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1.  Einleitung und Zielsetzung 
 
Im Gegensatz zu der abrupten Abnahme der Östrogene während der weiblichen 

Menopause verläuft der männliche Alterungsprozeß langsam und mit hoher 

individueller Variabilität. Der Begriff Partielles Androgendefizit des alternden Mannes 

(PADAM) beschreibt den Alterungsprozeß präziser und zutreffender als Begriffe wie  

männliches Klimakterium oder Andropause (Schill, 2001). Ab dem 60. Lebensjahr 

wird der altersassoziierte Rückgang des Testosteronspiegels in Männern statistisch 

relevant, da die endogene Androgenproduktion nachläßt (Vermeulen, 1988). Der 

Hypogonadismus im Mann kann neben sexuellen Dysfunktionen und 

psychovegetativen Beschwerden, Abnahme der Muskelmasse sowie Anämie 

insbesondere zur Osteoporose führen. Albright und Reifenstein berichteten früh über 

eine Osteoporose-Entwicklung in Eunuchen (Albright und Reifenstein, 1948). Die 

Osteoporose kann mit diffusen Knochenschmerzen und erhöhter Frakturgefährdung 

einhergehen (Schill, 2001). Statistisch tritt jede dritte Hüftfraktur bei Männern auf, und 

mehr als 11% der männlichen Bevölkerung im Alter von über 50 Jahren erleiden 

diese Fraktur (Kastelan, 2007). Angesicht der zunehmenden Lebenserwartung der 

Bevölkerung, besonders in den Industrieländern, nehmen die Folgen des Partiellen 

Androgendefizits des alternden Mannes an Bedeutung zu. Eine 

Testosteronsubstitution hypogondaler Männer birgt gewisse Gefahren in sich. Die 

Entwicklung einer Polyzythämie (Hajjar et al., 1997) und insbesondere die 

Entstehung eines Prostatakarzinoms (Djavan und Marberger, 2002) können im 

Rahmen der Testosteronbehandlung auftreten, die regelmäßige Kontrollen des 

Blutbilds und des urologischen Status erforderlich machen. Allerdings ist die aktuelle 

Datenlage bezüglich der Vor- und Nachteile einer Langzeitbehandlung mit 

Testosteron sehr dürftig (Schill, 2001). Deshalb konzentriert sich die medizinische 

Forschung gegenwärtig auf alternative Therapiemöglichkeiten der Osteoporose bei 

Männern mit manifestem Androgenmangel. Dabei ist man auf die beiden 

Arzneipflanzen Belamcanda chinensis (BC) und Cimicifuga racemosa (CR), die in 

dieser experimentellen Arbeit verwendet werden, aufmerksam geworden. Für BC und 

die aus ihrem Wurzelstock isolierten Isoflavone Tectoridin und Tectorigenin konnten 

in tierexperimentellen Untersuchungen an weiblichen ovarektomierten Ratten eine 

osteoprotektive Wirksamkeit und eine Aktivität als Selective Estrogen Receptor 

Modulator (SERM) nachgewiesen werden (Seidlova-Wuttke et al., 2000; Becker, 

2002). Auch für CR, die seit langem in der Prophylaxe und Therapie 
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postmenopausaler Beschwerden der Frau Verwendung findet, konnte in zahlreichen 

klinischen und tierexperimentellen Studien belegt werden, daß sie den Prozeß der 

Osteoporose aufhält (Viereck et al., 2005; Seidlova-Wuttke et al., 2003; Wuttke et al., 

2002 b). Außerdem wurde für beide Arzneipflanzen eine inhibitorische Wirkung auf 

das Prostatakarzinom sowohl in vitro als auch in vivo beschrieben (Jarry et al., 2007; 

Thelen et al., 2005).  

In dieser experimentellen Arbeit wurden männliche orchiektomierte (orx) Ratten 

verwendet, die ein etabliertes und vereinfachtes Modell für die endokrinologischen 

Verhältnisse im hypogonadalen Mann darstellen (Stürmer et al., 2006; Franklin M et 

al., 2006). In dieser Studie beschäftigten wir uns mit der Analyse von Insulin-like 

Growth Factor 1 (IGF-1) in Knochen (Femur) und Leber der orchiektomierten Ratten, 

die mit Estradiol 17-beta, Testosteron und Extrakten aus BC und CR vorbehandelt 

worden waren. IGF-1 nimmt bekanntermaßen eine bedeutende Rolle im 

Knochenmetabolismus und im Pathomechanismus der Osteoporose ein und ist ein 

Marker des Knochenaufbaus (Kies und Höflich, 1995; Rosen und Donahue, 1998). 

Dabei ist die Leber als Hauptbildungsort der IGFs, von der diese in die Blutbahn 

gelangen und ihre endokrine Wirkungen entfalten, ein interessantes 

Untersuchungsobjekt. Außerdem wird das zirkulierende IGF-1 mit der Entstehung 

von Malignomen und mit einer Abnahme der Lebenserwartung in Verbindung 

gebracht (Campagnoli et al., 1994; McCarty, 2004). 
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2. Literaturübersicht 

2. 1.  Insulin-like Growth Factor 1 (IGF-1)  

Man konnte für eine lange Zeit die Diskrepanz zwischen der Wirkung des 

hypophysären Wachstumshormons (growth hormone: GH)  in vivo und in vitro nicht 

erklären. In vivo stimulierte das GH die Chondro- und Myogenese und damit das 

somatische Wachstum. Wurde das GH Knorpel- bzw. Muskelinkubaten zugefügt, 

konnte eine derartige Wirkung nicht gezeigt werden (Wuttke, 2000 b). Salmon und 

Daughaday veröffentlichten 1956 ihre Hypothese, daß es einen Vermittler 

(Somatomedin) zwischen dem Wachstumshormon und seiner 

wachstumsstimulierenden Wirkung geben müsse (Salmon und Daughaday, 1957). 

Anschließend wurden die beiden Somatomedine zunächst unter verschiedenen 

Synonymen identifiziert, sequenziert und kloniert. Es handelt sich um 

Wachstumsfaktoren und Peptide, die in ihrer Aminosäuresequenz (45-prozentige 

Homologie zum Proinsulin) und  Wirkung dem Insulin ähneln und zusammen mit 

Proinsulin und Relaxin eine Familie von homologen Peptidhormonen bilden. Man 

nennt die Somatomedine daher auch Insulin-ähnliche Wachstumsfaktoren (Insulin-

like Growth Factors, IGF-1 und IGF-2). IGF-1 ist ein monomeres Polypeptid mit 70 

Aminosäuren, dessen Sekundärstruktur durch drei Disulfidbrücken 

zusammmengehalten wird. Die Molmasse beträgt 7649 Dalton. Das Gen für das 

menschliche IGF-1 liegt auf dem Chromosom 12. Es gibt einige Varianten des IGF-1, 

die durch das posttranskriptionale alternative Splicing entstehen (Kiess und Höflich, 

1995). 

Hauptbildungsort der IGFs ist die Leber, von wo sie in die Blutbahn abgegeben 

werden (endokrine Wirkung). Allerdings werden die IGFs in vielen anderen Geweben  

exprimiert, wo sie als lokale Wachstumsfaktoren parakrin bzw. autokrin wirken  

(Birkhäuser, 2000). 

Das IGF-System besteht aus den drei Rezeptoren: IGF-1-Rezeptor, IGF-2-Rezeptor 

und Insulinrezeptor und den drei Liganden: IGF-1, IGF-2 und Insulin. Es gibt sechs 

IGF-Bindungsproteine (IGFBPs), die den Blutspiegel der IGFs regulieren und deren 

Wirkung modulieren (Baserga et al., 1997). Abbildung 1 zeigt die Verknüpfungen 

dieses Systems. 
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Abb. 1 : Das IGF-System [Vereinfachte Darstellung nach Rubin und Baserga, 1995, 

              S. 319] 

 

2. 1. 1.  IGF-1-Rezeptor 

Wie andere Wachstumsfaktoren sind die IGFs extrazelluläre Signalmoleküle, die an 

spezifische Zellmembranrezeptoren binden. Der IGF-1-Rezeptor oder Typ-1-IGF-

Rezeptor ist im IGF-System der bedeutsamste Rezeptor für das proliferative 

Zellwachstum. Er kann durch alle drei Liganden aktiviert werden und ist ferner eine 

notwendige Struktur für die Signaltransduktion weiterer Wachstumsfaktoren, z.B. von 

Epidermal Growth Factor (EGF) und Platelet derived Growth Factor (PDGF) 

(Baserga et al., 1997). Der IGF-1-Rezeptor (Abbildung 2), der zu der Familie der 

Tyrosin-Kinase-Rezeptoren gehört, ist ein heterotetrameres Glykoprotein, bestehend 

aus zwei extrazellulären α- und zwei transmembranösen β-Untereinheiten. Er hat bei 

einer 70-prozentigen Homologie in der Aminosäuresequenz eine große Ähnlichkeit 

zum Insulinrezeptor. Die zytoplasmatischen Domänen des IGF-1-Rezeptors, die β-

Untereinheiten, besitzen eine Tyrosinkinase-Aktivität (Petrides, 1998 a). 

Entscheidend für die Signaltransduktion nach Ligandenbindung an die α-Untereinheit 

sind die Tyrosin-Autophosphorylierung des Rezeptors und die Tyrosin-

Phosphorylierung zytoplasmatischer Substrate durch die intrinsische Tyrosinkinase 
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im intrazellulären Abschnitt der β-Untereinheit (Rubin und Baserga, 1995). 

Zytoplasmatische Substrate sind u.a. Mitogen-Activated-Protein- (MAP-) Kinase und 

Phophatidyl-Inositol-3- (PI 3-) Kinase (Le Roith et al., 1995; Werner und Le Roith, 

1997). In diesem Zusammenhang ist der Ras-Signaltransduktionsweg wichtig. Er 

führt über die Aktivierung des MAP-Kinase-Weges zu verschiedenen biologischen 

Aktivitäten, u.a. zur Regulierung der Genexpression (Stewart und Rotwein, 1996).   

 

 

Abb. 2. : Der IGF-1-Rezeptor [nach Rubin und Baserga, 1995; Stewart und Rotwein, 

   1996; Sepp-Lorenzino, 1998] 

 

2. 1. 2.  IGF-Bindungsproteine (IGFBP) 

Etwa 90 Prozent der zirkulierenden IGFs werden an spezifische Transportproteine 

gebunden. Es handelt sich um hochaffine IGF-Bindungsproteine, wovon 6 Klassen 

(IGFBP 1-6) bis heute bekannt sind. Sie regulieren den Blutspiegel der IGFs und 

modulieren ihre Wirkung (Froesch et al., 1996).  

IGF-Bindungsproteine erfüllen mehrere zum Teil gegensätzliche Funktionen: (1.) 

bilden sie ein Reservoir für die IGFs in der Zirkulation (insbesondere IGFBP-3); (2.) 

transportieren sie die gebundenen IGFs aus der Zirkulation durch die 

Kapillarschranke in das periphere Gewebe (IGFBP-1, -2 und -4); (3.) können sie die 
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IGF-Wirkung entweder potenzieren oder inhibieren (Stewart und Rotwein, 1996). Die 

inhibitorische überwiegt dabei gegenüber der potenzierenden Wirkung, die nur für 

IGFBP-1, IGFBP-3 und IGFBP-5, abhängig von verschiedenen Mechanismen, 

beschrieben ist (Zapf, 1995).  

Die IGFBPs verlängern die Halbwertszeit der IGFs (3-18 Stunden) im Plasma und im 

Gewebe (Dodt und Fehm, 2000). Nur die freien IGFs sind am lokalen Zielort 

biologisch wirksam. Die IGFBPs kommen in gewebsspezifischer Verteilung vor 

(Kiess und Höflich, 1995).  

 

2. 1. 3.  Regulation der IGF-1-Synthese 

GH stimuliert in vielen Geweben und insbesondere in der Leber die Expression des 

IGF-1-Gens und die Synthese und Sekretion des IGF-1-Peptids. Andere Hormone 

wie Östrogene und Wachstumsfaktoren fördern ebenfalls die Expression von IGF-1 

(Kiess und Höflich, 1995). IGF-1 hat ein negatives Feedback auf die 

Wachstumshormonsekretion auf hypophysärer und mit der Freisetzung von 

Somatostatin auch auf hypothalamischer Ebene (Melmed, 1990).  

Der Serumspiegel von IGF-1 ist altersabhängig und beträgt beim Erwachsenen 170 

bis 350 ng/ml. Die Konzentration von IGF-1 im Serum steigt von relativ niedrigen 

Werten um 50 ng/ml ab dem 4. Lebensjahr bis zu einem Maximum in der Pubertät 

an. Im Alter fallen die IGF-1-Konzentrationen wieder ab (Kiess und Höflich, 1995). 

Katabole Zustände wie Hungern, Tumorkachexie oder die Folge von Trauma oder 

Operation vermindern die IGF-1-Serumkonzentration dramatisch. Zu den 

Erkrankungen, die mit niedrigen IGF-1-Spiegeln einhergehen, sind insbesondere der 

Hypopituitarismus, schwere Lebererkrankungen, Nierenerkrankungen und der 

insulinabhängige Diabetes mellitus (IDDM) zu nennen (Kiess und Höflich, 1995).  Bei 

der Akromegalie lassen sich dagegen hohe Serumkonzentrationen von IGF-1 

messen.  

  

2. 1. 4.  Biologische Wirkungen 

Bei den biologischen Wirkungen von IGF-1 kann man orientierend die 

Wachstumsstimulation von metabolischen Wirkungen unterscheiden. Zum einen 

fördert IGF-1, als Vermittler des hypophysären GH, das Wachstum des Organismus. 

Zum anderen erfüllen die IGFs anabol-metabolische Aufgaben (Froesch et al., 1990). 
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Allerdings entfalten die IGFs aufgrund ihres ubiquitären Vorkommens 

gewebsspezifisch verschiedene andere Wirkungen. Zum Beispiel ist IGF-1 

intraovariell in die Östrogen- und Progesteronsynthese involviert (Birkhäuser, 2000 

c). 

 

2. 1. 4. 1.  Wachstumsstimulierende Wirkungen 

IGF-1 wirkt - von Typ-1-IGF-Rezeptor ausgehend – hauptsächlich mitogen und ist für 

das proliferative Zellwachstum sehr wichtig (Baserga et al., 1997). Dies zeigten unter 

anderem Baserga und Mitarbeiter in Versuchen mit sogenannten R--Zellen, 

Mausembryo-Fibroblasten, deren IGF-1-Rezeptorgen gezielt zerstört wurde. Diese 

Zellen zeigten im Gegensatz zu Kontrollzellen (Wildtypzellen) mit IGF-1-Rezeptor 

kein Wachstum im serumfreien Medium mit zugesetzten Wachstumsfaktoren (IGF-1, 

IGF-2, PDGF, EGF). Zwar konnte ein Wachstum dieser R--Zellen in Medium mit 10% 

Serum nachgewiesen werden, jedoch in geringerem Ausmaß als bei den 

Wildtypzellen. Dies zeigt, daß der IGF-1-Rezeptor zwar nicht für das Zellwachstum 

allgemein, aber für die optimale Wachstumsrate notwendig ist. Diese Studien 

belegten zudem eine wichtige Rolle des Typ-1-IGF-Rezeptors im Zellzyklus: bei R--

Zellen waren alle Phasen des Zellzyklus verlängert (Sell et al., 1993).  

Auch andere in-vitro-Studien, bei denen die IGF-1-Rezeptorfunktion durch Antisense-

Techniken oder IGF-1-Analoga gehemmt wurde, führten zu geringerem 

Zellwachstum und unterstreichen so die Wichtigkeit dieses Rezeptors (Baserga et al., 

1997). Zudem konnte gezeigt werden, daß auch PDGF und EGF, selbst bei 

Überexpression ihrer Rezeptoren, für die Signaltransduktion auf einen 

funktionsfähigen Typ-1-IGF-Rezeptor angewiesen sind (Rubin und Baserga, 1995). 

IGF-1 stimuliert die Aufnahme  von Aminosäuren und Glukose durch die Zellen 

(Lodish et al., 1996).  

Bei hypophysektomierten Versuchstieren führt die Gabe von IGF-1 auch ohne die 

Anwesenheit von GH zu einer Zunahme der Muskelmasse und einem deutlichen 

Längenwachstum. Die wachstumsstimulierende Wirkung von IGFs beruht auf dem 

direkten Effekt auf Osteoblasten, Chondroblasten und Fibroblasten mit der 

Stimulation der Synthese von DNS, RNS, Kollagen- und Nichtkollagenproteinen 

(Kiess und Höflich, 1995).  
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2. 1. 4. 1. 1.  Lokale Wirkungen von IGF-1 im Knochengewebe   

Die Leber synthetisiert als „hormonaktive Drüse“ GH-reguliert IGF-1, das in die 

Blutbahn gelangt und in der Peripherie wie auch in der Leber selbst seine 

metabolischen, wachstumsstimulierenden oder gewebsspezifischen Wirkungen 

entfaltet. IGF-1 wird auch in vielen anderen Geweben als lokaler Wachstumsfaktor 

synthetisiert. Im Knochengewebe wird IGF-1 von Osteoblasten gebildet. IGF-1 

stimuliert die Proliferation und Differenzierung von Osteoblasten.  

Scheinbar besteht eine Korrelation zwischen IGF-1-Konzentration und 

Knochenmineraldichte (bone mineral density: BMD). Mausinzuchtstämme mit extrem 

hoher und extrem niedriger Femur-BMD zeigten eine 30-prozentige Differenz von 

IGF-1-Konzentrationen im Serum und Knochen (Beamer et al., 1996). Individuen mit 

einem bestimmten homozygoten Polymorphismus in dem Mikrosatelliten CA-Repeat, 

eine Kilobase stromaufwärts des IGF-1-Gens, finden sich zweifach häufiger in 

Patientengruppen von Männern mit asymptomatischer Osteopenie bzw. 

idiopathischer Osteoporose (Rosen et al., 1998).  

Osteoblasten älterer Individuen zeigen eine zunehmende Resistenz gegenüber IGF-

1 (Davis und Simmen, 1997). Mit zunehmendem Alter nehmen die IGF-1-

Konzentrationen sowohl im Serum als auch im Knochen ab, was teilweise von einer 

verminderten GH-Sekretion abhängt. Ferner überwiegen im Alter scheinbar die 

Spiegeln von den inhibitorischen IGF-Bindungsproteinen (IGFBP) 4 und 6 gegenüber 

den stimulatorischen Bindungsproteinen  3 und 5, was zur verminderten Wirkung von 

IGF-1 beitragen kann (Rosen und Donahue, 1998). Diese Ergebnisse können zum 

Teil die altersabhängige Osteopenie bzw. Osteoporose erklären. 

IGF-1 erhöht die Aktivität der knochenspezifischen alkalischen Phosphatase (AP) 

und vermindert den Abbau von Kollagen und Gesamtprotein im Knochengewebe 

(Lazkowski et al., 1994). Nach IGF-1-Infusionen konnte eine erhöhte m-RNA-

Expression von Prokollagen 1, AP und Osteopontin nachgewiesen werden 

(Wakisaka et al., 1998). Das Resultat ist eine Zunahme an Knochenmatrix. 

 

2. 1. 4. 2.  Metabolische Wirkungen 

IGF-1 kann sowohl über den IGF-1-Rezeptor als auch über den Insulinrezeptor 

anabol-metabolische Wirkungen entfalten. Jedoch sind diese im Vergleich zu den 

metabolischen Wirkungen des Insulins schwächer ausgeprägt (siehe Abbildung 1). 
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Während der IGF-1-Rezeptor in seinem Aufbau dem Insulin-Rezeptor stark ähnelt, 

zeigen beide Rezeptoren in ihren physiologischen Auswirkungen größere 

Unterschiede. Zwar sind beide in der Lage, sowohl ähnliche metabolische als auch 

mitogene Mechanismen zu induzieren, dennoch wirkt der Typ-1-IGF-Rezeptor 

hauptsächlich mitogen, während der Insulin-Rezeptor in erster Linie metabolische 

Aktivitäten zeigt (Rubin und Baserga, 1995). 

Die kontinuerliche Infusion von IGF-1 bewirkt eine Verminderung der Konzentration 

von Glukose und freien Fettsäuren im Plasma (Kiess und Höflich, 1995). IGF-1 

stimuliert die Glukoseaufnahme durch die Zelle und die Glykogensynthese in der 

Leber (Lodish et al., 1996).  

 

2. 1. 5.  Kanzerogene Wirkungen 

Viele Onkogen-Proteine haben Strukturähnlichkeiten mit den an der 

Wachstumsregulation beteiligten Proteinen. Man nimmt deshalb an, daß Onkogene 

durch Mutationen aus diesen normalen für den Fortbestand einer Zelle notwendigen 

Genen, die Protoonkogene genannt werden, entstanden sind (Petrides, 1998 b).  

Die IGFs und ihre Signaltransduktionswege spielen wie andere Wachstumsfaktoren 

auch für die Tumorprogression eine wichtige Rolle (Passarge, 2000). Die IGFs sind 

über den IGF-1-Rezeptor entscheidend für die Ausprägung und Aufrechterhaltung 

eines transformierten Phänotyps und somit für eine mögliche Tumorgenese. An R--

Zellen-Mausembryo-Fibroblasten, deren IGF-1-Rezeptorgen gezielt zerstört wurde, 

konnte gezeigt werden, daß virale Onkogene nicht in der Lage sind, Zellen ohne den 

IGF-1-Rezeptor zu transformieren (Baserga et al., 1997). Umgekehrt konnte auch 

gezeigt werden, daß Zellen mit transformiertem Phänotyp durch Reduktion der IGF-

1-Rezeptordichte oder Funktionseinschränkung des Rezeptors einen nicht-

transformierten Phänotyp ausprägen können. Dies konnte sowohl für das "simian 

virus 40 large tumor antigen“ (SV40T Ag) als auch für ras-Onkogen gezeigt werden 

(Sell et al., 1993).  

Ferner konnte ein antiapoptotischer Effekt des IGF-1-Rezeptors beobachtet werden. 

Während verschiedene, zum Teil menschliche Tumorzellen gut in speziellen 

Diffusionskammern im subkutanen Gewebe von Ratten oder Mäusen wuchsen, 

unterlagen mit Antisense-RNA gegen den Typ-1-IGF-Rezeptor transfizierte, 
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beziehungsweise mit Antisense-Oligodesoxynukleotiden gegen die IGF-1-Rezeptor-

RNA inkubierte Zellen dem programmierten Zelltod (Baserga et al., 1997). 

 

2. 2.  Androgene  

Androgene sind Steroidhormone, deren häufigste und wichtigste Vertreter das 

Testosteron (T) darstellt. Hauptbildungsort der Androgene beim Mann sind die 

Leydigzellen im Interstitium der Hoden. Die männlichen Sexualhormone werden in 

kleinen Mengen auch in der Nebennierenrinde und in den Ovarien produziert. 

Etwa 4 bis 12 mg (im Mittel 7 mg) T werden täglich in den Leydigzellen eines 

erwachsenen Mannes produziert und sezerniert (Petrides, 1998 a). 

 

2. 2. 1.  Biosynthese und Metabolismus 

Der Grundbaustein für die Steroidhormon-Synthese ist das Cholesterin. Im 

Zytoplasma ist Cholesterin, ein Molekül mit 27 Kohlenstoff-(C-) Atomen, in Form von 

Lipidtröpfchen gespeichert. Die limitierenden Schritte der Testosteron-Synthese sind 

der Transport von Cholesterin von der äußeren zur inneren Mitochondrienmembran  

durch das "steroidogenetic acute regulatory protein“ (Kallen et al., 1998) und die    

LH (Luteinisierendes Hormon) -kontrollierte Umwandlung von Cholesterin zu 

Pregnenolon durch die Trennung der Seitenkette mittels Side chain cleaving enzyme 

(Birkhäuser, 2000 b). Pregnenolon (21 C-Atome) stellt das gemeinsame 

Intermediärprodukt bei der Synthese aller Steroidhormone dar. Pregnenolon wird im 

endoplasmatischen Retikulum auf dem 4- bzw. 5-Syntheseweg über verschiedene 

Intermediärprodukte zu T weiterverarbeitet (Schopohl, 2000 a). 

In einigen Zielorganen wird das zirkulierende T intrazellulär durch die 5-Reduktase 

in Dihydrotestosteron (DHT), das eine zweieinhalbfach stärkere biologische Aktivität 

als T besitzt, umgewandelt (Petrides, 1998 a). 

Ferner bilden Androgene die Vorstufe für die Östrogen-Synthese. Hierfür ist die 

Cytochrom-P450-abhängige Aromatase notwendig.  

Die Halbwertszeit von T im Plasma beträgt 56 min. In der Zirkulation sind 98% des T 

an Eiweiße gebunden. Das Sexualhormon-bindende Globulin (SHBG), das in der 

Leber gebildet wird, hat eine sehr hohe Bindungsaffinität und bindet 44% des T. 

Albumin, das eine 100-fach niedrigere Affinität als das SHBG besitzt, bindet 54% des 

T. Nur in freier Form sind Sexualhormone biologisch aktiv (Schopohl, 2000 a). 
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Der Abbau von T erfolgt hauptsächlich in der Leber, aber auch in peripheren 

Geweben. Durch oxidative Prozesse wird T in 17-Ketosteroide wie Androsteron 

umgewandelt und in freier Form oder als glukuronidierte bzw. sulfatierte Derivate im 

Urin ausgeschieden (Petrides, 1998 a). 

 

2. 2. 2.  Wirkungsmechanismus 

Die Androgene entfalten ihre Wirkung über einen intrazellulären Androgenrezeptor 

(AR), der zur Familie der steroidbindenden Hormonrezeptoren gehört. Das Gen des 

AR liegt auf dem X Chromosom. Bindet T bzw. DHT an den AR, so wandert der 

Hormon-Rezeptor-Komplex in den Zellkern und bindet dort an spezielle "androgen 

responsiv elements“ der DNA. So werden androgenabhängige Gene aktiviert, durch 

deren Expression Proteine entstehen, die für die Androgenwirkungen notwendig sind 

(Hiort et al., 1998). Aber es gibt eine wachsende Zahl an Befunden, die zeigen, daß 

Androgene auch auf nichtgenomische Signalwege wirken können.  Hierfür werden 

nicht nur intrazelluläre Steroidhormonrezeptoren, sondern auch spezifische 

unkonventionelle Membranrezeptoren eingesetzt. In einer Studie von Guo et al. 

(2002) führte T zu einem schnellen Anstieg der intrazellulären Konzentration des 

freien Calciums in Makrophagen auf einem nichtgenomischen Signalweg.  

  

2. 2. 3.  Biologische Wirkungen 

2. 2. 3. 1.  Knochengewebe 

Durch die vermehrte Bildung von Androgenen während der männlichen Pubertät 

kommt es initial zu einem Schub des Längenwachstums. Unter der vermehrten 

Androgenwirkung werden am Ende der Pubertät die Epiphysenfugen der langen 

Röhrenknochen verknöchert, so daß das Längenwachstum abgeschlossen wird.  

Für die spätere Knochendichte ist es scheinbar wichtig, daß Androgene rechtzeitig 

während der Pubertät gebildet werden: Eine mangelnde oder fehlende Testosteron-

produktion führt bei erwachsenen Männern mittelfristig zu einer schweren 

Osteoporose (Schopohl, 2000 b; Finkelstein et al., 1996). Albright und Reifenstein 

berichteten 1948 über eine Osteoporose-Entwicklung in Eunuchen. 
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Im Knochengewebe verfügen nicht nur die Osteoblasten über AR. AR konnten auch 

in Osteozyten, hypertrophen Chondrozyten, mononukleären Zellen und dem 

Endothel der Blutgefäße des Knochenmarks nachgewiesen werden (Abu, 1997). 

Wie bei Östrogenen führt T zur Reduktion der Knochenresorption (Benz et al., 1991). 

Ein Großteil dieser Wirkung erfolgt indirekt durch Aromatisierung von T zu E2 

(Falahati-Nini et al., 2000) und durch Senkung der Interleukin-6 Produktion, ähnlich 

wie es im weiblichen Geschlecht durch Östrogene der Fall ist. 

Ebenso hat T, wie Östrogene auch, die Eigenschaft, die Lebensspanne von 

Osteoblasten zu verlängern (Manolagas, 2000) und die Apoptoserate von 

Osteoklasten zu beeinflussen. Als weiterer Aspekt wird für T auch ein leichter Effekt 

auf die Osteoblastenproliferation beschrieben (Bucay et al., 1998; Kasperk et al., 

1989).  

In menschlichen Knochengewebe-Kulturen kann T in DHT umgewandelt werden, 

was nahe legt, daß DHT im Knochengewebe das aktive Androgen darstellt (Schill, 

2001). Das Interessante an dem Metaboliten DHT ist, daß für ihn mitogene Effekte 

bei Osteoblasten nachgewiesen werden konnten (Spelsberg et al., 1999). Des 

weiteren ist DHT in der Lage, die Aktivität der AP und die der Kollagen Typ–1 

Synthetase zu regulieren (Hofbauer et al., 1998). 

Wie bereits erwähnt, ist eine Metabolisierung von T zu E2 für die Androgenwirkung 

im Knochen unerläßlich. In einer Studie von Smith et al.  wurde über einen Mann mit 

homozygoter Mutation im Östrogenrezeptor (ER)-Gen berichtet. Dieser Mann weist 

im Vergleich mit der Normalbevölkerung normale Testosteron–Serumspiegel auf, hat 

aber trotzdem eine Osteopenie, nicht geschlossene Epiphysenfugen und einen stark 

erhöhten Knochenumbau (Smith et al., 1994).  

In zwei weiteren  Studien wurde über zwei Männer berichtet, die eine homozygote 

Mutation im Aromatasegen aufwiesen, welches für die Metabolisierung von T zu E2 

unabdinglich ist. Diese Männer zeigten eine verringerte BMD bei erhöhtem 

Knochenumbau. Die Spiegel für T waren auch hier im Normbereich. Einer der 

Männer erhielt eine Behandlung mit T, die jedoch keinerlei signifikante Änderung des 

Knochenphänotyps zeigte. Dem anderen Mann wurde eine Therapie mit Östrogen 

zuteil, was zu einer signifikanten Erhöhung der BMD und einer Normalisierung des 

Knochenumbaus führte (Morishima et al., 1995; Carani et al., 1997). 

Ferner werden Gene, die für die Osteoklastenbildung verantwortlich sind, durch die 

Sexualhormone in ihrer Aktivität herunterreguliert (Manolagas et al., 2002). 
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Lokal aktive Zytokine und Wachstumsfaktoren wie verschiedene Prostaglandine (PG 

E1 und PG E2), Transforming Growth Factor β (TGF β), knochen-morphogenetische 

Proteine (BMP) und IGF-1 spielen eine wichtige Rolle im Knochenmetabolismus 

(Lang, 2000). Eine Interaktion der Androgene mit diesen Substanzen ist denkbar. 

Androgene können auch den Knochenstoffwechsel beeinflussen, indem sie mit den 

Calciumhaushalt-regulierenden Hormonen wie Calcitonin interagieren (Schill, 2001). 

 

2. 2. 3. 2.  Leber 

In der Leber beeinflussen Sexualhormone die Proteinsynthese. Jedoch wirken 

Androgene und Östrogene häufig wie bei der Synthese von SHBG antagonistisch. 

Vereinzelte synergistische Effekte wie bei der Bildung von 1-Antitrypsin sind auch 

bekannt (Schopohl, 2000 a).  

 

2. 3.  Partielles Androgendefizit des alternden Mannes (PADAM) 

Angesichts der zunehmenden Lebenserwartung der Bevölkerung, insbesondere in 

den Inustrieländern, finden die Erfordernisse des alternden Mannes mehr Beachtung 

(Diczfalusy, 1998). Im Gegensatz zur rapiden Abnahme der Östrogene während der 

weiblichen Menopause (Runnenbaum et al., 1987), vollzieht sich der männliche 

Alterungsprozeß langsam und mit hoher individueller Variabilität.  

Im Allgemeinen kommt es mit zunehmendem Alter zu einer Abnahme der 

intratestikulären und peripheren Androgenkonzentration. In Männern über 60 Jahren 

können verminderte Testosteronspiegel sich klinisch in Osteoporose, einer Abnahme 

der Muskelmasse und –kraft sowie in einer Reduktion der männlichen Behaarung 

und der Libido manifestieren (Schill, 2001).  

Erst nach Beginn der siebten Lebensdekade wird eine alters-assoziierte Abnahme 

des T statistisch relevant (Vermeulen, 1988). In neueren Studien fallen die mittleren 

Gesamt-, aber auch die freien Testosteron-Plasmaspiegel bei gesunden Männern 

zwischen dem 25. und 75. Lebensjahr um 30%. Dennoch gibt es hier eine starke 

interindividuelle Variabilität (Plas et al., 2001). Verschiedene Studien haben gezeigt, 

daß das Androgendefizit des alternden Mannes primär testikulären Ursprungs ist. Die 

Leydigzellen scheinen weniger empfänglich für die LH-Stimulation zu sein (Hartmann 

et al., 1985). Wahrscheinlich besteht ein verkleinerter Vorrat an T in den Hoden 

älterer Männer, der auf die verminderte Syntheseleistung der Leydigzellen schließen 
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läßt. Ein gradueller Rückgang der Leydigzellzahl, die mit einer verminderten 

testikulären Perfusion einhergeht, kennzeichnet den männlichen Alterungsprozeß 

(Vermeulen, 1988). Im alternden Mann ereignen sich die LH-Pulse hoher Amplitude 

trotz der großen sekretorischen Reservekapazität der Hypophyse seltener. Somit 

sind die LH-Spiegel nicht hoch genug, um die Konzentration des freien T im Serum 

zu normalisieren (Wide, 1985). Auch die zirkadiane Testosteron-Rhythmik mit hohen 

Spiegeln am frühen Morgen ist im Alter aufgehoben, was die Folge eines 

verminderten LH-Rhythmus ist (Bremner et al., 1983; Vermeulen, 1990).  

T wird in der Zirkulation wegen seiner hydrophoben Natur an  Plasmaproteine wie 

Albumin und dem hochaffinen SHBG  gebunden. Nur ca. 2% des T wird in freier und 

folglich biologisch aktiver Form transportiert. Nach einem Alter von 70 Jahren steigt 

der Serumspiegel von SHBG an. Somit wird vermehrt T an SHBG gebunden, und der 

Anteil des freien und biologisch aktiven T nimmt ab (Baker et al., 1983). Der Grund 

dafür ist die zunehmende Umwandlung von Androgenen in Östrogene durch die 

gesteigerte Aromatase-Aktivität im vermehrt vorkommenden peripheren Fettgewebe 

des alternden Mannes. Eine Erhöhung des freien E2 im Serum führt zur vermehrten 

Synthese des SHBG (Schill, 2001). 

Der Begriff des männlichen Klimakteriums wurde 1939 von Wermer verwendet. Er 

beschrieb Männer in oder jenseits der 5. Lebensdekade, die eine Reihe von 

psychovegetativen Symptomen wie Abnahme des Erinnerungsvermögens, 

Konzentrationsmangel, Müdigkeit, Nervosität oder verminderte Stressbewältigung 

beklagten. In Analogie zum weiblichen Klimakterium wurde auch beim Mann initial 

eine plötzliche Reduktion des T-Plasmaspiegels und eine rasche senile Rückbildung 

der Gonaden angenommen (Wermer, 1939). Spätere Studien belegten jedoch 

signifikante Unterschiede zwischen dem weiblichen und männlichen 

Alterungsprozeß. Eine allmähliche Abnahme des Androgenspiegels im Mann wird 

lediglich im hohen Alter beobachtet. Auch hinsichtlich der Spermatogenese gibt es 

breite interindividuelle Schwankungen. Intakte Keimzellen wurden sogar in über 80-

jährigen Männern gefunden. Keine der von Wermer beschriebenen Symptome des 

sog. ´´ Klimakterium virile´´ hat eine statistisch signifikante Prävalenz bei Männern in 

der 5. oder 6. Lebensdekade (Schill, 2001). Auch eine Besserung der subjektiven 

Beschwerden durch die Gabe von Androgenderivaten kann auf die psychotrope 

Wirkung der Androgene zurückführt werden (Kaiser et al., 1978). Entsprechend 

existieren ein männliches Klimakterium nicht. Der Begriff Partielles Androgendefizit 
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des alternden Mannes (PADAM) gibt diesen Sachverhalt korrekter und präziser wider 

(Schill, 2001).  

 

2. 3. 1.  Substitutionstherapie mit Testosteron 

Niedrige Serumkonzentrationen von Gesamttestosteron in über 60-jährigen Männern 

können von klinischen Symptomen wie sexuelle Dysfunktion und psychovegetativen 

Beschwerden, Osteoporose, Abnahme der Muskelmasse sowie Anämie begleitet 

werden. Jedoch bestehen geringfügige Kenntnisse darüber, welche Vorteile eine 

Androgensubstitution für die o.g. Beschwerden älterer Männer tatsächlich bringt und 

welche negative Wirkungen auf das Gefäßsystem, die hämatologischen Parameter 

und besonders auf die Prostata erwartet werden können (Schill, 2001).   

Tenover et al. untersuchten in einer doppelblinden und Placebo-kontrollierten Studie 

die Wirkungen des Testosteronenanthats in einer kleinen Gruppe gesunder Männer 

zwischen 57 und 76 Jahren für die Dauer von 3 Monaten. Die wöchentliche 

Injektionen von 100 mg Testosteronenanthat führten in allen Probanden zu erhöhten 

Serumkonzentrationen von sowohl Gesamttestosteron wie von freiem T. In einem 

Teil der Probanden zeigte sich ein Anstieg von Libido und Aggressivität in 

Geschäftstransaktionen. Andere berichteten über eine allgemeine Verbesserung des 

Wohlbefindens. In allen Probanden zeigte sich eine Zunahme des Körpergewichts, 

jedoch nicht des Körperfettanteils. Die Urinausscheidung von Hydroxyprolin, einem 

Marker der Knochenabsorption, ging zurück. Es wurden positive Wirkungen auf den 

Fettstoffwechsel und die hämatologischen Parameter beobachtet. Die T-Injektionen 

führten nicht zu einer signifikanten Veränderung der Prostatagröße und des 

Restharnvolumens. Jedoch wurde ein Anstieg des Prostata-spezifischen Antigens 

(PSA) in 30% der Männer sogar 3 Monate nach Therapieende beobachtet (Tenover 

et al., 1990).  

Hajjar et al. (1997) publizierten eine retrospektive Analyse über eine Langzeittherapie 

mit T bei 45 älteren hypogonadalen Männern, die alle 2 Wochen 200 mg 

Testosteronenanthat bzw. –cypionat für mindestens 2 Jahre erhielten. Die 

Kontrollgruppe bestand aus 27 hypogonadalen Männern ohne  Androgeneinnahme. 

Nach 2 Jahren zeigte sich lediglich ein signifikanter Anstieg des Hämatokrits in der 

Testosterongruppe. 24% der mit T behandelten Probanden entwickelten eine 

Polyzythämie, die eine passagere Therapieunterbrechung oder eine Phlebotomie 

erforderte.  
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Im Gegensatz zu der Studie von Tenover et al. zeigten sich keine signifikanten 

Veränderungen in der Konzentration des PSA. Ferner gab es kein signifikanter 

Unterschied in der Total-Cholesterinkonzentration zwischen der T- und der 

Kontrollgruppe. Nach über 3 Jahren Behandlung zeigte sich keine Anhäufung von 

Angina pectoris, Myokardinfarkt oder Apoplex. Die Libido stieg unter Substitution 

dramatisch an. Über 84% der Probanden vertrugen die Testosterontherapie gut.  

Trotz dieser positiven Erfahrungen mit einer T-Langzeitbehandlung, die jedoch 

regelmäßige Blutbildkontrollen und urologische Untersuchungen erfordert, ist die 

Datenlage bezüglich der Vorteile und von unerwünschten Wirkungen einer 

Androgenbehandlung dürftig. Gegenwärtig wird eine T-Ersatztherapie im alternden 

Mann gemäß den Emphehlungen der Canadian Andropause Society nur bei 

manifestem Androgendefizit empfohlen (Tremblay und Morales, 1998).  

 

2. 4. Östrogene 

Östrogene sind weibliche Geschlechtshormone, die insbesondere die sexuelle 

Differenzierung, die Ausprägung der sekundären Geschlechtsmerkmale und das 

sexuelle Verhaltensmuster der Frau steuern (Petrides, 1998 a). Auch beim Mann 

spielen Östrogene eine nicht unbedeutende Rolle. Das wichtigste und physiologisch 

am stärksten wirksame Östrogen ist das Estradiol 17-beta (E2). Bei der Frau stellen 

Follikelzellen der Ovarien den Hauptbildungsort der Östrogene vor der Menopause 

dar (Wuttke, 2000 a). Im männlichen Geschlecht setzen die Leydigzellen der Hoden 

den Hauptanteil der Östrogene in die Zirkulation frei (Schopohl, 2000 a).  

 

2. 4. 1.  Wirkungsmechanismus 

Bei den Östrogenen kann der genomische Wirkmechanismus von  nichtgenomischen 

Effekten unterschieden werden. Nach dem klassischen Modell der genomischen 

Wirkung gelangen die Östrogene mit dem Blutstrom an ihre Wirkungsorte und 

dringen durch die Diffusion in die Zielzellen ein. Das Östrogen bindet im Zytoplasma 

an einen spezifischen intrazellulären Rezeptor, der zur Großfamilie der Zinkfinger-

Steroidrezeptoren, einer Klasse ligandenabhängiger Transkriptionsfaktoren, gehört 

(Beato und Klug, 2000). Bindet ein Ligand an einen solchen spezifischen Rezeptor, 

kommt es zur Konformationsänderung im Rezeptormolekül, wodurch eine 

Dimerisierung zweier Ligand-Rezeptor-Komplexe möglich wird (Döcke, 1994). Der 
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aktivierte Östrogen-Rezeptor-Komplex transloziert in den Zellkern und bindet dort an 

palindromische DNA-Sequenzen der Zielgene, die sogenannten "estrogen 

responsive elements“ (EREs) (Kumar und Chambon, 1988). Diese befinden sich 

meist in der Promotorregion nahe dem Transkriptionsstart. Durch die Interaktion des 

Rezeptordimers mit dem ERE wird die Transkription der Zielgene reguliert, was zu 

einer veränderten Expression der von diesen Genen kodierten Proteinen führt 

(Mangelsdorf et al. 1995, Beato et al. 1995, Beato und Klug, 2000). 

Die Wirkung von Östrogenen wird auf molekularer Ebene durch Bindung an 

spezifische Rezeptoren, die Östrogenrezeptoren α und β (ER α und ER β), vermittelt. 

Beide Rezeptoren haben eine ähnliche Affinität zu E2 (Kuiper et al., 1996).  

ER α und ER β sind auf unterschiedlichen Gewebetypen verteilt. ER β ist scheinbar 

ein wichtiger Rezeptor im Knochen, kardiovaskulären System, zentralen 

Nervensystem, Urogenitalgewebe und in Immunzellen, während er häufig mit ER α 

koexprimiert wird (Byers et al. 1997; Kuiper et al., 1996; Mosselman et al, 1996; 

Couse et al. 1997; Gustafsson, 2000). Hierbei sind sie jedoch oft auf verschiedenen 

Zelltypen verteilt. ER α ist besonders in der Mamma, im Uterus und in der Leber der 

vorherrschende Rezeptor, was durch unterschiedliche Phänotypen in ER α- und ER 

β-knock-out- Mäusen sichtbar wurde (Couse et al., 1997; Couse und Korach 1999;  

Couse et al., 2000).  

Die Existenz eines dritten ER, möglicherweise ER γ, wird in Micropogonias 

undulatus, einem zur Familie der Sciaenidae gehörenden atlantischen Fisch, von 

Loomis und Thomas beschrieben (Loomis und Thomas, 1999). 

Die genomischen und nichtgenomischen Effekte sind allen Steroidhormonen 

zuzuordnen. Die nichtgenomischen Wirkungen von Steroidhormonen zeichnen sich 

durch einen schnellen Wirkungseintritt von Sekunden bis wenige Minuten aus, 

während die genomischen Effekte sich erst nach Stunden bis wenigen Tagen 

entfalten (Selye, 1942). Nichtgenomische Effekte führen oft zur Bildung intrazellulärer 

second messenger und zu einer Veränderung der Aktivität von Mitogen-Activated- 

Protein-Kinasen, Phosphatidyl-Inositol-3-Kinasen und dem Anstieg der intrazellulären 

Calciumkonzentration. Trotzdem können nichtgenomische Effekte Einfluß auf die 

Genexpression haben (Cato et al., 2002).  

E2 kann sehr schnell die Konzentration intarzellulärer second messenger wie 

Calcium (Morley et al., 1992; Improta-Brears et al., 1999) und cAMP (Aronica et al., 

1994; Gu und Moss, 1996) erhöhen. Ferner kann E2 die Mitogen-Activated-Protein- 
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Kinase (Migliaccio et al., 1996), die Phospholipase C (Le Mellay et al., 1997; Ho und 

Liao, 2002) und die endotheliale NO-Synthetase (Goetz et al., 1999; Simoncini et al., 

2002) aktivieren. Die neuen Erkenntnisse legen nahe, daß die genomischen und die 

nichtgenomischen Wirkungen der Östrogene untrennbar miteinander verbunden sind 

und sich gegenseitig beeinflussen. 

 

2. 4. 2.  Folgen des Östrogenmangels im Knochen 

Die Knochenmasse hängt von den Geschlechtshormonen ab. Unter ihrem Einfluß 

bildet der Knochen in der Pubertät eine Art zusätzliches Kompartiment. Die noch 

mögliche Zunahme der Knochenmasse ist mit spätestens 30 Jahren abgeschlossen. 

Das zusätzliche Kompartiment geht bei allen Frauen nach der Menopause verloren. 

Nur ein kleinerer Teil der Frauen entwickelt aber eine Osteoporose. Faktoren, die bei 

der Entwicklung der Osteoporose eine Rolle spielen, sind die Östrogen-

Expositionszeit (ungünstig bei später Menarche oder früher Menopause), körperliche 

Aktivität der Frau, Calcium- und Vitamin-D-Versorgung und genetische Faktoren 

(Ziegler, 2000). Das Risiko einer Fraktur in der Postmenopause hängt vom 

Knochenkapital bei Menopauseneintritt ab. Vor der Menopause beträgt der 

physiologische jährliche Knochenverlust ca. 0.7%, danach steigt er über 10 bis 15 

Jahre für den trabekulären Knochen auf 5%, für das gesamte Skelett auf 1 bis 1.5% 

an, um anschließend auf die senile Abbaurate abzusinken. Ein Östrogenmangel 

kann bereits bei einer jungen Frau mit primärer oder sekundärer Amenorrhoe eine 

hochgradige Osteopenie auslösen (Birkhäuser, 2000 d). Östrogen ist ein wichtiger 

Regulator des Knochenhaushalts. Nach der Menopause kommt es zu einem 

dramatischen Abfall der Östrogene. Daher  erleiden Frauen dreimal mehr 

osteoporotische Frakturen als Männer. Der postmenopausale Mangel an den 

Sexualsteroiden führt zu einem beschleunigten Knochenumsatz und einem 

Nettoverlust an Knochenmasse (Boschitsch, 1998). 

Östrogene hemmen die Knochenresorption über direkte und indirekte Mechanismen.  

Sie reduzieren direkt die Aktivität der Osteoklasten über deren autokrine Regulation, 

indem sie das Verhältnis der von diesen Zellen produzierten Isoformen des 

Transforming Growth Factor ß (TGF-ß) modulieren (Robinson et al., 1996). TGF-β 

führt zur Bildung von Osteoprotegerin (OPG), auch "osteoclastogenesis inhibiting 

factor“ genannt (Giudice et al. 1993; Yakar et al. 1999). OPG ist ein löslicher, nicht- 

membranassoziierter Rezeptor, der zur Tumor Necrosis Factor (TNF)-



25 
 

Rezeptorfamilie gehört (Zanker und Swaine, 2000). Er schützt die Knochensubstanz 

vor dem Abbau, indem er an receptor activator of nuclear factor-kappa-B ligand 

(RANKL) bindet und es blockiert, womit die Signalübertragung zwischen stromalen 

Osteoklasten und osteoklastären Vorläuferzellen unterbrochen wird (Yasuda et al., 

1999). Darüberhinaus fördern Östrogene die Apoptose der Osteoklasten (Hughes et 

al., 1995).  

Die indirekten Mechanismen der Resorptionshemmung werden über Osteoblasten 

vermittelt. Einerseits hemmen Östrogene die Produktion von Zytokinen wie 

Interleukin-1 (IL-1) und Interleukin-6 (IL-6) in den Osteoblasten. Dadurch wird die 

Differenzierung von osteoklastären Vorläuferzellen zu reifen Osteoklasten inhibiert 

(Pacifici et al., 1989). Andererseits stimulieren Östrogene in den Osteoblasten die 

Produktion von TGF-ß, welches insbesondere durch das RANKL / RANK / OPG-

Zytokin-Netzwerk sowohl die Osteoklasten-Differenzierung als auch die Aktivität 

reifer Osteoklasten hemmt (Mundy, 1993). 

Einen weiteren Beitrag zum Knochenaufbau leisten die Östrogene, indem sie die 

Bildung von 25(OH)D3 aus Cholekalziferol in der Leber stimulieren (Lang, 2000).  

 

2. 5.  Phytoöstrogene 

Östrogene üben an zahlreichen Organen ihre hormonelle Wirkungen aus. Durch die 

perimenopausale starke Abnahme dieses Steroides kommt es zu 

Ausfallserscheinungen wie vasomotorische Instabilität und Störungen des 

Allgemeinbefindens, Osteoporose sowie kardiovaskuläre Veränderungen. In der 

Behandlung und Vorbeugung menopausaler Beschwerden der Frau werden im 

Rahmen der klassischen Hormon-Ersatz-Therapie ("hormone replacement therapy“, 

HRT) Östrogene synthetischer oder tierischer Herkunft angewandt. Wegen der 

Nachteile und Nebenwirkungen von HRT, die  insbesondere mit einer erhöhten 

Inzidenz von Mamma- und Endometriumkarzinom einhergeht, stellen Ärzte und 

Patientinnen diese Behandlungsform immer mehr in Frage (Akhmedkhanov et al. 

2001; Mahavni und Sood 2001).  

Die medizinische Forschung konzentriert sich bei der Prophylaxe und Therapie peri- 

und postmenopausaler Beschwerden auf  Substanzen, die gewebespezifisch und 

organselektiv ihre östrogenartige Wirkungen entfalten. Diese werden Selective 

Estrogen Receptor Modulators (SERMs) genannt. Ein ideales SERM übt erwünschte 
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Effekte auf Knochen, kardiovaskuläres System, zentrales Nervensystem, Haut, 

Bindegewebe und Urogenitalsystem aus, ohne jedoch kanzerogene Wirkungen auf 

die Organe Mamma und Uterus zu entfalten (Birkhäuser, 2000 b).  

Insbesondere in der Behandlung des Mammakarzinoms werden solche synthetische 

Antiöstrogene entwickelt, die  neben den antiöstrogenen Effekten in der Brustdrüse 

teilweise agonistische Wirkungen haben, damit insbesondere die wünschenswerten 

östrogene Wirkungen nicht aufgehoben werden (Harper und Walpole, 1967). Ein 

bekannter Vertreter von diesen synthetischen SERMs ist das Tamoxifen. Es steigert 

die Knochendichte (Love et al., 1992; Marttunen et al., 1998), reduziert das LDL-

Cholesterin (Bagdade et al., 1990) und senkt letale Koronarinfarkte (Kaufmann et al., 

1997). Eine erhebliche Nebenwirkung von Tamoxifen ist jedoch das erhöhte Risiko 

für die Entstehung eines Endometriumkarzinoms (EBCTC-Group, 1996; Barakat, 

1996; Barakat, 1998). Weitere häufige Nebenwirkungen sind eine erhöhte 

Thromboseneigung, Hitzewallungen und Depression (Robinson et al., 1996; Day et 

al., 1999). 

Parallel zu der Entwicklung von SERMs durch die Pharmaindustrie wandte sich der 

Blick der Wissenschaft auf östrogenartige Substanzen pflanzlichen Ursprungs, die 

sogenannten Phytoöstrogene. Nachdem bekannt worden war, daß asiatische Frauen 

weitaus seltener als europäische oder amerikanische Frauen unter ihrem 

Klimakterium litten, wurde im Zusammenhang mit der unterschiedlichen 

Ernährungsweise dieser Gruppe die positive phytoöstrogene Potenz der Soja und 

ihrer Inhaltsstoffe Genistein und Daidzein entdeckt (Anthony et al., 1998; Setchell et 

al., 2001). Die Phytoöstrogene können verschiedenen chemischen Stoffklassen 

zugeordnet werden. All diesen Stoffen gemeinsam ist eine chemische Struktur 

ähnlich der des Estradiols, welche es ihnen ermöglicht, an ER zu binden (Diel et al., 

2000; Ferrara, 2000; Gehm et al., 1997; Kuiper et al., 1998 ; Nikov et al., 2000). 

In der Behandlung und Vorbeugung menopausaler Beschwerden der Frau spielen 

Phytoöstrogene bereits eine wichtige Rolle. 

In den Mittelpunkt des Interesses standen die isoflavonhaltigen Pflanzen Soja und 

Rotklee (Trifolium pratense). Die meisten klinischen Studien, die eine Mischung der 

Isoflavone beider Pflanzen anwandten, zeigten keine Verbesserung der 

klimakterischen Beschwerden postmenopausaler Frauen (St Germain et al., 2001; 

Fitzpatrick, 1999). Für die Isoflavone dieser Pflanzen konnte jedoch sowohl für 

ovarektomierte Ratten als auch für postmenopausale Frauen eine milde 
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osteoprotektive Wirkung gezeigt werden (Fanti et al., 1998; Picherit et al., 2000; 

Alekel et al., 2000; Scheiber et al., 2001). In perimenopausalen Frauen der 

westlichen Kulturen zeigte die kontinuerliche Einnahme von Soja im Rahmen der 

Umstellung der Ernährung, daß die Dichte der Brust (McMichael-Phillips et al., 1998), 

die Flüssigkeitsproduktion der Brustdrüse und die Bildung von 

Progesteronrezeptoren (Petrakis et al., 1996) ansteigen. Diese Veränderungen sind 

Indikatoren für ein erhöhtes Risiko, ein Mammakarzinom zu entwickeln (Greendale et 

al., 1999; Petrakis, 1993). Naheliegend ist jedoch, daß eine Ernährung auf Soja-

Basis von Beginn des Lebens an und insbesondere während der Pubertät, 

Mammakarzinom-protektive Wirkungen entfaltet. Dieses Phänomen konnte in 

Nagetieren gezeigt werden (Lamartiniere, 2000) und scheint der Grund dafür zu sein, 

daß  japanische Frauen, die ihr Proteinbedarf vom Beginn ihres Lebens an primär 

von Soja beziehen, weniger Brustkrebs entwickeln (Wuttke et al., 2002 a).  

Ferner stimulieren hohe Dosen von Isoflavonen, insbesondere von Genistein, das 

uterine Gewicht und die Expression verschiedener östrogen-regulierten Gene im 

Uterus (Diel et al., 2001; Burdette et al., 2002). Nach den oben erwähnten 

experimentellen und klinischen Befunden scheinen Soja und Rotklee und deren 

untersuchten Isoflavone nicht das Kriterium eines idealen SERM zu erfüllen.  

Daneben sind die beiden Pflanzen Belamcanda chinensis und Cimicifuga racemosa, 

deren Extrakte in dieser Studie verwendet wurden, immer mehr in den Mittelpunkt 

des Interesses gerückt. 

 

2. 5. 1.  Belamcanda chinensis (BC) 

BC oder „Leopardenblume“ ist in China, Japan und Korea beheimatet und gehört zu 

den Iridaceen. Es wird in der traditionellen chinesischen Medizin u.a. zur Behandlung 

entzündlicher und gynäkologischer Erkrankungen eingesetzt. Pharmakologisch findet 

der geschnittene und getrocknete Wurzelstock (Rhizom), ein unter der Erdoberfläche 

wachsendes nährstoffspeicherndes Organ dieser krautigen Pflanze, Verwendung. 

Als wirksame Bestandteile sind neben vielen anderen die Isoflavone Iridin, Tectoridin, 

Tectorigenin, Belamcandinin und Irigenin sowie Flavonoide, Ketone, Triterpene, 

Xanthone und Stilbene bekannt. In vitro erwies sich der Extrakt dieser Pflanze u.a. 

als antimykotisch und antiviral, in vivo zusätzlich als uterusrelaxierend und 

schleimlösend. Jedoch sind scheinbar die Zusammensetzungen der Inhaltsstoffe der 
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Extrakte aus dem Rhizom der BC, abgesehen von den Hauptbestandteilen Tectoridin 

und Iridin, abhängig von der Herkunft der Pflanze (Wagner H et al., 1999). 

Das aus dem Rhizom dieser Pflanze isolierte Isoflavon Tectorigenin konnte in vitro 

an die beiden Östrogenrezeptor (ER)-Subtypen ERα und ERβ binden. Ferner konnte 

die intravenöse Gabe von Tectorigenin an ovarektomierten Ratten die pulsatile 

hypophysäre LH-Sekretion, die in postmenopausalen Frauen mit dem Phänomen  

"Hot Flush" in Zusammenhang steht, hemmen. Die chronische Applikation eines 

Extrakts von Belamcanda chinensis an ovarektomierten Ratten hatte keine 

Auswirkung auf das uterine Gewicht und auf die Expression östrogen-regulierter 

Gene im Uterus. Zusätzlich zeigten sich keine mammotrophe Effekte an den 

Versuchstieren. Ferner kam es zu einem deutlichen Anstieg der BMD in der tibialen 

Metaphyse der Ratten (Seidlova-Wuttke et al., 2004).  

In einer weiteren experimentellen Arbeit konnte an ovarektomierten Ratten gezeigt 

werden, daß sowohl der Extrakt aus BC, als auch die aus ihm isolierten Isoflavone 

Tectoridin und Tectorigenin in der Lage waren, auf die Genexpression von 

Substanzen, die im Knochengewebe als Marker der Osteoblastenaktivität (IGF-1, 

TGF-β, Osteocalcin und OPG) sowie als Marker der Osteoklastenaktivität (Tartrat-

resistente sauere Phosphatase) gelten, wie ein Östrogen zu wirken. Dagegen kam es 

nicht zu einer Dicken- bzw. Gewichtszunahme des Uterus. Im Gegensatz zu der 

Wirkung des Östrogens blieben das Endometrium und die uterine Genexpression 

des Wachstumsfaktors IGF-1 unbeeinflusst (Becker, 2002).  

Somit scheinen die Inhaltsstoffe der BC, deren Extrakt in dieser Arbeit eingesetzt 

wurde, phytoöstrogene Wirkungen und eine SERM-Aktivität zu besitzen. 

In einer experimentellen Studie wurden LNCaP-Zellen, die dem humanen 

Prostatakarzinom entstammen und androgensensitiv sind, den männlichen 

Nacktmäusen subkutan verabreicht. Unter einer Fütterung mit einem Extrakt aus BC 

wurde das Wachstum der subkutanen Tumore deutlich vermindert. Ferner wurden in 

der gleichen Studie LNCaP-Zellen in vitro mit dem BC-Extrakt, Tectorigenin oder 

anderen Isoflavonen aus BC behandelt. Dabei ließen sich eine Reduktion der 

Genexpression von Prostate-derived Ets transcription Factor (PDEF, einem Co-

Aktivator des Androgenrezeptors), von PSA und von IGF-1-Rezeptor sowie eine 

Verminderung der Proteinexpression von PSA und IGF-1-Rezeptor feststellen. Diese 

Studie zeigte eine Hemmung der IGF-1-Rezeptor-vermittelten Proliferation von 

Prostatakarzinomzellen durch Tectorigenin und anderen Isoflavonen der 
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Belamcanda chinensis (Thelen et al., 2005). Aufgrund der inhibitorischen Eigenschaft 

von BC und dessen Isoflavonen gegenüber dem Prostatakarzinom scheint deren 

Einsatz in der antiosteoporotischen Therapie von hypogonadalen Männern von 

besonderem Interesse zu sein.  

 

2. 5. 2.  Cimicifuga racemosa (CR) 

Die Traubensilberkerze (Cimicifuga racemosa, engl.: Black cohosh) wird der Familie 

der Ranunculaceae (= Hahnenfußgewächse) zugeschrieben. Die natürliche 

Verbreitung umfaßt die gemäßigten Zonen der nördlichen Hemisphäre (USA, 

Kanada, Mittel- und Nordeuropa) bis Sibirien. CR ist eine krautige Staude, deren bis 

zu 2 m hoher, aufrechter Stängel aus einem dicht bewurzelten Rhizom erwächst. Im 

Frühsommer (Juni, Juli) sind die weißen Blüten in langen und schmalen Trauben 

geordnet. Die Blüten haben einen unangenehmen Geruch und sollen Insekten, 

insbesondere Wanzen, von der Pflanze fern halten. Diese Beobachtung verlieh der 

Pflanze den botanischen Namen: lat. cimex = Wanze, lat. fuga = Flucht (Blaschek, 

1998).  

Pharmakologisch wird das nach der Fruchtreife (im Herbst) gesammelte, getrocknete 

und geschnittene Rhizom verwendet, wobei die Pflanze mindestens zwei bis drei 

Jahre alt sein soll. Klinisch eingesetzt werden sowohl isopropanolisch-wässrige wie 

auch ethanolisch-wässrige Extrakte. Die empfohlene Tagesdosis beträgt 40 mg 

Droge pro Tag (Kommission E Monographie Cimicifuga, 1989).  

Die Inhaltsstoffe der Traubensilberkerze sind erst zu einem kleinen Teil untersucht. 

Bedeutend sind die Triterpenglykoside. Es kommen hauptsächlich die Xyloside 

Actein (Acetylacteol) und Cimifugosid (Cimigenol) sowie Deoxyacetylacteol und 27-

Deoxyactein vor. Ferner enthalten Extrakte aus der Cimicifuga racemosa 

phenolische Verbindungen. Beschrieben sind das Flavon Kämpferol sowie 

verschiedene Hydroxyzimtsäurederivate (Kaffeesäure, Ferulasäure, Isoferulasäure, 

Fukinolsäure und die Cimifugasäuren A, B, E, F) (Kruse, 2000).  

Welche Inhaltstoffe auch Wirkstoffe sind, ist noch unklar. Pharmakologische 

Untersuchungen zeigen, daß die Triterpenglykoside eher dopaminerge Effekte 

aufweisen. So reduziert Cimicifuga-Extrakt in vitro sowohl die basale wie auch die 

TRH-stimulierte Prolaktinsekretion. Dieser Effekt kann durch die gleichzeitige 

Verabreichung von Haloperidol, einem Dopamin-D2/4-Rezeptor-Antagonisten, 

aufgehoben werden (Löhning, 1999). 
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Ferner konnte gezeigt werden, daß unbekannte Bestandteile des CR-Extrakts BNO 

1055 sowohl an das rekombinante Dopamin-D2-Rezeptorprotein binden als auch 

radioaktiv markiertes E2 von dessen Bindungsstellen im Zytosol des humanen 

Endometriums verdrängen. Eine Verdrängung des Tracers von dem rekombinaten 

ERα und ERβ konnte überraschenderweise jedoch nicht nachgewiesen werden. 

Chromatographisch ließen sich Bestandteile mit dopaminerger und östrogenartiger 

Aktivität des CR-Extrakts in zwei verschiedenen Fraktionen auftrennen (Jarry et al., 

2002).  

Bezüglich des östrogenartigen Effekts von Cimicifuga-Extrakten liegen zahlreiche 

Daten vor. In einer doppelblinden und Placebo-kontrollierten klinischen Studie 

reduzierte das Cimicifuga-racemosa-Präparat CR BNO 1055 die klimakterischen 

Beschwerden postmenopausaler Frauen genau so wirksam wie das eingesetzte 

konjugierte Östrogen und beeinflußte die Serummarker des Knochenmetabolismus 

(Cross laps und knochenspezifische alkalische Phosphatase) positiv. Ferner führte 

CR BNO 1055, das in  Arzneimitteln wie Klimadynon oder Menofem auf dem Markt 

erhältlich ist, zu der wünschenswerten Vermehrung epithelialer Oberflächenzellen 

der Vagina. Im Gegensatz zu dem Östrogen beeinflußte CR BNO 1055 keineswegs 

die Dicke des Endometriums (Wuttke et al., 2002 b). 

Einige Publikationen mit isopropanolischen und ethanolischen Extrakten zeigten 

keine östrogenagonistischen und somit proliferativen Effekte auf die Brustdrüse 

(Freudenstein und Bodinet, 1999; Nesselhut et al., 1993).  

In ovarektomierten Ratten konnte die intravenöse Gabe von CR BNO 1055 ähnlich 

wie E2 den LH-Spiegel im Serum senken, womit die Wirkung auf die hypothalamo-

hypophysäre Einheit beschrieben wurde. Die vermehrte pulsatile LH-Freisetzung aus 

der Hypophyse nach der Menopause korreliert in nicht ganz vollständig geklärter 

Weise mit Hitzewallungen postmenopausaler Frauen. Nach der dreimonatigen oralen 

Applikation von CR BNO 1055 konnte der osteoporotische Prozeß, der in der 

Messung der Knochenmineraldichte der tibilaen Metaphyse von ovarektomierten 

Ratten sichtbar wurde, aufgehalten werden, obwohl die osteoprotektive Wirkung von 

E2 deutlicher ausfiel. Im Gegensatz zu E2 zeigte CR BNO 1055 auf die 

Genexpression im Uterus und auf das uterine Gewicht keinerlei Wirkung (Seidlova-

Wuttke et al., 2003). Somit spricht die Datenlage für eine selektive und 

osteoprotektive Potenz des in dieser Arbeit eingesetzten Cimicifuga-racemosa-

Extrakts. 
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In Bezug auf das Prostatakarzinom konnten einige experimentelle Studien mit CR 

sehr interessante Ergebnisse liefern. Sowohl der Cimicifuga-racemosa-Extrakt BNO 

1055 als auch das Petasiphenon, ein Phenol, das aus diesem Extrakt isoliert worden 

war, konnten die Proliferation von LNCaP-Zellen, androgensensitiven humanen 

Prostatakarzinomzellen, in immungeschwächten Mäusen wie auch in vitro signifikant 

hemmen (Seidlova-Wuttke et al., 2006; Jarry et al., 2007). Hostanska et al. (2005) 

konnten darüberhinaus feststellen, daß ein isopropanolischer Extrakt von CR in vitro 

sowohl das Wachstum von LNCaP-Zellen als auch die Vermehrung von nicht 

androgensensitiven Prostatakarzinomzellen über die Induktion von Apoptose 

signifikant hemmt.  Angesichts der letztgenannten Eigenschaften von CR gegenüber 

dem Prostatakarzinom, weckt diese Arzneipflanze ähnlich wie BC für die 

antiosteoporotische Therapie von hypogonadalen Männern Aufmerksamkeit. 

 

Ziel dieser Arbeit war es, die Einflüsse von BC und CR auf die IGF-1-Expression im 

Knochen der orchiektomierten Ratten zu untersuchen, um deren osteoprotektive 

Wirksamkeit in einem Tiermodell, das sich auf den hypogonadalen Mann übertragen 

läßt, zu erforschen. Dabei sollten die osteoprotektive Wirkungen der beiden 

Arzneipflanzen mit denen von Estradiol und Testosteron verglichen werden. 

Zusätzlich wurde die IGF-1-Synthese in der Leber gemessen, die indirekt ein Maß für 

die Höhe des zirkulierenden IGF-1 und für dessen endokrine Wirksamkeit darstellt. 

Nicht zuletzt wurden in dieser Arbeit geeignete Methoden zur Messung der 

Genexpression und der Proteinkonzentration von IGF-1 vorgestellt. 
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3.  Material und Methoden 

3. 1.  Tierexperimente 

3. 1. 1. Versuchstiere und Haltungsbedingungen 

Die Tierexperimente wurden an männlichen Sprague-Dawley-Ratten aus dem  

Züchtungsinstitut Winkelmann, Bochum durchgeführt. Die Anzahl der Versuchstiere 

betrug 52. Im Alter von  drei Monaten und mit einem  durchschnittlichen Gewicht von 

230 ± 10 g wurden die Tiere in einer Gruppengröße von 6 Tieren pro Käfig gehalten. 

Der Raum, in dem die Tierkäfige aufbewahrt wurden, wurde zwischen 6 und 18 Uhr 

beleuchtet und bei 23 Grad C° konstant temperiert. Die Tiere erhielten sojafreies 

Pellet-Futter (V 1334-000, 10 mm Schnitt, Soest, Germany) und Trinkwasser ad 

libitum. Die Tierversuche wurden bei Vorlage einer Genehmigung der 

Bezirksregierung Braunschweig und unter der Aufsicht von Frau Dr. Seidlova-Wuttke 

durchgeführt (AZ 509.42502 / 01-2  98). 

 

3. 1. 2. Orchiektomie 

Die Orchiektomie der männlichen Ratten erfolgte eine Woche nach der Ankunft der 

Tiere in Narkose mit Isofluran (Floren, Abott, Germany). Dabei wurde jede Ratte bis 

zum Einsetzen der Bewußtlosigkeit dem Ether ausgesetzt und darauffolgend durch 

die intraperitoneale Injektion der o.g. Substanz narkotisiert. Nach Desinfektion des 

Operationsgebiets wurde das Skrotum mit einem Skalpell durchtrennt und somit die 

Hoden entfernt. Die postoperative Analgesie wurde mittels Rimadyl (Pfizer, 0,4 ml 

s.c.) durchgeführt. Die Haltungsbedingungen der Tiere blieben nach dem operativen 

Eingriff unverändert.  

 

3. 1. 3.  Durchführung der Tierversuche 

Die Versuche erfolgten in einem Zeitraum von 10 Tagen zwischen 17.01. und 

26.01.2000. Die kastrierten männlichen Ratten wurden auf 6 Gruppen von je 7 bis 10 

Tieren verteilt. Jede Gruppe erhielt über den gesamten Versuchszeitraum nur eine 

ausgewählte Testsubstanz auf dem subkutanen (s.c.) Weg. Die Gruppe, die  

Cremophor 20%  bekam, galt als die Kontrollgruppe. 
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Zu Beginn der Versuche betrug das mittlere Körpergewicht aller Ratten 361g. Dabei 

war das mittlere Körpergewicht der einzelnen Gruppen folgendermaßen:  

 

Gruppe 1 2 3 4 5 6 

Mittleres Gewicht 360g 366g 370g 346g 371g 347g 

 

 

3. 1. 4.  Testsubstanzen 

Die Testsubstanzen, die täglich für 10 Tage in einem Bolus von 1 ml s.c. den 

Versuchstieren appliziert wurden, entsprachen:         

1. Cremophor 20% (für die Kontrollgruppe) 

2. Estradiol 17-beta 3.5 μg/ml  

3. Estradiol 17-beta 0.5 μg/ml  

4. Testosteron 3.5 mg/ml  

5. Extrakt aus dem Rhizom der Belamcanda chinensis (62.5 mg/ml)  

     von Bionorica (BNO)  

6. Extrakt aus dem Rhizom der Cimicifuga racemosa (62.5 mg/ml)  

     von Bionorica (BNO)  

 

Versuchsprotokoll: 

Behandelt mit: Nummer der 
Ratten: 

Dosis: Applikations-
menge: 

Tiergruppen 
und Anzahl der 
Tiere: 

Cremophor  Nr.: 1 bis 9 20% 1 ml Bolus Gruppe 1:  9   

Estradiol 17-beta Nr.: 10 bis 19 3.5 μg/ml 1 ml Bolus Gruppe 2: 10 

Estradiol 17-beta Nr.: 20 bis 29 0.5 μg/ml 1 ml Bolus Gruppe 3: 10 

Testosteron Nr.: 30 bis 37 3.5 mg/ml 1 ml Bolus Gruppe 4:  8 

BC Nr.: 38 bis 45 62.5 mg/ml 1 ml Bolus Gruppe 5:  8 

CR Nr.: 46 bis 52 62.5 mg/ml 1 ml Bolus Gruppe 6:  7 
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3. 1. 5. Versuchsende 

Die Decapitatio der Ratten erfolgte 6 Stunden nach der letzten Applikation am 

26.01.2000. Das durchschnittliche Körpergewicht der Tiere betrug zum Zeitpunkt der 

Decapitatio  349 g. Das mittlere Körpergewicht der einzelnen Gruppen umfaßte zu 

diesem Zeitpunkt folgende Werte: 

Gruppe 1 2 3 4 5 6 

Mittleres Gewicht  

 

354 g 357 g 372 g 356 g 363 g 328 g 

 

Unmittelbar danach wurden diverse Organe und Blut der Tiere für die 

Untersuchungen entnommen, entsprechend fixiert und zur weiteren Aufarbeitung 

tiefgekühlt bei  -80°C aufbewahrt.  Für diese Dissertation  haben wir die Organe 

Femur und Leber untersucht.  

 

3. 2.  Analytische Methoden 

3. 2. 1.  Präparation von Gewebeproben zur Bestimmung der  

             IGF-1-Konzentration 

3. 2. 1. 1.  Prinzip 

Ziel der Präparation ist die Extraktion bestimmter Proteine aus den Gewebeproben 

durch einen speziellen Puffer. Die dem Tierversuch entnommenen Gewebeproben, in 

dieser Arbeit Femur- und Leberproben der Versuchsratten, wurden pulverisiert. In der 

Pulverform bieten die Gewebeproben dem Extraktionspuffer eine größere Oberfläche 

an und können sich gleichmäßig in dem Puffer verteilen. Um ein Auftauen der 

Proben  zu verhindern, wurden diese bei –20°C tiefgefroren aufbewahrt. Während 

des Vorgangs der Präparation wurden die Proben  im flüssigen Stickstoff bzw. auf 

Eis gelagert. 

 

3. 2. 1. 2.  Durchführung 

Zuerst wurde das Gewicht der leeren Röhrchen (Mikro-Schraubröhre 1.5 ml Firma 

Sarstedt) ermittelt. Die Gewebeproben wurden mit einem Mikro-Dismembrator (Firma 

B. Braun Biotech international) pulverisiert. Das Gewicht der mit Gewebepulver 
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gefüllten Röhrchen wurde gemessen und die Gewichtsdifferenz und damit die Masse 

der Gewebeproben berechnet. 

Der Extraktionspuffer, der aus einer Phosphatpuffer–Lösung (phosphat buffer 

solution: PBS) mit dem Zusatz eines Proteaseinhibitors, im Allgemeinen 

Mercaptoethanol, bestand, wurde in einem Verhältnis von 1 mg Gewebe zu 10 μl 

Puffer in die Röhrchen pipettiert. 

Unter der Behandlung mit Ultraschallwellen (Firma Branson Sonic Power Company) 

wurde aus den weitgehend getrennten Phasen von Probe und Puffer ein Homogenat 

gebildet. Die Röhrchen wurden anschließend in einer Mikrozentrifuge (Firma Hettich 

Zentrifuge) weiterbehandelt. Der Überstand, der zur Bestimmung von IGF-1 in den 

verschiedenen Assays eingesetzt wurde, und das Sediment (Pellet) wurden getrennt 

tiefgefroren aufbewahrt. 

 

3. 2. 2.  Radio-Immunoassay zur quantitativen Bestimmung von 

             Insulin-like Growth Factor 1 der Ratte (r-IGF-1) 

 

3. 2. 2. 1.  Prinzip des  Radio-Immunoassays (RIA) 

Der Radio-Immunoassay (RIA) ist ein in-vitro-Verfahren zur quantitativen Messung 

einer bestimmten Substanz (Antigen) auf der Basis einer Antigen-Antikörper-

Reaktion. Dabei wird zusätzlich ein radioaktiv markiertes Antigen (Tracer) verwendet. 

Das in unbekannter Konzentration vorliegende Antigen, hier das IGF-1 der Probe, 

konkurriert mit dem in bekannter Konzentration vorliegenden und durch Jodid-125 

radioaktiv markierten Tracer um die Bindungsstellen des Antikörpers. Mit Hilfe eines 

zweiten Antikörpers, der an den bestehenden Antigen-Antikörper-Komplex bindet 

und diesen zur Präzipitation bringt, kann das gebundene Antigen von dem freien 

Antigen getrennt werden. Nach Zentrifugation des Reaktionsmediums und 

Dekantieren des Überstands wird im Sediment die Radioaktivität gemessen. Es gilt 

die Aussage: je größer die Konzentration des zu bestimmenden Antigens in der 

Probe ist, desto weniger radioaktiver Tracer ist an den Antikörper gebunden worden 

und um so geringer ist die Immunkomplex-gebundene Radioaktivität. Es liegt somit 

eine umgekehrt-proportionale Beziehung zwischen den Antigen- (IGF-1) 

Konzentrationen der Proben und der Höhe ihrer radioaktiven Messungen vor. 
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Die Bestimmung der Antigenkonzentrationen der Proben erfolgt mit Hilfe einer 

Standardkurve, die für jeden Assay neu erstellt werden muß. Dabei wird für bekannte 

Antigenkonzentrationen (Standards), die mit Tracer und Antikörper versetzt werden, 

die Anzahl der radioaktiven Zerfälle pro Minute (CpM) gemessen. Mit den Standards 

wird die Nachweisgrenze des Assays festgelegt. Durch die graphische 

semilogarithmische Darstellung von Standardkonzentrationen im Verhältnis zu ihren 

CpM ergibt sich die sigmoidal verlaufende Standardkurve. Durch die Standardkurve 

kann die gemessene Radioaktivität einer Probe ihrer Antigenkonzentration 

zugeordnet werden. Somit können die IGF-1-Konzentrationen der Proben bestimmt 

werden. 

 

3. 2. 2. 2.  Verwendete Substanzen 

Bei der Durchführung des RIA zur Bestimmung von r-IGF-1 wurde das RIA-Kit der 

Firma Diagnostic Systems Laboratories (Katalog-Nr. DSL 2900) verwendet. 

Das RIA-Kit enthielt folgende Bestandteile: 

1. Ratten-IGF-1-Antiserum: Ziege-Anti-Ratten-IGF-1-Serum in Proteinpuffer und           

Natriumazid (Konservierungsmittel)  

 

2. 125-J-Ratten-IGF-1 (Tracer) mit einer Radioaktivität unter 185 kBq in 

Proteinpuffer und Natriumazid 

 

3. Präzipitierende Reagenz: Esel-Anti-Ziege Gammaglobulin mit Polyethylenglykol 

(PEG) und Natriumazid  

 

4. Ratten-IGF-1-Standards: 6 Lösungen mit Ratten-IGF-1 in bekannten und 

unterschiedlichen Konzentrationen in proteinhaltigem Puffer und 

Konservierungsmittel (nicht quecksilberhaltig); Konzentrationswerte der 

Standards: 

A: 0 ng/ml,  B: 150 ng/ml,  C:  300 ng/ml,  D:  600 ng/ml,  E:  1100 ng/ml,  F:  3500 

ng/ml 
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5. Ratten-IGF-1-Kontrollen: 2 Lösungen mit Ratten-IGF-1 bekannter 

Konzentrationen     (Kontrolle 1: 425  +/-125 ng/ml, Kontrolle 2: 1100  +/-300 

ng/ml) in Proteinpuffer und Konservierungsmittel (nicht quecksilberhaltig) 

 
6. Proben jeweils von Femur oder Leber der Versuchsratten, die - wie unter 3.2.1. 

beschrieben -  präpariert wurden. 

 

3. 2. 2. 3.  Durchführung des RIA 

Der lyophil getrocknete Inhalt der RIA-Kit-Reagenzien wurde in entsprechenden 

Mengen destillierten Wassers aufgelöst. 

Der Versuch sah für die Messung der Proben eine Einfachbestimmung, für die 

Messung der Standards, der Kontrollen, der nicht-spezifischen Bindung (NSB) und 

der Totalaktivität (TA) eine Doppelbestimmung vor. Die Kontrollen überprüfen die 

Leistungsfähigkeit des Tests. Ihre Konzentrationen sind bekannt und liegen innerhalb 

der Nachweisgrenze. Die Kontrollen werden wie die Proben mit ihren unbekannten 

Konzentrationen behandelt. Die Messung der NSB stellt die Radioaktivität dar, die 

nach Zentrifugation und Dekantieren der Teströhrchen durch die verbliebenen freien 

oder unspezifisch gebundenen radioaktiven Tracer-Moleküle entsteht. Sie ist ein 

Korrekturparameter und wird am Ende von den Messwerten subtrahiert. Die TA stellt 

die maximal mögliche Radioaktivität dar, auf die sich die Messwerte prozentual 

beziehen lassen. 

In die entsprechend beschrifteten Teströhrchen (Polypropylenröhrchen 12 x 75 mm) 

wurden jeweils 50 µl der Proben, der Standards A-F und der Kontrollen pipettiert. Zur 

Bestimmung der NSB wurden 150 µl des Standards A hinzugegeben. Die Röhrchen 

zur Messung der TA blieben leer.  

Im nächsten Schritt wurden in jedes Röhrchen 100 μl des radioaktiv markierten          

r-IGF-1 (Tracer) pipettiert. Gleich danach kamen in jedes Röhrchen, außer den NSB- 

und TA- Röhrchen, 100 µl r-IGF-1-Antiserum hinzu. Der Inhalt der Röhrchen wurde 

mit Hilfe des Vortex-Mixers durchmischt und dann für mindestens 3 Stunden (h) bei 

Raumtemperatur inkubiert. 

Nach der Inkubation kamen in jedes Röhrchen, außer denen der TA-Bestimmung, 

1000 µl der Präzipitierenden Reagenz (2. Antikörper) hinzu. Nach kurzer 

Durchmischung schloß sich eine weitere Inkubation für 20 Minuten (min) bei 
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Raumtemperatur an. Nach diesem Schritt wurde der Röhrcheninhalt (außer TA-

Röhrchen) bei 3000 Umdrehungen pro Minute  (UpM ) für 20 min gekühlt zentrifugiert 

(Cryofuge 5000, Firma Heraeus SEPATECH). Der Überstand (außer dem zur TA-

Bestimmung) wurde dekantiert und entsorgt. Die Radioaktivität im Sediment der 

Röhrchen wurde für 1 min im Gamma-Zähler (Fima Perkin Elmer Wallac GmbH) 

gemessen. Die Standardkurve und die r-IGF-1-Konzentrationen der Proben wurden 

vom Rechner berechnet und ausgedrückt.     

 

3. 2. 3.  Gesamtproteinbestimmung 

3. 2. 3. 1.  Versuchsprinzip 

Eine sensitive Methode, die Konzentration von Proteinen in einer Lösung 

photometrisch zu bestimmen, ist die Methode nach Bradford (1976). Hier findet der 

Farbstoff Coomassie Brillant Blue G-250 in einem saueren Lösungsansatz 

(Farbreagenz) Anwendung. Die Farbreagenz besitzt eine rote Farbe und ein 

Absorptionsmaximum bei einer Wellenlänge von 470 nm. Wird die Farbreagenz in 

eine proteinhaltige Lösung gegeben, so bindet sich der Farbstoff an das Protein. 

Bildet sich ein solcher Farbstoff-Protein-Komplex, dann ändert die Farbreagenz ihre 

Farbe zu blau und ihr Absorptionsverhalten mit einem Absorptionsmaximum, das nun 

bei 595 nm liegt. Zwischen der Absorptionsintensität der Farbreagenz bei der 

Wellenlänge 595 nm und der Proteinkonzentration der Lösung besteht eine 

proportionale Beziehung. Zur Ermittlung der Proteinkonzentrationen der Proben bei 

gemessener optischen Dichte bedarf es einer Standardkurve, die eine Zuordnung 

der Absorptionsintensität zu der Proteinkonzentration erlaubt. Die Standardkurve 

verläuft linear. Als Standardprotein findet bovines  Gammaglobulin  Anwendung. 

 

3. 2. 3. 2.  Verwendete Substanzen 

Zur Gesamtproteinbestimmung fand der Bio-Rad Protein-Assay Verwendung: 

Die wässrige Farbreagenz (Bio Rad Cat-Nr. 500-006) enthielt den Farbstoff 

Coomassie Brillant Blue G-250 (0.01% ), Phosphorsäure (1.6 molar) und Methanol 

(0.8 molar). 

Der Proteinstandard 2 ( Bio Rad Cat-Nr. 500-0005 ) enthielt bovines Gammaglobulin. 
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3. 2. 3. 3.  Durchführung 

Die aufgetauten Probensedimente ( Pellets ) wurden für 2 Minuten bei 10000 UpM 

zentrifugiert. 

Aus dem Proteinstandard der Ausgangskonzentration 1.45 mg/ml wurden 7 

Standards ( ST) mit folgenden Konzentrationen hergestellt: 

ST 1: 29 μg/Tube, ST 2: 21.75 μg/Tube, ST 3: 14.5 μg/Tube, ST 4: 11.6 μg/Tube, 

 ST 5: 5.8 μg/Tube, ST 6: 2.9 μg/Tube, ST 7: 1.45 μg/Tube (1 Tube = 10 μl). 

In dem Protein-Assay fand eine Mikrotiterplatte Anwendung. Es wurden in die 

entsprechenden Kavitäten der Platte 250 μl der jewaligen Standards als 

Doppelbestimmung pipettiert.1 µl von den jewaligen Proben, verdünnt mit 249 µl  

bidestillierten  Wassers (Aqua bid.), wurden in andere Kavitäten hineingegeben. 2 

weitere Plattenvertiefungen wurden mit 250 µl Aqua bid. als Leerwert für den 

Spektrophotometer gefüllt. Im nächsten Schritt wurden 50 μl der Farbreagenz in alle 

Kavitäten hinein pipettiert und die Lösungen in der Mikrotiterplatte durchmischt. 

Abschließend wurde die optische Dichte der Lösungen bei 595 nm im 

Spektrophotometer (Tecan Spectra, Firma SLT Labinstruments) gemessen. Die 

Standardkurve, die optische Dichte und die Proteinkonzentrationen ( in der Einheit: 

µg/Tube ) der Proben wurden vom Rechner erstellt und ausgedrückt. 

 

Das Pipettierschema der Mikrotiterplatte: 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 

A ST 1 ST 1 1 9 17 25 33 41 49 

B ST 2 ST 2 2 10 18 26 34 42 50 

C ST 3 ST 3 3 11 19 27 35 43 51 

D ST 4 ST 4 4 12 20 28 36 44 52 

E ST 5 ST 5 5 13 21 29 37 45  

F ST 6 ST 6 6 14 22 30 38 46  

G ST 7 ST 7 7 15 23 31 39 47  

H LW LW 8 16 24 32 40 48  

 

ST : Standard                     1 – 52 : Proben 

LW : Leerwert          
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3. 2. 4.  TaqMan–Polymerase-Ketten-Reaktion  

3. 2. 4. 1.  Isolierung von Gesamt-RNA 

In diesem Arbeitsschritt wurde die Gesamt-RNA mit Hilfe spezieller Pufferlösungen 

aus den Gewebeproben isoliert, um in die TaqMan-Polymerase-Ketten-Reaktion      

(-PCR) eingesetzt zu werden. 

Die einzelnen tiefgefrorenen Gewebefragmente wurden – wie unter 3.2.1. 

beschrieben - mit einem Mikro-Dismembrator (Firma B. Braun Biotech International) 

mechanisch zerkleinert, mit Lysepuffer versetzt und im Ultraschallbad homogenisiert. 

Die Präparation wurde mit Hilfe des RNeasy-Systems (Firma Qiagen, Hilden) 

durchgeführt und die RNA -Konzentration in einem Biophotometer (Firma Eppendorf) 

gemessen. Anschließend konnten die Proben direkt weiter verarbeitet oder bei – 70° 

C  gelagert werden. 

 

3. 2. 4. 1. 1.  Vorsichtsmaßnahmen im Umgang mit der RNA 

Damit die RNAse-Aktivität möglichst gering blieb, galten grundsätzlich folgende 

Maßnahmen für die Arbeit mit der RNA: 

Alle Arbeitsschritte wurden mit Ethanol-desinfizierten Handschuhen, schnell und auf 

Eis (Ausnahme RNeasy) durchgeführt. Sämtliche Glasgefäße wurden bei 240°C   

12 h sterilisiert, andere Materialien bei 120°C für 30 min autoklaviert. 0.1% Velcorin 

(Dimethylpyrocarbonat, Firma Bayer Leverkusen), das RNAsen durch kovalente 

Bindung inaktiviert, wurde allen verwendeten Lösungen zugefügt. Auch diese 

Lösungen wurden im Anschluß autoklaviert. Reagenzien wie Tris und Dithiothreitol 

(DTT), die durch Autoklavieren zerstört worden wären, wurden als RNAse-freie 

Lösungen eingesetzt. 

 

3. 2. 4. 2. Reverse Transkription  

Die reverse Transkription bedeutet ein Umschreiben der RNA in die DNA. Nur die 

DNA kann im Rahmen der PCR sequenzspezifisch amplifiziert werden. Durch das 

Enzym reverse Transkriptase, eine RNA-abhängige DNA-Polymerase, wird mRNA in 

cDNA überschrieben. 
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Um einen kurzen doppelsträngigen Startbereich für die reverse Transkriptase 

herzustellen, können sequenzspezifische Primer, "random“-Hexamere oder Oligo-

Primer eingesetzt werden.  

Die reverse Transkription wurde mit dem SUPERSCRIPT TM- 

Präamplifikationssystem der Firma GIBCO BRL durchgeführt. Das in diesem System 

verwendete Enzym besaß keine RNAse-Aktivität, so daß ein vorzeitiger Abbau der 

RNA während der Transkriptionsreaktion vermieden wurde. Diese Eigenschaft ist vor 

allem beim Arbeiten mit sehr geringen RNA-Mengen von Vorteil (Tse und Forget, 

1990). 

Folgende Reagenzien mit einem Reaktionsvolumen von 40 µl fanden Anwendung: 

8 µl Gesamt-RNA 

2 µl random-Hexamere 

14 µl RNAse freies Wasser. 

 

Dieser Ansatz wurde bei 22°C für 10 min inkubiert. Dann wurden weitere 

Komponenten zugefügt: 

8 µl 5x Transkriptionspuffer 

4 µl 0.1 M DTT 

2 µl Desoxyribonukleosid-Triphosphate (dNTP)-Mix (10mM) 

2 ml der enzymhaltigen Lösung aus SUPERSCRIPT TM-Reverse Transkription 

1 µl RNasin (40 IU/ml) (Firma PROMEGA, Madison, USA). 

 

Im Thermocycler (Firma Biometra, Göttingen) erfolgten nun folgende 

Reaktionsschritte: 

10 min Primer-Annealing bei 22°C 

50 min DNA-Strangsynthese bei 42°C 

10 min Denaturierung u.a. der reversen Transkriptase bei 95°C. 

Die Proben wurden auf Eis abgekühlt und nach kurzem Zentrifugieren sofort in die 

PCR eingesetzt oder bei –70°C eingefroren. 

 

3. 2. 4. 3. Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

Die PCR ermöglicht eine zügige und effektive Vervielfältigung (Amplifikation) selbst 

von kleinsten Mengen an DNA (Mullis et al., 1986). Hierbei werden DNA-

Polymerasen verwendet, die einen DNA-Einzelstrang in einen Doppelstrang 
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verwandeln können, sofern ihnen ein kurzer, doppelsträngiger DNA-Bereich bereit 

gestellt wird. Im Vorfeld werden zwei Oligonukleotide (Primer) hergestellt, die 

komplementär zu den Randbereichen der zu amplifizierenden DNA-Region 

(Template) sind. Diese Primer hybridisieren an die komplementären Sequenzen der 

Template, und der entstehende doppelsträngige Bereich mit einem endständigen 

freien 3´-OH dient als Startpunkt für die DNA-Polymerase. Die entstandenen 

Doppelstränge werden durch Hitze in Einzelstränge getrennt, die erneut als Matrize 

für die Polymerase verfügbar sind. Durch die Wiederholung der Abfolge: DNA-

Denaturierung, Hybridisierung der Primer und Polymerasereaktion kommt es bei 

jedem Schritt zu einer Verdopplung der Template-DNA. Dabei wird die thermostabile 

Taq-DNA-Polymerase (isoliert aus Thermus aquaticus) eingesetzt. Das 

Temperaturoptimum von diesem Enzym liegt bei 70°C. Es ist kurzzeitig bis 95°C 

stabil und wird während der Hitzedenaturierung der Doppelstrang-DNA selbst nicht 

zerstört. Ferner zeichnet sich diese Polymerase durch eine hohe Leistungsstärke 

aus, so daß DNA-Fragmente von mehreren Kilobasen Länge vervielfältigt werden 

können. 

Aufgrund der hohen Empfindsamkeit dieser Amplifikationsreaktion war darauf zu 

achten, daß die Arbeit mit PCR-Produkten streng räumlich getrennt vom 

sogenannten Prä-PCR-Bereich durchgeführt wurde, um Kontaminationen in den 

folgenden Reaktionen vorzubeugen. Deswegen war die Durchführung einer Kontroll-

PCR ohne Template in jeder Versuchsreihe notwendig. 

 

3. 2. 4. 3. 1. PCR-Primer 

Die Länge der Primer betrug ca. 20 bis 30 Basen. Der Guanin- und Cytosin (GC)        

-Gehalt für beide Primer war möglichst gleich und betrug nicht mehr als 60 %. 

Adenin-  und Thymin- (AT) sowie GC-reiche Regionen und Strecken mit Polypurinen 

und Polypyrimidinen wurden vermieden. Die Primerpaare hatten keine 

komplementären Strukturen. Diese Maßgaben wurden mittels des 

Computerprogramms DNAsis (Pharmacia, Freiburg) für jedes Primerpaar überprüft. 

An die 5´-Enden der Primer wurden Schnittstellen für geeignete Endonukleasen 

angefügt, um ein direktes Klonieren der PCR-Produkte zu ermöglichen.  

Die Synthese der Primer wurde von der Firma Biometra (Göttingen) durchgeführt. 
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Die Aufreinigung der Primer erfolgte in mehreren Arbeitsschritten über NAP-5-Säulen 

(Qiagen). Die Konzentration der Primer wurde photometrisch bestimmt. Die Lagerung 

dieser erfolgte bei –20°C. 

Folgende Primer wurden in dieser Arbeit eingesetzt: 

sense-Primer: 5´-TGT CGT CTT CAC ATC TCT TCT ACC TG-3´ 

antisense-Primer: 5´-CCA CAC ACG AAC TGA AGA GCG T-3´. 

 

3. 2. 4. 4.  TaqMan-PCR 

Der TaqMan-PCR-Assay (Firma Applied Biosystems GmbH, Weiterstadt) ist ein 

homogener Assay, der die sequenzspezifische Ampflikation der DNA und den 

simultanen Nachweis des PCR-Produkts in einem Reaktionsgefäß ermöglicht. Diese 

Methode beruht auf den Einsatz einer flurogenen Sonde sowie auf die 5‘-3‘-

Exonuklease-Aktivität der AmpliTaq DNA-Polymerase. 

Die Sonde ist ein Oligonukleotid (ca. 20-30 Basen), das am 5‘-Ende mit einem 

fluoreszenten Reporterfarbstoff und am 3‘-Ende mit dem Quencherfarbstoff TAMRA 

(6-Carboxy-tetramethyl-rhodamin) verknüpft ist. Standardmäßig wird FAM (6-

Carboxy-Fluorescein) als Reporter eingesetzt. Allerdings können Derivate von 6-

Carboxy-Fluorescein auch verwendet werden. Das 3‘-Ende der Sonde wird chemisch 

phophoryliert, um eine Extension der Sonde während der PCR zu vermeiden. Die 

Fluoreszenz des Reporterfarbstoffs wird wegen der räumlichen Nähe zum Quencher 

durch einen Fluoreszenz-Energietransfer (FET) unterdrückt, wenn die intakte Sonde 

bei einer Wellenlänge von 488 nm zur Fluoreszenz angeregt wird. Während der PCR 

bindet sich die Sonde sequenzspezifisch an den DNA-Matrizenstrang in 

unmittelbarer Nähe des Primers. In der Extensionsphase trifft die AmpliTaq DNA-

Polymerase auf die Sonde und beginnt diese zu verdrängen. Dabei entsteht eine Y-

förmige Struktur des Enzyms, wodurch die 5‘-3‘-Exonuklease-Aktivität der DNA-

Polymerase aktiviert wird und die Sonde geschnitten wird. Kommt es zur 

Sondenhydrolyse, so wird die räumliche Nähe zwischen Reporter und Quencher 

unterbrochen und damit auch der FET aufgehoben. Nur sequenzspezifisch und damit 

stabil bindende Sondenmoleküle werden von der AmpliTaq DNA-Polymerase 

geschnitten. Nicht 100-prozentig bindende Sondenmoleküle werden verdrängt, noch 

bevor die Exonukleaseaktivität einsetzt. Somit steigt die Fluoreszenz des 

Reporterfarbstoffs proportional zur Akkumulation des PCR-Produkts an. 
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Die Veränderung der Fluoreszenzen wird mit Hilfe des ABI  PRISM 7700 Sequence 

Detectors (Firma PE Applied Biosystems GmbH, Weiterstadt) im geschlossenen 

Reaktionsgefäß Zyklus für Zyklus erfaßt.  

Die Berechnung einer Standardkurve ermöglicht die Quantifizierung der 

Fluoreszenzänderung. Die Produktmenge wächst in der PCR exponentiell, erreicht 

jedoch irgendwann ein Plateau. Die PCR läßt sich durch die folgende Gleichung 

mathematisch beschreiben:  

N = No x (1 + E)n 

In dieser Gleichung sind:   N = Menge des hergestellten Amplifikats 

                                           No = Startkopienzahl zu Beginn der PCR 

                                           E = Effizienz der PCR, z.B., falls E = 1, dann wird 

                                           pro  Zyklus das PCR-Produkt verdoppelt. 

                                           n = Zahl der Amplifikationszyklen 

 

Zur Erstellung der Standardkurve wird diese Gleichung in ihre logarithmierte Form 

umgeschrieben:    log N = log No + n . log (1 + E). 

 

Eine Standardkurve muß über mindestens 5 Standardstufen verfügen. In dieser 

Studie werden Standardkurven mit den Intervallen einer 1:10 Verdünnung  

verwendet. 

 

3. 2. 4. 4. 1. Auswahl der Sonden für die TaqMan-PCR 

Einige Punkte wurden bei der Wahl der Sonde berücksichtigt: 

1. Das 5´-Ende der Sonde befand sich in relativer Nähe des 3´-Endes des 

    PCR-Primers. 

2. Die Sondenlänge betrug 20-30 Basen. 

3. Der GC-Gehalt war 40-60%. 

4. Am 5´-Ende der Sonde lag kein G. 

5. Es lagen nie mehr als dreimal dieselbe Base hintereinander. 

6. Sonde und PCR-Primer waren nicht komplementär zueinander. 

7. Auffällige Sekundärstrukturen (z.B. hairpin-loops) wurden vermieden. 

Die eingesetzten Sonden waren an ihrem 5´-Ende mit dem Farbstoff FAM (6-

Carboxy-Fluorescein) und an ihrem 3´-Ende mit dem Farbstoff TAMRA (6-Carboxy- 

tetramethyl-rhodamin) versehen. 
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Folgende Sonde wurde in dieser Arbeit verwendet: 

Sonde: 5´-FAM-TTA CCA GCT CGG CCA CAG CCG GAC-TAMRA3´. 

 

3. 2. 4. 4. 2.  Durchführung des TaqMan-PCR-Assays 

Für die TaqMan-PCR wurden bei einem Reaktionsvolumen von 25 μl folgende 

Reagenzien benötigt: 

12,5 μl 2x Puffer 

2,5 μl sense-Primer (300nM) 

2,5 μl antisense-Primer (300nM) 

2,5 μl Sonde (225nM) 

3 μl Ampuwa 

2 μl cDNA. 

Diese Reagenzien wurden in eine 96-well Mikrotiterplatte (MicroAmp Optical 96- 

well reaction plate, Firma PE Applied Biosystems, Weiterstadt) pipettiert, und die 

Platte mit optischen Deckeln (MicroAmp Optical caps, Firma PE Applied Biosystems, 

Weiterstadt) verschlossen. 

Zur Analyse wurde die Microtiterplatte in das ABI PRISM 7700 Detection System 

überführt. 

 

3. 2. 4. 4. 3. ABI PRISM 7700 Sequence Detection System 

Das ABI PRISM 7700 Sequence Detection System (7700 SDS, Firma PE Applied 

Biosystems, Weiterstadt) besaß einen eingebauten Thermocycler, in welchem 

die Proben 40mal den folgenden Zyklus durchliefen. 

Start: 

2 Minuten 50°C 

10 Minuten 95°C 

Zyklus: 

15 Sekunden 95°C 

1 Minute 60°C. 

Über den Reaktionsgefäßen der Microtiterplatte befand sich eine Linse, die den 

Strahl eines Argon-Lasers (488 nm) in die Gefäße weiterleitete, wodurch eine 

Fluoreszenzanregung erfolgen konnte. Die Fluoreszenzemission wurde über 

denselben optischen Leiter gemessen. 

Die Steuerung des gesamten Systems leistete ein Power Macintosh 4400. 
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3. 3. Statistische Auswertung 

Die Ergebnisse der RIA- und TaqMan-Analysen wurden mit GraphPad Prism 

(GraphPad Software), Version 3.0 für Windows (Microsoft) statistisch ausgewertet. 

Dabei wurde der Dunnett's Multiple Comparison Test  mit einem Signifikanzniveau 

von p ≤ 0,05 angewandt.  

Die in Taqman-PCR für die Genexpression des IGF-1 gemessenen Werte, die als 

Rohdaten bezeichnet werden und die RNA-Menge wiedergeben, wurden prozentual 

auf die Mittelwerte von jeden der drei Aufarbeitungen der Kontrollguppe bezogen. 

Dabei wurden die Mittelwerte jeder Aufarbeitung der Kontrollgruppe dem Wert 100 % 

gleichgesetzt. Ferner wurde für alle Prozentrelativierungen einer jeden 

Versuchsgruppe eine mittlere Prozentrelativierung mit zugehöriger 

Standardabweichung (SEM) berechnet. Die mittlere Prozentrelativierung mit der 

zugehörigen SEM einer jeden Versuchsgruppe wurden graphisch in Form von 

Säulendiagrammen dargestellt. 

Die radioimmunologisch für die Proteinkonzentrationen des IGF-1 gemessenen 

Werte sind absolute Zahlen. Die in der RIA ermittelte IGF-1-Konzentration von  jeder 

Probe bezieht sich auf das Volumen der pufferhaltigen Probelösung (mit der Einheit 

ng/ml). Die radioimmunologisch gemessenen IGF-1-Konzentrationen einer jeden 

Probe wurden aber auch auf die Masse des Gesamtproteins der entsprechenden 

Probe (mit der Einheit ng/mg) umgerechnet.  Die Mittelwerte einer jeden Gruppe mit 

zugehöriger SEM wurden in der Säulengraphik dargestellt.  

Für jeden untersuchten Parameter wurde eine Varianzanalyse mit Dunnett's Multiple 

Comparison Test  durchgeführt. Als Referenzgruppe diente jeweils die Kontrolle 

(Cremophor-Gruppe). Abweichungen von der Kontrolle mit p ≤ 0,05 wurden als 

signifikant gewertet und werden im Ergebnisteil mit dem Symbol " * “ über der 

entsprechenden Säule im Graphen gekennzeichnet. 

Ferner wurden für jedes Organ 2 Korrelationsgraphen dargestellt. Dabei ordneten wir 

die IGF-1-Konzentrationen der einzelnen Versuchstiere sowohl in ng/ml als auch in 

ng/mg ihrer Genexpression, d.h. der Prozentrelativierung der IGF-1-RNA-Menge 

eines jeden Versuchstieres, zu. Diese Graphik wurde durch Microsoft Office Excel 

2007 erstellt. 
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4. Ergebnisse 

4. 1. Knochen (Femur) 

Zunächst sollen die knochenbezogenen Ergebnisse dargestellt werden. Dabei 

werden die Daten der Genexpression und der Proteinkonzentration von IGF-1 

beschrieben. Die IGF-1-Konzentrationen beziehen sich sowohl auf das Volumen der 

pufferhaltigen Probelösung  (ng/ml) und als auch auf die Masse des Gesamtproteins 

einer jeden Probe (ng/mg). Anschließend werden 2 Korrelationsgraphen dargestellt, 

in denen einzelne Proteinkonzentrationen eines jeden Versuchstieres dessen 

Genexpression zugeordnet werden. Dabei gehen einer der beiden 

Korrelationsgraphen aus den Daten der Proteinkonzentration in der Einheit ng/ml und 

der andere aus den Proteinkonzentrationen in der Einheit ng/mg hervor. 

Zur Veranschaulichung der Ergebnisse in 4.1.1, 4.1.2., 4.1.3., 4.1.4. und 4.1.5. 

dienen die Abbildungen 4.1., 4.2. ,4.3., 4.4. und 4.5.. 

 

4. 1. 1. Genexpression von IGF-1 im Knochen 

E2 3.5 μg/ml führte zu einem leichten Anstieg der Genexpression (110.06%  +/-  

53.15) gegenüber der Kontrollgruppe (Cremophor) (100% +/- 12.26). Diese 

Veränderung war nicht signifikant. Die Genexpression (Prozentrelativierung der IGF-

1-RNA) der mit E2 0.5 μg/ml (99.91% +/- 57.62) und T 3.5 mg/ml (100.87% +/- 

60.26) behandelten Gruppen veränderte sich kaum gegenüber der 

Cremophorgruppe. 

BC 62.5 mg/ml bewirkte einen geringfügigen Anstieg der Genexpression (107.56% 

+/- 60.06). CR 62.5 mg/ml dagegen zeigte einen deutlichen jedoch nicht signifikanten 

(p > 0.05) Abfall dieser (54.18% +/- 17.41) (Abb. 4.1.). 
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Abb. 4.1.: Einflüsse von  E2 3.5, E2 0.5, T, BC und CR auf die Genexpression von IGF-1  

                in Femur von orx Ratten 

 

4. 1. 2.  IGF-1- Konzentration bezogen auf das Volumen der  

         pufferhaltigen Probelösung im Knochen 

             

Die pulverisierte Gewebeproben – hier aus dem Femur -  aller  Versuchsratten 

wurden im Rahmen der Präparation entsprechend ihrer Masse im gleichen Verhältnis 

mit der Pufferlösung gemischt (1 mg Gewebe zu 10 μl Puffer). Somit stellt die 

proteinhaltige Pufferlösung der Proben ein einheitliches Medium zur Messung der 

IGF-1-Konzentration dar. 

Die mittlere IGF-1-Konzentration in der mit E2 3.5 μg/ml behandelten Gruppe (187.05 

ng/ml) stieg im Vergleich zur Cremophorgruppe (155.12 ng/ml) an. Der Anstieg war 

nicht signifikant. E2 0.5 führte zu einer geringeren Zunahme der IGF-1 Konzentration 

(183.22 ng/ml) als E2 3.5 μg/ml. Die Konzentration der mit T behandelten Gruppe 

nahm geringfügig ab (142.96 ng/ml).  

Der Anstieg der IGF-1 Konzentration unter BC fiel niedriger als in den E2-Gruppen 

aus (168.91 ng/ml). Am deutlichsten stieg die IGF-1-Konzentration in der mit CR 

behandelten Gruppe an (200.7 ng/ml). Dieser Anstieg war jedoch wie die restlichen 

Veränderungen nicht signifikant (Abb. 4.2.). 
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Abb. 4.2. : Einflüsse von E2 3.5, E2 0.5, T, BC und CR auf die Konzentration von  

                  IGF-1 (ng/ml) in Femur von orx Ratten 

 

4. 1. 3.  IGF-1-Konzentration bezogen auf das Gesamtprotein im Knochen 

In diesem Abschnitt wurden die radioimmunologisch gemessenen IGF-1-

Konzentrationen (in ng/ml Pufferlösung) auf die Gesamtproteinkonzentrationen der 

jeweiligen Proben bezogen, so daß die Werte in der Einheit ng/mg Protein dargelegt 

werden.  

In der mit E2 3.5 behandelten Gruppe kam es zu einer deutlichen Abnahme der  

mittleren IGF-1-Konzentration (399.44 ng/mg) gegenüber der Kontrollgruppe (528.95 

ng/mg). Unter E2 0.5 fiel die Konzentration weiter ab (297.52 ng/mg), auch wenn die 

Veränderungen in beiden Gruppen noch nicht signifikant waren. In der T-Gruppe war 

die Abnahme der IGF-1-Konzentration ausgeprägter (221.51 ng/mg) und signifikant 

(p < 0.01). Unter BC fiel die Konzentration von IGF-1 (174.57 ng/mg) noch weiter 

signifikant (p < 0.01) ab. In der CR-Gruppe war die IGF-1-Konzentration ( 217.31 

ng/mg) weiterhin signifikant niedriger (p < 0.05) als in der Cremophor-Gruppe, fiel 

jedoch höher als unter BC aus (Abb. 4.3.). 
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Abb. 4.3. : Einflüsse von E2 3.5, E2 0.5, T, BC und CR auf die IGF-1-Konzentration (ng/mg) 

                  bezogen auf das Gesamtprotein, in Femur von orx Ratten ( * : p < 0.05 ) 

 

4. 1. 4. Einschätzung der Korrelation zwischen der Genexpression und der 

            Proteinkonzentration (ng/ml) im Knochen 

Die Proteinkonzentrationen der einzelnen Versuchstiere in ng/ml wurden ihren 

zugehörigen prozentualen Genexpressionen (des gleichen Versuchstiers) 

zugeordnet und graphisch dargestellt. Die Gerade im Diagramm war annährend 

horizontal. Im so erstellten Korrelationsgraphen ließ sich keine Korrelation zwischen 

den Proteinkonzentrationen (ng/ml) der einzelnen Versuchstiere und den 

prozentualen Daten ihrer Genexpression im Knochen erkennen. 
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Abb. 4.4: Korrelationsgraph: Darstellung der Zusammenhänge zwischen den  

               einzelnen Proteinkonzentrationen (ng/ml) und den zugehörigen  

               Daten der Genexpression (%) im Knochen 

 

 

4. 1. 5. Einschätzung der Korrelation zwischen der Genexpression und der 

            Proteinkonzentration (ng/mg) im Knochen 

Es wurden die auf das Gesamtprotein bezogenen Proteinkonzentrationen der 

einzelnen Versuchstiere in ng/mg ihren zugehörigen prozentualen Genexpressionen 

(des gleichen Versuchstiers) zugeordnet und graphisch dargestellt. Auch hier zeigte 

sich die Gerade annährend waagerecht. Eine Korrelation zwischen den 

Proteinkonzentrationen (ng/mg) der einzelnen Versuchstiere und den prozentualen 

Daten ihrer Genexpression ließ sich ebenfalls nicht erkennen. 
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Abb. 4.5.: Korrelationsgraph: Darstellung der Zusammenhänge zwischen den  

               einzelnen Proteinkonzentrationen (ng/mg) und den zugehörigen  

               Daten der Genexpression (%) im Knochen 

 

 

4. 2. Leber 

In diesem Abschnitt werden die leberbezogenen Ergebnisse dargestellt. Dabei 

werden die Daten der Genexpression und der Proteinkonzentration von IGF-1 

beschrieben. Die IGF-1-Konzentrationen beziehen sich einmal auf das Volumen der 

pufferhaltigen Probelösung  (ng/ml) der jeweiligen Probe und einmal auf die Masse 

des Gesamtproteins einer jeden Probe (ng/mg). Anschließend werden 2 

Korrelationsgraphen dargestellt, in denen einzelne Proteinkonzentrationen eines 

jeden Versuchstiers dessen Genexpression zugeordnet werden. Dabei gehen einer 

der beiden Korrelationsgraphen aus den Daten der Proteinkonzentration in ng/ml und 

der andere aus den Proteinkonzentrationen in ng/mg hervor. 

Zur Illustration der Ergebnisse in 4.2.1, 4.2.2., 4.2.3., 4.2.4. und 4.2.5. dienen die 

Abbildungen 4.6., 4.7., 4.8., 4.9. und 4.10.. 
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4. 2. 1. Genexpression von IGF-1 in der Leber 

Die Genexpression (Prozentrelativierung der RNA) von IGF-1 in der mit E2 3.5 μg/ml 

behandelten Gruppe (143.83% +/- 95.37) stieg  gegenüber Cremophor (100% +/- 

39.37) am deutlichten an gefolgt von der mit E2 0.5 μg/ml behandelten Gruppe 

(141.3% +/- 112.35). Beide Veränderungen zeigten jedoch keine Signifikanz. T führte 

ebenfalls zu einem Anstieg der Genexpression von IGF-1 (128.18%+/- 46.11), der 

aber niedriger als in den E2-Gruppen ausfiel. Unter BC nahm die Genexpression 

(126.46% +/- 42.06 ) zu und war mit dem Anstieg in der T-Gruppe vergleichbar. In 

der mit CR behandelten Gruppe nahm die Genexpression ab (82.58% +/- 47.31). 

Diese Abnahme war jedoch nicht signifikant (Abb. 4.4.). 

 

 

 

Abb. 4.6. : Einflüsse von E2 3.5, E2 0.5, T, BC und CR auf die Genexpression von IGF-1 in 

                   der Leber von orx  Ratten 
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4. 2. 2. IGF-1- Konzentration bezogen auf das Volumen der  

      pufferhaltigen Probelösung in der Leber 

Die pulverisierte Gewebeproben – hier aus der Leber -  aller  Versuchsratten wurden 

im Rahmen der Präparation entsprechend ihrer Masse im gleichen Verhältnis mit der 

Pufferlösung gemischt (1 mg Gewebe zu 10 μl Puffer). Somit stellt die proteinhaltige 

Pufferlösung der Proben ein einheitliches Medium zur Messung der IGF-1-

Konzentration dar. 

E2 3.5 μg/ml führte zum Anstieg der mittleren IGF-1 Konzentration (1125.83 ng/ml) 

gegenüber der Kontrolle (1015.99 ng/ml). Dieser Anstieg war nicht signifikant.  

Eine Signifikanz (p < 0.01) zeigte jedoch die Zunahme der IGF-1-Konzentration unter 

E2 0.5 μg/ml (1328.58 ng/ml). 

In der mit T behandelten Gruppe nahm die IGF-1-Konzentration im Vergleich zur 

Cremophorgruppe geringfügig und nicht signifikant ab (983.10 ng/ml). 

BC bewirkte den zweithöchsten Anstieg der IGF-1 Konzentration (1165.38 ng/ml), 

der jedoch nicht signifikant war. 

In der mit CR behandelten Gruppe kam es zu einem geringen Anstieg der IGF-1-

Konzentration (1096.67 ng /ml) (Abb. 4.5.). 

 

 

 

Abb. 4.7. : Einflüsse von E2 3.5, E2 0.5, T, BC und CR auf die IGF-1-Konzentration (ng/ml)  

                 in der Leber von orx Ratten ( * : p < 0.01 ) 
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4. 2. 3. IGF-1-Konzentration bezogen auf das Gesamtprotein in der Leber 

In diesem Abschnitt wurden die radioimmunologisch gemessenen IGF-1-

Konzentrationen (in ng/ml Pufferlösung) auf die Gesamtproteinkonzentrationen der 

jeweiligen Proben bezogen, so daß die Werte in der Einheit ng/mg Protein dargelegt 

werden.  

In der mit E2 3.5 behandelten Gruppe kam es zu einem geringfügigen Anstieg der 

mittleren IGF-1-Konzentration (745.24 ng/mg) im Vergleich zur Cremophor-Gruppe 

(706.51 ng/mg). Unter E2 0.5 stieg die IGF-1-Konzentration mehr an (789.45 ng/mg). 

In der T-Gruppe fiel die IGF-1-Konzentration (564.39 ng/mg) gegenüber der 

Cremophorgruppe ab. Unter BC erfuhr die IGF-1-Konzentration den stärksten 

Anstieg (938.17 ng/mg). In der CR-Gruppe nahm die IGF-1-Konzentration (767.24 

ng/mg) stärker als in der E2 3.5-Gruppe zu. Keine der o.g. Veränderungen waren 

signifikant (p > 0.05) (Abb. 4.6.). 

 

 

 

 

 

Abb. 4.8. : Einflüsse von E2 3.5, E2 0.5, T, BC und CR auf die IGF-1-Konzentration (ng/mg)  

                 bezogen auf das Gesamtprotein, in der Leber von orx Ratten 
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4. 2. 4. Einschätzung der Korrelation zwischen der Genexpression und der 

            Proteinkonzentration (ng/ml) in der Leber 

Die Proteinkonzentrationen der einzelnen Versuchstiere in ng/ml wurden ihren 

zugehörigen prozentualen Genexpressionen (des gleichen Versuchstiers) 

zugeordnet und graphisch dargestellt. Die Gerade im Diagramm war annährend 

horizontal. Im so erstellten Korrelationsgraphen ließ sich keine Korrelation zwischen 

der Proteinkonzentration (ng/ml) der einzelnen Versuchstiere und den prozentualen 

Daten ihrer Genexpression in der Leber erkennen. 

 

 

 

 

Abb. 4.9.: Korrelationsgraph: Darstellung der Zusammenhänge zwischen den  

               einzelnen Proteinkonzentrationen (ng/ml) und den zugehörigen  

               Daten der Genexpression (%) in der Leber 
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4. 2. 5. Einschätzung der Korrelation zwischen der Genexpression und der 

            Proteinkonzentration (ng/mg) in der Leber 

Hier wurden die auf das Gesamtprotein bezogenen Proteinkonzentrationen der 

einzelnen Versuchstiere in ng/mg ihren zugehörigen prozentualen Genexpressionen 

(des gleichen Versuchstiers) zugeordnet und graphisch dargestellt. Die Gerade 

zeigte sich annährend waagerecht. Eine Korrelation zwischen der 

Proteinkonzentration (ng/mg) der einzelnen Versuchstiere und den prozentualen 

Daten ihrer Genexpression ließ sich nicht erkennen. 

 

 

 

 

Abb. 4.10.: Korrelationsgraph: Darstellung der Zusammenhänge zwischen den  

                  einzelnen Proteinkonzentrationen (ng/mg) und den zugehörigen  

                  Daten der Genexpression (%) in der Leber 
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5. Diskussion 

In dieser experimentellen Arbeit wurden die Einflüsse von E2 in zwei 

unterschiedlichen Konzentrationen, von T und den Extrakten der beiden 

Arzneipflanzen BC und CR auf die mRNA- und Proteinkonzentration von IGF-1 

untersucht. Dabei wurde IGF-1 in Knochen (Femur) und Leber von männlichen 

orchiektomierten (orx) Ratten gemessen. 

Die männliche orx Ratte stellt ein Modell für die endokrinologischen Verhältnisse im 

hypogonadalen Mann dar. Ein bereits anerkanntes Modell für die Forschung der 

Osteoporose im weiblichen Geschlecht ist die ovarektomierte (ovx) Ratte. Wegen der 

aktuellen sozioökonomischen Entwicklungen nimmt die Lebenserwartung der 

Menschen und damit der Anteil älterer Männer an der Bevölkerung zu. Der 

männliche Hypogonadismus im Alter, der zutreffender als Partielles Androgendefizit 

des alternden Mannes (PADAM) bezeichnet wird, bringt hormonelle Veränderungen 

mit sich, die sich klinisch manifestieren und Beschwerden sowie Krankheiten 

verursachen können. Somit nimmt das Modell der orx Ratte zusehends an 

Bedeutung zu.  

In Männern wird nach Beginn der siebten Lebensdekade eine alters-assoziierte 

Abnahme von T statistisch relevant (Vermeulen, 1988).  

Ein Androgenmangel im Mann kann neben sexuellen Dysfunktionen und 

psychovegetativen Beschwerden, Abnahme der Muskelmasse sowie Anämie 

insbesondere zur Osteoporose führen. Es wurde früh über die Entwicklung der 

Osteoporose in Eunuchen berichtet (Albright und Reifenstein, 1948). Niedrige 

Serumkonzentrationen von Gesamttestosteron in über 60-jährigen Männern können 

von klinischen Symptomen einer Osteoporose, die mit diffusen Knochenschmerzen 

und erhöhter Frakturgefährdung einhergehen können, begleitet werden (Schill, 

2001). Typische osteoporotische Brüche betreffen den Unterarm, die Wirbelsäule 

und die Hüfte. Wirbelbrüche verursachen häufig chronische Schmerzzustände, eine 

Destabilisierung des Systems Wirbelsäule und damit einhergehend eine massive 

Verschlechterung der Lebensqualität. Statistisch tritt jede dritte Hüftfraktur bei 

Männern auf, und mehr als 11% der männlichen Bevölkerung im Alter von über 50 

Jahren erleiden diese Fraktur (Kastelan, 2007).  

Es sollte jedoch erwähnt werden, daß eine Metabolisierung von T zu E2 für die 

Androgenwirkung im Knochen unerläßlich ist. Smith et al.  berichteten über einen 

Mann mit homozygoter Mutation im Östrogenrezeptor (ER)-Gen, der trotz normaler 
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T-Spiegel eine Osteopenie, nicht geschlossene Epiphysenfugen und einen stark 

erhöhten Knochenumbau aufwies (Smith et al., 1994). Ähnliche Fälle wurden über 

Männer mit homozygoter Mutation im Aromatase-Gen berichtet (Morishima et al., 

1995; Carani et al., 1997).  

Parallel zum Menschen führt der Orchiektomie-induzierte Hypogonadismus in 

männlichen Säugetieren wie Ratten ebenfalls zur Entwicklung einer Osteoporose, die 

im Rahmen der Messung der BMD in einigen experimentellen Studien nachweisbar 

gewesen ist (Stürmer et al., 2006; Seidlova-Wuttke et al., 2005; Franklin M et al., 

2006). 

Im Femurknochen der in dieser Studie untersuchten männlichen und orx Ratten 

wurde der Wachstumsfaktor IGF-1 bestimmt.  

IGF-1 vermittelt als Somatomedin (Salmon und Daughaday, 1957) die 

wachstumsstimulierende Wirkung des GH, besonders auf das Skelett von 

Säugetieren. Dieser Wachstumsfaktor wirkt - von Typ-1-IGF-Rezeptor ausgehend – 

hauptsächlich mitogen und ist für das proliferative Zellwachstum sehr wichtig 

(Baserga et al. 1997). Bei hypophysektomierten Versuchstieren führte die Gabe von 

IGF-1 ohne die Anwesenheit von GH zu einer Zunahme der Muskelmasse und einem 

deutlichen Längenwachstum (Kiess und Höflich, 1995). Im Knochengewebe wird 

IGF-1 von Osteoblasten gebildet. Es stimuliert die Proliferation und Differenzierung 

von Osteoblasten.  

In zahlreichen klinischen und tierexperimentellen Studien wurde die Rolle von IGF-1  

im Knochenmetabolismus und im Pathomechanismus von Osteoporose bereits 

untersucht. 

In einer klinischen Studie an postmenopausalen Frauen mit Osteoporose  fielen die 

Serumwerte von IGF-1 und IGFBP- 3 im Vergleich zu prämenopausalen Frauen oder 

postmenopausalen Frauen ohne Osteoporose signifikant niedriger aus. Im 

Gegensatz zu den Markern des Knochenumsatz wie Osteocalcin, 

knochenspezifische AP oder N-Telopeptid Kollagen Typ 1 im Urin, korrelierten IGF-1 

und IGFBP-3 im Serum positiv mit der BMD der Lendenwirbelsäule. Somit weisen 

erniedrigte zirkulierende IGF-1 und IGFBP–3 einen möglichen Pathomechanismus 

der postmenopausalen Osteoporose auf und stellen sich als relativ zuverlässige 

Marker des Knochenumsatzes dar (Kim et al., 1999).  
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Eine Langzeittherapie mit GH führte bei postmenopausalen Frauen mit manifester 

Osteoporose zu einem Anstieg der BMD und zu einer Verbesserung der 

Zielorganansprechbarkeit des Parathormons und zu dessen verändertem 

Sekretionsmuster, das sich positiv auf den Knochenaufbau auswirkte (Franklin J et 

al., 2008). So wird sichtbar, daß Veränderungen in der Wachstumshormon/IGF-1-

Achse mit der postmenopausalen Entwicklung der Osteoporose im Alter verknüpft 

sind.  

Weiterhin zeigten Fowlkes et al., daß in älteren männlichen Mäusen, in denen die 

Bildung neuen Knochens  in der Regel deutlich beeinträchtigt ist, das sowohl lokal  

als auch systemisch verabreichte rekombinante humane IGF-1 zu einem 

signifikanten Anstieg der Synthese neuen Knochens an der Osteotomiestelle führte 

(Fowlkes et al., 2006).  

Mit zunehmendem Alter nehmen die IGF-1-Konzentrationen sowohl im Serum als 

auch im Knochen ab, was teilweise von einer verminderten GH-Sekretion abhängt. 

Ferner überwiegen im Alter die Spiegel von den inhibitorischen IGF-

Bindungsproteinen (IGFBP) 4 und 6 gegenüber den stimulatorischen IGFBP 3 und 5, 

was der verminderten Wirkung von IGF-1 beitragen kann (Rosen und Donahue, 

1998). Außerdem zeigen die Osteoblasten älterer Individuen eine zunehmende 

Resistenz gegenüber IGF-1 (Davis und Simmen, 1997). Diese Ergebnisse können 

zum Teil die altersabhängige Osteopenie bzw. Osteoporose erklären. 

Sicherlich sind an der Regulation der Knochenhomöstase verschiedene Hormone 

wie Sexualhormone, Calcitonin, Parathormon und Vitamin D3 u.a. sowie 

unterschiedliche Wachstumsfaktoren und Zytokine, insbesondere das RANKL / 

RANK / OPG-Zytokin-System, beteiligt, die alle wie in einem Netzwerk miteinander 

verknüpft sind.  Andere Faktoren wie Ernährung, Bewegung und die genetische 

Veranlagung sind für den Pathomechanismus der Osteoporose von Bedeutung. 

Jedoch sind nach den obigen Ausführungen die herausragende Rolle von IGF-1 im 

Knochenmetabolismus und Pathomechanismus der Osteoporose nicht zu 

übersehen. 

Es stellt sich grundsätzlich die Frage, ob die osteoporotische Entwicklung im 

Rahmen des männlichen  Hypogonadismus durch eine Hormontherapie aufgehalten 

bzw. verzögert werden kann.  
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Tenover et al. (1990) untersuchten in einer doppelblinden und Placebo-kontrollierten 

Studie die Wirkungen des Testosteronenanthats in einer kleinen Gruppe gesunder 

Männer zwischen 57 und 76 Jahren für die Dauer von 3 Monaten. Dabei ging die 

Urinausscheidung von Hydroxyprolin, einem Marker der Knochenabsorption, zurück. 

Auch tierexperimentelle Studien an männlichen orchieektomierten Ratten konnten 

zeigen, daß T die Orchiektomie-induzierte Osteoporose teilweise aufhalten kann 

(Stürmer et al., 2006; Seidlova-Wuttke et al., 2005). Gegenwärtig wird eine 

Testosteronsubstitution bei Männern mit manifestem Hypogonadismus angestrebt.  

Eine Substitutionstherapie mit T kann aber auch unerwünschte Wirkungen entfalten. 

Mögliche unerwünschte Wirkungen umfassen die Entwicklung einer Polyzythämie, da 

Androgene sowohl die Erytropoetinsynthese in den Nieren stimulieren als auch direkt 

die hämatopoetischen Stammzellen zur Blutzellbildung anregen. Hajjar et al. (1997) 

analysierten retrospektiv eine Langzeittherapie mit T bei 45 älteren hypogonadalen 

Männern, die alle 2 Wochen 200 mg Testosteronenanthat bzw. –cypionat für 

mindestens 2 Jahre erhielten. Nach 2 Jahren zeigte sich ein signifikanter Anstieg des 

Hämatokrits in der Testosterongruppe. 24% der mit T behandelten Probanden 

entwickelten eine Polyzythämie, die eine passagere Therapieunterbrechung oder 

eine Phlebotomie erforderte.  

Außerdem kann die Substitutionstherapie mit Androgenen die Entwicklung einer 

benignen Prostatahyperplasie beschleunigen (Schill, 2001).  

Eine gefürchtete Nebenwirkung der Testosteronbehandlung ist die Entwicklung eines 

manifesten Prostatakarzinoms, dessen Präkanzerosen oder die Progression eines 

subklinischen und maskierten Prostatakarzinoms. In der bereits erwähnten klinischen 

Studie von Tenover et al. (1990) über die dreimonatige Therapie mit T wurde ein 

Anstieg des Prostata-spezifischen Antigens (PSA) in 30% der Männer sogar 3 

Monate nach Therapieende beobachtet. Eine Applikation von T führte im Gegensatz 

zu E2 zu einer Beeinflussung der Genexpression in der Prostata von orx Ratten 

(Seidlova-Wuttke et al., 2005). Aufgrund der unsicheren Datenlage bezüglich der 

Entstehung eines Prostatakarzinoms im Rahmen einer T-Substitution wird diese nur 

für hypogonadale Männer in fortgeschrittenem Lebensalter mit einem PSA-Wert 

unter den altersspezifischen Grenzen empfohlen. Unter der Therapie mit T wird 

aufgrund der heutigen Datenlage empfohlen, in dreimonatlichen Abständen eine 

PSA-Bestimmung und eine rektale Palpation bzw. sonographische Kontrollen der 

Prostata durchführen zu lassen (Djavan und Marberger, 2002).  
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Die gefürchtete Einflußnahme von Androgenen auf die Prostata stellt für die 

medizinische Forschung eine große Motivation dar, in der hormonellen Therapie der 

Osteoporose im hypogonadalen Mann nach Alternativen zu suchen. Eine 

Östrogensubstitution des hypogonadalen Mannes scheidet wegen der Feminisierung 

aus verständlichen Gründen aus.  

Die Arzneipflanze Cimicifuga racemosa (CR) rückte in den Blickpunkt der Forschung. 

Der Extrakt aus dem Rhizom dieser Pflanze wird bereits in der Prophylaxe und 

Therapie postmenopausaler Beschwerden der Frau verwendet und ist unter den 

Präparatnamen wie Klimadynon oder Menofem auf dem Markt erhältlich. In 

zahlreichen Studien wurde der antiosteoporotische Effekt von CR sichtbar. In einer 

Studie an ovx Ratten konnte unter einer oralen Behandlung eines CR-Extrakts die 

Ovarektomie-induzierte Osteoporose reduziert werden, was in der Bestimmung der 

BMD und  in der biomechanischen Untersuchung des Knochens im Vergleich mit ovx 

Kontrolltieren nachweisbar war (Nisslein und Freudenstein, 2003). In einer humanen 

osteoblastären Zellkultur stiegen unter Zusatz von einem CR-Extrakt die 

Genexpression sowie die Proteinsekretion von Osteoprotegerin (OPG), das auch 

"osteoclastogenesis inhibiting factor“ genannt wird und die Entwicklung von 

Osteoklasten aus Vorläuferzellen im Knochenmark verhindert, signifikant an. Die 

Expression seines Gegenspielers receptor activator of nuclear factor-kappa-B ligand 

(RANKL) wurde jedoch nicht beeinflußt. Unter CR nahmen ferner in dieser Zellkultur 

die Aktivität der knochenspezifischen AP und die Expression von Osteocalcin, beides 

Marker für die Osteoblastendifferenzierung, deutlich zu (Viereck et al., 2005). Andere 

klinische und tierexperimentelle Studien konnten zeigen, daß der Extrakt aus CR im 

weiblichen Geschlecht organselektiv wirkt und insbesondere auf den Uterus keine 

unerwünschte Wirkungen entfaltet (Wuttke et al., 2002 b; Seidlova-Wuttke et al., 

2003; Freudenstein und Bodinet, 1999). CR wurde auch in einem männlichen orx 

Rattenmodell untersucht. Hier wies der CR-Extrakt wie das ebenfalls eingesetzte T 

und das E2 eine signifikante antiosteoporotische Wirkung, die in der quantitativen 

Computertomographie der tibialen Metaphyse sichtbar wurde, auf. 

Interessanterweise zeigte der CR-Extrakt ähnlich wie das E2 aber im Gegensatz zu T 

keine Einflußnahme auf die Genexpression in der Prostata (Seidlova-Wuttke et al., 

2005). In Bezug auf das Prostatakarzinom und CR konnten weitere experimentelle 

Studien sehr interessante Ergebnisse liefern. Sowohl der CR Extrakt BNO 1055 als 

auch das Petasiphenon, ein Phenol, das aus dem CR-Extrakt isoliert worden war, 
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konnten die Proliferation von LNCaP-Zellen, die dem humanen Prostatakarzinom 

entstammen und androgensensitiv sind, in immungeschwächten Mäusen wie auch in 

vitro signifikant hemmen (Seidlova-Wuttke et al., 2006; Jarry et al., 2007). Ferner 

konnte gezeigt werden, daß ein isopropanolischer Extrakt von CR in vitro sowohl das 

Wachstum von LNCaP-Zellen als auch die Vermehrung von nicht androgensensitiven 

Prostatakarzinomzellen über die Induktion von Apoptose signifikant inhibiert 

(Hostanska et al., 2005). 

In der antiosteoporotischen Therapie des hypogonadalen Mannes weckte die 

isoflavonhaltige Pflanze Belamcanda chinensis (BC), die in der traditionellen 

chinesischen Medizin Anwendung findet, Aufmerksamkeit. Für BC und für die aus 

dem Rhizom dieser Pflanze isolierten Isoflavone Tectoridin und Tectorigenin konnten 

ein antiosteoporotischer Effekt und eine SERM-Aktivität in ovx Ratten nachgewiesen 

werden.  (Seidlova-Wuttke et al., 2000; Seidlova-Wuttke et al., 2004; Becker, 2002). 

In einer experimentellen Studie wurden LNCaP-Zellen den männlichen Nacktmäusen 

subkutan injiziert. Unter einer Fütterung mit einem Extrakt aus BC wurde das 

Wachstum der subkutanen Tumore deutlich reduziert. In der gleichen Studie wurden 

LNCaP-Zellen in vitro mit dem BC-Extrakt, Tectorigenin oder anderen Isoflavonen 

aus BC behandelt. Dabei ließ sich eine Hemmung der IGF-1-Rezeptor-vermittelten 

Proliferation von Prostatakarzinomzellen zeigen (Thelen et al., 2005). Somit stellen 

sich sowohl CR als auch BC als interessante Forschungsobjekte in der alternativen 

antiosteoporotischen Therapie des hypogonadalen Mannes dar. 

Der bedeutende Einfluß von Sexualhormonen auf das Knochenwachstum und die 

Regulation der Knochenhomöstase ist allgemein bekannt. Besonders bei Östrogenen 

ist der Mechanismus der antiosteoporotischen Wirkung gut untersucht. Die 

androgene Hemmung der Knochenresorption erfolgt größtenteils indirekt durch die 

Aromatisierung von T zu E2 (Falahati-Nini et al., 2000).  

In der gegenwärtigen experimentellen Arbeit wurden die männlichen orx Ratten 

gruppenweise mit E2 in einer hohen (E2 3.5 μg/ml) und einer niedrigen (E2 0.5 

μg/ml) Konzentration, T (3.5 mg/ml), dem Extrakt der BC (62.5 mg/ml) und dem 

Extrakt der CR (62.5 mg/ml) behandelt. Wegen der subkutanen Applikation und der 

10-tägigen Dauer entsprach diese Arbeit einem subakuten Versuchsansatz.  

Dabei wurde die Genexpression und die Proteinkonzentration von IGF-1 im Femur 

der Ratten bestimmt. Die IGF-1-Konzentration wurde sowohl auf das Volumen der 

pufferhaltigen Probelösung (mit der Einheit ng/ml) als auch auf die Masse des 
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Gesamtproteins der Probe (mit der Einheit ng/mg) bezogen. Dabei stellt die 

pufferhaltige Probelösung aufgrund des gleichen Mischungsverhältnisses zwischen   

Probengewicht und Puffervolumen (1mg Probe in 10 µl Puffer) ein einheitliches 

Medium zur Messung der Proteinkonzentration dar. Der Bezug von IGF-1 auf das 

Gesamtprotein spiegelt den Anteil von IGF-1 an dem Gesamtprotein einer jeden 

Probe wider.  

Im Knochen dieser Ratten stiegen die Proteinkonzentrationen von IGF-1 (in ng/ml) in 

beiden E2-Gruppen nicht signifikant an, wobei die höherdosierte E2-Gruppe (E2 3.5) 

zu einem stärkeren Anstieg führte. Nur unter E2 3.5 konnte sich der Anstieg der 

Proteinkonzentration (in ng/ml) in einer Zunahme der IGF-1-mRNA  widerspiegeln. 

Obwohl diese Ergebnisse nicht signifikant sind, lassen sie die Schlußfolgerung zu, 

daß E2 dosisabhängig die lokale IGF-1-Synthese im Knochen steigert. Somit könnte 

die Stimulation der lokalen IGF-1-Synthese im Knochen einem der Mechanismen 

entsprechen, die zu der wachstumsstimulierenden und antiosteoporotischen Wirkung 

der Östrogene führen. Der Anteil von IGF-1 am Gesamtprotein nimmt aber in beiden 

Estradiolgruppen ab, wobei das niedrig  dosierte E2 einen geringeren Anteil aufweist. 

Diese Veränderungen können insbesondere ein Ausdruck für die allgemein-

stimulierende Wirkung auf die Proteinsynthese  und für die anabole Stoffwechselage 

im Knochen durch die Östrogene sein. Folglich nimmt IGF-1 im Knochen unter E2 

einen geringeren Anteil am Gesamtprotein als in den Kontrollratten ein, obwohl die 

IGF-1-Konzentrationen  in der Probelösung in der Estradiolgruppe selbst steigen. 

In einer anderen Studie an weiblichen ovx Ratten konnte in einem subakuten 

Versuchsansatz über 7 Tage mit E2 ein Anstieg der IGF-1 Genexpression im 

Knochen beobachtet werden (Becker, 2002). Auch die akute intravenöse Gabe von 

E2 führte in ovx Ratten zu einem deutlicheren Anstieg der IGF-1-mRNA im Knochen 

(Becker, 2002; Seidlova-Wuttke et al., 2003). In der Literatur wurde erwähnt, daß 

Östrogene die hypophysäre Sekretion des GH stimulieren, wodurch ein Teil ihrer 

wachstumsstimulierenden Wirkung auf das Skelett erklärt werden kann (Lampit und 

Hochberg, 2003; Venken et al., 2005).  

In einer Studie an männlichen orx Mäusen während der Pubertät, deren GH-

Rezeptorgen zerstört worden war (GHR-KO-Mäuse), führte die subkutane E2-

Applikation zu einem signifikanten Anstieg des Knochenwachstums. Dabei stiegen 

die IGF-1-Werte im Serum und die hepatische IGF-1 Synthese deutlich an, während 

die lokale IGF-1-Synthese im Femurknochen und Muskel dieser Mäuse nicht 



65 
 

verändert wurde. Die Autoren dieser Studie gingen von einem neuen 

Wirkmechanismus von E2 in der Stimulation des pubertären Skelettwachstums aus, 

bei dem  unabhängig vom GH-Rezeptor die IGF-1-Synthese in der Leber angeregt 

wird (Venken et al., 2005).  Hierbei wird auch die große Bedeutung des Organs 

Leber deutlich, die als Hauptbildungsort der IGFs IGF-1 in die Blutbahn abgibt, damit 

es seine endokrine Wirkung entfalten kann.  

In dieser Arbeit beeinflußte T kaum die lokale Synthese von IGF-1 im Knochen. Der 

Anteil von IGF-1 am Gesamtprotein nahm signifikant ab. Androgene haben 

bekanntermaßen eine starke anabole und die Proteinsynthese stimulierende Potenz. 

Damit kann der signifkant geringe Anteil von IGF-1 am Gesamtprotein darin 

begründet werden, daß unter dem Einfluß von T das Gesamtprotein im Knochen 

unserer Versuchstiere deutlich angestiegen ist.  Nach  diesen Ergebnissen können 

Androgene per se ihren bekannten Einfluß auf das Wachstum und den Erhalt des 

Skeletts nicht über das lokale IGF-System ausüben. Allerdings erfolgt ein nicht zu 

unterschätzende Teil ihrer Wirksamkeit am Knochen durch deren Umwandlung in 

Östrogene. Die hier vorliegenden Ergebnisse werden in einer experimentellen Studie 

bestätigt, in der männliche orx Mäuse, die keinen Wachtumshormonrezeptor 

exprimieren (GHR-KO-Mäuse), mit Adrogenen behandelt wurden. Die 

Androgensubstitution führte in den  pubertären GHR-KO-Mäusen zu einem 

Wachtumsanstieg des trabekulären und kortikalen Knochens sowie der 

Muskelmasse, ohne die systemische oder lokalen IGF-1- Produktion im Knochen und 

Muskulatur zu beeinflussen (Venken et al., 2007).  

BC führte im Knochen unserer Versuchstiere zu einem nicht signifikanten und 

diskreten Anstieg der IGF-1-Konzentration (in ng/ml), während die Genexpression 

ebenfalls leicht zunahm. Somit verhält sich BC so ähnlich wie E2 in seinen beiden 

Konzentrationen. Die osteoprotektive Wirksamkeit und die SERM-Aktivität dieser 

Arzneipflanze und deren Isoflavone Tectoridin und Tectorigenin konnten in 

tierexperimentellen Studien belegt werden (Seidlova-Wuttke et al., 2000; Seidlova-

Wuttke et al., 2004). Der Anteil von IGF-1 am Gesamtprotein nahm unter dem Einfluß 

von BC signifikant  und am stärksten ab, was ebenfalls für die hohe eiweißanabole 

Wirkung der Isoflavone von BC im Knochen, die mit einer verstärkten 

Proteinbiosynthese einhergeht, sprechen kann. 

An ovarektomierten Ratten konnte außerdem gezeigt werden, daß sowohl die 

einmalige intravenöse (i.v.) Applikation von Tectoridin als auch die subkutane 



66 
 

Verabreichung von einem Extrakt der BC und seiner Isoflavone über 7 Tage die IGF-

1-Genexpression im Knochen dieser Ratten steigerte, wobei nur der Anstieg unter 

der intravenösen Gabe überdeutlich und signifikant ausfiel. Dabei waren die 

Wirkungen von BC auf die IGF-1-Genexpression im Knochen ähnlich wie die des E2. 

Die chronische orale Applikation von BC und E2 führte in dieser Studie zu einer 

Abnahme der Genexpression von IGF-1 wie auch zum Rückgang der Genexpression 

von TGF-β, Osteocalcin, Osteoprotegerin und Tartrat-resistente sauere Phosphatase 

im Knochen der ovx Ratten, womit eine allgemeine Abnahme des Knochenumsatz 

durch die dreimonatige Verabreichung der beiden Substanzen und ihre ähnliche 

Wirkung auf das Knochengewebe gezeigt werden konnten (Becker, 2002). Die bis 

heute identifizierten Wirkstoffe der BC werden auch Phytöstrogene genannt.  

Die Behandlung unserer Ratten mit einem Extrakt aus CR führte zu interessanten 

Ergebnissen. Während die Genexpression von IGF-1 im Knochen deutlich aber nicht 

signifikant abnahm, kam es im Vergleich mit den anderen Gruppen zu dem stärksten 

Anstieg der IGF-1-Proteinkonzentration (in ng/ml) im Femur der Ratten, die die IGF-

1-Konzentrationen der E2-Gruppen in der Dynamik übertraf. Obwohl dieser Anstieg 

keine Signifikanz aufwies, war das divergente Verhalten der Genexpression und der 

IGF-1-Proteinsynthese unter CR mehr als deutlich. In zahlreichen klinischen und 

tierexperimentellen Studien wurde die antiosteoporotische Wirksamkeit dieser 

Arzneipflanze belegt (Seidlova-Wuttke et al., 2003; Nisslein und Freudenstein, 2003; 

Viereck et al, 2005; Wuttke et al., 2002 b). CR stimulierte mehr als die Östrogene die 

lokale IGF-1-Synthese im Knochengewebe unserer Versuchstiere. Somit werden die 

Wirksubstanzen, die in dem Extrakt dieser Pflanze enthalten und bis heute nur 

vereinzelt identifiziert worden sind, ihre antiosteoporotische Wirkung möglicherweise 

auch über die Anregung der lokalen IGF-1-Synthese ausüben. Der signifikant 

niedrige Anteil von IGF-1 am Gesamtprotein spricht ähnlich wie bei BC für eine hohe 

eiweißanabole Potenz von CR im Knochen. 

Die Divergenz bezüglich der erniedrigten relativen mRNA-Menge und der erhöhten 

Proteinkonzentrationen von IGF-1 (in ng/ml)  ist nicht einfach zu erklären. Eine 

Erklärung für diesen besonderen Fall könnte sein, daß die Transkription und die 

Proteinbiosynthese von IGF-1 unter CR relativ schnell erfolgte und die mRNA 

teilweise durch RNAsen abgebaut wurde, so daß im Gegensatz zu den anderen 

Gruppen nur ein Teil der mRNA gemessen werden konnte. Es ist sogar beschrieben 

worden, daß die intravenöse Zufuhr von einem CR-Extrakt akut zu einem leichten 
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Anstieg der IGF-1-Genexpression im Knochen von ovx Ratten geführt hatte 

(Seidlova-Wuttke et al., 2003).  

Aufgrund der hier vorliegenden Ergebnisse führen beide in dieser Studie 

eingesetzten Arzneipflanzen zu einer verstärkten lokalen IGF-1-Synthese im 

Knochengewebe, wenn auch diese nicht signifikant ist. Dabei ist die lokale IGF-1-

Synthese im Knochen unter CR deutlicher ausgefallen. Da IGF-1 von Osteoblasten 

sezerniert wird und lokal durch einen autokrinen bzw. parakrinen Mechanismus die 

Differenzierung und die Proliferation der Osteoblasten stimuliert sowie den Aufbau 

der Knochenmatrix anregt, legt die verstärkte lokale IGF-1-Synthese eine 

osteoprotektive Wirkung nahe. Gerade der osteoprotektive Charakter von 

insbesondere CR, die in einem höheren Maß als BC die Proteinexpression von IGF-1 

im Knochen anregt, wird in den zahlreichen oben aufgeführten Studien bestätigt. 

Interessanterweise stieg das Gesamtprotein in Femur unserer Versuchstiere unter 

den Einflüssen von BC und CR am stärksten an, wenn man es mit den anderen 

Gruppen vergleicht. Dabei erscheint die eiweißanabole Potenz der beiden 

Arzneipflanzen im Knochengewebe unserer Ratten als beachtlich und übertrifft die 

der Androgene.  

Damit wir überprüfen konnten, ob die Proteinexpression mit der Genexpression von 

IGF-1 im Knochen quantitativ korreliert, haben wir die Proteinkonzentrationen der 

einzelnen Versuchstiere (in ng/ml und ng/mg) ihren zugehörigen prozentualen 

Genexpressionen (des gleichen Versuchstiers) zugeordnet und graphisch dargestellt. 

Dabei stellten die X-Achse unseres Diagramms die IGF-1-Genexpression der 

Versuchsratten in Prozent und die Y-Achse die IGF-1-Proteinkonzentrationen in der 

jeweiligen Einheit ng/ml oder ng/mg dar. Die beiden Geraden verliefen annährend 

horizontal, so daß die relative Genexpression und die Proteinkonzentrationen der 

einzelnen Tiere miteinander nicht korrelierten. Es ist folglich nicht automatisch davon 

auszugehen, daß die Expression eines Gens gleichbedeutend mit der Expression 

des durch dieses Gen kodierten Proteins ist. Die Transkription, die 

posttranskriptionelle Phase der Proteinbiosynthese und die Translation sind 

bekanntlich starken regulatorischen Mechanismen unterworfen. 

Da sowohl CR als auch BC oder deren isolierte Komponenten bezüglich des 

Prostatakarzinoms eine antiproliferative und inhibitorische Wirksamkeit aufweisen 

(Seidlova-Wuttke et al., 2005; Seidlova-Wuttke et al., 2006; Jarry et al., 2007; 

Hostanska et al., 2005; Thelen et al., 2005), können sie nützliche Alternativen in der 
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antiosteoporotischen Therapie des hypogonadalen Mannes darstellen. Allerdings 

sind weitere experimentelle Studien erforderlich, um einen tieferen Einblick in die 

osteoprotektive und antikarzinomatöse Wirksamkeit der beiden Arzneipflanzen im 

hypogonadalen Mann zu erhalten. 

 

In der vorliegenden Arbeit wurde die Leber der männlichen und orx Ratten ebenfalls 

auf die Gen- und Proteinexpression von  IGF-1 untersucht. Die Leber stellt den 

Hauptbildungsort der IGFs dar. Von hier wird IGF-1 in die Blutbahn abgegeben und 

kann in peripheren Oganen seine endokrine Wirkungen ausüben. IGF-1 kann aber 

auch über den IGF-Typ 1-Rezeptor wie auch über den Insulinrezeptor  insulinartige 

metabolische Wirkungen, die insbesondere die Leber als das Stoffwechselorgan 

betreffen, entfalten. Allerdings sind die metabolischen Effekte von IGF-1 schwächer 

ausgeprägt als die des Insulins (Baserga und Rubin 1995). IGF-1 stimuliert die 

Glukoseaufnahme durch die Zelle und die Glykogensynthese in der Leber (Lodish et 

al., 1996). Ferner konnte an transgenen Mäusen, die kein Wachstumshormon (GH) 

exprimierten und eine eingeschränkte Kalorienzufuhr erhielten, gezeigt werden, daß 

die meisten Gene, die in der Leber dieser Mäuse exprimiert wurden und an der 

Stressreaktion und dem xenobiotischen Stoffwechsel beteiligt waren, von GH und 

IGF-1 reguliert wurden (Higami et al., 2006). 

Es gibt Publikationen, in denen erhöhte zirkulierende IGF-1-Spiegel mit erhöhter 

Tumorinzidenz und einer Verkürzung der Lebensdauer in Verbindung gebracht 

werden. Das Biguanid Phenformin, das durch die Abnahme des Blutzuckerspiegels 

zu einer Verminderung der Insulinämie und durch die Insulinabnahme und die 

vermehrte IGFBP-1-Produktion zur Verminderung zirkulierender IGF-1-Spiegel 

führte, wirkte sich auf die Lebendauer von Mäusen, die zur Tumorbildung neigten, 

verlängernd aus (McCarty, 2004). 

Aufgrund von kanzerogenen Wirkungen von Wachstumsfaktoren wie IGF-1 besteht 

der Verdacht, daß es einen Zusammenhang zwischen erhöhten 

Serumkonzentrationen von IGF-1 und der Entstehung von Malignomen wie dem 

Mammakarzinom oder Kolonkarzinom gibt (McCarty, 2001; Campagnoli et al., 1994). 

Dabei stellt sich die Leber als Quelle des zirkulierenden IGF-1 dar. Jedoch sollten die 

mitogenen und kanzerogenen Eigenschaften von IGF-1 differenzierter beurteilt 

werden. In einer experimentellen Studie konnte nämlich gezeigt werden, daß IGF-1 

auf zwei morphologisch und funktionell ähnliche Zellen der Rattenleber, die 
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hepatischen Sternzellen und die Myofibroblasten, bezüglich der Proliferation und der 

zugrunde liegenden Mechanismen völlig unterschiedlich wirkte. In den Sternzellen 

wurde über die Aktivierung proapoptotischer Gene die Apoptose induziert, während 

die Myofibroblasten sich durch die IGF-1-induzierte Aktivierung antiapoptotischer 

Gene vermehren konnten (Saile et al., 2004). 

Die Ergebnisse unserer Messungen zeigten, daß die relative Genexpression von 

IGF-1 in beiden E2-Gruppen deutlich aber nicht signifikant anstiegen. Die IGF-1-

Konzentrationen (in ng/ml)  nahmen ebenfalls in beiden Gruppen zu, wobei der 

Anstieg unter dem niedrig dosierten E2 (0.5  µg/ml) deutlich stärker und signifikant 

ausfiel. Interssanterweise verhielt sich die IGF-1-Konzentration nicht proportional zu 

der gewählten E2-Dosis. Auch der Anteil von IGF-1 am Gesamtprotein nahm in 

beiden Gruppen  nicht signifikant zu. Parallel zu den Ergebnissen aus dem Knochen 

unserer Ratten führte die Estradiolbehandlung in der Leber zu einem Anstieg der 

IGF-1-Konzentrationen. Diese Ergebnisse werden in einer Studie bestätigt, in der 

männliche orx Mäuse, die sich in der Pubertät befanden und keinen 

Wachstumshormonrezeptor exprimierten, eingesetzt und mit E2 subkutan substituiert 

wurden. Unter E2 kam es unabhängig von GH zu einem deutlichen Wachstum und 

zu einer signifikanten Zunahme der hepatischen IGF-1-Synthese und der 

zirkulierenden IGF-1-Spiegel (Venken et al., 2005). Außerdem nimmt man an, daß 

Östrogene besonders in der postnatalen und peripubertären Phase die Synthese des 

GH und somit die Bildung von IGF-1 stimulieren (Mauras et al, 1996). Es gibt aber 

auch Publikationen, die bezüglich des Einflusses der Östrogene auf die hepatische 

IGF-1-Synthese gegensätzliche Ergebnisse beschreiben. In einer klinischen Studie 

führte die orale Östrogenbehandlung von postmenopausalen Frauen zu einem 

Rückgang der IGF-1-Serumspiegel, was wahrscheinlich auf den hepatozellulären 

Effekt der Östrogene zurückgeführt werden kann (Campagnoli et al., 1994). 

Allerdings wurde in dieser klinischen Studie aus verständlichen Gründen die 

hepatische IGF-1-Synthese nicht gemessen. Die IGF-1-Werte im Blut waren hier 

indirekte Parameter für die vermehrte IGF-1-Synthese in der Leber durch die 

Östrogene.  

Die Untersuchung an dem transgenen, das GH überexprimierenden Knochenfisch 

Tilapia zeigte, daß trotz einer deutlich erhöhten hepatischen IGF-1-Synthese die 

Serumkonzentrationen von IGF-1 niedriger als in Kontrollfischen ausfielen. In der 

Leber und im Serum der transgenen Fische zeigten sich jedoch erhöhte Spiegel von 
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IGF-1-bindenden Proteinen (IGFBP). Der erhöhte Gehalt von IGFBP in der Leber 

führte zu einer Retention von IGF-1 und / oder zu einer verlangsamten Freisetzung 

von IGF-1 in den Kreislauf. Somit kam es  zu einer Anhäufung von IGF-1 in den 

Hepatozyten (Eppler et al., 2007). Diese Studie läßt die Schlußfolgerung zu, daß das 

zirkulierende IGF-1 nicht automatisch die hepatische IGF-1-Synthese widerspiegelt. 

Außerdem läßt sich das verstärkte Wachstum der transgenen Fische, in deren 

Skelettmuskulatur eine doppelt so hohe IGF-1-Genexpression gemessen werden 

konnte, wahrscheinlich auf die verstärkte autokrine / parakrine Wirkung von IGF-1 in 

Organen wie Skelettmuskel und Knochen und nicht auf die endokrine Wirkung von 

IGF-1 zurückführen. Somit kann die lokale IGF-1-Synthese im Knochen für 

Wachstum und Knochenerhalt eine übergeordnete Rolle spielen, wenn man diese 

mit der endokrinen Wirkung des hepatischen IGF-1 vergleicht. 

Unter T nahm zwar die Genexpression von IGF-1 in der Leber leicht zu. Die IGF-1-

Konzentrationen (sowohl in ng/ml als auch in ng/mg)  jedoch sanken im Vergleich zu 

den Kontrollratten nicht signifikant  ab. Auch hier erhielt man ähnliche Ergebnisse wie 

aus dem Knochen der Versuchstiere. T beeinflußt sowohl in der Leber als auch im 

Knochen  kaum die IGF-1-Synthese.  

Unter BC stieg die Genexpression von IGF-1 in der Leber unserer Versuchstiere 

leicht an. Die Konzentration (in ng/ml) des hepatischen IGF-1 dagegen nahm deutlich 

zu, obwohl diese Veränderung nicht signifikant war. Sie übertraf sogar den Anstieg 

der IGF-1-Konzentration unter dem hoch dosierten E2 (3.5 μg/ml). In den mit BC 

behandelten Ratten stieg der Anteil von IGF-1 am Gesamtprotein am stärksten an. 

Dabei fiel das mittlere Gesamtprotein (12.65 µg/tube) im Vergleich zu den anderen 

Gruppen am niedrigsten aus. Auffällig ist die starke Divergenz der 

Gesamtproteinkonzentrationen in den beiden Organen Femur und Leber unserer 

Versuchsratten unter dem Einfluß von BC, da  in Femur unter BC die höchste mittlere 

Gesamtproteinkonzentration (10.19 µg/tube) gemessen wurde. Dieses Phänomen 

kann für die organselektive Wirkung von BC auf die Proteinbiosynthese sprechen.  

Die hepatische IGF-1-Expression wird nach diesen Ergebnissen durch die 

Phytoöstrogene der BC deutlich stimuliert. In einer tierexperimentellen Studie führte 

jedoch die intravenöse Applikation von Tectoridin, ein Isoflavon aus dem Rhizom der 

BC, in weiblichen ovx Ratten zu einer raschen, aber relativ schwachen Hemmung der 

hepatischen Genexpression von IGF-1 (Seidlova-Wuttke et al., 2000). Trotz der 

widersprüchlichen Datenlage verhalten sich in der vorliegenden Arbeit die 
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Phytoöstrogene der BC bezüglich der IGF-1-Synthese in Leber und Knochen ähnlich 

wie das E2.  

Unter der Behandlung mit CR zeigte sich in der Leber unserer Ratten ein ähnliches 

divergentes Verhalten zwichen der Gen- und Proteinexpression von IGF-1 wie im 

Knochen auch. Während die hepatische Genexpression von IGF-1 deutlich aber 

nicht signifikant abfiel, nahm dessen Proteinkonzentration leicht zu. Die hepatische 

IGF-1-Konzentration (in ng/ml) in der CR-Gruppe blieb unter der IGF-1-Konzentration 

der beiden Estradiolgruppen  und der BC-Gruppe. Anders als in der Leber führte CR 

aber im Knochen zum stärksten Anstieg der IGF-1-Konzentration (in ng/ml). Somit 

stimuliert der Extrakt der CR die lokale IGF-1-Synthese im Knochen deutlich stärker 

als die hepatische IGF-1-Synthese und weist so eine Organselektivität auf. Diese 

wird deutlicher, wenn man die mittlere Gesamtproteinkonzentrationen in Knochen 

und Leber unserer Versuchstiere unter dem Einfluß von CR vergleicht. Die mittlere 

Gesamtproteinkonzentration im Knochen (9.62 µg/tube) ist die zweit höchste im 

Vergleich mit den anderen Gruppen, während diese in der Leber (14.3 µg/tube) die 

zweit niedrigste darstellt. Die lediglich schwache Zunahme der hepatischen IGF-1-

Synthese kann vorteilhaft sein, wenn man bedenkt, daß die Leber als Quelle der 

zirkulierenden IGFs gilt, und erhöhte IGF-1-Spiegel im Serum mit der Entstehung von 

Malignomen assoziiert werden. Somit kommt auch unter diesem Aspekt CR ihrer 

Rolle in der zukünftigen antiosteoporotischen Therapie des hypogonadalen Mannes 

näher.  

Die graphische Zuordnung der Proteinkonzentrationen der einzelnen Ratten (sowohl 

in ng/ml als auch in ng/mg) zu der jeweiligen Genexpression ließ in der Leber keine  

Korrelation erkennen. Wie im Knochen korrelieren in der Leber die Protein- und 

Genexpression auch nicht miteinander. 

Mit Sicherheit sind weitere zunächst tierexperimentelle Studien erforderlich, um das 

Ausmaß der osteoprotektiven Wirksamkeit der beiden Arzneipflanzen Cimicifuga 

racemosa und Belamcanda chinensis besonders im männlichen Geschlecht weiter 

zu objektivieren und die zugrundeliegenden Wirkmechanismen näher zu erforschen. 

Ferner scheint es sinnvoll zu sein, weitere noch unbekannte Wirksubstanzen der CR 

zu identifizieren. 

Es gibt keine Selbstverständlichkeit für die Nebenwirkungslosigkeit von Präparaten 

pflanzlicher Herkunft. Setchell et al. beschrieben  bereits 1987 die gesundheitlichen 
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Probleme in einem Bestand von Geparden in der Gefangenschaft. Durch ihre Diät 

auf der Basis von Soja war es zu Beeinträchtigungen der Leberfunktion und zu 

Fruchtbarkeitsstörungen gekommen. Gerade diese Beobachtungen weisen auf die 

Wichtigkeit von Untersuchungen im Hinblick auf eine eventuelle klinische 

Verwendung von Phytoöstrogenen in der Humanmedizin hin. 

In Langzeitstudien können unerwünschte Wirkungen der beiden Pflanzen auf weitere 

Organe wie die Leber, ihre Kanzerogenität und das Feminisierungspotential 

insbesondere von den Phytoöstrogenen der BC überprüft werden.   
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6. Zusammenfassung 

In Männern wird die altersassoziierte Abnahme des Testosterons nach dem 60. 

Lebensjahr statistisch relevant. Der Androgenmangel führt insbesondere zur 

Osteoporose, die von diffusen Knochenschmerzen und erhöhter Frakturgefährdung 

begleitet wird. Angesichts der zunehmenden Lebenserwartung der Weltbevölkerung 

werden das Partielle Androgendefizit des alternden Mannes (PADAM) und die senile 

Osteoporose in Männern zunehmend bedeutender. Eine Testosteronsubstitution, die 

bei manifestem Hypogonadismus im Mann heute Anwendung findet, kann aber im 

Rahmen ihrer unerwünschten Wirkungen u.a. zu einem Prostatakarzinom führen. 

Deswegen sucht man nach alternativen Therapien der Osteoporose im 

hypogonadalen Mann. Dabei rückten die Arzneipflanzen Belamcanda chinensis (BC) 

und Cimicifuga racemosa (CR) in den Blickpunkt der Forschung. Für die 

isoflavonhaltige BC wurde in experimentellen Studien eine antiosteoporotische 

Wirksamkeit und eine SERM-Aktivität nachgewiesen. Der Extrakt aus dem Rhizom 

der CR wird bereits in der Prophylaxe und Therapie postmenopausaler Beschwerden 

der Frau angewandt und zeigt osteoprotektive Effekte. Sowohl für BC oder deren 

Inhaltsstoffe als auch für CR sind in jüngster Zeit antiproliferative Effekte auf das 

Prostatakarzinom beschrieben worden.  

In dieser experimentellen Arbeit wurden die Einflüsse von Estradiol 17-beta (E2) in 

zwei unterschiedlichen Konzentrationen, Testosteron und Extrakten von BC und CR 

auf die IGF-1-Synthese untersucht. Dabei scheint IGF-1, das als Somatomedin die 

wachstumsstimulierenden Wirkungen des Wachstumshormons vermittelt, eine 

herausragende Rolle im Knochenmetabolismus und Pathomechanismus der 

Osteoporose zu spielen. IGF-1 wurde in Knochen (Femur) und Leber von männlichen 

orchiektomierten Ratten, die ein Modell für die endokrinologische Verhältnisse im 

hypogonadalen Mann darstellen, gemessen. Dabei stellt die Leber als 

Hauptbildungsort der IGFs, von wo diese ihre endokrinen Wirkungen entfalten, ein 

interessantes Untersuchungsobjekt dar. Die Versuchstiere wurden für die Dauer von 

10 Tagen mit einer definierten Menge der o.g. Substanzen subkutan  behandelt und 

anschließend getötet, damit die Organe zur Messung der Genexpression von IGF-1 

und der IGF-1-Konzentration entnommen werden konnten.  

Sowohl im Knochen als auch in der Leber steigerten beide Konzentrationen von E2 

die IGF-1-Synthese. Somit scheint die IGF-1-Synthese einer der Mechanismen zu 
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sein, die zu der wachstumsstimulierenden und antiosteoporotischen Wirkung der 

Östrogene führen. Dagegen beeinflußte das Testosteron in beiden Organen kaum 

die Synthese von IGF-1. BC, deren Wirkstoffe auch Phytöstrogene genannt werden, 

verhielt sich bezüglich der  Genexpression und Synthese von IGF-1 ähnlich wie E2. 

Die mittlere Gesamtproteinkonzentration unter dem Einfluß von BC zeigte in 

Knochen und Leber eine starke Divergenz. Dieses Ergebnis spricht für die 

organselektive Wirkung von BC. CR lieferte in beiden Organen interessante 

Ergebnisse. Während die Genexpression von IGF-1 deutlich abnahm, stieg die IGF-

1-Konzentration (ng/ml) an. Dabei nahmen unter CR die lokale IGF-1-Synthese und 

die mittlere Gesamtproteinkonzentration im Knochen deutlich stärker als in der Leber 

zu. Der schwache Anstieg der hepatischen IGF-1-Synthese scheint vorteilhaft zu 

sein, da zirkulierende IGF-1-Spiegel mit einer erhöhten Inzidenz von Neoplasien 

assoziiert werden. Somit üben die Wirksubstanzen beider Arzneipflanzen ihre 

antiosteoporotische Wirkung unter anderem über die Anregung der lokalen IGF-1-

Synthese aus. Interessanterweise korrelierte die Höhe der IGF-1-Konzentrationen 

der einzelnen Versuchstiere in den Organen Knochen und Leber nicht mit der Höhe 

ihrer Genexpression.  

Weitere Studien sollten die Rolle von CR und BC als nützliche Alternativen in der 

antiosteoporotischen Therapie des hypogonadalen Mannes klären. 
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7. Anhang 
 
7. 1. Abkürzungsverzeichnis 
 
AP alkalische Phosphatase 

AR Androgenrezeptor 

BC Belamcanda chinensis 

BMD Knochenmineraldichte 

BMP Knochen-morphogenetisches Protein 

C Kohlenstoff 

CpM radioaktiver Zerfall pro Minute 

CR Cimicifuga racemosa 

DHEA Dehydroepiandrosteron 

DHT Dihydrotestosteron 

dNTP Desoxyribonukleosid-Triphosphat 

E2 Estradiol 17-beta 

ER Östrogenrezeptor 

ERE estrogen responsive elements 

ERK Extracellular-Regulated  Kinase 

FAM 6-Carboxy-Fluorescein 

FET Fluoreszenz-Energietransfer 

GH Wachstumshormon 

GHBP GH-bindendes Protein 

GnRH Gonadotropin-Releasinghormon 

HRT Hormonersatztherapie 

HVL Hypophysenvorderlappen 

IDDM Insulinpflichtiger Diabetes mellitus 

IGF -1 Insulin-like Growth Factor 1 

IGFBP IGF-Bindungsprotein 

IL Interleukin 

LH Luteinisierendes Hormon 

MAP - Kinase Mitogen-activated  Protein-Kinase 

NSB Nicht-spezifische Bindung 

OPG Osteoprotegerin 

orx orchiektomiert 

ovx ovarektomiert 

PADAM Partielles Androgendefizit des alternden Mannes 

PBS Phosphat Buffer Solution 
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PDEF Prostate-derived Ets transcription factor 

PG Prostaglandin 

PI3 - Kinase Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase 

PSA Prostata-spezifisches Antigen 

RANKL Receptor activator of nuclear factor-kappa-B ligand 

RIA Radio-Immunoassay 

SERM Selective Estrogen Receptor Modulator 

SHBG Sexualhormonbindendes Globulin 

sv40T Ag Simian virus 40 large tumor antigen 

T Testosteron 

TA Totalaktivität 

TAMRA 6-Carboxy-tetramethyl-rhodamin 

TGF Transforming Growth Factor 

TNF Tumor Necrosis Factor 

UpM Umdrehung pro Minute 
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7. 2.  Abbildungsverzeichnis 
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