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1. Einleitung

1.1 Allgemeine Einfuhrung

Erkrankungen innerhalb des endokrinen Systems kénnen sich beim Menschen auf
unterschiedlichste Art und Weise manifestieren. Sie betreffen entweder den
gesamten Organismus oder sind organspezifisch. Die haufigste
Stoffwechselerkrankung des Knochens ist die Osteoporose, welche durch eine
verminderte Knochendichte und -festigkeit charakterisiert ist. Die Osteoporose tritt
physiologisch im Rahmen des Alterungsprozesses auf oder kann sekundar durch
eine andere Erkrankung bedingt sein. Insgesamt geht man von sechs Millionen
Betroffenen in Deutschland aus (Pollahne und Minne 2001). Die Kosten fir das
Gesundheitssystem sind immens, vor allem aufgrund der Folgeschéaden der
Osteoporose wie beispielsweise Schenkelhals- und Wirbelkérperfrakturen. Da es
sich bei der Osteoporose uUberwiegend um eine Erkrankung des alteren Menschen
handelt, ist die Inzidenz der Osteoporose aufgrund einer immer hdheren
Lebenserwartung in unserer Gesellschaft ansteigend. So betrug 1990 die Anzahl der
Schenkelhalsfrakturen 1,7 Millionen weltweit und fur 2050 wird aufgrund des
demographischen Wandels ein globales Auftreten von insgesamt 6 Millionen
Schenkelhalsfrakturen pro Jahr erwartet (WHO 2003). Die Haufigkeit der
Osteoporose und ihre volkswirtschaftliche Bedeutung, aber auch die somatischen
und psychosozialen Folgen fir jeden einzelnen Betroffenen, verdeutlichen die
absolute Notwendigkeit einer adaquaten Therapie.

Bisher gibt es eine Reihe von therapeutischen Anséatzen zur Behandlung der
Osteoporose. Einer der Therapieansatze war die Hormonersatztherapie (HRT), die
auf der Annahme eines Hormonmangels bei der Entstehung der Osteoporose beruht.
Da die reine Substitution von Ostrogenen zur Therapie der Osteoporose aufgrund
der damit verbundenen Nebenwirkungen heute nicht mehr indiziert ist (Rossouw et
al. 2002), wird nach maoglichen Alternativen zur Hormonersatztherapie gesucht.
Dabei stehen unter anderem (u.a.) Phytohormone, das heil3t (d.h.) aus Pflanzen
stammende, hormonell wirksame  Verbindungen, im  Mittelpunkt des
wissenschaftlichen Interesses und sind auch Thema dieser Studie. In friheren
Untersuchungen konnte bereits die Wirksamkeit von Phytohormonen auf den
Knochen belegt werden (Dai et al. 2008; Fujioka et al. 2004).
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Da bisher ein Schwerpunkt der Forschung auf die Osteoporose der Frau gelegt
wurde, werden wir uns nun in dieser Studie mit der therapeutischen Wirkung der
Phytohormone Genistein (GEN) und Equol (EQ), die Bestandteil von in Soja
vorkommenden Isoflavonen sind, auf die Osteoporose des Mannes befassen.
Vergleichend dazu wird die Wirkung der gonadalen Steroide auf den
osteoporotischen Knochen betrachtet. Als Tiermodell dient die méannliche,
orchidektomierte (orx) Sprague-Dawley-Ratte (S.D.-Ratte).

Neben dem Einfluss der pflanzlichen Hormone auf die Knochenstruktur und den
Knochenmetabolismus wird dariiber hinaus auch die Wirkung auf die Weichteile

(Fettgewebe und Muskulatur) untersucht.

1.2 Der Knochen

Der Knochen bildet in seiner Gesamtheit das Skelett, das Grundgerist des
menschlichen Korpers. Bei ausgewachsenen Menschen und Tieren findet man vor
allem Lamellenknochen, welcher von dem wahrend der Knochenneubildung
entstehendem Geflechtknochen abzugrenzen ist. Der Prototyp des lamellaren
Knochens ist der lange Rohrenknochen, wie zum Beispiel die Tibia, die in dieser
Studie untersucht wurde. Am Lamellenknochen unterscheidet man die aul3en
gelegene Substantia compacta, auch Kortikalis genannt, von der inneren Substantia
spongiosa. Die Spongiosa besteht aus einer Vielzahl von Knochenbalkchen, die man
auch als Trabekel bezeichnet, wodurch sich der Begriff trabekularer Knochen als
Bezeichnung fur die Spongiosa ableitet. Zwischen den Trabekeln der Spongiosa
befindet sich das Knochenmark. Man findet die Spongiosa vor allem im Bereich der
Epi- und Metaphyse der langen Ro6hrenknochen, die aufRen von einer dinnen
Schicht Kompakta umgeben sind. Die Diaphyse, der Schaft des langen
Roéhrenknochens, besteht hingegen fast vollstandig aus Kortikalis, die aus
Speziallamellen, so genannten (sog.) Osteonen, und dazwischen befindlichen
Schaltlamellen aufgebaut ist. Nach auf’en wird die Kortikalis durch die aul3ere
Generallamelle sowie das Periost, nach innen durch die innere Generallamelle sowie

das Endost begrenzt.
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Spongiosa

Kompakta [ [

Abb. 1: Schema eines Knochens im Langsschnitt

(modifiziert nach http://www.visualhistology.com/products/atlas/VHA_Chpt6_Bone.html)

Das Knochengewebe an sich besteht aus einem zellularen und einem azellularen
Anteil, der Knochenmatrix. Der organische Anteil der Knochenmatrix wird von den
Osteoblasten synthetisiert und sezerniert. Dieser besteht aus Kollagen Typ |,
welches durch sog. Cross-Laps zu Kollagenfibrillen vernetzt ist, sowie aus
Proteoglykanen und Gykoproteinen, darunter Osteocalcin. Bei der Mineralisierung
der Matrix, d.h. der Ablagerung von Calcium und Phosphat in Form von
Hydroxyapatitkristallen entlang der Kollagenfibrillen, werden die Osteoblasten in die
Matrix eingeschlossen und danach als Osteozyten bezeichnet. Neben den
Osteoblasten und Osteozyten gibt es als weitere Zellpopulation des Knochens die
Osteoklasten. Diese mehrkernigen Zellen gehéren zum Monozyten-Phagozyten-
System und sind in der Lage, mineralisierten Knochen zu resorbieren.

Physiologischerweise besteht ein Gleichgewicht zwischen Knochenformation durch
die Osteoblasten und Knochenresorption durch die Osteoklasten. Eine Dysbalance in
diesem System geht mit Alteration der Knochenmasse, -struktur und -funktion einher.
Diese Dysbalance kommt beim Menschen am haufigsten im Rahmen der
Osteoporose vor. Die haufigste Ursache fur die Entstehung einer Osteoporose ist ein

Estradiol-Mangel, der in der Postmenopause der Frau auftritt.
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Dieser Estradiol-Mangel bewirkt Uber bestimmte Mechanismen eine verstarkte
Stimulation von Osteoklasten und fihrt somit zu einer vermehrten
Knochenresorption. Estradiol ist ebenso fur die Aufrechterhaltung der
Knochenmasse wie auch fur die Entwicklung des Knochens und das Erreichen der
maximalen Knochenmasse (sog. 'peak bone mass’) zustandig. Diese Tatsache wird
dadurch belegt, dass Individuen mit einem Defekt des im Knochen dominierenden
Ostrogenrezeptors a (ERa) eine geringere Knochenmasse entwickeln (Smith et al.
1994). Ebenso konnte bei Mannern mit einem Defekt der Aromatase, einem Enzym,
welches Testosteron (T) in Estradiol umwandelt, eine verminderte Knochenmasse
festgestellt und erfolgreich durch Estradiol-Gabe therapiert werden (Morishima et al.
1995). Die zentrale Bedeutung von Estradiol auf den Knochen ist also fiur beide
Geschlechter giltig.

Beim Mann hat aber auch das mannliche Geschlechtshormon Testosteron eine
wichtige Funktion fir den Knochen, da es als Substrat fur die Aromatase fungiert und
somit in Estradiol umgewandelt wird.

Neben den gonadalen Steroiden sind aber auch weitere Determinanten wie
genetische Faktoren, Erndhrung, Umwelteinflisse und koérperliche Betéatigung fur die

Knochenentwicklung mitverantwortlich (Henri und Norman 2003).

1.3 Osteoporose

Die Osteoporose ist eine systemische Skeletterkrankung, die durch eine niedrige
Knochenmasse und eine Verschlechterung der  Mikroarchitektur des
Knochengewebes charakterisiert ist, was in der Folge mit vermehrter
Knochenbriichigkeit einhergeht. Sind bereits eine oder mehrere Frakturen als Folge
der Osteoporose aufgetreten, spricht man von einer manifesten Osteoporose (DVO-
Leitlinie 2006).

10
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1.3.1 Osteoporose beim Mann

Die Osteoporose des Mannes ist nhach wie vor ein wenig erforschtes Thema, obwohl
ein Drittel aller Huftfrakturen weltweit bei Mannern auftreten (Gullberg et al. 1997)
und bei etwa jedem zehnten &lteren Mann atraumatische Osteoporose-bedingte
Wirbelkérperdeformierungen nachgewiesen werden konnen (Drinka et al. 1987).
Aufgrund der Atiologie unterscheidet man eine primare und eine sekundare
Osteoporose (Herold 2007):

Zu den Formen der primaren Osteoporose zahlen:
- die idiopathische Osteoporose, die schon bei jungen Menschen auftritt (selten)
- die postmenopausale Osteoporose der Frau (Typ-I-Osteoporose)

- die senile Osteoporose, die bei beiden Geschlechtern auftritt (Typ-1l1-Osteoporose)

Unter dem Begriff der sekundaren Osteoporose fasst man alle Arten von
Osteoporose zusammen, die nicht unter primarer Osteoporose definiert sind und die
auf sekundaren Ursachen, wie z.B. einer Glukokortikoid-Medikation oder
chronischem Alkoholabusus beruhen (Ebeling 2008). Die sekundare Osteoporose

tritt beim Mann mit 60% gegeniber der primaren Osteoporose gehauft auf.

Nachfolgend soll genauer auf die Pathogenese der Altersosteoporose beim Mann
eingegangen werden, weil in dieser Studie am Tiermodell der orx S.D.-Ratte

maogliche Therapeutika gegen diese Form der Osteoporose untersucht wurden.

1.3.2 Pathogenese der Osteoporose beim Mann

Beim Mann wird bei Abwesenheit anderer Ursachen flr eine Osteoporose ab einem
Alter von 60 Jahren von einer senilen Osteoporose (Typ-lI-Osteoporose)
gesprochen. Aufgrund der abnehmenden Bioverflgbarkeit von
Geschlechtshormonen im Alter kommt es zu einer vermehrten Knochenresorption
und verminderten Knochenformation. Auf diese Weise tritt ein Ungleichgewicht ein,

was mit der Zeit zum Krankheitsbild der Altersosteoporose fuhrt.

11
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Greendale et al. konnten beim alternden Mann einen direkten Zusammenhang
zwischen Knochendichte beziehungsweise (bzw.) der Rate des Knochenabbaus und
der Bioverfuigbarkeit von Testosteron und vor allem von Estradiol zeigen (Greendale
et al. 1997).

Ein wichtiger Unterschied zwischen der postmenopausalen Osteoporose der Frau,
bei der es zum Verlust von trabekularem Knochen kommt, ist, dass es beim Mann
lediglich zu einer Verdiunnung der trabekularen Knochenstruktur als Folge einer
verminderten Knochenformation kommt, wohingegen die Anzahl der trabekularen
Strukturen beim Mann erhalten bleibt (Khosla et al. 2006). Die Tatsache, dass die
Trabekelanzahl einen hoéheren Einfluss auf die Knochenfestigkeit hat als die
Trabekeldicke wird durch die geringere Frakturanfalligkeit von Mannern im Rahmen
der Osteoporose belegt (Khosla et al. 2006).

1.3.3 Diagnostik der Osteoporose

An das Vorliegen einer Osteoporose muss stets gedacht werden, wenn Symptome
wie Knochenschmerzen, KorpergroRenabnahme und Frakturen ohne adaquates
Trauma vorliegen (Herold 2007). Dieser klinisch manifesten Phase der Osteoporose
geht eine asymptomatische, praklinische Phase voraus, die bereits durch
Strukturveranderungen des Knochens charakterisiert ist.

Zur Diagnostik der Osteoporose wird eine Knochendichtemessung, eine sog.
Densitometrie, durchgefiihrt. Beim Menschen gilt als Methode der Wahl die Dual
X-ray-Absorptiometry (DXA), bei der eine Messung der Flachendichte des
Knochenmineralgehaltes (g/cm?) am ersten bis vierten Lendenwirbelkdrper und am
proximalen Femur durchgefuhrt wird (Herold 2007). Weitere Moglichkeiten der
Diagnostik stellen der quantitative Ultraschall sowie die periphere quantitative
Computertomographie (pQCT) dar, welche in dieser Studie die Methode der Wahl
war.

Bei Vorliegen einer Osteoporose ergibt sich in der Densitometrie eine verminderte
Knochenmineraldichte und im Verlauf ein erhdhter Verlust an Knochenmasse. Der

Richtwert fur die Diagnose der Osteoporose ist der T-Score.

12
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Dabei handelt es sich um die Standardabweichung (SD) unterhalb eines Mittelwertes
der Knochendichte gesunder Menschen im Alter von 30 Jahren, die ihre maximale
Knochenmasse erreicht haben. Per Definition wird ab einem T-Score kleiner als

(<) -2,5 SD von Osteoporose gesprochen.

Bisher gibt es in Deutschland keine Maflinahmen zur frihzeitigen Diagnose der

Osteoporose beim Mann.

1.34 Therapie der Osteoporose

Als Indikation fir eine medikamentdse Behandlung gilt bereits ein T-Score < -2,0 SD.
Die Therapie erfolgt den Leitlinien entsprechend abhangig von der Atiologie und dem
Schweregrad der Osteoporose (DVO-Leitlinie 2006). Zur Verfigung stehen u.a. die
orale Supplementierung von Kalzium und Vitamin D sowie der Einsatz von
Bisphosphonaten, Strontiumranelat oder Teriparatid (Parathormon).

Reine Steroid-Hormone, die eine effektive Therapie gegen Osteoporose darstellen
und die Inzidenz von Oberschenkel- und Wirbelfrakturen nachweislich senken
konnten, werden aufgrund ihrer Nebenwirkungen, namlich der kanzerogenen
Wirkung auf die Brustdrise der Frau bzw. auf Samenblase und Prostata beim Mann
sowie dem allgemein gehauften Auftreten von Arteriosklerose und Schlaganfallen,
heutzutage nicht mehr zur Therapie eingesetzt (Rossouw et al. 2002).

Aktuell wird der Einsatz von Phytodstrogenen als eine Therapieoption diskutiert. Beli
Phytotstrogenen handelt es sich um phenolische Verbindungen, die aus Pflanzen
stammen und als sog. selektiver Ostrogen-Rezeptor-Modulator (SERM) wirken
(Brandi 1997). Der Terminus SERM bedeutet, dass eine Substanz Organ-selektiv an
den verschiedenen Subtypen des Ostrogenrezeptors (ER) ERa und
Ostrogenrezeptor B (ERB), wirkt (Kuiper et al. 1996).

13
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1.4 Steroidhormone

Steroidhormone sind eine Gruppe von Hormonen, die alle Abkédmmlinge des
Cholesterins sind und sich durch ein Steran-Gerist auszeichnen. Steroidhormone
sind lipophil und missen daher mit Hilfe von Transport-Proteinen im Blut transportiert
werden. Im Falle der Sexualsteroide handelt es sich um das bereits oben erwéhnte
SHBG. Steroide binden, nachdem sie die hydrophobe Membran der Zielzelle passiert
haben, an einen intrazellularen Rezeptor, der sich im Zytosol befindet. Im inaktiven
Zustand ist der Rezeptor an Hitzeschockproteine (HSP) gebunden, die als
Chaperone fungieren. Nach der Bindung des Steroidhormons werden die HSP
abgespalten und der durch Konformationsdnderung nun aktive Hormon-Rezeptor-
Komplex wandert in den Zellkern und bindet dort an Hormon-responsive Elemente im
Bereich der Promotorregion des Zielgens, wodurch die Transkription bestimmter
Gene aktiviert oder inaktiviert werden kann (Loffler und Petrides 2007).

1.4.1 Sexualsteroide

Ostrogene und Androgene sind sowohl beim Mann als auch bei der Frau die
physiologisch wichtigen Sexualsteroide. Das wichtigste Ostrogen ist das 178-
Estradiol, welches einen aromatischen A-Ring sowie eine Hydroxylgruppe in 173-
Position besitzt. Das wichtigste Androgen ist Testosteron, welches durch das Enzym
5a-Reduktase zu 5a-Dihydrotestosteron (DHT) reduziert wird, das eine hoéhere
biologische Wirksamkeit besitzt. T dient dartber hinaus als Prohormon fur die
Estradiol-Biosynthese. Es ist Substrat des Enzyms Aromatase, welche von
Testosteron die Methylgruppe C19 abspaltet und den A-Ring aromatisiert, wodurch
Estradiol entsteht. Dihydrotestosteron ist im Gegensatz zu Testosteron kein Substrat
der Aromatase (Vanderschueren et al. 2006), d.h. es kann nicht in Estradiol
umgewandelt werden. Die Aromatase kommt bei Frauen in den Granulosazellen des
Ovars vor, wo sie im Rahmen der Estradiol-Synthese bendétigt wird. Bei beiden
Geschlechtern wird die Aromatase in Knochen, Fettgewebe, Haut und Gehirn
exprimiert (Brodie 1979).

14
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Die Synthese der Sexualhormone wird von der hypothalamisch-hypophyséren Achse
reguliert. Der Hypothalamus sezerniert Gonadotropin-Releasing Hormon (GnRH),
welches an der Hypophyse die Ausschittung von follikelstimulierendem Hormon
(FSH) und luteinisierendem Hormon (LH) bewirkt. Beim Mann stimuliert FSH die
Sertoli-Zellen und initiiert somit die Spermiogenese, wahrend LH auf die im Hoden
gelegenen Leydig-Zellen wirkt, die daraufhin Testosteron produzieren. Testosteron
hemmt wiederum auf Hypothalamusebene die GnRH-Ausschittung im Sinne einer
negativen Ruckkopplung. Die Estradiol-Biosynthese erfolgt beim Mann Uber den

oben genannten Mechanismus mittels der Aromatase.

1.4.2 Rezeptoren der Sexualsteroide

Ostrogene binden an einen intrazellular gelegenen Ostrogenrezeptor. Bisher ist das
Vorliegen von zwei verschiedenen ER, einem ERa und einem ER, nachgewiesen
worden (Kuiper et al. 1996). Wie alle Steroidrezeptoren zahlt auch der ER zu den
ligandenaktivierten Transkriptionsfaktoren, da er seine Wirkung Uber die Aktivierung
bzw. Inaktivierung der Transkription bestimmter Gene entfaltet (Lindberg et al. 2003).
Eine Modulation der Estradiol-Wirkung wird durch verschiedene Mechanismen
erreicht. Erstens besitzt Estradiol zwar die gleiche Affinitdt zu den beiden ER-
Subtypen a und B, allerdings erfolgt durch lokal unterschiedlich stark exprimierte
Cofaktoren eine Wirkungsmodulation im Sinne einer Verstarkung oder
Abschwachung (Riggs et al. 2002). Zweitens besitzen ERa und ER[ unterschiedliche
Verteilungsmuster in den verschiedenen Organen (Kuiper et al. 1997). Diese
gewebsspezifische Estradiol-Wirkung bildet die Grundlage fur die Anwendung von
SERM.

Ebenso wie beim ER handelt es sich beim Androgenrezeptor (AR) um einen
ligandenaktivierten Transkriptionsfaktor. Den AR findet man beim Mann in den
androgenabhangigen Geweben (Prostata, Samenblase, Hoden und Nebenhoden)
und bei der Frau in den Ovarien. Auch im Knochen ist der AR beschrieben worden,
dem eine Rolle in der Osteoblastenproliferation und -differenzierung zukommt.
Ebenso konnte ein Mangel an AR als Ursache fir Osteoporose nachgewiesen

werden (Riggs et al. 2002).
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15 Phytodstrogene

Die Phytodstrogene Genistein und Equol, die in dieser Studie untersucht wurden,
gehoren beide zur Gruppe der Isoflavone, die als ein Bestandteil der Soja-Bohne
bekannt sind. Im Moment richtet die Forschung verstarkt ihre Aufmerksamkeit auf
diese Isoflavone bzw. auf deren Inhaltsstoffe, die Phytoodstrogene, weil sie als eine
nebenwirkungsarme Alternative zur pharmakologischen HRT gelten (Sehmisch et al.
2008). Im Rahmen der Osteoporose-Forschung konnte bei der postmenopausalen
Frau bisher ein positiver Effekt von Phytodstrogenen an der Lendenwirbelsdule
festgestellt werden (Anderson und Garner 1998).

Auch in zahlreichen Versuchen am ovarektomierten (ovx) bzw. orx Tiermodell wurde
die praventive Wirkung der Phytohormone auf die Osteoporose mit unterschiedlichen
Ergebnissen untersucht (Fanti et al. 1998; Fujioka et al. 2004; Rachon et al. 2007).
Hier soll daher erstmalig die therapeutische Wirkung von Genistein und Equol am
osteoporotischen Knochen der orx S.D.-Ratte untersucht werden. Die Ratte stellt
insofern ein geeignetes Tiermodell zur Untersuchung der Phytodstrogene dar, well
sich bei Ratten und Menschen vergleichbare Plasmakonzentrationen der Isoflavone
ergeben (Picherit et al. 2000).

Bei beiden Isoflavonen Genistein und Equol handelt es sich um nicht-steroidale
Ostrogene, die aufgrund ihrer zu Estradiol stereochemisch analogen Hydroxylgruppe
in der Lage sind, an den ER zu binden (Picherit et al. 2000). Sowohl fir Genistein als
auch fur Daidzein, dessen Metabolit das hier untersuchte Equol ist, wurde bereits
eine Ostrogenartige Wirkung nachgewiesen (Farmakalidis et al. 1985). Sie besitzen
jedoch eine 107 bis 10 geringere Affinitat zum ER gegeniiber Estradiol selbst und
wirken jeweils unterschiedlich stark am ERa bzw. ERB (Kuiper et al. 1997; Miksicek
1994).

Aufgrund ihrer strukturellen Ahnlichkeit mit Estradiol, die eine agonistische oder
antagonistische Interaktion mit dem ER ermdéglicht, nimmt man eine Wirkung der
Phytoostrogene als SERM an. Neben einer Wirkung an einem intrazellularen ER und
konsekutiver Verdnderung der Genexpression wird dartber hinaus vermutet, dass
Isoflavone auch nicht-genomisch Uber einen membranstandigen ER und Uber eine

Inhibition von Enzymaktivitdten wirken kénnten (Anderson et al. 1999; Brandi 1997).
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151 Genistein

Genistein ahnelt in seiner Struktur dem Ostrogen (Picherit et al. 2000). Nach oraler
Aufnahme wird Genistein durch die Mikroflora des Darms gespalten, wodurch die
Bioverfugbarkeit bestimmt wird (Xu et al. 1995). Es hat eine hohe Bioverfluigbarkeit,
weil es gut aus dem Darm ins Blut resorbiert wird und im enterohepatischen Kreislauf
zirkuliert (Sfakianos et al. 1997). Die Ausscheidung erfolgt Gber den Urin. Genistein
bindet an den ER mit verstarkter Affinitat zum ERB (Kuiper et al. 1997).

Die Wirkung der Substanz Genistein am Knochen wurde bereits in vielen Studien
untersucht, allerdings wurde zumeist der praventive Effekt von Genistein erforscht.
An weiblichen Tieren konnte eine praventive Wirkung von Genistein auf den
Knochen nachgewiesen werden (Fanti et al. 1998). In Studien an mannlichen Tieren
von Wu et al. und Ishimi et al. konnte zum Teil (z.T.) ein praventiver Effekt von
Genistein auf den Erhalt der Knochenmineraldichte nach Orchidektomie (Orx)
nachgewiesen werden (Ishimi et al. 2002; Wu et al. 2003). Die Wirkung von
Genistein auf die Kortikalis wurde in diesen Untersuchung als geringer gegenuber
der Wirkung auf die Spongiosa beschrieben (Ishimi et al. 2002). Dariiber hinaus geht
aus diesen Studien hervor, dass Genistein seine knochen-protektiven Eigenschaften,
im Gegensatz zu Estradiol, nicht Gber eine Inhibition der Knochenresorption ausibt,
sondern eher Uber eine Stimulation des Knochenaufbaus (Fanti et al. 1998). Diese
Stimulation des Knochenaufbaus durch Genistein erfolgt vermutlich tber die
verstarkte Bindung von Genistein an den ERB an Osteoblasten (Kostelac et al.
2003; Onoe et al. 1997).

Aufgrund dieser Wirkungen wird Genistein als mdgliches Praparat zur HRT bei
Osteoporose diskutiert und soll in dieser Studie erstmalig bezlglich seiner
therapeutischen Wirkung auf den osteoporotischen Knochen der méannlichen S.D.-

Ratte untersucht werden.
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152 Equol

Equol entsteht nach Metabolisierung von Daidzein, einem Phytodstrogen der Soja-
Bohne. Die Metabolisierung erfolgt nach oraler Aufnahme von Daidzein durch die
Mikroflora des Darms (Axelson et al. 1984). Ein Nachteil bei der Anwendung von
Daidzein als natlrliche Quelle des Equol ist, dass nicht jedes Individuum, aufgrund
des unterschiedlichen Vorkommens von Equol-produzierenden Bakterien im Darm, in
der Lage ist, in gleicher Menge Equol zu produzieren (Setchell et al. 2002). Daher
wurde in unserem Versuch den Tieren synthetisches Equol zugefuhrt. Der
Resorptionsmechanismus und die Ausscheidung von Equol erfolgen identisch zu
Genistein. Equol besitzt eine starkere 6strogenartige Wirkung als Genistein und
Daidzein selbst (Fonseca und Ward 2004). Es bindet an beide ER, jedoch mit
hoherer Affinitdt an den ERa (Kostelac et al. 2003; Setchell et al. 2002).

Am Knochen konnte bisher folgende Wirkung von Equol beschrieben werden: In
einer Studie von Picherit et al. konnte eine Inhibition des Ovx-induzierten
Knochenverlustes durch Daidzein, der Vorstufe von Equol, nachgewiesen werden
und es zeigte sich eine Uberlegenheit gegeniiber der Wirkung von Genistein auf den
Knochen (Picherit et al. 2000). Eine Untersuchung von Rachon et al. belegte
hingegen nur einen geringen Knochen-einsparenden Effekt von Equol an ovx Ratten
(Rachon et al. 2007).

Aufgrund der dargelegten Effekte wird Equol, ebenso wie Genistein, als mdgliches
Praparat zur HRT bei Osteoporose diskutiert und soll in dieser Studie neben
Genistein beziglich seiner therapeutischen Wirkung auf den osteoporotischen

Knochen der mannlichen S.D.-Ratte untersucht werden.

Als Positivkontrolle finden in diesem Versuch die gonadalen Steroide Estradiol und
Dihydrotestosteron, fur die eine Wirkung am osteoporotischen Knochen als bewiesen
gilt, ihre Anwendung (Vandenput et al. 2002).

Als Kontrollgruppe dient ein Kollektiv an orx Ratten, die ausschlief3lich soja-freies
Futter zugefihrt bekommen (Sfakianos et al.). Dieses Futter ist im Gegensatz zu
dem dblichen Futter fiar Versuchstiere frei von Soja-Proteinen und somit

Ostrogenartig wirkenden Isoflavonen.
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Abb. 2: Strukturformeln der untersuchten Substanze n 17B-Estradiol,

Dihydrotestosteron, Genistein und Equol

1.6 Der Knochen der orchidektomierten Ratte als

Osteoporosemodell

Die Grundlage fur die Intaktheit des Knochens bildet die Homodostase zwischen
Knochenaufbau und -abbau, die einem Gleichgewicht der Osteoblasten- und
Osteoklasten-Aktivitat entspricht. Bei der Ratte wird nach Ovarektomie (Ovx) bzw.
Orchidektomie aufgrund des Wegfalls an gonadalen Steroiden diese Homdostase
zugunsten der knochenabbauenden Osteoklasten verschoben und es entwickelt sich
eine Osteoporose.

In dieser Studie wurde die senile Osteoporose beim Mann am Modell der orx S.D.-
Ratte untersucht. Die S.D.-Ratte hat sich schon in diversen Studien zum Thema

Osteoporose als geeignetes Tiermodell erwiesen.
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Die Ratte ist schon im Alter von wenigen Monaten geschlechtsreif und stellt, weil sie
nach Kastration durch Ovarektomie bzw. Orchidektomie innerhalb von 4 Wochen
eine Osteoporose entwickelt, ein etabliertes Modell flr Osteoporose dar (Roudebush
et al. 1993; Seidlova-Wuttke et al. 2003; Sturmer et al. 2006).

Dariiber hinaus ist die Reaktion der Ratte auf Hormonzufuhr auf die des Menschen
Ubertragbar und unter ad-libitum-Bedingungen kann eine Substitutionstherapie mit
durch das Futter applizierten Hormonen, wie auch in diesem Versuch erfolgt, bei der
Ratte hervorragend untersucht werden (Frost und Jee 1992; Roudebush et al. 1993).
Die Wirkung einer solchen Substitutionstherapie auf den Knochen wurde in dieser
Studie mit Hilfe einer Knochendichtemessung durch pQCT und der Bestimmung der
Knochenstoffwechselparameter Cross-Laps und Osteocalcin im Serum untersucht.
Dartber hinaus erfolgte eine Analyse des paratibialen Fettdepots und der
paratibialen Muskelflache. Als Messort fiir das pQCT wurde die proximale Metaphyse
der Tibia gewahlt, da sich bei der Ratte an dieser Lokalisation die Osteoporose stark
manifestiert (Wronski et al. 1985) und ferner gezeigt werden konnte, dass der dort
befindliche trabekulare Knochen Ostrogen reguliert ist (Hertrampf et al. 2006;
Seidlova-Wuttke et al. 2003).

Die Methode unserer Wahl, das pQCT, bietet viele Vorteile gegeniber anderen
Messmethoden: Es erlaubt die Messung der volumetrischen Knochendichte in g/cm3,
eine Bestimmung der geometrische Knochenparameter sowie eine Differenzierung
zwischen Spongiosa und Kortikalis und die Bestimmung des paratibialen Fettdepots
und der paratibialen Muskelflache.

Die Messung der Serumparameter, welche ebenfalls im Rahmen dieser Studie
erfolgt ist, entspricht einer Bestimmung der Aktivitdit von Osteoblasten und
Osteoklasten, die sich durch ihre Stoffwechselprodukte widerspiegelt. Nach
Ovarektomie bzw. Orchidektomie nimmt die Osteoklasten-Aktivitdt zu, was eine
Erhohung der Serum-Cross-Laps zur Folge hat. Bei den Cross-Laps handelt es sich
um Pyridinolderivate, die als Vernetzungspeptide zwischen den Kollagen-Typ-I
Molekilen des Knochens fungieren und im Urin und im Serum nachweisbar sind
(Garnero und Delmas 1999). Sie dienen als zuverldssiger Marker fir den
Knochenstoffwechsel und somit auch fir die Osteoporose, da sie negativ mit der
Knochenmineraldichte korrelieren (Melton et al. 1997). Als Parameter fur die Aktivitat
der Osteoblasten dient Osteocalcin, das von den Osteoblasten produziert und in die

Extrazellular-Matrix eingebaut wird, wo es Hydroxylapatit bindet.
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Sowohl beim Knochen-Aufbau als auch beim Knochen-Abbau gelangt Osteocalcin
ins Serum und dient als Marker fur die Mineralisation der Knochen-Matrix (Seidlova-
Wouttke et al. 2003).

Durch Seidlova Wuttke et al. konnte gezeigt werden, dass die Serumspiegel von
Osteocalcin und Cross-Laps durch Estradiol-Substitution bei ovx Ratten reduziert

werden.

1.7 Fettgewebe

Das Fettgewebe besteht neben interstitiellem Bindegewebe und Blutgefallen aus
Adipozyten. Es ist aus zweierlei Griinden im weitesten Sinne als endokrines Organ
anzusehen: Erstens besitzt es Aromatase-Aktivitat und zweitens exprimiert es einen
ER, vor allem den Subtyp ERa (Ohlsson et al. 2000). Ein Estradiol-Mangel fuhrt zu
einer Proliferation des Fettgewebes. Diese Tatsche erklart die postmenopausale
Adipositas der Frau (Tchernof und Poehlman 1998). Aber auch ein Androgenmangel
bewirkt eine Zunahme des Fettdepots, was durch Blouin et al. fur den abdominellen
Fettanteil gezeigt werden konnte (Blouin et al. 2003).

In dieser Studie wurden die endokrinen Veranderungen des Fettgewebes der orx
S.D.-Ratte anhand des paratibialen Fettdepots untersucht. Dieses Fettdepot konnte
bereits in friheren Studien an der Ratte identifiziert und mittels pQCT untersucht
werden. Das paratibiale Fettdepot reagiert auf einen Hormonmangel mit einer
Proliferation. Eine Sensibilitdt dieses Fettanteils auf Estradiol ist beschrieben worden
(Seidlova-Wuttke et al. 2003).

1.8 Muskelgewebe

Bei der in dieser Studie untersuchten paratibialen Muskulatur handelt es sich um
Muskelfasern aus Skelettmuskulatur. Die Analyse dieser Muskulatur ist deshalb von
Bedeutung, weil die Skelettmuskulatur bei bestehender Osteoporose Uber eine
Stabilisierung des Knochens dem erhdhten Frakturrisiko entgegenwirkt. Die
Muskelfasern der Skelettmuskulatur sind postmitotische Zellen.
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Eine Zunahme von Muskelfasern erfolgt daher wahrend der muskularen Entwicklung
oder im Rahmen einer Regeneration durch eine Hypertrophie von Muskelfasern.
Dafur sind Satellitenzellen notwendig. Diese Zellen sind proliferationsfahig und
fusionieren mit den Muskelfasern, wodurch es zu einer Hypertrophie kommt. Dieser

Vorgang ist Androgen-abhangig (Harridge 2007).

1.9 Ziel der Studie

Die Osteoporose des Mannes stellt ein bisher wenig erforschtes, jedoch
bedeutendes Thema dar. Erstmals wurde in dieser Studie die therapeutische
Wirkung der gonadalen Steroide Estradiol und Dihydrotestosteron vergleichend zur
Wirkung der Isoflavone Genistein und Equol am stark osteoporotischen Knochen
nach Orchidektomie der mannlichen S.D.-Ratte untersucht. Die Phytohormone
Genistein und Equol, die als natirliche Isoflavone bzw. deren Metabolit in Soja-
Bohnen vorkommen, werden als mdgliche Therapeutika bei Osteoporose diskutiert,
well sie als SERM wirken. In unserer Studie haben wir die therapeutische Wirkung
dieser Substanzen auf die Knochenstruktur, das paratibiale Fettdepot sowie die
paratibiale Muskelflache mittels pQCT untersucht. Auch die Wirkung der Substanzen
auf den Knochenstoffwechsel wurde durch Messung der spezifischen

Knochenparameter Cross-Laps und Osteocalcin im Serum analysiert.

Nachfolgend sollen die therapeutischen Effekte der Substanzen Estradiol,
Dihydrotestosteron, Genistein und Equol vergleichend analysiert und diskutiert
werden. Als Kontrollgruppe dient ein Kollektiv an orchidektomierten S.D.-Ratten, das
SF-Futter erhalt (sog. SF, orx Kontrollgruppe). Schlie3lich soll die Frage beantwortet
werden, ob die von uns untersuchten Substanzen einen therapeutischen Effekt auf

den osteoporotischen Knochen der méannlichen S.D.-Ratte haben.

Die Studie wurde im Rahmen des Antrages DFG Ja398/10-1 an die Deutsche
Forschungsgemeinschaft (DFG) angefertigt.
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2. Material und Methoden

2.1 Die Versuchstiere und ihre Haltung

In der Studie kamen 150 méannliche S.D.-Ratten zum Einsatz, welche von der Firma
(Fa.) Winkelmann geliefert wurden. Die Tiere waren zu Versuchsbeginn 3 Monate alt
und hatten ein durchschnittliches Gewicht von 350g + 40g. Die Haltung erfolgte in
den Tierstallen des Universitatsklinikums Gottingen, wobei jeweils 5 Tiere in einem
Kafig (Makrolonkafig Typ 1V, Fa. Tecniplast Deutschland GmbH, Hohenpreil3enberg)
untergebracht waren. Fir die Tiere bestand jederzeit freier Zugang zu Futter und
frischem Trinkwasser (ad libitum). In dem Tierstall erfolgte stets eine Beleuchtung
von 6 bis 18 Uhr (12h dark-light-cyclus) und die Tiere waren einer konstanten
Raumtemperatur von ca. 23T sowie einer relativen L uftfeuchtigkeit von 55%
ausgesetzt.

Fur diesen Tierversuch lag gemald gesetzlicher Bestimmung die Genehmigung der
Bezirksregierung Braunschweig vor (Aktenzeichen: 509.42502/01-36.03). Die

Experimente wurden unter Anleitung von Dr. Dr. D. Seidlova-Wuttke durchgefthrt.

2.2 Der Versuchsablauf

Anfangs erhielten die S.D.-Ratten im Rahmen einer 4-wb6chigen
Eingewbhnungsphase sojafreies Futter. Daraufhin erfolgte die erste CT-Messung
(CT1) aller 150 Ratten, welche den Versuchsbeginn markiert. Im Anschluf3 an das
CT1 fand die Orchidektomie s&mtlicher Tiere statt.

Bis 4 Wochen nach Orchidektomie wurden alle Tiere mit SF-Futter ohne
Testsubstanz ernadhrt, danach erfolgte kéafigweise die Einteilung der Tiere in 5
verschiedene Futtergruppen: Eine Kontrollgruppe, die soja- und testsubstanzfreies
Futter erhalt, sowie vier weitere Gruppen, die jeweils eine der Testsubstanzen
Estradiol, Dihydrotestosteron, Genistein oder Equol erhalten.

In Abstanden von 6, 7 und 12 Wochen nach Orchidektomie bzw. 2, 3 und 8 Wochen
nach Beginn der Applikation der Testsubstanz tber das Futter erfolgte jeweils die
zweite CT-Messung (CT2) von 10 Tieren aus allen funf Futtergruppen und

anschlielende Obduktion.
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Tab. 1: Die Untersuchungszeitpunkte
Untersuchungszeitpunkt Versuchsgruppe Anzahl der Tiere (n)
fur das CT2
SF, orx n=10
E2, orx n=10
6 Wochen nach Orx DHT, orx n=10
Substanzapplikation: 2 Wochen

GEN, orx n=10
EQ, orx n=10
SF, orx n=10
E2, orx n=10

7 Wochen nach Orx —
Substanzapplikation: 3 Wochen DHT, orx n=10
GEN, orx n=10
EQ, orx n=10
SF, orx n=10
EZ2, orx n=10

12 Wochen nach Orx —
Substanzapplikation: 8 Wochen DHT, orx n=10
GEN, orx n=10
EQ, orx n=10

2.3 Die Orchidektomie

Die Orchidektomie der Ratten fand nach einer 4-wochigen Gewdhnungsphase und
nach durchgefuhrter pQCT-Messung (CT1) statt. Der Eingriff erfolgte unter einer
kurzzeitigen Vollnarkose, die mittels COz-Inhalation und anschliel3ender
intraperitonealer Injektion von 2,5mg Xylocain/Tier (Rompun®, Fa. Bayer,
Leverkusen), entsprechend 10mg/kg Korpergewicht (KG), und 11mg Ketamin
(Hostaket®, Fa. Hoechst, Bad Soden), entsprechend 45mg/kg KG erzielt wurde.
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Zum Schutz der Augen vor Austrocknung wahrend der Operation wurde den Ratten
lokal ein Feuchtigkeitsgel (Thilo Tears®, Fa. Alcon) appliziert.

Die Hoden der Ratte wurden zunachst durch Evaluierung aus der Bauchho6hle
beidseits aufgesucht. Nach medialer Inzision der Skrotalhaut wurde das viszerale
Peritoneum durchtrennt, um den Hoden zu préparieren. Nach Darstellung des
Hodens wurden der Ductus epididymidis und die begleitenden GefalRe durch Vicryl-
Féaden ligiert und anschlieRend entfernt. Dieses Verfahren wurde ebenfalls auf der
kontralateralen Seite durchgefuhrt. Abschlielend wurde das Operationsfeld auf
Blutungsfreiheit kontrolliert und die Skrotalhaut wurde mittels Vicryl-Faden
verschlossen. Die Dauer der Narkose betrug ca. 10 bis 15 Minuten und wurde durch
intraperitoneale Injektion von Antisedan® (Antipamezolhydrochlorid, Fa. Pfizer) in
10% L6sung mit NaCl beendet.

Um einer postoperativen Dehydratation vorzubeugen, wurden 5ml einer isotonen
NaCl-Losung (Fa. Braun, Melsungen) subkutan (s.c.) verabreicht.

Wahrend der Aufwachphase standen die Tiere unter standiger Beobachtung.

2.4 Die Tiernahrung

Die Ratten erhielten zunachst sojafreies-Pellet-Futter (V 1354, ssniff R-Z, 10 mm,
phytodstrogenarm, Fa. ssniff Spezialdiaten GmbH, Soest). Eine Umstellung des
Futters auf die Testsubstanz erfolgte 4 Wochen nach Orchidektomie. Von diesem
Zeitpunkt an wurde, abgesehen von der Kontroligruppe, die stets soja- und
testsubstanzfreies Futter erhielt, dem Futter fur die unterschiedlichen Gruppen durch

die Fa. ssniff jeweils eine der folgenden Testsubstanzen beigefugt:

* Sojafreies und Estradiolbenzoat (E2B)-haltiges Futter (10mg/kg)
» Sojafreies und Dihydrotestosteron-haltiges Futter (1g/kg)

» Sojafreies und Genistein-haltiges Futter (1g/kg)

» Sojafreies und Equol-haltiges Futter (400mg/kg)

Die mittlere Futteraufnahme pro 100g Ko&rpergewicht und die mittlere
Substanzaufnahme pro 100g Kopergewicht sind in der folgenden Tabelle dargestelit:
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Tab. 2: Mittlere Futteraufnahme pro 100g Korpergewicht (BW) pro Tier pro Tag (d) und

mittlere Substanzaufnahme pro 100g Kérpergewicht pro Tag

Substanzgruppe mittlere Futteraufnahme mittlere Substanzaufnahme
pro 100g BW/d pro 100g BW/d
SF, orx 4,59 ¢ 0 mg
DHT, orx 4,849 4,84 mg
E2B, orx 4,34 g 43,41 pg
GEN, orx 4,859 4,85 mg
EQ, orx 4,849 1,93 mg

Die ungedffneten Futtersdcke wurden in einem Kihlraum bei -20°C gelagert,
wohingegen die geodffneten Futtersdcke bei Raumtemperatur aufbewahrt wurden.
Zum Selbstschutz vor Inhalation oder perkutaner Absorption wurden wahrend des
einmal wdchentlich stattfindenden Futterwiegens und Auffillens des Tierfutters
Latex-Einweghandschuhe, Schutzkittel sowie Mund- und Nasenmasken getragen.
Die wochentliche Futteraufnahme pro Kaéfig sowie das in Intervallen ermittelte

Korpergewicht der Ratten (Waage: Basic lite BL3, Fa. Sartorius) wurden protokolliert.

2.5 Die pQCT-Messung

2.5.1 Die Identifizierung der Tiere

Um eine Identifizierung der Tiere sicherstellen zu kénnen, wurde jeder Ratte vor der
ersten CT-Messung unter Narkose ein Transponder in das subkutane Fett des
Nackens implantiert.

Dabei kam das Transponder-UNO Micro-ID-System mit ISO Transponder der Lange
12mm zur Anwendung, welches mit einem tragbaren Transponder-Lesegerat
(Gesreder 1l Ge S008: ISO kompatibler Taschenleser) abgerufen werden kann.
Somit konnte jedem Tier eine Identifikationsnummer zugeordnet werden, unter

welcher samtliche in der Studie erhobenen Daten dokumentiert wurden.
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252 Die Narkose

Die Narkotisierung der Tiere fur die pQCT-Messung wurde durch Inhalation von
Isolfluran-Gas (Forene®, Firma Abbott) Uber eine Mund-Nasen-Maske herbeigefihrt,
wozu ein Kleintier-Narkosegerat in Kombination mit einem Flow-Meter (beides Fa.
UNO, Zevenaar/Niederlande) benutzt wurde. Diese Apparatur erlaubt eine
individuelle Narkoseanpassung durch Regulation der Menge an Narkosegas und
Sauerstoff- und Luftbeimengung. Die Narkose wurde wahrend der gesamten Dauer

der CT-Messung aufrechterhalten und dauerte nicht langer als 10min.

2.5.3 Die Computertomographie

Der linke Hinterlauf der narkotisierten Ratte wurde fur die CT-Messung in einer
anatomisch geformten Kunststoffvorrichtung (Fa. Stratec Medizintechnik, Pforzheim)
fixiert (siehe Abb. 3, rechts). Die Messungen der Knochenparameter der linken Tibia
sowie des paratibialen Fettdepots und der paratibialen Muskelflache erfolgte mit
einem pQCT-Gerét (siehe Abb. 3, links: XCT-Research Bone Scanner, Fa. Stratec

Medizintechnik, Pforzheim).

Abb. 3: links: pQCT-Gerat (XCT Research SA)
(Quelle: http://www.stratec-med.com/en/layout/prod_xctrsa.jpg)
rechts: Vorrichtung zur Fixation des Rattenhinterla ufes

(Quelle: http://www.stratec-med.com/en/layout/rattenhalter.jpg)
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Dabei handelt es sich um ein vollautomatisches pQCT-Gerat, von welchem die im
CT-Scan erhobenen Messdaten auf einen Computer tbertragen werden. Dort erfolgt
mit Hilfe eines vom Hersteller zur Verfigung gestellten Software-Programms die
Bearbeitung, Auswertung und Speicherung der Daten.

Die pQCT-Messung beruht auf der unterschiedlichen Absorption der
Rontgenstrahlung  abhé&ngig vom  durchstrahlten  Objekt, wodurch ein
Absorptionsprofil entsteht. Durch Verrechnung von mehreren Absorptionsprofilen aus
verschiedenen Winkeln lasst sich ein Querschnittbild des Objekts erstellen.

Die Standardisierung der Messung erfolgt durch eine alle 4 Tage stattfindende
Kalibrierung des Systems mit einem Prifkdrper aus Hydroxylapatit von definierter
Dichte und Zusammensetzung, was die Angabe des Dichtedquivalents in mg/cm3
ermaglicht.

Der genaue Messort wird durch einen Ubersichts-Scan und darauf folgende
Positionierung einer Referenzlinie, welche in der Epiphysenfuge lokalisiert wird,
festgelegt. Das zu messende Objekt wird dann in 0,5mm Schritten distal der
Referenzlinie maanderférmig abgescant, wobei der Messstrahl quer zur
Knochenldngsachse hindurchgefihrt wird. Der Messbereich umfasst 180°
entsprechend 15 Scan-Positionen in Winkeletappen von jeweils 12° bei einem
Winkelabstand von Detektor zu Quelle von 1°

Der Computer ermittelt dann anhand der Roéntgenabsorption ein CT-Bild. Die so
ermittelten Dichteunterschiede ergeben ein farblich codiertes Rasterbild, in welchem
verschiedene Gewebetypen anhand unterschiedlicher Graustufen differenziert
werden: die Knochenanteile sind darin hell und die Weichteile (Fett und Muskulatur)
sind dunkel dargestellt. Als Fett wird diejenige Flache des Rasterbildes gewertet,
welche eine Dichte <50 mg/cm?3 aufweist. Die Muskulatur ist durch eine Dichte von
50-100 mg/cm? definiert. Die Unterteilung des Knochens erfolgt, ebenfalls anhand
der Dichte, in Spongiosa (260-400 mg/cm3) und Kortikalis (>710 mg/cm3).

So konnten die verschiedenen Strukturen des Knochens (Spongiosa und Kortikalis)
sowie das paratibiale, zwischen Musculus (lat. Muskel) gastrocnemius und Tibia
gelegene Fettdepot, mittels pQCT gemessen und anschlieRend analysiert werden.
Die Angabe des paratibialen Fettdepots erfolgt prozentual zur Gesamtflache des
Tibiaquerschnittes. Die Muskelflache konnte berechnet werden aus der Differenz
zwischen der Gesamtflache des Tibiaquerschnittes und der Flache des paratibialen

Fettdepots.
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2.6 Serum-Analyse

Bei Totung der Tiere durch Dekapitation konnte Blut zur Untersuchung
verschiedener Serum-Parameter gewonnen werden. Osteocalcin wurde mit Hilfe des
Elecsys-System (Fa. Roche Diagnostics, Mannheim) bestimmt.

Die Serum-Cross-Laps wurden durch ELISA (Osteometer, Bio Tech AIS, Danemark)

ermittelt.

2.7 Statistische Methoden

Die Werte fur die Statistik wurden mit dem Computerprogramm Graph Pad

PRISM 4® berechnet und das Signifikanzniveau wurde auf p<0,05 festgelegt. Die
statistische Auswertung erfolgte mittels Anwendung einer Varianzanalyse flr
wiederholte Messungen eines Faktors (ANOVA) und anschlieBendem Test nach
Dunnett. Die Daten werden als Mittelwerte = Standardabweichung graphisch

dargestellt.
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3. Ergebnisse

Die Ergebnisse dieser Studie resultieren aus der Untersuchung von orx S.D.-Ratten,
an welchen die Substanzen Estradiol, Dihydrotestosteron, Genistein und Equol
vergleichend zu einer SF, orx Kontrollgruppe getestet wurden. In den folgenden
Abbildungen werden die Verdnderungen der untersuchten Parameter zu den
verschiedenen Zeitpunkten 6, 7 bzw. 12 Wochen nach Orchidektomie bzw. nach 2, 3

und 8-wdchiger Substanzapplikation graphisch dargestellit.

Fur die in der pQCT-Messung erhobenen Knochenparameter werden fur die
verschiedenen Zeitpunkte nach Orchidektomie jeweils die absoluten Werte pro 100g
Korpergewicht sowie die prozentualen Anderungen dieser Werte von CT1 (pra-Orx)

gegenuber CT2 gezeigt.

Eine Darstellung der verschiedenen Parameter pro 100g Kérpergewicht wurde aus
mehreren Grinden gewahlt: Erstens besteht ein Zusammenhang zwischen dem
Korpergewicht und der Knochendichte (Karasik et al. 2003; Rachon et al. 2007;
Wronski et al. 1987). Zweitens sind durch die objektivierte Darstellung der
Ergebnisse pro 100g Koérpergewicht die Werte bei unterschiedlichem Kérpergewicht

der Tiere in den Behandlungsgruppen besser miteinander vergleichbar.
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3.1 Die Futteraufnahme
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Abb. 4: Die durchschnittliche Futteraufnahme der Behandlungsgruppen

nach Umstellung des Futters auf die Testsubstanzen.

Die durchschnittliche Futteraufnahme nach Orchidektomie betrug in allen
Behandlungsgruppen 4-5¢g Futter pro 100g Koérpergewicht pro Tier pro Tag.
Fur die verschiedenen Behandlungsgruppen gab es keine statistisch relevanten

Unterschiede in der durchschnittlichen Futteraufnahme pro 100g Kérpergewicht.
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3.2 Die Veranderung des Korpergewichtes

—B- SF, orx
—-o-E2
——DHT
—A— GEN
-V EQ

Abb. 5: Die Effekte der Orchidektomie und der Appli  kation von E2, DHT, GEN und EQ

auf das Kdrpergewicht .
Signifikanzniveau: ** p<0,01 vs. SF, orx

Zu Versuchsbeginn (CT1) hatten die pra-Orx Tiere im Durchschnitt ein Gewicht von
350g. Nach stattgehabter CT2-Messung erfolgte eine erneute Gewichtsmessung der
Tiere.

Das Gewicht der Estradiol-Behandlungsgruppe war signifikant niedriger gegenuber
der SF, orx Kontrollgruppe.

Die ubrigen Gruppen haben nach Orchidektomie durchschnittlich 70-90g an Gewicht
zugenommen. Dihydrotestosteron, Genistein und Equol haben keine statistische

Relevanz im Vergleich zur Kontrollgruppe gezeigt.

32



Ergebnisse

3.3 Serumparameter des Knochenmetabolismus

Die Veranderungen des Knochenmetabolismus lassen sich durch Analyse der

Serum-Cross-Laps und des Serum-Osteocalcins untersuchen.

3.3.1 Die Veranderung der Serum-Cross-Laps

Im Zeitverlauf der Untersuchung mit Messungen 6, 7 und 12 Wochen nach
Orchidektomie haben die Serum-Cross-Laps in allen Behandlungsgruppen ebenso

wie in der SF, orx Kontrollgruppe abgenommen.
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Abb. 6: Die Effekte von E2, DHT, GEN und EQ auf di e Serum-Cross-Laps

der orx S.D.-Ratte 6 Wochen nach Orchidektomie, nac___h 2-wéchiger

Substanzapplikation . Signifikanzniveau: * p<0,05 vs. SF, orx

6 Wochen nach Orchidektomie waren die Serum-Cross-Laps in den
Behandlungsgruppen Estradiol, Dihydrotestosteron und Genistein signifikant

niedriger gegenuber der SF, orx Kontrollgruppe.
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Abb. 7: Die Effekte von E2, DHT, GEN und EQ auf die Serum-__Cross-Laps

der orx S.D.-Ratte 7 Wochen nach Orchidektomie, nac___h 3-wéchiger

Substanzapplikation . Signifikanzniveau: * p<0,05 vs. SF, orx

7 Wochen nach Orchidektomie waren die Cross-Laps in der Estradiol-

Behandlungsgruppe signifikant niedriger gegentuiber der SF, orx Kontrollgruppe.

34



Ergebnisse

40+
35+
£ 30+
B
g T
o 1
2 1 1 1 —
5 154
£
5 104
n
5=
C L] L] L] L]
G <& & & <&
%Q\
Abb. 8: Die Effekte von E2, DHT, GEN und EQ auf die Serum-__Cross-Laps

der orx S.D.-Ratte 12 Wochen nach Orchidektomie, na __ch 8-wdchiger

Substanzapplikation . Signifikanzniveau: * p<0,05 vs. SF, orx

12 Wochen nach Orchidektomie war das Level der Serum-Cross-Laps in allen
untersuchten Behandlungsgruppen auf etwa gleichem Niveau und niedriger
gegenuber der SF, orx Kontrollgruppe.

Die Serum-Cross-Laps waren in der SF, orx Kontrollgruppe zu jedem

Untersuchungszeitpunkt hoher als in den Gbrigen Behandlungsgruppen.
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3.3.2 Die Veranderung des Serum-Osteocalcins

Im Zeitverlauf der Untersuchung hat das Serum-Osteocalcin in allen

Behandlungsgruppen ebenso wie in der SF, orx Kontrollgruppe abgenommen.
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Abb. 9: Die Effekte von E2, DHT, GEN und EQ auf das Serum-O__steocalcin

der orx S.D.-Ratte 6 Wochen nach Orchidektomie, nac___h 2-wéchiger

Substanzapplikation . Signifikanzniveau: ** p<0,01 vs. SF, orx

6 Wochen nach Orchidektomie war Osteocalcin in der SF, orx Kontrollgruppe und in

der Equol-Gruppe am hochsten.

In der Estradiol-Gruppe war Osteocalcin signifikant niedriger gegenuber der SF, orx
Kontrollgruppe.
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Abb. 10: Die Effekte von E2, DHT, GEN und EQ auf das Serum-O __steocalcin

der orx S.D.-Ratte 7 Wochen nach Orchidektomie, nac___h 3-wdchiger

Substanzapplikation . Signifikanzniveau: * p<0,05 vs. SF, orx;
** p<0,01 vs. SF, orx

7 Wochen nach Orchidektomie war Osteocalcin in der SF, orx Kontrollgruppe am
grof3ten und in den Behandlungsgruppen Estradiol, Dihydrotestosteron und Genistein
signifikant niedriger gegentber der SF, orx Kontrollgruppe.

Am geringsten war Osteocalcin in der Estradiol-Behandlungsgruppe.
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Abb. 11: Die Effekte von E2, DHT, GEN und EQ auf das Serum-O __steocalcin

der orx S.D.-Ratte 12 Wochen nach Orchidektomie, na___ch 8-wdchiger

Substanzapplikation . Signifikanzniveau: ** p<0,01 vs. SF, orx

12 Wochen nach Orchidektomie war Osteocalcin in den Behandlungsgruppen
Estradiol und Dihydrotestosteron signifikant niedriger gegeniber der SF, orx

Kontrollgruppe.

Das geringste Serum-Osteocalcin wurde in der Estradiol- Behandlungsgruppe
gemessen.
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34 Knochen

Die folgenden strukturellen Veranderungen der Knochenparameter wurden mittels

pQCT-Messung erhoben.

3.4.1 Die Veranderung der Spongiosadichte
der Metaphyse der Tibia

Die Veranderung der Spongiosadichte an der Metaphyse der Tibia unter dem
Einfluss der getesteten Substanzen ist ein zentrales Thema dieser Studie.
Die Spongiosadichte hat nach Orchidektomie in allen untersuchten Gruppen

signifikant gegentber den pra-Orx-Tieren abgenommen.
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Abb. 12: Die Effekte von E2, DHT, GEN und EQ auf die Spongio _sadichte der Metaphyse

der Tibia der orx S.D.-Ratte 6 Wochen nach Orchidek tomie, nach 2-wdchiger

Substanzapplikation . Signifikanzniveau: * p<0,05 vs. SF, orx;
** n<0,01 vs. SF, orx; ## p<0,01 vs. pra-Orx

Nach Orchidektomie hat die Spongiosadichte signifikant abgenommen. In der SF, orx
Kontrollgruppe hat die Spongiosadichte sechs Wochen nach Orchidektomie auf 62%
des Ausgangswertes von CT1 abgenommen. Die Abnahme der Spongiosadichte pro
100g Korpergewicht war in den Behandlungsgruppen Dihydrotestosteron, Genistein

und Equol signifikant gré3er gegentber der SF, orx Kontrollgruppe.
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Abb. 13: Die Effekte von E2, DHT, GEN und EQ auf die Spongi __osadichte

der Metaphyse der Tibia der orx S.D.-Ratte 7 Wochen __nach Orchidektomie,

nach 3-wdchiger Substanzapplikation . Signifikanzniveau: ** p<0,01 vs. SF, orx;

## p<0,01 vs. pra-Orx

7 Wochen nach Orchidektomie hat die Spongiosadichte in der SF, orx Kontrollgruppe
auf 59% gegenuber den pra-Orx-Werten von CT1 abgenommen.
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Abb. 14: Die Effekte von E2, DHT, GEN und EQ auf die Spongio __sadichte

der Metaphyse der Tibia der orx S.D.-Ratte 12 Woche _n nach Orchidektomie,

nach 8-wdchiger Substanzapplikation . Signifikanzniveau: ** p<0,01 vs. SF, orx;
## p<0,01 vs. pra-Orx

12 Wochen nach Orchidektomie war in der SF, orx Kontrollgruppe 51% der
Spongiosadichte im Vergleich zu den Ausgangswerten von CT1 erhalten.

Unter Estradiol konnte eine signifikant groéRere Spongiosadichte pro 1009
Korpergewicht gegeniber der SF, orx Kontrollgruppe erreicht werden.

Unter Dihydrotestosteron war die Spongiosadichte um 2% grof3er gegeniber der SF,

orx Kontrollgruppe.

Im Zeitverlauf von 1. bis 3. Obduktion hat eine progrediente Abnahme der
Spongiosadichte stattgefunden, je langer die Orchidektomie zurickliegt. Die
Abnahme der Spongiosadichte war unmittelbar nach Orchidektomie am gréf3ten. Im
Verlauf von 1. bis 3. Obduktion verlangsamte sich der Verlust an Spongiosadichte.
Zum Zeitpunkt der 1. Obduktion, d.h. nach 2-wdchiger Substanzapplikation, wurde
unter SF Futter im Vergleich zu den untersuchten Substanzen eine hdhere
Spongiosadichte erreicht. Nach 3- und 8-wodchiger Substanzapplikation war die
Spongiosadichte in der Estradiol-Behandlungsgruppe grofRer als in der SF, orx
Kontrollgruppe.
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3.4.2 Die Veranderung der Spongiosaflache
der Metaphyse der Tibia

Nach Orchidektomie haben die Tiere signifikant an Spongiosaflache verloren.
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Abb. 15: Die Effekte von E2, DHT, GEN und EQ auf die Spongi __osaflache
der Metaphyse der Tibia der orx S.D.-Ratte 6 Wochen __nach Orchidektomie,
nach 2-wdchiger Substanzapplikation . Signifikanzniveau: ** p<0,01 vs. SF, orx;
## p<0,01 vs. pra-Orx

6 Wochen nach Orchidektomie betrug die prozentuale Abnahme der

Spongiosaflache in der SF, orx Kontrollgruppe 78% gegenuber den pra-Orx-Tieren.
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Abb. 16: Die Effekte von E2, DHT, GEN und EQ auf die Spongio _saflache

der Metaphyse der Tibia der orx S.D.-Ratte 7 Wochen __nach Orchidektomie,

nach 3-wdchiger Substanzapplikation . Signifikanzniveau: ** p<0,01 vs. SF, orx;

## p<0,01 vs. pra-Orx

7 Wochen nach Orchidektomie war die Spongiosaflache in allen
Behandlungsgruppen sowie in der SF, orx Kontrollgruppe signifikant niedriger
gegenuber den pra-Orx-Tieren.

Die prozentuale Abnahme der Spongiosaflache war in der Estradiol-

Behandlungsgruppe signifikant niedriger gegentiber der SF, orx Kontrollgruppe.
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Abb. 17: Die Effekte von E2, DHT, GEN und EQ auf die Spongio _saflache

der Metaphyse der Tibia der orx S.D.-Ratte 12 Woche _n nach Orchidektomie,

nach 8-wdchiger Substanzapplikation . Signifikanzniveau: * p<0,05 vs. SF, orx;
** n<0,01 vs. SF, orx; ## p<0,01 vs. pra-Orx

12 Wochen nach Orchidektomie wurde die geringste prozentuale Abnahme an
Spongiosaflache in der Estradiol-Behandlungsgruppe gemessen. Dort konnte 12
Wochen nach Orchidektomie im Vergleich zur SF, orx Kontrollgruppe 8% mehr an
Spongiosaflache erhalten bleiben.

Im Zeitverlauf féallt eine progrediente Abnahme der Spongiosaflache pro 100g

Korpergewicht von 1. bis 3. Obduktion auf.
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3.4.3 Die Veranderung der Kortikalisdichte
der Metaphyse der Tibia
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Abb. 18: Die Effekte von E2, DHT, GEN und EQ auf die Kortika__lisdichte

der Metaphyse der Tibia der orx S.D.-Ratte 6 Wochen __nach Orchidektomie,

nach 2-wdchiger Substanzapplikation . Signifikanzniveau: * p<0,05 vs. SF, orx;
** p<0,01 vs. SF, orx; ## p<0,01 vs. pra-Orx

6 Wochen nach Orchidektomie hat die Kortikalisdichte in der SF, orx Kontrollgruppe
sowie in den Behandlungsgruppen Dihydrotestosteron, Genistein und Equol
signifikant gegenuber den pra-Orx-Werten abgenommen.

Die Kortikalisdichte in der Estradiol-Behandlungsgruppe war signifikant grofl3er
gegenuber der SF, orx Kontrollgruppe und auf gleichem Niveau zu der pra-Orx

gemessenen Kortikalisdichte.
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Abb. 19: Die Effekte von E2, DHT, GEN und EQ auf die Kortika__lisdichte

der Metaphyse der Tibia der orx S.D.-Ratte 7 Wochen __nach Orchidektomie,
nach 3-wdchiger Substanzapplikation . Signifikanzniveau: ** p<0,01 vs. SF, orx;
## p<0,01 vs. pra-Orx

7 Wochen nach Orchidektomie waren die Werte fur die Kortikalisdichte vergleichbar

zur Vormessung 6 Wochen nach Orchidektomie.
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Abb. 20: Die Effekte von E2, DHT, GEN und EQ auf die Kortika__lisdichte

der Metaphyse der Tibia der orx S.D.-Ratte 12 Woche _n nach Orchidektomie,

nach 8-wdchiger Substanzapplikation . Signifikanzniveau: ** p<0,01 vs. SF, orx;

## p<0,01 vs. pra-Orx

12 Wochen nach Orchidektomie ist die Kortikalisdichte, ebenso wie in den
Vormessungen, in der SF, orx Kontrollgruppe sowie in den Behandlungsgruppen
Dihydrotestosteron, Genistein und Equol signifikant niedriger gegeniber pra-Orx.

In der Estradiol-Behandlungsgruppe war die Kortikalisdichte signifikant groRer

gegenuber der SF, orx Kontrollgruppe.
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3.4.4 Die Veranderung der Kortikalisflache
der Metaphyse der Tibia
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Abb. 21: Die Effekte von E2, DHT, GEN und EQ auf die Kortika__lisflache

der Metaphyse der Tibia der orx S.D.-Ratte 6 Wochen __nach Orchidektomie,

nach 2-wdchiger Substanzapplikation . Signifikanzniveau: * p<0,05 vs. SF, orx;
** n<0,01 vs. SF, orx; ## p<0,01 vs. pra-Orx

6 Wochen nach Orchidektomie war die Kortikalisflache in der SF, orx Kontrollgruppe
sowie in den Behandlungsgruppen Dihydrotestosteron und Equol nicht signifikant
verandert gegenuber den pra-Orx-Werten.

In der Genistein-Behandlungsgruppe war die Kortikalisflache pro 100g Kérpergewicht
signifikant gro3er gegentiber der SF orx Kontrollgruppe.

In der Estradiol-Behandlungsgruppe war die Kortikalisflache signifikant grofRer
sowohl gegeniber den pra-Orx-Werten als auch gegentber der SF, orx

Kontrollgruppe.
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Abb. 22: Die Effekte von E2, DHT, GEN und EQ auf di e Kortikalisflache

der Metaphyse der Tibia der orx S.D.-Ratte 7 Wochen __nach Orchidektomie,

nach 3-wdchiger Substanzapplikation . Signifikanzniveau: * p<0,05 vs. SF, orx;

** p<0,01 vs. SF, orx; # p<0,05 vs. pra-Orx; ## p<0 ,01 vs. pra-Orx

Auch 7 Wochen nach Orchidektomie war die Kortikalisflache in der Estradiol-
Behandlungsgruppe signifikant gro3er gegenuber der SF, orx Kontrollgruppe sowie
gegenuber den pra-Orx-Werten. Ebenso war die prozentuale Verdnderung der
Kortikalisflache in der Estradiol-Behandlungsgruppe signifikant gegeniber der SF,
orx Kontrolle.

In den Behandlungsgruppen Genistein und Equol wurde im Vergleich zur Kontrolle

die geringste Kortikalisflache gemessen.
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Abb. 23: Die Effekte von E2, DHT, GEN und EQ auf die Kortika__lisflache

der Metaphyse der Tibia der orx S.D.-Ratte 12 Woche _n nach Orchidektomie,
nach 8-wdchiger Substanzapplikation . Signifikanzniveau: ** p<0,01 vs. SF, orx;
## p<0,01 vs. pra-Orx

12 Wochen nach Orchidektomie wurde die grof3te Kortikalisflache in der Estradiol-
Behandlungsgruppe gemessen. Diese war um 12% groRRer gegentber der SF, orx
Kontrollgruppe.
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3.4.5 Die Veranderung des trabekularen Anteils
der Metaphyse der Tibia

Nach Orchidektomie hat der trabekuléare Anteil in allen Behandlungsgruppen

signifikant gegentber den pra-Orx-Tieren abgenommen.
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Abb. 24: Die Effekte von E2, DHT, GEN und EQ auf den trabeku _laren Anteil

der Metaphyse der Tibia der orx S.D.-Ratte 6 Wochen __nach Orchidektomie,

nach 2-wdchiger Substanzapplikation . Signifikanzniveau: ** p<0,01 vs. SF, orx;
## p<0,01 vs. pra-Orx

6 Wochen nach Orchidektomie betrug der trabekuldre Anteil in der SF, orx

Kontrollgruppe 58% gegenuber den pra-Orx gemessenen Werten.
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Abb. 25: Die Effekte von E2, DHT, GEN und EQ auf den trabeku _laren Anteil

der Metaphyse der Tibia der orx S.D.-Ratte 7 Wochen __nach Orchidektomie,
nach 3-wdchiger Substanzapplikation . Signifikanzniveau: * p<0,05 vs. SF, orx;
** p<0,01 vs. SF, orx; ## p<0,01 vs. pra-Orx

7 Wochen nach Orchidektomie war der Verlust des trabekularen Anteils in den

Behandlungsgruppen Genistein und Equol signifikant groRer gegenuber der SF, orx

Kontrollgruppe.
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Abb. 26: Die Effekte von E2, DHT, GEN und EQ auf den trabeku _laren Anteil

der Metaphyse der Tibia der orx S.D.-Ratte 12 Woche _n nach Orchidektomie,
nach 8-wdchiger Substanzapplikation . Signifikanzniveau: ** p<0,01 vs. SF, orx;
## p<0,01 vs. pra-Orx

12 Wochen nach Orchidektomie betrug der trabekuldre Anteil in der SF, orx

Kontrollgruppe 49% gegentber CT1.
Der trabekulédre Anteil in der Estradiol-Behandlungsgruppe war signifikant um 8%

groRer und gegentber der SF, orx Kontrollgruppe.
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3.4.6 Die Veranderung des Knochenwiderstan des
der Metaphyse der Tibia
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Abb. 27: Die Effekte von E2, DHT, GEN und EQ auf den Knochen _widerstand

der Metaphyse der Tibia der orx S.D.-Ratte 6 Wochen __ nach Orchidektomie,

nach 2-wdchiger Substanzapplikation . Signifikanzniveau: * p<0,05 vs. SF, orx;
** p<0,01 vs. SF, orx; ## p<0,01 vs. pra-Orx

6 Wochen nach Orchidektomie hat der Knochenwiderstand pro 100g Koérpergewicht
in den Behandlungsgruppen Estradiol, Dihydrotestosteron und Equol sowie in der
SF, orx Kontrollgruppe signifikant gegentber den pra-Orx Werten zugenommen.

Die prozentuale Zunahme des Knochenwiderstandes war in der Estradiol-

Behandlungsgruppe signifikant groRer gegeniber der SF, orx Kontrollgruppe.
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Abb. 28: Die Effekte von E2, DHT, GEN und EQ aufd en Knochenwiderstand

der Metaphyse der Tibia der orx S.D.-Ratte 7 Wochen __nach Orchidektomie,
nach 3-wdchiger Substanzapplikation . Signifikanzniveau: * p<0,05 vs. SF, orx;
** p<0,01 vs. SF, orx; ## p<0,01 vs. pra-Orx

7 Wochen nach Orchidektomie war der absolute Knochenwiderstand pro 100g
Korpergewicht in den Behandlungsgruppen Estradiol und Dihydrotestosteron sowie
in der SF, orx Kontrollgruppe signifikant grof3er gegeniber den pra-Orx-Werten.

Der Knochenwiderstand war in der Estradiol-Behandlungsgruppe signifikant grofl3er
gegenuber der SF, orx Kontrollgruppe.

In den Behandlungsgruppen Genistein und Equol war der Knochenwiderstand

signifikant niedriger gegentber der SF, orx Kontrollgruppe.
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Abb. 29: Die Effekte von E2, DHT, GEN und EQ aufd en Knochenwiderstand

der Metaphyse der Tibia der orx S.D.-Ratte 12 Woche _n nach Orchidektomie,

nach 8-wdchiger Substanzapplikation . Signifikanzniveau: * p<0,05 vs. SF, orx;
** p<0,01 vs. SF, orx; ## p<0,01 vs. pra-Orx

12 Wochen nach Orchidektomie war der absolute Knochenwiderstand in den
Behandlungsgruppen Estradiol, Dihydrotestosteron und Genistein sowie in der SF,
orx Kontrollgruppe signifikant grol3er gegentiber den pra-Orx-Werten.

Der Knochenwiderstand in der Equol-Behandlungsgruppe war signifikant niedriger
gegenuber der SF, orx Kontrollgruppe.
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3.5 Fett

An dieser Stelle kbnnen nur die Ergebnisse der 1. und 3. Obduktion prasentiert
werden. Bei der 2. Obduktion war die Messung des paratibialen Fettdepots in
einzelnen Behandlungsgruppen nicht maoglich, weil das pQCT-Gerat defekt und
anschlieRend in Reparatur war.

Deshalb wurde die Messung am praparierten Knochen durchgefihrt, an dem Fett
und Muskulatur fehlten.

Die Angabe des paratibialen Fettdepots erfolgt in Prozent (%).
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Abb. 30: Die Effekte von E2, DHT, GEN und EQ auf das paratib __iale Fettdepot

der Metaphyse der Tibia der orx S.D.-Ratte 6 Wochen __nach Orchidektomie,

nach 2-wdchiger Substanzapplikation . Signifikanzniveau: # p<0,05 vs. pra-Orx

6 Wochen nach Orchidektomie war der Anteil an paratibialem Fett in den
Behandlungsgruppen Genistein und Equol signifikant gré3er gegentber den pra-Orx-
Werten. In den Behandlungsgruppen Estradiol und Dihydrotestosteron sowie in der
SF, orx Kontroligruppe ist keine signifikante Anderungen gegenuber CT1
aufgetreten.
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Abb. 31:

der Metaphyse der Tibia der orx S.D.-Ratte 12 Woche

nach 8-wochiger Substanzapplikation

paratibiales Fettdepot pro 100g BW CT1 vs. CT2 (%)
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Die Effekte von E2, DHT, GEN und EQ auf d as paratibiale Fettdepot

n nach Orchidektomie,

. Signifikanzniveau: * p<0,05 vs. SF, orx;
** n<0,01 vs. SF, orx; ## p<0,01 vs. pra-Orx

12 Wochen nach Orchidektomie war die Zunahme des paratibialen Fettdepots in

allen Behandlungsgruppen ebenso wie in der SF, orx Kontrollgruppe signifikant

grol3er gegentber den pra-Orx-Werten. Der grof3te Anteil an paratibialem Fettdepot

wurde in der Genistein-Behandlungsgruppe gemessen.

Im Allgemeinen hat das paratibiale Fettdepot im Verlauf von 1. bis 3. Obduktion

zugenommen.
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3.6 Muskulatur

An dieser Stelle kbnnen nur die Ergebnisse der 1. und 3. Obduktion prasentiert
werden. Bei der 2. Obduktion war die Messung des paratibialen Fettdepots in
einzelnen Behandlungsgruppen nicht maoglich, weil das pQCT-Gerat defekt und
anschlieRend in Reparatur war.

Deshalb wurde die Messung am praparierten Knochen durchgefihrt, an dem Fett
und Muskulatur fehlten.

Nach Orchidektomie hat die paratibiale Muskelflache abgenommen.
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Abb. 32: Die Effekte von E2, DHT, GEN und EQ auf die paratib__iale Muskelflache

der Metaphyse der Tibia der orx S.D.-Ratte 6 Wochen __nach Orchidektomie,

nach 2-wdchiger Substanzapplikation . Signifikanzniveau: ** p<0,01 vs. SF, orx;
## p<0,01 vs. pra-Orx

6 Wochen nach Orchidektomie war die paratibiale Muskelflache pro 100g
Korpergewicht in allen Behandlungsgruppen sowie in der SF, orx Kontrollgruppe

signifikant niedriger gegentber den pra-Orx-Tieren.
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Abb. 33: Die Effekte von E2, DHT, GEN und EQ auf die paratib__iale Muskelflache
der Metaphyse der Tibia der orx S.D.-Ratte 12 Woche _n nach Orchidektomie,

nach 8-wdchiger Substanzapplikation . Signifikanzniveau: ** p<0,01 vs. SF, orx;
## p<0,01 vs. pra-Orx

Auch 12 Wochen nach Orchidektomie war die paratibiale Muskelflache pro 100g
Korpergewicht in den Behandlungsgruppen Dihydrotestosteron, Genistein und Equol
sowie in der SF, orx Kontrollgruppe signifikant niedriger gegeniber den pra-Orx-
Tieren.

In der Estradiol-Behandlungsgruppe war die paratibiale Muskelflache signifikant
grol3er gegentber der SF, orx Kontrollgruppe.

In der Dihydrotestosteron-Behandlungsgruppe war die paratibiale Muskelflache

signifikant kleiner gegentiber der SF, orx Kontrollgruppe.
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4. Diskussion

4.1 Der aktuelle Forschungsstand zum Thema Osteopo  rose

Ein Schwerpunkt der Forschung hat bisher auf der Suche nach Therapeutika gegen
die Osteoporose der Frau gelegen. Dies wurde in dieser Studie zum Anlass
genommen, die Substanzen Estradiol, Dihydrotestosteron, Genistein und Equol am
Tiermodell der orx S.D.-Ratte als mdgliche Therapeutika gegen die Osteoporose des
Mannes zu untersuchen.

Die von uns verwendeten Substanzen wurden in der Vergangenheit bereits in vielen
Studien zur Osteoporose untersucht (Fanti et al. 1998; Fujioka et al. 2004; Rachon et
al. 2007). Da sich ein Grof3teil der international publizierten Literatur jedoch mit der
Wirkung dieser Substanzen auf die Osteoporose der weiblichen Ratte bzw. der Frau
beschaftigt, ist ein Vergleich mit den in dieser Studie an mannlichen Ratten
erhobenen Ergebnissen nur bedingt moéglich. Darlber hinaus wurden in anderen
Studien die Substanzen oftmals unter praventiven Gesichtspunkten untersucht. Auch
aus diesem Grund ist der Vergleich zu der aktuellen Literatur erschwert, aber nicht
zuletzt stellt die hier durchgefiihrte Untersuchung des therapeutischen Effektes von
Estradiol, Dihydrotestosteron, Genistein und Equol auf den osteoporotischen
Knochen der mannlichen S.D.-Ratte das Novum unserer Studie dar.

Der Mangel an gonadalen Steroiden gilt, wie auch bei der postmenopausalen
Osteoporose der Frau, als anerkannte Urasche fur die senile Osteoporose des
Mannes (Greendale et al. 1997). Im Zuge der Pathogenese der Osteoporose
ergeben sich hormonell bedingte Veranderungen des Knochens, in deren Fokus die
Spongiosa steht. Es ist bekannt, dass in der Postmenopause der Frau bzw. nach
Ovarektomie der Ratte eine sog. ’high-turnover’-Osteoporose auftritt, welche durch
einen trabekular-betonten Knochenverlust charakterisiert ist (Hernandez et al. 1996).
Auch fir die senile Osteoporose des Mannes ist gezeigt worden, dass durch einen
Hypogonadismus, d.h. durch einen Wegfall von verfligbaren Geschlechtshormonen
im Rahmen des Alterungsprozesses des Mannes bzw. durch die Orchidektomie der
Ratte eine ‘'high-turnover’-Osteoporose auftritt (Erben et al. 2000). Die
Serumparameter, deren Analyse auch Teil dieser Studie gewesen ist, spiegeln den

erhohten 'bone turnover’ nach Ovarektomie bzw. Orchidektomie wieder.
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Die Ursache fir diese trabekular-betonte Manifestation der Osteoporose ist die
Tatsache, dass die Spongiosa als stark hormonsensitiv gilt. Besonders fur die in
dieser Studie untersuchte Metaphyse der Tibia konnte gezeigt werden, dass der dort
befindliche trabekulare Knochen &strogenreguliert ist (Hertrampf et al. 2006;
Seidlova-Wuttke et al. 2003). Diese Feststellung hat auch Bedeutung im Rahmen der
Pathogenese der Osteoporose und deren Manifestation durch Knochenfrakturen,
weil vor allem der trabekulare Knochen zur Knochenstabilitit beitragt (Seidlova-
Wouttke et al. 2006).

4.2 Korpergewicht und Futteraufnahme

Das Korpergewicht und die Futteraufnahme stellen wichtige Parameter unserer
Studie dar. Sie sind deshalb von Bedeutung, weil die untersuchten Veranderungen
der Metaphyse der Tibia sowie des paratibialen Fettdepots und der paratibialen
Muskelflache stets im Zusammenhang mit diesen Parametern betrachtet werden
mussen. Diese Notwendigkeit wird dadurch begrindet, dass das Korpergewicht
Einfluss auf die Knochenmineraldichte hat und eine Zunahme an Korpergewicht mit
einer Zunahme der Knochendichte und -festigkeit einhergeht (Karasik et al. 2003;
Rachon et al. 2007; Wronski et al. 1987). Deshalb haben wir unserer Resultate als
absolute Werte pro 100g Kérpergewicht sowie deren prozentuale Anderung von CT1

gegenuber CT2 dargestellt.

Es soll zunachst das Korpergewicht zu Versuchsbeginn betrachtet werden sowie die
Veranderung des Koérpergewichtes durch die Orchidektomie und durch die Zufuhr der
unterschiedlichen Substanzen.

Zu Versuchsbeginn hatten die Tiere ein durchschnittliches Gewicht von 350g + 40g.
Nach Orchidektomie haben die Tiere an Koérpergewicht gewonnen. Diese
Gewichtszunahme ist durch das Wachstum der Tiere und durch die Unterbindung der
endogenen Sexualhormonproduktion nach Orchidektomie bedingt (Shimomura et al.
2002). Die Gewichtszunahme in den Behandlungsgruppen Dihydrotestosteron,
Genistein und Equol sowie in der SF, orx Kontrollgruppe war in ihrem Verlauf nahezu
identisch. Das Gewicht in der Estradiol-Behandlungsgruppe war signifikant niedriger

gegenuber der Kontrolle.
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Ein Grund fir das signifikant niedrigere Korpergewicht der Estradiol-
Behandlungsgruppe ist u.a., dass Estradiol die physische Aktivitat fordert und den
Appetit hemmt (Hertrampf et al. 2007; Rocha et al. 2001). Es soll an dieser Stelle
jedoch betont werden, dass die Tiere aus der Estradiol-Gruppe bis zum Ende des
Versuches ihr Ausgangsgewicht gehalten haben.

Kontréar zu der beschriebenen Estradiol-Wirkung fihrt Dihydrotestosteron zu einer
erhohten Futteraufnahme (Lobo et al. 1993). Das Kdorpergewicht der Tiere in der
Genistein- und Equol-Behandlungsgruppe war auf einem mit Dihydrotestosteron
vergleichbaren Niveau, was daran liegt, dass die Isoflavone bei mannlichen Tieren,
im Gegensatz zu deren Wirkung bei weiblichen Tieren, die Futteraufnahme nicht
reduzieren (Kishida et al. 2008).

Da jedoch auch die SF, orx Kontrollgruppe an Kdrpergewicht gewonnen hat, muss
die Zunahme des Koérpergewichtes primar durch das physiologische Wachstum der
Tiere und den nach Orchidektomie gesunkenen Testosteronspiegel und bedingt sein
(Shimomura et al. 2002).

4.3 Die Veranderung des Knochens nach Orchidektomi e

Die mannliche, orx S.D.-Ratte konnte in den letzten Jahren als Modell zur
Erforschung der Osteoporose des Mannes gefestigt werden (Vanderschueren et al.
1993; Verhas et al. 1986). In unserem Versuch wurde der im Alter auftretende
Mangel an Geschlechtshormonen durch die Orchidektomie der S.D.-Ratten kinstlich
hervorgerufen, um so an unserem Tiermodell eine Osteoporose zu induzieren.
Unsere Ergebnisse belegen, dass die hier durchgefiihrte Orchidektomie eine
Osteoporose im Sinne ihrer Definition bewirkt hat und die Tiere bereits 6 Wochen
nach Orchidektomie stark osteoporotisch waren. Dies wird durch den Rickgang der
Spongiosadichte deutlich, welche in der SF, orx Kontrollgruppe 6 Wochen nach
Orchidektomie nur noch 62% gegenuber den pra-Orx-Tieren betragen hat. Dies
entspricht einer Standardabweichung von mehr als -2,5 gegeniiber den Vorwerten.
Damit handelt es sich per Definition um eine Osteoporose (DVO-Leitlinie 2006).
Aufgrund des nach Orchidektomie aufgetretenen Verlusts an Knochendichte kann
die orx S.D.-Ratte durch diesen Versuch erneut als Tiermodell fur die Erforschung

der Osteoporose bestatigt werden.
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4.4 Die Veranderung der Serumparameter

Die Serumparameter Cross-Laps und Osteocalcin geben Auskunft Gber die Aktivitat
des Knochenmetabolismus nach Orchidektomie.

Generell tritt nach Orchidektomie eine temporare Steigerung des 'bone turnovers’
ein, d.h. der Knochenstoffwechsel, welcher sich durch die Aktivitat von Osteoklasten
auf der einen und Osteoblasten auf der anderen Seite auszeichnet, ist durch den
Wegfall der gonadalen Steroide nach Orchidektomie erhoht. Dies zeigt sich in
unserer Untersuchung daran, dass die Serum-Cross-Laps zunachst hoch waren und
im Zeitverlauf von 6 bis 12 Wochen post-Orx abgenommen. Dies beweist, dass der
Knochenabbau unmittelbar nach Orchidektomie stark erhoht ist und abnimmt, je
langer die Orchidektomie zurtckliegt. Diese Verlangsamung des Knochenverlustes je
langer die Kastration zurlckliegt wurde bereits in der Literatur beschrieben (Waarsing
et al. 2006). Da dieser Riuckgang der Serum-Cross-Laps unter der Zufuhr von allen
untersuchten Substanzen sowie unter der Kontrolle aufgetreten ist, handelt es sich
hierbei um ein Substanz-unabhangiges Phanomen. Ebenso wie der Knochenabbau
hat auch der Knochenanbau, welcher durch das Serum-Osteocalcin charakterisiert
ist, im Verlauf der Untersuchung von 6 bis 12 Wochen post-Orx abgenommen.
Abgesehen von der Verdnderung der Serum-Parameter im zeitlichen Verlauf der
Untersuchung haben auch spezifische Veradnderungen in den verschiedenen
Behandlungsgruppen stattgefunden.

Die Serum-Cross-Laps, als Parameter fur die Osteoklastenaktivitat, konnten durch
Estradiol 6 und 7 Wochen nach Orchidektomie und durch Dihydrotestosteron und
Genistein 6 Wochen nach Orchidektomie signifikant gegentber der SF, orx
Kontrollgruppe supprimiert werden. Gleichzeitig wurde jedoch auch die
Osteoblastenaktivitat, widergespiegelt durch das Osteocalcin, durch Estradiol zu
jedem Zeitpunkt nach Orchidektomie und durch Dihydrotestosteron und Genistein 7
Wochen nach Orchidektomie signifikant gegentber der SF, orx Kontrollgruppe
reduziert. Somit hat besonders Estradiol den nach Orchidektomie erhohten ’'bone-
turnover Uber eine Hemmung sowohl der Osteoklasten als auch der Osteoblasten
reduziert. Diese Verlangsamung sowohl des Knochenabbaus als auch des
Knochenanbaus unter Estradiol-Applikation wurde bereits in vorherigen Studien
beschrieben (Tivesten et al. 2004).
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Estradiol kann somit als Inhibitor des Knochenumbaus beim alternden Mann
betrachtet werden, dessen Wegfall die Entstehung der Osteoporose induziert (Erben
et al. 2000).

In unserem Versuch hat Estradiol nach Orchidektomie die Osteoblastenaktivitat
starker inhibiert als die Osteoklastenaktivitdt, so dass zunachst unter Estradiol-
Substitution im Vergleich zur SF, orx Kontrollgruppe weniger Knochen konserviert
wurde. Diese temporare Erh6hung des Knochenabbaus nach Orchidektomie unter
Estradiol erklart auch, warum in dieser Behandlungsgruppe erst nach 8-wodchiger
Substanzapplikation eine signifikant h6here Spongiosadichte gegentber der SF, orx
Kontrollgruppe erreicht wurde.

Auch unter Dihydrotestosteron war eine Suppression des ’bone-turnovers’ nach
Orchidektomie zu beobachten, allerdings war diese Wirkung auf die Serum-Cross-
Laps, also den Knochenabbau, nur 6 Wochen nach Orchidektomie signifikant
gegenuber der Kontrolle, wohingegen unter Estradiol zu jedem
Untersuchungszeitpunkt eine signifikante Hemmung der Serum-Cross-Laps
gegenuber Kontrolle erzielt werden konnte. Im Vergleich zu Dihydrotestosteron hat
Estradiol also eine starkere Reduzierung des Knochenabbaus bei den orx S.D.-
Ratten erzielt. Gleichzeitig war jedoch unter der Behandlung mit Estradiol das Level
von Osteocalcin  im Serum im Vergleich zu der Dihydrotestosteron-
Behandlungsgruppe erniedrigt. Es muss also konstatiert werden, dass Estradiol eine
starkere Inhibition auf den nach Orchidektomie erhgéhten 'bone-turnover’ ausubt als
Dihydrotestosteron.

Unter der Zufuhr von Genistein konnten 6 Wochen post-Orx die Serum-Cross-Laps
signifikant gegenuber der SF, orx Kontrollgruppe reduziert werden. Dies bestatigt die
Annahme, dass Genistein die Osteoklastenaktivitait hemmt (Gao und Yamaguchi
1999). Allerdings war diese Wirkung von Genistein in unserer Untersuchung geringer
als der Effekt der gonadalen Steroide Estradiol und Dihydrotestosteron auf den nach
Orchidektomie erhthten Knochenabbau. Auf der anderen Seite hat unter der
Substitution von Genistein im Vergleich zu den gonadalen Steroiden Estradiol und
Dihydrotestosteron eine weniger starke Reduzierung des Serum-Osteocalcins
stattgefunden. Diese Tatsache zeigt, dass das Isoflavon Genistein seine
knochenprotektiven Eigenschaften, im Gegensatz zu Estradiol, nicht Uber eine
Inhibition der Knochenresorption ausibt, sondern eher Uber eine Stimulation des
Knochenaufbaus (Fanti et al. 1998).
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In der Equol-Behandlungsgruppe konnte gegentber der SF, orx Kontrollgruppe keine
signifikante Anderung der Serumparameter Cross-Laps und Osteocalcin gemessen
werden. Equol hat also im Vergleich zur Kontrolle keinen signifikanten Einfluss auf
den nach Orchidektomie erhéhten Knochenstoffwechsel gehabt. Damit gehen unsere
Ergebnisse konform mit Untersuchungen an ovx Tieren, die ebenso keine
signifikante Wirkung von Equol gegentiber SF-Futter auf die Serumparameter zeigen
konnten (Rachon et al. 2007).

4.5 Die  therapeutischen  Effekte  der  untersuchten

Substanzen auf den osteoporotischen Knochen

Im Mittelpunkt dieser Studie stand die Untersuchung der strukturellen Verdnderungen
des Knochens mittels pQCT in Abhangigkeit der getesteten Substanzen Estradiol,
Dihydrotestosteron, Genistein und Equol. Dafur wurde ein therapeutischer
Versuchsansatz gewéhlt d.h., dass die untersuchten Substanzen erst nach
Entwicklung einer Osteoporose, in diesem Falle ab einem Zeitpunkt vier Wochen
nach Orchidektomie, eingesetzt wurden (Roudebush et al. 1993). Damit ist
beurteilbar, welche therapeutische Wirkung die untersuchten Substanzen auf den
osteoporotischen Knochen haben. Bei der Betrachtung der therapeutischen
Wirksamkeit der untersuchten Substanzen ist jedoch zu beachten, dass unsere
Messergebnisse kein Heilungsresultat darstellen. Es handelt sich bei den
Ergebnissen fir die pQCT-Messung des Knochens vielmehr um einen Auszug aus
dem dynamischen Prozess der Knochenveranderung durch die untersuchten
Substanzen, die der aktuellen Knochendichte unter dem Einfluss der laufenden
Osteoporose-Therapie entsprechen.

Fur die hier untersuchten gonadalen Steroide Estradiol und Dihydrotestosteron
wurde bereits eine prophylaktische Wirkung gegen die Entstehung einer
Osteoporose nach Kastration bewiesen (Vandenput et al. 2002). Eine Untersuchung
der therapeutischen Wirkung, d.h. die Wirkung an einem schon stark
osteoporotischen Knochen, ist sowohl fir die gonadalen Steroide Estradiol und
Dihydrotestosteron als auch fir die Isoflavone Genistein und Equol an mannlichen
Tieren bisher nicht erfolgt.
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45.1 Die therapeutischen Effekte der gonadalen Ste roide auf

den osteoporotischen Knochen

In unserer Untersuchung wurde die therapeutische Wirkung der gonadalen Steroide
Estradiol und Dihydrotestosteron auf den post-Orx stark osteoporotisch gewordenen
Knochen der S.D.-Ratte untersucht und deren Wirkung soll im Vergleich zueinander
bewertet werden. Dabei muss beachtet werden, dass in diesem Versuch Estradiol,
das wirksamste Ostrogen, und Dihydrotestosteron, ein potentes Androgen, welches
nicht der Aromatase zuganglich ist, vergleichend untersucht wurden. In diesem Punkt
unterscheidet sich diese Studie von vielen anderen Untersuchungen, in denen T
verabreicht wurde. T kann, im Gegensatz zu Dihydrotestosteron, Uber die Aromatase
zu Ostrogenen umgewandelt werden, um dann am ER zu wirken. Demnach
ermdglicht unsere Studie, eine Aussage Uber die Bedeutung der Ostrogen-Wirkung
am ER bzw. der Androgen-Wirkung am AR auf den osteoporotischen Knochen der

orx S.D.-Ratte zu treffen.

Die therapeutischen Effekte von Estradiol auf den o steoporotischen Knochen:

Der Estradiol-Mangel stellt den entscheidenden Faktor fir die Pathogenese der
Altersosteoporose des Mannes dar (Riggs et al. 2002). Daruber hinaus konnte in
einem Versuch von Vandenput et al. an orx Ratten gezeigt werden, dass dem
Orchidektomie-induzierten Knochenverlust durch Estradiol besser als durch
Dihydrotestosteron vorgebeugt werden konnte (Vandenput et al. 2002). Auch die
vorliegende Studie, welche nicht die praventive, sondern die therapeutische Wirkung
von Estradiol auf den osteoporotischen Knochen an orx Ratten untersucht hat,
konnte eine positive Wirkung von Estradiol auf den osteoporotischen Knochen
bestatigen: so wurde nach 8-wochiger Applikation unter Estradiol die grof3te
Spongiosadichte pro 100g Korpergewicht gemessen und diese war mit +8%
signifikant gréRer gegentber der SF, orx Kontrollgruppe.

Ebenso waren die Spongiosaflache und der trabekuldre Anteil nach 8-wodchiger
Estradiol-Substitution signifikant um 8% grél3er gegenuber der SF, orx
Kontrollgruppe. Die Wirkung von Estradiol auf Kortikalisdichte und -flache war zu

jedem Zeitpunkt nach Orchidektomie signifikant besser gegeniber der SF, orx
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Kontrollgruppe. Auch der Knochenwiderstand war nach 8-wéchiger Applikation von
Estradiol signifikant grofRer gegentiber der Kontrolle. Der Knochenwiderstand, der
sich als sog. Stress-Strain-Index aus dem pQCT berechnen lasst, ist von der
Kortikalis abhangig (Engelke 2002), deren Verlust nach Orchidektomie in diesem
Versuch unter Estradiol am starksten vorgebeugt werden konnte. Estradiol hat also in
diesem Versuch sowohl eine Starkung des Knochenwiderstandes als auch durch
eine Verbesserung der trabekularen Knochenstruktur am osteoporotischen Knochen
erzielt. Durch die hier nachgewiesene Wirkung von Estradiol auf den trabekuléaren
Knochen wird der Estradiol-Mangel als entscheidender Faktor fur die Pathogenese

der Osteoporose des Mannes bestétigt (Riggs et al. 2002; Vandenput et al. 2002).

Zusammenfassend hat Estradiol in dieser Studie eine deutliche Hemmung des bei
Osteoporose erhéhten  Knochenstoffwechsels bewirkt, was anhand der
Serumparameter gezeigt wurde. Auch wenn die Estradiol-Wirkung auf den
osteoporotischen Knochen im Vergleich zu den anderen Substanzen am besten
gewesen ist, war der Einfluss von Estradiol auf die Knochenstruktur unter
therapeutischen Gesichtspunkten betrachtet nicht ausreichend. Die Struktur des
osteoporotischen Knochens konnte zwar unter Estradiol gestarkt werden, jedoch
konnte besonders der nach Orchidektomie eingetretene massive Verlust an
spongiésem Knochen durch Estradiol nicht riickgdngig gemacht werden.

Die therapeutischen Effekte von Dihydrotestosteron auf den osteoporotischen

Knochen:

Nach Orchidektomie konnte unter der Substitution von Dihydrotestosteron keine
signifikante Verbesserung der Spongiosadichte und -flache sowie des trabekuléaren
Anteils im Vergleich zur SF, orx Kontrollgruppe erreicht werden. Ebenso waren fir
die Kortikalis-Parameter und den Knochenwiderstand keine signifikanten Ergebnisse
im Vergleich zur Kontrolle feststellbar. Die Analyse der Serumparameter hat gezeigt,
dass Dihydrotestosteron zwar den nach Orchidektomie erhohten
Knochenmetabolismus reduziert hat, wenn auch weniger stark als Estradiol.
Allerdings konnte durch Dihydrotestosteron keine Verbesserung der Knochenstruktur

im Sinne einer Therapie der Osteoporose erzielt werden.

68



Diskussion

Der Vergleich der therapeutischen Effekte von Estra diol gegeniber

Dihydrotestosteron auf den osteoporotischen Knochen

In unserer Untersuchung wurde gezeigt, dass Estradiol den nach Orchidektomie
erhohten Knochenstoffwechsel sowie die Knochenstruktur des osteoporotischen
Knochens der orx S.D.-Ratte positiv moduliert. Besonders die Wirkung von Estradiol
auf die Spongiosadichte, welche mal3geblich zur Knochenstabilitdt beitragt, war
deutlich besser als die Wirkung von Dihydrotestosteron auf ebenjene
Knochenstruktur (Seidlova-Wuttke et al. 2006).

Die Tatsache, dass der trabekulare Knochen auf die Estradiol-Substitution besser
anspricht als auf die Substitution von Dihydrotestosteron, zeigt, dass der Estradiol-
Mangel der entscheidende Punkt in der Pathogenese der altersbedingten,
hypogonadalen Osteoporose des Mannes ist (Vandenput et al. 2002). Demnach wird
Testosteron im méannlichen Organismus hauptséachlich tber die Aromatase
enzymatisch zu Estradiol verandert, um dann tber den ER am Knochen zu wirken.
Damit gehen die in dieser Studie erhobenen Ergebnisse mit der gangigen
wissenschaftlichen Meinung einher, dass zwar sowohl Dihydrotestosteron - als auch
Estradiol-Mangel in der Pathogenese der Altersosteoporose eine Rolle spielen, aber
die sinkende Bioverfugbarkeit von Estradiol determinierend fir den im Alter
auftretenden Knochenverlust ist (Riggs et al. 2002).

Auch wenn die Veranderungen von paratibialem Fettgewebe und paratibialer
Muskelflache bis hierhin noch nicht diskutiert worden sind, kann nichtsdestoweniger
schon an dieser Stelle konstatiert werden, dass, obwohl Estradiol einen positiven
Effekt auf den osteoporotischen Knochen gezeigt hat, in dieser Studie dennoch keine
adaquate therapeutische Wirksamkeit der gonadalen Steroide auf den
osteoporotischen Knochen der orx S.D.-Ratte nachgewiesen werden konnte, denn
die Spongiosadichte als maligeblicher Faktor fur die Osteoporose konnte nicht
annéhernd auf das Niveau pra-Orx wiederhergestellt werden.

So lag nach 8-wochiger Applikation von Estradiol die Spongiosadichte in dieser
Behandlungsgruppe bei 59% gegentber den in CT1 gemessenen Werten fur die pra-
Orx-Tiere, was per Definition eindeutig einer Osteoporose entspricht (DVO-Leitlinie
2006). Daruber hinaus war der Knochenverlust nach Therapiebeginn fortschreitend.
Dies entspricht einer Progredienz der Osteoporose unter den von uns untersuchten

Substanzen.
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Zwar war das Fortschreiten des Knochenverlustes verlangsamt je weiter die
Orchidektomie zurtckliegt, allerdings steht dies am ehesten im zeitlichen
Zusammenhang zur Orchidektomie und ist unabhangig von der Wirkung der
untersuchten Substanzen.

Somit kann schon an dieser Stelle der Schluss gezogen werden, dass die
Substitution der gonadalen Steroide, deren mangelnde Bioverfligbarkeit als Urasche
der Osteoporose bewiesen ist, aufgrund ihrer zu geringen Wirksamkeit auf den
Knochen als mogliche Therapie der Osteoporose beim Mann abgelehnt werden
muss. Die Untersuchung zeigt dartber hinaus, dass eine einmal eingetretene
Osteoporose durch die Applikation der gonadalen Steroide nicht mehr riickgangig
gemacht werden kann, weswegen die Pravention der Osteoporose zunehmende

Bedeutung erlangt.

4.5.2 Die therapeutischen Effekte der Phytohormone auf den
osteoporotischen Knochen

In dieser Studie wurde die therapeutische Wirksamkeit der Phytohormone Genistein
und Equol auf den osteoporotischen Knochen der mannlichen S.D.-Ratte im
Vergleich zu den gonadalen Steroiden untersucht.

Bei der Diskussion der Wirkung der Phytohormone Genistein und Equol muss
beachtet werden, dass zum Messzeitpunkt 7 Wochen nach Orchidektomie ein
Geréate-Defekt aufgetreten ist. Davon waren ausschlief3lich die Behandlungsgruppen
Genistein und Equol betroffen. Deshalb erfolgte fur diese beiden Gruppen die
Ermittlung der Knochenwerte am préparierten Knochen und nicht wie bei allen

anderen Messungen in vivo am Ratten-Hinterlauf.

Die therapeutischen Effekte von Genistein auf den o steoporotischen Knochen:

Genistein hat in diesem Versuch im Vergleich zur SF, orx Kontrolle nach 2 bzw. 3-
wochiger Applikation der Substanz einen signifikant schlechteren Effekt auf die
Spongiosadichte gezeigt.
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Ebenso wurden in der Genistein-Behandlungsgruppe die Kortikalisflache nach 2- und
3-wdchiger Behandlung und der trabekuldre Anteil sowie der Knochenwiderstand
nach 3-wdchiger Substitution von Genistein im Vergleich zur SF, orx Kontrollgruppe
niedriger gemessen. Signifikante Effekte von Genistein auf die Spongiosaflache und
die Kortikalisdichte waren nicht messbar. Demnach konnte fiir Genistein in dieser
Untersuchung kein therapeutischer Effekt auf den osteoporotischen Knochen der orx
S.D.-Ratte nachgewiesen werden.

Ein Vergleich der hier beobachteten Wirkung von Genistein mit der Literatur ist nur
schwer mdglich, da Genistein zumeist unter praventiven Gesichtspunkten untersucht
wurde. So konnten Wu et al. in einem Versuch zur praventiven Wirkung von
Genistein an der orx Maus feststellen, dass unter s.c. Applikation von Genistein die
Reduktion der Knochenmineraldichte in der Messung mittels DXA nach
Orchidektomie signifikant inhibiert werden konnte (Wu et al. 2003). In der Messung
mittels pQCT konnte nach Orchidektomie jedoch keine Wirkung von Genistein auf die
Knochenmineraldichte und den Knochenmineralgehalt nachgewiesen werden. In
einer anderen Studie von Ishimi et al. wurde eine Pravention des
Knochenschwundes nach Orchidektomie durch Genistein in der
histomorphometrischen Analyse des Knochens beschrieben, allerdings konnte unter
Genistein die Knochenmineraldichte in der Analyse mittels DXA nur als moderat
erhalten gemessen werden (Ishimi et al. 2002).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass Untersuchungen in der Vergangenheit
zwar einen moderaten Effekt von Genistein zur Pravention der Osteoporose gezeigt
haben, aber dass in dieser Studie der erh6hte Knochenstoffwechsel unter Genistein
nur maiig inhibiert werden konnte und dass ein therapeutischer Nutzen von
Genistein auf die Knochenstruktur des osteoporotischen Knochen der orx S.D.-Ratte

nicht bestatigt werden konnte.

Die therapeutischen Effekte von Equol auf den osteo porotischen Knochen:

Unter der Behandlung mit Equol konnte im Vergleich zur SF, orx Kontrollgruppe und
zu den gonadalen Steroiden kein positiver therapeutischer Effekt dieser Substanz auf

den osteoporotischen Knochen der orx S.D.-Ratte festgestellt werden.
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Die Wirkung von Equol auf die Spongiosadichte war nach 2 und 3-wodchiger
Applikation signifikant schlechter gegentber der SF, orx Kontrollgruppe.

Fur die tbrigen hier untersuchten Knochenparameter konnte unter der Substitution
mit Equol ebenfalls keine signifikante Wirkung oder nur eine signifikant schlechtere
Wirkung gegentber der Kontrolle festgestellt werden. Diese Ergebnisse gehen
einher mit den Resultaten von Rachon et al., die in einer Untersuchung an der ovx
Ratte ebenso keine positive Wirkung von Equol auf Spongiosa und Kortikalis der

Tibia nachweisen konnten (Rachon et al. 2007).

Zusammenfassend kann daher gesagt werden, dass Equol weder einen positiven
Effekt auf den nach Orchidektomie erhdhten Knochenmetabolismus noch auf die
Struktur des stark osteoporotischen Knochens der orx S.D.-Ratte gezeigt hat. Damit
muss die therapeutische Wirkung von Equol auf den osteoporotischen Knochen

zunachst verneint werden.

Die Effekte der Phytohormone auf den osteoporotisch en Knochen der

orchidektomierten S.D.-Ratte im Vergleich zum ovare ktomierten Rattenmodell:

Fur den Vergleich der Wirkung von Phytodstrogenen am ménnlichen gegenuber dem
weiblichen Knochen liegen nur wenige Studien an méannlichen Ratten vor. In einer
Untersuchung an orx Ratten konnte ein moderater praventiver Effekt von Isoflavonen
auf den Knochen der orx Ratte gezeigt werden (Khalil et al. 2005). Da in dieser
Untersuchung von Khalil et al. die Isoflavone unmittelbar nach Orchidektomie, d.h.
praventiv, appliziert wurden, besteht ein wesentlicher Unterschied zu der hier
vorliegenden Studie, welche die therapeutische Wirkung der Isoflavone an einem
stark osteoporotischen Knochen untersucht hat. In einer anderen Studie mit einem
ebenfalls préaventiven Versuchsansatz konnte zwar eine Verbesserung der
Mikroarchitektur durch Isoflavone beschrieben werden, allerdings waren in dieser
Studie die Isoflavone nicht in der Lage, den Orchidektomie-induzierten
Knochenverlust zu verhindern (Soung et al. 2006). Dieses Ergebnis geht einher mit
unserer Beobachtung, dass Isoflavone nicht in der Lage sind, den Knochenverlust
nach Orchidektomie zu inhibieren bzw. ihn in therapeutischem Sinne zu

beeinflussen.
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An weiblichen Tieren konnte eine praventive Wirkung der Phytodstrogene
nachgewiesen werden: So beschreiben Arjimandi et al.,, dass Isoflavone bei
weiblichen Ratten den Ovx-induzierten Knochenverlust hemmen (Arjmandi et al.
1998). Weitere Studien am Tiermodell der ovx Ratte bestatigen die Pravention der
Osteoporose durch Genistein und Equol (Fanti et al. 1998; Fujioka et al. 2004).

Eine weitere Studie von Devareddy et al. hat die therapeutische Wirkung von
Isoflavonen als Bestandteil von Sojahaltigem Futter untersucht und festgestellt, dass
durch Applikation von Soja der nach Ovx entstandene Rickgang der
Knochenmineraldichte nicht mehr auf das Niveau pra-Ovx zurlckgefuhrt werden
kann (Devareddy et al. 2006). Am Tiermodell konnte die therapeutische Wirkung von
Soja also nicht bestatigt werden.

In einer Untersuchung an postmenopausalen Frauen, in der Isoflavone tber ein Jahr
getestet wurden, konnte weder ein Effekt auf die Knochenmineraldichte des
Oberschenkelknochens noch auf die Veranderung der Serumparameter festgestellt
werden (Atkinson et al. 2004).

Diese oben genannten Studienergebnisse zeigen, dass die Phyto6strogene in einem
praventiven Versuchsansatz am ovx Tiermodell zwar einen positiven Effekt auf den
Knochen gezeigt haben, sie jedoch nicht in der Lage sind, therapeutisch auf den
osteoporotischen Knochen der ovx Ratte und der postmenopausalen Frau zu wirken.
Auch in der hier vorliegenden Studie konnte kein therapeutischer Effekt der
Phytotstrogene auf den osteoporotischen Knochen der mannlichen S.D.-Ratte

beobachtet werden.

Die therapeutischen Effekte der Phytohormone auf de n osteoporotischen

Knochen im Vergleich zu den gonadalen Steroiden:

Aufgrund der in dieser Untersuchung erhobenen Ergebnisse muss festgestellt
werden, dass die Phytodstrogene keinen therapeutischen Effekt auf den
osteoporotischen Knochen der mannlichen S.D.-Ratte gehabt haben.

Die Osteoporose war unter Applikation der Substanzen progredient und die Wirkung
der Phytodstrogene Genistein und Equol auf den Knochen war im Allgemeinen
schlechter gegeniber den als Positivkontrolle geltenden gonadalen Steroiden

Dihydrotestosteron und Estradiol, obwohl bereits flr diese Substanzen die
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therapeutische Wirksamkeit auf den osteoporotischen Knochen nicht ausreichend
war. Daher gilt auch fur die Phytodstrogene, dass sie in dieser Untersuchung keine
adaquate Therapie der Osteoporose dargestellt haben. Damit wird die Wichtigkeit

Pravention der Osteoporose erneut untermauert.

4.6 Die Veranderung des paratibialen Fettdepots

Neben der Untersuchung des Knochens wurde mittels des pQCT auch ein
paratibiales Fettdepot der Ratte vermessen, um Aussagen Uber die Steroidmangel-
bedingte Veranderung des Fettdepots treffen zu kénnen und um den Effekt der
untersuchten Substanzen auf das Fettgewebe analysieren zu kénnen.

In unserem Versuch haben die Tiere Uber einen Zeitraum von 12 Wochen, bedingt
durch den Wegfall an Geschlechtshormonen nach Orchidektomie, signifikant an
paratibialem Fettdepot hinzugewonnen. Dieser Gewinn an Fettgewebe war
progredient, d.h. je langer die Orchidektomie zurlickliegt, desto groRer war das
gemessene paratibiale Fettdepot.

Das paratibiale Fettdepot pro 100g Korpergewicht war in der Estradiol-
Behandlungsgruppe nicht signifikant niedriger gegentber der SF, orx Kontrollgruppe,
obwohl fir Estradiol eine antiadipése Eigenschaft beschrieben ist. Dieses Ergebnis
fur Estradiol an mannlichen Tieren ist gegensatzlich zu den bereits durchgefihrten
Studien an weiblichen Tieren, bei welchen Estradiol eine Zunahme des Fettdepots
nach Kastration gehemmt hat (Rachon et al. 2007).

Die Zufuhr von Genistein und Equol hat im Vergleich zu den anderen Substanzen die
starkste Zunahme des paratibialen Fettdepots bewirkt. Damit steht diese
Beobachtung im Gegensatz zu den Ergebnissen von Untersuchungen an weiblichen
Tieren, in welchen fur Equol eine mit Estradiol vergleichbare Reduktion des
Fettgewebes sowie des Gesamtkorpergewichtes nach Ovx festgestellt wurde
(Rachon et al. 2007). Diese hier an méannlichen Tieren unter der Zufuhr von
Genistein bzw. Equol beobachtete Zunahme des Fettdepots ist insofern erstaunlich,
als dass Uber diese Substanzen bekannt, dass sie dstrogen-artige Wirkung besitzen
und in einer Untersuchung an Ovx-Ratten einer Zunahme des Kdorperfettes entgegen

gewirkt haben (Uesugi et al. 2001).
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Ein mdglicher Grund fur die hier festgestellt starke Zunahme des paratibialen
Fettdepots ist, dass Isoflavone bei méannlichen Tieren, im Gegensatz zu weiblichen
Tieren, die Futteraufnahme nicht reduzieren und man annimmt, dass dieser Effekt
der Isoflavone nicht durch ihre 6strogenartige Wirkung bedingt ist (Kishida et al.
2008).

4.7 Die Veranderung der paratibialen Muskelflache

Eine Abnahme von Muskelmasse und -festigkeit und eine u.a. dadurch bedingte
zunehmende Immobilisation im Rahmen des Alterungsprozesses stellen nicht zu
vernachlassigende Risikofaktoren beziiglich der Pathogenese der Osteoporose dar.
Erstens wird durch eine Abnahme der Muskelmasse die Pradisposition zu Stirzen
mit der Konsequenz einer Knochenfraktur beim gleichzeitigen Vorliegen einer
Osteoporose erhoht, zweitens fallt die positive Modulation des Knochens durch den
Muskel weg. Die Bedeutung der Knochenmodulation durch die Muskulatur im
Rahmen der Pathogenese der Osteoporose wird durch die Untersuchung von Blouin
et al. deutlich, die zeigen konnten, dass nach Orchidektomie und gleichzeitiger
Paralyse der Oberschenkelmuskulatur durch Botulinumtoxin eine stérkerer
Knochenverlust ausgelost werden konnte als durch alleinige Orchidektomie (Blouin et
al. 2007). Dies ist darauf zurtckzuftuihren, dass der funktionierende Muskel ein
'Remodelling’ des Knochens induziert, welches die Knochendichte und -festigkeit
sowie die Mikroarchitektur des Knochens giinstig beeinflusst (Crepaldi et al. 2007).
Diese eben dargelegte Bedeutung der Muskulatur fur die Pathogenese der
Osteoporose macht deutlich, dass bei der Interpretation der Wirksamkeit der in
dieser Studie untersuchten Substanzen nicht nur die Effekte auf die
Knochenparameter analysiert werden mussen, sondern dass auch die Effekte auf
das Muskelgewebe betrachtet werden missen, um schlie3lich eine Aussage Uber die
gesamte muskulo-skelettale Einheit treffen zu kénnen.

In unserer Studie hat 6 Wochen nach Orchidektomie die paratibiale Muskelflache pro
100g Korpergewicht, verursacht durch den Wegfall von Geschlechtshormonen, in

allen Behandlungsgruppen signifikant gegentber den pra-Orx-Tieren abgenommen.
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Diskussion

12 Wochen nach Orchidektomie wurde die paratibiale Muskelflache pro 100g
Kdrpergewicht in den Behandlungsgruppen Dihydrotestosteron, Genistein und Equol
sowie in der SF, orx Kontrollgruppe signifikant niedriger gegeniiber den pra-Orx-
Tieren gemessen. Die paratibiale Muskelflache pro 100g Korpergewicht in der
Estradiol-Behandlungsgruppe war signifikant gréf3er gegenuber der SF, orx
Kontrollgruppe und in der Dihydrotestosteron-Behandlungsgruppe war sie signifikant
niedriger gegenuber der Kontrolle. Estradiol hat also nach 6-woéchiger Zufuhr tber
das Futter der Abnahme der paratibialen Muskelflache nach Orchidektomie am
besten vorgebeugt. Unter Dihydrotestosteron war dies nicht zu beobachten, obwohl
in der Literatur eine starkere Zunahme der Muskulatur unter der Substitution von
Androgenen (Bhasin et al. 1997; Moreau et al. 2001) beschrieben wird. Ein
stimulierender Effekt auf die paratibiale Muskelflache im Sinne einer
Wiederherstellung auf das Niveau vor Orchidektomie konnte fir keine der

untersuchten Substanzen beobachtet werden.

Nachdem die in dieser Studie untersuchten Parameter fur Knochenstoffwechsel und
Knochenstruktur sowie paratibiales Fettdepot und paratibiale Muskelflache oben
diskutiert wurden, sollen abschliel3end unsere Ergebnisse zusammengefasst werden

und eine Schlussfolgerung gezogen werden.

Davor jedoch soll an dieser Stelle als Verbesserungsvorschlag fur nachfolgende
Versuche erwahnt werden, dass eine Durchfihrung von drei CT-Messungen sinnvoll
ware: namlich ein CT1 pra-Orx, ein CT2 post-Orx, jedoch vor dem Futterwechsel,
und ein CT3 vor der jeweiligen Obduktion. Damit kdnnte besser zwischen den
Effekten durch die Orchidektomie und den Effekten durch die Applikation der
untersuchten Substanzen unterschieden werden.

Dartiber hinaus ware es interessant, die therapeutische Wirkung der Substanzen
Uber einen langeren Zeitraum post-Orx zu untersuchen. Eventuell wirde eine
derartige Studie andere Ergebnisse liefern, weil die Substanzen eine langere

Applikationsdauer bendtigen, um die Knochenstruktur nachhaltig zu verandern.
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Zusammenfassung

5. Zusammenfassung

In der hier vorliegenden Studie wurden die therapeutischen Effekte von Estradiol,
Dihydrotestosteron, Genistein und Equol auf den osteoporotischen Knochen am
Tiermodell der orchidektomierten, mannlichen S.D.-Ratte untersucht. Die in Soja
vorkommenden Isoflavone Genistein und Equol, die als Phytohormone wirken und
verstarkt das Interesse der Forschung geweckt haben, weil sie als maogliche
Alternative zur HRT bei Osteoporose gehandelt werden, wurden vergleichend zu den
gonadalen Steroiden Dihydrotestosteron und Estradiol untersucht. Erstmalig wurde in
dieser Arbeit die therapeutische Wirkung dieser Substanzen am osteoporotischen,

mannlichen Knochen untersucht.

Unsere Resultate haben gezeigt, dass die Orchidektomie eine massive Osteoporose
bewirkt hat. Damit bestétigt sich die orx S.D.-Ratte als Tiermodell fur die Erforschung
der Osteoporose.

Unter der Zufuhr von Estradiol konnte der erhéhte Knochenstoffwechsel im Rahmen
der ’high-turnover-Osteoporose im Vergleich zu den anderen untersuchten
Substanzen am starksten gehemmt werden. Eine Abnahme der paratibialen
Muskelflache nach Orchidektomie wurde durch Estradiol am starksten inhibiert. Die
Parameter flr Spongiosa und Kortikalis haben unter der Substitution von Estradiol
nach Orchidektomie im Vergleich zu den anderen untersuchten Substanzen am
wenigsten abgenommen. Allerdings konnte selbst durch Estradiol der nach
Orchidektomie aufgetretene Verlust an Knochensubstanz nicht wiederhergestellt
werden, d.h. die Therapie der Osteoporose mit Estradiol war unzureichend.

Unter Dihydrotestosteron war im Vergleich zu Estradiol insgesamt eine schwéchere
Wirkung dieser Substanz auf den osteoporotischen Knochen der mannlichen Ratte
zu beobachten. Unter der Zufuhr von Dihydrotestosteron konnte der erhdhte
Knochenstoffwechsel im Rahmen der "high-turnover’-Osteoporose gehemmt werden,
allerdings weniger stark als durch Estradiol. Die Struktur des osteoporotischen
Knochens konnte durch Dihydrotestosteron im Vergleich zur Kontrolle nicht
signifikant verbessert werden und der Effekt von Dihydrotestosteron auf den
osteoporotischen Knochen war schlechter gegentber Estradiol und somit ebenfalls

therapeutisch insuffizient.
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Zusammenfassung

Durch die Zufuhr von Genistein und Equol wurde der nach Orchidektomie erhéhte
'bone turnover’ weniger stark gehemmt als durch die gonadalen Steroide. Auf die
Knochenparameter Spongiosa und Kortikalis des osteoporotischen Knochens der
mannlichen Ratte konnte allgemein keine signifikant bessere Wirkung dieser
Substanzen gegenuber der Kontrolle nachgewiesen werden.

Aufgrund der in dieser Studie erhobenen Ergebnisse muss eine therapeutische
Wirkung der Isoflavone Genistein und Equol auf den osteoporotischen Knochen der

mannlichen Ratte verneint werden.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass zwar alle Substanzen eine Wirkung
auf den Knochenstoffwechsel gehabt haben, was sich anhand der Serumparameter
zeigen lasst, allerdings konnte keine der untersuchten Substanzen die

Knochenstruktur therapeutisch positiv beeinflussen.
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