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Einleitung

1. Einleitung

Die haufigste Stoffwechselerkrankung des Knochens ist die Osteoporose, die mit einer
Abnahme der Knochensubstanz einhergeht und zu Frakturen, vornehmlich der
Wirbelkdrper und der langen Rohrenknochen, fiihren kann. Die Osteoporose
manifestiert sich meist physiologisch im Rahmen des Alterungsprozesses und bet der
Frau durch die Menopause, die mit einem Abfall des Ostrogenspiegels verbunden ist.

In Deutschland sind 7,8 Millionen Menschen von der Osteoporose betroffen, von ithnen
erleiden fast 5% eine Fraktur. Insbesondere die resultierenden Knochenbriiche stellen
ein schwerwiegendes Ereignis fur die Erkrankten dar, denn sie gehen oft mit einer
eingeschrankten Lebensqualitat einher. Die Europaische Kommission schatzt, dass es bis
2040, nicht zuletzt wegen der demographischen Entwicklung, zu einem Anstieg der
Inzidenz fur Huftfrakturen auf 240.000/Jahr kommen wird (140.000 im Jahr 2000)
(Haussler et al. 2007). Die dabei entstehenden Gesundheitskosten machen die
Osteoporose zu einem bedeutenden volkswirtschaftlichen Problem. Eine adaquate
Therapie der Osteoporose zur Verhinderung der weitreichenden Folgen ist daher in
jeder Hinsicht absolut notwendig.

Epidemiologische Studien belegen, dass die asiatische Bevolkerung weitaus seltener an
Osteoporose erkrankt als die europaische. Ein Erklarungsversuch dafir liefern die
Phytodstrogene im Sojaprotein.

Phytodstrogene, die pflanzliche Ostrogene darstellen, werden daher aktuell als mégliche
alternative Therapieoption in der Osteoporosetherapie diskutiert. Aufgrund ihrer
pflanzlichen Herkunft erhofft man sich eine gute Vertraglichkeit und ein besonders
glinstiges Nebenwirkungsprofil, was sie als Therapeutikum mehr als nur willkommen
machen wiirde.

Der Schwerpunkt der Forschung lag bislang bei der Osteoporose der Frau, die durch den
postmenopausalen Ostrogenmangel héufiger von der Erkrankung betroffen ist.
Nichtsdestotrotz liegt der Anteil betroffener Manner bei 1/5. Erhobene Resultate in der
Osteoporoseforschung der Frau lassen sich nicht ohne weiteres auf Manner Ubertragen,
da es geschlechtsspezifische Unterschiede im Knochenstoffwechsel von Mannern und
Frauen gibt.

Wihrend die Osteoporose der Frau hinsichtlich ihrer Atiologie und Pathophysiologie
weitestgehend geklart scheint, sind die Mechanismen der mannlichen Osteoporose
sowie thre Therapie noch nicht hinlanglich beschrieben. Ziel der Studie war es daher, die
Wirkung der Sexualhormone Dihydrotestosteron und Ostrogen sowie der
Phytodstrogene Genestein und Equol auf den ménnlichen, osteoporotischen Knochen zu

untersuchen.
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2. Osteoporose - kurze Literaturiibersicht
2.1 Knochen

Das Knochenskelett bildet das Geriist des Bewegungsapparates, schitzt innere Organe
und stellt dariiber hinaus den groBten Kalziumspeicher und das Knochenmark des
Menschen bereit.

An den langen Rohrenknochen kdnnen Diaphyse (Schaft) und Epiphyse (Endstiick)
unterschieden werden, die bei einem wachsenden Knochen durch die Wachstumsfuge
getrennt sind. Die Metaphyse ist die trichterférmige Erweiterung des Schafts in
unmittelbarer Nachbarschaft zur Wachstumsplatte.

Im Bereich der Epi- und Metaphyse der langen Knochen findet man vor allem Spongiosa,
die von einer diinnen Kompakta umgeben ist, wahrend die Diaphyse fast vollstandig aus
der Substantia compacta aufgebaut ist (Lillmann-Rauch 2003).

Die Spongiosa ist ein Gitterwerk aus dinnen Platten und Balkchen (Trabekel) im Inneren
des Knochens, das aus parallel zur Trabekeloberflache ausgerichteten Knochenlamellen
besteht. Die Maschen zwischen
den  Trabekeln sind mit
Knochenmark gefiillt.

Die Kompakta stellt die

homogen erscheinende
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Rindenschicht (Kortikalis) eines
Knochens dar. In der Kompakta
Spongiosa Y sind die Lamellen konzentrisch
‘ s um GefaBe herum angeordnet.
, ‘ | Die  GefaBe liegen in
; | sogenannten Havers-Kanilen,
non—— | die longitudinal in der
Kortikalis verlaufen.
Querverbindungen werden als

Volkmann-Kanéle bezeichnet.
Abb. 1 Langsschnitt durch den Femurkopf mit Darstellung

der Kompakta und Spongiosa (Quelle:  modifiziert nach Auf der engen raumlichen
www.visualhistology.com, 2010). . . .
Beziehung zwischen Gefdlen

und Knochenlamellen beruht das Bauprinzip der Osteone, aus denen die Kompakta
besteht. Ein Osteon ist ein System aus 5-20 Knochenlamellen, die konzentrisch um einen
Havers-Kanal herumgeschichtet sind. Die Kollagenfibrillen in den Osteon-Lamellen
verlaufen in Schraubentouren, deren Drehrichtung von einer zur anderen Lamelle

wechselt. Die Rdume zwischen den Osteonen sind mit Schaltlamellen gefiillt, die die
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Reste von alten Osteonen und den histologischen Ausdruck des stetigen

Knochenumbaus darstellen.

Im &duBeren Bereich der Kompakta sind die Lamellen nicht in Osteonen organisiert,

sondern umfassen kontinuierlich die ganze Zirkumferenz des Knochens (Generallamelle).

Nach AuBen wird die Kortikalis durch die duBere Generallamelle sowie den Periost, nach

Innen durch die innere Generallamelle sowie den Endost begrenzt (Schiebler und

Schmidt 2002).

Histologisch  betrachtet, besteht das Knochengewebe aus mineralisierter

Extrazellularmatrix (EZM) und verschiedenen Zelltypen.

Die EZM ist aus organischen Kollagenfibrillen (Kollagen Typ 1) und anorganischen

Hydroxylapatit-Kristallen aufgebaut. Die Hydroxylapatit-Kristalle bestehen vorwiegend

aus Calciumphosphat (85%). Die

 _ Kortikalis | [ Spongiosa — Ausrichtung der Kristalle wird

Osteon
P . von den Kollagenfibrillen

Trabekel Markraum

bestimmt, die im  reifen
Knochengewebe in histologisch
erkennbaren Lamellen
angeordnet sind. Eine
Knochenlamelle ist eine 3-5 ym
dicke Schicht, die aus

gleichsinnig ausgerichteten,

mineralisierten  Kollagenfibrillen
besteht (Lillmann-Rauch 2003).

Der Knochen zeichnet sich

Periost General-Lamelle Volkmann-Kandle Havers-Kanal aufgrund seiner Architektur
Abb. 2 Schematische Darstellung des Knochenaufbaus: .

Die &uBere Kortikalis bestehend aus Osteonen und durch  eine besonders hohe
Schaltlamellen wird von der Generallamelle und dem Druck- und Zugfestigkeit aus.
Periost umgeben, im Inneren des Knochens befindet sich

die Spongiosa, die aus Trabekeln (Knochenbilkchen) Das Knochengewebe wird den

aufgebaut ist (Quelle: www.biofachforum.ch, 2010). . .
hohen Anspriichen durch einen

standigen Prozess des Auf- und Abbaus gerecht, flir den die Osteoblasten, aus denen
die Osteozyten hervorgehen, und die Osteoklasten verantwortlich sind.

Die Osteoblasten leiten sich von mesenchymalen Stammzellen ab. Sie sitzen als
einschichtige Lage dicht aneinandergereiht nahe der mineralisierten Matrix, von der sie
durch eine Schicht nicht-mineralisierter Kollagenfibrillen getrennt sind. Die Osteoblasten
synthetisieren das zum Aufbau der EZM bendtigte Kollagen, organisieren die
Mineralisation und regulieren die Osteoklastenfunktion. Von den Enden threr Auslaufer

schniren sich Vesikel ab, in denen sich nach lonenanreicherung die ersten
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Hydroxylapatit-Kristalle bilden, wobet organische Molekiile als
Kristallisationsausgangspunkt dienen. Die Kristalle wachsen spontan, bis sie die
Vesikelmembranen zerreiBen. Im Extrazelluldrraum wachsen die Kristalle weiter und
lagern sich an Kollagenfibrillen an (Lillmann-Rauch 2003). Osteoblasten werden zu
Osteozyten, wenn sie sich durch die Prozesse der Mineralisation infolge der
Lamellenbildung einmauern.

Die Osteozyten sind ganz von mineralisierter Matrix umgeben. Sie liegen in einem
Hohlraumsystem. Zwischen den Lamellen befinden sich linsenférmige Lakunen, von
denen Knochenkandlchen (Canaliculi) abgehen. In den Lakunen liegen die
Osteozytenzellleiber und in den Kandlchen ihre Ausldufer, durch die die Osteozyten
untereinander Uber gap junctions verbunden sind. (Schiebler und Schmidt 2002).

Die Osteoklasten sind 50-100um groBe, mehrkernige Zellen, die vom Monozyten-
Phagozyten-System stammen. Sie entstehen durch Fusion von bis zu 100 einkernigen
Vorlauferzellen. Der aktive Osteoklast liegt der mineralisierten Matrix direkt an. Die
Osteoklasten losen die Calciumverbindungen durch Saure auf (H*-ATPase), sezernieren
lysosomale Enzyme, u.a. Cathepsin K zur Zerlegung der organischen Matrix und nehmen
durch rezeptorvermittelte Endozytose Matrix-Fragmente auf (Lillmann-Rauch 2003).

Die Proliferation und Differenzierung der Osteoklasten wird durch unterschiedliche
Signalkaskaden reguliert.

Osteoblasten sezernieren den RANK-Liganden (RANKL, Receptor Activator of NFkB
Ligand), welcher am RANK-Rezeptor der Osteoklasten bindet, die Proliferation der
Osteoklastenvorlaufer anregt und die Fusion der Vorldufer induziert. Die Synthese des
RANKL-Proteins in den Osteoblasten wird Uber einen erhdhten Parathormonspiegel bzw.
einen Vitamin-D3-Mangel stimuliert (Pietschmann et al. 2004), wohingegen Ostrogen
die Synthese inhibiert und so die Knochenresorption verhindert (Frenkel et al. 2010).
Mesenchymale Zellen produzieren auBerdem den FAS-Liganden (FASL), welcher an einen
proapoptotischen FAS-Rezeptor der Osteoklasten bindet und zum programmierten
Zelltod fiihrt. Ostrogen wirkt stimulierend auf die Expression von FASL, der zur
beschleunigten Apoptose der Osteoklasten fiihrt (Krum et al. 2008). Die Anzahl der
Osteoklasten nimmt ab, es kommt zu einer verminderten Knochenresorption durch
Ostrogen. Die Hemmung der Osteoklasten erfolgt auch lber das Hormon Calcitonin,
nach dessen Bindung die Osteoklasten in einen Ruhezustand gehen.
Runx2 (Runt-related transcription factor 2) wird ebenfalls von Osteoblasten synthetisiert
und ist der Hauptregulator der Osteoblastendifferenzierung und somit des
Knochenaufbaus (Ducy et al. 1997). Darliber hinaus fordert Runx2 jedoch auch die
Osteoklastogenese (z.B. Gber 4+ RANKL) und so die Knochenresorption. Die Wirkung ist

von der Aktivitdt des Runx2 abhangig. Ein ausgeglichener Knochenmetabolismus
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bendtigt eine strenge Regulation der Runx2-Aktivitdt, denn eine abgeschwéchte
Aktivitat fihrt zu einer unzureichenden Osteoblastendifferenzierung und damit zu einem
unzureichenden Knochenaufbau. Auf der anderen Seite kommt es bei zu hoher Aktivitat
zu einer verstarkten Osteoklastendifferenzierung und dadurch zur Knochenresorption
(Geoffroy et al. 2002).

Physiologischerweise besteht ein feinabgestimmtes Gleichgewicht zwischen der
Knochenformation durch die Osteoblasten und der Knochenresorption durch die
Osteoklasten. Eine Dysbalance geht mit einer pathologischen Veranderung der
Knochenmasse, -struktur und —funktion einher. Diese Dysbalance kommt beim

Menschen am haufigsten im Rahmen der Osteoporose vor.

2.2 Osteoporose

2.2.1 Definition und Epidemiologie

Bei der Osteoporose handelt es sich um eine systemische Skeletterkrankung, die durch
eine niedrige Knochenmasse und Storung der Mikroarchitektur des Knochengewebes
charakterisiert ist. Dies fiihrt zu einer erhdhten Knochenbrichigkeit und
Frakturanfalligkeit (NIH 2001).

Laut Angaben der Weltgesundheitsorganisation (WHO) gehort die Osteoporose zu den
10 wichtigsten Volkserkrankungen. Sie stellt die hdufigste Knochenerkrankung im
héheren Lebensalter dar, an der Schatzungen zufolge ca. 75 Millionen Menschen in
Europa, den USA und Japan leiden.

Fur Deutschland wird die Pravalenz der tber 50jahrigen Bevolkerung mit 25,8% (ca. 7,8
Mio.) angegeben. Der Anteil betroffener Manner liegt bet 17%. Aufgrund der steigenden
Lebenserwartung der Bevolkerung wird die Haufigkeit der Osteoporose, insbesondere
bet Ménnern, in den kommenden Jahren deutlich zunehmen. Laut Schatzungen kénnten
in 6 Jahren knapp 40% der Uber 50jahrigen an Osteoporose erkrankt sein (Haussler et al.
2006).

Dariiber hinaus tragt die Osteoporose, mit jahrlich etwa 1,8 Mrd. Euro an direkten und
indirekten Krankheitskosten in Deutschland, eine groBe volkswirtschaftliche Bedeutung.
Das sind etwa 20 Euro jahrlich fiir jeden Bundesbiirger. AuBerdem gehen jedes Jahr 2000
Erwerbsfahigkeitsjahre durch die Erkrankung verloren (Statistisches Bundesamt 2006).
Die Osteoporose ist ein demographisches, ©konomisches und gesellschaftliches
Erkrankungsbild, das zunehmend auch die mannliche Bevolkerung betrifft und eine

weitergehende Erforschung erforderlich macht.
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2.2.2 Ursachen und Diagnostik

Generell unterscheidet man zwei wesentliche Formen der Osteoporose: die primare und
die sekundare Form.

Zur primdren Osteoporose zdhlen die postmenopausale, senile, sowie die selten
auftretende idiopathische Osteoporose. Sie umfassen ca. 95% der auftretenden Falle.
Die postmenopausale Osteoporose (Typ |) tritt bei Frauen zwischen dem 50.-70.
Lebensjahr auf. Ursachlich fir den Knochensubstanzverlust ist der nach der Menopause
einsetzende Mangel des weiblichen Geschlechtshormons Ostrogen. Der Knochenverlust
betrifft Uberwiegend die spongidsen Anteile des Knochens und weniger die Kortikalis
(Herold et al. 2005).

Die senile Osteoporose (Typ Il) kommt bei Mannern und Frauen im Verhaltnis von 1:2 ab
dem 60. Lebensjahr vor. Als Ursache sind altersbedingte Veranderungen, die in einer
Reduktion der Sexualhormone Ostrogen und Testosteron miinden, anzuschuldigen.
Beim Typ Il findet sich ein Verlust an trabekuldrer und kortikaler Knochensubstanz
gleichermalen (Herold et al. 2005).

Bei der sekundaren Osteoporose liegt die Ursache in einer anderen zugrunde liegenden
Erkrankung. Darunter fallen endokrine Stérungen wie Hyperkortisolismus,
Hypogonadismus, Hyperthyreose sowie Malabsorptionssyndrome, aber auch die
chirurgisch bedingte Osteoporose.

In dieser Studie wird die altersbedingte Osteoporose des Mannes betrachtet.

Die Diagnose der Osteoporose stellt sich im Wesentlichen aus der Klinik und der
Osteodensometrie (Knochendichtemessung). Patienten stellen sich mit Schmerzen,
insbesondere im Riicken oder mit pathologischen Frakturen vor. Dabei handelt es sich
um Frakturen ohne adaquates Trauma, die meistens am Schenkelhals oder an den
Wirbelkodrpern auftreten. Durch Sinterungsfrakturen an der Wirbelsdule kann es zu
eilnem Rundricken, Gibbusbildung und Abnahme der KérpergréBe von >4cm kommen.
Durch das veranderte Knochenskelett treten haufig chronische Schmerzen aufgrund von
Fehlbelastungen und Verspannungen auf.

Die Methode der Wahl zur Diagnose einer Osteoporose ist die Osteodensometrie. Das
wichtigste Verfahren ist die Dual-Energy-X-Ray-Absorptiometrie (DEXA) (Blake und
Fogelman 2007). Im Vergleich zum herkdmmlichen Rdntgenverfahren werden
gleichzeitig zwel energetisch leicht unterschiedliche Rdntgenquellen eingesetzt,
wodurch eine Abschwéachung verschiedener Materialien genauer unterschieden werden
kann. Es liefert keine Information Uber die dreidimensionale Geometrie des
Messobjektes und somit keine Dichtewerte im physikalischen Sinne, sondern eine

flachenprojizierte Masse (SI-Einheit: kg/m?, auch als Flachendichte bezeichnet).
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Da die verschiedenen Verfahren der Osteodensometrie nicht vergleichbar sind, wird das
Ergebnis als T-Wert (7-Score) angegeben. Der T-Wert ist eine dimensionslose,
statistische GroBe, die die Abweichung vom Mittelwert der Knochendichte (bone mineral
density, BMD) eines gesunden 30jahrigen Referenzkollektivs angibt.

Nach der glltigen Definition der WHO liegt eine Osteoporose dann vor, wenn der
Messwert der Knochendichtemessung mindestens 2,5 Standardabweichungen unter dem
Durchschnitt der geschlechtsgleichen 30jdhrigen Gesunden (peak bone mass) liegt. Von
einer Osteopenie spricht man bei T-Werten zwischen -1 und -2,5
Standardabweichungen (WHO 1994).

Die Knochendichtemessung ist hoch pradiktiv fir das Frakturrisiko als
Krankheitskomplikation der Osteoporose. Niedrige BMD-Werte korrelieren stark mit
einem erhdhten Risiko fir eine Fraktur (Cummings et al. 2006).

Zur Diagnosesicherung einer primdren Osteoporose gehort immer der Ausschluss
moglicher anderer Erkrankungen, die fiir die verminderte Knochendichte verantwortlich
sein konnten. Dazu ist eine laborchemische Untersuchung unabdingbar. Angemerkt set
noch, dass die Osteoporose bei Mannern sehr selten diagnostiziert und therapiert wird
(Feldstein et al. 2005). Die mannliche Osteoporose ist daher wahrscheinlich weitaus

verbreiteter als angenommen.

2.2.3 Krankheitsfolgen und Therapie

Frakturen reprasentieren die primare klinische Konsequenz der Osteoporose, die es
letztlich zu verhindern gilt. Bei beiden Geschlechtern ist ein rasanter Anstieg der
Frakturhdufigkeit ab dem 75. Lebensjahr zu verzeichnen (Singer et al. 1998).
Insbesondere Frakturen der Wirbelsaule, des Femurs, des Radius, der Ulna und des
Humerus treten vermehrt in héherem Alter auf. Daher werden sie verstarkt mit der
Osteoporose in Zusammenhang gebracht (van Staa et al. 2001).

Die verheerende Brisanz der osteoporotischen Frakturen liegt in der deutlich
eingeschrankten Alltagsfahigkeit und Lebensqualitdt der Patienten. Darliber hinaus
fihren sie zu einem erhdhten Krankenstand und einer héheren Sterberate.

Die groBte Bedeutung haben hier hiiftgelenksnahe Frakturen, die insbesondere fiir
Méanner die hochsten Morbiditdts- und Mortalitdtsraten zeigen. Das mannliche
Geschlecht ist bis zu 30% von Huftfrakturen betroffen (Johnell und Kanis 2006).
Derartige Frakturen weisen bei Madnnern eine 1-Jahres-Mortalitatsrate von 31-35% auf,
bei Frauen hingegen nur 17-22% (Forsen et al. 1999).

Laut Melton et al. erleidet jeder 8. Mann nach dem 50. Lebensjahr eine Fraktur, die im

Zusammenhang mit der Osteoporose steht (Melton et al. 1992). Aufgrund der hohen
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Pravalenz und der schwerwiegenden Folgen ist es wichtig, frihzeitig auf eine Pravention,

Diagnostik und Therapie der Osteoporose, insbesondere beim Mann, hinzuwirken.

Die Therapie der primdren Osteoporose besteht aus unterschiedlichen Saulen, zu denen
die Basistherapie, die spezielle medikamentdse Therapie sowie die Schmerztherapie
gehoren.

Zur Basistherapie gehort die Umsetzung der Empfehlungen zur Osteoporose- bzw.
Frakturprophylaxe. Darunter fallen MaBnahmen zur Forderung der Muskelkraft und
Koordination, die Senkung des Sturzrisikos sowie die Substitution von Vitamin D3 und
Calcium. Alle prophylaktischen MaBBnahmen wirken rasch. Die Wirkung ist jedoch auf die
Zeitdauer der Durchfiihrung begrenzt.

Die Einleitung einer speziellen medikamentdsen Therapie ist abhangig vom Ausmal3 der
Knochendichteerniedrigung, dem Geschlecht und Lebensalter sowie weiteren
Risikofaktoren. Es kommen Medikamente zum Einsatz, die den Knochenstoffwechsel
glinstig beeinflussen und die Abnahme der Knochensubstanz verlangsamen oder
aufhalten kdnnen. Hierzu zdhlen die Wirkstoffgruppen der Bisphosphonate, selektiver
Ostrogenrezeptormodulatoren (SERM), Strontiumranelat und Parathormon (PTH) (DVO-
Leitlinien 2009).

Bisphosphonate greifen in den Knochenstoffwechsel zum einen durch die Hemmung der
Mineralisation und zum anderen durch die Verhinderung des Knochenabbaus ein. Sie
lagern sich der Knochenoberflache an, werden von Osteoklasten phagozytiert, wirken
nach intrazelluldrer Anreicherung zelltoxisch und fiihren zur Apoptose der Osteoklasten
(Lallmann et al. 2006). Bisphosphonate wirken also insgesamt antiresorptiv. Die
frakturverhindernde Wirkung der Vertreter Aldendronat (Fosamax®) und Risedronat
(Actonel®) ist sowohl fiir Frauen als auch fir Manner belegt (Orwoll et al. 2000, Sato et
al. 2005).

Die selektiven Ostrogenrezeptormodulatoren (SERMs), wie Raloxifen (Evista®), wirken
gewebespezifisch 6strogenagonistisch oder —antagonistisch. Der Wirkstoff bildet einen
Komplex mit dem Ostrogenrezeptor, der sich an die DNA anlagert und weitere Co-
Regulatoren der Genexpression rekrutiert. Entsprechend dem Muster der involvierten
Co-Faktoren entfalten SERMs ihre gewebespezifische Wirkung (Lillmann et al. 2006).
SERMs haben auf Knochen und Fettstoffwechsel eine vergleichbare Wirkung mit
Ostrogen, wahrend die Wirkung an Mamma, Uterus und Prostata anti¢strogen ist.
Raloxifen reduziert bei postmenopausalen Frauen die Haufigkeit aller klinisch relevanten
Frakturen (Kanis et al. 2010). Studien lassen zwar einen positiven Effekt bet mannlichen
Osteoporosepatienten vermuten (Doran et al. 2001), zugelassen ist Raloxifen fiir Manner

bisher jedoch nicht.
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Obwohl Ostrogene eine wichtige Rolle in der Pathogenese der Osteoporose spielen,
sind Studien beziglich ihrer therapeutischen Wirkung bei Mannern, insbesondere
aufgrund der zu erwartenden Nebenwirkungen (Feminisierung, Gynakomastie), bisher
nicht durchgefiihrt worden. Bei Frauen kommt eine Ostrogen-Monotherapie wegen dem
Auftreten starker Nebenwirkungen nur noch in seltenen Einzelfdllen zum Einsatz.
Ostrogene stellen zwar eine sehr effektive Therapie der Osteoporose dar, weil sie
nachweislich die Inzidenz von Oberschenkel- und Wirbelfrakturen sowie
postmenopausale Symptome senken. lhre karzinogene Wirkung auf die Mamma,
Ovarien und das Endometrium, sowie das gehaufte Auftreten von kardiovaskularen
Erkrankungen, wie vendse Thromboembolien und Schlaganfille, bewirkten jedoch ein
Abwenden von dieser Therapiestrategie (Rossouw et al. 2002).

Insgesamt stehen zur Behandlung der Osteoporose des Mannes nur wenige
Medikamente zur Verfligung. Der Einsatz von Phytodstrogenen wird aktuell als eine sehr
vielversprechende Therapieoption diskutiert. Hierbei handelt es sich um Substanzen auf
pflanzlicher Basis, die in ihrer Wirkung den SERMs &ahneln. lhre Wirkung auf den
Knochen und ihr therapeutischer Nutzen in der Behandlung der Osteoporose des

Mannes sollen im Zentrum unserer Studie stehen.

2.2.4 Strukturelle Knochenveranderungen der Osteoporose

Im Alterungsprozess kommt es zu strukturellen Veranderungen des Knochens. Die
Knochenmineraldichte nimmt mit dem Alter stark ab und ist damit hauptursachlich fir
die Entstehung der Osteoporose anzusehen. Doch auch die KnochengroBe, die
Geometrie und Mikrostruktur des Knochens verandern sich mit zunehmendem
Lebensalter. Diese Verdanderungen sind teilweise geschlechtsspezifisch.

Die Knochendichte der Kortikalis bleibt bet Mannern und Frauen bis ins mittlere Alter
annahernd konstant, wobei Frauen eine hohere Knochendichte der Kortikalis zeigen als
gleichaltrige Manner. Manner hingegen weisen eine gréBere Kortikalisdicke auf. Nach
dem 60. Lebensjahr kommt es zu einem fast linearen Abfall der Knochendichte bei
beiden Geschlechtern. Dieser Abfall ist bei Frauen deutlich starker ausgepragt. Wahrend
Frauen ca. 28% ihrer kortikalen Knochendichte verlieren, sind es bei Mannern lediglich
18% (Riggs et al. 2004).

Wahrend des Alterungsprozesses kommt es auBerdem zu einer Zunahme der
Knochenquerschnittsflache und einer noch starkeren Zunahme der Knochenmarksflache
innerhalb des Knochens. Diese Beobachtung wird durch den kontinuierlichen,
lebenslangen, periostalen Knochenanbau sowie die parallel - und im Vergleich zum
Anbau - viel starkere Knochenresorption im endostalen Bereich erklart. Daraus resultiert

insgesamt eine Abnahme der Kortikalisfliche bzw. —dicke und es kommt zu einer
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Verlagerung der Kortikalis nach auBen. Da der periostale Knochenanbau bei Mannern
starker ist als bei Frauen, resultiert beim mannlichen Geschlecht ein geringerer
Knochenverlust (Duan et al. 2001). Durch die Verschmalerung der Kortikalis verliert der
Knochen im Alter an Stabilitat. Dieser Verlust wird durch die Verlagerung der Kortikalis
teilweise ausgeglichen, da der Knochen durch den gréBeren Querschnitt
widerstandsfahiger wird.

Auch die Knochendichte der Trabekel nimmt im Laufe des Lebens ab, allerdings beginnt
die Minderung sehr viel friiher — bereits im jungen Erwachsenenalter. Pramenopausale
Frauen zeigen auch hier eine deutlich hodhere Knochendichte im Vergleich zu
gleichaltrigen Ménnern. Auffallig ist eine drastische Beschleunigung der
Knochendichteabnahme der Frauen um die Menopause. Insgesamt mindert sich die
Knochendichte der Trabekel bei Mannern um ca. 45%, die der Frauen bis zu 55% (Riggs
et al. 2004).

Mikrostrukturelle Veranderungen des Knochens zeigen geschlechtsspezifische
Unterschiede, wie die genauere Analyse der Trabekelstrukturen zeigen konnte.

Die Abnahme des Trabekelvolumens ist bei beiden Geschlechtern vergleichbar stark
ausgepragt. Wahrend Manner im Alterungsprozess zu einer Minderung der
Trabekeldicke tendieren, zeigten Frauen eine starkere Abnahme der Trabekelanzahl und
ihrer Verzweigungen (Khosla et al. 2006).

Daraus kann geschlussfolgert werden, dass die bei beiden Geschlechtern auftretende
Minderung des Trabekelvolumens in unterschiedlichen Ursachen begriindet liegt.
Manner verlieren Uberwiegend an Trabekeldicke, wahrend bei Frauen die Anzahl der
Trabekel abnimmt. Die Trabekelanzahl hat im Vergleich zur Trabekeldicke einen
groBeren Effekt auf die Knochenstarke (Silva und Gibson 1997). Diese mikrostrukturellen
Knochenveranderungen wahrend des Alterungsprozesses konnten daher das geringere

Frakturrisiko bei Mannern im hoheren Alter erklaren.

2.3 Sexualhormone

Sexualhormone lassen sich in vier funktionelle Gruppen einteilen. Dazu zdhlen die
Gestagene, Ostrogene, Androgene und Corticosteroide. Die Produktion der
Steroidhormone findet Uberwiegend in den Ovarien der Frau, den Testes des Mannes
und dariber hinaus auch in der Nebennierenrinde statt.

Die Synthese der Steroidhormone geht vom Cholesterin aus. Als thre gemeinsame
Struktureinheit ist das Sterangerliist anzusehen. In der Biosynthese wird als
Zwischenprodukt stets das Progesteron gebildet.

Steroidhormone sind lipophil und hydrophob, wodurch sie zum einen im Blutstrom auf

Transportmolekiile angewiesen sind, zum anderen jedoch durch ihre gute Fettloslichkeit
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die Zellmembran eigenstandig durchdringen kénnen und fir die intrazelluldre
Signalvermittlung keinen second messengerbendtigen.

Steroidhormone wirken, indem sie mit transkriptionsregulierenden Rezeptoren
interagieren und so die Proteinsynthese beeinflussen. Die Hormone gelangen in das
Zellinnere und bilden mit den intrazelluldren Rezeptoren einen Steroid-Rezeptor-
Komplex, der in den Zellkern gelangt, sich in Form homodimerer Komplexe an
spezifische DNA-Abschnitte anlagert und auf diese Weise die Transkription
entsprechender Gene reguliert.

Steroidhormone werden durch die Metabolisierung in der Leber inaktiviert, indem sie
reduziert und mit Glukuronsaure konjugiert werden. Nach der hepatischen Eliminierung
kénnen sie den enterohepatischen Kreislauf durchlaufen und so dem Stoffwechsel
wieder zur Verfligung stehen.

An dieser Stelle soll angemerkt werden, dass es keine geschlechtsspezifischen Hormone
gibt. Der geschlechtsspezifische Unterschied besteht in der Menge an produziertem und

freiem Sexualhormon und in der Reaktivitat des Korpers auf die Sexualhormone.

Androgene
Das Androgen Testosteron wird beit Mannern in den Leydig-Zwischenzellen des Hodens

gebildet. Die Stimulation der Synthese erfolgt Uber das luteinisierende Hormon (LH) der
Hypophyse, welches wiederum durch das Gonadotropin-Releasing Hormon (GnRH) des

Hypothalamus reguliert wird. Uber einen negativen Feedbackmechanismus hemmt

Testosteron in der Hypophyse die

Sekretion von LH und im OH T
Hypothalamus die Ausschittung —_—

des GnRHs.

Die Wirkung des Testosterons | o '

wird  durch  unterschiedliche H

Abb. 3  Metabolisierung von Testosteron (links) in

Mechanismen vermittelt. Zum X
Dihydrotestosteron (rechts) (Quelle: Rohr et al. 2008, S.25).

elnen wirkt Testosteron direkt

Uber Androgenrezeptoren (AR-Rezeptoren), welche ubiquitdir im Organismus
vorkommen. Zum anderen kann Testosteron auch durch die 5a-Reduktase in das 5a-
Dihydrotestosteron (DHT) umgewandelt werden, welches eine vielfach hohere Affinitat
zum AR-Rezeptor aufweist als Testosteron selbst (Kumar et al. 1999). Dariiber hinaus
kann Testosteron seine Wirkung in Form von Ostradiol vermitteln, da es durch das
Enzym Aromatase in Ostradiol umgewandelt werden kann. Dies geschieht vor allem in

der Leber und im subkutanen Fettgewebe (Simpson et al. 1994).
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Testosteron, das wichtigste Sexualhormon des Mannes, entscheidet bereits in der fetalen
Entwicklung durch seine Anwesenheit Uber die Ausbildung der Genitalien. Mangelt es
wahrend der Fetalentwicklung an Testosteron, entsteht das weibliche Genital. Der
Testosteronspiegel steigt erst zu Beginn der Pubertdt stark an und stimuliert das
Wachstum der maénnlichen Fortpflanzungsorgane, die Ausbildung der sekundaren
Geschlechtsmerkmale und fordert zudem die Ausreifung der Spermien in den Sertoli-
Zellen des Hodens. Der Serum-Testosteronspiegel liegt bei Mannern durchschnittlich
zwischen 3,5-8,6ug/l, bei Frauen mit bis zu 0,86ug/l deutlich darunter.

Androgene beeinflussen maBgeblich das musculoskelettale Wachstum. Testosteron
fuhrt zu einer deutlichen Zunahme der Muskelmasse und foérdert das
Skelettlangenwachstum.

Wahrend der Adoleszenz fiihren Androgene bei Méannern zu einem verstarkten
periostalen Knochenanbau und somit zu einer Zunahme der Kortikalisdicke (Seemann
2002). In der Spongiosa bewirken Androgene eine Steigerung der Trabekeldicke und
sind darlber hinaus fir die Aufrechterhaltung der Trabekelanzahl verantwortlich (Khosla
et al. 2006).

Das in unserer Studie verwendete DHT ist das am starksten wirkende Androgen und
kann nicht durch die Aromatase in Ostrogen umgewandelt werden (Wang und Swerdloff
2002). Es wurde daher nur die spezifische androgene Wirkung tber AR-Rezeptoren am
Knochen untersucht. In Studien an mannlichen, orchiektomierten Ratten verhinderte
Dihydrotestosteron den Verlust von kortikalen Knochen und teilweise den des

trabekularen Knochens (Vanderschueren et al. 1992, Vandenput et al. 2002).

Ostrogene
Die Ostrogensynthese bei Mannern findet in der Nebennierenrinde und zu einem

groBen Teil im Unterhautfettgewebe statt. Die Biosynthese erfolgt stets Uber die

Zwischenstufen des Testosterons, welches durch

OH
H

Demethylierung in Position C10, Hydroxylierung an C3 C
und Aromatisierung des A-Ringes durch die

Aromatase zu Ostrogen umgewandelt wird. Die

Hormonproduktion steht wie bei den Androgenen HO

unter dem Kontrollmechanismus der hypophyséren  aApb. 4  Struktur von 17p-
Hormone (FSH, LH). Ostradiol (Quelle: Ha et al. 2010, 5.629).

Ostrogene vermitteln ihre Wirkung (ber die Ostrogenrezeptoren. Den Subtypen ERa
und ERB kommt hierbei besondere Bedeutung zu. Der ERa dominiert im Gehirn, der
Leber und den Nieren. Bei der Frau kommt er lberwiegend in der Mamma und im

Uterus vor, wohingegen der ERB in den Ovarien Uberwiegt. Beim Mann Uberwiegt der
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ERB in der Prostata und im Epididymis (Kostelac et al. 2003). Beide Subtypen werden im
Knochengewebe exprimiert (Hou et al. 2006).

Ostrogene vermitteln eine Vielzahl unterschiedlicher Wirkungen, die nur teilweise durch
das Zusammenspiel der Rezeptoren zu erklaren ist. Vielmehr handelt es sich um einen
komplexen  Mechanismus  der  Metaboliten, der Rezeptoren und  der
Transkriptionsfaktoren.

Ostrogen, das wichtigste weibliche Sexualhormon, ist fiir die Ausbildung der weiblichen
Geschlechtsmerkmale verantwortlich. Es stimuliert die Brustentwicklung wahrend der
Pubertdt und ist am regelrechten Ablauf des Menstruationszyklus beteiligt. Beti
pramenopausalen Frauen liegt der Serum-Ostradiolspiegel in Abhangigkeit vom
Zyklusstadium zwischen 30-600pg/ml. Der Serum-Ostradiolspiegel bei Mannern liegt
zwischen 10-50pg/ml.

Im Skelettsystem wirkt Ostrogen stimulierend auf das Knochenwachstum und bewirkt
den Schluss der Epiphysenfugen am Ende der Pubertat. Es ist fir die Aufrechterhaltung
der Knochenmasse verantwortlich und spielt eine zentrale Rolle in der Regulation des
Knochenstoffwechsels. Seine antiresorptive Wirkung auf den Knochen entfaltet es
wahrscheinlich Uber ERa (Kostelac et al. 2003).

Es gilt als allgemein anerkannt, dass Ostrogen den Verlust von kortikalen und
trabekularen Knochen verhindern kann, indem es wu.a. einer Reduktion der

Trabekelanzahl entgegenwirkt (Vandenput et al. 2002).

Hormonelle Verdanderungen bei der Osteoporose des Mannes

Viele hormonelle Veranderungen spielen eine entscheidende Rolle bei der Entstehung
der Osteoporose des Mannes.

Die senile Osteoporose des Mannes entsteht zum einen durch die altersbedingte
Abnahme der 1-a-Hydroxylase in der Niere, das in einer Abnahme des Calcitriol (Vitamin
D)-Spiegels resultiert, was letztlich eine verminderte Kalziumresorption aus dem Darm
bewirkt und eine Erhéhung des Parathormonspiegels induziert. Das PTH stimuliert die
Synthese des RANKL-Proteins in Osteoblasten. Es entsteht ein Ungleichgewicht zu
Gunsten der Knochenresorption.

Zum anderen spielen ebenfalls Transportmolekile eine Rolle im Entstehungsprozess.
Sexualhormone sind im Serum an Sexualhormon-Bindeglobuline (SHBG) oder an
Albumin gebunden, in einer kleinen Fraktion kommen sie allerdings auch ungebunden
vor. Der prozentuale Anteil von 1-3%, der frei in der Blutbahn zirkuliert und der Anteil,
der an Albumin (35-55%) gebunden ist, ist schnell verfiigbar und kann das Zielgewebe
leicht erreichen, wahrend die Sexualhormone, die an SHBG gebunden sind, einen

eingeschrankten Zugriff auf das Zielgewebe haben (Hammond 2002).
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Es konnte in Studien an Mannern gezeigt werden, dass es im Alter zu einer signifikanten
Abnahme der Testosteron- und Ostrogenspiegel kommt, die ungebunden im Serum
vorkommen. Gleichzeitig ist diese Abnahme mit einer Zunahme des SHBG-Spiegels
assoziiert. Durch die vermehrte, vermutlich starkere Bindung von Testosteron und
Ostrogen an SHBG, kommt es im Alter zu einer Abnahme der frei verfligbaren
Sexualhormone, wodurch ihre Wirksamkeit reduziert ist und die Osteoporoseentstehung
beglinstigt wird (Orwoll et al. 2006).

Bei der Entstehung der Osteoporose bei Mannern kommt nicht dem mannlichen
Sexualhormon, dem Testosteron, eine herausragende Bedeutung zu, sondern dem
Ostrogen. Die Abnahme der Knochendichte bei Méinnern ist stirker mit den
bioverfiigbaren Ostrogenspiegeln assoziiert als mit den Testosteronspiegeln. Mehr noch,
es scheint eine minimale Ostrogenspiegelgrenze zu geben, die bei 11pg/ml liegt (Khosla
et al. 2001), unter der der Knochenverlust deutlich mit den erniedrigten
Ostrogenspiegeln korreliert. Bei Mannern mit bioverfiigbaren Ostrogenspiegeln
unterhalb dieser Grenze zeigte sich eine deutliche Korrelation zum Knochenverlust,
wahrend sich bet Mannern mit hoheren Spiegeln keine Korrelation zwischen den
Knochenverlustraten und den Ostrogenspiegeln finden lieB.

Die sich bei Mannern im Alter entwickelnde testikulare Insuffizienz fihrt zu einem
erniedrigten Testosteron-Spiegel, wodurch dem im Fettgewebe vorkommenden Enzym
Aromatase weniger Substrat zur Verfigung steht, um Ostradiol zu synthetisieren. Ein
erniedrigter Ostradiolspiegel fiihrt wiederum (iber die unterschiedlichen Signalkaskaden
(FASL/FAS, RANKL/RANK, Runx2) zu einer Beglinstigung der Knochenresorption.
Tierexperimente lassen vermuten, dass Ostrogene ihre antiresorptive Wirkung scheinbar
geschlechtsspezifisch tber unterschiedliche Mechanismen entfalten.

In einem Knockoutmodell konnte gezeigt werden, dass der Signalweg des ERa in
Osteoklasten zwar den trabekuldren Knochenstoffwechsl der weiblichen Mause reguliert,
nicht jedoch den der mannlichen. Eine Beeinflussung des kortikalen Knochens durch
diesen Signalweg konnte bei keinem Geschlecht gezeigt werden (Nakamura et al. 2007).
Androgene spielen wahrscheinlich eine untergeordnete Rolle im Knochenstoffwechsel
des Mannes. Sie selbst entfalten einen knochenprotektiven Effekt (ber die AR-
Rezeptoren. Bei Untersuchungen an Mannern, denen GnRH zur Induktion eines
Hypogonadismus und Aromataseinhibitoren zur Hemmung der ¢strogenen Wirkung des
Testosterons verabreicht wurden, wurde deutlich, dass der starkste knochenprotektive
Effekt durch die Substitution von Ostrogen und Testosteron erzielt werden konnte, statt
mit einem Sexualhormon allein (Falahati-Nini et al. 2000, Leder et al. 2003).
Wahrscheinlich haben Androgene selbst ihre groBte Bedeutung in der Adoleszenz. Sie

steigern die Kortikalisdicke und wirken wahrscheinlich insbesondere bei jlingeren
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Mannern Uber die AR-Rezeptoren antiresorptiv, wahrend bei alteren Mannern die
knochenschiitzende Wirkung mehr durch die Aromatisierung des Androgens zu
Ostrogen und dessen aktivierende Wirkung auf ERa vermittelt wird (Khosla und Riggs
2003).

Die Osteoporose des Mannes unterscheidet sich, wie bisher aufgefihrt, in vielen
Aspekten von der Osteoporose der Frau. Aus diesem Grund ist, trotz zahlreich
vorliegender Studien der Osteoporose an Frauen, die Erforschung der mannlichen

Osteoporose mit Ehrgeiz weiterzufiihren.

2.4 Phytoostrogene

Asiaten zeigen eine geringere Inzidenz fur Brust-, Endometrium-, Ovarial- und
Prostatakrebs, sowie ein reduziertes Risiko fiir Herzkreislauferkrankungen und
Osteoporose. Ursachlich verantwortlich dafiir kénnten Phytodstrogene sein, die bei
japanischen Frauen und Mannern in deutlich héheren Plasmakonzentrationen vorliegen
als in der europaischen Bevolkerung (Morton et al. 2002).

Phytodstrogene sind pflanzliche Substanzen mit 6strogenahnlicher Wirkung, zu denen
Isoflavone, Lignane und Coumestane gehodren. Isoflavone sind charakteristische
Inhaltsstoffe der Hulsenfriichte. Besonders reichhaltig kommen sie in Sojabohnen vor,
die ein Hauptbestandteil der asiatischen Erndhrung sind. Klassische Vertreter sind
Genistein, Daidzain und Equol.

Chemisch betrachtet handelt es sich um heterozyklische Aromaten, die eine phenolische
Hydroxyl-Gruppe in threm Ringsystem aufweisen. Ihre chemische Struktur dhnelt der des
Ostrogens und erklart die Bindungsfahigkeit der Isoflavone an die Ostrogenrezeptoren
ERa und ERB (Morito et al. 2001). Isoflavone zeigen an den Ostrogenrezeptoren sowohl
agonistische als auch antagonistische Wirkung. Sie entfalten ihre 6strogene Wirkung
also im Sinne eines SERMs (Oseni et al. 2008).

Phytodstrogene wirken knochenprotektiv, wie in Studien an orchiektomierten und
ovariektomierten Tieren, sowie bei post- und pramenopausalen Frauen nachgewiesen
werden konnte (Ishimi et al. 2002, Mathey et al. 2004, Marini et al. 2007, Kwak et al.
2009).

Ostrogene Wirkungen der Isoflavone auf die Mamma und den Uterus scheinen bei
Frauen nur schwach hervorgerufen zu werden (Xu et al. 2009). Sie werden daher aktuell
als lukrative Alternative zur Hormonersatztherapie (HRT) in der Behandlung der
Osteoporose diskutiert (Sehmisch et al. 2010). Die Studienlage Uberwiegt jedoch zu
Gunsten des weiblichen Geschlechts und Studien beziglich threr Wirkung auf den

mannlichen Knochen sind deutlich unterreprasentiert.
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Genistein

Genistein (GEN) wird oral aufgenommen, kann dann durch die intestinale Mikroflora
metabolisiert und im Darm resorbiert werden. Genistein weist eine hohe
Bioverfugbarkeit auf (Sfakianos et al. 1997). Die Ausscheidung erfolgt Gber die Niere.
Seine ¢strogene Wirkung entfaltet Genistein ber die Bindung an die ER-Rezeptoren,
verstarkt Uber die Bindung an den ERB (Kostelac et al. 2003).

Die Wirkung von Genistein am Tierknochen wurde in vielen Studien untersucht. An

weiblichen Ratten konnte ein praventiver Effekt OH

auf den Knochen nachgewiesen werden (Fanti et

al. 1998). Ein therapeutischer Effekt konnte an

weiblichen Ratten gezeigt werden, indem

Genistein erst nach der Ausbildung der  app 5 Stuktur von  Genistein
Osteoporose verabreicht wurde (Bitto et al. 2008), ~ (Quetle:Haetal 2010,5.629).

Eine randomisierte klinische Studie an postmenopausalen Frauen konnte einen
deutlichen knochenprotektiven Effekt aufzeigen (Marini et al. 2007). Ebenfalls konnte
eine praventive Wirkung an mannlichen Mausen nach Orchiektomie belegt werden
(Ishimi et al. 2002).

In der Literatur geht hervor, dass Genistein eine starkere Wirkung auf die Spongiosa
zeigt als auf die kortikalen Anteile des Knochens (Mathey et al. 2004).

Es wird vermutet, dass Genistein seine knochenprotektive Wirkung tber die Stimulation
des Knochenaufbaus entfaltet. In Zellkulturen konnte gezeigt werden, dass Genistein das
Wachstum von Osteoblasten stimuliert und die Proliferation von Osteoklasten hemmt
(Yamagishi et al. 2001, Rickard et al. 2003). Eine klinisch signifikante Wirkung auf die
Mamma und den Uterus konnte nicht gezeigt werden, was auf ein erniedrigtes
Nebenwirkungsprofil von Genistein schlieBen lasst (Marini et al. 2007). Die
knochenprotektive Wirkung von Genistein kombiniert mit dem vermutlich geringeren
Nebenwirkungsprofil im Vergleich zur HRT ldsst Genistein zu einer neuen
Therapiemdglichkeit der Osteoporose avancieren (Bitto et al. 2008).

Der therapeutische Effekt von Genistein auf den osteoporotischen Knochen méannlicher
Ratten wurde bisher jedoch nicht in Studien untersucht und soll daher in dieser Studie

eruiert werden.

Equol
Equol (EQ) ist ein Metabolit des Phytodstrogens Daidzain. Daidzain wird nach oraler

Aufnahme von Darmbakterien wie Streptococcus intermedius und Ruminococcus zu

Equol verstoffwechselt, welches dann resorbiert werden kann. Die Bioverfligbarkeit von

16



Tiermodell der Osteoporose

Equol ist abhdngig von den Equol-

. , OH
produzierenden Darmbakterien (Setchell et al =
2002). Die Ausscheidung erfolgt, analog zu =
Genistein, tber den Urin.
HO 0
Equol ist ein chirales Molekil, das als S- bzw. R-  apb. 6 Struktur von  Equol

. . . .. (Quelle: Ha et al. 2010, S.629).
Enantiomer vorliegen kann. Seine Ostrogene

Wirkung entfaltet Equol sowohl lber die Bindung an den Era als auch ber ERB, wobel
die Transkriptionsaktivitdit nach Bindung an den ERa groBer ist als bei Genistein
(Kostelac et al. 2003). Da der antiresorptive Effekt des Ostrogens tiberwiegend iber ERa
vermittelt wird, gilt Equol als das Phytodstrogen mit der groBeren 6strogenartigen
Aktivitat und einer besseren Wirkung auf den osteoporotischen Knochen (Fonseca und
Ward 2004).

Die Literatur Uber die Effekte von Equol bzw. Daidzain auf den Knochen ist weniger
umfangreich. An ovariektomierten Ratten konnte eine Hemmung des Knochenverlustes
durch Daidzain gezeigt werden (Picherit et al. 2000). Darlber hinaus fihrte die
Applikation von EQ an weiblichen Tieren zu einer verbesserten Knochenqualitat
(Sehmisch et al. 2010). Die Forschungsgruppe um Rachon konnte hingegen keine
knochenprotektive Wirkung von Equol an weiblichen Ratten nachweisen (Rachon et al.
2007).

Equol wirkt ebenfalls verstarkt auf den spongidsen Knochen. Es verhindert hier
insbesondere die Abnahme der Trabekelanzahl (Mathey et al. 2004).

Um die variable Bioverfliigbarkeit von Daidzain zu umgehen und &quivalente
Plasmaspiegel zu gewahrleisten, wurde in unserer Studie auf den Metaboliten Equol

zurtickgegriffen.
2.5 Ratten als Tiermodell fiir die Osteoporose

Wie bereits in zahlreichen Studien gezeigt werden konnte, eignet sich die Sprague-
Dawley-Ratte besonders gut als Tiermodell zur Untersuchung der Osteoporose (Kalu
1991). Die Verwendung von Rattentieren bietet unterschiedliche Vorteile.

Ratten sind schon mit wenigen Monaten geschlechtsreif und entwickeln nach Kastration
durch Orchiektomie bzw. Ovariektomie zuverldssig innerhalb von vier Wochen eine
Osteoporose (Roudebush et al. 1993). Substanzwirkungen kénnen hervorragend durch
Futterapplikation untersucht werden und darlber hinaus sind die Hormonwirkungen auf
das Knochengewebe der Ratten auf den Menschen Ubertragbar (Frost und Jee 1992). Bei
der Untersuchung der PhytoOstrogene erweist es sich als ginstig, dass die
Plasmakonzentrationen bei Ratten und Menschen vergleichbar sind (King et al. 1996, Xu
et al. 1994).
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Zur Beurteilung der Wirkung von Testsubstanzen auf den Knochen eignet sich
insbesondere die Untersuchung der proximalen Metaphyse. Dieser Knochenabschnitt
zeigt eine besonders starke Ausprdagung der Osteoporose (Wronski et al. 1985). Dariiber
hinaus ist der spongidse Knochenanteil hier besonders stark durch Ostrogen reguliert
(Hertrampf et al. 2006).

Besonders die histologische Untersuchung der Tibia gibt Aufschluss Uber die
strukturellen Verdanderungen sowohl der Substantia compacta als auch der Substantia
spongiosa. Des Weiteren ermdglicht sie eine Beurteilung der Mikroarchitektur des

Knochens.
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3. Material und Methoden

3.1 Versuchstiere

Es wurden 150 selbstgezogene, mannliche Ratten der Gattung Sprague-Dawley (S.D.-
Ratten, Winkelmann, Borchen) fiir die Versuchsreihe verwendet. Zu Versuchsbeginn
waren die Ratten 3 Monate alt und wogen durchschnittlich 349g + 19g.

Wahrend der Versuchsdurchflihrung wurden 5 Tiere gemeinsam in einem Kafig
(Makrolonkafig Typ IV, Firma Tecniplast Deutschland GmbH, HohenpreiBenberg)
gehalten. Jeder Kafig war mit einer frischen Trinkwasserversorgung ausgestattet und
hatte eine Futterschale, zu der die Tiere allzeit freien Zugang hatten. Die Beleuchtung
des Raumes erfolgte in einem 12h Hell-Dunkelzyklus, in dem der Raum in der Zeit von
6-18 Uhr beleuchtet war. Die Raumtemperatur betrug durchschnittlich 23°C, die
Luftfeuchtigkeit lag bei 55%.

Die Tierkafige wurden regelmaBig von Tierpflegern gereinigt und die Versorgung der
Tiere durch regelmaBige Beobachtungen sichergestellt. Der Tierversuch fand in den
Tierstallen des Universitatsklintkums Gottingen unter Aufsicht von Prof. Dr. Dr. K. G.
Wiese und Dr. D. Seidlova-Wuttke statt. Eine Genehmigung der Bezirksregierung
Braunschweig (AZ: 509.42502/01-36.03) lag vor.

3.2 Versuchsaufbau

Nach einer 3-woéchigen Eingewdhnungsphase, in der die 150 Versuchstiere unter
gleichen Bedingungen gehalten und mit sojafreiem Futter gefiittert wurden, wurde die
Orchiektomie (Orx) durchgefiihrt, um auf diese Weise die Induktion der Osteoporose
einzuleiten.

Nach einem Zeitintervall von 4 Wochen, in dem bei den Tieren die Entwicklung der
Osteoporose stattfand, wurden die Tiere in 5 Gruppen zu je 30 Tieren eingeteilt, von
denen 4 Gruppen als Verum Dihydrotestosteron (DHT), Ostrogen (E2), Genistein (GEN)
oder Equol (EQ) Uber das Futter erhielten. Die flinfte Gruppe bekam weiterhin sojafreie
Nahrung und diente der Kontrolle.

2 Wochen nach der Futterumstellung wurden jeweils 10 Tiere einer Gruppe obduziert.
Die Totung fand nach Inhalationsnarkose mittels Dekapitation statt. Bei der Obduktion
wurden Blut und verschiedene Organe entnommen, prapariert und fur spatere
Untersuchungen konserviert. Zur histologischen Untersuchung des Knochens wurde die
rechte Tibia prépariert und in Formalin aufbewahrt.

Eine zweite Obduktion erfolgte 3 Wochen nach dem Umtausch des Futters, die letzte

Obduktion schloss sich insgesamt 9 Wochen nach dem Futtertausch an.
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Abb. 7 Zeitlicher Versuchsaufbau: Nach der Eingewdhnungsphase wurde an allen Tieren eine
Orchiektomie durchgefiihrt, wodurch sich innerhalb von 4 Wochen eine Osteoporose entwickelte.
AnschlieBend erfolgte der Futtertausch, wobei die Substanzen jeweils 2, 3 oder 9 Wochen appliziert
wurden, bevor die Obduktion erfolgte. Zu jedem Obduktionszeitpunkt wurden 10 Tiere einer Gruppe
getotet.

3.3 Orchiektomie und Identifizierung der Tiere

Nach der 3-woéchigen Gewdhnungsphase wurde an allen 150 Versuchstieren, die nun
fast 4 Monate alt waren, die Orchiektomie durchgefiihrt. Der Eingriff erfolgte unter einer
dualen Vollnarkose. Zum einen erhielten die Tiere eine CO;-Inhalationsnarkose und zum
anderen eine intraperitoneale Injektion von Xylozin (Rompun®, Fa. Bayer, Leverkusen)
und Ketamin (Hostaket®, Fa. Hoechst, Bad Soden) im Verhaltnis 4:5. Xylozin wurde in
einer Dosis von 2,5mg/Tier, entsprechend 10mg/Kilogramm (kg) Korpergewicht (KG),
verabreicht, wahrend vom Ketamin 11mg/Tier, entsprechend 45mg/kg KG, appliziert
wurden. Zum intraoperativen Schutz vor Austrocknung der Augen wurde den Tieren ein
Feuchtigkeitsgel (Thilo-Tears®, Fa. Alcon) verabreicht.

Nach Lagerung der Tiere im sterilen Operationsgebiet wurden die Hoden durch
Palpation der Bauchhohle aufgesucht. Nach medialer Schnittinzision der Skrotalhaut
wurde das viszerale Peritoneum durchtrennt, um den Hoden zu praparieren. Es erfolgte
die Darstellung des Hodens und das Aufsuchen der GefdBversorgung. Der Ductus
epididymis wurde mit den versorgenden GefdBen durch Vicryl-Faden ligiert. Nach
Unterbindung der Blutversorgung wurde der Hoden entfernt. AnschlieBend wurde das
Operationsfeld auf Blutungsfreiheit kontrolliert. Dieses Verfahren wurde auf der
kontralateralen Seite wiederholt, woran sich der Verschluss der Skrotalhaut anschloss.
Die Narkose wurde durch die intraperitoneale Injektion von 0,3-0,5 ml einer 10%igen
Antipamezolhydrochlorid-Loésung mit NaCl beendet (Antisedan®, Pfizer, Freiburg).
Insgesamt betrug die Narkosedauer durchschnittlich 10-15 Minuten. Wahrend der

Aufwachphase standen die Tiere unter stédndiger Beobachtung. Zur postoperativen
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Dehydratationsprophylaxe erhielten die Tiere 5ml einer isotonen NaCl-Lésung (Fa.

Braun, Melsungen) subkutan.

Jedem Versuchstier wurde unter Narkose ein Transponder in das subkutane Fettgewebe
des Nackens implantiert. Auf diese Weise war jederzeit eine Identifizierung der einzelnen
Tiere mdglich, indem mittels eines tragbaren Transponder-Lesegerdtes die
Transpondernummer ausgelesen wurde. Es kam das Transponder-UNO Micro-ID-System
mit ISO Transponder der Ldnge 12mm zur Anwendung (Gesreder Il Ge S008: ISO
kompatibler Taschenleser). Jedes Tier erhielt so eine Identifikationsnummer, unter der

alle erhobenen Daten des Experiments festgehalten wurden.

3.4 Tierfutter

Alle Versuchsratten erhielten bis zum Futtertausch soja- und testsubstanzfreies Futter (V
1354, ssniff R-Z, 10mm, phytooestrogenarm, Fa. Ssniff Spezialdidten GmbH, Soest). Nach
der Gruppenaufteilung erhielt eine Gruppe weiterhin das soja- und testsubstanzfreie
Futter, die anderen Gruppen erhielten spezielle Futtermischungen mit einem der

folgenden Zusatze:

- 1mg/kg Dihydrotestosteron (DHT)
- 10mg/kg Estradiolbenzoat (E2)
- 1g/kg Genistein (GEN)

- 400mg/kg Equol (EQ). /\i{ \,y ﬁ“x
_F *n

Abb. 8 Futterpellets

(Quelle : www.schweineban.de, 2010)

Die Tiere hatten stets freien Zugang zum Futter, auf ein ausreichendes Angebot wurde
geachtet. Einmal wochentlich fand ein Futterwiegen und Auffiillen des Tierfutters statt.
Hierzu wurden zum Schutz vor Inhalation und perkutaner Absorption Latex-
Einweghandschuhe, Schutzkittel sowie Mund- und Nasenmasken getragen. Die
geoffneten Futtersiacke wurden bei Raumtemperatur gelagert, wahrend verschlossene

Futtersacke bei -20° Grad aufbewahrt wurden.
3.5 Herstellung der Hartschnittpraparate und Goldner-Firbung

Die Rattentibiae wurden zu Kunststoffblocken weiterverarbeitet, um hieraus

Knochenfeinschnitte zur mikroskopischen Auswertung zu gewinnen.
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Zur Herstellung der Hartschnittpraparate wurden die Rattentibiae zunadchst mittels
4%iger Formalinlésung fir eine Dauer von 1 Woche fixiert, um die Auto- bzw.
Heterolyse zu unterbinden.

AnschlieBend erfolgten die Dehydratation mit einer aufsteigenden Alkoholreihe bei
Raumtemperatur, die Behandlung mit Xylol zur Entfettung der Gewebeproben sowie die
Behandlung mit dem Einbettmedium (s. Anhang Tab. A-1). Zur Einbettung wurde ein
Kunststoff-Kit auf Methylmethacrylat-Basis (Technovit 9100 neu, Heraeus Kulzer GmbH,
Wehrheim) verwendet. Hierzu wurden die Rattentibiae zunachst wiederholt mit einer
Prainfiltrationslésung getrankt, um zu gewabhrleisten, dass
die Praparate vollstaindig vom Methylmethacrylat
durchzogen waren. Zur Herstellung der eigentlichen
Kunststoffblocke wurden Einbettformen zu 3% mit

Methylmethacrylat gefullt, die Praparate hineingelegt,

Abb. 9 Kunststoffblocke mit ausgerichtet und anschlieBend fir 10 Minuten im

Z?rg;gét;::c;z Kniegelenk  Exsikkator bei 200mbar evakuiert. Der
kaltpolymerisierende Kunststoff verkettet sich im Vakuum
bei 30°C. Im Anschluss wurden die Formen luftdicht verschlossen und im Tiefkiihlschrank
bei -8°C fiir 2 Tage aufbewahrt.
Nach der Aushdrtung wurden die eingebetteten Tibiae mittels eines
Rotationstischmikrotoms (Leica RM 2165, Leica Biosystems GmbH, Nussloch) in 7um
dicke Langsschnitte geschnitten, auf Objekttrager aufgezogen, mit 96%igen Alkohol
gestreckt, mit PVC-Folie abgedeckt und Uber Nacht in einer Schnittpresse bei 50°C
getrocknet.
Zur besseren Differenzierung der histologischen
Strukturen wurden die Schnitte mit der Goldner-
Farbung  koloriert.  Durch  diese  spezielle
Farbemethode werden Erythrozyten leuchtend rot,

Zellkerne braunschwarz, das Zytoplasma orange bis

rot, Bindegewebe griin und Muskelgewebe blassrot
farblich differenzierbar. Sie eignet sich daher Abb. 10 Sagittaler Feinschnitt des

Kniegelenks; links: Tibia- u.
insbesondere zum farblichen Hervorheben der Femurldngsschnitt der  S.D.-Ratte

. aufgezogen auf einem Objekttrager,
kollagenhaltigen Knochensubstanz. rechts: Farbung des Langsschnitts

Zur Extraktion des Kunststoffes aus dem Gewebe nach Goldner.
wurden die Schnitte zunachst 3x 20min mit Xylol, 2x 15min mit 2-Methoxyethylacetat
und 2x 5min mit Aceton behandelt und anschlieBend 2x 2min mit Aqua dest. gespdilt.
Der eigentliche Prozess der Farbung vollzog sich nach den Schritten, die der Tabelle

(Tab. A-2) im Anhang zu entnehmen sind.
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3.6 Versuchsauswertung

Die Versuchsauswertung erfolgte mit einem hochauflésenden Mikroskop (Axioskop 2
plus mit Axio Cam MRc5, Zeiss GmbH, Jena), welches eine digitale Aufnahme der
Bildausschnitte ermdglichte. Die Bildausmessung und —verarbeitung wurde mit der vom
Hersteller gelieferten Software vorgenommen (Axio Vision 4.8, Zeiss GmbH).

Es wurde von jedem Schnitt sowohl eine Ubersichtsaufnahme in einer 1,25fachen
VergroBerung erstellt, an dem die Auswertung der Kortikalis erfolgte, sowie jeweils zwel
Aufnahmen in einer 10fachen VergroBerung, die zur Beurteilung des trabekuldren
Knochenanteils herangezogen wurden. Um eine Vergleichbarkeit der trabekularen
Parameter zu gewahrleisten, wurden beide 10fachen VergréBerungen in einem Abstand

von 500um von der Wachstumsfuge der Tibia aufgenommen.

-
i A .

Abb. 11a Spongiosa der Rattentibia
in 10x VergroBerung, 500um distal der
Wachstumsfuge, linksseitig

5 3 r:&‘.‘ : . F

Ib . - ‘ E R i

Abb. 11 Rattentibia, Ldngsschnitt, 1,2

\

5x VergroBerurg

\! x

Abb. 11b Spongiosa der Rattentibia
in 10x VergroBerung, 500um distal
der Wachstumsfuge, rechtsseitig

3.7 MessgroBen fiir die Kortikalis und Spongiosa

Zur Beurteilung der Wirkung auf die Knochenkompakta wurde die Kortikalisdicke
herangezogen. Zur Messung der Kortikalisdicke wurde die Software Sigma Scan Pro
(Sigma Scan Pro 5.0, SPSS Inc., Chicago) verwendet. Es erfolgten in jedem Schnitt je 30
Messungen der Kortikalisdicke auf jeder Kortikalisseite, wovon 20 Messungen im
metaphysaren Bereich der Kortikalis erfolgten und weitere 10 Messungen im Bereich der

Diaphyse. Es erfolgte eine Unterscheidung zwischen der Kortikalis im Bereich der
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Diaphyse und der Metaphyse, da die Kortikalis im diaphysaren Bereich deutlich dicker ist

als in der Metaphyse, wo die Spongiosa nur von einer diinnen Kortikalis umgeben ist.

Um die Auswirkungen der verschiedenen Behandlungen auf die Spongiosa zu
untersuchen, wurden am tibialen Knochen der Ratte die Trabekelflaiche (TbA), die
Trabekelanzahl (TbN) und die TrabekelgroBe in der Metaphyse beurteilt. Zur
Charakterisierung der Formveranderungen der Spongiosabdlkchen wurden dariiber
hinaus die Kompaktheit der Balkchen und der Feretdurchmesser der Trabekel bestimmt.
Die Messungen erfolgten an den Bildausschnitten in 10facher VergréBerung und wurden
mit Hilfe der Software Sigma Scan Pro vorgenommen.

Das Programm Sigma Scan Pro ermdglichte eine Markierung unterschiedlicher
Farbbereiche, so dass es gelang die kndchernen Strukturen, die durch die Goldner-
Farbung griinlich hervorgehoben wurden, mit einem Farblayer zu belegen und daraus
die exakten Trabekelflachen zu berechnen. Nachfolgende Abbildung zeigt die farbliche

Markierung der Trabekel in der Sigma Scan Pro-Software mit einem blauen Layer.

Abb. 12 Darstellung
aus der Sigma Scan
Pro-Software: Links ist
eine Aufnahme der
Knochenspongiosa in
10x VergréBerung
dargestellt, in der die

trabekularen
Strukturen grunlich
zur Darstellung
kommen und in dem
rechten Fenster mit
einem blauen Overlay
markiert werden
konnten.

Die Trabekelflache wurde prozentual zur Bildflache errechnet, wobei ein Bild in der
10fachen VergroBerung eine Gesamtfliche von 1,42mm?2 hatte. Die gemessene
Trabekelanzahl wurde in der Auswertung ebenfalls auf die Bildflidche bezogen. Dariber
hinaus wurden die prozentualen Trabekelflachen auf 100g Kérpergewicht der jeweiligen
Substanzgruppe bezogen, um die Gewichtsunterschiede der Ratten besser
berticksichtigen zu konnen. Die mediane TrabekelgroBe wurde ebenfalls ermittelt. Sie

gibt Aufschluss ber die GroBe der einzelnen Trabekel.

Zur Charakterisierung der Formverdanderung der Spongiosabalkchen wurden der
Feretdurchmesser (feretdiameter) und die Kompaktheit (compactness) der Trabekel

bestimmt.
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Beim Feretdurchmesser wird der theoretische Durchmesser eines Kreises errechnet, der
den gleichen Flacheninhalt wie das gemessene Objekt aufweist. Das heit der
Feretdurchmesser gibt an, wie gro3 der Durchmesser eines Kreises ware, wenn der Kreis
die gleiche Flache aufweisen wirde, wie ein betrachtetes Knochenbalkchen in der
Spongiosa. Der Feretdurchmesser wird in Mikrometer angegeben und ldsst Rickschlisse
auf die GroBe der Trabekel zu. Je groBer der Feretdurchmesser ist, desto groBer sind die
Balkchen in threr Flache. Riickschlisse auf den Verzweigungsgrad der Trabekel kénnen
mit dem Feretdurchmesser nicht gezogen werden. Hierzu kann man die MessgroB3e der
Kompaktheit heranziehen.

Die Kompaktheit beschreibt, wie kompakt ein Objekt ist und stellt eine dimensionslose
GroBe dar. Definiert wird sie durch das Verhaltnis des quadrierten Umfangs zur Flache
eines Objekts. Die Formel lautet: C= U2/A wobei C die Kompaktheit, U der Umfang und
A die Flache des Objekts beschreibt. Sie erreicht thr Minimum in einem kreisférmigen
Objekt und strebt flr verzweigte Objekte gegen Unendlich. Ein Kreis besitzt eine
Kompaktheit von 41t entsprechend 12,57.

U*  (2mr)*  Amr?

A r? Tr?

C = =4

Mit Hilfe der Kompaktheit konnen Veranderungen in der Verzweigung der
Spongiosabalkchen rechnerisch ermittelt werden. Je mehr Verzweigungen ein Béalkchen
aufweist, desto groBer ist sein Umfang bei konstanter Flache und umso groBer seine
Kompaktheit. Bei einer Rarefizierung der Verzweigung nimmt der Umfang der Balkchen
im Verhaltnis zu threm Flacheninhalt ab und die Kompaktheit strebt gegen die Form

eines Kreises, also gegen den Wert 12,57.

Abb. 13 Unterschiedliche Trabekelformen; links: ein rundliches
Knochenbédlkchen mit einer Kompaktheit von 261 und einem
Feretdurchmesser von 450 pupm; rechts: ein verzweigtes
Knochenbédlkchen mit einer Kompaktheit von 981 und einem
Feretdurchmesser von 487 um.
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3.8 Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe der Software Sigma STAT und Sigma PLOT
(SPSS Inc., Chicago). Es wurden alle Daten als Messreihen zu Spalten erfasst und bei
Normalverteilung als Mittelwerte +* Standardabweichung bzw. Standardfehler
wiedergegeben. Nicht normalverteilte Werte wurden als Median und 25% bzw. 95%
Perzentile dargestellt. Die Signifikanztestung wurde mit der Varianzanalyse und dem
Holm-Sidak-Test bei normalverteilten Werten vorgenommen. Nicht parametrische
Daten wurden entsprechend mit der ANOVA der Range und dem Dunn-Test zum

Gruppenvergleich ausgewertet.
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4. Ergebnisse

4.1 Futteraufnahme und Koérpergewicht

Die Tiere der unterschiedlichen Gruppen nahmen zwischen 4,34-4,85g Futter pro 100g
Koérpergewicht (KG) pro Tag (d) zu sich. Wobei die E2-Gruppe die niedrigste
Futteraufnahme verzeichnete. Die DHT-, GEN- und EQ-Gruppen hingegen nahmen
deutlich mehr Futter auf als die SF-Kontrollgruppe.

Die mittlere Substanzaufnahme pro 100g KG/d lag zwischen 43,41ug und 4,85mg. Der

SF-Kontrollgruppe wurden keine Testsubstanzen zugefiihrt.

Tab. 1 Mittlere Futteraufnahme in Gramm (g) und mittlere Substanzaufnahme in
Milligramm (mg) bzw. Mikrogramm (ug) pro 100g Korpergewicht (KG) pro Tag (d)
fur die entsprechenden Gruppen.

i Mittlere Futteraufnahme Mittlere Substanzaufnahme
Tiergruppe
pro 100g KG/d pro 100g KG/d

SF 4,59 ¢ 0mg

DHT 4,84 ¢g 4,84 mg

E2 434 g 43,41 ug

GEN 4,85 g 4,85 mg

EQ 4,84 ¢g 1,93 mg

Vor der Orchiektomie hatten alle Tiere ein durchschnittliches Kérpergewicht von 349g +
19g, das wahrend des Versuchs in allen Gruppen zunahm. Die E2-Gruppe zeigte nach 2-
3- als auch 9-wochiger Substanzapplikation ein deutlich niedrigeres Korpergewicht

sowohl gegenuber der SF-Kontrollgruppe als auch gegeniiber den anderen Gruppen.

SF e———=DHT e——E2 GEN EQ

330 ! T T ]
Pra-Orx 2 Wochen 3 Wochen 9 Wochen

Abb. 14 Mittleres Korpergewicht (g) der S.D.-Ratten vor der Orchiektomie
(Orx) und nach 2-, 3- und 9-wochiger Applikation von DHT, E2, GEN und EQ
sowie dem SF-Futter; der Pfeil markiert den Zeitpunkt der Orx.
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4.2 Effekte auf die Kortikalis

Effekte auf die Kortikalis der Diaphyse

Die Kortikalisdicke im Bereich der Diaphyse nahm in allen Testgruppen im Laufe der 9-
wochigen Versuchsreihe ab. Die geringste Abnahme der Kortikalisdicke zeigte sich in
den Gruppen GEN und EQ.

Nach 9-wdchiger Applikation der Testsubstanzen war die Kortikalisdicke in allen
Testgruppen groBer als in der SF-Kontrollgruppe, wobet die der DHT-, E2- und EQ-
Gruppe signifikant groBer waren. Nach 9 Wochen war die Kortikalis der DHT-Gruppe um
8,2%, der E2-Gruppe um 4,0% und der EQ-Gruppe um 4,0% dicker als die der SF-
Referenzgruppe. Die GEN-Gruppe hingegen hatte nur eine um 2,2% dickere Kortikalis.

1a s Sk

600 -

400 ~

Kortikalisdicke (um)

200 -

2 Woche 3 Woche 9 Woche

Abb. 15 Kortikalisdicke der Diaphyse (a) nach 2-, 3- und 9-wdchiger Substanzapplikation der DHT-,
E2-, GEN-, EQ- sowie der SF-Gruppe; *p<0,05 (ANOVA und multipler Vergleich gegen die SF-
Referenzgruppe einer jeden Obduktionsgruppe nach Holm-Sidak); 102<n<362. Die rechte Bildreihe
zeigt Tibialdngsschnitte in 1,25x VergroBerung der SF-Kontrollgruppe (b), der DHT-Gruppe (c) und der
E2-Gruppe (d).

Effekte auf die Kortikalis der Metaphyse

Die Kortikalisdicke der Metaphyse war in allen Testgruppen zu jedem Versuchszeitpunkt
stets diinner als die der Diaphyse (siehe Abb. 16).

Wahrend die Dicke der metaphysaren Kortikalis Giber den Versuchszeitraum in der SF-
Kontrollgruppe, der DHT- und der E2-Gruppe abnahm, konnte in der GEN- und EQ-

Gruppe eine Zunahme der Kortikalisdicke verzeichnet werden.
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Nach 9-wochiger Applikation der Testsubstanzen zeigten GEN und EQ signifikant
groBere Kortikalisdicken im Vergleich zur SF-Kontrollgruppe, wobei die Zunahme bei
GEN (+10,1%) groBer war als bei EQ (+7,0%). Die Kortikalisdicken der DHT- und E2-
Gruppe lagen nach 9 Wochen nicht signifikant unterhalb der der SF-Kontrollgruppe
(DHT: -1,7%, E2 -0,8%).

1a = SF
N DHT
. E2
600 | 1 GEN
= EQ

400 +

Kortikalisdicke (um)

200 +

2 Woche 3 Woche 9 Woche

Abb. 16 Kortikalisdicke der Metaphyse (a) nach 2-, 3- und 9-wochiger Substanzapplikation der DHT-,
E2-, GEN-, EQ- sowie der SF-Gruppe; *p<0,05 (ANOVA und multipler Vergleich gegen die SF-
Referenzgruppe einer jeden Obduktionsgruppe nach Holm-Sidak); 252<n<842. Die Bildreihe rechts
zeigt Tibialdngsschnitte in 1,25x VergroBerung der SF-Kontrollgruppe (b), der DHT-Gruppe (c) und der
E2-Gruppe (d).

4.3 Effekte auf die Spongiosa

Effekte auf die prozentuale Trabekelfliche und die Trabekelanzahl

Die prozentuale Trabekelfldche (%TbA) (siehe Abb. 17) nahm in allen Gruppen, mit
Ausnahme der GEN-Gruppe, wéahrend der 9-wdchigen Substanzapplikation zu. Die
starkste Zunahme der Trabekelfldche war in der DHT-Gruppe zu verzeichnen.

Nach 9-wdchiger Applikation der Testsubstanzen zeigten sich die prozentualen
Trabekelflachen der DHT-Gruppe und der E2-Gruppe hoher als die der SF-
Referenzgruppe (DHT +12,9%, E2 + 4,4%), wahrend die Gruppen der Phytodstrogene
deutlich unterhalb der SF-Referenzgruppe lagen (GEN -31,9%, EQ — 11,0%).
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Die Trabekelzahl (TbN) verhielt sich Uber die Versuchsdauer in den einzelnen Gruppen
unterschiedlich. Die SF-Gruppe zeigte den deutlichsten Verlust. Die Trabekelanzahl der
Sexualhormone blieb nahezu konstant iber den 9-woéchigen Versuchsablauf, wahrend
die der Phytodstrogene deutlich abnahm.

Nach 9-wdchiger Applikation lag die Trabekelanzahl der Phytodstrogen-Gruppen
deutlich unterhalb der SF-Referenzgruppe (GEN: - 24,8%, EQ:-17,5%), wahrend die DHT-
Gruppe und die E2-Gruppe nur leicht verminderte Trabekelzahlen zeigte (DHT: -0,8%, E2:
-4,0%).
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Abb. 17 Darstellung der prozentualen Trabekelflache und der Trabekelanzahl pro
Flache fir die DHT-, E2-, GEN-, EQ- sowie SF-Gruppe nach 2-, 3- und 9-wdchiger
Substanzapplikation; Farbige Balken: prozentuale Trabekelfldche bezogen auf die
Gesamtbildfldche einer 10x VergroBerung (1,42mm?); schwarze Balken:
Trabekelanzahl pro Gesamtbildflache einer 10x VergréBerung (1,42mm?2).

Die Veranderungen der Trabekelfldchen bezogen auf 100g Korpergewicht (KG) (siehe
Abb. 18) verhalten sich ahnlich der prozentualen Trabekelflachen, berlcksichtigen
jedoch das signifikant niedrigere Gewicht der E2-Gruppe. In allen Gruppen, mit
Ausnahme der GEN-Gruppe, nahm die Trabekelfldiche bezogen auf das Kdrpergewicht
zu. Die starkste Zunahme erfuhr die DHT-Gruppe, gefolgt von der E2-Gruppe. Nach 9-
wochiger Substanzapplikation war die prozentuale Trabekelfliche pro 100g KG in der
E2-Gruppe (+22,7%) und der DHT-Gruppe (+11%) deutlich gréBer als in der SF-
Kontrollgruppe, wédhrend die Phytodstrogene deutlich unterhalb der SF-Kontrollgruppe
lagen (GEN: -30,9%; EQ: -11,3%).
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Abb. 18 Die prozentuale Trabekelflache pro 100g Kérpergewicht (KG) fiir die
SF-, DHT-, E2-, GEN- und EQ-Gruppe nach 2-, 3- und 9-wochiger
Substanzapplikation.

Effekte auf die Trabekelstruktureigenschaften

Die mediane TrabekelgroBe gibt Aufschluss dariber, wie groB die einzelnen
Spongiosabélkchen sind. Die mediane Flache eines Trabekels nahm wahrend des
Versuchs Uber 9 Wochen sowohl in den Gruppen der Sexualhormone als auch in den
Phytodstrogen-Gruppen ab. Der starkste Verlust war in der DHT-Gruppe zu verzeichnen
(siehe Abb. 19).

Nach 9-woéchiger Substanzapplikation war die mediane TrabekelgréBe der DHT-Gruppe
kleiner, die der anderen Gruppen groBer im Vergleich zur SF-Referenzgruppe, wobei die
Gruppen E2 und GEN signifikant erhdht waren (DHT: -14,7%, E2: +88,8%, GEN: +66,7%,
EQ: +5,7%).

Der Feretdurchmesser, der die Flache eines Trabekels als Kreisflache darstellt und dessen
Durchmesser angibt, verhielt sich wie die mediane TrabekelgroBe und nahm ebenfalls
wahrend des 9-wochigen Versuchsablaufs in allen Gruppen ab. Die DHT-Gruppe
verzeichnete hierbei die starkste Abnahme.

Nach 9-wochiger Substanzapplikation war der Feretdurchmesser in den Gruppen E2,
GEN und EQ erhoht, wahrend die DHT-Gruppe erniedrigte Feretdurchmesser, bezogen
auf die SF-Kontrollgruppe, zeigte. Signifikante Unterschiede stellten sich nur in den
Gruppen E2 und GEN dar (DHT: -7,6%, E2: +37,3%, GEN: +29,1%, EQ +2,8%).

Die Kompaktheit, ein Parameter der Trabekelverzweigung, nahm in der SF-Gruppe
wahrend der 9 Wochen ab. Ebenso verhielt es sich mit den Sexualhormongruppen DHT
und E2. Die Kompaktheit der Gruppen GEN und EQ nahmen jedoch deutlich zu. Die SF-
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Gruppe zeigte die starkste Abnahme, wdhrend die geringste in der DHT-Gruppe zu
verzeichnen war.

Nach 9-wdchiger Substanzapplikation zeigten die DHT-, GEN- und EQ-Gruppen eine
hohere Kompaktheit bezliglich der SF-Referenzgruppe, wahrend die Kompaktheit der
E2-Gruppe erniedrigt war (DHT: +5,9%, E2: -15,9%, GEN: +27,5%, EQ: +36,7%).
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Abb. 19 Median der TrabekelgroBe (a), des Feretdurchmessers (b) und der Compactness (c) der Trabekel
der SF-, DHT-, E2-, GEN- und EQ-Gruppe nach 2-, 3- und 9-wochiger (2W, 3W u. 9W) Substanzapplikation,
sowie die 25%- und 75%-Perzentilen; *p<0,05 (ANOVA und multipler Vergleich gegen die SF-
Referenzgruppe einer jeden Obduktionsgruppe nach Dunn); 401<n<1426. Die rechte Bildreihe zeigt
Ausschnitte aus der Spongiosa der Metaphyse in 10x VergroBerung von Tieren der SF-Gruppe (d), der
DHT-Gruppe (e), der E2-Gruppe (f), der GEN-Gruppe (g) und der EQ-Gruppe (h).
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Zusammenfassung der Wirkung der Testsubstanzen auf die Spongiosa

Tab. 2 Uberblick iiber die Verdnderungen der prozentualen Trabekelfliche pro 100g KG (%TbA/100g
KG), Trabekelanzahl (TbN), mediane Trabekelfldiche bzw. -groBe (mediane TbA), Feretdurchmesser
(Feret) und die Kompaktheit (Kompakt) fir die SF-, DHT-, E2-, GEN- und EQ-Gruppe:

@) im zeitlichen Verlauf von 2 zu 9 Wochen und (b) nach 9 wochiger Substanzapplikation bezogen auf
die SF-Kontrollgruppen (& =Abnahme, ©+ = Zunahme, & = nahezu unverandert)

SF@ | DHT® | DHT® | E2® | E2® | GEN® | GEN® | EQ® | EQ®
%TbA/ T T i i L (-30,9%) L (-11,3%)
1009KG (+11,0%) (+22,7%) 3 Iy 3
ToN (-0,8%) (-4,0%) (-24,8%) (-17,5%)
& o |lo| @ 8 8 8 o
Mediane i) (-14,7%) 4 i) T (+57%)
TbA 4 4 T | (+es8% | ¥ (+66,7%) 4
Feret i) (-7,6%) iy i3 T (+2,8%)
4 4 sz | ¢ (+29,1%)
i) 5 i) i) i) i)
Kompakt . (159%) . .
o o || g g (+27,5%) (+36,7%)

Lesehilfe: [SF®, %TbA]: Die prozentuale Trabekelfliche der SF-Kontrollgruppe nahm wahrend
des 9-wochigen Versuchszeitraum zu; [DHT® %TbA]: Die prozentuale Trabekelflache der
DHT-Gruppe nahm wahrend des 9-wdchigen Versuchszeitraums zu; [DHT(b), %TbA]: Nach 9-
wdchiger Substanzapplikation hatte DHT eine 12,9% hohere prozentuale Trabekelfldche als
die SF-Kontrollgruppe.
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5. Diskussion

5.1 Futteraufnahme und Korpergewicht

Zur Untersuchung der Wirkung der Sexualhormone, DHT und E2, sowie der
Phytodstrogene, GEN und EQ, auf den osteoporotischen Knochen, wurden die
Substanzen der Tiernahrung zugefigt.

Durch das Wiegen der aufgenommenen Futtermenge bzw. des Korpergewichts konnte
die mittlere Testsubstanzaufnahme (mg/100g KG) berechnet werden, die in allen
Gruppen in einem anerkannten Wirkbereich lag (Mathey et al. 2004, Vandenput et al.
2002).

Das Korpergewicht der Tiere nahm wahrend der Versuchsdauer fortwahrend zu. Diese
Gewichtszunahme ist zum einen durch die GréBenzunahme der Tiere und zum anderen
durch die Orchiektomie zu erklaren. Entsprechend ihrer altersiiblichen Gewichtszunahme
nehmen mannliche Sprague-Dawley-Ratten von der 12. Woche (Beginn der Studie) bis
zur 28. Woche (3. Obduktion) im Durchschnitt 135g an Korpergewicht zu (Abb. 18).
AuBerdem flhrt die Resektion der Testis selbst zu einer Zunahme des Kdrpergewichts
(Schot und Schuurs 1990).
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Abb. 20 Gewichtszunahme (g) der S.D.-Ratten mit
zunehmenden Alter (Wochen) laut eines Herstellers Taconic,
Inc., USA (Quelle: www.taconic.com, 2010)

Die Gewichtszunahmen in den Behandlungsgruppen DHT, GEN und EQ sowie in der SF-
Kontrollgruppe waren in threm Verlauf nahezu identisch, wahrend sich die
Gewichtsveranderungen in der E2-Gruppe auf einem niedrigeren Niveau gegeniber der
SF-Kontrollgruppe bewegten.

Als Erklarung fur das reduzierte Gewicht dieser Gruppe lasst sich die appetitmindernde

Wirkung des Ostrogens heranziehen (Wade 1972), welche in unserer Studie durch die
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verminderte Futteraufnahme der E2-Gruppe beziiglich der SF-Gruppe bestétigt werden
kann.

Im Gegensatz zur dstrogen-bedingten Reduktion der Futteraufnahme war in der DHT-
Gruppe eine erhohte Nahrungsaufnahme zu verzeichnen, die nach 9-wdchiger
Applikation zu deutlich schwereren Tieren in der DHT-Gruppe flihrte. Dies bestatigt,
dass DHT zu einer erhdhten Futteraufnahme und dadurch zu einer Zunahme des
Korpergewichts fuihrt (Gentry und Wade 1976).

Das Korpergewicht der GEN- und EQ-Gruppe war auf einem annahernd hohem Niveau
mit der DHT-Gruppe, denn Isoflavone reduzieren zwar bei weiblichen, nicht jedoch bet
mannlichen Ratten den Appetit und die Futteraufnahme (Kishida et al. 2008).

Da die SF-Kontrollgruppe ebenfalls an Koérpergewicht zunahm, muss die Veranderung
des Korpergewichts hauptsachlich auf die GroBenzunahme der Tiere und den Effekt der
Orchiektomie zurtickgefiihrt werden. Lediglich der Gewichtsunterschied der E2-Gruppe

war deutlich abweichend und daher vermutlich stark dstrogenvermittelt.

5.2 Veranderungen des Knochens nach Orchiektomie in der SF-Gruppe

Die mannliche, orx-Ratte ist ein anerkanntes Modell zur Untersuchung der Osteoporose
(Roudebush et al. 1993, Frost und Jee 1992). Die Orchiektomie flihrt zu einem kunstlich
hervorgerufenen  Androgen-Defizit, welches die Osteoporose induziert. Der
Knochenverlust betrifft den kortikalen, Gberwiegend jedoch den trabekuldren Knochen
(Tuukkanen et al. 1994).

Unsere Ergebnisse zeigen in der SF, orx-Kontrollgruppe Uber den 9-wdchigen
Versuchszeitraum einen Verlust an Knochensubstanz sowohl im diaphyséaren als auch im
metaphysaren Bereich der Kortikalis, wodurch ein orchiektomie-induzierter, kortikaler
Knochenverlust durch unsere Studie bestatigt werden kann.

Im Gegensatz zu anderen Studien (Wakley et al. 1991, Tuukkanen et al. 1994, Vandenput
et al. 2002) konnte in unserer SF-Kontrollgruppe kein absoluter Verlust an trabekuldren
Knochen beobachtet werden. Die prozentuale Trabekelfliche nahm wahrend des
Versuchs, wenn auch nur geringfiigig, zu.

Die erhobenen Parameter zur Beurteilung der mikrostrukturellen Veranderungen der
Spongiosa zeigten jedoch in der SF-Kontrollgruppe eine deutliche Abnahme der
Trabekelanzahl (TbN) und deren Kompaktheit, wahrend die Flache eines einzelnen
Trabekels an GroBe zunahm. Insgesamt belegen der starke Verlust der Trabekelanzahl
und der starke Verlust der Trabekelverzweigungen (Kompaktheit) die Ausbildung des
osteoporotischen Knochens. Die Zunahme der prozentualen Trabekelfldche resultiert aus
der zugenommenen medianen Trabekelfliche der einzelnen Trabekel bzw. des

Feretdurchmessers.
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Die unerwartete Zunahme der prozentualen Trabekelfliche kénnte in der
Gewichtszunahme der Tiere begriindet sein, welche bet den jungen adulten Tieren (3
Monate) noch stark ausgepragt ist.

Da alle Tiere der gleichen Behandlung und Haltung unterzogen wurden, sind
Schlussfolgerungen bezliglich unterschiedlicher Wirkungen der Testsubstanzen dennoch
moglich. Insbesondere die Resultate der 3. Obduktionsgruppe kénnen aufgrund ihres
hohen Stichprobenumfangs als sehr aussagekraftig angesehen werden. Beim Design
einer neuen Studie empfiehlt es sich der SF-orx-Kontrolle eine nicht-orchiektomierte

Kontrolle zuzufiigen, um die Induktion der Osteoporose besser verifizieren zu kénnen.

5.3 Wirkung der Testsubstanzen auf den osteoporotischen Knochen

In unserer Studie sollte geklart werden, ob die Substanzen DHT, E2, GEN und EQ einen
positiven Effekt auf den osteoporotischen Knochen haben. Um diesen Effekt
quantifizieren zu koénnen, wurden die mikrostrukturellen Veranderungen verschiedener
Knochenkompartimente betrachtet. Der gewdhlte Versuchsaufbau ermoglicht eine
Beurteilung der therapeutischen Wirkung der getesteten Substanzen, indem den
Versuchstieren die Testsubstanzen erst nach der Ausbildung der Osteoporose
verabreicht wurden (4 Wochen post Orx). Im Gegensatz zum hier verwendeten
therapeutischen Versuchsaufbau kommt in der aktuellen Forschung haufiger der
praventive Versuchsansatz zum Einsatz, bei dem die Testsubstanzen unmittelbar nach
der Orx appliziert werden. Unsere Ergebnisse konnen also zur Abwagung der
Fragestellung herangezogen werden, ob Sexualhormone und Phytodstrogene eine
mogliche alternative Therapieoption in der Behandlung der mannlichen Osteoporose
darstellen. Darliber hinaus geben die Ergebnisse Aufschluss Uiber die Wirkunterschiede
der Testsubstanzen auf die mikrostrukturellen Eigenschaften des osteoporotischen

Knochens, die letztlich entscheidend fir die Qualitat des Knochens sind.

5.3.1 Wirkung der Sexualhormone auf den Knochen

Es ist hinlanglich bekannt, dass Sexualhormone eine zentrale Rolle in der Regulation des
Knochenstoffwechsels und der Pathologie der Osteoporose spielen (Frenkel et al. 2010,
Orwoll et al. 2006, Falahati-Nini et al. 2000, Leder et al. 2003), wobei den Ostrogenen,
auch beim mannlichen Geschlecht, eine groBere Bedeutung zukommt als den
Androgenen (Khosla et al. 2001). Die in unserer Studie verwendeten Sexualhormone sind
charakteristische Vertreter dieser Gruppen.

Das E2 ist das wirksamste Ostrogen und wirkt (iber die ER-Rezeptoren, wahrend das DHT

seine Wirkung nur Uber AR-Rezeptoren entfaltet, da es im Gegensatz zu Testosteron
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nicht iber das Enzym Aromatase zu Ostrogen metabolisiert werden kann (Wang und
Swerdloff 2002).

Daher ist es durch unsere Ergebnisse moglich, Aussagen lber die Bedeutung der ER-
vermittelten 6strogenen Wirkung bzw. der AR-vermittelten androgenen Wirkung auf
den osteoporotischen Knochen der mannlichen Rattentibia zu treffen. Dies ist in vielen
anderen Studien nicht moglich, da hdufig Testosteron als Vertreter der Androgene
verwendet wird, was gleichzeitig dazu flhrt, dass nur wenige Studien zum Vergleich

heranziehbar sind.

Die Wirkung von DHT auf den mannlichen, osteoporotischen Knochen

In unserer Studie bewirkte die Applikation von DHT nach Ausbildung der Osteoporose
deutliche Veranderung sowohl im kortikalen als auch im spongidsen
Knochenkompartiment, die auf eine positive Wirkung von DHT auf den osteoporotische
Knochen schlieBen lassen.

So konnte sowohl nach 2- als auch nach 9-wdéchiger Substanzapplikation eine, im
Vergleich zur SF-Kontrollgruppe, signifikant breitere Kortikalise im diaphysaren Bereich
des Knochens gemessen werden. Nach 9-wochiger Substanzapplikation war die
Kortikalisdicke um 8,16% breiter als die der SF-Kontrollgruppe. Dieses Ergebnis
unterstiitzt die These, dass Androgene beim mannlichen Geschlecht zu einem
verstarkten periostalen Knochenanbau und somit zu einer Zunahme der Kortikalisdicke
fihren (Seemann 2002). Diese Wirkung scheint jedoch nur im Bereich der Diaphyse
Gultigkeit zu besitzen, denn im Bereich der metaphysaren Kortikalis konnte keine
signifikante Veranderung der Kortikalisdicke durch DHT beobachtet werden.

Ein positiver Effekt konnte jedoch in der Spongiosa beobachtet werden. Nach 2- bzw. 3-
wochiger Applikation von DHT konnte gegeniiber der SF-Kontrollgruppe zwar noch
keine prozentual groBere Trabekelfldche festgestellt werden, jedoch war diese nach 9-
wochiger Applikation unverkennbar groBer als in der SF-Kontrollgruppe (+12,9%). Diese
Beobachtung lasst darauf schlieBen, dass DHT einige Zeit bis zur Entfaltung einer
messbaren Wirkung bendétigt.

Insgesamt gehen unsere Resultate mit den Erkenntnissen konform, dass DHT sowohl
dem Verlust des kortikalen als auch des trabekuldaren Knochens verhindern kann
(Vanderschueren et al. 1992, Vandenput et al. 2002). Im Gegensatz zu den Ergebnissen
dieser Forschungsgruppen, die einen deutlich starkeren Effekt von DHT auf die
Spongiosa postulieren, sind in unserer Studie die Effekte auf den kortikalen Knochen
vergleichbar stark ausgepragt. Diese Abweichung kann mdglicherweise durch das
unterschiedliche Alter der Versuchstiere erklart werden. In unserer Studie arbeiteten wir

mit postpubertdren Ratten, wahrend Vandenput und Vanderschueren 12 bzw. 13 Monate
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alte Tiere verwendeten. Es wird angenommen, dass die Giber AR-Rezeptoren vermittelte
Wirkung der Androgene insbesondere in der Adoleszenz eine groBere Bedeutung
zukommt (Khosla und Riggs 2003), was durch unsere Ergebnisse an jingeren Tieren
unterstiitzt werden kann.

Insgesamt kann die erwartete positive Wirkung des DHTs auf den osteoporotischen

Knochen der mannlichen Ratte durch unsere Ergebnisse bestatigt werden.

Bei der Betrachtung der Mikrostruktur der Spongiosa lassen sich ebenfalls Wirkungen
des DHT auf den osteoporotischen Knochen festhalten. Wahrend des 9-wdéchigen
Versuchsablaufs blieb die Anzahl der Trabekel nahezu auf konstantem Niveau, wahrend
die der SF-Kontrollgruppe drastisch abnahm. Dies bestatigt die These, dass Androgene
bet Mannern fir die Aufrechterhaltung der Trabekelanzahl verantwortlich sind (Khosla et
al. 2006).

Die mediane TrabekelgroBe bzw. der Feretdurchmesser nahm in der DHT-Gruppe stark
ab. Woraus zu schlussfolgern ist, dass die vorhandenen Trabekel in ihrer Flache kleiner
werden.

Die Kompaktheit der Trabekel blieb wahrend des 9-wdchigen Versuchs nahezu
unverandert, war aber nach 9-wdchiger Substanzapplikation 5,9% groBer im Vergleich
zur SF-Kontrollgruppe. Das bedeutet, dass die Trabekel in der DHT-Gruppe sich starker
verzweigten als in der SF-Kontrollgruppe.

Aufgrund der interaktiven Bildanalyse scheint es logisch, dass es bei einer Zunahme der
Trabekelverzweigung zu einer Abnahme der Trabekelanzahl kommen kann und
umgekehrt. Vereinfacht dargestellt, entstehen aus drei gleichgroBen Trabekeln von
denen sich zwei miteinander verzweigen, zwei Trabekel, wobei einer die doppelte GroBe
des anderen aufweist. Die Verzweigung der Trabekel kann jedoch durchaus zunehmen,
ohne dass die Trabekelanzahl abnimmt, wenn neue Trabekel entstehen. Wenn zu oben
dargestelltem Beispiel ein kleiner, neuer Trabekel hinzukommt, bleibt die Trabekelanzahl
konstant. So wird erkldrbar, dass die gesamte prozentuale Trabekelfldche in der DHT-
Gruppe zunimmt.

In der Zusammenschau der mikrostrukturellen Verdanderungen in der DHT-Gruppe kann
geschlussfolgert werden, dass die Zunahme der gesamten prozentualen Trabekelflache
durch die Entstehung neuer Trabekel bedingt ist. Diese neuentstandenen Trabekel sind
in ihrer Flache wahrscheinlich zunachst kleiner, da die mediane TrabekelgréBe und der
Feretdurchmesser Gber den Versuchszeitraum abnehmen. Insgesamt kommt es zu einer
zunehmenden Verzweigung der Trabekel untereinander, was vermutlich zu einer

erhdhten Stabilitat des Knochens beitragt.
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An dieser Stelle sei noch einmal hervorgehoben, dass der Knochen einem stdndigen

Knochenumbau unterliegt und die _
Tab. 3 Zusammenfassung der Wirkungen von DHT auf

hier erhobenen Ergebnisse den osteoporotischen Knochen, die aus unseren

Lo . . Versuchsergebnissen abgeleitet werden kénnen.
lediglich einen Auszug der im

Knochengewebe ablaufenden | Wirkung von DHT auf den osteoporostischen Knochen:
dynamischen Prozesse darstellen. - verhindert den kortikalen Knochenverlust

- verhindert den spongidsen Knochenverlust

Die  Resultate  bezlglich ~ der - verhindert den Verlust der TbN

Veranderungen der Mikrostruktur | - verhindert die Abnahme der Verzweigung
- die mediane Trabekelflache nimmt ab (es entstehen
sind daher als tendenzielle verhaltnism&Big mehr kleine Trabekel)

Wirkung der getesteten Substanz zu interpretieren.

Die Wirkung von E2 auf den méannlichen, osteoporotischen Knochen

E2 stellt den entscheidenden Faktor fiir die Pathogenese der Osteoporose des Mannes
dar (Khosla et al. 2001). Die osteoporoseverhindernde Wirkung von E2 ist hinlanglich
bekannt (Ohlsen und Vandenput 2009, Rossouw et al. 2002). In unserer Studie konnte
ein knochenprotektiver Effekt von E2 sowohl auf den kortikalen als auch auf den
spongidsen Knochen bestatigt werden.

Sowohl nach 2- als auch nach 9-wéchiger Applikation von E2 konnte eine signifikante
Zunahme der Kortikalisdicke im Bereich der Diaphyse gegeniiber der SF-Kontrollgruppe
beobachtet werden. Nach 9-wdchiger Substanzgabe war die Kortikalisdicke um 4,0%
groBer als die der Vergleichsgruppe. Das Ergebnis bestatigt, dass E2 den kortikalen
Knochenverlust bei mannlichen Ratten verhindern kann (Vandenput et al. 2002). E2
konnte jedoch nicht dem Knochenverlust im metaphysaren Bereich der Kortikalis
entgegenwirken.

Eine den Knochenverlust verhindernde Wirkung konnte in der Spongiosa festgestellt
werden. Nach 9-wochiger Substanzapplikation war die prozentuale Trabekelflache um
4,4% groBer als die der SF-Kontrollgruppe. Insbesondere bei der Beriicksichtigung des
Korpergewichts wird der den anderen Substanzgruppen Uberlegene Effekt des E2 auf die
Spongiosa erkennbar (E2 +22,7%). Das bestatigt die Kenntnis, dass E2 knochenprotektiv
auf den spongidsen Knochen der mannlichen Ratte wirkt (Vandenput et al. 2002).

Bei der Betrachtung der mikrostrukturellen Trabekeleigenschaften lie3 sich in der E2-
Gruppe nach 9-wochiger Substanzapplikation eine dezente Abnahme der
Trabekelanzahl gegeniiber der SF-Kontrollgruppe verzeichnen. Uber den
Versuchszeitraum war die Trabekelanzahl in den einzelnen Obduktionsgruppen jedoch
nahezu konstant. Die 3. Obduktionsgruppe hatte 1,8% mehr Trabekel als die 1.
Obduktionsgruppe. Im Vergleich zur SF-Kontrollgruppe, die einen drastischen Verlust

der Trabekel erfuhr, spricht das fiir eine positive Wirkung des Ostrogens auf die
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Trabekelanzahl. Dies bestatigt die Schliisse anderer Forschungsgruppen, dass Ostrogen
dem Verlust der Trabekelanzahl entgegenwirkt (Stirmer et al. 2009).
Die mediane TrabekelgréBe war sowohl nach 2- als auch nach 9-wodchiger
Substanzapplikation signifikant groBer als die der SF-Kontrollgruppe. Analog dazu
verhielt sich der Feretdurchmesser. Daraus lasst sich schlussfolgern, dass die Flachen der
einzelnen Trabekel in der E2-Gruppe groBer sind, als die der SF-Kontrollgruppe.
Im Gegenzug nahm die Kompaktheit ab und war nach 9-wdchiger Substanzapplikation
signifikant niedriger gegeniber

Tab. 4 Zusammenfassung der Wirkungen von E2 auf den

der  SF-Kontrollgruppe.  Das osteoporotischen ~ Knochen,  die  aus  unseren

bedeutet, dass es zu einer Studienergebnissen abgeleitet werden kénnen.

. . i i :
Reduktion der Verzweigungen Wirkung von E2 auf den osteoporotischen Knochen
wihrend des Versuchszeitraums - verhindert den kortikalen Knochenverlust

- verhindert den spongitsen Knochenverlust
kam. - verhindert den Verlust der TbN
. - es entstehen verhéltnismaBig (zur SF-Gruppe)
Zusammenfassend kann  ein gréBere Trabekel
positiver Effekt von E2 sowohl - kann der Al?nahme der Verzweigung nicht
entgegenwirken
auf den kortikalen als auch auf

den spongidsen Knochen bestatigt werden (Vandenput et al. 2002). Die Zunahme der
prozentualen Trabekelfldche in der E2-Gruppe scheint durch die Aufrechterhaltung der
Trabekelanzahl, insbesondere jedoch durch die starke Zunahme der Flache der einzelnen

Trabekel, bedingt zu sein.

Vergleich der Wirkung von E2 und DHT auf die Kortikalis und Spongiosa

Die Sexualhormone haben einen positiven Effekt sowohl auf den kortikalen als auch auf
den trabekularen Knochen.

Beide, DHT und E2, wirken dem Knochenverlust in der diaphysaren Kortikalis entgegen
und haben keinen Effekt auf die Kortikalis im metaphysdren Bereich.

In Mausexperimenten konnte gezeigt werden, dass bei mannlichen Tieren ERa und AR-
Rezeptoren flir das kortikale Knochenwachstum verantwortlich sind (Venken et al. 2006,
Vidal et al. 2000). Unsere Ergebnisse lassen vermuten, dass auch bei mannlichen Ratten
der kortikale Knochenstoffwechsel sowohl (iber ER-Rezeptoren als auch Uber AR-
Rezeptoren positiv beeinflusst wird. Die starkere Wirkung des DHT auf die
Kortikalisfladche bestatigt die Annahme, dass DHT die periostale Apposition foérdert
(Seemann 2002). Es ist anzunehmen, dass DHT durch diesen Mechanismus den Knochen
stabilisiert und dadurch wesentlich zu dem geringeren Frakturrisiko bei Mannern
beitragen konnte.

Die Effekte der Sexualhormone auf die Spongiosa unterscheiden sich in den

mikrostrukturellen ~ Verdnderungen. Beide  Sexualhormone  beeinflussen  die
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Trabekelanzahl dahingehend, dass sie auf stabilem Niveau gehalten wird. Interessanter
Weise haben DHT und E2 jedoch unterschiedliche Wirkungen auf die mediane Flache
der einzelnen Trabekel/Feretdurchmesser. Wahrend E2 zu einer signifikanten Zunahme
der medianen TrabekelgroBe fihrt, kann DHT diese Wirkung nicht zeigen, im Gegenteil
es kommt zu einer Abnahme der medianen TrabekelgréBe unter DHT d.h. die Trabekel
werden diinner und schmaler.

Begriindet werden koénnen diese Wirkunterschiede durch die unterschiedliche
Wirkentfaltung von DHT und E2 an den Ostrogenen bzw. androgenen Rezeptoren, die
beide in der Spongiosa exprimiert werden. In Experimenten mit mannlichen Knock-out-
Mausen konnte gezeigt werden, dass die Trabekelanzahl sowohl von ERa als auch von
AR aufrechterhalten wird, wahrend die Trabekeldicke nur von ERa erhalten wird
(Movérare et al. 2003). Unsere Ergebnisse gehen konform mit dieser These und lassen
auch fiir mannliche Ratten auf eine Gultigkeit dieser schlieBen.

Des Weiteren ist interessant, dass DHT dem Verlust der Verzweigungen entgegenwirkt,
wenn auch nicht signifikant, E2 hingegen diesen Verlust signifikant nicht verhindern
kann. Es ist zu vermuten, dass die Trabekelverzweigungen ebenfalls rezeptorspezifisch
reguliert werden.

Es sei an dieser Stelle erwahnt, dass im Gegensatz zu anderen Studien (Vandenput et al.
2002) in unserer Studie ein starkerer Effekt von DHT im Vergleich zu E2 sowohl auf die
Kortikalis als auch auf die Spongiosa verzeichnet werden konnte. Dies kann durch die
unterschiedliche Gewichtszunahme der Tiere erklart werden. Die Ostrogen-Tiere hatten
ein niedrigeres Korpergewicht und daraus resultierend auch eine geringere
Knochenmasse. Aus diesem Grund erfolgte in unserer Studie eine Korrelation der
Trabekelflache zum Korpergewicht, so dass die Wirkstarken der Testsubstanzen besser
beurteilt werden konnten. Hier stellte sich ein starkerer - nicht durch
Gewichtsunterschiede kaschierter Effekt des Ostrogens auf den Knochen dar.

Bei Betrachtung des Wirkeintritts der beiden Sexualhormone lasst sich erkennen, dass E2
deutlich rascher seine Wirkung auf den spongitsen Knochen entfaltet als DHT, das
scheinbar erst verzogert in den Knochenstoffwechsel eingreift.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass sowohl DHT als auch E2 einen
positiven Effekt auf die osteoporotischen Knochen gezeigt haben. Ob diese Wirkung
ausreichend ist, um die Osteoporose vollstdndig zuriickzubilden kann durch unsere
Studie nicht belegt werden. Hierzu ware ein Vergleich zu praorchiektomierten Tieren

notwendig.
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5.3.2 Wirkung der Phyto6strogene auf den Knochen

Phytodstrogene sind 0Ostrogen-ahnliche Substanzen mit Wirkung im Sinne von
selektiven Ostrogenrezeptormodulatoren. In unserer Studie wurde die Wirksamkeit der
Phytodstrogene Genistein und Equol auf den osteoporotischen Knochen der mannlichen
Ratte im Vergleich zu den gonadalen Steroiden untersucht. Es wurden auch hier die

gleichen Parameter zur Beurteilung der Knochenstrukturen herangezogen.

Wirkung von GEN auf den osteoporotischen Knochen

Das Phytoostrogen Genistein zeigte sowohl eine positive Wirkung auf die Kortikalis im
diaphysaren als auch auf den metaphysaren Bereich. Obgleich der Effekt auf die
Diaphyse im Gegenzug zur Metaphyse nicht signifikant war.

Interessanterweise nahm in der Genistein-Gruppe die Kortikalisdicke in der Diaphyse
Uber den 9-wochigen Versuchszeitraum, wie in allen anderen Gruppen auch,
kontinuierlich ab. Die Abnahme der Phytodstrogen-Gruppen war jedoch am geringsten.
In der Metaphyse hingegen nahm die Kortikalisdicke progredient und am starksten zu
(GEN +10,7% vs. SF nach 9-wochiger Applikation). Aus diesen Ergebnissen ist zu
schlussfolgern, dass Genistein wohl eine schwache Wirkung in der Diaphyse, aber
durchaus eine starke Wirkung auf die Kortikalis der Metaphyse der méannlichen Ratte zu
haben scheint.

Die prozentuale Trabekelfliche nahm wahrend des 9-wdchigen Versuchszeitraums
deutlich starker ab als in allen anderen Gruppen und war nach 9 Wochen auch
gegeniber der SF-Kontrollgruppe stark erniedrigt. Genistein oblag es in unserer Studie
nicht dem Verlust des trabekuldren Knochens entgegenzuwirken. Kontrar zu anderen
Arbeiten (Fanti et al. 1998) konnten wir nicht bestatigen, dass Genistein eine
Uberwiegend knochenprotektive Wirkung auf die Spongiosa im Vergleich zur Kortikalis

zeigt. Diese Forschungsgruppe

Tab. 5 Zusammenfassung der Wirkungen von GEN auf den
osteoporotischen Knochen, die aus unseren
Ratten. Nichts desto trotz Versuchsergebnissen abgeleitet werden kénnen

arbeitete jedoch mit weiblichen

Wirkung von GEN auf den osteoporotischen Knochen:

zeigten auch praventive
Untersuchungen an mannlichen - verhindert den kortikalen Knochenverlust

. ) . o - kann dem spongidsen Knochenverlust nicht
Mé&usen eine starkere pOSltlve entgegenwirken

- kann dem Verlust der TbN nicht entgegenwirken
- es entstehen verhaltnismaBig (zur SF-Gruppe)

(Ishimi et al. 2002), die so in groBere Trabekel ,
- fihrt zu einer starkeren Trabekelverzweigung

Wirkung auf die Spongiosa

unserer  Studie nicht zu

beobachten war. Es lasst sich
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vermuten, dass Genistein zwar eine praventive Wirkung auf den spongidsen Knochen
der mannlichen Tiere zeigt, jedoch keine positive Wirkung am bereits osteoporotischen
Knochen hat.

Bei der Betrachtung der mikrostrukturellen Parameter fallt ins Auge, dass die
Trabekelanzahl wahrend des 9-wdchigen Versuchszeitraums stark abnahm. Sie war auch
nach 9-wochiger Substanzapplikation gegenliber der SF-Kontrollgruppe deutlich
reduziert. Die mediane TrabekelgroBe und der Feretdurchmesser nahmen wahrend des
Versuchszeitraums zwar ab, jedoch waren sie nach 2- und 9-wochiger
Substanzapplikation signifikant groBer als die, der SF-Kontrollgruppe — dhnlich der E2-
Gruppe. Die Kompaktheit war ebenfalls nach 9-wdchiger Substanzapplikation signifikant
groBer als die, der SF-Kontrollgruppe. Daraus kann geschlussfolgert werden, dass
Genistein eine Wirkung auf die trabekuldre Mikrostruktur hat. Die Trabekel verzweigen
sich stark, wodurch es zu einem Zusammenschluss von Trabekeln kommt, was sich in
einer Reduktion der Trabekelanzahl ausdriickt. Beispielhaft ausgedriickt: verzweigen sich
5 gleichgroBe Trabekel miteinander, entsteht ein in der Flache wesentlich groBerer
Trabekel. Da die gesamte prozentuale Trabekelfldiche jedoch abnimmt, ist davon
auszugehen, dass die Reduktion der Trabekelanzahl nicht ausschlieBlich von der
Verzweigung herrihrt, sondern es dariiber hinaus zu einem Verlust von Trabekeln
kommt oder die Trabekel wesentlich diinner und schmaler werden. Darauf deutet die
Abnahme der medianen TrabekelgréBe Uber den Versuchszeitraum hin. Die Zunahme
der Verzweigung muss nicht zwingend mit einer Abnahme der Trabekelzahl
einhergehen, wenn sich zwar vermehrt Ausldufer bilden, diese aber nicht zu
Trabekelverknlpfungen fihren.

Da insbesondere die Spongiosa zur Stabilitdit des Knochens beitragt, ist nicht
auszuschlieBen, dass Genistein, da es die Verzweigung positiv beeinflusst, zu einer

erhdhten mechanischen Knochenstabilitdt beitragen konnte (Sehmisch et al. 2010).

Wirkung von EQ auf den osteoporotischen Knochen

Das Phytoostrogen Equol zeigte sowohl auf die Kortikalis der Diaphyse als auch in der
Metaphyse nach 9-wochigem Versuchsablauf eine signifikante Wirkung gegentiber der
SF-Kontrollgruppe. In der Equol-Gruppe kam es — wie in der GEN-Gruppe auch - Uber
den Versuchszeitraum zu einer nur geringen Abnahme der diaphysadren und zu einer
Zunahme der metaphysaren Kortikalisdicke.

In der Spongiosa war nach 9-wdchiger Substanzapplikation ein starker Verlust der
prozentualen Trabekelfldche gegentiber der SF-Kontrollgruppe zu verzeichnen, der
jedoch nicht das niedrige Niveau der GEN-Gruppe erreichte. Unsere Ergebnisse sind

damit kontrar zu einer Studie mit alteren, mannlichen Ratten, die eine positive Wirkung
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von Daidzein, der Vorstufe des Equols auf die Spongiosa zeigen konnte (Filipovic et al.
2009). Obwohl anzumerken ist, dass bei EQ im Gegensatz zu Genistein von der 1. zur 3.
Obduktionsgruppe eine Zunahme der prozentualen Trabekelfldiche zu verzeichnen war
und sich die Frage stellt, ob EQ bei langerer Substanzapplikation eine bessere Wirkung
auf die Spongiosa gehabt hatte.

In den mikrostrukturellen Veranderungen zeigte sich ein starker Verlust der TbN. Die

mediane Flache eines Trabekels/Feretdurchmesser nahmen wahrend des Versuchs ab,

waren nach 9-wochiger

Substanzapplikation jedoch Tab. 6 Zu§ammenfassung der Wtrkqngen von EQ auf den
osteoporotischen Knochen, die aus unseren

héher als in der SF- Versuchsergebnissen abgeleitet werden kénnen

Kontrollgruppe, wenn auch nicht Wirkung von EQ auf den osteoporotischen Knochen:

signifikant — was konform mit
9 - verhindert den kortikalen Knochenverlust

der Erkenntnis anderer - verhindert nicht den spongitsen Knochenverlust
. - verhindert nicht den Verlust der TbN
Forschungsgruppen ist, dass EQ - die mediane Trabekelfliche nimmt ab

. - fihrt zu einer stérkeren Trabekelverzweigung
zu einer  Zunahme  der

Trabekeldicke fihrt (Filipovic et
al. 2009). Die Kompaktheit der EQ-Gruppe hingegen nahm wahrend des
Versuchszeitraums zu und war auch nach 9-wdchiger Substanzapplikation signifikant
hoher als die, der SF-Kontrollgruppe.

Zusammenfassend kann konstatiert werden, dass EQ eine mit Genistein vergleichbare
Wirkweise auf die Mikrostruktur des spongidsen Knochens hat. In der EQ-Gruppe
nehmen die Verzweigungen stark zu, wodurch es durch die Verkniipfung von Trabekeln
zu einer Reduktion der Trabekelanzahl kommt. In unserer Studie kann Equol dem
osteoporotischen Knochenverlust in der Spongiosa zwar nicht entgegenwirken, hat aber

dennoch Wirkung auf den trabekuldren Knochen.

Vergleich der Wirkung von GEN und EQ auf die Kortikalis und Spongiosa

Beide Phytodstrogene haben eine positive Wirkung auf die Kortikalis, wobei die Wirkung
von Equol, der von Genistein in der Diaphyse Uberwiegt.

Bezliglich threr Wirkung auf die Spongiosa verhalten sich beide Phytoostrogene dhnlich,
jedoch zeigt GEN eine starkere Reduktion der prozentualen Trabekelfldiche und der
Trabekelanzahl. Die Applikation von EQ hingegen fihrt zu einer héheren Kompaktheit
der Trabekel und spricht daher fir eine starkere Wirkung von EQ auf die
Trabekelverzweigung. Insgesamt hat also EQ eine bessere Wirkung auf den
osteoporotischen Knochen als Genistein, was konform ist mit der These, dass EQ das

Phytodstrogen mit der groBeren dstrogenen Aktivitdt ist (Fonseca und Ward 2004).
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Nichtsdestotrotz bleibt die Wirkung von Genistein und Equol auf die Spongiosa deutlich
hinter der SF-Kontrollgruppe zurtick.

Vergleich der Wirkung von Phytodstrogenen auf die maéannliche, orx—Ratte und die
weibliche ovx—Ratte

Die Wirkung der Phytodstrogene auf mannliche, orx-Ratten, die in unserer Studie
untersucht wurde, unterscheidet sich von der, auf weibliche, ovx—Ratten. Fir weibliche
Tiere wird eine praventive und therapeutische Wirkung der Phytodstrogene sowohl auf
den kortikalen als auch den trabekuldren Knochen postuliert (Sehmisch et al. 2010; Bitto
et al. 2008). Die Ergebnisse dieser Tierversuche fihrten soweit, dass die Wirkung der
Phytodstrogene auch an postmenopausalen Frauen eruiert wurde und in der Tat positive
Effekte auf den Knochen gezeigt werden konnten (Marini et al. 2007). Die
Untersuchungen an mannlichen Tieren sind sparlich und in den wenigen vorliegenden
Studien wurde der praventive Versuchsaufbau gewahlt (Ishimi et al. 2002, Filipovic et al.
2009). In unserer therapeutisch angelegten Studie konnte zwar ein positiver Effekt der
Phytoodstrogene auf die Kortikalis beschrieben werden, einen die Osteoporose
aufhebender Effekt in der Spongiosa muss jedoch verneint werden, auch wenn die
Phytodstrogene mikrostrukturelle Wirkungen auf den trabekuldren Knochen zeigten.
Diese Wirkunterschiede bei mannlichen und weiblichen Tieren kdnnten durch die an
unterschiedlichen Rezeptoren vermittelte Wirkung der Testsubstanzen erklarbar sein.
Wahrend DHT Uber AR-Rezeptoren und E2 Uber ERa und ERB wirken, wirkt Genistein
Uberwiegend Uber ERB, Equol hingegen Uber ERa und ERB.

In Mausexperimenten konnte gezeigt werden, dass bet mannlichen Tieren zwar der AR-
Rezeptor und der ERo—Rezeptor eine Rolle im Knochenstoffwechsel spielen, nicht jedoch
der ERB. Der ERB hat bei weiblichen Tieren hingegen eine regulatorische Funktion im
Knochenstoffwechsel (Ohlson und Vandenput 2009). Diese geschlechtsspezifischen
Unterschiede haben sowohl in der Kortikalis als auch in der Spongiosa des Knochens
Glltigkeit. Aus dieser Erkenntnis kdnnte, sofern auf mannliche Ratten Ubertragbar, die
mangelnde Wirkung der Phytoostrogene auf den maénnlichen, osteoporotischen

Knochen erklarbar sein.
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6. Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Einfluss der Sexualhormone,
Dihydrotestosteron (DHT) und Ostrogen (E2), sowie der Phytohormone, Genistein (GEN)
und Equol (EQ), auf den osteoporotischen Knochen der mannlichen Ratte zu
untersuchen.

Der Versuch wurde an 150 adulten, mannlichen Sprague-Dawley-Ratten durchgefihrt.
Zunachst wurden die Tiere zur Induktion einer Osteoporose orchiektomiert (orx) und
Uber ein Zeitintervall von 4 Wochen mit sojafreiem Futter versorgt. AnschlieBend wurden
die Tiere in 5 Gruppen zu je 30 Tieren eingeteilt, von denen 4 Gruppen als Verum DHT,
E2, GEN oder EQ mit dem Futter erhielten. Eine Gruppe wurde weiterhin sojafrei ernahrt
und diente der Kontrolle (SF). Nach 2, 3 bzw. 9 Wochen wurden jeweils 10 Tiere einer
Gruppe obduziert, dabei wurden die rechten Tibiae entnommen und im Anschluss in
Kunststoffblocke eingebettet. Die histologische und histomorphometrische Analyse
wurde an Goldner-gefarbten Semidinnschnitten vorgenommen, an denen die meta-
und diaphysare Kortikalisdicke, die Spongiosaflache, die Trabekelanzahl sowie, als
Parameter fur die TrabekelgroBe, die mediane TrabekelgroBe und der Feretdurchmesser
als auch, als Parameter fiir die Trabekelverzweigung, die Kompaktheit der Trabekel

gemessen wurden.

Als wesentliches Ergebnis konnten eine osteoporotische Knochenveranderung im Sinne
elner Abnahme der Kortikalisdicken und in der Spongiosa eine Abnahme der
Trabekelanzahl und der Trabekelverzweigung in der SF-Gruppe festgestellt werden.
Nach 9-wdchiger Hormonbehandlung war die diaphysére Kortikalis in der DHT-Gruppe
um 42pm (+8,2%; n=352) und in der E2-Gruppe um 20,5um (+4,0%; n=272) signifikant
dicker (p<0,05) als in der SF-Referenzgruppe (514,2um; n=362). Die Dicke der
metaphysdren Kortikalis unterscheidet sich in beiden Gruppen nicht von der SF-Gruppe.
Auf die Spongiosa haben DHT und E2 einen positiven Effekt. Nach 9 Wochen war die
gewichtsadaptierte Trabekelfliche (%TbA/100g KG) um 11% (DHT) bzw. 22,7% (E2)
groBer als in der Kontrollgruppe. Im Vergleich zu DHT scheint die Wirkung von E2 auf
die Spongiosa starker ausgepragt zu sein und friihzeitiger einzutreten.

Die Trabekelanzah! blieb bei beiden Gruppen konstant. Die mediane TrabekelgrolBe war
nach 9 Wochen in der E2-Gruppe um 88% (+219,6um?; n=1101) gréBer gegeniiber der
SF-Gruppe (247,3 pm?2=100%; n=1426), wahrend sie in der DHT-Gruppe um 14,7% (-
36,4um?; n=1173) kleiner war.

Die Phytoostrogene, GEN und EQ, haben einen positiven Effekt auf die Kortikalis. Nach
9-wochiger Substanzapplikation war die digphysdre Kortikalis in der GEN-Gruppe um
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11,6pum (+2,2%; n=252) nicht signifikant, in der EQ-Gruppe um 20,6um (+4,0%; n=282)
signifikant dicker als in der SF-Kontrolle. Die Kortikalis in der Metaphyse war sowohl in
der GEN-Gruppe, um 44,6um (+10,1%; n=701), als auch in der EQ-Gruppe, um 30,8um
(+7,0%; n=762), signifikant dicker als in der SF-Gruppe.

In der Spongiosa hingegen konnten GEN und EQ der orx-induzierten Osteoporose nicht
entgegenwirken. Die gewichtsadaptierte Spongiosaflache (%TbA/ 100g KG) war nach 9-
wochiger Applikation in der GEN-Gruppe um -30,7%, in der EQ-Gruppe um -11,3 %
gegeniber der SF-Kontrolle reduziert.

Die geringere Spongiosafliche gegenlber der Referenzgruppe ist in beiden
Phytodstrogengruppen vor allem durch die starke Reduktion der 7rabekelanzahlbedingt
(GEN: -24,8%, EQ-17,5% vs. SF). Beide Phytodstrogene haben jedoch einen positiven
Einfluss auf die Trabekelverzweigung. Nach 9-wdchiger Substanzapplikation war die
Kompaktheit der GEN-Gruppe mit 18,0 (+27,5%; n=915) und der EQ-Gruppe mit 24,0
(+36,7%; n=1033) signifikant groBer als in der SF-Gruppe. Insgesamt betrachtet ist EQ
das Phytoostrogen mit der besseren Wirkung auf den osteoporotischen Knochen der
mannlichen S.D.-Ratte.

Zusammenfassend kann daher aus den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit
geschlossen werden, dass bei der mannlichen Osteoporose die Sexualhormone, DHT
und E2, eine bessere Wirkung auf den spongidsen Knochen als die Phytoostrogene, GEN
und EQ, haben, wahrend die Kortikalis umgekehrt effizienter durch GEN und EQ als
durch DHT und E2 vor den Folgen einer Osteoporose schiitzt.

Bei der Betrachtung der Studienergebnisse im Kontext der aktuellen Literatur kann
vermutet werden, dass Phytodstrogene im mannlichen und weiblichen

Knochenstoffwechsel unterschiedlich wirken.
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7. Anhang

7.1 Ergebnistabellen

Tab. A-1 Ubersicht zur Herstellung von Hartschnittpréparaten: Angegeben sind die einzelnen Prozesse,
die zur Herstellung durchlaufen werden missen, die dazu benétigten Chemikalien und die jeweilige
Dauer und Temperatur der Anwendung.

Prozessstufen Materialien Daue.r, o
Tin°C
e 4%ige neutral gepufferte Formalinldsung
Fixation (mit 0,1 M Phosphatpuffer) /d
Ethanol 70% 24h, 20°C
Ethanol 70% 24h, 20°C
Ethanol 90% 24h, 20°C
. Ethanol 96% 24h, 20°C
Dehydratation | -\ 01 96% 24h, 20°C
Ethanol 100% 24h, 20°C
Ethanol 100% 24h, 20°C
Ethanol 100% 24h, 20°C
Xylol 24h, 20°C
Lipolyse Xylol 24h, 20°C
Xylol 24h, 20°C
Xylol/Technovit 9100 NEU 50%/50%
Technovit 9100 NEU Basis 24h. 4°C
Technovit 9100 NEU Basis + Harter 1 24h, 4°C
Technovit 9100 NEU Basis + Harter 1 24h, 4°C
Priinfiltration Technovit 9100 NEU Basis + Harter 1 +PMMA- 24h, 4°C
Pulver 24h. 4°C
Technovit 9100 NEU Basis + Harter 1 +PMMA- e
24h, 4°C
Pulver 24h 4°C
Technovit 9100 NEU Basis + Harter 1 +PMMA- !
Pulver
Stammloésung A + B im Verhaltnis 9:1
Blockherstellung - 109min. Exsikkator 2-3d, -8°C

Tab. A-2 Ubersicht zur Anfertigung der Goldner-Farbung: angegeben sind die einzelnen
Bearbeitungsschritte sowie die Dauer der Anwendungen.

Dauer | Arbeitsschritte

10 min | Weigerts Eisenhdamatoxylin (Kernfarbung)

10 min | Spulung unter flieBendem Wasser

45 min | Saurefuchsin-Ponceau

1 min | Abspulen mit 1%iger Essigsaure

Abspulen mit Aqua dest.

7 min | Phosphorwolframsaure — Orange (vollstandige Gewebeentfarbung)

1 min | Abspllen mit 1%iger Essigsaure

10 min | Lichtgriin (Gegenfarbung)

5 min | Auswaschen mit 1%iger Essigsaure

je 5min | Aufsteigende Alkoholreihe 96% - 100% (Entwasserung)

5min | Xylol, Einschlussharz
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Tab. A-3 Ubersicht (iber die Zusammensetzung der verwendeten Lésungen zur Goldner-Farbung.

Weigerts Hamatoxylin

Losung A + B werden im Verhaltnis 1:1 verwendet

Losung A: 1g Hamatoxylin in 100ml 96%igem Ethanol l8sen

Lésung B: 1.16g Eisen(lll)-chlorid in 99ml Aqua dest. l6sen dann 1ml 25%ige Salzsaure
zusetzen

Séaurefuchsin-Ponceau
2g Ponceau de Xylidine + 1g Saurefuchsin + 0,4ml 1%ige Essigsaure + 200ml Aqua dest.

Phosphorwolframséure-Orange:
2g Wolframatophosphorsaure und 1g Orange G in 200ml Aqua dest. l6sen

Lichtgriin:
0,4g Lichtgriin in 200ml Aqua dest., das mit 0,4ml Essigsaure versetzt wurde, l6sen.

Tab. A-4 Korpergewicht der Rattentiere, angegeben als Mittelwert in Gramm (g) und Anzahl (n) vor
der Orchiektomie (Pra-Orx), sowie nach 2-, 3- und 9-wdchiger Applikation von DHT, E2, GEN, EQ bzw.
der SF-Kontrollgruppe.

Korpergewicht (g)

Gruppe | Mittelwert (g) | Anzahl (n)
Pra-Orx
SF 346,12 30
DHT 349,27 30
E2 350,17 30
GEN 350,67 30
EQ 349,42 30
2-wochige Substanzapplikation
SF 397,83 10
DHT 393,24 10
E2 364,83 10
GEN 406,27 10
EQ 400,55 10
3-wochige Substanzapplikation
SF 41491 10
DHT 410,99 10
E2 364,3 9
GEN 441,24 10
EQ 419,6 10
9-wochige Substanzapplikation
SF 434,8 10
DHT 442,86 10
E2 369,66 9
GEN 429,34 10
EQ 436,12 10
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Tab. A-5 Mittelwerte (um) der Kortikalisdicke im diaphysdren Bereich fiir die verschiedenen
Testgruppen nach 2-, 3- und 9 wdchiger Applikation, sowie Stichprobenumfang (n) der Messwerte,
Standardabweichung (STDAB), Standardfehler (STF) und Signifikanz bezlglich der Referenzgruppe,
p<0,05, Varianzanalyse mittels ANOVA und Holm-Sidak.

Kortikalisdicke im diaphysédren Bereich
Gruppe | Mittelwert (yum) | n | STDAB | STF | Signifikanz
2-wochige Substanzapplikation
SF 554,2 362 1098 7,06 -
DHT 590,7 132 70,0 6,10 JA
E2 6124 142 107,9 9,06 JA
GEN 544,2 122 104,6 9,47 NEIN
EQ 563,8 164 49,9 3,90 NEIN
3-wochige Substanzapplikation
SF 6429 102 129,9 12,87 -
DHT 565,5 182 1093 8,10 JA
E2 540,3 260 | 1080 6,7 JA
GEN 5283 282 78,5 4,67 JA
EQ 573,9 172 116,3 8,87 JA
9-wdchige Substanzapplikation
SF 514,2 (100%) 362 70,8 3,72 -
DHT 556,2 (+8,16%) 352 97,9 5,22 JA
E2 534,7 (+3,98%) 272 81,7 4,95 JA
GEN 525,8 (+2,25%) 252 103,4 6,51 NEIN
EQ 534,8 (+4,00%) 282 129,1 7,69 JA

Tab. A-6 Mittelwerte (um) der Kortikalisdicke im metaphysdren Bereich fir die verschiedenen
Testgruppen nach 2-, 3- und 9 wodchiger Applikation, sowie Stichprobenumfang (n),
Standardabweichung (STDAB), Standardfehler (STF) und Signifikanz bezlglich der Referenzgruppe,
p<0,05, Varianzanalyse mittels ANOVA und Holm-Sidak.

Kortikalisdicke im metaphyséaren Bereich
Gruppe | Mittelwert (um) | n | STDAB | STF | Signifikanz
2-wochige Substanzapplikation
SF 466,8 362 100,5 5.28 -
DHT 4744 252 108,5 6,83 NEIN
E2 531,8 282 145,3 8,65 JA
GEN 424,5 282 1151 6,86 JA
EQ 4347 306 84,5 4,83 JA
3-wochige Substanzapplikation
SF 525,5 262 134,2 8,29 -
DHT 4373 312 106,9 6,05 JA
E2 450,6 450 87,8 4,14 JA
GEN 455,6 581 109,0 4,52 JA
EQ 480,1 365 166,2 8,70 JA
9-wochige Substanzapplikation
SF 441,7 (100%) 772 103,1 371 -
DHT 434,1 (-1,72%) 842 117,3 4,04 NEIN
E2 438,3 (-0,77%) 780 1151 4,12 NEIN
GEN 486,3 (+10,1%) 701 133,8 5,05 JA
EQ 472,5 (+6,97%) 762 127,3 4,61 JA
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Tab. A-7 prozentuale Trabekelfliche (%Tbflache) bezogen auf die Bildfliche einer 10fachen
VergroBerung (1,42mm?2), die Trabekelfldche pro 100g Kérpergewicht (%Tbflache/100g KG) sowie die

Trabekelanzahl (TbN) pro Bildflache (1,42mm?) fir die SF-,DHT-,E2-, GEN- und EQ-Gruppe nach 2-,3-
und 9-wdchiger Substanzapplikation.

Prozentuale Trabekelflache und Trabekelanzahl
Gruppe % Tbflache % Tbflache TbN
pro 100g KG
2-wochige Substanzapplikation
SF 17,05 4,28 60,61
DHT 1531 3,89 36,45
E2 16,97 4,6 32,77
GEN 16,61 4,09 38,44
EQ 14,30 3,56 44,82
3-wochige Substanzapplikation
SF 16,83 4,05 37,2
DHT 16,71 4,06 31,94
E2 19,74 542 36,43
GEN 20,00 4,53 47,36
EQ 21,64 5,15 45,72
9-wochige Substanzapplikation
SF 20,11 (100%) 4,62(100%) 34,78 (100%
DHT 2272 (+129 %) | 513(+11,0%) 34,5 (-0,8%)
E2 20,99 (+4,4 %) 5,67 (+22,7%) | 33,36 (-4,0%)
GEN 13,69 (-31,9 %) 3,19 (-30,9%) | 26,14 (-24,8%)
EQ 17,89 (-11,0%) 4,1 (-11,3%) 28,69 (-17,5%)

Tab. A-8 mediane TrabekelgroBe: Stichprobenumfang (n), 25%- u. 75%-Perzentilen (25%Pz, 75%Pz)
sowie die Signifikanz, p<0,05 getestet gegen die SF-Referenzgruppe der entsprechenden
Obduktionsgruppe, Auswertung mittels ANOVA und Methode nach Dunn.

mediane TrabekelgroBe
Gruppe | Median | n | 25% Pz | 75% Pz | Signifikanz
2-wochige Substanzapplikation
SF 204,5 1091 80,3 1601,7 -
DHT 554,7 401 136,4 4279,7 JA
E2 643,7 426 109,6 6084,9 JA
GEN 570,9 615 1234 4755,6 JA
EQ 392,7 493 1009 28834 JA
3-wochige Substanzapplikation
SF 4214 558 1049 3226,0 -
DHT 630,0 575 130,2 4419,9 NEIN
E2 503,3 1020 103,7 4802,5 NEIN
GEN 303,2 1326 93,8 2807,9 NEIN
EQ 196,4 823 79,5 24216 JA
9-wochige Substanzapplikation
SF 2473 1426 86,8 2524,1 -
DHT 210,9 (-14,7%) | 1173 84,1 2116,2 NEIN
E2 466,9 (+88,8%) | 1101 119,3 3391,4 JA
GEN 412,3 (+66,7%) | 915 92,7 43079 JA
EQ 2615 (+57%) | 1033 83,7 4596,3 NEIN
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Tab. A-9 Feretdurchmesser: Median, Stichprobenumfang (n), 25% und 75% Perzentilen (25%Pz,
75%Pz) sowie Signifikanz fir die SF-, DHT-, E2-, GEN- und EQ-Gruppe nach 2-,3-und 9-wdchiger
Substanzapplikation, p<0,05 getestet gegen die jeweilige SF-Referenzgruppe, Auswertung mittels
Methode nach Dunn, ANOVA.

Feretdurchmesser
Gruppe | Median | n | 25% Pz | 75% Pz | Signifikanz
2-wochige Substanzapplikation
SF 16,14 1091 10,11 45,16 -
DHT 26,58 401 13,18 73,82 JA
E2 28,63 426 11,81 88,02 JA
GEN 26,96 615 12,53 77,81 JA
EQ 22,36 493 11,34 60,59 JA
3-wochige Substanzapplikation
SF 23,16 558 11,56 64,09 -
DHT 28,32 575 12,87 75,02 NEIN
E2 25,31 1020 11,49 78,20 NEIN
GEN 19,65 1326 10,93 59,79 NEIN
EQ 15,81 823 10,06 55,53 JA
9-wdchige Substanzapplikation
SF 17,75 (100%) 1426 10,51 56,69 -
DHT 16,39 (-7,6%) 1173 10,35 51,91 NEIN
E2 24,38 (+37,3%) | 1101 12,33 65,71 JA
GEN 22,91 (+29,1%) 915 10,86 74,06 JA
EQ 18,25 (+2,8%) 1033 10,32 76,5 NEIN

Tab. A-10 Kompaktheit: Median, Stichprobenumfang (n), 25%- und 75%- Perzentilen (25%Pz, 75%Pz)
sowie die Signifikanz fir die SF-, DHT-, E2-, GEN- und EQ-Gruppe nach 2-3-und 9-wdchiger
Substanzapplikation, p<0,05 getestet gegen die jeweilige SF-Referenzgruppe, Auswertung mittels
Methode nach Dunn, ANOVA.

Kompaktheit
Gruppe | Median | n [ 25%Pz | 75% Pz | Signifikanz
2-wochige Substanzapplikation
SF 112,37 1091 57,51 219,77 -
DHT 71,58 401 38,01 138,01 JA
E2 76,45 426 40,68 167,12 JA
GEN 69,56 615 38,62 135,67 JA
EQ 60,42 493 33,93 130,37 JA
3-wochige Substanzapplikation
SF 71,06 558 42,54 153,38 -
DHT 72,83 575 40,02 147,20 NEIN
E2 74,20 1020 39,62 159,68 NEIN
GEN 76,86 1326 40,39 157,87 NEIN
EQ 99,49 823 51,31 201,66 JA
9-wochige Substanzapplikation
SF 65,66 (100%) 1426 37,46 139,20 -
DHT 69,54 (+5,9%) 1173 39,47 134,53 NEIN
E2 55,20 (-15,9%) | 1101 33,12 112,35 JA
GEN 83,74 (+27,5%) 915 43,27 172,41 JA
EQ 89,74 (+36,7%) | 1033 46,57 176,43 JA
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