,06| 11,85| 1,45| ,07| ,31|12,86| ,65| 8,01| 4,51| 59,94
Maximum 42,50 16| 34,72| 317| ,10| ,74|14,41| 74| 9,30| 5,77| 66,23
Percent 25 40,26 | ,089| 18,941,928 ,072] ,331]|12,86| ,650| 8,06| 4,64| 60,557
iles 00 7 35 9 3 3 99 8 89 74 5
50 41,48 ,099| 30,08|2,181| ,076| ,467|13,23| ,711| 8,40| 4,80| 62,873
00 8 81 0 2 4 39 8 28 00 8
75 42,35| ,123| 33,932,997 | ,084| ,552| 14,13 | ,724| 8,81| 5,36| 65,865
00 4 07 6 3 0 19 1 24 03 6
Cont N Valid 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
rol Missi 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
fema ng
le Mean 36,49 ,222| 119,1]4,062| ,068| ,254 (9,107 | ,642| 5,80| 3,30| 63,862
40 6 658 1 9 4 8 1 17 61 3
Std. Deviation | ,8525( ,082| 45,42 1,194 ,005| ,074|,7780| ,025| ,306| ,502| 2,6161
7 7 666 13| 65| 97 1 69 27 99 3
Minimum 35,54 ,15| 76,67| 3,02| ,06| ,14| 8,26| ,60( 547| 2,75| 61,32
Maximum 37,62 ,38| 1952 6,13| ,08| ,33(10,38( ,66| 6,36| 4,01 67,53
9

Percent 25 35,66 ,153| 83,15] 3,107 | ,064| ,185( 8,410| ,615( 5,62| 2,77 | 61,604
iles 10 9 76 3 9 8 7 5 52 70 7
50 36,48 | ,184| 103,1]3,689| ,069| ,264 (8,997 | ,654| 5,70| 3,31| 63,181
00 0 781 2 0 1 5 8 18 47 9
75 37,26 ,305| 162,3]5,059| ,073| ,326(9,759| ,659| 6,01| 3,74| 66,574
00 0 394 6 6 8 8 3 19 79 8

152




Test Statistics®

Femur Conn- | DT- DT- DT- Marrow
length | VOX- | Dens. | Tb.N | Tb.Th | Tb.Sp | Tt.Ar | Ct.Th | Ct.Area| area | Ct.Ar/Tt.Ar
[mm] | BV/TV | [mm3] | [mm ]| [mm] | [mm] | [mm?] | [mm?] | [mm?] | [mm?] %
Mann- ,000 | 2,000 ,000( 2,000| 4,000 2,000 ,000| 8,000 ,000 ,000 14,000
Whitney
u

Wilcoxon | 21,000 | 23,000 | 21,000 | 23,000 | 25,000 | 23,000 | 21,000 | 29,000 | 21,000 | 21,000 35,000
w
4 -2,887| -2,562 | -2,882| -2,562 | -2,242| -2,562 | -2,882| -1,601| -2,882( -2,882 -,641
Asymp. ,004 ,010 ,004 ,010 ,025 ,010 ,004 ,109 ,004 ,004 ,522
Sig. (2-
tailed)

Exact ,0022| ,009#| ,0022| ,0092( ,0262]| ,0092( ,0022| ,1322( ,0022( ,0022 ,5892
Sig.
[2*(1-
tailed

Sig.)]

a. Not corrected for ties.

b. Grouping Variable: tr
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Test Statistics®

Ener
Ultim Elasti | gy
Ultim | Ultimate ate c dens
I ate Displace | Stiffne | Ener | Stres | Ultim | Modul | ity [J
y1 c L | [mm | Force ment ss[N | gy S ate us mm- | Ct.Ar/Tt
[mm] | [mm] | [mm]| 4] [N] [mm] mm"] [ [mJ] | [MPa] | Strain | [MPa] | 3] Ar %
Mann- | ,000( ,000| ,000| ,000| 2,000 3,000 17,00| ,000| 18,00 15,00 15,00 15,0 14,000
Whitn 0 0 0 0 00
ey U
Wilcox | 21,0 21,0 21,0( 21,0| 23,00 24,000 38,00 21,0 39,00| 36,00| 36,00| 36,0| 35,000
on W 00 00| 00 00 0 0 00 0 0 0 00
z - - - - - -2,402| -,160 -| ,000( -,480| -,480] -,480 -,641
2,88 2,88] 3,31 2,88] 2,562 2,88
2 2 7 2 2
Asymp| ,004| ,004| ,001( ,004| ,010 ,016( ,873| ,004| 1,000 ,631| ,631] ,631 ,522
Sig.
(2-
tailed)
Exact | ,002( ,002| ,002| ,002| ,009? ,0152| ,9372],0022| 1,000| ,6992| ,6992( ,6992 ,5892
Sig. a a a a a
[2*(1-
tailed
Sig.)]

a. Not corrected for ties.

b. Grouping Variable: tr
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Statistics

Quotient End-/Startgewicht.

low N Valid 10
Missing 0

Mean 1,564580

Std. Deviation ,3369920
Minimum 1,2097
Maximum 2,0296
Percentiles 25 1,251275

50 1,518000

75 1,858625

high N Valid 12
Missing 0

Mean 1,566725

Std. Deviation ,3595794
Minimum 1,0909
Maximum 2,0237
Percentiles 25 1,201150

50 1,718600

75 1,827325

control N Valid 12
Missing 0

Mean 1,459650

Std. Deviation 3197235
Minimum 1,1440
Maximum 1,9709
Percentiles 25 1,232700

50 1,282500

75 1,848325
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Test Statistics®

Quotient End-
/Startgewicht.
Kruskal-Wallis H 372
df 2
Asymp. Sig. ,830

a. Kruskal Wallis Test
b. Grouping Variable: Treatment

Low/High

Quotient End-/Startgewicht.

Mann-Whitney U

Wilcoxon W

z

Asymp. Sig. (2-tailed)
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)]

55,000
133,000
-,330

, 742
7712

Low/Control

Quotient End-/Startgewicht.

Mann-Whitney U

Wilcoxon W

z

Asymp. Sig. (2-tailed)
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)]

50,000
128,000
-,659
,510
,539°

High/Control

Quotient End-/Startgewicht.

Mann-Whitney U

Wilcoxon W

z

Asymp. Sig. (2-tailed)
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)]

69,000
147,000
-173
,862
,8872
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Statistics

Quotient End-/Startgewicht.

female low N Valid 5
Missing 0

Mean 1,255960

Std. Deviation ,0412949
Minimum 1,2097
Maximum 1,3027
Percentiles 25 1,213650

50 1,262500

75 1,295000

high N Valid 5
Missing 0

Mean 1,177160

Std. Deviation ,0758344
Minimum 1,0909
Maximum 1,2717
Percentiles 25 1,100150

50 1,195400

75 1,245050

control N Valid 6
Missing 0

Mean 1,246817

Std. Deviation ,0616439
Minimum 1,1440
Maximum 1,3166
Percentiles 25 1,204000

50 1,251300

75 1,299425

male low N Valid 5
Missing 0

Mean 1,873200

Std. Deviation ,1252881
Minimum 1,7333
Maximum 2,0296
Percentiles 25 1,769450

50 1,818500

157




75 2,004300

high N Valid 7
Missing 0

Mean 1,844986

Std. Deviation ,1281015
Minimum 1,6996
Maximum 2,0237
Percentiles 25 1,737600

50 1,818100

75 2,017300

control N Valid 6
Missing 0

Mean 1,672483

Std. Deviation 3352247
Minimum 1,2369
Maximum 1,9709
Percentiles 25 1,255275

50 1,819950

75 1,937075

Test Statistics®

Quotient End-

Sex_c /Startgewicht.
female Kruskal-Wallis H 3,510
df 2
Asymp. Sig. 173
male Kruskal-Wallis H ,880
df 2
Asymp. Sig. ,644

a. Kruskal Wallis Test

b. Grouping Variable: Treatment
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Low/High

Test Statistics®

Quotient End-

Sex_c /Startgewicht.
female Mann-Whitney U 5,000
Wilcoxon W 20,000
z -1,567
Asymp. Sig. (2-tailed) 17
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] , 1512
male Mann-Whitney U 15,000
Wilcoxon W 43,000
z -,406
Asymp. Sig. (2-tailed) ,685
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,755°

Low/Control
Test Statistics®

Quotient End-

Sex_c /Startgewicht.
female Mann-Whitney U 14,000
Wilcoxon W 29,000
z -,183
Asymp. Sig. (2-tailed) ,855
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,931°2
male Mann-Whitney U 10,000
Wilcoxon W 31,000
z -,913
Asymp. Sig. (2-tailed) ,361
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,429°
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High/Control

Test Statistics®
Quotient End-
Sex_c /Startgewicht.
female Mann-Whitney U 6,000
Wilcoxon W 21,000
z -1,643
Asymp. Sig. (2-tailed) ,100
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,126°
male Mann-Whitney U 17,000
Wilcoxon W 38,000
z -,571
Asymp. Sig. (2-tailed) ,568
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,628°?
Statistics
Quotient End-/Startgewicht.
Control male N Valid 6
Missing 0
Mean 1,672483
Std. Deviation 3352247
Minimum 1,2369
Maximum 1,9709
Percentiles 25 1,255275
50 1,819950
75 1,937075
Control female N Valid 6
Missing 0
Mean 1,246817
Std. Deviation ,0616439
Minimum 1,1440
Maximum 1,3166
Percentiles 25 1,204000
50 1,251300
75 1,299425

160




Test Statistics®

Quotient End-/Startgewicht.
Mann-Whitney U 6,000
Wilcoxon W 27,000
z -1,922
Asymp. Sig. (2-tailed) ,055
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,0652

a. Not corrected for ties.
b. Grouping Variable: Treatment
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