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1 Einleitung

1 Einleitung

Problemstellung

Anabole Steroide (Anabolika) werden als Therapiemittel zur Behandlung
verschiedener Krankheiten eingesetzt, wie z.B.:

(1) als Ergénzung zu diatischen Malinahmen, wenn diese nicht ausreichen,
(2) um Anamien zu beseitigen oder zu lindern, (3) zur Schmerzlinderung bei
malignen Tumoren und um das Wachstum des Tumors zu verlangsamen
bzw. zu stoppen, (4) bei Behandlung von Wachstumsstérungen (z.B.
Zwergenwuchs), verspatet oder verlangsamt ablaufender Pubertat sowie (5)

zur Beschleunigung bei schlecht heilenden Knochenbrichen.

Der MiRbrauch von Anabolika ist weit verbreitet. Diese Medikamente werden
von Menschen in verschiedenster Art und Weise eingenommen, um die
sportliche und korperliche Leistung sowie das auldere Erscheinungsbild zu
.verbessern®. Eine Untersuchung (BUCKLEY et al 1988) an 46 High Schools in
Amerika zeigte, dal® 7% der mannlichen Schiler Anabolika zu sich nehmen
oder zu sich genommen haben, wovon etwa zweidrittel mit der Einnahme mit
oder vor dem 16. Lebensjahr begonnen haben . Eine weitere Studie aus
Amerika (JOHNSON et al 1989) zeigte, da® zwischen 9 und 19% der
mannlichen Schiler der elften Klasse Anabolika mil3brauchen oder

miRbraucht haben.
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Wirkungsmechanismus von Anabolika

Die Hormone aus der Nebennierenrinde und aus den Gonaden bilden die
Gruppe der Steroidhormone. Sie lassen sich auf das Cyclopentano-
perhydrophenanthren-Gerust zurtckfuhren, das auch den Herzglykosid-
Molekulen zugrunde liegt. Die Synthese der Steroidhormone geht von
Cholesterin aus. Als Zwischenstufe wird immer Progesteron durchlaufen.
Steroidhormone lassen sich in vier funktionelle Gruppen einteilen. Jede

dieser Gruppen hat bestimmte Struktureigentimlichkeiten im Molekaul:

1. Corticosteroide, zu denen auch Glucocorticoide und Mineralcorticoide
zahlen,

2. Androgene,

3. Estrogene und

4. Gestagene.

Die Wirkung von Anabolika wird damit beschrieben, dal} sie die Funktion der
Hypophyse stimulieren und hauptsachlich eine Auswirkung auf den Korper
und dessen Proteinbiosynthese haben (MUTSCHLER, 1991; GOODMANN UND
GILMAN, 1965; KUSCHINSKY et al, 1993). Eine Hypophysenhyperfunktion flhrt
beim Menschen zu einer Akromegalie (MUTSCHLER, 1991), die sich unter
anderem in einem zusatzlichen craniofacialem Wachstum (vor allem des
Unterkiefers im Verhaltnis zum Mittelgesicht), auch nach Abschlul3 der
skelettalen Wachstumsentwicklung (BEHRENTS, 1985), auliert. Weitere
Auswirkungen von anabolen Steroiden auf die Entwicklung der
skelettofacialen- und dentoalveolaren  Strukturen werden in den
Untersuchungen von Kosowicz 1977 und SARNAT 1988 mit zwergwichsigen

Menschen sowie von PIRINEN 1995 im Rattenexperiment beschrieben.

Die geschlechtliche Reifung sowie die Knochenreifung werden durch
Anabolika deutlich beschleunigt, was zur Folge hat, dal3 bei der Behandlung
von Kindern vor und in der Pubertat mit der normal zu erreichenden

Korpergrofde ein Kompromifd eingegangen werden muf3.
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Anabolika bei experimentellen Wachstumsstudien
Zwei experimentelle Studien (PETROvI'C et al 1974 und BARRET et al 1993)
bezlglich der Wirkung anaboler Steroide auf das Unterkieferwachstum sind

bekannt.

In einer histologischen Untersuchung von PETROvI'C et al 1974 wurde im
Rattenversuch die Einwirkung von Rinderwachstumshormon (Somatodin®)
auf das Kondylenwachstum ermittelt. Die Verfasser konnten keine
besonderen Auswirkungen auf das Kiefergelenksknorpelwachstum allein
durch das Hormon feststellen, sondern nur in Verbindung mit auf den

Unterkiefer einwirkende kieferorthopadische Apparaturen.

In einer radiologischen Untersuchung von BARRET et al 1993 wurde die
Auswirkung von einem anabolen Steroid Durabolin® (Nandrolon
Phenopropionat) auf die ZahngroRe und die Unterkieferzahnbogenlange und
Oberkieferzahnbogenbreite bei weiblichen und mannlichen Ratten
untersucht. Als Ergebnis fand man heraus, dal} bei der weiblichen Gruppe
mit einer niedrigen Dosis des Hormons eine deutlichere VergroRerung der
Unterkieferzahnbogenlange und der Oberkieferzahnbogenbreite vorlag als
bei der mannlichen Gruppe, der Kontrollgruppe und der hodher dosierten

weiblichen Gruppe.

Beide oben erwahnten Untersuchungen geben leider nur Teilaufschlisse
uber die Auswirkung von anabolen Steroiden auf das Unterkieferwachstum.
Die Untersuchung von PETRovi'C et al (1974) beschrankte sich auf
bestimmte Bereiche des Unterkieferwachstums. Bei dem Versuch von
BARRET et al (1993) wurden Zahne als Referenzpunkte fur die Auswertung
des Unterkieferbogenlange verwendet. Da die Zahnstellung aber nicht stabil,
ist kdnnten die Aussagen Uber des Unterkieferwachstums dadurch verfalscht

werden.

Weiterhin zeigte keine dieser Arbeiten die Auswirkung von Anabolika auf das

Unterkieferwachstum bei wachsenden und erwachsenen Tieren und in

3
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Korrelation zu klinischen Parametern, wie Wachstumshormonspiegel (IGF-I =
Jinsulin like growth-factor-1), Leptin als Ausdruck des metabolen

Stoffwechsels des Korpers und Kérpergewicht.

Um beantworten zu konnen, ob und wo Wachstumsveranderungen am
Unterkiefer (Um-, Ab- und Anbau) auftreten bzw. stattfinden ist es notwendig,

stabile Knochenmarkierungspunkte (=Implantate) zu setzen.

Erfahrungen mit der Anwendung von Metallimplantaten als Referenzpunkten
bei Rontgenuntersuchungen gibt es von WHETTEN et JOHNSTON 1985, BJORK
1955, 1960, 1963 und 1968, sowie MCNAMARA 1975, 1977; MCNAMARA et
BRYAN, 1987.



2 Ziel der Studie

2 Ziel der Studie

Nachweis der Auswirkung anaboler Steroide auf das Unterkieferwachstum bei
wachsenden und erwachsenen Ratten. Uberpriifung der Steroidwirkung durch
rontgenolisch-metrische sowie klinische Parameter und Bestimmung der
Serum |IGF-I- und Leptinspiegel als Antwort des Korpers auf die

Verabreichung von anabolen Steroiden.
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3 MATERIAL

Tiere

Weibliche wachsende und erwachsene Wistar-Kiyoto-Ratten aus einem
Inzuchtstamm wurden verwendet. Die wachsenden Tiere wurden am
30. Lebenstag in die Studie aufgenommen. Das durchschnittliche Gewicht
betrug 75,6 g. Die erwachsenen Tiere waren zu Beginn der Studie 120 Tage
alt. Das durchschnittliche Gewicht betrug 265,1 g.

Es wurden folgende Daten, der Tiere an den Untersuchungstagen in einem
Untersuchungsbogen, festgehalten:
Geschlecht, Gewicht [Gramm], rontgenmetrische Messung sowie IGF-I - und

Leptinblutserumspiegel.

Medikamente

3.1.1 Anaboles Steroid Deca-Durabolin®

Hersteller:

Organon Laboratories Ltd.

Wirkstoff:

Nandrolon decanoat

Zusammensetzung:
1 ml enthalt : Nandrolondecanoat 25 mg/ 50 mg.

weitere Bestandteile: Benzylalkohol 105 mg (0,1 ml), Erdnuf3al.

Anwendungsgebiet:

Als Therapeutikum, bei denen eine eiweilaufbauende Wirkung wiinschens-
wert ist, u. a.: Osteoporose, besonders im Verlauf chronisch rheumatischer
Erkrankungen, metastasierendes Mammakarzinom, bei post-operativen oder
traumatischen Stoffwechsel, wahrend Glucocorticosteroid-Therapie,

Proteinmangel, in Zusammenhang mit zytotoxischer Chemotherapie und

6
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Anamien:
o Nierenmangelerscheinungen

o Aplastische Anamie

3.1.2 Nembutal®

Hersteller:
Sanofi CEVA
Wirkstoff:

Pentobarbitol-Natrium

Eigenschaften:
Nembutal® wurde 1931 in die Veterindrmedizin eingefiihrt und gilt in den
meisten Landern als Standardpraparat in der Barbiturat-Therapie. Es ist fur
jede Form der Cerebraldepression geeignet, von der milden Sedierung bis zur
tiefen Narkose.
Die Wirkung tritt prompt ein, die Erholungsphase ist kurz. Innerhalb von 3-5

Minuten kommt es zu einer 45-90 Minuten anhaltenden Anasthesie.

Anwendungsgebiet:
l.v. Narkose flr chirurgische Eingriffe, zur Beruhigung und Schmerzlinderung

bei Lokalanasthesie und als Sedativum bei Tetanus.

3.1.3 Sequenzielle Knochenmarkierung
Folgende Azo-Farbstoffe fanden Anwendunget:
- Xylenol-orange

- Calcein (DCAF)

- Alizarin-Komplexon

- Tetrazyklin (Supramycin®)

- 2% igen Natriumhydrogencarbonat-Lésung



3 Material

Roéntgenapparatur und Filmmaterial

Fir die Rontgenaufnahmen wurde ein Transportables Langtubusrontgengerat
(Helio Dent MD) der Firma Siemens zusammen mit Kodak Ektaspeed Plus
Occlusalfilm EO-41P (GrofRRe: 57 x 76mm) verwendet.

Implantate
Als rontgendichte Markierung (Implantate) wurden Mikro- Titanschrauben der

Dimension 1,0 x 2 mm der Fa. Leibinger, Freiburg verwendet.



4 Methode

4 METHODE

Gruppeneinteilung der Tiere

Sechzehn wachsende und 16 erwachsene Tiere wurden nach dem
Zufallsprinzip in je zwei Gruppen aufgeteilt: 8 Experiment- und 8 Kontrolltiere.
Die Tiere wurden im Wechsel nach dem Zufallsprinzip der Experiment- und
Kontrollgruppe zugeordnet. Hierdurch wurde vermieden, dal® die schnellsten
und starksten Tiere nur in einer Untersuchungsgruppe konzentriert waren. Zur
Unterscheidung wurden Die Tiere durch eine Strich-Punkt-Zeichnung am
Schwanz markiert. Zahlenwerte von eins wurden mit einem Punkt und

Zahlenwerte von funf mit einem Strich markiert ( Abbildung 1).

Abbildung 1: Markierung der Tiere zur Unterscheidung durch eine Strich-
Punkt-Zeichnung am Schwanz. Hier Tier 8 (Strich=5, Punkt=1)
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Tierhaltung, Futter

Eine Woche vor Beginn der Studie wurden die Tiere in Einzelkafigen separiert.
Wasser und Trockenfutter standen unbegrenzt zur Verfugung. Die Tiere
wurden unter gleichen Bedingungen mit 12 Stunden Tag-Nacht- Rhythmus
gehalten, welcher durch eine Zeitgesteuerte Licht-Dunkel-Phase erzeugt
wurde. Die Raumtemperatur betrug 20 Grad Celsius bei einer Luftfeuchtigkeit
von 55%.

Versuchsablauf

Das Einbringen der Implantate als rdntgendichten Markierungen in die
Mandibula erfolgte in Allgemeinnarkose mit Nembutal® (Fa. Sanofi CEVA) in
der Dosierung 25mg/kg KG.

Das intramuskuldr injizierte anabole Steroid Deca-Durabolin® (Fa. Organon
(Akzo Nobel), Cambridge CB4 4FL, England) wurde wochentlich immer zur
gleichen Zeit in einer Dosierung von 1mg pro Kilogramm Korpergewicht
verabreicht. Die  Applikation wurde  jeweils in die  dorsale
Oberschenkelmuskulatur links vorgenommen. Die Kontrolltiere bekamen eine

Kontrollinjektion mit steriler Kochsalzlésung.

Zur spateren histologischen Untersuchung, der mdglichen kndchernen

Veranderungen der Ratten-Mandibula, welche in dieser Arbeit nicht weiter

verfolgt wurde, ist eine sequentielle Knochenmarkierung entsprechend

nachfolgendem Schema vorgenommen worden. Die Dosierungen der

verwendeten Fluorochrome sind aus einer Empfehlung von Romeis (1989)

entnommen:

e Am ersten Tag der Studie war allen Tieren Xylenol-Orange (2%-igen
Natriumhydrogencarbonat-Losung) in einer Dosierung von 90mg/kg
Kdrpergewicht subcutan unter die Bauchhaut injiziert.

e Am 22. Tag wurde Calcein (DCAF) ebenfalls in gepufferter Losung
subcutan in einer Dosierung von 20mg/kg KG verabreicht.

e Am 43. Tag erfolgte die subcutane Injektion von Alizarin-Komplexon

10
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30mg/kg KG in gepufferter Losung.
e Am 64. Tag wurde Tetracyclin (Supramycin®) in wassriger Lésung in einer

Dosierung von 25 mg/kg KG ebenfalls subcutan appliziert.

Zur besseren Darstellung der Abfolge siehe Tabelle 1.

Tabelle 1:  Zeitliche Ubersicht der sequentiellen Markierungen

1. Tag 22. Tag 43. Tag 64. Tag

Xylenol- Calcein Alizarin- Tetrazyklin

orange (DCAF) Komplexon

90mg/kg 20mg/kg 30mg/kg 25mg/kg
Implantate

Um eine zuverlassige Wachstumsmessung und der wahrend der
Untersuchung angefertigten Rontgenbilder der Rattenunterkiefer vornehmen
zu koénnen, wurden jeweils zwei Mikroschrauben der GroRe 1,0 x 2 mm
(Gewindedurchmesser x Lange) aus Titan in den Unterkiefer rechts
eingeschraubt. Jeweils eine Schraube wurde ventral-kaudal des ersten
Molaren (l1) und dorsal-kaudal des dritten Molaren (l;) eingebracht. (siehe
Abbildung 2.) Diese Implantate sollten als fixe Punkte fir die Superponierung

der Anfangs- und Endrdntgenbilder dienen.

11
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Abbildung 2: Darstellung der Implantatposition ventral-kaudal des ersten
Molaren (l4) und dorsal-kaudal des dritten Molaren (l)

Operation

In Nembutal®- Allgemeinnarkose wurde auf der rechten Seite des Unterkiefers
von intraoral eine ventral des ersten Molaren gelegene Schleimhautinzision
vorgenommen und das Mukoperiost nach dorsal bis zur Darstellung des
Nervus mentalis abgeschoben. Danach wurde von vestibular her eine
Vorbohrung mit einem 0,8 mm starken Spiralbohrer (Fa. Friatec, Manheim) mit
einem Dental-Handstuck (Fa. KaVo) angebracht. Das Einbringen der Mikro-
Titanschraube (I2) mit der Dimension 1,0 x 2,0 mm (Fa. Leibinger, Freiburg)
erfolgte mit einem Hand-Schraubendreher (Abbildung 3). Die Schleimhaut
Uber dem Implantat wurde aufgrund der GrofRe der Inzision nicht

verschlossen.

In einem zweiten Schritt wurde eine weitere identische Schraube (l1) Uber
einen  horizontal  verlaufenden  Zugang nach Enthaarung des
Operationsbereiches in stumpfer Praparation (Abbildung 4) durch den
musculus masseter rechts nach Darstellung des aufsteigenden

Unterkieferastes retromolar kaudal der Zahnreihe gesetzt (Abbildung 5).

Der Wund- und Hautverschlul} erfolgte mit einem Prolenefaden der Starke 4-0
in fortlaufender Nahttechnik (Abbildung 6).

12
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Abbildung 4: Enthaarung des Operationsfeldes fur das Setzen des
Implantates dorsal-kaudal des dritten Molaren (I2).

13
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Abbildung 5: Gesetztes Implantat (I,) dorsal-kaudal des dritten Molaren.

Abbildung 6: Wund- und Hautverschlu® mit einem Prolenefaden der Starke
4-0 in fortlaufender Nahttechnik nach setzen des Implantates (l,)
(siehe Abbildung 5)

14
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Roéntgenverfahren

Das Unterkieferwachstum wurde wahrend des Untersuchungszeitraumes vom
30. Lebenstag an bis zum 100. Lebenstag der Gruppe der wachsenden Tiere
bzw. vom 120. Lebenstag bis zum 190. Lebenstag der Gruppe der
erwachsenen Tiere rontgenkephalometrisch erfaldt. Dies erfolgt einmal zum
Beginn der Untersuchung im narkotisierten Zustand nach dem Setzen der
Implantate (Startposition) und ein zweites Mal am Ende der Untersuchung

(Endposition), nachdem die Tiere getotet wurden.

Die Rontgenaufnahmen wurden mit einem transportablen

Langtubusrontgengerat, dem Helio Dent MD der Firma Siemens, durchgefuhrt.

Es wurde ein standartisiertes Rontgenverfahren verwendet, bei dem mit
gleichbleibenden Abstand (10cm), gleicher Ausrichtung (Rontgentubus-Objekt)
und mit gleicher Strahlendosis (0.25s und 60mA) die Tiere in der sagittalen

Ebene gerdntgt worden sind.

Bei der Ausrichtung der Tiere fanden die Bipupillarlinie (A) und die Scheitel-
Steild-Linie (B) Anwendung. Die Bipupillarlinie wurde parallel zur Tierauflage
und die Scheitel-Steilk-Linie parallel zur Roéntgenebene bzw. Filmebene
ausgerichtet (Abbildung 7 und 8).

Die Rontgenbilder wurden mit einem Buchstaben-Zahlencode versehen,
wodurch die Bilder nach abgeschlossener Auswertung den Tieren wieder
zugeordnet werden konnten. Dadurch konnte eine Beeintrachtigung der
Auswertung durch Befangenheit vermieden werden. Die Studie konnte somit

im Sinne einer Blindstudie durchgefuhrt werden.

15



4 Methode

Rontgentubus |

Réntgenstrahl

wjiuabjuoy

Tier-Auflage und Halterung fiir Réntgenfilm

Abbildung 7: Rontgenapperatur-Aufbau in frontal Ansicht. Achse A ist Uber die
Bipupillarlinie und Achse B Uber die Scheitel-Steild-Linie
ausgerichtet.

Rontgentubus

Réntgenstrahl

wjyuabluoy

Abbildung 8: Réntgenapparatur-Aufbau in Aufsicht. Achse A ist Uber die
Bipupillarlinie und Achse B Uber die Scheitel-Stei3-Linie
ausgerichtet.

16
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Untersuchungsablauf
Am Tag 1 erfolgte das Einbringen der Implantate, die Anfangs-
rontgenaufnahme der Kiefer, die Bestimmung des Gewichtes und nach der

Blutentnahme erfolgte die erste Fluorochrom- Markierung mit Xylenolorange.

Das Gewicht der Tiere wurde wochentlich bestimmt und nach unter Punkt 4.8
beschriebenen Schema Blut abgenommen. Am 22. Tag erfolgte die zweite
Fluorochrome- Markierung mit Calcein, am 43. Tag die dritte mit Alizarin-
Komplexon und am 63. Tag die vierte mit Tetrazyklin. Zum Ende, am 70. Tag
wurde von allen Tieren eine Abschluf3-Rontgenaufnahme angefertigt. (Siehe
Tabelle 2).

Tabelle 2: Zeitlicher Ablauf der Studie

TAG RONTGEN- | BLUTAB- | FUOROCHROME GEWICHTS-
AUFNAHMEN | NAHME SEQUENZ- MESSUNG
(ul) MARKIERUNG

1.| ANFANG X 500 XYLENOL-ORANGE X
8. 100 X
15. 500 X
22. 100 CALCEIN X
29. 500 X
36. 100 X
43 500 ALIZARIN X
50. 100 X
57. 500 X
63. 100 TETRAZYKLIN X
70. ENDE X 500 X

17
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Gewichtsentwicklung unter Steroidzufuhr
Als klinischer Parameter in Bezug auf die Reaktion der Ratten auf die
Steroidzufuhr wurde in wochentlichen Abstanden das Gewicht der Versuchs-

und Kontrolltiere im narkotisierten Zustand kontrolliert.

Es sollte hierbei beobachtet werden, in wie weit sich die Gewichtsentwicklung
bei wachsenden und erwachsenen Tieren unter Verabreichung von anabolen
Steroiden, im Bezug zum Anfangsgewicht, unterscheidet.

Die Gewichtskontrolle wurde mit einer Haushaltswaage der Fa. Dr. Oetker, mit

einer Genauigkeit von 0,5g, durchgefuhrt.
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Rontgenkephalometrie

4.1.1 Melpunkte

Verwendete Referenzpunkte bei der rontgenkephalometrischen Auswertung
der Rontgenbilder (Abbildung 9):

e Punkt Cos:
e Punkt Cop:

e Punkt Co:

e Punkt Gog:

e Punkt Go;:

e Punkt A:

e Punkt B:

superiorster Tangentenpunkt des Kondylus

posteriorster Tangentenpunkt des Kondylus
Kondyluspunkt auf halber Strecke zwischen Cos und Cop
posteriorster Tangentenpunkt des hinteren Ramusrand im
Bereich des Kieferwinkels

inferiorster Tangentenpunkt des unteren Korpusrand im
Bereich des Kieferwinkels

Ubergang von der frontosuperioren Spitze des
Mandibularknochens zum linguale Anteil des Unterkiefer-
Incisivi.

anteriorer Unterkiefer Tangentenpunkt des frontalen

Korpusrandes

Abbildung 9: Referenzpunkte fur die rontgenkephalometrische Auswertung.
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4.1.2 Winkelmessung (Abbildung 10)

e Cop-Gop/ Goi-B : Der Kieferwinkel (Strecke Kondylus posterior (Cop)/

Ramusrand posterior (Gop) und Ramusrand inferior
(Goy)/ Punkt (B))

Abbildung 10: Der verwendete Winkel zur Kiefer-Winkelmessung (Cop-Gop /
GOi-B).
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4.1.3 Streckenmessungen (Abbildung 11)

Horizontale Strecken

e Imp.: Die Strecke zwischen Implantat 1 (I1) und Implantat 2 (1)
o 1. Die Strecke zwischen Kondylus (Co) und Punkt A,
o 2. Die Strecke zwischen Gonion posterior (Gop) und
Punkt A
o 3. Die Strecke zwischen Kondylus (Co) und Punkt B,

Vertikale Strecken
o 4. Die Strecke zwischen Kondylus superior (Cos) und
Gonion inferior (Go;)

e 5. Die Strecke zwischen Kondylus posterior (Cop) und

Gonion posterior (Gop)

Go,

Abbildung 11: Die fur die Streckenmessung verwendeten Referenzpunkte und
die Streckenbezeichnung 1.- 6.
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Gewinnung der Blutserumproben

Blutentnahmen

Die Entnahme von arteriovendosem Mischblut durch Resektion der

Schwanzspitze erfolgte wochentlich in Narkose (siehe Tabelle 2 Seite 16):

e Am 1., 15, 29., 43., 57. und am 70. Tag wurden jeweils 500ul Blut
entnommen.
e Am 8., 22, 36., 50. und 64. Tag wurden 100ul gewonnen.

Dieses Mischblut wurde mit einer Hochgeschwindigkeitszentrifuge fur
2 Minuten bei 10000 U/min bearbeitet. Das so gewonnene Serum wurde
abpipettiert und ein zweites Mal mit 0.g. Parametern zentrifugiert. So konnten
50ul bzw. 250ul Serum asserviert werden. Die so gewonnenen Proben wurden

bei -20 Grad Celsius bis zur Auswertung und Bearbeitung im RIA aufbewahrt.
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Messung der IGF-I- und Leptinspiegel

Der Blutserum-IGF-I- und Leptin-Spiegel wurden als endokrine Antwort auf die
Verabreichung von anabolen Steroiden gemessen. Es sollten hierdurch zum
einen evtl. Veranderungen der rontgenologisch-metrischen Vermessungen
des Unterkiefers erklart und untermauert werden und zum anderen die
moglichen Zusammenhange zwischen einer evtl. Veranderung und
Entwicklung der oben genannten  Blutserumspiegel und  der
Unterkieferentwicklung festgestellt werden.

Zur Messung der IGF-I sowie des Leptin im Serum der Schwanzvene wurden

Radioimmunoassays (RIAs) benutzt.

RIA-Prinzip

Bei diesem Verfahren konkurrieren das zu messende Protein und ein im
Uberschul zugesetztes radioaktiv markiertes Konkurrenzprotein (Tracer) um
die Bindung an einem Antikorper. Beide Proteine missen identisch in Bezug
auf die Bindungsaffinitat zum Antikérper sein. Durch den Zusatz eines zweiten
Antikorpers werden die Komplexe aus erstem Antikorper und zu messendem
Protein, bzw. Konkurrenzprotein prazipitiert. Das Prazipitat kann zentrifugiert,
der Uberstand verworfen, und die Radioaktivitat des Prazipitates im y-Zahler

(y = Gammastrahlung) gemessen werden.

Um unbekannte Untersuchungstierproben zu bestimmen, werden bekannte
Konzentrationen von unmarkierten Antigenen (Standards) im Test eingesetzt
und bestimmt. Dadurch erhalt man eine konzentrationsabhangige

Verdrangung des markierten Tracers aus dem Antigen-Antikorper-Komplex.

Da die Konzentrationen an Antikorper und Tracer konstant sind, wird durch die
Erhdhung der Konzentration an unmarkiertem Antigen erreicht, dal} weniger
Aktivitat vom Antikérper gebunden wird. Nach der Trennung der beiden
Fraktionen wird der gebundene Anteil der Aktivitat gegen die Konzentration an

zugesetztem unmarkiertem Antigen aufgetragen.
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Messung der Standart-Serum-Konzentration

Um eine sigmoide Standardkurve (siehe Abbildung 12) mit moglichst langem
quasi-linearen Verlauf zu erhalten, wird sowohl die X-Achse mit den
Konzentrationen der einzelnen Standards, als auch die Y-Achse mit der

Zahlrate des y-Zahlers transformiert.

B/BOI%!
Y-Achse

. 90
» 80
70

60

50

40

30

20

X

O I L o L T T TR U ORI
“

*

-=-- T I Ot Reant R I--=--mmes I-ommmemen 1 1 T---

I - 1
3.906 7.290 13.603 25.384 47.348 88.391 164.942  307.790 574.351 1071.770 1999.994

*

X-Achse
COHC. pa/tube

Abbildung 12: Sigmoide Standartkurve
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Transformation der X-Achse

Auf der X-Achse werden die Konzentrationen der einzelnen Standards
aufgetragen. Diese Standards, die durch die Verwendung einer geometrischen
Verdlinnungsreihe hergestellt werden, lagen bei linearer Achseneinteilung im
Bereich niedriger Konzentrationen sehr eng beisammen, im Bereich hoher
Konzentrationen dagegen weit auseinander. Daher tragt der Computer die
Konzentrationen der Standards in logarithmischem Mal3stab auf der Abszisse
auf. Durch diese Transformation wird erreicht, daf} die Abstande zwischen den
einzelnen Standardkonzentrationen gleich sind. Die urspringlich hyperbole

Standardkurve nimmt somit eine sigmoide Form an.

Transformation der Y-Achse

Auf der Ordinate wird die Zahlrate des y-Zahlers wiedergegeben. Da beim RIA
der Tracer im Uberschu® zum ersten Antikdrper zugegeben wird, sind alle
Antikorperbindungsstellen mit radioaktivem Tracer gesattigt, wenn kein
nicht-markiertes Konkurrenzprotein (Standard oder Probe) zugesetzt ist. Die
Zahlrate am Sattigungspunkt des ersten Antikdrpers mit Tracer wird By
genannt. Zur Spreizung der Y-Achse tragt der Rechner alle Zahlratenwerte als
Verhaltnisse der gemessenen Bindung des Tracers an den Antikorper (B) zu
der Zahlrate bei Sattigung des Antikorpers mit markiertem Antigen (Bo) auf. Es

resultiert die lineare Prozentskala B/B,.

Nicht-Spezifische-Bindung

Nicht die gesamte Menge zugesetzten Tracers bindet an die spezifische
Bindungsstelle des ersten Antikdrpers, sondern ein kleiner Teil markiertes
Antigen bindet an anderen, unspezifischen Stellen des Antikorpermolekiils.
Der Rechner korrigiert daher jede gemessene Zahlrate im Counter um den

Zahlratenwert dieser nicht-spezifischen Bindung (NSB).

Doppelbestimmungen als Qualitatskontrolle der RIA

Bei allen Messungen wurde jede Probe, d.h., alle Schwanzvenenseren,
Standards und Kontrollen in zwei separaten Rohrchen bestimmt. Hierbei lag
die obere Toleranzgrenze der Abweichung zwischen den beiden Réhrchen bei

5%. Innerhalb dieser Toleranz wurde der Mittelwert der beiden Messungen als
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Melergebnis angenommen.

Intra-Assay-Abweichung

Um eventuelle Veranderungen innerhalb eines Testansatzes, die die
Ergebnisse der Messungen beeinflussen, zu erfassen, wurden in jedem
Testansatz Experimenttierproben an verschiedenen Stellen mehrfach-
bestimmt. Die Intra-Assay-Variation ergibt sich als Quotient der Standard-

abweichungen und Mittelwerte dieser Messungen.

Inter-Assay-Abweichung

Bei jedem Testansatz wurden Kontrollen mitgemessen. Diese Kontrollen
bieten zusammen mit den Ergebnissen der Messung der Standards die
Moglichkeit, die Resultate des durchgefihrten Testansatzes mit denen
vorhergehender Tests zu vergleichen. Die Inter-Assay-Variation beschreibt
also Unterschiede zwischen dem durchgefuhrten Testansatz und vorher unter

gleichen Bedingungen durchgeflihrten Tests.

Die IGF Messungen

Wie bereits erwahnt, ergibt sich eine Hauptschwierigkeit bei der IGF Messung
mit kompetitiven Ligandenbindungs-assays daraus, daf} die Affinitaten der
IGF-Bindungsproteine und der Anti-IGF-Antikérper zum IGF ahnlich hoch sind.
Daher mussen IGFs und IGFBPs getrennt werden. Bei den hier verwendeten
Tests geschient diese Trennung durch Verdlinnung der Serumprobe in
saurem Puffer. Nach der Dissoziation des IGF von seinen Bindungsproteinen
unter sauren Bedingungen wird der Probe neben dem Anti-IGF-Antikérper
noch das jeweils nicht gemessene IGF-Protein im Uberschul® zugesetzt. Somit
werden die Bindungsproteine in der Probe nach der Neutralisation durch
alkalischen Puffer im Falle der IGF-1 Messung durch IGF-Il gesattigt, bei IGF-II
Messung durch einen UberschulR an IGF-l. Wegen der erheblichen Ahnlichkeit
der IGF Molekule untereinander setzt dieses Verfahren allerdings eine sehr
hohe Spezifitat, d.h eine niedrige Kreuzreaktivitdt des verwendeten ersten

Antikdrpers voraus.

Der IGF-I Radioimmunoassay
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Im ersten Schritt wurden alle Proben und Kontrollen mit dem Dilutor im
Verhaltnis 1/50 in saurem Puffer A verdinnt. Danach wurde die geometrische
Standardreihe hergestellt. Hierbei enthielt der hochste Standard eine
Konzentration an 2000 pg/ul rekombinantem IGF-l. Auch die Standardreihe
wurde mit Puffer A (Tabelle 4) verdinnt. Zur Herstellung des Tracers wurde
die 1"*-IGF-I Tracerstammlésung in Puffer B (Tabelle 4) so verdiinnt, daR 100
pl gebrauchsfertiger Tracer eine Aktivitat von 14000 Zerfallen pro Minute
(cpm = counts per minute) aufwiesen. Danach wurde der Testansatz gemafR
dem Schema (Tabelle 3) fertigpipettiert, auf dem Schuttelgerat geschuttelt und
bei 4°C fur zwei Tage inkubiert.

Nach der Inkubation wurde jedem Rdhrchen (auRer Total Counts) 500ul der
Prazipitationsantikorperlosung zugesetzt, der Testansatz erneut geschuttelt
und fur eine Stunde bei 4°C inkubiert.

Zum Waschen des Prazipates wurden die Rohrchen danach flr 15 Minuten
bei 4°C und 3800 Umdrehungen/Minute zentrifugiert, der Uberstand verworfen
und jedes Rohrchen, mit 1ml 0,1%iger kalter Tritonlésung versetzt, bei
gleicher Temperatur und Tourenzahl erneut zentrifugiert. Nach Abkippen des
Uberstandes konnte die Radioaktivitat des Prazipitates im y-Zahler gemessen
werden. Danach wurden die IGF-I Konzentrationen in ng/ml gemafl der

Standardkurve vom Computer berechnet.
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Die Leptin Messungen (Arbeitsanleitung fur ultrasensitiven Leptinmarker)

1. Tag

—

. Tierproben und Kontrollen verdiinnen

- fur jede Tierprobe, sowie fur die Kontrollen jeweils ein 4,5ml Rohrchen
beschriften.

- Dilutor 2x mit RIA-Puffer mit Gelatine (ph 7,4) spulen.

- Dilutor entsprechen der erforderlichen Verdinnung programmieren.

- Proben und Kontrollen schutteln (Vortex oder Schuttler von Baxter)

- Proben und Kontrollen mit Hilfe des Dilutors in RIA-Puffer verdinnen.

- Dilutor sofort nach Gebrauch gut mit deionisiertem Wasser spllen

(mindestens 3-4 mal).

2. Herstellen der Standardreihe

Je 1 Réhrchen mit S1-S8 beschriften.

Herstellen einer geometrischen Verdunnungsreihe

- in jedes Rohrchen (S1-S8) 250ul RIA-Puffer vorlegen

- Standart 9 (625pg/ml) schitteln (Vortex) und 250yl Standart 9 in
Réhrchen S8 pipettieren. Schatteln.

- 250ul Standart 8 in Réhrchen S7 pipettieren; schitteln; usw.

3. Testansatz
- Roéhrchen beschriften. (Doppelbestimmung) TC, NSB, B=, S1-S9, K
low, K high, Probe 1-Probe X

- Die Rohrchen fur den Tieransatz, sowie fur die Versuchsverdinnungen

der Tierproben werden mit den gleichen Synonymen beschriften, wie
die Originalproben.

- Testansatz mit Parafilm abdecken, beschriften (Name, Datum, Test) auf
dem Multitube-Vortexer (15 Sek. Bei Starke 2) schitteln und ein Tag bei

Raumtemperatur inkubieren.
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Tabelle 3: Pipettierschema fur IGF-I und Leptin ultrasensitiv Testansatz

Rohrchen

1/2

3/4

5/6

7-24

25-28

29-X

Messwert

TC

NSB

BO

Standard
1-9

Kontrolle
1+2

Probe
1-X

Kaninchen-y-
Globulin

100ul

RIA-Puffer
(Gelatine)

254l

100l

Standard

100yl

Kontrolle

100ul

Probe

100ul

1.Antikorper

25,

250l

250l

250l

1:8000 verd.

2.Tag

Herstellen der Tracerverdinnung:

Tracergebrauchsverdunnung auf eine Aktivitat von 6000CPM/25ul einstellen

- 254l Tracerstocklosung im Counter messen.

- Mit Hilfe des Dreisatzes berechnen, wie viel yl Tracerldsung in 25l
gebrauchsfertigem Tracer enthalten sein muissen, um einen
gebrauchsfertigen Tracer mit einer Aktivitat von 6000CPM/25ul zu
erhalten.

- Das Ergebnis mit der Anzahl der Réhrchen im Testansatz multiplizieren.

- Die errechnete Menge an Tracerstocklosung mit der entsprechenden

Menge RIA-Puffer (=Anzahl der Rohrchen * 25pl) verdinnen.

Dabei

berechnen.

immer fur einige Rohrchen mehr die Tracergebrauchsldsung

- In jedes Réhrchen 25ul Tracergebrauchslosung pipettieren.
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3. Tag

Den fertigpipettierten Testansatz wieder mit Parafilm abdecken, und auf
dem Schuttelgerat von Baxter schutteln (ca. 15 Sekunden bei einer
Schuttelstarke von max. 2).

Den Ansatz 1 Tag bei Raumtemperatur inkubieren lassen.

In jedes Réhrchen, auer TC, 500ul 2.AK (=Ziege-anti-Kaninchen 1:150
in 4%iger kalter PEG-Ldsung) geben.

1 Stunde im Kuhlschrank inkubieren.

Alle Roéhrchen -auBer TC- 15 Minuten bei 4°C und 3800RPM
zentrifugieren.

Uberstand abkippen.

Pelet mit 1ml 0,1%iger kalter Tritonldsung waschen 5 Minuten bei 4°C
und 3800RPM zentrifugieren.

Uberstand abkippen.

CPM mit Programm 22 im Counter messen.

Tiersynonyme auf Computerausdruck Ubertragen.

Serumverdinnung:

1:10 bei wachsenden Tieren

1:50 bei erwachsenen Tieren

Der Leptin Radioimmunoassay

Der Leptin Radioimmunoassay ist bis auf oben genannter Arbeitsanleitung von

den technischen Vorraussetzung und Durchfuhrung identisch mit der IGF-I-

Radioimmunoassay.
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Tabelle 4: Reagenzien fur IGF-I Bestimmung

(A) Puffer-A (20mM Phosphat-Puffer) fiir 21 Aqua dest.

410 pl ortho-Phosphorsaure 2,5926 mM
2,70 g NaH;PO4 x H,O 16,409 mM
3,729 EDTA 5 mM
14,02 g NaCl 120 mM
04g9 NaN3 0,02 %
4,00 ml Gelatine 0,2 %
pH-Wert mit HCL auf 2,8 einstellen

2,00 ml Triton X-100 0,1 %

bei Raumtemperatur lagern

(B) Puffer B (100 mM Phosphat-Puffer) fur 11 Aqua dest.

13,45 ¢ Na,HPO4 x 2H,0 75,55 mM
3,37 g NaH,PO4 x H,O 24,45 mM
2,34 g NaCl 40,0 mM
0,2g NaNj3 0,02 %

2 ml Gelatine 0,2 %
pH-Wert mit NaOH auf 7,8 einstellen

1 ml Triton X-100 0,1 %

bei 4°C lagern

(C) Puffer fur Zellkulturuberstande fiir 100 ml

3,37 ml ortho-Phosphorsaure 0,5M
19 BSA 1%
0149 NaNs 0,1 %
20 pl PMSF 0,5M
pH-Wert mit HCI auf 1,25 einstellen

1 ml Triton X-100 1%

(D) NSB (Kaninchen-y-Globulin-Lsg.)
50pg/ml Kaninchen-y-Globulin-Lsg. In RIA-Puffer 16sen.
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Tabelle 4 (Fortsetzung): Reagenzien fur IGF-I Bestimmung

(E) 1. Antikorper 1:7000 verdiinnt
Puffer B (B)
Kaninchen-y-Globulin (Sigma)
Anti-h-IGF-I (Mediagnost)
IGF-11 100pg/ml (Mediagnost)

(F) I'®-Tracer
Stammlsg. Mit Puffer B (B) auf entsprechende CPM pro 100 pl einstellen.
Frischer Tracer 20.000 CPM; pro Woche Abnahme um 500 CPM.

(G) 2. Antikorper
Ziege-anti-Kaninchen-Immunglobulin-Serum  1:300 mit 4% PEG 84°C)

verdinnen.

(H) 4% PEG
80 g Polyethylenglycol 6000 in 21 Aqua dest. I6sen.
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Tabelle 5: Reagenzien flr Leptin Bestimmung

(A) RIA-Puffer (Gelatine) fiir 21 Aqua dest.

14,20 g Na;HPO4 x 2H,0 0,05 mol/I
2,70 g NaH;PO4 x H,O 0,05 mol/I
11,66 g NaCl 0,10 mol/l
1,00 g NaN3 0,05 %
4,00 ml Gelatine 0,2 %
pH-Wert mit NaOH auf 7,4 einstellen

2,00 ml Triton X-100 0,1%

Bei 4°C lagern
(B) NSB (Kaninchen-y-Globulin-Lsg.)
150ug/ml Kaninchen-y-Globulin-Lsg. in RIA-Puffer 16sen.

(C) 1. Antikorper 1:8000 verdiinnt

18,75ul 1.AK-Stocklsg. Rabbit B1 (Dez.95)
22,5 mg Kanninchen-y-Globulin Sigma [-5006
150 ml RIA-Puffer mit Gelatine

(D) I'®-Tracer
m-OB Stammlsg.
Mit Puffer auf eine Aktivitat von 6000 CPM/25pl eingestellt.

(E) 2. Antikorper
Ziege-anti-Kaninchen-Immunglobulin-Serum 1:150 mit 4%

(Polyethylenglykol) verdinnt

(F) 4% PEG

PEG

Standart (Std) c= 625 pg/ml
15ul Stdstock (m-OB) c¢= 625ng/ml
14,985ml RIA-Puffer mit Gelatine
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Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung wurde mit der Tabellenkalkulations-Software
PSS 10.0“ und ,Excel (Office 2000)“ durchgefuhrt.

Zur graphischen Darstellung der Entwicklung des (1) Gewichtes, (2)
Blutserumleptinspiegels und (3) Blutserum-IGF-I-Spiegels unter Zufuhr von
Anabolika wurden Liniendiagramme erstellt, welche den Mittelwert der
prozentualen Differenz der Kontroll- bzw. Experimentgruppe von wachsenden

und erwachsenen Tieren im Vergleich zeigten.

Bei der Analyse der rontgenmetrischen Strecken und Winkelmessung fanden
zur Darstellung Box-und-Whisker-Diagramme Verwendung (Abbildung 13).

Diese Diagramme gehen auf eine 5-Zahlen-Zusammenfassung zuruck:

1.Median

Der Wert einer geordneten Datenreihe, der diese in zwei gleiche Teile
zerlegt.

2.Minimum

Der niedrigste Wert der Datenreihe.

3.Maximum

Der hochste Wert der Datenreihe.

4. Unteres Quartil

Zwischen diesem Wert und dem Minimum liegen 25% der Werte der
Datenreihe.

5.0beres Quartil

Zwischen diesem Wert und dem Maximum liegen 25% der Werte der

Datenreihe.
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Die Box stellt somit das Intervall zwischen dem oberen und dem unteren
Quartil dar. In diesem Intervall liegen 50% aller Werte. In der Box werden die
Quartile durch den Median getrennt. Die Whiskers breiten sich nach oben und

unten bis zum hdchsten bzw. niedrigsten Wert aus.

Maximum

75%

Median

25%

Minimum

Abbildung 13: Aufbau eines Box- und Whiskersdiagrammes

Fur die statistische Auswertung wurde eine Explorative Datenanalyse

durchgefuhrt. Es fand hierfur der Mann-Whitney U-Test Anwendung.

Statistischer Test
Da die getestete Variablen nicht normalverteilt waren, wurde der

Mann-Whitney U-Test verwendet.

Folgende Signifikanzniveaus wurden festgelegt:
p < 0,001

p <0,01

p <0,05
p > 0,05 bedeutet nicht signifikant (n.s.)

35



5 Ergebnisse

5 ERGEBNISSE

Gewichtsentwicklung unter Steroidzufuhr

Bei der Untersuchung der wachsenden Ratten zeigte sich beim Vergleich des
Korpergewichts zum Anfang und zum Ende der Untersuchung eine
durchschnittliche Gewichtszunahme von 289% (215,5g) der wochentlich mit
anabolen Steroiden gespritzten Tiere und von 170% (128,5g) der Kontrolltiere

(Abbildung 14). Der Gruppenunterschied war statistisch signifikant (p < 0,001).
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Mittel der prozentuale Gewichtszunahme
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‘—0— Experimentgruppe (n=8) —#— Kontrollgruppe (n=8) ‘

Abbildung 14: Wdchentliche durchschnittliche Gewichtszunahme (in %) der
wachsenden Ratten.
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Bei der Untersuchung der erwachsenen Ratten zeigte sich beim Vergleich
des Korpergewichts zum Anfang und zum Ende der Untersuchung eine
durchschnittliche Gewichtszunahme von 18,1% (48g) der wdchentlich mit
anabolen Steroiden gespritzten Tiere und von 0,3% (0,8g) der Kontrolltiere
(Abbildung 15). Der Gruppenunterschied war statistisch signifikant (p < 0,001).
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Abbildung 15: Wéchentliche durchschnittliche Gewichtszunahme (in %) der
erwachsenen Ratten.
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Roéntgenkephalometrische Vermessungen

5.1.1 Winkelmessung

Wahrend des gesamten Untersuchungszeitraumes von 70 Tagen vergrolerte
sich der Kieferwinkel bei den wachsenden Experimenttieren im Medianwert mit
0,1% (0,1°) und bei den wachsenden Kontrolltieren mit 0,2% (0,2°);
(Abbildung 16). Kein statistischer Gruppenunterschied (n.s.) lag vor.

Bei den erwachsenen Experimenttieren und Kontrolltieren waren die ent-
sprechende Vergroflerung des Kieferwinkels 0,5% (0,3°) und 0,6% (0,6°);
(Abbildung 16). Auch hier war kein statistischer Gruppenunterschied (n.s.) zu

finden.

Wachsende Tiere erwachsene Tiere
10

prozentuale Veranderung

-10

K E K E
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)

Abbildung 16: Veranderung des Kieferwinkels bei wachsenden und
erwachsenen Ratten der Experimentgruppe (E) und der
Kontrollgruppe (K) wahrend des Untersuchungszeitraumes von
70 Tagen. Darstellung der Ergebnisse anhand von Box- und
Whiskers Diagrammen. (positiver Wert = Vergro3erung der
Strecke; negativer Wert = Verkleinerung des Winkels)
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5.1.2 Streckenmessung

Strecke Imp

Wahrend des gesamten Untersuchungszeitraumes von 70 Tagen vergroRerte
sich die Melstrecke Imp bei den wachsenden Experimenttieren im
Medianwert mit 48,5% (7,6mm) und bei den wachsenden Kontrolltieren mit
42,9% (7,2mm); (Abbildung 17). Kein statistischer Gruppenunterschied (n.s.)
lag vor.

Bei den erwachsenen Experimenttieren und Kontrolltieren war die
entsprechende Vergroflerung der Melstrecke Imp 5,9% (1,5mm) und 2,0%
(0,5mm); (Abbildung 17). Der Gruppenunterschied war statistisch signifikant (p
<0,01).
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Abbildung 17: VergroRerung der Strecke Imp bei wachsenden und
erwachsenen Ratten der Experimentgruppe (E) und der
Kontrollgruppe (K) wahrend des Untersuchungszeitraumes von
70 Tagen. Darstellung der Ergebnisse anhand von Box- und
Whiskers Diagrammen.
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5 Ergebnisse

Strecke 1

Wahrend des gesamten Untersuchungszeitraumes von 70 Tagen vergrolerte
sich die Mel3strecke 1 bei den wachsenden Experimenttieren im Medianwert
mit 28,0% (16,0mm) und bei den wachsenden Kontrolltieren mit 25,8%
(14,4mm); (Abbildung 18). Kein statistischer Gruppenunterschied (n.s.) lag
VOr.

Bei den erwachsenen Experimenttieren und Kontrolltieren war die
entsprechende VergroRerung der Melistrecke 1 5,4% (4,0mm) und 1,7%
(1,3mm); (Abbildung 18). Der Gruppenunterschied war statistisch signifikant
(p <0,01).

wachsende Tiere erwachsene Tiere
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Abbildung 18: Vergrélierung der Strecke 1 bei wachsenden und erwachsenen
Ratten der Experimentgruppe (E) und der Kontrollgruppe (K)
wahrend des Untersuchungszeitraumes von 70 Tagen.
Darstellung der Ergebnisse anhand von Box- und Whiskers
Diagrammen.
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5 Ergebnisse

Strecke 2

Wahrend des gesamten Untersuchungszeitraumes von 70 Tagen vergrolerte
sich die Mel3strecke 2 bei den wachsenden Experimenttieren im Medianwert
mit 27,2% (15,8mm) und bei den wachsenden Kontrolltieren mit 24,5%
(14,0mm); (Abbildung 19). Kein statistischer Gruppenunterschied lag (n.s.)
VOr.

Bei den erwachsenen Experimenttieren und Kontrolltieren war die
entsprechende VergroRerung der Melistrecke 2 4,7% (3,6mm) und 0,3%

(0,2mm); (Abbildung 19). Der Gruppenunterschied war statistisch signifikant
(p <0,001).
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Abbildung 19: Vergrdélierung der Strecke 2 bei wachsenden und erwachsenen
Ratten der Experimentgruppe (E) und der Kontrollgruppe (K)
wahrend des Untersuchungszeitraumes von 70 Tagen.
Darstellung der Ergebnisse anhand von Box- und Whiskers
Diagrammen.
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5 Ergebnisse

Strecke 3

Wahrend des gesamten Untersuchungszeitraumes von 70 Tagen vergroRerte
sich die Mel3strecke 3 bei den wachsenden Experimenttieren im Medianwert
mit 33,6% (15,9mm) und bei den wachsenden Kontrolltieren mit 26,5%
(12,6mm); (Abbildung 20). Der Gruppenunterschied war statistisch signifikant
(p < 0,001).

Bei den erwachsenen Experimenttieren und Kontrolltieren war die
entsprechende VergroRerung der Melstrecke 3 4,8% (3,0mm) und 1,1%
(0,7mm); (Abbildung 20). Auch hier war ein statistischer Gruppenunterschied
(p <0,001) zu finden.
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Abbildung 20: Vergroferung der Strecke 3 bei wachsenden und erwachsenen
Ratten der Experimentgruppe (E) und der Kontrollgruppe (K)
wahrend des Untersuchungszeitraumes von 70 Tagen.
Darstellung der Ergebnisse anhand von Box- und Whiskers
Diagrammen.
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5 Ergebnisse

Strecke 4

Wahrend des gesamten Untersuchungszeitraumes von 70 Tagen vergrolerte
sich die Mel3strecke 4 bei den wachsenden Experimenttieren im Medianwert
mit 41,2% (10,2mm) und bei den wachsenden Kontrolltieren mit 32,0%
(8,Tmm); (Abbildung 21). Der Gruppenunterschied war statistisch signifikant
(p < 0,05).

Bei den erwachsenen Experimenttieren und Kontrolltieren war die
entsprechende VergroRerung der Melistrecke 4 2,0% (0,8mm) und 1,4%
(0,5mm); (Abbildung 21). Kein statistischer Gruppenunterschied (n.s.) lag vor.

wachsende Tiere erwachsene Tiere
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Abbildung 21: Vergrélerung der Strecke 4 bei wachsenden und erwachsenen
Ratten der Experimentgruppe (E) und der Kontrollgruppe (K)
wahrend des Untersuchungszeitraumes von 70 Tagen.
Darstellung der Ergebnisse anhand von Box- und Whiskers
Diagrammen.
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5 Ergebnisse

Strecke 5

Wahrend des gesamten Untersuchungszeitraumes von 70 Tagen vergrolerte
sich die Mel3strecke 5 bei den wachsenden Experimenttieren im Medianwert
mit 27,7% (7,2mm) und bei den wachsenden Kontrolltieren mit 7,9% (1,1mm);
(Abbildung 22). Der Gruppenunterschied war statistisch signifikant (p < 0,01).
Bei den erwachsenen Experimenttieren und Kontrolltieren war die
entsprechende VergrofRerung der Melistrecke 5 1,2% (0,4mm) und -2,0%
(-0,7mm); (Abbildung 22). Kein statistischer Gruppenunterschied (n.s.) lag vor.

wachsende Tiere erwachsene Tiere
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Abbildung 22: Veranderung der Strecke 5 bei wachsenden und erwachsenen
Ratten der Experimentgruppe (E) und der Kontrollgruppe (K)
wahrend des Untersuchungszeitraumes von 70 Tagen.
Darstellung der Ergebnisse anhand von Box- und Whiskers
Diagrammen. (positiver Wert = VergrélRerung der Strecke;
negativer Wert = Verkleinerung der Strecke)
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5 Ergebnisse

Radioimmunologische Blutuntersuchungen

5.1.3 IGF-1

Bei der Untersuchung der wachsende Ratten zeigte sich beim Vergleich des
IGF-I-Blutserumspiegel zum Anfang und zum Ende der Untersuchung eine
durchschnittliche  IGF-I-Blutserumspiegelzunahme  von  283,1%  der
wochentlich mit anabolen Steroiden gespritzten Tiere und von 254,7%
der Kontrolltiere (Abbildung 23). Kein statistischer Gruppenunterschied (n.s.)

lag vor.
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Abbildung 23: Wéchentliche durchschnittliche IGF-I-Blutserumspiegel
Veranderung (in %) der wachsenden Ratten.
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5 Ergebnisse

Bei der Untersuchung der erwachsenen Ratten zeigte sich beim Vergleich
des IGF-I-Blutserumspiegel zum Anfang und zum Ende der Untersuchung
eine durchschnittliche IGF-I-Blutserumspiegelabnahme von -54,9% der
wdchentlich mit anabolen Steroiden gespritzten Tiere und von -70,30%
der Kontrolltiere (Abbildung 24). Der Gruppenunterschied war statistisch
signifikant (p < 0,01).
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Abbildung 24: Wéchentliche durchschnittliche IGF-I-Blutserumspiegel
Veranderung (in %) der erwachsenden Ratten.
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5 Ergebnisse

5.1.4 Leptin

Bei der Untersuchung der wachsende Ratten zeigte sich beim Vergleich des
Leptin-Blutserumspiegel zum Anfang und zum Ende der Untersuchung eine
308,9%
woOchentlich mit anabolen Steroiden gespritzten Tiere und von 75,9%

durchschnittliche  Leptin-Blutserumspiegelzunahme

der Kontrolltiere (Abbildung 25). Der Gruppenunterschied war statistisch

signifikant (p < 0,01).
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Abbildung 25: Wéchentliche durchschnittliche Leptin-Blutserumspiegel

Veranderung (in %) der wachsenden Ratten.
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5 Ergebnisse

Bei der Untersuchung der erwachsenen Ratten zeigte sich beim Vergleich
des Leptin-Blutserumspiegel zum Anfang und zum Ende der Untersuchung
eine durchschnittliche Leptin-Blutserumspiegelzunahme von 23,7% der
wochentlich mit anabolen Steroiden gespritzten Tiere und von 2,9%
der Kontrolltiere (Abbildung 26). Kein statistischer Gruppenunterschied (n.s.)

lag vor.
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Abbildung 26: Woéchentliche durchschnittliche Leptin-Blutserumspiegel
Veranderung (in %) der erwachsenden Ratten.
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6 Diskussion

6 DISKUSSION

Wie schon in der Einleitung erwahnt, finden in unserer heutigen Zeit anabole
Steroide ein breites Anwendungsspektrum im medizinisch-therapeutischen
Bereich. Nebenwirkungen wie Steigerung der Leistung und des Metabolismus
mochte sich einige Menschen aber auch anders zum Nutzen machen, z.B. um
die sportliche Leistung sowie das aulRere Erscheinungsbild zu ,verbessern®
[JOHNSON et al 1989]. Bestes Beispiel sind hierfur die Olympischen Spiele
2000 in Sidney, Australien. Trotz Reglementierungen und der Androhung von
Strafen fir die Anwendung von Anabolika schien der Drang nach Erfolg, Ruhm
und Anerkennung grofder zu sein. Wie grol} der Anteil des MiRbrauches bei
den Olympischen Spielen wirklich war, &t sich weder erahnen noch
schatzen. Es ist aber schon erschreckend, wenn neben den aufgedeckten
Vorfallen ganze Mannschaften vor den Spielen zurickgetreten sind um

mogliche Entdeckungen bei Dopingtests zu vermeiden.

In welchem Ausmald Anabolika im Freizeitbereich in der breiten Bevodlkerung
verwendet werden, ist ebenfalls unklar. Der Boom von ,Wellness & Fitnel3“ ist
in unserer Gesellschaft ungebrochen und geht manchmal Gber ein gesundes
und vernunftiges Mald am Ziel vorbei. Allein wenn man heute in die Medien
schaut, sieht man, dall der Drang nach koérperlicher Perfektion und das
Erreichen eines Schédnheitsideales immer mehr eine Geissel unserer
Gesellschaft wird. Dies stellt sich verschiedenster Art und Weise dar. Sei es

durch ERstérungen oder durch Einnahme von Hilfspraparaten wie Anabolika.

In dieser Untersuchung sollte herausgestellt werden, wie der Organismus auf
die Einnahme von anabolen Steroiden reagiert. Auch wenn in vielen friheren
Studien untersucht worden ist, wie anabole Steroide u.a. auf Knochen,
Knorpel, GroRe, Gewicht und vieles mehr Einfluld haben [Referenzen: BARRET
et al. 1993; DUNCKER et al. 1984; HEDNER et al 1995; HOSKINS et al 1977; KLEIN
1975; MEYER et al. 1967; NODA et al. 1994; PETRovI'C et al. 1974, 1975;
PIRINEN 1995; STuTzMANN et al. 1978; VoGL et al. 1993], sind die
Zusammenhange verschiedener Faktoren und Reaktionen nicht naher

analysiert worden. Daher sollte in dieser Untersuchung an Ratten
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6 Diskussion

Zusammenhange zwischen metrischen Parametern des Unterkiefers und
verschiedenen  klinischen und labortechnischen  Parameter (des
Korpergewichte, IGF-I- und Leptin-Blutserumspiegel) untersucht und dargelegt

werden.

Die Untersuchungen von BARRET et al. (1993) sowie die von PETRoOvI'C et al.
(1974) geben leider nur Teilaufschlisse Uber die Auswirkung von anabolen
Steroiden auf das Unterkieferwachstum. Weiterhin beschranken sich diese

Untersuchungen nur auf bestimmte Bereiche des Unterkiefers.

Ratten als Versuchsobjekte haben grofRe Vorteile. Ihr Verhalten und ihr Erbgut
sind weitestgehend erforscht. Fir bestimmte Experimentziele und
-anforderungen konnen Inzuchtstamme mit gewunschten
Verhaltensmerkmalen gewahlt werden. Auch ihre Robustheit als Versuchstiere
sollte erwahnt werden. Sie sind aus der Gruppe der Nager die Tiere, die sich
auf engstem Raum halten lassen und trotzdem eine ausreichende GroRRe fur
z.B. rontgenkephalometrische Untersuchungen haben. Andere Tiere wie
Mause sind fur solche Versuche zu klein und Kaninchen oder gar Schweine in

der Haltung zu aufwendig.

Bei Ratten ist es aulRerdem moglich, viele Tiere aus einem Wurf zu
verwenden. Damit wird mdglichst identisches Erbgut sichergestellt. In dieser
Untersuchung bestand die Gruppe der wachsenden- sowie die Gruppe der
erwachsenen Tiere aus maximal zwei Wirfen, die hoéchstens 2 Tage

auseinanderlagen.

Um die Untersuchungsgruppe nicht zu gro3 zu gestalten hielt man die
Experiment- und Kontrollgruppe eingeschlechtlich und es wurden
ausschlieRlich weibliche Ratten ausgewahlt. Dies hatte den Vorteil, dal3 bei
weiblichen Ratten die Dosierung von Durabolin bekannt ist (BARRET et al.
1993). Des weiteren reagieren weibliche Ratten deutlich besser auf

Testosteronderivate als mannliche Tiere.
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In der Gruppe der wachsenden Ratten sollte die Auswirkung von Anabolika in
der Wachstumsphase (auch mit dem Zeitpunkt des groften
Wachstumsschubes ,Pubertat‘) untersucht werden. Der Beginn der
Untersuchung wurde daher in der Gruppe der wachsenden Tiere mit dem 30.
Lebenstag festgelegt. Die Auswahl dieses Zeitpunktes wurde durch den
frihest moglichen Zeitpunkt der Entwohnung der wachsenden Ratten vom
Muttertier (30. Lebenstag) bestimmt, d.h. dal kein friherer Zeitpunkt moglich

war.

In der Gruppe der erwachsenen Tiere sollte die Auswirkung von Anabolika auf
ausgewachsene Tiere untersucht werden, wo kein Wachstum (speziell
Unterkieferwachstum) mehr vorhanden sein sollte. Der Beginn der
Untersuchung der erwachsenen Gruppe wurde unter der zur Hilfenahme der
Grafik von Charles River Laboratories, 1998 (Abbildung 27) bestimmt. Die
Grafik zeigt das Alter und Gewichtszunahme von weiblichen- und mannlichen
Wistar-Kyoto-Ratten auf. Mit Ende der Gewichtszunahme wird auch ein
abgeschlossenes GroRenwachstum angenommen. Dieser Zeitpunkt (105.
Lebenstag) plus einem Sicherheitszeitraum von 15 Tagen ergaben somit den

120. Lebenstag als Alter fur den Beginn der Untersuchung.

Die Haltung der Tiere erfolgte unter standardisierten Bedingungen, wie in
Kapitel 4.1/.2 Seite 9 beschrieben. Die Einzelhaltung der Tiere gewahrleistete,
dall sich die Tiere nicht gegenseitig verletzen konnten, wie z.B. in
Strel3situationen nach Operation und/oder Narkose. Des weiteren wurde
sichergestellt, dal alle Tiere nach Bedarf Flissigkeit und Nahrung zu sich
nehmen konnten ohne, dal} es durch evtl. Rangordnungen zu ungleicher
Nahrungsaufnahme kam. Dies hatte eine Beeintrachtigung der Untersuchung
fur das Wachstums, der Gewichtsentwicklung und des Verlaufes des IGF-I-

und Leptin-Blutserumspiegel zur Folge haben kénnen (BLuMm 1993).
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Abbildung 27: Gewichtsentwicklung im Verhaltnis zum Alter von Wistar
Ratten. Charles River Laboratories, 2000.
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Gewichtsentwicklung

Die Analyse der Gewichtsentwicklung war kein primares Ziel dieser
Untersuchung, da die Reaktion auf die Zufuhr von Anabolika hierzu schon
weitestgehend und ausreichend bekannt ist. Es sollten aber alle mdglichen
Faktoren zu Erlauterung der Ergebnisse der rontgenologisch-metrischen

Vermessung herangezogen werden.

Zur Messung des Gewichtes waren die Tiere narkotisiert. Ungenauigkeiten
durch Bewegung bei der Gewichtsmessung seitens der Tiere konnten somit
ausgeschlossen werden. Die Aufnahme der Futtermenge fand hierbei als

Kontrollparameter keine Anwendung.

Die Gruppe der wachsenden Experimenttiere zeigte im Mittel eine deutlich
starkere Gewichtszunahme als die in der Gruppe der Kontrolltiere (215,5g =
289% bzw. 128,5g = 170%). Der Verlauf der Gewichtsentwicklung der
wachsenden Kontrolltiere (Abbildung 5, Seite 34) deckt sich mit dem Verlauf
der Gewichtsentwicklung von anderen gezichteten und unbehandelten
weiblichen Wistar Ratten (Charles River Laboratories, 2000, Abbildung 27,
Seite 53; NODA et al. 1994).

Die der Gruppe der erwachsenen Experimenttieren zeigte im Mittel eine
Gewichtszunahme von 48g (18,1%). Dies ist in Ubereinstimmung mit NODA et
al. 1994, welcher eine Gewichtszunahme von 20% beschrieb NODA et al.
1994, bei weibliche erwachsenen Ratten beschrieben, die 5 Wochen lang mit
Nandrolone Decanoat (Deca Durabolin®) behandelt wurden. Auch die
Untersuchung von MEYER et al. 1967 an erwachsenen weiblichen Ratten,
welche mit Wachstumshormonen behandelt wurden, zeigte diesen Verlauf der

Gewichtsentwicklung.

Die Kontrollgruppe zeigte dagegen keine Gewichtsveranderung im Vergleich
von Anfangs- und Endgewicht. am Anfang der Untersuchung nahmen die
Kontrolltiere sogar leicht ab, was sich durch Strel3- und Schmerzfaktoren beim

Einbringen der Implantate erklaren laft.
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Roéntgenkephalometrische Vermessungen

Bei Vermessung der ROntgenbilder wurden diese mit einem Scanner
eingescannt, digital nachgearbeitet und auf 300% vergroRert. Hierdurch war
es moglich die Konturen von Hart- und Weichgewebe besser abzuzeichnen

sowie die Strecken genauer zu messen.

Um den Methodenfehler zu vermindern wurde jedes Rontgenbild zweimal
ausgewertet und der Mittelwert der hierbei gewonnen Ergebnisse als
eigentlicher MeRwert verwendet. Das Stillhalten der Tiere in der

Rontgenapparatur wurde durch die Narkose sichergestellt.

Beim Vergleich von Anfangs- und Endréntgenbefund zeigte der Kieferwinkel
weder in der Gruppe der wachsenden- noch in der Gruppe der erwachsenen
Experiment- und Kontrolltiere eine deutliche Veranderung. Ahnliches zeigte
auch die Untersuchung von Kosowicz et al. 1977, welche den Effekt von
anabolen Steroiden als Therapiemittel bei Minder- und Zwergwtchsigen

Kindern untersuchtem.

Die Strecke zwischen den beiden Implantaten (Strecke Imp) sollte als
Kontrollstrecke und zur Superponierung der Rontgenbilder dienen. Da der
Abstand der Implantate |1 und |, sich veranderte und somit nicht stabil war
konnte keine Superponierung der Anfangs- und Endréntgenbilder durchgefihrt

werden.

Die Lageveranderung der Implantate im Unterkiefer lafdt sich durch den
dinnen Korpus der Rattenmandibula erklaren (Abbildung 28). Anstatt im
Korpus-Knochen fest verankert zu sein waren die Implantate vermutlich mit

dem Periost verbunden und mit dem appositionellen Wachstum mitgewandert.
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Abbildung 28: Korpusstarke des Rattenmandibula in mm.

Bei der morphologischen Streckenmessungen zeigte der Vergleich von
Experiment- und Kontrollgruppen und derer Anfangs- und Endréntgen-
befunde, dald eine grolRere Langen- und Hohenzunahme des Unterkiefers in
den beiden Experimentgruppen (wachsende und ausgewachsene Tiere) zu

beobachten war.

Bei den wachsenden Tieren gab es fur alle Strecken eine grofRere
Verlangerung wahrend des Untersuchungszeitraumes in der Experiment-
Gruppe als in der Kontrollgruppe (3,7mm bzw. 0,9mm). Erklaren laf3t sich dies
mit Hilfe des IGF-I-Blutserumspiegel, der das Niveau des Wachstumshormons
darstellt. Der Spiegel lie® sich bei den Experimenttieren (283,1%) im Vergleich
zu den Kontrolltieren (254,7%), durch anabole Steroide erhdhen (siehe
Abbildung 23, Seite 46). Der ohnehin hohe Grundblutserumspiegel des IGF-I
bei wachsenden Ratten liel} sich also durch die Verabreichung von anabolen

Steroiden noch um ca. 30% steigern.
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Auch bei den erwachsenen Tieren gab es flr alle Strecken eine grofere
Verlangerung wahrend des Untersuchungszeitraumes in der Experiment-
Gruppe als in der Kontrollgruppe (die Verlangerung der Strecken lag im Mittel

bei 3,1mm bzw. 0,8mm).

Auffallig war hierbei, dall anabole Steroide bei den wachsenden
Experimenttieren besonders einen Einfluld auf die vertikale- und in der
erwachsenen Experimentgruppe auf die horizontale Streckenverlangerung

hatten.

Aufschlul hieriber kdnnte die mit in dieser Arbeit, fir eine spater geplante

Arbeit, vorbereitete Fluorochrome-Sequenzmarkierung geben.

Bei der Untersuchung der erwachsenen Tiere schien es als ware das
Wachstum zu Beginn der Untersuchung (120. Lebenstag) noch nicht ganz
abgeschlossen. In der Abbildung 24, Seite 47 sieht man, einen recht hohen
IGF-I-Blutserumspiegel, der erst ab der dritten Untersuchungswoche absinkt,

Ein Restwachstum bis zur 3. Versuchswoche (141. Lebenstag) ist somit zu
vermuten, welches die Langenveranderungen der Strecken 1-5, in der

erwachsenen Kontrollgruppe erklaren konnte.

Fur die mogliche Ursache einer Wachstumsveranderung von Knochen und
Kiefer, als endokrine Antwort auf die Verabreichung von anabolen Steroiden,
werden zwei verschiedene Moglichkeiten in der Literatur beschrieben: (1)
direkten Wirkung auf den Knochen uber die erhohte Ausschattung von
Wachstumshormonen (primares Wachstum) oder (2) indirekt Uber die

Muskulatur die auf den Knochen einwirkt (sekundares Wachstum).

Primares Wachstum und ein direkter Einflud auf den Knochenentwicklungs-
und -heilungsprozeld von Wachstumshormonen wird in der Arbeit von HEDNER
et al. 1996 beschriecben. Ebenso GEUSENS and DEQUEKER 1986
schluf3folgerten eine positive direkte Wirkung von Nandrolone Decanoat
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(Durabolin®) auf die Knochenbildung und Heilung. In der Arbeit von KLEIN
1975 wird auch ein positiver Effekt von Durabolin® auf die Entwicklung von
Knochen beschrieben. Weiterhin fanden ISGAARD et al. 1986 heraus, dal} die
direkte lokale Applikation von WH (Wachstumshormon und IGF-I) einen lokal
stimulierenden Effekt auf das Knochenwachstum haben. Ebenso zeigte eine
Untersuchung von ITO et al. 1993, da® Wachstumshormone Einfluf auf das
Korperwachstum und Muskelwachstum aber nicht auf Zahnstellungen haben.
ISGAARD et al. 1986 berichten davon, dal} lokal gebildetes IGF-I ein lokaler
Mediator fur den direkt stimulierenden Effekt von WH auf das

Muskelwachstum zu sein scheint.

Fur die indirekte Wirkungsweise der Steroide spricht die Untersuchung von
MEeEYER et al. 1967 und VoGL et al. 1993. Hier wurde eine Kaskade
beschrieben, wobei das Wachstumshormon direkt auf die Vermehrung von
Muskulatur und Knorpel wirkt und diese dann sekundar und indirekt ein

vermehrtes Knochenwachstum hervorruft.

In der Kieferorthopadie ist besonders auf den endokrinen Effekt
(Wachstumsstimulation) von anabolen Steroiden zu achten, da diese immer
haufiger als Therapiemittel eingesetzt werden. SARNAT et al. 1988 zeigten, dal}
bei Kindern mit Wachstumsstérungen anabole Steroide einen deutlichen
(stimulierenden) Einflud auf das Unterkieferwachstum haben. Ebenfalls
PIRINEN 1995 beschrieb bei Ratten den Einfluld von Wachstumshormonen und

Androgenen auf das Unterkieferwachstum bei Ratten.

Blutserumspiegel
Der Blutserum IGF-I- und Leptinspiegel wurden als endokrine Antwort auf die

Verabreichung von anabolen Steroiden gemessen.

Der IGF-I Blutserumspiegel ist als Korrelat zum Wachstumshormonspiegel zu
sehen, da IGF-I durch das Wachstumshormon (WH) gesteuert wird (ISGAARD
et al. 1989). Der Leptin-Spiegel ist eine endokrine Antwort des Hypotalamus
und ist mit in die Steuerung von Nahrungsaufnahme und Energieumsatz

einbezogen (JOCKENHOVEL et al. 1997).
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6 Diskussion

Der Blutserum-IGF-I-Spiegel von Experiment- und Kontrollgruppe verliefen
wahrend des Untersuchungszeitraumes parallel. Prozentual war der IGF-I-
Blutserumspiegel der wachsenden Experimentgruppe im Schnitt um ca. 15%
hoher als der Blutserumspiegel der wachsenden Kontrollgruppe (siehe
Abbildung 24, Seite 47). Man kann jedoch nicht behaupten, dal® der IGF-I-
Blutserumspiegel direkt mit der Streckenverlangerung korreliert.

Leptin spielt eine Schlusselrolle in der Regulation des menschlichen

Korperfettmassehaushaltes d.h., da® mit einem héherem Leptin-Spiegel auch

ein hoherer Korperfettanteil einhergeht (Abbildung 28, BLuM et al. 1997).

100

Leptinblutserumspiegel %

0 Koperfettmasse % 100
Abbildung 28: Abhangigkeit von Leptinblutserumspiegel und Koperfettmasse

Der Leptinspiegel ist weiterhin deutlich Geschlechts- und Altersabhangig.
Frauen haben einen hoheren Leptinspiegel als Manner (durchschnittlich liegt
der Korperfettanteil bei Frauen um ca. 5% hoher als bei Mannern). In der
pubertaren Phase entwickelt sich diese Differenz durch Erhéhung des

Spiegels bei Frauen (Madchen) und Verringerung bei Mannern (Jungen).

Ein Problem bei dieser Untersuchung war, dal® der Leptinspiegel im
Tageszyklus zu schwanken schien (Abbildung 29, SINHA AND CARO 1998) und
der Tagesverlauf des Leptinspiegels bei Ratten nicht bekannt ist und
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6 Diskussion

weiterhin, dal} es nicht mdglich war, die Blutentnahme stets zur gleichen

Uhrzeit durchzufihren..

Auch wenn die Abhangigkeit von Leptin und anabolen Steroiden derzeit noch
nicht genau geklart ist, so konnte man eine gewisse Abhangigkeit in dieser
und in anderen Studien zeigen (SINHA AND CARO 1998; BLum et al. 1997).
Anabolika zeigten einen kurzzeitig stimulierenden Effekt auf den Leptinspiegel.
Dieses laldt sich vor allem in der Gruppe der Erwachsenen Tiere Erkennen.
Dort sinkt der Leptinblutserumspiegel in der Experimentgruppe in den ersten
vier Wochen, bevor dann eine Adaptation des Leptinspiegels zur Anabolika
gabe entsteht. Ob es sich dabei um eine direkt oder indirekte Wirkung von

anabolen Steroiden auf den Leptinspiegel handelt ist aber unbekannt.

140 1

120 -

100

80 -

Leptin (% change from 0800 h)

10 N N W W
0800 1600 2400 0800

Abbildung 29: Zyklus des Blutserumleptinspiegels wahrend 24 Stunde bei
erwachsenen Menschen (von 8 Uhr bis 8 Uhr) (SINHA AND CARO
1998).
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7 SchluBfolgerung

7 SCHLUBRFOLGERUNG

o

Anabole Steroide (Nandrolone) haben eine deutliche Auswirkung auf das
Unterkieferwachstum und den Organismus (Korpergewicht, IGF-I- und
Leptin-Blutserumspiegel) bei sowohl wachsenden wie auch erwachsenen
Ratten. Der Vergleich zum Menschen und die Auswirkung von Anabolika

auf dessen Organismus lassen sich somit vermuten.
Der endokrine Effekt von anabolen Steroiden sollte in der

Kieferorthopadie nicht auf’er Acht gelassen werden und in der

Therapieplanung und —durchfuhrung berucksichtigt werden.
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8 ZUSAMMENFASSUNG

Ziel dieser Arbeit war der Nachweis der Auswirkung anaboler Steroide auf das
Unterkieferwachstum bei wachsenden und erwachsenen Ratten. Uberpriift
werden sollte die Steroidwirkung durch réntgenologisch-metrische sowie
klinische Parameter und Bestimmung des IGF-I- und Leptin-Blutserumspiegel

als Antwort des Korpers auf die Verabreichung von anabolen Steroiden.

Untersucht wurden 16 wachsende und 16 erwachsene weibliche Wistar-Kyoto-
Ratten aus einem Inzuchtstamm. Die Tiere wurden aufgeteilt in zwei

Untergruppen zu je 8 Experiment- und 8 Kontrolltiere.

Deca-Durabolin® (anabole Steroid) wurde in einer Dosierung von 1mg pro
Kilogramm Korpergewicht gespritzt. Die Applikation wurde jeweils in die
dorsale Oberschenkelmuskulatur links vorgenommen. Die Kontrolltiere

bekamen eine Kontrollinjektion mit steriler Kochsalzlosung.

Fur die rontgenologisch-metrische Vermessung der Rattenunterkiefer wurden
Anfangs- und Endréntgenbilder der Experiment- und Kontrolltiere ausgewertet.
Des weiteren wurden wochentlich die klinischen Parameter: Korpergewicht,

IGF-I- und Leptin-Blutserumspiegel gemessen.

Die Zufuhr von Deca-Durabolin® zeigte in dieser Untersuchung folgende
Effekte:

e rontgenologisch-metrische Streckenverlangerungen der Mandibula bei
sowohl wachsende (besonders vertikale Strecken) und erwachsene
(besonders horizontale Strecken) Experimenttieren.

e deutliche Erhohung des Korpergewichtes bei wachsenden und
erwachsenen Experimenttieren im Vergleich zu den entsprechenden
Kontrolltieren.

e geringflugige Beeinflussung der IGF-I-Blutserumspiegel bei wachsenden
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8 Zusammenfassung

Experimenttieren; deutliche Erhéhung des IGF-I- Blutserumspiegel bei
erwachsenen Tieren.
stimulierende Wirkung auf den Leptin-Blutserumspiegel bei sowohl

wachsenden und erwachsenen Experimenttieren.

Schlu¥folgernd konnte festgestellt werden, dal3:

anabole Steroide einen deutlichen EinfluR bei wachsenden sowie
erwachsenen Ratten auf das Unterkieferwachstum sowie auf die klinischen

Parameter: Gewicht, IGF-I- und Leptin-Blutserumspiegel haben.
der endokrine Effekt von anabolen Steroiden in der Kieferorthopadie nicht

auller Acht gelassen werden darf und bei der Therapieplanung und

-durchfihrung bericksichtigt werden sollte.
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9 SUMMARY (Zusammenfassung in Englisch)

The aim of this study was to assess the effect of anabole steroids on
mandibular growth in growing and non-growing rats using the methods of

cephalometry radiographic and immunoradiology.

Two groups of growing (n=16) and non-growing (n=16) inbread female
Wistar-Kyoto rats were compared. Each group was devided in two

subgroups with 8 experimental- and 8 control animals in each subgroup.

Deca-Durabolin® (anabole Steroid) was given in a dosage of 1mg/kg/week.
The steroid was injected in the femoralis muscle. The control-group was
injected with steril NaCl-fluid.

Lateral head films of the rat mandibula from before and after an
experimental period of 70 days were analysed. Furthermore, the body-

weight, blood serum IGF-I and Leptin levels were monitored weekly.

The injection of deca-durabolin showed the following effects:

. Marked mandibular morphological growth changes occurred in
both growing (especialy vertical growth) and non-growing
(especialy sagittal growth) experimental rats.

o Body-weight increase of the experimental-animals was
significantly higher than that of the control animals. This was true
for both growing and non-growing animals.

. The IGF-I blood serum level was comparable in growing
experimental- and control-animals but was increased in non-
growing experimental animals compared to their controls.

o The Leptin level was stimulated in both growing and non-growing

experimental-animals.
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9 Summary (Zusammenfassung in Englisch)

In conclusion the following can be pointed out:

¢ In both growing and non-growing rats anabolic steroids have a marked
effect on mandibular growth as well as on body-weight, IGF-I- and Leptin

blood serum levels.

¢ In orthodontics attention should be paid to the endocrinologic effect of

anabolic steroids and considering it in diagnostics and treatment planing.
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11 ANHANG

Die Messergebnisse der individuellen Tiere sind die in folgenden Tabellen
dargestellt:

e Tabelle A1 und A2 - Gewichtsentwicklung.

e Tabelle A3 - Veranderung des Kieferwinkels.
e Tabelle A4 - Veranderung der Strecke Imp.

e Tabelle A5 - Veranderung der Strecke 1.

e Tabelle A6 - Veranderung der Strecke 2.

e Tabelle A7 - Veranderung der Strecke 3.

e Tabelle A8 - Veranderung der Strecke 4.

e Tabelle A9 - Veranderung der Strecke 5.

e Tabelle A10 und A11 - Veranderung des Blutserum IGF-I-Spiegel.
e Tabelle A12und A13 - Veranderung des Blutserum Leptin-Spiegel.
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Grundschule Kassel-Waldau
Gymnasium Goetheschule Kassel
Abitur

Praktikum im Zahntechnischen Labor BADURA
(bis Dezember 1993)

Beginn des Studiums der Zahnheilkunde an der

Justus—Liebig-Universitat Giessen
Vorphysikum

Physikum

Beginn des Staatsexamens

Erteilung der Approbation als Zahnarzt

Anstellung als  Weiterbildungsassistent  fur
Kieferothopadie in der Praxis

Dres.Witschel/Wrede in Bad Oeynhausen
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Lebenslauf

Ergénzungen zum Tabellarischen Lebenslauf

ERGANZUNGEN ZUR SCHULZEIT:

1989, 1990 und 1991

ERGANZUNGEN ZUR STUDIENZEIT:

Ab Sommersemster 1994

Ab Sommersemester 1994

Ab Sommersemster 1995

Ab Sommersemester 1997

Ab Sommersemester 1997

bis Sommersemester 1998

1. Bundessieger im Bundeswettbewerb der
Schulen ,Jugend trainiert fir Olympia“ in der
Sportart Rudern. Des weiteren Kadermitglied, fur
Auslandsregatten nominiert. Neben des eigenen
Leistungssportes Betreuung von Kindern und
Jungendlichen (bis zum Beginn des Studiums im
April 1994)

Mitglied in der Fachschaft (studentische
Vertretung) des Zentrums fiur Zahn-, Mund- und
Kieferheilkunde

Mitglied des Fachbereichsrates

Sprecher der Liste -Humane Zahnheilkunde flr
ein besseres Studium-

Mitglied des Direktoriums des Zentrums fur Zahn-
, Mund- und Kieferheilkunde

Stellv. Mitglied im Ausschufl3 fir Lehr- und
Studienangelegenheiten

Stellv. Bundesvorsitzender des BdZM e.V.
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