Aus der Arbeitsgruppe experimentelle Endokrinologie

(Prof. Dr. med. W. Wuttke)

der Medizinischen Fakultét der Universitat Gottingen

Der Effekt von Dihydrotestosteron, 17p—Estradiol, Genistein und
Equol auf den osteoporotischen Knochen der mannlichen Ratte

nach Trepanation dargestellt durch das pQCT

INAUGURAL-DISSERTATION

zur Erlangung des Doktorgrades der Medizinischen Fakultét der
Georg-August-Universitét zu Gottingen

vorgelegt von

Tassilo Christian Kunzmann
aus Munchen

Goattingen, 2010



Dekan:
l. Berichterstatter:
. Berichterstatter:

[Il. Berichterstatter:

Tag der mindlichen Prifung:

Prof. Dr. med. Frommel
Prof. Dr. med. Wuttke
Prof. Dr. med. Dr. med. dent. Wiese

Prof. Dr. med. Oppermann

03.05.2011



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis Seite
1.Einleitung 1
1.1 Allgemeine Grundlagen zu Knochenstruktur und Osteoporose 2
1.1.1 Aufbau und Physiologie des Knochens 2
1.1.2 Die Osteoporose 3
1.2 Osteoporose im Tierversuch 4
1.3 Diagnostik der Osteoporose 4
1.4 Therapie der Osteoporose speziell fir den Mann 6
1.5 Frakturheilung und Heilungsproblematik bei Osteoporose 7
1.6 Steroidhormone im Allgemeinen 8
1.7 Sexualhormone und Knochen 9
1.7.1 Ostrogene 9
1.7.2 Androgene und Androgenrezeptor 10
1.8 Der hormonelle Einfluss auf das Fettgewebe 11
1.9 Phytodstrogene 11
1.9.1 Genistein 12
1.9.2 Equol 12
1.10 Fragestellungen fur das Studienziel 13
2. Material und Methoden 14
2.1 Versuchstiere 14
2.2 Zeitlicher Versuchsablauf 15
2.3 Testsubstanzen 16
2.4 Computertomographie (pQCT) 17
2.4.1. Messvorgang und Messprinzip 17
2.5 Orchidektomie (Orx) 20
2.6 Trepanation 20
2.7 Identifikation der Tiere 22
2.8 Totung der Ratten und Serumanalyse 22
2.9 Statistische Auswertung 23
3. Ergebnisse 24
3.1 Futterverbrauch 24
3.2 Kodrpergewicht 26
3.3 Die Korpergewichtsdifferenzen der einzelnen Gruppen 27



Inhaltsverzeichnis

3.4 Muskelflache des Unterschenkels 28
3.5 Fettanteil am Unterschenkel 29
3.6 Knochenparameter 30
3.6.1 Ergebnisse der CT- Messung 30
3.6.1.1 Spongiosadichte 31

3.6.1.2 Endostale Flache 32

3.6.1.3 Kortikalisdichte der Metaphyse 33

3.6.1.4 Kortikalisflache der Metaphyse 34

3.6.1.5 Endostaler Umfang 35

3.6.1.6 Periostaler Umfang 36

3.6.1.7 Widerstandsmoment der Metaphyse 37

3.7 Serumparameter des Knochenstoffwechsels 37
3.7.1 Veranderung der Serum Cross- Laps 38

3.7.2 Veranderung des Serum- Osteokalzins 39

3.8 Veranderungen des Prostatagewichts 40
4. Diskussion 41
4.1 Futter, Futterverbrauch und Kérpergewicht 41

4.2 Die Trepanation - Uberlegungen zur Auswirkung auf den Knochen 42
4.3 Knochenparameter 44
4.3.1 Die Wirkung der Futtersubstanzen auf den durch
Trepanation irritierten osteoporotischen Knochen 45
4.4 Veranderungen der Muskelflache und des Fettanteils durch
Hormonmangel 52

4.4.1 Die Wirkung der Futtersubstanzen auf das paratibiale

Fettdepot und die Muskelflache 53

4.5 Beurteilung der Heilungsvorgange durch die CT- Bilder 56

5. Zusammenfassung 58
6. Bilderanhang 60
6.1 Bilder von der Trepanation 60

6.2 CT- Schnittbilder der einzelnen Gruppen 61

7. Tabellenverzeichnis 66
8. Abbildungsverzeichnis 67
9. Literaturverzeichnis 69



AbkUrzungsverzeichnis

Abktrzungsverzeichnis

Abb. Abbildung

Abt Abteilung

AF Aktivierungsfunktion

al. alii

ALP akalische Phosphatase

AR Androgenrezeptor

bzw. beziehungsweise

C K ohlenstoff

ca. circa

cm Zentimeter

DEXA Dual- Energy-X-Ray-Absorptiometrie
DHT Dihydrotestosteron

E2 17B-Estradiol

EQ Equoal

ER Ostrogenrezeproren

ERa Ostrogen- Rezeptor o

ERB Ostrogen- Rezeptor B

Fa. Firma

FSH Follikel stimulierendes Hormon
Gen Genistein

GnRH Gonadotropin Releasing Hormone
kg Kilogramm

LH |uteinisierendes Hormon

mg Milligramm

Mio Millionen

ml Milliliter

mm Millimeter

MPS M ononukl edres Phagozytosesystem
ng Nanogramm

Obd. Obduktion

oC Osteokalzin

orx orchidektomiert



AbkUrzungsverzeichnis

Orx Orchidektomie

oVX ovarektomiert

Ovx Ovarektomie

pQCT periphere quantitative Computertomographie
S. Seite

SA Standardabweichung

S.C. subkutan

SD Sprague- Dawley

SERM selektiver Ostrogenrezeptor-Modul ator
SF Sojafrei

SLC Slice

Tab. Tabelle

WHO World- Health- Organisation

z.B. zum Beispiel

Symbole:

% Prozent

° Grad

VI



Einleitung

1. Einleitung

Osteoporose ist auch Méannersache!

Unter Osteoporose versteht man eine systemische Skeletterkrankung, die durch eine niedrige
Knochenmasse und eine Beeintréchtigung der Mikroarchitektur des Knochens mit Anstieg der
Knochenbrichigkeit und erhohter Frakturneigung charakterisiert ist (Konsensuskonferenz
1996).

Bis zum heutigen Zeitpunkt wird die Osteoporose haufig als , Frauenkrankheit” eingestuft.
Neue epidemiologische und klinische Daten widersprechen diesem Bild jedoch in vielerlel
Hinsicht. Laut dem Bundesverband fir Osteoporose treten etwa 20% aller Huftfrakturen und
nicht weniger als 30% aller Wirbelkérperfrakturen bei Mannern auf (Internet: http:// www.
bfo- aktuell. de/wot 2003/6.html). In einer anderen Studie betrug die Rohpravalenz der
Osteoporose, die durch eine morphologisch und radiologisch nachweisbare osteoporotische
Wirbelfraktur definiert wurde, bei Ménnern im Alter zwischen 50 und 79 Jahren 5,3% und bei
Frauen im gleichen Altersspektrum 7,7% (Raspe et a. 1998).

Auch an den stets steigenden Behandlungskosten fir pathol ogische Frakturen spiegelt sich die
zunehmende Problematik wider. Bereits von 2000 bis 2007 waren die Kosten um 14 Mio.
Euro gestiegen, wovon alein fast 4 Mio. beim méannlichen Geschlecht lagen (Statistisches
Bundesamt, Wiesbaden 2006).

Ursache dieser rasanten Entwicklung ist nicht zuletzt das stetig zunehmende Alter der
mannlichen Bevdlkerung. Als mannliches Pendant zur postmenopausalen Osteoporose der
alteren Frau wird oft die Andropause genannt. Der Hormonspiegel abfall ist nicht wie nach der
Menopause pl6tzlich, sondern mit zunehmendem Alter schleichend (Vermeulen 2000). Der
steigende Androgenmangel fuhrt jedoch ebenfalls zur Osteoporose und deren
Folgeerkrankungen.

Die nachfolgend abgebildeten Alterspyramiden in Abb.1 vergleichen in einer Hochrechnung
bis 2050 die Entwicklung der Altersstruktur tber 100 Jahre. Deutlich zeigt sich ein Zuwachs
an Uber 70 jahrigen Mannern, die zur Risikogruppe zéhlen.

Dies verdeutlicht, dass die Osteoporose auch beim mannlichen Geschlecht einen immer
groleren Stellenwert einnimmt.

Derzeit gibt es, trotz wachsender Bedeutung fir das mannliche Geschlecht, nur fur

postmenopausal e Frauen eine algemein vereinbarte WHO- Nomenklatur (Pfeilschifter 2006).
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Abb.1 Altersentwicklung der Bundesrepublik Deutschland ab 1950 hochgerechnet bis 2050:
https://www-ec.destatis.de/csp/shop/sfa/bpm.html.cms.cBroker.cls?cmspath=struktur,
vollanzeige.csp& 1 D=1019440

Diese wurde 1994 von einem Expertenkomitee formuliert. Nach dem dort entwickelten T-
Score spricht man von einer Osteoporose, wenn die mittels Dual X-ray Absorptiometrie
(DXA) gemessene Knochendichte im Bereich der Lendenwirbelsdule -2,5 SA unter dem
Mittelwert eines jungen Normkollektivs liegt. Messwerte zwischen -1 und -2,5 SA sprechen
fUr eine Osteopenie (WHO 1994).

1.1 Allgemeine Grundlagen zu Knochenstruktur und Osteoporose

1.1.1 Aufbau und Physiologie des Knochens

Der Knochen ist ein besonders hartes Stutzgewebe. Alle Wirbeltiere stiitzen ihren Kérper von
innen durch ein Skelett, das aus vielen Knochen gebildet wird. Gleichzeitig werden innere
Organe von Knochen geschitzt. Durch einen dauerhaften Umbau, das so genannte

» Remodeling”, kann sich der Knochen den jeweiligen Anforderungen gut anpassen.
-2-
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In den ersten beiden Lebensdekaden unterliegt das Skelett einem Knochen-,Modeling”. In
dieser Zeit sind die Wachstumsfugen noch offen und es kommt zum Wachstum und zur
Formgebung des Knochens. Ein wichtiger Gesichtspunkt fur diese Arbeit ist, dass das
Modeling auch immer an der Frakturheilung beteiligt ist (Compston 2001).

Die zelluldren Knochenbestandteile sind fur diese Umbauvorgange verantwortlich. Diese
bestehen aus knochenbildenden Zellen, den Osteoblasten, den aus ihnen hervorgehenden
Osteozyten und den knochenabbauenden Zellen, den Osteoklasten.

Die Osteoblasten synthetisieren und sezernieren die organischen Komponenten der nicht
verkalkten Knochenmatrix (Osteoid), die aus Kollagen Typ |, Proteoglykanen und
Glykoproteinen besteht. Des Weiteren sind Osteoblasten bel der Hartsubstanzbildung
beteiligt.

Osteozyten entstehen aus Osteoblasten. Sie sind die ,,ruhenden® Zellen des Knochens, die im
Rahmen der Ossifikation eingemauert wurden. Uber Fortsitze verbunden kdnnen sie mit Hilfe
von Signalstoffen kommunizieren. Weiterhin geben sie Kaziumphosphat in den
Extrazellulérraum ab, das fur den Verkal kungsprozess bendtigt wird.

Die mehrkernigen Osteoklasten sind sehr grof3e, bewegliche Zellen, die den mineralisierten
Knochen resorbieren. Sie gehéren zum mononukledren Phagozytosesystem (MPS) und
entstehen durch Verschmelzung mehrerer Makrophagen (Zanner 2002).

Standig findet ein Auf- und Abbau (Remodeling) statt, so dass etwa alle zehn Jahre das
komplette Skelettsystem erneuert ist. Bel jungen Erwachsenen sind Aufbau und Abbau
ausbalanciert. Mit zunehmendem Alter verschiebt sich jedoch das Gleichgewicht zu Gunsten
der Osteoklasten und es kann zur Osteoporose kommen (Deutzmann et al. 2003).
Makroskopisch gliedert sich der Knochen in die randsténdige Kortikalis und die innen
liegende Spongiosa. Die Kortikalis, auch Kompakta genannt, ist der belastungsstabilste
Bereich mit einem charakteristischen Aufbau aus Osteonen (Havers-Systeme).

Die Spongiosa befindet sich von Kortikalis umrahmt im Knocheninneren. Sie ist in
schwammartigen Knochenbdlkchen organisiert und verstarkt in  den belasteten
Skelettabschnitten die mechanische Festigkeit. Das blutbildende Knochenmark befindet sich
zwischen den Knochenba kchen (Jundt 2008).

1.1.2 Die Osteoporose

Wie einleitend beschrieben, handelt es sich bei der Osteoporose um eine systemische
Skeletterkrankung, die bel niedriger Knochenmasse und Beeintrachtigung der

-3-
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Mikroarchitektur mit einem erhdhten Frakturrisiko einhergeht. Man unterscheidet je nach
Pathogenese drei verschiedene Formen (primére, sekundére und idiopathische Osteoporose).
Erstere wird auch als senile Osteoporose bezeichnet, da sie gehauft bei Frauen nach der
Menopause und bei Ménnern ab dem 70. Lebengjahr auftritt.

Die idiopathische Form ist &uf3erst selten und meist bei jungen Menschen zu finden.

Eine sekundére Osteoporose hat verschiedene Entstehungsursachen. Dabel unterscheidet man
endokrine Ursachen wie Hyperkortisolismus, Hypogonadismus oder Hyperthyreose von
Iatrogen-medikamentdsen wie einer Kortison-Langzeittherapie. Auch das
Malabsorptionssyndrom und die Immobilisation werden zu dieser Form gezahlt (Herold et al.
2005).

1.2 Osteoporose im Tierversuch

Im Tierversuch ist es moglich, durch eine Ovarektomie (Ovx) oder eine Orchidektomie (Orx)
einen Ostrogen- bzw. einen Androgenmangel zu erzeugen. Es kommt wie beim Menschen
nach der Meno-/Andropause durch einen erhdhten Knochenstoffwechsel zu vermehrtem
Knochenabbau. Die Ratte eignet sich gut als Versuchstier, da schon nach kurzer Zeit
signifikante Knochenveranderungen festgestel It werden kénnen.

Die meisten Untersuchungen zur Osteoporose sind an ovx-Ratten durchgefihrt worden
(Wronski et al. 1988, Vanderschueren et a. 1993). In einigen Arbeiten konnte bereits gezeigt
werden, dass auch die mannliche Ratte ein gutes Modell fir die Osteoporose des Mannes ist.
So zeigte die trabekuldre Dichte der Tibia einer 3 Monate alten mannlichen Ratte nach Orx
eine Abnahme um mehr als 30%, was einer deutlichen Osteoporose entspricht (Stirmer et al.
2006).

1.3 Diagnostik der Osteoporose

Oft lasst sich die Osteoporose schon durch die Anamnese und korperliche Untersuchung
erkennen. Die Patienten klagen Uber dauerhafte RUckenschmerzen, welche auf
Spontanfrakturen zurtickzufihren sind. Bei der kdrperlichen Untersuchung fallen dann héufig
ein Rundricken oder tannenbaumartige Hautfalten entlang der Wirbelséule auf. Auch die
Abnahme der Korpergrof3e seit dem 25. Lebensjahr um mindestens 4 cm kann ein wichtiger

Hinweis sain.
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Durch die apparative Diagnostik kann der Grad der Osteoporose eingeschatzt werden. Die
gangigsten Untersuchungen sind hierbei die Dual- X- ray- Absorptiometrie (DXA), die
periphere quantitative Computertomographie (pQCT) und der quantitative Ultraschall (QUS).
Goldstandard der Osteoporosediagnostik ist die DXA-Untersuchung. Grund dafur ist die
geringe Strahlenbelastung bei zugleich international anerkannter Standardisierung (Kanis
2002).

Fir die Beurteilung peripherer Strukturparameter des Knochens wird oft die QUS
Untersuchung eingesetzt. Sie ist kostengiinstig und erzeugt keine Strahlenbelastung. Fir sie
gibt es keine Standardisierung und es besteht keine Mdoglichkeit, Hauptfrakturorte wie
Wirbel sdule und Hifte zu untersuchen.

Die pQCT- Untersuchung spielt in unserer Studie eine grof3e Rolle, da mit ihr getrennt die
Knochendichte von Spongiosa und Kortikalis von peripheren Knochenabschnitten untersucht
werden kann. Nachteil dieser Untersuchung sind verhdtnisméfdig hohe Kosten bei stérkerer
Strahlenbelastung (Guglielmi und Lang 2002).

Als weitere Untersuchungsmdglichkeit ist die Serumdiagnostik zu nennen. Mit ihrer Hilfe
kann der Verlauf von Knochenveranderungen gut nachvollzogen werden. Tabelle 1 zeigt die

wichtigsten Serumparameter:

Tab. 1 Parameter fir die Serumdiagnostik der Osteoporose

Normwerte der Abteilung fir Endokrinologie UMG Géttingen.

Osteokalzin- Bestimmung durch das Elecsyss System (Fa. Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim). Serum- Cross- Lap- Bestimmung durch ELISA (Osteometer, Bio Tech AIS,
Déanemark).

B- ALP- Bestimmung durch Farbtest nach statistischer Methode (Fa. Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim).

Serummarker Normalwerte

Mann mannliche Ratte
Osteokalzin (OC) um 26,3 ng/ml 1,5- 11.0 ng/ml
B-ALP (knochenspezifische alkalische 15-41,3 U/l 2,8-12,0 U/ml
Phosphatase)
Cross-Laps um 0,3 ng/ml 6,0-65,0 nmol/I

Osteokalzin ist ein hochspezifischer Marker fir die Osteoblastenaktivitdt und spiegelt den
Knochenaufbau wider (Seidlova- Wuttke et al. 2003 a, b).
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Uber die knochenspezifische ALP kann das Mal3 des Knochenabbaus bestimmt werden.
Durch spezifische Verfahren kdnnen die | soenzyme aufgetrennt werden, so dass zwischen der
ALP des Knochens und der in anderen Geweben (z.B. Leber, Niere, Plazenta) unterschieden
werden kann (Spelsberg et al. 1999; Seidlova- Wuttke et al. 2003 a, b)

Auch die Ausscheidung von Pyridinolderivaten im Urin  gibt Hinwels auf
Knochenabbauprozesse. Es handelt sich hierbei um die sogenannten Cross-Laps, die bei der
Vernetzung von Kollagen- Typ- |- Molekilen im Knochen eine Rolle spielen (Garnero und
Delmas 1999). Auch Uber die Cross-Laps im Serum kann der Knochenabbau bestimmt
werden. Diese sind C-terminale Telopeptide und ebenfalls Abbauprodukte des Kollagens.

1.4 Therapie der Osteoporose speziell fur den Mann

Neben einer Prophylaxe wie Kazium- und Vitamin- D- haltige Ernghrung, ausreichende
korperliche Bewegung etc. steht eine Reihe von medikamentdsen Therapien zur Verfugung:

In Studien zeigten sich die Alendronate z.B. (Fosamax®) as eine sehr effektive
Behandlungsmdglichkeit der mannlichen Osteoporose. Alendronate sind potentere
Bisphosphonate, welche die Osteoklastenaktivitdt hemmen. Durch Alendronatgabe konnte die
Frakturrate und die Deformation von Wirbelkorpern vermindert werden.

Andere Studien zeigten, dass die Kombination von Fluoriden und Etidronaten eine Abnahme
osteoporotischer Frakturen bewirken kann. Thr Wirkmechanismus in Kombination ist jedoch
weitgehend unbekannt.

Die Kalzitonin-Verabreichung erfolgt heutzutage meist nur bei Unvertraglichkeit der
Alendronate.

Eine Hormontherapie mit Androgenen wird derzeit kontrovers diskutiert. Manner mit
altersbedingtem Androgenmangel profitierten von der Testosteron-Therapie (T-Propionate).
Hier zeigte sich ein Anstieg der Knochendichte im Bereich der lumbalen Wirbelkorper.
Allerdings geht die Therapie mit gro3en Risiken einher, wie z.B. die Entwicklung einer
benignen Prostatahyperplasie oder die Entstehung eines Prostatakarzinoms (Stock et al.
2004).

Deshalb konzentriert sich die Suche verstérkt auf Stoffe mit gleicher Wirkungseigenschaft bei
geringeren Nebenwirkungen. Ein Hoffnungstrager sind pflanzliche Mittel wie beispielsweise
die Phytotstrogene, welche in der vorliegenden Arbeit untersucht werden.
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1.5 Frakturheilung und Heilungsproblematik bei Osteoporose

Bei der Frakturheilung wird die primére von der sekundaren Form unterschieden. Die primére
findet bei stabiler Fixation beider Bruchenden und gleichzeitig guter Durchblutung ohne
Kallusbhildung statt (Henne-Bruns et al. 2003).

Die sekunddre Heilungsform findet sich bei instabiler Bruchsituation oder bel
Knochenlasionen. Sie geht mit Kallusbildung einher und verlauft in Stadien, die in Tabelle 2
aufgezeigt sind. Studien an méannlichen Wistar-Ratten zeigten ein schnelleres Durchlaufen der
Heilungsstadien als beim Menschen (Kussar et al. 2001). Diese sind in Tabelle 3 dargestellt.
Frakturen bei Osteoporose gehen oft mit orthopédischen Komplikationen oder
Funktionseinschrankungen einher (Barrois et a. 1993). In Experimenten an osteoporotischen
und gesunden weiblichen Ratten zeigten die Frakturen gleiche Heilungsdauer. Es bestand
jedoch eine geringere mechanische Festigkeit des neu gebildeten osteoporotischen Knochens
(Augat et a. 2004). Eine Erklarung fur die mindere Stabilitdt der neu gebildeten Knochen ist
die geringere TGF-B— Sekretion osteoporotischer Osteoblasten (Neidlinger-Wilke et al.
1995). TGF-p gehort zu der Familie der regulierenden Wachstumsfaktoren. Dartiber wird der
Umfang der Osteoblasten-Differenzierung gesteuert (L 6ffler und Petrides 2003).

Andere Experimente zeigten in histologischen Untersuchungen deutlich dinnere
Knochenneubildungen um Implantate osteoporotischer Tiere als bei gesunden (Du et al.
2009).
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Tab. 2 Vergleich der Heilungsstadien der sekundéren Knochenheilung beim Menschen nach
Bohndorf et al. (2006) mit denen der mannlichen Wistar- Ratte nach Kussar et a. (2001)

Zeit der Heilungsstadien

Mensch mannliche | Stadien
Ratte
Erste Tage 1-7.Tag | Hamatom alsFolge der Zerreif3ung des Knochens, des
Periosts, des Knochenmarks und der umgebenden
Weichteile
,,Entzindungsphase*
Aktivierung und Einstrom verschiedener Zellarten
Bis 3.-4. Woche | nach 14 ,»Granulationsphase*
Tagen Bindegewebige Umbildung des Hamatoms durch

proliferierendes Gewebe mit Kollagenfasern und
Kapillareinsprossung

Differenzierung und Einwanderung von Osteoblasten
(Knochenbildung), Chondroblasten (K norpel bildung)
Bildung eines weichen Kallus

Ab 3.-4. Woche | ab 3. ,»Kallushartung*
Bis3.-4. Monat | Woche Mineralisation der Grundsubstanz
Bildung von Geflechtknochen

Ab 4. Monat ab 28-42 | ,,Modeling und Remodeling*

Tagen Umbau des Geflechtknochens in lamelléaren Knochen
(Modeling)

Wiederherstellung der normalen Knochenkontur und des
Markraums (Remodeling)

1.6. Steroidhormone im Allgemeinen

Die Steroidhormone sind Abkdmmlinge des Cholesterins und besitzen wie dieses ein
Sterangeriist. Sie lassen sich in finf Gruppen einteilen: Ostrogene, Androgene, Gestagene,
Glukokortikoide und Mineralokortikoide. Strukturell unterscheiden sie sich vor alem durch
den Einbau von Hydroxyl- oder Carboanhydrylgruppen (Norman und Henry 2003). Ihre
Biosynthese findet in den Keimdriisen und in der Nebenniere statt. Zwischenprodukt ihrer
Synthese ist immer das Progesteron. Auf Grund ihrer geringen Polaritét zéhlen die
Steroidhormone zu den lipophilen Hormonen. Da sie sich nicht in ausreichendem Umfang im
Blut l10sen konnen, sind sie auf hydrophile Transporter wie Albumin angewiesen. Die
Zellmembran stellt fur sie aufgrund der lipophilen Eigenschaft kein Hindernis dar (Loffler
und Petrides 2003). Der Abbau lauft Gber die Leber ab. Hier werden sie glukuronidiert oder
sulfatiert und danach Uber die Nieren und den Darm ausgeschieden (Cheng et al. 1998).
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1.7 Sexualhormone und Knochen

Es ist gut bekannt, dass Sexualhormone grof3en Einfluss auf den Knochen haben. Hierbei
spielen 1703-Estradiol (E2) und Testosteron (T) die wichtigste Rolle. Sie Uben auf die
Homoostase des Skelettsystems starken Einfluss aus und erh6hen so die Stérke des Knochens.
Diese Eigenschaften werden im klinischen Alltag beispielsweise zur Behandlung der

postmenopausal en Osteoporose genutzt (Niethard und Pfeil. 2003).

1.7.1 Ostrogene

Ostrogene sind C-18 Steroide, die durch Abspaltung eines Kohlenstoffatoms aus den C-19-
Steroiden hervorgehen. Bei der Frau werden Ostrogene vor alem in den Thecainterna- und
Zona- Granulosazellen der heranreifenden Follikel gebildet. Geringere Mengen entstehen
auch in der Nebenniere, dem Fettgewebe, der Leber und in den Testes des Mannes. Bei
beiden Geschlechtern wird die Ausschittung Uber die Hypothalamus-Hypophysenachse
geregelt (negative Ruckkopplung). Die Ausscheidung erfolgt nach Inaktivierung und
Glukuronidierung durch die Leber tber die Nieren (Buhling et al. 2004).

Uber die beiden Ostrogenrezeptoren ERa. und ERP vermitteln sie ihre Wirkung. Beide
Rezeptoren kommen in verschiedenen Geweben mit unterschiedlicher Auspragung vor.
Speziell fur den Knochen zeigten Studien an Knockout- Mausen, dass die Rezeptoren
unterschiedliche Effekte bei mannlichen und weiblichen Individuen vermitteln. So spielt der
ERa fur die Mannchen eine wesentlich grof3ere Rolle im Hinblick auf Knochenerhaltung und
Frakturheilung (Sims et al. 2002).

Die Wichtigkeit der Ostrogene fiir das Knochenskelett des Mannes ist schon langer bekannt.
Sie regulieren den Epiphysenschluss, steigern die Knochendichte und senken den
Knochenabbau (Orwoll 2003). AulRerdem fordern sie die Differenzierung und Aktivitét von
Osteoblasten und hemmen gleichzeitig Osteoklasten (Compston 2001). Deutlich zeigte sich
der Effekt von E2 auf den mannlichen Knochen in Tierexperimenten mit Aromatasehemmern.
Hier fiel trotz gesteigerter Testosteronkonzentrationen die Spongiosadichte stark ab und
konnte nur durch eine E2-Behandlung erhalten werden (Vanderschueren et al. 2000 a). Die
E2-Behandlung bei kastrierten Ratten erhdt die spongitsen und kortikalen Knochenanteile
(Vandenput et al. 2002) AulRerdem zeigte sich bel geringerer E2-Konzentration ein deutlich
hoheres Frakturrisiko (Mellstrém et al. 2008).
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1.7.2 Androgene und Androgenrezeptor

Das wichtigste Androgen ist das Testosteron. Es wird in den Leydigzellen des Hodens nach
Stimulation durch das luteinisierende Hormon (LH) synthetisiert. Die Ausschittung wird
durch negative Ruickkopplung kontrolliert.

Beim weiblichen Geschlecht findet die Testosteronproduktion in den Granulosaluteinzellen
der Ovarien, in der Plazenta, in Geweben mit Aromataseaktivitét wie dem Fettgewebe und in
der Nebenniere statt. Die Androgenausscheidung erfolgt nach Glukuronidierung und
Sulfatierung tber Leber und Niere.

Testosteron kann durch die 5-a— Reduktase zu Dihydrotestosteron (DHT) umgewandelt
werden, das eine fast dreifach stérkere biologische Aktivitdt als Testosteron besitzt. Beide
aktivieren den Androgenrezeptor, der ubiquitdr im Organismus beider Geschlechter

vorkommt.

Bel Androgenmangel kommt es zu einem Knochendichteverlust einhergehend mit
Muskulaturverlust und Fettleibigkeit (Erben 2001; Janssens und Vanderschueren 2000 b).
Durch ihre Substitution konnte im Tierversuch die Knochenresorption reduziert, Muskulatur
aufgebaut und Fett reduziert werden (Vanderschueren et al. 2000 b).

Androgene stimulieren Osteoblasten, sind fur das Langenwachstum der Knochen
verantwortlich und férdern die metaphysare Ossifikation (Compston 2001). Weiterhin
verursachen sie eine Zunahme der Kortikalisdichte (Vanderschueren et al. 2004)

Testosteron kann Uber das peripher vorkommende Enzym Aromatase zu 17(%-Estradiol
umgewandelt werden und Uber diesen Weg den ER o und ER 3 stimulieren.

Die isolierte Wirkung auf den Androgenrezeptor kommt Uber die Reduktion des Testosterons
zu Dihydrotestosteron (DHT) durch die 5 o Reduktase zustande. DHT als reduzierter
Metabolit des Testosterons kann nicht mehr Uber die Aromatase zu Estradiol umgewandelt

werden und die beiden Ostrogenrezeptoren stimulieren.
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1.8 Der hormonelle Einfluss auf das Fettgewebe

Mit zunehmendem Alter und der damit korrelierenden Androgenabnahme kommt es beim
Mann zu einer Zunahme des abdominellen Fettgewebes (Jankowska et al. 2000). In gleicher
Weise zeigt sich bei postmenopausalen Frauen durch die geringere Hormonproduktion in den
Ovarien eine verstarkte abdominell konzentrierte Fettverteilung. Die Ursache hierfir ist neben
den verminderten Ostrogenen auch ein Mangel an mannlichen Geschlechtshormonen (Blouin
et al. 2003; Lovejoy 2003).

Im Unterschenkel von Ratten wurde ein Fettdepot lokalisiert, das sehr sensibel auf die
Anwesenheit und Abwesenheit von Estradiol reagiert (Seidlova- Wuttke et al. 2003a). Dies st
so, da es einerseits eine hohe Aktivitét der Aromatase besitzt (Wuster et Ziegler, 1999) und
andererseits die Estrogenrezeptoren ERo. und Erf3 exprimiert.

Mit Hilfe der pQCT- Messung (XCT 2000, Startec Medizintechnik GmbH) ist es mdglich,
das paratibiale Fettdepot der Ratte zu ermitteln und zu berechnen. Durch diese Methode kann
der Einfluss von Ostrogenen und Phytodstrogenen auf den Fettanteil in vivo sehr genau
bestimmt werden.

Bei mannlichen Ratten zeigte sich, adhnlich wie beim Menschen, dass durch einen
Androgenmangel eine Abnahme des Fettstoffwechsels ausgel0st wird, der zu einer erhohten
Fettspeicherung fihrt (Hannson et a.1991). Im Tierversuch konnte durch Substitution von
Androgenen eine Aktivierung der Lipolyse beobachtet werden. Dabei erhthte sich der
Fettumsatz und die Tiere waren weniger adipds. Gleiches zeigte die Gabe von Ostrogenen bei
kastrierten ménnlichen Ratten. Hier wurde eine Fettreduzierung bel gleichzeitigem
Muskel aufbau beobachtet (Vandenput et a. 2002).

1.9 Phytodstrogene

Der Vergleich zwischen asiatischer und westlicher Welt im Hinblick auf Brust-, Kolon- und
Prostatakarzinome brachte den Phytodstrogenen grof3e Aufmerksamkeit (Adlercreutz und
Mazur 1997). Man fihrte die niedrigere Erkrankungsinzidenz von Asiaten auf die Einnahme
von Sojaprodukten zurtick. Diese besitzen phytodstrogene Wirkung und gehéren in
asiatischen Breiten zu den Hauptnahrungsmitteln (Stephens 1997). Zahlreiche Daten zeigen
fir die PhytoOstrogene eine protektive Wirkung gegen kardiovaskulére Erkrankungen,
Tumorerkrankungen und postmenopausale Beschwerden (Tham et a. 1998). Aber auch eine
knochenerhaltende Wirkung wird beschrieben (Wuttke et al. 2003, 2007; Seidlova-Wuttke et
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al. 2008; Sugiyama et al. 2006; Lee et al. 2004; Khalil et al. 2005). So ist es ihnen moglich,
auf Grund der strukturellen Verwandtschaft zu 17p-Estradiol ebenfalls Wirkungen tber die
zellkernstandigen Ostrogenrezeptoren zu vermitteln.

Chemisch teilt man die Phytodstrogene in vier Hauptgruppen ein: Isoflavone, Flavonoide,
Stilbene und Lignane (Cos et al. 2003). Besondere Aufmerksamkeit beziiglich der
hormonellen Wirkung wird den Isoflavonen Genistein, Coumestrol, Daidzein und seinem
Abkommling Equol (EQ) geschenk.

1.9.1 Genistein

Genistein (Gen) gehort zur Gruppe der Isoflavone. Es bildet zusammen mit Daidzein das
wichtigste Isoflavon aus der Sojapflanze.

In einigen Studien konnte gezeigt werden, dass die Wirkung von Genistein auf den
Knochenstoffwechsel nicht ganz unbedeutend ist.

So konnte eine zweijahrige Genistein-Gabe bei postmenopausalen Frauen das Frakturrisiko
senken und gleichzeitig den Knochenstoffwechsel steigern (Mirani et al. 2007). Auch bei ovx
Mausen war der Effekt von Genistein auf den Knochen sichtbar. Es zeigte sich eine deutlich
bessere Knochenerhaltung unter Genistein-Gabe, die mit einer erhéhten Osteoblastenzahl
einherging (Fanti et a. 1998). Ebenfalls konnte 2005 von Pan et al. unter Genistein-Gabe eine
Steigerung der Proliferation und Differenzierung von Osteoblasten gezeigt werden. Auch fir
mannliche Mause wurde ein positiver Einfluss auf den Knochen durch Genistein beschrieben.
Es konnte gezeigt werden, dass éhnlich wie bei der E2-Gabe der Knochenstoffwechsel
stimuliert wird, ohne einen Effekt auf die Samenbl&schen auszutiben (Ishimi et a. 2002). In
Frakturversuchen an ovx Ratten zeigte sich unter Genistein-Gabe die Bildung eines harteren
Kallus (Kolios et al. 2009).

In der internationalen Literatur lassen sich nahezu keine Studien Uber eine Genistein-
Behandlung der orx Ratten finden. Die Dissertationsarbeit von Alexander Schuldt (2007)
beschreibt jedoch eine milde knochenerhaltende Wirkung bei giinstiger Knochenarchitektur
und Bruchfestigkeit.
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1.9.2 Equol

Da Equol (EQ) as Substanz nicht direkt in Pflanzen enthalten ist, kann es im eigentlichen
Sinne nicht zu den klassischen Phytodstrogenen gezahlt werden. EQ ist vielmehr en
metabolisches Produkt aus intestinalen Bakterien. Eine Anzahl von Bakterien aus dem
menschlichen und tierischen Darm sind in jlingster Zeit isoliert worden, die das
Phytoostrogen Daidzein in EQ metabolisieren konnen (Setchell et al. 2002; Tamura et al.
2007; Minamidaet al. 2008; Jin et a. 2008; Maruo et al. 2008).

Das metabolisierte EQ kommt in den Formen R-EQ und S-EQ vor. Im Tierversuch hat sich
gezeigt, dass die S-Form eine Bindungsaffinitat zu ERp besitzt, die mit der von Genistein
vergleichbar ist (Muthyala et a. 2004). Da nur ein Drittel der Menschheit féhig ist, Daidzein
in Equol umzuwandeln, kann nur bei einem Teil der Konsumenten von daidzeinhaltigen
Sojaprodukten ein positiver Effekt auf die Gesundheit gefunden werden (Decroos et al. 2005;
Setchell et al. 2002; Rowland et a. 2000).

In einigen Studien kann unter Equol- Einfluss eine knochenprotektive Wirkung beobachtet
werden. Die ovx Ratten profitierten in der 2009 erschienenen Arbeit von Legette et al. von
einer reinen Equol- Gabe. Dabei konnte eine leichte knochenerhaltende Wirkung beobachtet
werden. Weliterhin zeigte die Equol- Gabe im Versuch an ovx-Mausen eine Reduktion des
Knochenverlustes ohne 6strogene Nebenwirkung auf den Reproduktionstrakt (Fujoka et al.
2004). In jungsten Studien konnte gezeigt werden, dass durch Equol die Frakturheilung

verbessert wird. Dies zeigten Kolios et al. in einer 2009 erschienenen Arbeit.

1.10 Fragestellungen flir das Studienziel

1. Entsteht bei den mannlichen Ratten sechs Wochen nach Orx eine Osteopenie oder
Osteoporose?

2. Welche Wirkung kénnen E2, DHT und die Phytodstrogene Gen und EQ auf den durch
Trepanation irritierten osteoporotischen Knochen ausiiben?

3. WEelches der gegebenen Steroide hat die grofite Wirkung auf den Knochen?

4. Welche Auswirkungen hat die Gabe von E2, DHT und den Phytodstrogenen Gen und
EQ auf das paratibiale Fettdepot und die Muskul atur?

5. Inwieweit lassen sich Heilungsprozesse auf den pQCT- Bildern nachvollziehen?
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2. Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Unter der Anleitung und Aufsicht von Herrn Prof. Dr. med. W. Wuttke und Frau Dr. med.,
MU Dr. D. Seidlova-Wuttke wurde der Tierversuch an 180 mannlichen Sprague-Dawley
(SD)- Ratten durchgefthrt (Ztchter der Tiere: Winkelmann, Borchen, Deutschland).

Die Tiere waren unter Standardbedingungen bei einer Raumtemperatur von 23° Celsius (C),
einer relativen Luftfeuchtigkeit von 55% und einem 12-Stunden-Tag-Nacht-Zyklus gehalten
worden. Futter und Wasser stand den Tieren jederzeit zur freien Verfigung. In Makron®-
Kéafigen Typ 4 der Fa. Techniplast Deutschland aus Hohenpeil3enberg wurden je 4 Tiere
gehalten.

Direkt nach Ankunft der Tiere waren diese fir 3 Wochen mit sojafreiem (SF) Futter gefiittert
worden (V 1355, R-Z, ssniff, phytodstrogenarm). Bei Tierversuchen mit Ostrogen- und
Ostrogendhnlichen Substanzen ist dies in der Eingewodhnungsphase ein etabliertes
Standardverfahren (Seidlova-Wuttke et a. 2008).

Gesetzliche Bestimmungen:

Fur das Tierexperiment lag eine Versuchstiergenehmigung der Bezirksregierung

Braunschweig mit dem Aktenzeichen G 43.08 vor.
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2.2 Zeitlicher Versuchsablauf

13.08.08 Ankunft - 1 Obduktion
der Tiere

Entwicklung der 2 Obduktion 3 Obduktion
Eingewodhnungs- Osteoporose
Phase l
) / \ y \ 4 \ 4
[ [ - [ [ [ I - [ [ [ - |
Wochen: 5. 10. 15.
CT1
CT2der 1 CT2 der 2. CT2 der 3.
Obd. Gr. Obd. Gr. Obd. Gr.

Abb. 2 Zeitlicher V ersuchsabl auf

Nach Ankunft im Alter von drei Monaten schloss sich eine dreiwdchige Eingewdhnungsphase
an. Nach drel Wochen wurde die Tibia der Ratten zum ersten Mal mittels pQCT gemessen.
Anschlieflend erfolgte die subkutane Versorgung mit Transpondern. Um  eine
Androgenentzugs-Osteoporose  zu erzeugen, wurden alle Tiere in Woche vier
orchidektomiert.

In den darauf folgenden vier Wochen konnte sich die Osteoporose entwickeln. Danach
erfolgten ab Woche sieben die Knochen- Trepanation und der Futtertausch. Die Obduktionen
mit den jeweilig vorausgegangenen CT- Messungen waren zwei, drei und acht Wochen nach
Trepanation.
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2.3 Testsubstanzen

Ab dem Zeitpunkt der Trepanation erfolgte die Applikation der Testsubstanzen. Bis dahin
erhielten die Tiere SF Pellet- Futter der Fa. ssniff.

Tab. 3 Applikation der Testsubstanzen

Gruppe | Futterart bis Trepanation | Futterart ab Trepanation (8 Wochen nach Orx)
SF SF Phytodstrogenarmes Futter V 1355 ssniff
DHT SF Dihydrotestosteronhaltiges Futter (1g/kg )
E2 SF Ostradiolbenzoathaltiges Futter (10mg/kg)
GEN SF Genisteinhaltiges Futter (1g/kg)
EQ SF Equolhaltiges Futter (400mg/kg)

Reine Substanzaufnahme pro Tier pro Gruppe:

Tab. 4 Durchschnittliche Substanzaufnahme Uber den gesamten V ersuchszeitraum

Gruppe | 1. Obd. Gr. | 2. Obd. Gr. | 3.0Obd. Gr.
SF - - -
DHT |883,33mg |1556,66 mg |5635 mg
E2 5,02 mg 10,60 mg 41,63 mg
GEN |966,66 mg | 1600 mg 5425 mg
EQ 440 mg 649,33mg | 2256 mg

Tab. 5 Durchschnittliche Substanzaufnahme pro Tag

Gruppe | 1. Obd. Gr. | 2. Obd. Gr.| 3. Obd. Gr.
SF - - -
DHT |1577mg |1852mg |[20,12mg
E2 0,11 mg 0,12 mg 0,14 mg
GEN |17,25mg |19,04 mg |19,37 mg
EQ 7,85 mg 7,72 mg 8,05 mg
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2.4 Computertomographie (pQCT)

Mittels eines speziellen vollautomatischen peripheren quantitativen CT-Gerdtes (pQCT,
STRATEC, Pforzheim), welches extra fur Kleintiere entwickelt und nur fur diese zugelassen
ist (Helterbrand et a. 1997), wurden die Knochenparameter fir diesen Versuch erhoben.

SLC1+2

SLC3

Fettdepot

M. gastrocnemius

Abb. 3 Verteilung von Muskel- und Fettgewebe an den verschiedenen tibialen Messebenen

(eigene Skizze)

2.4.1. Messvorgang und Messprinzip

Uber die geratespezifische Software (pQCT 5.40 Stratec Inc. Pforzheim, Deutschland) ist es
maoglich, das CT-Gerét zu bedienen und die nach dem Scan gewonnenen Messdaten
auszuwerten.

Um Bewegungsartefakte auszuschlief3en, wurden die Tiere fir die gesamte Dauer des
Messvorgangs mit einer Isoflurane- Inhalationsnarkose (Forane®, Abbott) narkotisiert. Im
Anschluss legten wir die Tiere in Rechtsseitenlage auf den Untersuchungsschlitten. Dort
wurde ihr linker Hinterlauf in einen dafir speziell entwickelten Trichter, der am Ende des
Untersuchungsschlittens  angebracht ~ war,  fixiert.  Nachfolgend  wurde  der

-17 -



Material und Methoden

Untersuchungsschlitten in den passgenauen CT-Tisch eingeschoben.

i
Abb. 4 Positionierung der narkotisierten Ratte fur die CT- Messung

Die Positionierung erfolgte mittels einer roten Laser-Linie, welche den Strahlenweg
beschrieb.

Mit der Durchfiihrung eines Ubersichtsscans (SV-Scan) (Abb.5) wurde die Epiphyse der
Tibia lokalisiert. Nachdem diese erfasst worden war, wurde manuell der gewinschte
Messbereich mittels einer Referenzlinie markiert. Von der Referenzlinie ausgehend fihrten
wir drei Messungen nach distal durch. Zwei waren im Bereich der Metaphyse und eine im
Bereich der Diaphyse lokalisiert.

Nach abgeschlossenem Messvorgang waren die Tiere fur die Aufwachphase in einem

separaten Kafig unter standiger Beobachtung.

Das Messprinzip des Tomographen stellt eine gefilterte Rickprojektion dar. Hierbei wird ein
Absorptionsprofil erstellt. Dieses entsteht durch Absorption von RoOntgenstrahlen, deren
Strahlengang durch ein Objekt gerichtet ist. Da aus verschiedenen Winkeln geréntgt wird,
entstehen viele Absorptionsprofile. Diese werden zu objektgetreuen Querschnittsbildern
berechnet. Auf einem Ubersichtsscan (SV- Scan) kann der genaue Messort mit Hilfe einer
manuell verschiebbaren Referenzlinie bestimmt werden (siehe Abb. 5).

Das zu messende Objekt wird in Imm dinnen Schichten mdanderférmig gescannt. Hierbel

wird das Objekt Uber einen Winkelbereich von 180° vermessen. Das Messsystem dreht sich
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nach jedem Linearscan um 12° im Halbkreis, wobei der Strahlengang 90° zur Knochenachse
verlauft. Da der Winkelabstand Detektor- Quelle 1,0° betragt ist es moglich, dass nach 15
Scanpositionen 180 Winkelschnitte fur die CT- Bildauswertung zur Verfligung stehen. Es
entsteht ein farblich kodiertes digitales Rasterbild. Je nach Dichte und Mineralgehalt kommen
verschiedene Gewebe unterschiedlich hell zur Darstellung (siehe Abb. 5).

1E)- PR - - - - R CRGOEEEE RS e

SLC 1+2

Referenzlinie

- 0-39 mg/cm? Fettgewebe (Fett)

- 40-99 mg/cm? Muskel

- 100-400 mg/cm®  Spongiosa (endosteale Dichte)
- >710 mg/cm?3 Kortikalis

Abb. 5 1. Ubersichtsscan. Im Abstand von 3,75mm, 4,25mm und 15mm von der
Referenzlinie entfernt erfolgen drel Messebenen (pQCT-Ausdruck); (SLC = Slice bzw.
Schichtebene). 2. Dichtescala der erfassten Strukturen
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Die gewonnenen Messdaten werden im Computer ausgewertet, wobel im ersten Schritt
zwischen Knochen und Weichteilgewebe differenziert wird. Der Grenzwert fir die
Knochendichte ist hier auf 280mg/cm® festgelegt. Im zweiten Schritt wird mit einem
Grenzwert von 400mg/cm? der Knochen in Spongiosa und Kortikalis unterteilt. Zusétzlich
konnen noch weitere Parameter des Knochens und des umliegenden Gewebes wie z.B. das

Widerstandsmoment und paratibiales Fettdepot bestimmt werden.

2.5 Orchidektomie (Orx)

Unter Inhalationsnarkose mit Isoflurane werden die Hoden aufgesucht. Nachfolgend wurde
die Skrotalhaut direkt Gber dem getasteten Hoden medial inzidiert und das darunter liegende
viszerale Peritoneum durchtrennt. Nach Freipréparation des Hodens wurde der Duktus
Epididymis und dessen Blutversorgung ligiert und abgetrennt.

Die kontralaterale Seite wurde in gleicher Weise operiert. Nachdem die Blutstillung
abgeschlossen war, erfolgte der Verschluss aller erdffneten Strukturen mit sterilem
Nahtmaterial.

Zur postoperativen Schmerztherapie verabreichte man den Tieren s.c. Rimadyl® (Fa-Pfizer).

2.6 Trepanation

Abb. 6 Trepanation der Metaphyse
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Vier Wochen nach Orx wurden die Tiere unter der Leitung von Prof. Dr. Dr. med. G. Wiese
(Abt. fur Mund-Kiefer-Gesichtschirurgie) trepaniert.

Die Anasthesie erfolgte mit Isoflurane. Zur Anagesie wurden 0,1 ml pro 500 g
Korpergewicht Metacam (Fa. Boeringer) s.c. verabreicht. Zur perioperativen
Infektionsprophylaxe wurden bel Trepanations-Vorbereitung 0,1 ml/kg Korpergewicht
Amoxicillin (Fa. Hostamox) i.m. appliziert.

AnschliefRend wurde das Fell der Tiere im Bereich der hinteren Extremitdten mit einem
Elektrorasierer (Fa. Moser) entfernt.

Unter sterilen Bedingungen wurde 3 mm unterhalb des Kniegelenks auf der Vorderkante der
Tibia eine ca 8 10 mm lange Haut- und Periostinzision mit einem 15er Skalpell
vorgenommen. Mit Hilfe eines Raspatoriums nach Partsch konnte nun die mediale
Knochenflache der Tibia freiprapariert werden. Im nachfolgenden Schritt wurde mit einem
Knochenbohrer (1,5 mm Durchmesser) ein Bohrloch durch die gesamte Metaphyse angelegt.
Wéhrend des Bohrens erfolgte ein stéandiges Spulen und Kihlen mittels isotoner NaCl-
Losung. Abschlief?end wurde die Hautwunde einschichtig mit einem 4-0 monophilen
Kunststofffaden verschlossen und die Haut nochmals mit Kodan® (Schilke & Mayr)
desinfiziert.

Am ersten und zweiten Tag nach der Operation erhielten die Tiere zur Schmerzprophylaxe
0,2 ml Metacam® s.c. (Fa. Boeringer).

Um nach der Obduktion das gewonnene Knochenmaterial fluoreszenzmikroskopisch
auswerten zu konnen, wurden den Tieren in Isoflurane- Narkose folgende Substanzen
verabreicht:

Sieben Tage nach Orx Tetrazyklinhydrochlorid 95% (Sigma) (25mg/kg KG in 0,9% NaCl)
und sieben Tage nach der Trepanation Alizarin- Komplexon (Merk) (30 mg/kg in Aqua.
Dest.+ NaOH auf pH 7,2).

Abbildung 7 zeigt den Bohrkanal auf einem CT-Schnittbild und beschreibt zusétzlich noch

andere wichtige anatomische Strukturen:
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Fibula

pratibiales Fettdepot Bohrkanal in der Tibia

Unterschenkel rot umrandet

Abb. 7 Darstellung eines Trepanationskanals in der Tibia zwei Wochen nach durchgefthrter
Trepanation

2.7 ldentifikation der Tiere

Die zweifelsfreie Identifikation der verschiedenen Tiere ermdglicht ein Transponder-UNO
MIKRO-ID-System (1SO-Transponder 12mm Uno-Roesvastaal BV, Zevenaar, Holland).
Dieses wurde unter Inhaationsnarkose subkutan in die Nackenhaut implantiert. Mit Hilfe
eines tragbaren Lesegerétes (Gesreader 11 Ge S008: 1SO kompatibler Taschenleser) kann der
Zahlencode abgerufen werden.

2.8. Totung der Ratten und Serumanalyse
Im zeitlichen Abstand von zwei, drei und acht Wochen nach Trepanation wurden die
jeweiligen Obduktionsgruppen bestehend aus 60 Tieren in CO, -Narkose dekapitiert. Um

Schwankungen der Messwerte aufgrund der zirkadianen Rhythmik zu minimieren, wurde die
Obduktion zwischen 8.00 und 13.00 Uhr durchgefihrt.
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Bel der Obduktion waren neben ca. 20 ml Blut, welches direkt nach Dekapitation in ein mit
Heparin prépariertes Reagenzglas aufgefangen wurde, neben anderen diversen Organen auch
noch die linke Tibia, die rechte Tibiaa Metaphyse und der Musculus paratibialis posterior
gewonnen. Diese wurden entweder in flissigem Stickstoff oder fir histologische
Untersuchungen in 10%igem Formaldehyd konserviert. Vor der Konservierung wurde die
linke Tibia mit Hilfe eines digitalen Mess- Schiebers (TCM- Hamburg Deutschland)
vermessen.

Aus dem gewonnenen Blut wurden die Osteokalzinwerte durch das Elecsys-System (Fa
Roche Diagnostics, Mannheim) und die Serum Cross-(Rat-) Laps mit ELISA (Osteometer,
Bio Tech AIS, Danemark) ermittelt.

2.9. Statistische Auswertung

Mit dem Computerprogramm EXCEL (Microsoft Windows XP-Paket) wurden die Daten
katalogisiert und prozentrelativ berechnet. Zur Erstellung von Graphen und zur Berechnung
der Signifikanz (Signifikanzniveau auf p<0,05 festgelegt) wurden die Daten in das Programm
PRISM (GraphPad Software, Inc. San Diego, California, USA) eingefigt.

Die statistische Auswertung erfolgte durch die Anwendung des t-Tests nach Dunett. In den
Abbildungen und Tabellen werden die Mittelwerte und Standardabweichung des
arithmetischen Mittelwerts (SEM) dargestellt.
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3. Ergebnisse

3.1. Futterverbrauch

Abbildung 8 zeigt fur die einzelnen Gruppen den Verlauf der Futteraufnahme Uber den

gesamten Versuchzeitraum.

30+
Gruppe 1(SF)

—— Gruppe 2 (E2)
—— Gruppe 3 (DHT)
Gruppe 4 (GEN)

S 204 T Gruppe 5 (EQ)
)
o
o
= Orx
I3
3 104
- 1. Obd
Futtertausch
C 1 ] 1 ] 1 ] 1 ] 1 ] 1 ] 1 ] 1 ] 1 ] 1 ] 1 ] 1 ] 1 ] 1 ] 1 ] ]
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
Wochen

Abb. 8 Futteraufnahme der einzelnen Gruppen tber den gesamten V ersuchszeitraum

In der siebten Woche gleich nach Trepanation tauschten wir das Futter gegen wirkstoffhaltige
Nahrung. Bis zu diesem Zeitpunkt wurden die Tiere mit SF Futter erndhrt. Mit einer
geringfugigen Steigerung der Futteraufnahme nach Orx von 20,579 auf 22,19g lag der
durchschnittliche Tagesverbrauch aller Gruppen bis dahin bei 21,829 pro Tier/Tag.

Kurz nach Futtertausch zeigten sich in fast alen Gruppen leichte Schwankungen des
Fressverhaltens. In der nachfolgenden Woche stellten sich diese aber schon auf einen
Durchschnittsverbrauch von 20,669 pro Tier/Tag ein. Getrennt von diesem Wert muss die
unterdurchschnittliche Verlaufskurve der E2-Gruppe betrachtet werden. Dort fiel die
Futteraufnahme von 21,159 auf 11,25g ab. Im weiteren Verlauf steigerten die E2-Tiere ihr
Fressverhalten und pendelten sich ab der 11. Woche bel durchschnittlich 16,30g ein.
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Bei der DHT- und der SF-Gruppe zeigte sich direkt nach Futtertausch ein Anstieg von

durchschnittlich 21g auf Uber 23g pro Tier/Tag, der sich aber schon in der darauf folgenden

Woche dem allgemeinen Futterverbrauch anpasste.

In Tabelle 6 werden fur jede Gruppe die durchschnittlichen Werte der Futteraufnahme vor

und nach Futtertausch verglichen und die taglich aufgenommenen Substanzmengen gezeigt.

Tab. 6 Futteraufnahme vor und

nach Futtertausch und durchschnittlich aufgenommene

Substanzmenge
Gruppe Durchschnittliche | Dosierung der | Durchschnittliche | Durchschnittlich
Futteraufnahme | gefiitterten Futteraufnahme aufgenommene
vor Futtertausch | Substanzen in | nach Futtertausch | Substanzmenge
pro Tier/Taging | g/kg Futter pro Tier/Taging | nach Futtertausch
pro Tier/Tag in
mg
SF 22,17 (SF) 19,96
DHT 22,04 (SF) 1,0 21,31 18,13
E2 21,38 (SF) 0,01 14,97 0,12
GEN 21,62 (SF) 1 20,02 18,55
EQ 21,92 (SF) 0,4 20,52 7,87
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3.2 Kdrpergewicht

Waéhrend des Versuchszeitraums wurden die Koérpergewichte zu bestimmten Zeitpunkten
erhoben. In Abb. 9 ist die Gewichtsentwicklung aler Tiergruppen Uber den gesamten
Versuchszeitraum dargestellt.

5101
5004
490+

480 SF
4704 Futtertausch

460 - DHT
4504 L - E2

|

2301 // = GEN
420-
4104 . EQ

400- A
390- ,
380 /
370-

3604
350 T T T T T T 1

CT1 orx Trep. CT2 CT2 CT2
1. Obd 2. Obd. 3. Obd

Korpergewicht (g)

Abb. 9 Gewichtsentwicklung der Tiergruppen Uber den Versuchszeitraum

Zu Versuchsbeginn lag das durchschnittliche Korpergewicht bei 374,61g. Bis zum
Futtertausch wurden die Tiere mit soja und substanzfreiem Pelletfutter erndhrt. Darunter
verlief die Gewichtsentwicklung unaufféllig. Zum Zeitpunkt der Trepanation lag das
Korpergewicht aler Obduktionsgruppen ohne signifikante  Schwankungen  bel
durchschnittlich 431,02g.

Vor Obduktion wurde das Koérpergewicht ermittelt. Somit konnte die Gewichtsentwicklung
im Verlauf von zwel, drei und acht Wochen nach Futtertausch dargestellt werden. Folgende
gruppenspezifische Gewichtsanderungen ergaben sich nach Futtertausch:

Bei den E2-Tieren kam es zur stdrksten Gewichtsabnahme. Das zum Zeitpunkt der
Trepanation gemessene Korpergewicht von durchschnittlich 430,53g war dort bel der ersten
Obduktionsgruppe auf 389,65g, bel der zweiten auf 381,83 und bei der dritten auf 371,219
abgesunken, was einem durchschnittlichen Abfall von 49,63g entspricht. Es zeigte sich aso
eine kontinuierliche Gewichtsabnahme ab Futtertausch, die jedoch das Ausgangsgewicht von
375,499 nur unwesentlich unterschritten hatte und somit keine Gefahrdung fur die Gesundheit
der Tiere darstellte.
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Die grofte Gewichtszunahme war bei der DHT-Gruppe zu sehen. Das Durchschnittsgewicht
von 435,739 bei Trepanation steigerte sich innerhalb von acht Wochen auf einen Hochstwert

von 482,21g.
Das Korpergewicht der SF-, EQ- und GEN-Tiere nahm ab Trepanation um durchschnittlich

30g zu.

3.3 Die Korpergewichtsdifferenzen der einzelnen Gruppen

Im Folgenden sind die Kérpergewichtsdifferenzen der einzelnen Gruppen graphisch als Delta

Korpergewicht dargestellt.
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Abb. 10 Delta Korpergewicht 2(a), 3(b) und 8(c) Wochen nach Futtertausch;
die Zahlenangaben Uber den Siulen geben die Zu- oder Abnahme der Werte gegen SF+ orx

an; (*p<0,05 versus SF+ orx)
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Deutlich zeigte hierbei die meiste Gewichtszunahme bei der DHT-Gruppe. Die E2-Gruppe
zeigte im Verlauf signifikant die geringste Gewichtszunahme und lag acht Wochen nach

Trepanation 86 g unter der orx+ SF Gruppe.

3.4 Muskelflache des Unterschenkels
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Abb. 11 Verénderung der Muskelflache des Unterschenkels 2(a), 3(b) und 8(c) Wochen nach
Futtertausch; die Zahlenangaben Uber den Saulen geben die Zu- oder Abnahme der Werte

gegen praeorx an; (* p<0,05 versus SF; # p <0,05 versus prae orx)

Nach Quantifizierung der tibialen Muskelflache mittels pQCT kann der Korpergewicht-

bezogene Muskelindex in mm?100g K érpergewicht berechnet werden.

Durch die Orx kam esin allen Gruppen zu einem Abfall der Muskelflache. Verglichen zu den
anderen Gruppen fiel die Muskelmasse bei der DHT-Gruppe am starksten ab. Der gréfite
Muskelaufbau zeigte sich bei den E2-Tieren. Die Werte der beiden Phytodstrogen- Gruppen

sanken bel Versuchende unter die der Kontrollgruppe.
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3.5 Fettanteil am Unterschenkel
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Abb. 12 Veradnderung des paratibialen Fettanteils 2(a), 3(b) und 8(c) Wochen nach
Futtertausch; die Zahlenangaben Uber den Saulen geben die Zu- oder Abnahme der Werte

gegen praeorx an; (* p<0,05 versus SF; # p<0,05 versus prae orx)

Nach Quantifizierung des paratibialen Fettdepots mittels pQCT kann der Korpergewicht-

bezogene Fettindex in mm?/100g K érpergewicht berechnet werden.

Durch die Hodenentfernung kam es in allen Obduktionsgruppen zu einer signifikanten
Zunahme des Fettdepots am Unterschenkel. Nach zwei Wochen zeigte sich bel der DHT-
Gruppe mit fast 20% Uber der Kontrollgruppe die stérkste Fettzunahme. Diese glich sich aber
im weiteren Verlauf den mit Phytodstrogenen behandelten Gruppen an, bel denen EQ Uber
den Versuchsverlauf die starkste Fettzunahme hatte.

Den geringsten Fettzuwachs zeigte die E2-Gruppe. Dieser lag zwel Wochen nach Trepanation

mit fast 12% am weitesten unter dem der Kontrollgruppe.
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3.6 Knochenparameter

In diesem Kapitel werden die Verénderungen der wichtigsten Knochen-Parameter vorgestellt.

Reprasentative pQCT-Bilder zu den einzelnen Gruppen sind im Bildanhang (Abb. 28- 32).
3.6.1 Ergebnisse der CT- Messung

Die Graphen beschreiben die Verdnderungen zwischen den ersten und zweiten CT-
Messungen. Die Veranderungen der Knochenparameter wurden zwei, drei und acht Wochen
nach Trepanation und Futtertausch im 2. CT vor Obduktion erhoben.

Der jeweilig linke Balken zeigt die Ausgangswerte der ersten CT Messung. Die Balken zwei
bis sechs stellen die fur jede Stoffgruppe spezifischen CT2 Werte dar. Fir einen
streuungsarmeren Vergleich zwischen den CT1- und CT2-Werten ist im linken Baken
jeweils der Mittelwert der CT1-Messungen aller drei Obduktionsgruppen enthalten.

Folgende Parameter werden der Reihe nach vorgestellt:

1. -Spongiosadichte

2. -endostale Flache

3. -Kortikalisdichte der Metaphyse

4. -Kortikalisflache der Metaphyse

5. -Widerstandsmoment der Metaphyse
6. -Periostaler Umfang
7. -Endostaler Umfang.
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3.6.1.1 Spongiosadichte:
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Abb. 13 Veranderungen der Spongiosadichte 2(a), 3(b) und 8(c) Wochen nach Futtertausch;
die Zahlenangaben Uber der Saule SF+ orx geben die Zu- oder Abnahme der Werte gegen
prae orx an; die Zahlenangaben Uber den Sdulen DHT+ orx bis EQ+ orx geben die Zu- oder
Abnahme gegen SF+ orx an; (* p<0,05 versus SF+ orx; # p<0,05 versus prae orx)

Bei dlen drei Obduktionsgruppen fielen die CT2-Werte im Vergleich zu den aus CT1
gewonnenen prae orx Werten signifikant ab.

Betrachtet man die SF+ orx Gruppe im Vergleich mit den prae orx Werten isoliert, so zeigte
sich im Verlauf von acht Wochen ein signifikanter Verlust an Spongiosa, der 27% betrug.

Die Werte der DHT+ orx Gruppe fielen tber den Versuchsverlauf ab und lagen nach acht
Wochen 7% unter denen der Kontrollgruppe.

Bis Versuchende sanken auch die Werte der E2-Gruppe um 6,5% unter die der SF+ orx
Gruppe ab.

Die Gen-Gruppe zeigte nach acht Wochen Werte, die um 2% mehr as die der SF+ orx
Gruppe gesunken waren.

-31-



Ergebnisse

Bis 11,5% unter die SF+orx Gruppe fielen auch die Werte der EQ-Gruppe Uber den

Versuchszeitraum ab.

3.6.1.2 Endostale Flache
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Abb. 14 Veranderung der endostalen Flache 2(a), 3(b) und 8(c) Wochen nach Futtertausch;
die Zahlenangaben Uber der Saule SF+ orx geben die Zu- oder Abnahme der Werte gegen
prae orx an; die Zahlenangaben Uber den Sdulen DHT+ orx bis EQ+ orx geben die Zu- oder
Abnahme gegen SF+ orx an; (* p<0,05 versus SF+ orx; # p<0,05 versus prae orx)

Im Vergleich zu den prae orx Werten zeigten die anderen Gruppen Uber den gesamten
Versuchszeitraum einen Abfall.

Vergleicht man die SF+ orx- Gruppe mit den prae orx Werten zeigte sich ein statistisch
signifikanter Verlust Gber acht Wochen um 17%.

Die DHT-Gruppe konnte mit 8,35 mm? am meisten endostale Flache aufbauen. Diese lagen

acht Wochen nach Trepanation 12,9% unter denen der prae orx Tiere.
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Die Werte der E2 Gruppe waren Uber alle drei Messungen signifikant niedriger als die
Negativkontrolle und lagen nach acht Wochen mit 7,4% unter ihr.

Die GEN-Gruppe zeigt nahezu keinen Aufbau der endostalen Flache. Uber den
Versuchszeitraum von acht Wochen besal? sie einen gleich bleibenden Wert von 7,96 mm?.
Mit einer endostalen Flache von 7,40 mm? nach acht Wochen hatte die EQ-Gruppe die
geringste Zunahme.

3.6.1.3 Kortikalisdichte der Metaphyse
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Abb. 15 Veranderung der metaphyséren Kortikalisdichte 2(a), 3(b) und 8(c) Wochen nach
Futtertausch; die Zahlenangaben Uber der Saule SF+ orx geben die Zu- oder Abnahme der
Werte gegen prae orx an; die Zahlenangaben Uber den Saulen DHT+ orx bis EQ+ orx geben
die Zu- oder Abnahme gegen SF+ orx an; (* p<0,05 versus SF+ orx; # p<0,05 versus prae

orx)

Verglichen zu den prae orx Werten zeigte sich in allen drei Abbildungen eine konstante
Zunahme der metaphysaren Kortikalisdichte. 15% nahm der Wert der Kontrollgruppe nach
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acht Wochen zu. Auffalend Uber den Versuchszeitraum zeigte sich die Entwicklung der E2-
Werte. Diese nahmen signifikant zu und lagen nach acht Wochen 1,4% Uber der
Kontrollgruppe. Auch die Gen- Werte steigerten sich Uber den Versuchszeitraum. Erwahnt
werden muss auch die bis zur dritten Woche anhaltende Steigerung der Gen-Werte. Diese
lagen bis zwei Wochen nach Trepanation 1% Uber den Werten der Kontrollgruppe, was
signifikant war.

3.6.1.4 Kortikalisflache der Metaphyse
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Abb. 16 Veranderung der Kortikalisflache 2(a), 3(b) und 8(c) Wochen nach Futtertausch; die
Zahlenangaben Uber der Saule SF+ orx geben die Zu- oder Abnahme der Werte gegen prae
orx an; die Zahlenangaben Uber den Saulen DHT+ orx bis EQ+ orx geben die Zu- oder

Abnahme gegen SF+ orx an; (* p<0,05 versus SF+ orx; # p<0,05 versus prae orx)

Verglichen mit den prae orx Werten aus CT1 zeigte sich bel allen Substanzgruppen zu jedem

Zeitpunkt eine signifikante Zunahme der Kortikalisflache. Aufféllig war die Entwicklung der
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E2-Gruppe. Hier konnte man einen Abfall auf 9% unter die Kontrollgruppe nach acht

V ersuchswochen beobachten.

3.6.1.5 Endostaler Umfang
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Abb. 17 Veranderung des endostalen Umfangs 2(a), 3(b) und 8(c) Wochen nach Futtertausch;
die Zahlenangaben Uber der Saule SF+ orx geben die Zu- oder Abnahme der Werte gegen
prae orx an; die Zahlenangaben Uber den Sdulen DHT+ orx bis EQ+ orx geben die Zu- oder
Abnahme gegen SF+ orx an; (* p<0,05 versus SF+ orx; # p<0,05 versus prae orx)

Verglichen mit den prae orx Werten zeigte sich in alen Gruppen eine kontinuierliche
Abnahme des endostalen Umfangs. Die grofite Abnahme findet sich bel den E2-Tieren, die
nach acht Versuchswochen um 0,44mm unter der Kontrollgruppe liegen. Weiterhin fallen am
Ende der Versuchszeit auch noch die EQ-Werte mit -0,43mm unter der Kontrolle auf. Der

tendenziell grofite endostale Umfang findet sich bei den DHT-Tieren.
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3.6.1.6 Periostaler Umfang
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Abb. 18 Veranderung des periostalen Umfangs 2(a), 3(b) und 8(c) Wochen nach Futtertausch;

die Zahlenangaben Uber der Saule SF+ orx geben die Zu- oder Abnahme der Werte gegen

prae orx an; die Zahlenangaben Uber den Sdulen DHT+ orx bis EQ+ orx geben die Zu- oder

Abnahme gegen SF+ orx an; (* p<0,05 versus SF+ orx; # p<0,05 versus prae orx)

Die starksten Veranderungen des periostalen Umfangs finden sich bei den Werten der E2-

und EQ- Gruppe. E2 liegt zu Versuchende signifikant 0,61mm unterhalb der Kontrolle und

zeigte damit die kontinuierlich stéarkste Abnahme. Weliterhin fallen nach acht Wochen

ebenfalls die Werte der EQ-Tiereins Auge, die 0,46mm unterhalb der Kontrolle liegen.
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3.6.1.7 Widerstandsmoment der Metaphyse
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Abb. 19 Veradnderung des metaphysaren Widerstandsmoments 2(a), 3(b) und 8(c) Wochen
nach Futtertausch; die Zahlenangaben Uber der Sdule SF+ orx geben die Zu- oder Abnahme
der Werte gegen prae orx an; die Zahlenangaben tber den Saulen DHT+ orx bis EQ+ orx
geben die Zu- oder Abnahme gegen SF+ orx an; (* p<0,05 versus SF+ orx; # p<0,05 versus

prae orx)

Verglichen zu den prae orx Werten nahm das Widerstandsmoment in allen Stoffgruppen Gber
den Versuchszeitraum signifikant zu. Auffallend ist die Entwicklung der E2-Gruppe, die in
allen Graphen mit Abstand die meiste Stabilitét besitzen. Die Werte der E2-Tiere lagen acht

Wochen nach Trepanation um 14% signifikant Uber der Kontrolle

3.7 Serumparameter des Knochenstoffwechsels

Auf- oder Abbauprodukte der verschiedenen Knochenzellen geben Ruckschlisse auf
Verénderungen des Knochenmetabolismus. Bel den Cross-Laps handelt es sich um das
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Abbauprodukt von Kollagen-1al, das bel Osteoklastenaktivitét freigesetzt wird und bel
erhohtem Knochenabbau in erhohter Konzentration im Serum bestimmt werden kann.

Ein weiterer Marker ist das Osteokalzin. Er wird von Osteoblasten freigesetzt; ein hoher
Osteokalzinwert im Serum spricht somit fir Knochenaufbau.

Die Messwerte der oben genannten Serumparameter werden im Folgenden graphisch
dargestellt:

3.7.1 Veranderung der Serum- Cross-Laps
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Abb.20 Veradnderung der Serum Cross-Laps 2(a), 3(b) und 8(c) Wochen nach Futtertausch;
die Zahlenangaben tber den Saulen geben die Zu- oder Abnahme der Werte gegen SF+ orx
an; (* p< 0,05versus SF+ orx)

Alle Gruppen zeigten Uber den Versuchszeitraum mit Ausnahme der E2-Gruppe, die deutlich

unter der Kontrollgruppe lag, nur tendenzielle Veranderungen ohne statistische Signifikanz.
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Generell zeigte sich aber Uber den Versuchszeitraum in der E2- und der EQ-Gruppe die

geringste Osteoklastenaktivitéat.

3.7.2 Veranderung des Serum- Osteokalzins
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Abb.21 Verénderung des Serum- Osteokalzins 2(a), 3(b) und 8(c)
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Futtertausch; die Zahlenangaben Uber den Saulen geben die Zu- oder Abnahme der Werte

gegen SF+ orx an; (*p<0,05 versus SF+ orx)

Im Verlauf

Uber acht Wochen zeigten ale Gruppen eine stete Abnahme an

Osteokalzinwerten. Signifikant am niedrigsten waren die Werte der E2-Gruppe. Den
tendenziell hochsten Osteokal zinwert mit 27,13ng/ml besal3 die EQ-Gruppe.
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3.8 Veranderungen des Prostatagewichts
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Abb.22 Veranderung des Prostatagewichts 8 Wochen nach Futtertausch; die Zahlenangaben
Uber den Saulen geben die Zu- oder Abnahme der Werte gegen SF+ orx an; (* p<0,05 versus
SF+ orx)

Deutlich zeigte die DHT-Gruppe Uber den gesamten Versuchsverlauf die héchsten

Prostatagewichte.
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4. Diskussion

Lange Zeit wurde die Osteoporose as typische Krankheit der postmenopausalen Frau
gesehen. Nicht zuletzt durch das stetig zunehmende Alter leiden jedoch auch immer mehr
Manner an dieser Erkrankung. Daraus ergibt sich fir beide Geschlechter ein deutlich erhéhtes
Frakturrisko. Erschwerte Heilung, gesteigerter Leidensdruck und extrem hohe
Behandlungskosten sind oft Folge der osteoporosebedingten Frakturen. So zeigt
beispielsweise im klinischen Alltag die Implantatversorgung dieser Frakturen nur in 50%
Heilungserfolg (Egermann et al. 2005).

Diese Problematik gibt der Wissenschaft schon seit langer Zeit Anlass, die Osteoporose
verstarkt zu beforschen. In der Vergangenheit widmete man sich diesbeziiglich sehr intensiv
dem weiblichen Geschlecht. Jingst wéchst aber auch mehr und mehr das Interesse an
Untersuchungen der mannlichen Osteoporose. Hierflr ist die mannliche Ratte ein geeignetes
Modell (Stirmer et al. 2006).

Verstérkte Aufmerksamkeit beansprucht in der Osteoporoseforschung die Suche nach
osteoprotektiven und zugleich nebenwirkungsarmen Stoffen, wobei die Gruppe der
Phytodstrogene hier einen Hoffnungstrager darstellt.

In einigen Versuchen werden die osteoporotischen Knochen zudem mechanischen
Stresssituationen ausgesetzt, um durch die Beobachtung solch provozierter Stresssituationen
mehr Versténdnis fir noch unbekannte V organge des osteoporotischen Knochens zu erhalten.

Auch in dieser Studie wurden die Wirkungen unterschiedlicher osteoprotektiver Substanzen
an mechanisch irritierten Knochen untersucht, wobei die Trepanation als ein neues Verfahren
verwendet wurde.

Mit Hilfe des pQCT- Gerédtes wurden die Knochen am lebenden Objekt mit einer grof3en

Prézision und Reproduzierbarkeit untersucht.

4.1 Futter, Futterverbrauch und Kérpergewicht

Bis zur Trepanation wurden alle Tiere mit sojafreiem Futter gefiittert. Erst nach Durchfihrung
der Trepanation wurde das Futter getauscht. Dabei wurden Substanzen mit bekannter
osteoprotektiver Eigenschaft verfuttert. In der vorliegenden Arbeit wurden 17— Estradiol,
Dihydrotestosteron, die beiden Phytodstrogene Genistein und Equol und als Kontrollgruppe
sojafreies Futter verabreicht.
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Der Futterverbrauch sowie die Gewichtsentwicklung wurden bei allen Tieren zu festgelegten
Zeitpunkten ermittelt.

Wie es zu erwarten war hob sich die E2-Gruppe durch das niedrige Kérpergewicht bei
geringster Futteraufnahme von den Ubrigen Gruppen ab. Interessant ist hierbei, dass die fur
weibliche Tiere beschriebenen Verénderungen sich auch bel den Mannchen gut zeigen lassen.
Verantwortlich fur die geringe Futteraufnahme scheint ein durch E2 ausgel 6ster Effekt auf
das hypothalamische Fresszentrum zu sein, welcher, wie bei E2-behandelten ovx- Ratten
gezeigt werden konnte, den Fressantrieb beeinflusst (Santollo und Eckel 2008).

Dass Ostrogene auch bei Menschen das K érpergewicht beeinflussen, ist schon lange bekannt.
So kann bei Frauen nach der Menopause oft eine Gewichtszunahme beobachtet werden
(Genazzani und Gambacciani 2006); im klinischen Bereich kommt es bei Ostrogenresistenz
zur Adipositasentwicklung (Mac Gillivray et al. 1998). E2 ist in der Lage das Korpergewicht
durch Fettabbau zu regulieren (Vandenput et a. 2002).

Die erfolgreiche Einnahme von DHT kann in der vorliegenden Studie anhand der deutlich
erhohten Prostatagewichte bestétigt werden. Nach Kastration sinken diese, kdnnen aber durch
Testosterongabe gehalten oder sogar gesteigert werden (Vanderschueren et al. 2000).

Eine erfolgte Aufnahme der Phytodstrogene kann nur an Hand des Futterverbrauches bel

diesen Gruppen gezeigt werden (Ergebnisse Tab. 6, S. 25).

Weiterhin konnte in der vorliegenden Studie gut die Entwicklung der Osteoporose beobachtet
werden. Dabel kam es bereits zwei Wochen nach Trepanation zu einem Absinken der
Spongiosadichte um 22%. Dies bestétigt einerseits die erfolgreiche Osteoporoseentwicklung

und andererseits die méannliche Ratte als gutes Versuchsmodell fir die Osteoporoseforschung.

4.2 Die Trepanation - Uberlegungen zur Auswirkung auf die Knochen

Als wesentliches Kernstlick dieser Studie gilt die Trepanation. Da jenes Verfahren in diesem
Zusammenhang ein Novum ist, ist es umso wichtiger zu diskutieren, welche Verénderungen
sich dadurch am Knochen ergeben kdnnen.

Weiter oben wurde das Verfahren der Trepanation ausfuhrlich beschrieben (Material u.
Methoden S.20). An dieser Stelle ist nochmals zu erwéhnen, dass bel allen Tibiaknochen auf
Hohe der Metaphyse mit einem Bohrer (Durchmesser von 1,5mm) in Metaphysenhthe ein
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Loch durch den ganzen Knochen gesetzt wurde. Durch diesen entstandenen Defekt ergeben
sich physikalische wie auch metabolische Verdnderungen.

Nach der Orchidektomie sind alle Knochenumfénge gleich gro3. Erst durch die Gabe der
Futtersubstanzen kommt es zu Variationen des Umfangs. So bilden die mit Estradiol
gefutterten Tiere die kleinsten Knochenumfénge aus.

Dabei ist der durch die Bohrung entstandene Defekt bei allen Knochen primér gleich grof3.
Dabei kommt es bei einem schmalerer Knochen prozentual gesehen zu einem grof3eren
Substanzverlust als bei einem vergleichbar grofderen Knochen. Dieser Zusammenhang wird in
der folgenden schematischen Zeichnung veranschaulicht:

M \\_)k\
Kortikalis Spongiosa Bohrkanal
Durchmesser 1,5 mm

Abb. 23 Schematische Darstellung des Knochens mit Bohrkanal. Hier wird der durch den
Bohrkanal entstandene Substanzdefekt bei unterschiedlicher Knochengrofie gezeigt

Weiterhin verkleinert sich durch die Bohrung der Knochenumfang durch den Substanzverlust
an der jeweiligen Ein- und Austrittsstelle des Bohrers. Dabei kommt es, sehr schematisch
betrachtet, zu einem Verlust des kreisférmig grofReren Umfanges, der auf Grund der Bohrung

durch eine Gerade ersetzt wird. In der nachfolgenden Darstellung ist dies gezeigt:
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v

v

f Durch die Bohrung wird
dieser Knochenteil
Knochen entfernt

Abb. 24 Veranderung des Knochenumfangs durch den Substanzverlust der Bohrung

4.3 Knochenparameter

Wesentlicher Kern dieser Studie ist es, die Wirkung der Futterstoffe auf den durch
Trepanation irritierten osteoporotischen Knochen zu untersuchen. Fur das Gelingen der
Studiendurchfiihrung ist neben der korrekt durchgefiihrten Trepanation und Substanzfiitterung
die Entwicklung der Osteoporose von entscheidender Bedeutung.

Es ist schon lange bekannt, dass ein Mangel an Ostrogenen oder Androgenen zu einem
Knochensubstanzverlust fuhrt. Dabel wird das Gleichgewicht des Knochenstoffwechsels zu
Gunsten des Knochenabbaus verschoben und es entwickelt sich die Osteoporose.

Die endostae Dichte im Bereich der Metaphyse reagiert sehr sensibel auf
Hormonschwankungen und stellt daher einen aul3erst empfindlichen Untersuchungsparameter
fur die Ausbildung der Osteoporose dar (Seidlovas Wuttke et al. 2006). Auch in der
vorliegenden Arbeit konnte in diesem Bereich eine Minderung der Mineralisationsdichte
gemessen werden. Damit entwickelte sich durch Kastration eine Osteoporose. So kam es bei
alen drei Obduktionsgruppen im Vergleich zu den vor Kastration ermittelten Werten zu einer
Uber 20%igen Abnahme der endostalen Dichte. Auf diese Weise bestétigt sich, dass die
mannliche Ratte ein gut geeignetes Osteoporosemodell ist (Stirmer et al. 2006).
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4.3.1 Die Wirkung der Futtersubstanzen auf den durch Trepanation irritierten

osteoporotischen Knochen

In die Diskussion der Knochenparameter flief}en die oben gemachten Uberlegungen zu den
trepanationsbedingten Knochenveranderungen ein. Dabel richtet sich das Hauptaugenmerk
auf die Werte der endostalen Knochendichte und den Knochenumfang. Die Verénderungen
der Kortikalisdichte nehmen eine eher untergeordnete Rolle ein. Es ist bekannt, dass das zum
Versuchszeitpunkt noch nicht abgeschlossene Tierwachstum die Dichtezunahme der
Kortikalis zusétzlich stark beeinflusst (Seidlova- Wuitke et a. 2008). Einzig in die
Berechnung des Widerstandsmomentes werden auch Werte der Kortikalisdichte mit
einbezogen. Die Berechnung des Widerstandsmomentes wird von der mitgelieferten Software

des pQCT- Messgerates tibernommen.

Sojafreie Kontrollgruppe (SF):

Nur im Vergleich zu einer wirkungsarmen Kontroll- Futtergruppe kénnen die Effekte der
wirkungsaktiven Futtersubstanzen fassbar gemacht werden. Deshab wurde der
Kontrollgruppe as hormoninaktiver Stoff sojafreies Futter verfittert. Dies hat sich schon in
vielen vorausgegangenen Studien as sinnvolle Futtersubstanz fir die Kontrollgruppe
erwiesen (Seidlova- Wuttke et al. 2008).

Das hormonarme Futter zeigt folgende Wirkungen auf den osteoporotischen und zugleich
trepani erten Knochen:

Wie oben beschrieben, kommt es durch die Kastration zu einer Abnahme der endostalen
Dichte. Reflektorisch nimmt zugleich der Knochenumfang zu. Dies ist ein bekannter und gut
beschriebener Effekt des durch Osteoporose erhéhten Knochenstoffwechsels (Banu et al.
2002).

Die durch Blutabnahme gewonnenen Marker der Osteoklasten- und Osteoblastenaktivitat
zeigen bei der Kontrollgruppe eine deutlich osteoporotische Stoffwechsellage. Hierbei ist das
Gleichgewicht in Richtung Knochenabbau verschoben. So zeigen sich bel der Kontrollgruppe
als Ausdruck des verénderten Knochenstoffwechsels wie erwartet sinkende Osteokalzin- und
gleichzeitig steigende Crosss Lapss Spiegel im Blut. Damit decken sich unsere
Beobachtungen mit vorausgegangenen Studien (Seidlova- Wuttke et al. 2004).
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Estradiol (E2):

Durch die Gabe von Ostrogenen kann der durch Kastration verursachten Osteoporose effektiv
entgegengesteuert werden. In der Literatur ist beschrieben, dass dies bei weiblichen Tieren
schon gut etabliert ist: Der Entwicklung der Osteoporose kann durch Ostrogen- Gabe gut
entgegengewirkt werden. Bei Mannchen ist es etwas komplizierter, da neben Ostrogenen auch
Testosteron eine grof3e Rolle fir den Knochenerhalt spielt (Sims et al. 2003).

Estradiol wirkt tiber die Ostrogenrezeptoren ERa. und ERp auf den Knochen. Dabei kommt es
zu einer Verringerung des Knochenstoffwechsels, indem der durch Osteoporose
beschleunigten Stoffwechsellage entgegengewirkt wird (Eastell 2005). Es kann bei
osteoporotischer Stoffwechsellage durch Ostrogen- Gabe keine bereits verloren gegangene
Knochensubstanz wieder hergestellt werden. Das Fortschreiten des Knochenabbaus wird aber
durch eine Verlangsamung des K nochenstoffwechsel s aufgehalten.

Am Knochen selbst kann bei Ostrogengabe im Vergleich zu den Kontrollgruppen somit ein
geringer Verlust der endostalen Knochendichte beobachtet werden (Seidlova- Wuitke et al.
2006). Zugleich nehmen die Knochen nicht reflektorisch an Umfang zu, sondern bleiben eher
unverandert zu den Ausgangswerten (Orwoll 2003). Weiterhin beobachtete man unter
Ostrogengabe eine Reduzierung der Osteoblasten- und Osteoklastenaktivitdt (Seidlova-
Wuttke et al. 2004), was dazu fuhrt, dass sich der Knochenstoffwechsel in einem neuen
Gleichgewicht stabilisiert.

Es fdllt teilweise sehr schwer, die bereits bekannten und gut beschriebenen
Ostrogenwirkungen mit den Ergebnissen dieser Studie nachzuvollziehen. Nicht zuletzt ist
hierfar die Trepanationsbohrung in den osteoporotischen Knochen verantwortlich.

Bei Betrachtung der endostalen Dichte zeigte sich entgegen der Erwartung eine geringere
endostale Dichte as bei der Kontrollgruppe (Seidlova-Wuttke et a. 2004; Orwoll 2003;
Vanderschueren et a. 2000 a).

Eine erwartungsgemali3e Estradiol-Wirkung lésst sich bei den Knochenumféngen erkennen.
Wie vielfach beschrieben (Orwoll 2003), vergrofert sich der Knochenumfang nicht unter
Estradioleinwirkung. In der vorliegenden Arbeit kam es dariiber hinaus zu einer Abnahme des

Umfangs.

Mit Hilfe der oben erwahnten Uberlegungen zu trepanationsbedingten physikalischen

Veranderungen konnen die Abweichungen interpretiert werden: Auf Grund der Trepanation
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besteht bei allen Knochen der gleiche Substanzverlust in Groéf3e des Bohrlochs. So kann mit
Hilfe des pQCTs nur noch die erhalten gebliebene Knochensubstanz erfasst werden. Damit ist
klar, dass wie oben beschrieben ein schmalerer Knochen bei gleichem Substanzverlust
wesentlich weniger messbare endostale Dichte besitzen muss als ein grofderer. Somit mussten
die Estradiol- Tiere die geringste endostale Dichte besitzen, da sie sich durch die schmalsten
Knochen von den anderen Gruppen abheben. Weiterhin beweist sich die E2- Wirkung darin
deutlich, dass der Knochenumfang auch nach Kastration nicht zunimmt. Dass der
Knochenumfang sich im Verhdltnis zu den Ausgangswerten eher verringert hat, kann
ebenfalls trepanationsbedingt sein. Wie in Abb. 24 gezeigt, kommt es an den jeweiligen Ein-
und Austrittsstellen der Bohrung zu einem Verlust des kreisférmig gréferen Umfangs.

Hinzu kommen metabolische Verdnderungen, die durch Estradiol bewirkt wurden. Dabel
kann in dieser Studie eine herabgesetzte Aktivitdt der Osteoblasten und Osteoklasten unter
E2- Gabe beobachtet werden. Dies deckt sich mit den Ergebnissen von Seidlova- Wuttke et
al. (2004). Es wird vermutet, dass unter E2- Gabe das Gleichgewicht des osteoporotischen
Knochenstoffwechsels neu organisiert wird. Dabel verringert sich erstmals die Aktivitat
beider Zellreihen um spéter wieder im Gleichgewicht zueinander zu stehen. Obwohl die
hochkomplexen Mechanismen der Knochenheilung noch nicht vollsténdig verstanden sind,
weil3 man, dass E2 eine grof3e Rolle bei der Heilung spielt. Unter osteoporotischen
Bedingungen ist die mechanische Signalverarbeitung bel Osteoblasten eingeschrankt. Es
konnte beobachtet werden, dass Ostrogene diese verbessern kann (Augat et al. 2004). Fir
diese Studie kann zudem angenommen werden, dass Estradiol durch eine verlangsamte
Stoffwechsellage eine strukturiertere Heilung beginstigt. Im Gegensatz dazu konnten die
Heilungsablaufe der Kontrollgruppe ungeordneter und beschleunigter ablaufen. Dies wirde

zusétzlich eine Erklarung fur die geringere endostale Dichte der Estradiol- Gruppe sein.

Dihydrotestosteron (DHT)

Der mannliche Hypogonadismus ist ein grofer Risikofaktor fur die Osteoporoseentwicklung.
Dies bedingt z.B. die im Alter reduzierte Testosteronbildung. Es scheint so zu sein, dass der
Testosteronabfall mit einem Anstieg an Huftfrakturen einhergeht (Vanderschueren et al.
1993). Im mannlichen Organismus ist der Knochenstoffwechsel komplizierter as im
weiblichen, da nicht nur Estradiol, sondern auch Testosteron eine tragende Rolle einnimmt.
Es ist immer noch unbekannt, wie grol3 die aleinige Wirkung von Testosteron auf den
Androgen- Rezeptor ist, da Testosteron Uber die Aromatase zu Estradiol umgewandelt den
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ERa und ERp stimulieren kann (Vandenput et al. 2002). In dieser Studie war es die Absicht,
die aleinige Wirkung auf den Androgenrezeptor zu untersuchen. So wurde das nicht mehr

durch die Aromatase umwandelbare 5a.-Dihydrotestosteron al's Futtersubstanz verwendet.

Testosteron bewirkt Uber den AR eine Umfangzunahme der Knochen. Dabel wird speziell
eine Zunahme der Kortikalisdicke beobachtet. Weiterhin wird vermutet, dass die
Umfangzunahme der Knochen zusétzlich zum Verhdtnis zur vergrofRerten Muskelmasse
ausgebildet wird (Vanderschueren et al. 2004).

Aulkerdem steigern Androgene die Proliferation von Osteoblasten und kénnen die RANKL
induzierte Osteoklastenformierung hemmen (Vanderschueren et al. 2004). Weiterhin fordern
Androgene das Langenwachstum der Knochen und werden fir die metaphyséare Ossifikation
verantwortlich gemacht (Compston 2001).

Wir erwarten deshalb in der vorliegenden Arbeit eine Umfangzunahme bei gleichzeitiger
Kortikalisdickenzunahme. Durch die Hemmung der Osteoklasten wiirde man zusétzlich einen
Erhalt der endostalen Dichte vermuten.

Die aufgrund friherer Untersuchungen erwarteten DHT- Wirkungen konnten anhand der in
der vorliegenden Arbeit ermittelten Werte nicht bestétigt werden. Dies bestétigt sich darin, da
einige wesentliche Knochenparameter nicht erheblich von der Kontrollgruppe zu
unterscheiden sind. Esféllt zwar die grofite Umfangzunahme der Knochen auf, was primér als
androgender Knocheneffekt beschrieben wird (Vanderschueren et a. 2004). Dies kann aber
nicht auf eine Zunahme der Kortikalisdicke zuriickgeftihrt werden, da diese sich nicht
erheblich von der Kontrollgruppe unterscheiden. Damit misste die Umfangzunahme der
DHT- Gruppe eher als naturliche Reaktion auf die Kastration gewertet werten. Eine
Erklarung, warum DHT in dieser Studie ohne Zunahme der Kortikalisdicke die grofiten
Knochenumféange ausgebildet hat, kann nicht eindeutig geklart werden. Es kann auch damit
nicht erklart werden, dass wie in der Literatur beschrieben (Vanderschueren et al. 2004) sich
die Knochenumfange der vergrofRerten Muskelmasse angepasst haben. Daflr ist es unter
DHT- Einfluss zu einer viel zu geringen Muskul aturausbildung gekommen.

Weiterhin konnte durch DHT kein grof3er Effekt auf die endostale Dichte nachgewiesen
werden. Bel gleich grolem Substanzverlust durch die standardisierte Grofe des Bohrkanals
wirde man bel der DHT- Gruppe die hochste endostale Dichte erwarten, da der
Knochenumfang am groéfiten ist. Irritierend ist jedoch, dass die endostale Dichte der DHT-

Gruppe wesentlich geringer ist as bei der E2- Gruppe. Betrachtet man die endostale Flache
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der DHT-Gruppe, so zeigten sich im Verhdltnis zum dbrigen Knochen sehr hohe Werte.
Zusammengefasst beobachtet man bei grofter endostaler Flache die niedrigste endostale
Dichte. Somit muss davon ausgegangen werden, dass Uber den AR ein Erhalt der endostalen
Dichte nur schlecht vermittelt werden kann. Ahnliche Beobachtungen konnten 2002 durch
Vandenput et al. gemacht werden. Dort zeigte sich ebenfalls ein deutlich besserer Erhalt der
endostalen Dichte bei E2- asbel DHT- Gabe.

Die Phytotstrogene Genistein und Equol

Schon sehr lange wird den Phytodstrogenen grof3e Aufmerksamkeit geschenkt. Zahlreiche
Studien belegten positive Effekte dieser Substanzen auf Gewebe, wie Uterus,
kardiovaskuldres System und Knochengertist (Crisafulli et a. 2005; Wangen et al. 2001).
Lebhaft sind die Diskussionen darlber, ob Phytobstrogene eine Alternative zur
Hormonersatztherapie sind.

In der vorliegenden Arbeit wird die Wirkung von den Phytodstrogenen Genistein und Equol,

einem Abkémmling von Daidzein, untersucht.

Genistein (Gen)

Zahlreiche Studien mit Phytodstrogenen zeigten in vitro und in vivo sowohl beim Menschen
als auch bei der Ratte eine Knochenerhaltende Wirkung. Oft sind die genauen Mechanismen
fur diesen Effekt nicht gekléart (Setchell und Lydeking 2003). Bel Ratten zeigte Genistein eine
groRe Bindungsaffinitdt zum ERP.Uber diesen Rezeptor und verschiedene andere
Mechanismen vermittelt es seine Wirkung auf den Knochen (Kuiper et a. 1997). Es wurde
festgestellt, dass Genistein zu einer starkeren Proliferation und Differenzierung der
Osteoblastenzellkulturen von Knochen junger Mause fiuhrte. Bei den Osteoklasten
dominierten hemmende Wirkungen (Pan et a. 2005). Untermauert werden konnte die
aktivierende Wirkung auf Osteoblasten bei Zellkulturen von Mausen. Dabei zeigte sich eine
Erhéhung der ALP und einer Zunahme des zelluléren DNA- und Proteingehaltes (Kanno et al.
2004). Bel Genistein- Gabe kommt es somit zu einer Forderung des Knochenaufbaus und zu
einer Hemmung des Knochenabbaus. Besonders die endostale Dichte ist ein Parameter, der
auf Grund seiner hohen 0Ostrogenen Sensitivitdt durch Genistein stark beeinflusst wird. In
diesem Bereich wurde eine dosisabhangige Steigerung der Mineralisationsdichte in den
Tibiae von Ratten festgestellt (Christoffel 2004).
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Um in der vorliegenden Arbeit die durch Genistein bewirkten Effekte auf den Knochen besser
sichtbar machen zu kénnen, ist es sehr hilfreich, diese Gruppe mit Gruppen von gleichem
Knochenumfang zu vergleichen. Somit wird die Wirkung auf die endostale Dichte préziser
vergleichbar, da be Knochenumfang gleichen Gruppen die nach Trepanation erhaltene
Knochensubstanz annahernd gleich sein muss. Ahnliche Knochenumfange wie bei der
Genistein- Gruppe zeigten sich neben der SF- noch bei der DHT- Gruppe.

Well fur die E2- Gruppe eine knochenerhaltende Wirkung in dieser Studie bestétigt werden
konnte, ist es hilfreich die Ergebnisse als positiv- Kontrolle mit in die Interpretation einflief3en
Zu lassen.

Es ist zu beobachten, dass Genistein die durch Orchidektomie induzierte Zunahme des
Knochenumfangs nicht beeinflussen kann. Im Vergleich zu der SF- und der DHT- Gruppe
kann nach Geinistein- Gabe jedoch die grofte endostale Dichte gemessen werden. Nur die
Kontrollgruppe zeigt bei etwas grofRerem Knochenumfang tendenziell etwas mehr endostale
Dichte. Wie oben erlautert kann dies (endostale Dichte der Kontrollgruppe) auf das
beschleunigte und ungeordnete Wachstum durch die fehlende Substanzbeeinflussung
zurlckgefuhrt werden. Verglichen zu der DHT- Gruppe kann durch Genistein eine wesentlich
hohere endostale Dichte erhalten werden. Damit scheint Genistein in der Lage zu sein, die
Knochendichte nicht nur bei weiblichen (Sliwinski et al. 2005), sondern auch bei ménnlichen
Ratten zu bewahren. Auf welche Weise Genistein den -wenn auch milden- Erhalt der
endostalen Dichte bewirkt, kann nicht gekléart werden.

Anders als beschrieben (Yamaguchi und Weitzmann 2009; Pan et a. 2005) kann in der
vorliegenden Studie keine Steigerung der Osteoblastenaktivitdt gegentber der Kontrollgruppe
beobachtet werden. Gleichzeitig ist die Osteoklasten- Aktivitdt durch Genistein- Gabe nicht
herabgesetzt. Daher kann vermutet werden, dass Genistein das Verhaltnis von Knochenauf-

und Knochenabbau auf einem hoheren Level as E2 ins Gleichgewicht bringt.

Zusammengefasst lasst sich bei Genistein- Gabe eine milde osteoprotektive Wirkung
erkennen. Die Erwartungen, die man in dieses Phytodstrogen beziiglich des Knochenerhaltes
hat sind damit sicherlich nicht hinreichend erfiillt. Beli vorbeschriebener Steigerung der
Osteoblasten- Aktivitdt durch Genistein (Pan et al. 2005) hétte man im Zustand der
Knochenheilung mehr Aktivitét vermutet. Ob die in dieser Studie verwendete Genistein-
Dosis ausreichend war, ist zu hinterfragen. Vielleicht hétte durch eine erhéhte Genisteindosis

der aufgrund der Trepanation hdhere Energieaufwand zur Knochenheilung besser beeinflusst
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werden konnen. Dies sind Uberlegungen, die eventuell anregend fiir dhnlich durchgefiihrte

Versuche sein kdnnten.

Equol (EQ)

Im engeren Sinne handelt es sich bel Equol nicht um ein klassisches Phytodstrogen, da es
durch Darmbakterien aus Daidzein metabolisiert wird. In den letzten Jahren hat Equol grof3e
Aufmerksamkeit bekommen. Es ist von seiner chemischen Struktur her dem Estradiol sehr
ahnlich und besitzt hohe Bindungsaffinitét zu ERP. Dieser Rezeptor kommt verstarkt auf den
Knochen vor (Weaver und Legette 2010; Ishimi 2010).

Auch wenn noch sehr wenige Daten Uber die Wirksamkeit von Equol auf den Knochen
veroffentlicht sind, wurden osteoprotektive Eigenschaften nachgewiesen.

Durch Equol- Gabe konnte im Versuch an ovx- Mausen eine Reduktion des Knochenverlustes
ohne ostrogene Nebenwirkung auf den Reproduktionstrakt gezeigt werden (Fujioka et al.
2004). Weiterhin konnte festgestellt werden, dass Equol in der Lage ist, die Osteoklasten-
Bildung und -Formation zu unterdriicken (Weaver und Legette 2010). Bel weiblichen- Ratten
konnte durch Equol die Heilung osteoporotischer Frakturen verbessert werden (Kolios et al.
2009).

Eine durch Equol ausgeldste knochenerhaltende Wirkung auf den osteoporotischen Knochen
kann durch diese Studie in Tellen ebenfalls gezeigt werden. Flr eine bessere Interpretation
beztglich der endostalen Dichte bietet es sich auch hier an, die Equol- Gruppe mit Gruppen
gleichen Knochenumfangs zu vergleichen. Dabei wird bei gleichem trepanationsbedingtem
Substanzverlust eine Wirkung auf die endostale Dichte besser sichtbar gemacht.

Der Knochenumfang ist nur etwas grof3er als der der E2- Gruppe. Diese Beobachtung lésst
annehmen, dass Equol in &dhnlicher Weise wie E2 einer durch Osteoporose bedingten
reaktiven Umfangzunahme entgegenwirken kann.

Dabei fallt die Beurteilung sehr schwer, wie viel endostale Knochendichte tatsachlich durch
Equol bewahrt werden kann. In Relation zum Knochenumfang zeigt sich tendenziell weniger
endostale Dichte als unter E2- Einfluss. Vergleicht man den Erhalt der endostalen Dichte
jedoch mit einer Gruppe, die einen grof3eren Knochenumfang ausgebildet hat (z. B. die DHT-
Gruppe), so zeigt Equol osteoprotektivere Wirkung. Vereinfacht ausgedriickt wird durch
Equol- Gabe in Relation zum Knochenumfang -wenn auch nicht so viel wie bei E2- endostale
Dichte erhalten.
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Weiterhin lasst sich bestéatigen, dass Equol die Aktivitét der Osteoblasten und Osteoklasten,
wie in vorausgegangenen Arbeiten beobachtet, regulieren kann (Weaver and Legette 2010).
Es lassen sich tendenziell erniedrigte Cross- Lap- Werte und erhdhte Osteokalzin- Werte
beobachten. Ob die erhthten Osteokal zin- Werte in Zusammenhang mit der bereits erwadhnten
Equol- bedingten Forderung der Frakturheilung (Kolios et al. 2009) stehen, kann an dieser
Stelle nur spekuliert werden.

Mit mehr Sicherheit kénnen die ausgeldsten Wirkmechanismen dieser Substanz auf den
osteoporotischen und trepanierten Knochen beschrieben werden, wenn die
histomorphologische Untersuchung abgeschlossen ist. Diese Untersuchung wird unter der
Leitung von Prof. Dr. Dr. Wiese aus der Abteilung MKG- Chirurgie der Universitatsklinik
Gottingen geleitet.

4.4 Veranderungen der Muskelflache und des Fettanteils durch Hormonmangel

Esist schon lénger bekannt, dass es bei postmenopausalen Frauen zu einer Gewichtszunahme
kommen kann (Genazzani und Gambacciani 2006). Neben einer verminderten Ostrogen-
Produktion liegt die Ursache auch in einem Mangel an mannlichen Geschlechtshormonen.
Dies bewirkt besonders eine Vergroferung des abdominellen Fettanteils (Blouin et al. 2003;
Lovejoy 2003).

Auch bei Mannern kommt es bei Androgenabfall haufig zu ener verstarkten
Gewichtszunahme. Dies konnte ebenfalls im Tierversuch an mannlichen Ratten bestétigt
werden (Hannson et al. 1991).

In weiteren Studien konnten durch E2-Gabe die Serum-L eptin-Werte verringert werden. Dies
bewirkte neben einer geringeren Futteraufnahme eine deutliche Fettreduktion (Seidlova
Wouttke et al. 2003 @).

Wie grof3 die aleinige Auswirkung von Androgenen auf das Fettdepot ist, ist noch nicht ganz
klar. So zeigte die DHT- Gabe in einigen Studien einen wesentlich geringeren Einfluss auf
das Korpergewicht (Vandenput et al. 2002) als E2. Andere Beobachtungen stellten hingegen
fest, dass unter Androgen- Einfluss Typ | und Typ Il Muskelfasern hypertrophieren und
somit die Ausbildung von Fettgewebe vermindert wird (Bhasin et al. 2006).

Unter osteoporotischen Stoffwechsel bedingungen ist auch eine Abnahme der Muskel masse zu

beobachten (Araujo et al. 2008). In Tierversuchen konnte an osteoporotischen méannlichen
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Ratten beobachtet werden, dass durch Testosteron- und E2-Gabe dem Muskulaturverlust
entgegengewirkt werden kann (Vandenput et al. 2002; V anderschueren et al. 20003, b).

4.4.1 Die Wirkung der Futtersubstanzen auf das paratibiale Fettdepot und die
Muskelflache

Mit der pQCT- Messung ist es mdglich das paratibiale Fettdepot zu untersuchen. Dieses
Fettdepot liegt in der Loge zwischen den beiden Kdpfen des Muskulus gastrocnemius und
reagiert sehr sensibel auf den Einfluss von Ostrogenen (Seidiova-Wuttke et al. 2003 a).
Zugleich ist es moglich durch Subtraktion des Fettdepots und der Knochenanteile die

Muskelflache des Unterschenkel s zu errechnen.

Sojafreie Kontrollgruppe (SF):

Die sojafreie Erndhrung der Kontrollgruppe kann aufgrund ihrer Wirkstoffarmut keinen
Effekt auf das Fettdepot und die Muskulatur ausiiben. Es kdnnen somit die rein durch
Orchidektomie verursachten Veranderungen beobachtet werden.

Wie zu erwarten war, entwickelt die sojafrei erndhrte Ratte eine signifikante Fettzunahme bel
gleichzeitigem Muskulaturverlust. Somit stimmen die in dieser Studie gemachten

Beobachtungen mit den oben gemachten Aussagen Uberein.

Estradiol (E2):

Wie es zu erwarten war zeigt Estradiol signifikant die grofite Wirkung sowohl auf das
paratibiale Fettdepot als auch auf die Muskelflache. Dabel verringerte sich der Fettanteil bel
gleichzeitig gutem Muskul aturerhalt.

Auch im Vergleich der pQCT- Bilder einer sojafrel erndhrten Ratte (Abb. 28 ¢) mit einem E2-
gefltterten Tier (Abb. 30 c) kann ein leichter Unterschied festgestellt werden. Dabel 18sst sich
bei Estradiol- Gabe ein etwas kleineres paratibial es Fettdepot beobachten.

Zusammengefasst profitiert der méannliche Organismus von der E2- Gabe. Es kann unter
osteoporotischer ~ Stoffwechsellage  einer  Ubergewichtigkeit bei  gleichzeitigem

Muskul aturerhalt entgegengewirkt werden.
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Dihydrotestosteron (DHT):

Weniger eindeutig sind die durch DHT bewirkten Effekte. Anders als zu erwarten war, kann
weder ein Einfluss auf das paratibiale Fettdepot noch auf die Muskulatur beobachtet werden.
Im Vergleich zur Kontrollgruppe bildet die DHT- Ratte ein deutlich grolieres Fettdepot aus.
Dies zeigt sich auch sehr gut im Vergleich der pQCT- Abbildungen (Abb. 28c und Abb. 29¢).
Zugleich kann der unter DHT- Einfluss stehende Organismus keine Muskelflache erhalten.
Die DHT- Ratte besitzt unter alen weiteren Gruppen signifikant die niedrigste Muskelflache.
Dieses Ergebnis ist zunéchst irritierend, da in vorausgegangenen Arbeiten fir Androgene ein
Muskelaufbau bei gleichzeitiger Fettreduktion beschrieben wurde (Bhasin et a. 2006). Dain
der vorliegenden Arbeit das nicht mehr zu E2 umwandelbare DHT verwendet wurde, stellt
sich dementsprechend die Frage:

- Kann nur durch die Umwandlung von Androgenen in E2 eine Wirkung sowohl auf das
Fettdepot als auch auf die Muskulatur ausgel 0st werden?

In vorausgegangenen Arbeiten hat DHT wenig bis gar keinen Einfluss sowohl auf den
Muskulaturerhalt als auch auf das Fettdepot gezeigt. Vandenput et al. verdffentlichte 2002,
dass DHT wesentlich weniger Einfluss auf die Muskelflache und das Fettdepot der
mannlichen Ratte hat als E2. Damit passen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bezliglich
des Fettdepots zu der Aussage, dass die Fettmasse des Mannes im Wesentlichen Uber die
Ostrogenrezeptoren reguliert wird (Heine et al. 2000; Jones et al. 2000).

Auch eine trepanationsbedingte Beeinflussung ist eher unwahrscheinlich, da sich sowohl bei
der Kontrollgruppe as auch bei der E2- Ratte die fur diese Futtersubstanzen erwarteten
Veranderungen sehr deutlich ausgebildet haben.

Eine mogliche Erklarung fur den geringen Erhalt der Muskulatur ist durch die von Vandenput
et a. 2002 durchgefuhrte Studie gegeben. Deckungsgleich zu den Ergebnissen der
vorliegenden Studie konnte DHT auch nicht die gewilinschte Muskelsubstanz erhalten.
Testosteron hingegen fuhrte in dieser Studie zu einem Muskulaturerhalt.

Erklart wurde diese Beobachtung damit, dass im Gegensatz zu Testosteron durch DHT ein
Abfal des Wachstumsfaktors IGF- | bewirkt wird. Damit kann weniger Muskulatur erhalten
werden, dadie Anwesenheit von IGF-I unter anderem Muskulaturwachstum stimuliert.
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Genistein (GEN):

Bei den Genistein — Ratten (Abb. 31c) zeigt das paratibiale Fettdepot deutlich mehr Flache
als das der Kontrolltiere (Abb. 28). Auch die vom Computer berechneten Daten bestétigen,
dass der Fettanteil bei den Kontrolltieren deutlich hoher als der der Genistein- Ratte war.
Entgegen der Erwartungen konnte Genistein trotz seiner dstrogenen Eigenschaften keinen
Einfluss auf das Fettgewebe und den Erhalt der Muskulatur nehmen.

Es kann nicht beantwortet werden, warum Genistein in dieser Studie keine Fettreduktion
bewirkt. Auch die unzureichende Wirkung auf die Muskulatur wirft Fragen auf.

In der vorausgegangenen Dissertationsarbeit von M. Stolze (2007) konnte bel der mannlichen
Ratte durch Genistein- Gabe eine Reduktion des paratibialen Fettanteils beobachtet werden.
Dieser war im Gegensatz zu der E2- Gruppe nicht signifikant verringert gewesen. Damit
verdichtet sich die Vermutung, dass Genistein eine eher milde 6strogene Eigenschaft besitzt.
In Bezug auf die Dissertationsarbeit von M. Stolze (2007), in der keine Irritation durch
Trepanation auf den osteoporotischen Knochen stattgefunden hat, kann zugleich die
Trepanation merkbare Auswirkungen auf die Entwicklung des Fettdepots und die Muskulatur

verursacht haben. Die Frage nach den ausl 6senden Faktoren muss jedoch offen bleiben.

Equol (EQ):

Im Vergleich der pQCT- Bilder (Abb.28c und Abb. 32c) fallt bel der Equol- Gruppe ein etwas
grofieres paratibiales Fettdepot auf. In den Daten bestétigt sich dies. Zugleich wird durch EQ-
Gabe kein Aufbau der Muskulatur verursacht. Auf Grund der Ahnlichkeit von EQ zu E2 hétte
man hier ein wesentlich deutlicheres Ergebnis erwartet.

Eine erkldrende Antwort fir die geringe Fettreduktion bel keinem feststellbaren Erhalt der
Muskulatur kann an dieser Stelle nicht gegeben werden.

Es bleibt nur die Vermutung, dass Equol nicht die erhoffte Gstrogene Wirkung besitzt, die bei
grofer Estradiol- Ahnlichkeit angenommen wurde.

Ebenfalls kann &hnlich wie bei der Genistein- Gruppe das tendenziell schlechtere Ergebnis
auf die Trepanation zurtickgefuhrt werden. Doch auch hier |&sst sich mit den Daten dieser

Studie keine Erklarung fir stattgefundene Prozesse finden.
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4.5 Beurteilung der Heilungsvorgange durch die CT- Bilder

Fir die vorliegende Arbeit stellt sich die Frage, in wieweit sich die Heilungsvorgange anhand
der CT-Bilder nachvollziehen lassen. Bei frakturierten Knochen der ménnlichen Ratte wurden
in histomorphologischen Untersuchungen Heilungsstadien beschrieben (Kussar et al. 2001).
Durch die Betrachtung der CT-Bilder wird es sicherlich nicht mdglich sein die Heillung der
Trepanationsbohrung Stadien zuzuordnen. Dafir muisste ebenfalls durch histologische
Aufarbeitungen eine zeitliche Zuteillung der jeweilig anwesenden Zellen zu den
entsprechenden Heilungsstadien erfolgen. Dennoch kénnen durch das pQCT Knochendichte-
Veranderungen interpretiert werden. Dies ist durch die farbliche Abstufung der jeweiligen
Strukturdichte gegeben (siehe Material und Methoden S.19). Dabel steht die Farbe Schwarz
fur sehr geringe Dichte, wie Luft. Weil3 hingegen steht fur die grofite Dichte, wie z.B.
Knochen. Rote und gelbe Bereiche kennzeichnen dabei ansteigende Gewebedichte.

\ Ansteigende
Gewebedichte im

Bereich des Bohrkanals

Abb. 25 CT-Bilder der SF-Gruppe zwei Wochen nach Trepanation. Deutlich lasst sich eine

ansteigende Gewebedichte im Bereich des Bohrkanals erkennen.

Wie in der Abb. 25 gezeigt, erkennt man im Bereich der Bohrung eine ansteigende
Gewebedichte, was fur erhdhte Aktivitdt in diesem Bereich spricht. Es lassen sich jedoch
keine Zusammenhénge zwischen den pQCT- Bildern und der gemessenen endostalen Dichte
herstellen. Dis zeigt beispielsweise die Betrachtung der DHT- Gruppe. Hier erkennt man auf
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der Abb.29c zum Zeitpunkt achte Woche nach Trepanation sehr viel ansteigende
Knochenaktivitdt erkennen. In den Daten der endostalen Dichte spiegelt sich dies nicht
wieder. Diese zeigt, wie oben beschrieben eher geringen Erhalt.

Die Betrachtung der pQCT- Bilder liefert einen interessanten Aspekt. ES zeigt sich bei alen
Bildern, dass die ansteigende Gewebedichte as Ausdruck vermehrten Knochenumsatzes, von

der Kortikalis ihren Ursprung zu nehmen scheint.

—{ __ Dieneu

' entstehende
Knochensubstanz
scheint von der
Kortikalisihren
Ursprung zu
nehmen

Abb.26 Die neu entstehende Knochensubstanz scheint ihren Ursprung von der Kortikalis zu

nehmen (SF- Gruppe zwei Wochen nach Trepanation)
Diesléasst sich in Abb. 26 gut nachvollziehen. Hier imponieren rote und gelbe Areale, die von

der Kortikalis auszugehen scheinen. Verstarkt ansteigende Knochenaktivitét findet sich dabei
im Bereich des Bohrkanals. Warum dies so ist, bleibt Gegenstand weiteren Forschens.

-57-



Zusammenfassung

5. Zusammenfassung

Die Kernfragen dieser Arbeit werden in dem Kapitel Zusammenfassung nochmals
aufgegriffen und mit den wesentlichen Aussagen beantwortet.

e Entsteht bei den méannlichen Ratten sechs Wochen nach Orx eine Osteopenie oder

Osteoporose?

In den Graphen der endostalen Dichte zeigt sich deutlich Gber den gesamten Versuchsverlauf
eine stete Abnahme. Auch wenn dies zu Anfang eher einer Osteopenie entspricht, so konnen

wir acht Wochen nach Trepanation eine deutliche Osteoporose- Entwicklung erkennen

e Welche Wirkung kénnen E2, DHT und die Phytodstrogene Gen und EQ auf den durch
Trepanation irritierten osteoporotischen Knochen austiben?

e Welches der gegebenen Steroide hat die grofdte Wirkung auf den Knochen?

Wie es zu erwarten war, kann durch die Fitterung von E2 am meisten Knochendichte bel den
durch Trepanation irritierten Knochen erhalten werden. Die Interpretation der Graphen ist
ohne die Beriicksichtigung physikalischer Veranderungen, die sich durch die Bohrung
ergeben haben, nicht gut moglich. Beachtet werden muss hierbei, dass der Erhalt der
endostalen Dichte immer in Relation zum Knochenumfang gesehen werden muss. Dies ist
deshalb entscheidend, da bei stets gleichem Substanzverlust durch die Bohrung ein
schmalerer Knochen weniger verbleibende Knochensubstanz hat als ein breiterer.

DHT bewirkt die grofite Umfangzunahme der Knochen. Dabei kann durch die DHT- Gabe in
Relation zur Knochengroéf3e die geringste endostal e Dichte erhalten werden.

Bei den verfltterten Phytodstrogenen konnte in Relation zum Knochenumfang durch Equol

mehr endostale Dichte erhalten werden als durch Genistein.

e Welche Auswirkungen hat die Gabe von E2, DHT und den Phytotstrogenen Gen und
EQ auf das paratibiale Fettdepot und die Muskulatur?

Wie es zu erwarten war, bewirkte E2 den grofdten Muskulaturaufbau bei gleichzeitiger

Fettreduktion. Weniger eindeutig waren die Ergebnisse der mit DHT gefitterten Tiere. Dabel
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konnte weder eine Reduktion des paratibialen Fettgewebes noch ein Muskulaturaufbau
beobachtet werden.

Durch die beiden verfitterten Phytotstrogene war es ebenfalls nicht moglich, das prétibiale
Fettdepot zu reduzieren und den Muskulaturaufbau zu fordern. Tendenziell die besseren

Ergebnisse waren unter beiden bei Genistein- Gabe zu beobachten.

e Inwieweit lassen sich Heilungsprozesse auf den pQCT- Bildern nachvollziehen?

Esist nicht moglich, die Heillungsstadien, wie sie bei der Knochenfraktur beschrieben werden,
an Hand der CT- Bilder nachzuvollziehen. Durch das farbcodierte Rasterbild lassen sich aber
Aussagen uber eine gesteigerte Knochenaktivitét machen. Dabei kann beobachtet werden,
dass die meiste Knochenaktivitét im Bereich des Bohrkanals stattfindet. Weliterhin ist zu
beobachten, dass die neu entstandene Knochensubstanz ihren Ursprung von der Kortikalis zu

nehmen scheint.
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6. Bilderanhang

6.1 Bilder von der Trepanation

€)
Abb. 27 Verlauf der Trepanation in den Bildern a-e dargestel It
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6.2 CT-Schnittbilder der einzelnen Gruppen

Abb. 28 pQCT Bilder der SF-Gruppe 2 (a),3 (b) und 8 (c) Wochen nach Trepanation
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Abb. 29 pQCT Bilder der DHT-Gruppe 2 (4),3 (b) und 8 (c) Wochen nach Trepanation
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Abb. 30 pQCT Bilder der E2-Gruppe 2 (a),3 (b) und 8 (c) Wochen nach Trepanation
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Abb. 31 pQCT Bilder der Gen-Gruppe 2 (a),3 (b) und 8 (c) Wochen nach Trepanation
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Abb. 32 pQCT Bilder der EQ-Gruppe 2 (a),3 (b) und 8 (c) Wochen nach Trepanation
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