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Abkürzungsverzeichnis 
 

Abb. Abbildung 
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1       Einleitung 

1.1    Endokrine Disruptoren 

1.1.1 Wirkung und Vorkommen von Endokrinen Disruptoren 

Endokrine Disruptoren (ED) sind exogene Wirkstoffe, die mit Synthese, Sekretion, 

Transport, Bindung, Wirkung oder Elimination der im Körper vorhandenen natürlichen 

Hormone interferieren können. Eine intakte Funktion der körpereigenen Hormone ist aber 

für die Aufrechterhaltung des hormonellen Gleichgewichtes, für Fortpflanzung und 

Entwicklung notwendig (Dankwardt 1998). Chemikalien, die endokrin wirksam sind, 

werden in vielen Produkten gefunden, u.a. in Pestiziden (Colborn 2006, Hammond et al. 

1979), in Industriechemikalien (Longnecker et al. 1997), in Haushaltsreinigern, Tensiden 

(Han et al.2002) und Plastik (Soto et al.1991), sowie in Kosmetikprodukten (Schlumpf et 

al. 2004b). 

Umweltchemikalien können das Hormonsystem durch verschiedene Wege beeinflussen. 

Sie lösen durch Bindung an Sexualhormonrezeptoren und deren Aktivierung 

Hormonwirkungen aus. Ebenso können dadurch auch körpereigene Hormone blockiert 

werden. Sie vermögen aber auch die Synthese und den Abbau von Steroidhormonen zu 

beeinflussen, indem sie Enzymaktivitäten und daraus resultierend die 

Hormonrezeptorkonzentration in Zielorganen verändern (Terasaka et al. 2004, Tapiero et 

al. 2002). Der Mensch ist den ED durch die Nahrungsaufnahme, Inhalation durch die Luft 

und Hautabsorption ausgesetzt (Nicolopoulou-Stamati und Pitsos 2001). 

Umweltchemikalien wirken toxisch auf Fortpflanzungs- und Entwicklungsprozesse. Für 

den Menschen und bei verschiedenen Tierarten wird als Folge der Belastung durch ED 

eine Zunahme von Reproduktionsstörugen angenommen (Danzo 1998, Schlumpf und 

Lichtensteiger 1996), unter anderem die Abnahme der Spermienqualität beim Menschen 

(Carlsen et al.1992) und die Beeinträchtigung der Steroidhormon-Produktion im Ovar 

durch Störung der Granulosa-Zellen (Heimler et al.1998). ED beeinträchtigen den 

Transport (Cheek et al. 1999) und die Biosynthese der Schilddrüsenhormone (Schmutzler 

et al.2004).  

Natürliche Östrogene entfalten ihre Wirkungen im Körper durch Bindung an spezifische 

Steroidhormonrezeptoren (McDonnell und Norris 2002). ED besitzen strukturell zum Teil 

große Ähnlichkeit zu Steroidhormonen. Es konnte in Versuchen gezeigt werden, dass eine 
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Reihe von Umweltchemikalien die Fähigkeit besitzt, die Wirkung von endogenem 17β-

Estradiol (E2) nachzuahmen, und zwar durch Bindung und Aktivierung des 

Östrogenrezeptors (ER) (Paris et al.2002, Kuiper et al.1998,Gaido et al.1997). 

 

1.1.2 Die Ultraviolett- (UV) Filter 4-Methylbenzyliden-Camphor (4- MBC) 
und Octyl-Methoxycinnamat (OMC) 

UV-Filter bilden eine neuere Klasse der Endokrinen Disruptoren. Sie                            

bestehen aus organischen Chemikalien, die Licht im UVA- und UVB-Bereich absorbieren. 

UV-Filter sind weit verbreitet, da sie unter anderem vor allem in Sonnenschutzmitteln, aber 

auch in Kosmetika, Haarpflegeprodukten, Folien, Waschpulver und als Zusätze in 

Plastikprodukten eingesetzt werden (Schlumpf et al. 2004b). Sie sind lipophil und neigen 

daher zur Bioakkumulation.  

Sonnenschutzmittel werden häufig eingesetzt, um Sonnenbrand und Hautkrebs zu 

verhindern. Hayden et al. zeigten, dass Sonnenschutzmittel nach dem Auftragen 

absorbiert werden (Hayden et al.1997). In den Fischen deutscher Seen konnten UV- 

Filtersubstanzen nachgewiesen werden (Nagtegaal et al.1997). Der Mensch ist den UV-

Filtern also durch dermale Applikation und die Nahrungskette ausgesetzt.  

In vivo und in vitro konnte dosisabhängige Östrogenität für eine Reihe von UV-Filter-

Substanzen nachgewiesen werden, insbesondere für die in dieser Arbeit untersuchten 

Stoffe 4-MBC und OMC.  

Beide oben genannten UV-Filter bewirken nach oraler und dermaler Applikation in der 

juvenilen Ratte eine Erhöhung des Uterus-Gewichts, wobei sich ein signifikanter Anstieg 

unter oraler Gabe von 119 mg/Kg/d 4-MBC zeigt, dieser sogenannte Uterotrophic Assay 

ist ein Säugetier-in-vivo-Modell für östrogene Wirkung (Odum et al. 1997). 4-MBC und 

OMC aktivieren Östrogenrezeptor alpha (ERα) (Gomez et al. 2005). Bei 

östrogensensitiven Brustkrebszellen MCF-7 bewirkte die Inkubation mit 4-MBC und OMC 

eine Zellproliferation  ebenso wie unter 17β-Estradiol-Inkubation (Schlumpf et al.2001). 

Darüber hinaus aktiviert 4-MBC Alkalische Phosphatase in der endometrialen 

Adenokarzinomzelllinie Ishikawa, ein in-vitro-Testsystem für Östrogenität (Mueller et al. 

2003). 

4-MBC bindet kompetitiv an Östrogenrezeptoren, wobei sich eine Präferenz für 

Östrogenrezeptor beta (ERβ) zeigte (Schlumpf et al. 2004a). Exposition von 4-MBC 
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verursacht ebenfalls Veränderungen in der Expression von Östrogen-regulierten Genen 

(Durrer et al. 2005). 

CH3

O

C CH3H

4-Methylbenzyliden-Camphor

Abbildung 1: Strukturformel 4-MBC 
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 Octyl-Methoxycinnamat

 

Abbildung 2: Strukturformel OMC 
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1.1.3 4-Nonylphenol 

4-Nonylphenol (NP)  ist eine Alkylphenol-Verbindung, die hauptsächlich in der chemischen 

Industrie eingesetzt wird. Weit verbreitet wird es ebenfalls in Form der Nonylphenol-

Polyethoxylate zur Herstellung von Dispersionsmitteln und Tensiden verwendet (Müller 

und Schlatter 1998). Darüber hinaus dient NP als Stabilisator und Antioxidans bei der 

Plastikherstellung für Polyvinylchlorid oder Polystyrene. 

Umweltbelastung durch NP entsteht durch den Abbau der Nonylphenol-Polyethoxylate 

und aus direkter Freisetzung aus Plastikprodukten (Zalko et al. 2002, Doerge et al. 2002). 

Exposition für den Menschen erfolgt durch die Nahrungsaufnahme. NP ist in diversen 

häufig verwendeten Lebensmitteln nachzuweisen (Guenther et al. 2002), da es aus 

Polyvinylchloridverpackungen in die Nahrung abgesondert wird (Inoue et al. 2001). 

Weiterhin konnten Spuren im Trinkwasser (Bennie 1999) und Abwasser (Ying et al. 2002) 

nachgewiesen werden, sowie Bioakkumulation in Süßwasserorganismen (Ahel et al. 1993, 

Ekelund et al. 1990). Die östrogene Aktivität von NP wurde in vitro und in vivo 

nachgewiesen. In vitro stimuliert NP die Vitellogenin-Genexpression in Forellen-

Hepatozyten (Sumpter und Jobling 1995, White et al.1994) sowie das Wachstum der 

Östrogen-sensitiven Brustkrebszellen MCF-7 (Blom et al. 1998, Nagel et al.1997, White et 

al.1994). NP ist in der Lage, 17β-Estradiol vom humanen und Fisch-Östrogenrezeptor zu 

verdrängen (Soto et al.1995, Jobling et al. 1995). Im in-vivo-Uterotrophic Assay in der 

ovarektomierten (ovx) Ratte induziert die Gabe von 100mg/Kg/d NP eine signifikante 

Erhöhung des Uterus-Gewichts. Watanabe et al. zeigten bei der Maus mit der DNA-

Microarray-Analyse, dass im Uterus Gene, die von hoher Dosis (50mg/Kg/d) NP aktiviert 

werden, ebenfalls von 17β-Estradiol aktiviert werden (Watanabe et al. 2004). 

In vitro bindet NP humanen rekombinanten ERβ (Han et al. 2002). 
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OH

C9H19

  4-Nonylphenol

 

Abbildung 3: Strukturformel NP 

 

 

 

 

1.1.4 Phytoöstrogene 

Phytoöstrogene sind definiert als pflanzliche Komponenten, welche strukturell und 

funktionell Östrogenen und deren aktiven Metaboliten ähneln. Die beiden Hauptklassen 

der Phytoöstrogene sind Lignane und Isoflavone. Isoflavone finden sich in Hülsenfrüchten, 

insbesondere in Sojabohnen (Whitten und Patisaul  2001). 

Vertreter der Isoflavone sind Genistein und Daidzein, sie besitzen die Fähigkeit, an 

Östrogenrezeptoren zu binden (Kuiper et al. 1998). In höheren Konzentrationen bindet 

Genistein den ERβ ähnlich stark wie 17β-Estradiol (Morito et al. 2001). Coumestrol ist das 

bekannteste Coumestan unter den Isoflavonen mit dem höchsten östrogenen Potenzial 

(Kuiper et al. 1997). 

Verschiedene Studien lassen vermuten, dass insbesondere die in der Sojabohne 

enthaltenen Isoflavone den postmenopausalen Knochenabbau verringern (Somekawa et 

al. 2001, Alekel et al. 2000, Potter et al. 1998). 
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Abbildung 4: Strukturformel Coumestrol 
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Abbildung 5: Strukturformel Daidzein     Abbildung 6: Strukturformel Genistein 
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1.2 Osteoporose 

Ein reguliertes und abgestimmtes System aus durch Osteoblasten-vermittelter 

Knochenformation und Osteoklasten-vermittelter Knochenresorption stellt sicher, dass die 

physiologische Knochenstruktur aufrechterhalten wird (Bland 2000). Ein Verlust dieses 

Gleichgewichtes führt zu einem Abfall der Knochenmasse. Osteoporose ist eine 

systemische Skeletterkrankung mit einer niedrigen Knochenmasse, pathologischer 

Mikroarchitektur des Knochengewebes und daraus resultierend einer erhöhten 

Knochenbrüchigkeit (Bartl und Bartl 2004).  

 

1.2.1 Definition der Osteoporose und der Osteopenie 

Nach der Leitlinie (DVO-Leitlinie 2009, Seite 1) des Dachverbands Osteologie e.V. ergibt 

sich folgende Definition: „ Die Osteoporose ist eine systemische Skeletterkrankung, die 

durch eine mikroarchitektonische Verschlechterung des Knochengewebes charakterisiert 

ist, mit einem konsekutiven Anstieg der Knochenfragilität und der Neigung zu Frakturen. 

Sind bereits eine oder mehrere Frakturen als Folge der Osteoporose aufgetreten, liegt 

eine manifeste Osteoporose vor“.  

Zur Osteoporosediagnostik beim Menschen stellt die Osteodensitometrie per Dual-Energy-

X-Ray-Absorptiometrie (DXA) die Methode der Wahl dar. Der absolute Wert dieser 

Knochendichtemessung wird in Bezug zu einer Referenzpopulation gesetzt und in 

Standardabweichungen angegeben. Der Vergleich mit einem jungen Referenzkollektiv 

ergibt den sogenannten T-Score. Nach Definition der WHO gilt ein T-Score bis –1,0 als 

Normalbefund, zwischen –1 und –2,5 handelt es sich um eine Osteopenie, ab –2,5 liegt 

eine Osteoporose vor (Raisz 2005a, Fogelmann und Blake 2005). 

 

1.2.2 Osteoporose in der Postmenopause 

Östrogene spielen eine entscheidende Rolle bei der Entwicklung und Instandhaltung des 

Skelettsystems. Aufgrund der abnehmenden ovariellen Östrogensekretion beobachtet 

man bei Frauen in der Postmenopause oder nach Ovarektomie eine verstärkte 

Demineralisierung des Skelettsystems, was zur Osteoporose führen kann (Patlak 2001, 

Gallagher AC et al. 1996). Abfall der Östrogensekretion führt u.a. zu einer Zunahme der 

Sekretion von Interleukinen und anderen Zytokinen, die wiederum zu einer erhöhten 
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Aktivierung von Osteoklasten führt (Sunyer et al. 1999, Pacifici 1996). Aus der erhöhten 

Knochenresorption folgt eine Abnahme der Knochenmasse, vor allem im spongiösen oder 

trabekulären Knochen. Aufgrund der größeren Oberfläche des spongiösen Knochens wird 

dieser sieben mal schneller umgebaut als der kortikale Knochen (Gallagher JC 2003). Das 

Frakturrisiko bei Osteoporose in der Postmenopause besteht daher insbesondere für die 

trabekulären Knochen des axialen Skeletts, wie Wirbelsäule, proximaler Oberschenkel, 

Rippen und Becken. 

 

1.2.3 Tiermodell für postmenopausale Osteoporose 

Durch Ovarektomie (Ovx) der Ratten wird die körpereigene Steroidhormonsynthese 

überwiegend unterbunden. Sowohl die ovx Ratte als auch Frauen in der Postmenopause 

zeigen nach Verlust der ovariellen Funktion gleiche Erscheinungen in Bezug auf den 

Knochenstoffwechsel. Die ovx Ratte ist ein etabliertes, weit verbreitetes Modell für 

postmenopausale Osteoporose (Chow et al. 1992, Wronski et al. 1988). 

Daher kann das Tiermodell der ovx Ratte für Vergleichsstudien der postmenopausalen 

Frau herangezogen werden. 

 

1.2.4 Östrogenwirkung am Knochen speziell in der Postmenopause 

Östrogene regulieren durch Bindung an den Östrogenrezeptor eine Menge von Prozessen 

an verschiedenen Geweben, unter anderem am Skelettsystem (Mc Donnell und Norris 

2002). Ein Mangel an Östrogenen verursacht Osteoporose. 

Eines der wichtigsten natürlichen Östrogene ist 17β-Estradiol. Studien zeigten, dass E2 

die Osteoblasten-Proliferation sowohl stimulieren sowie hemmen kann (Bland 2000). 

Postmenopausale Knochenveränderungen können durch Östrogensubstitution oder Gabe 

Selektiver Östrogenrezeptor-Modulatoren (SERM) verhindert werden (Beardsworth et al. 

1999, Ornoy et al. 1994, Prestwood et al. 1994). Vom ER existieren zwei Subtypen, 

sowohl ERα als auch ERβ werden in Osteoblasten (Vidal et al. 1999, Onoe et al. 1997, 

Komm et al. 1988), Osteozyten (Braidman et al. 1995) und Osteoklasten (Pensler et al. 

1990) exprimiert. Bei der adulten Ratte überwiegt am Knochen das Vorkommen von ERα 

gegenüber ERβ (Onoe et al.1997). 
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Vidal et al. zeigten durch einen Versuch mit  Östrogenrezeptor-Knockout-Mäusen (ERKO), 

dass  ERα, nicht ERβ, für die östrogene Wirkung am Knochen verantwortlich ist (Vidal et 

al. 2000). 

 

OH

OH

    17ß-Estradiol 

 

Abbildung 7: Strukturformel 17β- Estradiol 
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1.2.5 5α-Androstan-3β,17β-diol (A-diol) 

Wie bereits erwähnt, liegen im Knochengewebe beide ER-Typen vor. 5α-Androstan-

3β,17β-diol, welches aus Dihydrotestosteron metabolisiert werden kann, ist in der Lage, 

selektiv an ERβ zu binden (Handa et al. 2008). Weihua et al. zeigten ebenfalls, dass  A-

diol ein ERβ-Ligand ist und z.B. bei der männlichen Ratte auf das Prostatagewebe 

antiproliferativ wirkt (Weihua et al. 2002). A-diol scheint also ein natürlicher 

Bindungspartner an ERβ zu sein und zeigt somit primär östrogene Effekte und keine 

androgenen Effekte (Pettersson et al. 2008). 

HO

OH

5a-Androstan-3ß,17ß-diol

 

Abbildung 8: Strukturformel 5α-Androstan-3β,17β-diol 
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1.3 Ziele 

Unsere Untersuchung ist im Rahmen eines europäisch wissenschaftlichen Programms 

(EURISKED) durchgeführt worden. Bei diesem Projekt geht es um die multi-organische 

Risikoabschätzung von ausgewählten Endokrinen Disruptoren. In meiner Arbeit soll 

insbesondere die Wirkung auf den Knochen getestet werden und wie weit diese Wirkung 

der hier ausgewählten ED mit der von Östrogen vergleichbar ist. 

Es ist wissenswert, inwieweit Frauen in der Postmenopause besonders durch ED belastet 

werden. Postmenopausale Osteoporose ist charakterisiert durch einen Abfall der 

Knochendichte  und Knochenmasse (Peacock et al. 2002). Meine Arbeit soll zeigen, ob 

die ED 4-MBC, OMC, NP und Phytoöstrogene den postmenopausalen Knochenumbau 

zusätzlich beeinflussen und somit eine Bindung an den ER wahrscheinlich ist.  

Lee et al. zeigten, dass ERα die östrogene Wirkung am Knochen vermittelt. Somit soll 

erörtert werden, ob eine Bindung von Endokrinen Disruptoren an diesen ER 

wahrscheinlich ist (Lee et al. 2003). Zum Vergleich wird ebenfalls die Wirkung von E2 und 

A-diol getestet. Die Stoffe E2, A-diol, 4-MBC, OMC, NP sowie Phytoöstrogene werden 

weiblichen ovx Sprague-Dawley-Ratten per os durch Futtergabe appliziert. Die 

Untersuchungen des Knochens wurden vor und nach Ovarektomie mit Hilfe eines 

peripheren quantitativen Computertomographen (pQCT) der Firma Stratec durchgeführt. 

Viele Versuche mit dem pQCT zeigten, dass die proximale Tibiametaphyse für diese 

Messungen an der Ratte besonders geeignet ist, da trabekulärer Knochen und 

Knochenumbau an dieser Stelle vorhanden sind (Frost und Jee 1992). Die 

Tibiametaphyse wird senkrecht belastet und erlangt die meiste Strukturstärke aus einem 

System sich überkreuzender Trabekel, welche die senkrechten Elemente unterstützen und 

seitliche Biegung und Reißen nach vertikaler Belastung begrenzen (Eastell 2003). 

Trennung dieser Trabekelverbindung tritt vorzugsweise bei postmenopausalen Frauen auf. 

Weiterhin soll getestet werden, inwieweit die oral applizierten ED ähnliche Wirkung auf die 

zu messenden Knochenparameter haben wie 17β-Estradiol. Es soll überprüft werden, ob 

die Applikation von A-diol eine Wirkung auf den Knochen zeigt. Ob sojahaltige Ernährung 

mit den darin enthaltenen Isoflavonen Daidzein, Genistein und Coumestrol den 

Knochendichteverlust nach Ovarektomie verhindert oder verringert, soll zusätzlich 

untersucht werden. Durch die Messung mit dem pQCT ist es möglich festzustellen, ob sich 

der spongiöse Knochen schneller umbaut als der kortikale Knochen (Ferretti et al. 1996).  
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2  Material und Methoden 

2.1 Tierversuche 

2.1.1 Versuchstiere 

Die Versuche wurden mit 151 selbstgezüchteten weiblichen Sprague-Dawley-Ratten der 

3.Generation, Aufzucht mit sojafreiem Futter, durchgeführt. Zu Beginn des Versuches 

waren die Ratten etwa 3 Monate alt. Das durchschnittliche Körpergewicht der Tiere betrug 

bei Ankunft 243,5 g. In einem Käfig wurden 5 - 6 Tiere gehalten, Belichtung dieser Käfige 

erfolgte von 6.00-18.00 Uhr bei einer Raumtemperatur von 23 ° C. Die Tiere erhielten 

unterschiedlich zusammengesetztes Pellet-Futter, durch das die zu untersuchenden Stoffe 

appliziert wurden, und Wasser zur freien Verfügung. Die durchgeführten Tierversuche 

standen unter der Aufsicht von Frau PD Dr. med. Dana Seidlová-Wuttke, es lag eine 

Genehmigung der Bezirksregierung Braunschweig vor (Aktenzeichen 509.42502/01-

13.00). 

 

2.1.2 Ovarektomie der Ratten 

Die Ovarektomie (Ovx) erfolgte im Alter von 3 Monaten in intraperitonealer Narkose mit 

Xylazin (Rompun Fa. Bayer, Leverkusen) und Ketamin (Ketavet, Pharmacia&Uplohn) 

2,5mg/Tier, entspr. 45Mg/kg KGW im Verhältnis 4:5. Durch diese Applikation wurde eine 

Narkose über etwa eine Stunde erreicht. Für die Hautinzision am lateralen Abdomen 

wurden den Tieren per Rasur die Haare entfernt, Muskulatur und Peritoneum schichtweise 

durchtrennt um das Abdomen zu eröffnen. Nun präparierten wir Ovar und Uterus. Nach 

Darstellung erfolgte das Fassen des Ovars mit einer Pean-Klemme, die Unterbindung und 

Entfernung. Nach Kontrolle auf Blutungsfreiheit wurde der Uterus ins Cavum abdominis 

rückverlagert. Es folgte ein Nahtverschluss von Peritoneum und Muskulatur durch eine 

gemeinsame Naht mit Catgut, 3 metric ( Fa. Ethicon, Norderstedt). Die Haut wurde 

letztlich mit Michel-Klammern (Fa. Martin, Tuttlingen) verschlossen. 
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2.1.3 Applikation der zu untersuchenden Wirkstoffe  

Das verabreichte Futter in Pelletform wurde auf sojafreier und sojahaltiger Basis von der 

Firma ssniff (Spezialdiäten GmbH in Soest) hergestellt.  

Die Tiere wurden in insgesamt 14 Gruppen eingeteilt, wobei Gruppe 1 – 11 aus jeweils 11 

Ratten und Gruppe 12 – 14 aus jeweils 10 Ratten bestanden. Die Gabe der zu 

untersuchenden Substanzen erfolgte insgesamt über 12 Wochen per os, beginnend an 

dem Tag der Ovx. 

(A) 

Die ersten 9 Versuchsgruppen erhielten jeweils sojafreies Futter mit folgender Menge 

Substanz pro Versuchstier täglich. 

 

Gruppe Name Substanz  Menge pro Tier    (mg/d) 

1 NP low 4-Nonylphenol 0,43 mg/d 

2 NP high 4-Nonylphenol 1,78 mg/d 

3 E2 17β-Estradiol 0,61mg/d 

4 Ovx Sojafreies Futter V1355, ssniff - 

5 A-diol 5α-Androstan-3β,17β-diol 2,90 mg/d 

6 OMC low Octyl-Methoxycinnamat (Eusolex 2292) 52,48 mg/d 

7 OMC high Octyl-Methoxycinnamat (Eusolex 2292) 278,88 mg/d 

8 4-MBC low 4-Methylbenzyliden-Camphor (Eusolex 6300) 59,28 mg/d 

9 4-MBC high 4-Methylbenzyliden-Camphor (Eusolex 6300) 258,38 mg/d 

Tabelle 1: Substanzzusatz im sojafreien Futter der Versuchsgruppen 1 - 9 

 

(B) 

Die Versuchsgruppen 10 – 14 erhielten sojahaltiges Futter mit folgender Menge Substanz 

pro Versuchstier täglich. 

 

Gruppe Name Substanz  Menge pro Tier   (mg/d) 

10 Ovx soy Sojahaltiges Futter ohne Substanzzusatz - 

11 NP high soy 4-Nonylphenol 1,88 mg/d 

12 OMC high soy Octyl-Methoxycinnamat (Eusolex 2292) 272 mg/d 

13 4-MBC high soy 4-Methylbenzyliden-Camphor (Eusolex 6300) 298,63 mg/d 

14 E2 soy 17β-Estradiol 0,58 mg/d 

Tabelle 2: Substanzzusatz im Futter der Versuchsgruppen 10 – 14 
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Aufgrund einer deutlichen Gewichtsabnahme der Tiere in den beiden 4-MBC-high-

Gruppen im ersten Monat nach Substanzapplikation erfolgte eine Umstellung des 

Substanzzusatzes auf die 4-MBC low Menge. 

 

2.2 Quantitative Computertomographie 

Mit Hilfe der peripheren quantitativen Computertomographie ist es möglich, separat 

trabekuläre und kortikale Knochenparameter zu beurteilen (Ferretti 1999). Darüber hinaus 

kann die Dynamik der Osteoporoseentwicklung beurteilt werden. In diesem Versuch wurde 

das pQCT-System XCT Research SA, Stratec, Medizintechnik GmbH verwendet. 

Als Zielregion wurde die proximale Metaphyse der linken Tibia 5 mm distal des 

Kniegelenks  ausgewählt; dort können Knochendichte und Knochengeometrie in 

trabekulärem und spongiösem Knochen gemessen werden (Gasser 1995). Während der 

Messung wurden die zu untersuchenden Tiere mit Isoflurangas  (Forene, Firma Abbott) 

narkotisiert. Es erfolgte die Fixierung des linken Beines in einer speziellen Halterung. 

 

 

 
Abbildung 9: pQCT mit Tibiahalterung 
(Abb. von PD Dr. med. Seidlová-Wuttke, Tierstall des Universitätsklinikums Göttingen)  
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Abbildung 10: pQCT Scan, Referenzlinie Tibiametaphyse 
 
Das pQCT-Gerät enthält eine Scanner-Einheit und ein analysierendes Computersystem. 

Die Scanner-Einheit besteht aus einer Strahlenquelle, die einen schmalen Röntgenstrahl 

emittiert, einem Detektor, welcher die Strahlenintensität und die Abschwächung durch das 

zu untersuchende Gewebe misst, und einem System, das radiale, transversale und axiale 

Bewegungen der Quelle und des Detektors erlaubt, um verschiedene Scanpositionen zu 

ermöglichen. Der Knochen wird mit oben genannter Halterung zwischen Strahlenquelle 

und Detektor positioniert. Zu Beginn der Messung wird per Computer ein Längsschnitt des 

zu untersuchenden Knochens erstellt, mit Hilfe einer Referenzlinie die geeignete Region 

der Tibiametaphyse eingestellt. Nachfolgend wird eine Serie von Querschnittsmessungen 

gestartet (15 mal in jeder Schnittebene, bei insgesamt 3 Ebenen). Die gescannten Bilder 

erscheinen während der Messung auf dem Bildschirm. Für trabekuläre Strukturen erfolgt 

die Messung 3,75mm und 4,25mm distal der Referenzlinie, für kortikale Parameter 15mm 

distal der Referenzlinie. Ein gescanntes Areal wird in viele Bildpunkte (pixels) unterteilt. 

Diese Bildpunkte stellen Volumeneinheiten dar, welche als voxels bezeichnet werden. Die 

Anzahl der voxels pro Feld ist konstant (1024 x 1024). 

Mit Hilfe der Softwareversion 5.2 (Stratec, Medizintechnik) wurde in jedem Querschnitt 

eine region of interest (ROI) um die Tibia gezeichnet. Anschließend erfolgte die 

standardisierte Analyse in allen Schnittebenen. Die endgültige Auswertung der Ergebnisse 

erfolgte standardisiert durch das Loop Programm (Stratec, kompatibel mit Windows 

Excel). 



 

 23 

Durch Markierung der ROI ist es möglich anderes Gewebe, wie z.B. Fett, vom äußeren 

Rand des Knochens zu trennen (ContMode). Darüber hinaus sollen die trabekulären 

Bereiche von der kortikalen Hülle getrennt werden, um trabekuläre und kortikale sowie 

subkortikale Werte (PeelMode) zu erhalten. Während des Versuchs wurden eine Größe 

des Bildpunktes (Voxelsize) von 0,1mm und ein Abschälmodus (Threshold) von 280 

ausgewählt (ContMode 1, PeelMode 2, CortMode 1).  

Die erste basale pQCT-Messung erfolgte an den intakten 3 Monate alten Tieren. Am Tag 

der Ovarektomie startete die Substanzapplikation per Futter für die nächsten 3 Monate. 

Nach diesen 3 Monaten führten wir die zweite pQCT-Messung durch. Nachfolgend wurden 

die Tiere getötet, Blut und diverse Organe konnten präpariert, eingefroren oder in 

Formaldehyd fixiert werden für weitere Untersuchungen. 

 

2.3 Statistische Auswertung 

Bei der Auswertung der Ergebnisse habe ich den Mittelwert und den Standardfehler des 

Mittelwertes (SEM) berechnet. Zur statistischen Auswertung wird das Softwareprogramm 

PRISM in den Versionen 3.0 und 5.0 verwendet. Es wird der unverbundene t-Test 

angewendet, das Signifikanzniveau wird auf p<0,05 festgelegt. 

Zum besseren Vergleich werden die Messwerte prozentrelativiert. Die Werte der Tiere vor 

Ovx der ersten pQCT-Messung werden gleich 100% gesetzt. 

 

Folgende Knochendichteparameter und Knochengeometrieparameter wurden gemessen 

und ausgewertet: 

 

Knochenparameter Abkürzung Einheit 
Spongiosadichte TRAB DEN mg/cm³ 
Spongiosamasse TRAB CNT mg * 
Endostale Fläche TRAB A mm² 
Kortikalisdichte CRT DEN mg/cm³ 
Kortikalismasse CRT CNT mg * 
Fläche der Kortikalis CRT A mm² 

*der Wert bezieht sich auf die Mineralmasse einer Scheibe von 1mm Dicke 

Tabelle 3: Ausgewählte Messparameter des Knochens 
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3  Ergebnisse 

3.1 Futtermenge 

3.1.1 Durchschnittlicher Tagesfutterverbrauch der Ratten unter 3-
monatiger Applikation mit sojafreiem und sojahaltigem Futter von 
E2, A-diol, NP, 4-MBC und OMC 
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Abbildung 11: Futtermenge [g/Tier/d] unter 3-monatiger Applikation mit sojafreiem Futter von E2 (0,61mg/d),  A-

diol (2,90mg/d), NP low (0,43mg/d), NP high (1,78mg/d), 4-MBC low (59,28mg/d), 4-MBC high 
(258,38mg/d), OMC low (52,48mg/d) und OMC high (278,88mg/d) 
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Abbildung 12: Futtermenge [g/Tier/d] unter 3-monatiger Applikation mit sojahaltigem Futter von E2 

(0,58mg/d), NP high (1,88mg/d), 4-MBC high (298,63mg/d) und OMC high (272 mg/d) 
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Die Abbildungen 11 und 12 zeigen, dass nach Ovx der durchschnittliche 

Futterverbrauch bei allen Tieren zunimmt. Unter E2-Gabe zeigt sich im Vergleich zu 

den anderen Gruppen nach Ovx ein verhältnismäßig geringerer Futterverbrauch. 

Bezüglich der Gabe von sojahaltigem oder sojafreiem Futter zeigt sich kein 

Unterschied . 
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3.2 Körpergewicht 
 

3.2.1 Effekte von E2, A-diol, NP, 4-MBC und OMC (3 Monate     
Applikation mit sojafreiem und sojahaltigem Futter) auf das 
durchschnittliche Körpergewicht der Ratten 
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Abbildung 13:   Körpergewicht [g] unter 3-monatiger Applikation mit sojafreiem Futter von E2 

(0,61mg/d), A-diol (2,90mg/d), NP low (0,43mg/d), NP high (1,78mg/d), 4-MBC low 
(59,28mg/d), 4-MBC high (258,38mg/d), OMC low (52,48mg/d) und OMC high 
(278,88mg/d), +p<0,05 versus prae Ovx, *p<0,05 versus Ovx 
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Abbildung 14: Körpergewicht [g] unter 3-monatiger Applikation mit sojahaltigem Futter von E2 

(0,58mg/d), NP high (1,88mg/d), 4-MBC high (298,63mg/d) und OMC high (272 mg/d), 
+p<0,05 versus prae Ovx soy, *p<0,05 versus Ovx soy 
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Abbildung 13 zeigt, dass nach Ovx das durchschnittliche Körpergewicht der Tiere in 

fast allen Gruppen  signifikant zunimmt. Nur in der E2-Gruppe ist die Zunahme des 

Körpergewichts deutlich geringer und daher nicht signifikant. Das Gewicht der Tiere der 

E2-, 4-MBC- und OMC- Gruppen ist signifikant geringer als in der Ovx-Gruppe. 

Abbildung 14 bestätigt, dass E2-Gabe eine deutlich geringere Erhöhung des 

Körpergewichts nach Ovx bewirkt. Die zusätzliche Gabe von sojahaltigem Futter 

bewirkt keine Veränderung. 
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3.3  Knochendichtemessung in der Metaphyse der Tibia 
 

3.3.1 Effekt von E2, A-diol, NP, 4-MBC und OMC (Applikation 3 Monate 
mit sojafreiem und sojahaltigem Futter) auf die metaphysäre 
Spongiosadichte der ovarektomierten Ratte 
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Abbildung 15:  Spongiosadichte der Tibiametaphyse vor und nach 3-monatiger Applikation mit sojafreiem 

Futter von E2 (0,61mg/d),   A-diol (2,90mg/d), NP low (0,43mg/d), NP high (1,78mg/d), 4-
MBC low (59,28mg/d), 4-MBC high (258,38mg/d), OMC low (52,48mg/d) und OMC high 
(278,88mg/d), +p<0,05 versus prae Ovx, *p<0,05 versus Ovx 
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Abbildung 16: Spongiosadichte der Tibiametaphyse vor und nach 3-monatiger Applikation mit sojahaltigem 

Futter von E2 (0,58mg/d), NP high (1,88mg/d), 4-MBC high (298,63mg/d) und OMC high (272 
mg/d), +p<0,05 versus prae Ovx soy, *p<0,05 versus Ovx soy, ° p<0,05 versus Ovx 
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In Abbildung 15 wird dargestellt, wie die Spongiosadichte nach Ovx bei allen Tieren 

signifikant abfällt. Im Vergleich zur Ovx-Gruppe ist dieser Abfall der Spongiosadichte bei 

den Tieren unter E2-, NP-high-, 4-MBC-low- und 4-MBC-high-Applikation signifikant 

geringer. 

Abbildung 16 zeigt, dass unter Gabe von sojahaltigem Futter die Spongiosadichte 

ebenfalls in allen Gruppen nach Ovx signifikant abnimmt. In der E2-soy-Gruppe ist die 

Höhe dieser Abnahme signifikant geringer als in der Ovx-soy-Gruppe. Die Tiere der NP- 

high-soy-Gruppe zeigen eine signifikant stärkere Abnahme der Spongiosadichte  als die 

Ovx-soy-Tiere. 

Im Vergleich von Abbildung 15 und 16 wird deutlich, dass die alleinige Gabe von 

sojahaltigem Futter bewirkt, dass die Spongiosadichte nach Ovx signifikant weniger abfällt 

als unter sojafreiem Futter. 
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3.3.2 Effekt von E2, A-diol, NP, 4-MBC und OMC (3 Monate Applikation 
mit sojafreiem und sojahaltigem  Futter) auf die metaphysäre 
Kortikalisdichte der ovarektomierten Ratte 
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Abbildung 17:  Kortikalisdichte der Tibiametaphyse vor und nach 3-monatiger Applikation mit sojafreiem 

Futter von E2 (0,61mg/d),   A-diol (2,90mg/d), NP low (0,43mg/d), NP high (1,78mg/d), 4-
MBC low (59,28mg/d), 4-MBC high (258,38mg/d), OMC low (52,48mg/d) und OMC high 
(278,88mg/d), +p<0,05 versus prae Ovx, *p<0,05 versus Ovx 
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Abbildung 18: Kortikalisdichte der Tibiametaphyse vor und nach 3-monatiger Applikation mit sojahaltigem 

Futter von E2 (0,58mg/d), NP high (1,88mg/d), 4-MBC high (298,63mg/d) und OMC high (272 
mg/d), +p<0,05 versus prae Ovx soy, *p<0,05 versus Ovx soy 
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In den Abbildungen 17 und 18 nimmt die Kortikalisdichte nach Ovx bei allen Tieren 

signifikant zu. Die 4-MBC-high-Gruppe aus Abbildung 17 zeigt einen signifikant geringeren 

Anstieg der Kortikalisdichte nach Ovx. 

In der E2-soy-Gruppe in Abbildung 18 zeigt sich eine signifikant deutlichere Erhöhung der 

Kortikalisdichte nach Ovx. 
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3.4 Ergebnisse der Knochenmassemessungen in der Tibiametaphyse 
 

3.4.1 Effekt von E2, A-diol, NP, 4-MBC und OMC (3 Monate Applikation 
mit sojafreiem und sojahaltigem Futter) auf die Spongiosamasse 
der Metaphyse der ovarektomierten Ratte 
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Abbildung 19:  Spongiosamasse der Tibiametaphyse vor und nach 3-monatiger Applikation mit sojafreiem 

Futter von E2 (0,61mg/d),   A-diol (2,90mg/d), NP low (0,43mg/d), NP high (1,78mg/d), 4-
MBC low (59,28mg/d), 4-MBC high (258,38mg/d), OMC low (52,48mg/d) und OMC high 
(278,88mg/d), +p<0,05 versus prae Ovx, *p<0,05 versus Ovx 
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Abbildung 20: Spongiosamasse der Tibiametaphyse vor und nach 3-monatiger Applikation mit sojahaltigem 

Futter von E2 (0,58mg/d), NP high (1,88mg/d), 4-MBC high (298,63mg/d) und OMC high (272 
mg/d), +p<0,05 versus prae Ovx soy, *p<0,05 versus Ovx soy, ° p<0,05 versus Ovx 
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Abbildung 19 zeigt, dass die Spongiosamasse der Tiere durch Ovx abnimmt. Bei den 

Tieren der E2- und 4-MBC-high-Gruppen nimmt die Spongiasamasse nach Ovx zu und ist 

damit wie bei den Tieren der NP-high- und 4-MBC-low-Gruppen signifikant höher als in der 

Ovx-Gruppe. 

In Abbildung 20 ist sichtbar, dass die alleinige Gabe von sojahaltigem Futter einen Abfall 

der Spongiosamasse verhindert, dieses Ergebnis ist signifikant gegenüber den ovx Tieren. 

Bei den Tieren der 4-MBC-high-soy-Gruppe nimmt die Spongiosamasse nach Ovx sogar 

zu. In der E2-soy-Gruppe nimmt die Spongiosamasse nach Ovx leicht ab. Die Tiere der 

NP-high-soy-Gruppe zeigen im Vergleich zu den anderen Gruppen der Abbildung 20 einen 

signifikant stärkeren Abfall der Spongiosamasse. 
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3.4.2 Effekt von E2, A-diol, NP, 4-MBC und OMC (3 Monate Applikation 
mit sojafreiem und sojahaltigem Futter) auf die Kortikalismasse 
der Metaphyse 
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Abbildung 21:  Kortikalismasse der Tibiametaphyse vor und nach 3-monatiger Applikation mit sojafreiem 
Futter von E2 (0,61mg/d),   A-diol (2,90mg/d), NP low (0,43mg/d), NP high (1,78mg/d), 4-
MBC low (59,28mg/d), 4-MBC high (258,38mg/d), OMC low (52,48mg/d) und OMC high 
(278,88mg/d), +p<0,05 versus prae Ovx, *p<0,05 versus Ovx 
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Abbildung 22: Kortikalismasse der Tibiametaphyse vor und nach 3-monatiger Applikation mit sojahaltigem 

Futter, von E2 (0,58mg/d), NP high (1,88mg/d), 4-MBC high (298,63mg/d) und OMC high (272 
mg/d), +p<0,05 versus prae Ovx soy, *p<0,05 versus Ovx soy 
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In den Abbildungen 21 und 22 wird deutlich, dass die Kortikalismasse bei allen Tieren 

nach Ovx zunimmt. Bei den sojafreien Tieren aus Abbildung 21 nimmt die Kortikalismasse 

nach Ovx in der E2- und OMC-high-Gruppe signifikant geringer zu, als in der Ovx-Gruppe. 

Abbildung 24 zeigt, dass bei den E2-soy-Tieren die Kortikalismasse signifikant geringer 

ansteigt als in der Ovx-Gruppe. 
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3.5 Ergebnisse der Messung der endostalen Fläche in der Metaphyse 
der Tibia 

3.5.1 Effekt von E2, A-diol, NP, 4-MBC und OMC (3 Monate Applikation 
mit sojafreiem und sojahaltigem Futter) auf die endostale Fläche 
der Tibiametaphyse 
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Abbildung 23:   Endostale Fläche der Tibiametaphyse vor und nach 3-monatiger Applikation mit sojafreiem 

Futter von E2 (0,61mg/d),   A-diol (2,90mg/d), NP low (0,43mg/d), NP high (1,78mg/d), 4-
MBC low (59,28mg/d), 4-MBC high (258,38mg/d), OMC low (52,48mg/d) und OMC high 
(278,88mg/d), +p<0,05 versus prae Ovx, *p<0,05 versus Ovx 
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Abbildung 24: Endostale Fläche der Tibiametaphyse vor und nach 3-monatiger Applikation mit sojahaltigem 

Futter, von E2 (0,58mg/d), NP high (1,88mg/d), 4-MBC high (298,63mg/d) und OMC high (272 
mg/d), +p<0,05 versus prae Ovx soy, *p<0,05 versus Ovx soy 
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Die Abbildungen 23 und 24 lassen erkennen, dass die endostale Fläche bei allen Tieren 

nach Ovx signifikant zunimmt. In der 4-MBC-high-Gruppe ist die endostale Fläche 

signifikant höher als in der Ovx-Gruppe. 

Bei den Tieren der E2-soy-Gruppe in Abbildung 24 ist die Zunahme der endostalen Fläche 

signifikant geringer als bei den Tieren der Ovx-soy-Gruppe. 
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3.5.2 Effekt von E2, A-diol, NP, 4-MBC und OMC (3 Monate Applikation 
mit sojafreiem und sojahaltigem Futter) auf die Fläche der 
Kortikalis der Metaphyse der ovarektomierten Ratte 
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Abbildung 25: Fläche der Kortikalis der Tibiametaphyse vor und nach 3-monatiger Applikation mit sojafreiem 

Futter von E2 (0,61mg/d),   A-diol (2,90mg/d), NP low (0,43mg/d), NP high (1,78mg/d), 4-MBC 
low (59,28mg/d), 4-MBC high (258,38mg/d), OMC low (52,48mg/d) und OMC high 
(278,88mg/d), +p<0,05 versus prae Ovx, *p<0,05 versus Ovx 
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Abbildung 26:Fläche der Kortikalis der Tibiametaphyse vor und nach 3-monatiger Applikation mit 

sojahaltigem Futter von E2 (0,58mg/d), NP high (1,88mg/d), 4-MBC high (298,63mg/d) und 
OMC high (272 mg/d), +p<0,05 versus prae Ovx soy, *p<0,05 versus Ovx soy 

 

 

 



 

 39 

Abbildung 25 macht deutlich, dass die Kortikalisfläche nach Ovx zunimmt. Unter E2- 

Applikation zeigt sich eine Abnahme der Kortikalisfläche, diese ist hier signifikant geringer 

als in der Ovx-Gruppe. Die Tiere der OMC-high-Gruppe weisen ebenfalls eine signifikant 

geringere Kortikalisfläche auf als die ovx Tiere. 

Bei den sojahaltigen Gruppen der Abbildung 26 zeigt sich nach Ovx in der E2-soy-Gruppe 

eine signifikant geringere Kortikalisfläche als bei den ovx Tieren. 
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4 Diskussion 

4.1 Ziele  

In meiner Arbeit  steht  die  Wirkung   der   Endokrinen   Disruptoren    Nonylphenol, OMC, 

4-MBC und der Phytoöstrogene auf den Knochen der ovx Ratte im Mittelpunkt. Die ovx 

Ratte stellt dabei ein Modell für postmenopausale Frauen dar. Daraus soll abgeleitet 

werden, inwieweit sich die Osteoporose der Frauen in der Postmenopause durch 

Anwesenheit von Endokrinen Disruptoren in der Umwelt möglicherweise verstärkt. Zum 

Vergleich testeten wir den bekannten Effekt von 17β-Estradiol auf den Knochen. Weiterhin 

soll festgestellt werden ob A-diol in diesem Versuch eine Wirkung auf den Knochen hat. 

Hierfür werden die genannten Substanzen weiblichen Sprague-Dawley-Ratten über 3 

Monate per Futter verabreicht. Die verschiedenen Knochenparameter werden per pQCt 

vor und nach Ovarektomie unter der Futterapplikation gemessen. 

Es wird im Vergleich mit 17β-Estradiol untersucht, ob die in Sojaprodukten enthaltenen 

Isoflavone ein Fortschreiten der Osteoporose in der Postmenopause hemmen. 

Die Unterschiede des Knochenumbaus in spongiösem und kortikalem Knochen in der 

Postmenopause sollen durch Vergleich der analysierten Knochenparameter untersucht 

werden. 

 

4.2 Futterverbrauch und Körpergewicht 

In der Menopause kommt es zu einem Abfall der Östrogenspiegel. Das kann zu einer 

Zunahme des Körperfettgewebes und somit zu einer Gewichtszunahme bei 

postmenopausalen Frauen führen (Lovejoy et al. 2008). Diese Aussage spiegelt sich in 

meinen Ergebnissen wider. Nach Ovx nimmt das Körpergewicht aller Tiere signifikant zu, 

nur die Tiere, welche eine E2-Substitution erhielten, zeigten keine signifikante Zunahme 

des Körpergewichts, das korreliert auch mit einem geringeren Futterverbrauch. ERα-

Knockout-Mäuse zeigen eine deutliche Zunahme des Fettgewebes, ERα ist also der 

dominante Rezeptor im Fettgewebe (Naaz et al. 2003). Es ist nach meinen Ergebnissen 

anzunehmen, dass E2 über eine Bindung an den ERα eine deutliche Zunahme des 

Fettgewebes bei der ovx Ratte verhindert. Die Gabe von sojahaltigem Futter mit darin 

enthaltenen Phytoöstrogenen bewirkt im Vergleich zur E2-Gruppe keine Reduktion der 

Körpergewichtszunahme nach Ovx. Dieses Ergebnis stimmt mit dem von Selvaraj et al. 
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überein, in deren Studie ovx Mäusen ein Metabolit des Phytoöstrogens Daidzein appliziert 

wurde; das führte nicht zu einer Gewichtsreduktion und hatte keinen Einfluss auf das 

Fettgewebe (Selvaraj et al. 2004). Die Tiere, welche 4-MBC und OMC per Futter erhielten, 

wiesen eine im Vergleich zu den ovx Tieren signifikant geringere Zunahme des 

Körpergewichtes auf, allerdings nicht so ausgeprägt wie in der E2-Gruppe. Hier kann man 

vermuten, dass ebenfalls eine Bindung an den ERα stattgefunden haben könnte und somit 

die Gewichtszunahme nach Ovx nicht so ausgeprägt ist. Allerdings zeigt sich bei diesen 

Tieren keine passende Korrelation zum Futterverbrauch. 

 

4.3 Beurteilung der gemessenen Knochenparameter anhand der Ovx 
und 17ββββ-Estradiol Wirkung auf den Knochen 

Um die unterschiedlichen gemessenen Knochenparameter in Bezug auf ihre Aussagekraft 

über die Knocheneigenschaften in der Postmenopause beurteilen zu können, werden hier 

zunächst die Werte der E2-Gruppen mit denen der Ovx-Gruppen verglichen. Abb. 15 

belegt, dass die Spongiosadichte nach Ovarektomie erwartungsgemäß deutlich abfällt. 

Der Abfall der Dichte des spongiösen Knochens ist in der E2-Gruppe signifikant geringer. 

Dieses Ergebnis bestätigt, dass postmenopausale Knochenveränderungen durch 

Östrogensubstitution verhindert oder zumindest reduziert werden (Turner et al. 1994). Die 

Spongiosadichte ist also ein geeigneter Parameter um postmenopausale Osteoporose zu 

diagnostizieren (Raisz 2005b). Lindberg et al. zeigten, dass der durch Östrogene 

induzierte antiosteoporotische Effekt bei weiblichen Mäusen durch ERα vermittelt wird 

(Lindberg et al. 2001). Nach unseren Messungen bestätigt sich die These einer Bindung 

von E2 an ERα im Knochen. 

Die Spongiosamasse fällt in der Ovx-Gruppe ebenfalls wie erwartet deutlich ab (Abb. 19). 

Im Vergleich bewirkt die 17β-Estradiol-Substitution trotz Ovx sogar einen signifikanten 

Anstieg der Spongiosamasse.  

Die Dichte des kortikalen Knochens steigt nach Ovx allein und in der E2-Gruppe 

gleichermaßen an (Abb. 17). Laut Gasser et al. ist es auch nicht zu erwarten, dass sich die 

Kortikalisdichte durch Ovx stark verändert. Weiterhin hängen die Messwerte der 

Kortikalisdichte stark davon ab, wie weit distal des Kniegelenks gemessen wird (Gasser et 

al. 1995). Die Kortikalismasse erhöht sich ebenfalls in der E2-Gruppe sowie in der Ovx- 
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Gruppe (Abb. 21), trotzdem ist die Kortikalismasse der Tiere der E2-Gruppe signifikant 

geringer als in der Ovx-Gruppe. In einer Studie von Gasser et al. wurde die proximale 

Tibiametaphyse bei 15 Monate alten Ratten per pQCT gemessen. In dieser genannten 

Studie wurde bereits 2 Wochen nach Ovx eine deutlich erniedrigte Kortikalismasse 

gemessen (Gasser et al. 1995). Wiederum in einer anderen pQCT Messung von Breen et 

al. wurde die proximale Tibia von ovx Ratten in vivo und nachfolgend ex vivo gemessen. 

Die dort gemessenen Parameter des kortikalen Knochens in vivo und ex vivo schwankten 

sehr stark und es bestand keine Korrelation zu einander (Breen et al. 1996). 

Zusammenfassend weisen sowohl Ovx allein als auch E2 keinen eindeutigen Effekt auf 

den kortikalen Knochen auf. Yoshiko et al. stellten fest, dass durch Ovx ausgelöster 

Östrogenmangel bevorzugt Knochenresorption in spongiösem Knochen verursacht, daher 

sei anzunehmen, dass Östrogen in erster Linie den Knochenumbau in der Spongiosa 

reguliert (Riggs et al. 2002). Diese Aussage erklärt zumindest den insgesamt geringen 

Effekt von Ovx und 17β-Estradiol auf die Kortikalsdichte (Abb. 17) und die Kortikalismasse 

(Abb. 21). 

Die endostale Fläche steigt in der Ovx-Gruppe wie in der E2-Gruppe an (Abb. 23). Gasser 

beschrieb, dass die Messwerte des pQCT Systems für die flächenbezogenen 

Querschnittswerte nicht genau seien, da es die Werte mit Hilfe eines planen 1mm dicken 

Schnittes berechne und damit die dreidimensionale Struktur nicht berücksichtigt werde 

(Gasser 1995). In dieser Messung erhöht sich die endostale Fläche nach Ovx in allen 

Gruppen deutlich, es zeigt sich keine signifikante Wirkung durch alleinige E2-Gabe (Abb. 

23). Nach Lind et al. korrelieren vor allem die Gesamtquerschnittsfläche des Knochens 

und die Fläche des kortikalen Knochens mit den mechanischen Eigenschaften des 

Knochens, wie der Härte und Stärke (Lind et al. 2001). Die Fläche der Kortikalis steigt 

nach Ovx allein minimal an, in der E2-Gruppe war im Vergleich eine signifikant niedrigere 

Fläche der Kortikalis zu messen (Abb. 25). Diese Resultate sprechen eindeutig dagegen, 

dass die Querschnittsfläche der Kortikalis mit den mechanischen Eigenschaften des 

Knochens korreliert, da zumindest beim Menschen in der Postmenopause hohe 

Östrogenspiegel mit einem geringeren Frakturrisiko einhergehen (Garnero et al. 2000, 

Kuchuk et al. 2007).  

Aus den oben genannten Erkenntnissen resultiert, dass in erster Linie die Bewertung der  

Spongiosadichte und Spongiosamasse Aufschluss darüber geben, ob eine östrogene oder 
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Östrogen-ähnliche Wirkung am Knochen erfolgt ist oder nicht. 

Daher wird die Wirkung der Endokrinen Disruptoren und auch A-diol in erster Linie anhand 

dieser Knochenparameter bewertet. 

Die Resultate bestätigen, dass postmenopausale Osteoporose zunächst hauptsächlich 

den spongiösen Knochen betrifft. 

 

4.4 Wirkung von A-diol auf den Knochen 

Androgenen wurde eine knochenprotektive Wirkung zugeschrieben, die Androgen- 

Serumspiegel postmenopausaler Frauen korrelieren positiv mit der Knochendichte 

(Buchanan et al. 1988). In den hier durchgeführten pQCT-Messungen zeigte A-diol in der 

hier verwendeten Dosierung keine Wirkung auf die Knochenparameter. Spongiosamasse 

und Spongiosadichte verhielten sich wie in der Ovx-Gruppe (Abb. 15 und Abb. 21). 

Knochenprotektive Effekte werden überwiegend über ERα vermittelt. Da A-diol in meiner 

Arbeit keinerlei Wirkung auf die gemessenen Knochenparameter zeigt, unterstützt dies die 

These, dass A-diol ein Ligand an ERβ sein könnte (Wahlgren et al. 2008).  

 

4.5 Wirkung von Endokrinen Disruptoren  
 

4.5.1 Wirkung von Phytoöstrogenen 

Phytoöstrogene haben einen positiven Einfluss auf den postmenopausalen 

Knochendichteverlust (Arena et al. 2002). In dieser Untersuchung war die Abnahme der 

Spongiosadichte in der Ovx-soy-Gruppe signifikant geringer als in der Ovx-Gruppe (Abb. 

15 u. Abb 16). Dieses Ergebnis deckt sich mit den Resultaten von Mathea et al, die 

nachwiesen, dass Genistein und Dadizein die Knochendichte nach Ovx erhöhen (Mathey 

et al. 2007). Die Spongiosamasse stieg nach Ovx unter der Gabe von sojahaltigem Futter 

sogar diskret an, dieses Resultat ist signifikant gegenüber der Ovx-Gruppe. In einer 

veröffentlichten Studie erhielten Ratten für 3 Monate isoflavonreiches Futter. Zwei Monate 

nach Ovx war bei diesen Tieren die Knochenmasse ebenfalls erhöht (Tsuang et al. 2008). 

In einer Studie von Hertrampf et al. bewirkte Genistein über einen ERα abhängigen 

Mechanismus eine knochenprotektive Wirkung bei der ovx Ratte (Hertrampf et al. 2007). 
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Die Phytoöstrogene zeigen auch nach meinen Ergebnissen wie erwartet eine 

knochenprotektive Wirkung. Der Effekt auf die gemessenen Knochenparameter ist ähnlich 

wie der des 17β-Estradiols, so dass  eine Wirkung mit Bindung an den ERα im Knochen 

anzunehmen ist. Da in meiner Arbeit die jeweilige Wirkung der Einzelsubstanzen auf den 

Knochen im Vordergrund steht, wurde bewusst darauf verzichtet alle sojafreien Gruppen 

gegenüber den sojahaltigen Gruppen auf Signifikanzen zu testen. 

 

4.5.2 4-Nonylphenol 

4-Nonylphenol zeigt östrogene Aktivität in vivo und in vitro (Kwack et al. 2002). 

Es  konnte   nachgewiesen   werden,   dass   NP   am  isolierten  Maus  Uterus 

Östrogenrezeptor bindet (Shelby et al.1996). In unserer Untersuchung der 

Knochenparameter bewirkt die Applikation von  NP in hoher Dosierung einen im Vergleich 

zu den ovx Tieren signifikant geringeren Abfall der Spongiosamasse und Spongiosadichte 

der Tiere (Abb. 19 und Abb. 15). Alle anderen Knochenparameter werden nicht 

beeinflusst.  

Laut Safe et al bindet 4-Nonylphenol an ERα und ERβ ( Safe et al. 2001). Tollefsen et al. 

belegten bei Regenbogenforellen, dass 4-Nonylphenol mit 17β-Estradiol um die Bindung 

an den ERα konkurriert (Tollefsen et al. 2002). Da am Knochen vor allem ERα östrogene 

Wirkung vermittelt, ist es auch nach meinen Ergebnissen möglich, dass NP in der Lage ist 

an diesen ER zu binden. Der Effekt von NP high ist aber vergleichsweise nicht annähernd 

so stark wie der von E2. Das ist in anderen Studien vorbeschrieben (Safe et al. 2002). 

Eine Wirkung auf den Knochen über andere Mechanismen als den ERα ist nicht 

ausgeschlossen. Das stimmt mit der Aussage überein, dass NP zwar östrogene Wirkung 

u.a. auch durch Bindung an ER zeigt, diese allerdings in verschiedenen Organen 

unterschiedlich ausgeprägt ist  ( Watanabe et al. 2004). 

Da NP in der geringeren Dosierung keinen Effekt zeigt, scheint hier die gegebene 

Substanzmenge zu niedrig zu sein. Es wäre interessant zu sehen, ob NP in einer noch 

höheren Dosierung als hier gewählt einen stärkeren östrogenen Effekt auf den Knochen 

hat. 

Bei den Tieren, die sojahaltiges Futter erhielten, fällt unter NP-Applikation auf, dass 

sowohl Knochendichte als auch Knochenmasse signifikant niedriger sind als bei den ovx 

Tieren (Abb. 16 und Abb.20). Dieser im Vergleich starke Abfall war nicht erwartet worden. 
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Möglicherweise verhindert die Anwesenheit von NP eine Bindung von Phytoösttrogenen 

an den ERα. Aufgrund dieses unerwarteten Ergebnisses sind jedoch auch Messfehler 

nicht auszuschließen. 

4.5.3 Wirkung der UV-Filter OMC und 4-MBC auf den Knochen 

Die UV-Filter OMC und 4-MBC zeigen östrogene Aktivität in vivo und in vitro (Schlumpf et 

al. 2001). Die orale Applikation von OMC hat sowohl in niedriger als auch in hoher 

Dosierung keinen Effekt auf die Spongiosadichte  (Abb. 15) oder auf die Spongiosamasse 

(Abb. 19). OMC weist nach unseren Ergebnissen also keinerlei östrogene Wirkung auf den 

Knochen auf, so dass eine Bindung von OMC an ERα ausgeschlossen erscheint. 

4-MBC bewirkt in den durchgeführten Messungen durchaus östrogene Effekte. 

In der 4-MBC-low- und in der 4-MBC-high-Gruppe war der Abfall der Spongiosadichte  

signifikant geringer als in der Ovx-Gruppe (Abb. 15), also ähnlich der E2-Wirkung. 

Gleiches gilt für die Spongiosamasse. In der 4-MBC-low- und in der 4-MBC-high-Gruppe 

waren die Werte signifikant höher als in der Ovx-Gruppe, wieder vergleichbar mit der E2- 

Gruppe (Abb. 21). Diese Resultate passen zu der Erkenntnis von Schlumpf et al., dass 4-

MBC mehr östrogene Aktivität zeigt als andere UV Filter (Schlumpf et al. 2001), da 4-MBC 

hier  im Vergleich zu OMC eine deutliche östrogene Wirkung hat. Nach den Resultaten der 

Beeinflussung der Spongiosadichte und der Spongiosamasse durch 4-MBC wäre es 

möglich, dass 4-MBC an Östrogenrezeptoren im Knochen bindet und wie E2 wirkt. 

Beweisen ließe sich diese Aussage selbstverständlich nur durch molekularbiologische 

Methoden. Laut Schlumpf et al. ist 4-MBC in der Lage an rekombinanten humanen ERβ zu 

binden, eine Bindung an ERα konnte nicht nachgewiesen werden (Schlumpf et al. 2004a).  

Die östrogene Wirkung am Knochen wird jedoch über ERα vermittelt (Vidal et al. 2000). 

Da 4-MBC in unseren Messungen eine dem E2 sehr ähnliche Wirkung zeigt, ist nach den 

vorliegenden Ergebnissen eine Bindung von 4-MBC an ERα anzunehmen. Da 4-MBC also 

die Spongiosamasse und die Spongiosadichte in der Postmenopause ähnlich wie E2 

erhöht, wäre dieser Effekt zunächst positiv zu bewerten, da der Knochenmasseverlust und 

Knochendichteverlust ja durch 4-MBC geringer ist. Jedoch lässt sich durch die 

gemessenen Knochenparameter keine Aussage über die Qualität des Knochens und ein 

nachfolgendes Frakturrisiko treffen. Weiterhin ist zu bedenken, dass der Mensch in der 

Umwelt einer Mischung von Endokrinen Disruptoren ausgesetzt ist. Kombinationen aus 

mehreren UV-Filtern zeigen durchaus synergistische Effekte (Kunz und Fent 2006). 
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5 Zusammenfassung 

In meiner Arbeit wurde die Wirkung von den Endokrinen Disruptoren 4-MBC, OMC, NP 

und Phytoöstrogenen sowie 17β-Estradiol und A-diol auf den Knochen der 

ovarektomierten Ratte untersucht. Die ovarektomierte Ratte ist ein etabliertes Modell für 

postmenopausale Osteoporose. Durch diesen Versuch sollte festgestellt werden, ob 

Endokrine Disruptoren eine Wirkung auf die Knochen von postmenopausalen Frauen 

haben. Daraus resultierend sollte abgeleitet werden, ob ED den postmenopausalen 

Knochenabbau verstärken bzw. beeinflussen und insbesondere die Phytoöstrogene 

diesen hemmen. 

Bei den Tieren, die ausschließlich sojafreies Haltungsfutter erhielten, fiel die 

Spongiosadichte des Knochens nach Ovarektomie wie erwartet deutlich ab, durch 

Applikation von 17β-Estradiol per Futter konnte der Knochendichteverlust nach 

Ovarektomie deutlich reduziert werden. Diese erwarteten Effekte bestätigen, dass die 

ovarektomierte Ratte ein geeignetes Versuchsmodell für Knochenveränderungen der 

postmenopausalen Frau ist. 

A-diol zeigt im Vergleich zu 17β-Estradiol in dieser Untersuchung keine Wirkung auf den 

Knochen. Eine Bindung an ERα scheint somit ausgeschlossen und unterstützt die These, 

dass A-diol ein Ligand an ERβ ist.  

4-MBC zeigt nach meinen Ergebnissen eindeutig Östrogen-ähnliche Effekte auf den 

spongiösen Knochen. Nach Ovarektomie fielen die Spongiosadichte sowie die 

Spongiosamasse in den 4-MBC-Gruppen signifikant geringer ab als in der Ovx-Gruppe, 

ähnlich wie in den E2-Gruppen. Der Effekt verstärkt sich noch durch die höhere 

Dosierung. 

Eine Bindung von 4-MBC an ERα im Knochen und daraus resultierende östrogene 

Wirkung ist damit durchaus anzunehmen.  

NP bewirkt in der höheren Dosierung Östrogen-ähnliche Wirkung am Knochen, allerdings 

deutlich schwächer als 17β-Estradiol, so dass hier offensichtlich eine dosisabhängige 

Wirkung besteht. OMC zeigt in den hier verwendeten Dosierungen keine Östrogen-

ähnliche Wirkung am Knochen. 4-MBC hat also im Vergleich zu NP und OMC die größte 

östrogene Wirkung auf den Knochen. Inwieweit die Wirkung von 4-MBC auf die 

Spongiosadichte mit der Stabilität des Knochens korreliert, lässt sich hier nicht feststellen.  

Phytoöstrogene sollen ebenfalls knochenprotektive Eigenschaften ähnlich den Östrogenen 
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besitzen und postmenopausale Osteoporose also positiv beeinflussen. 

Diese These lässt sich nach den hier erstellten Ergebnissen bestätigen. Der Abfall der 

Spongiosadichte nach Ovarektomie ist unter Phytoöstrogenapplikation signifikant geringer. 

Die Wirkung ist ähnlich der des 17β-Estradiols, jedoch nicht so stark ausgeprägt. Eine 

Bindung von Phytoöstrogenen an ERα des Knochens ist daher nahezu bestätigt. 

Von den hier per pQCT gemessenen Knochenparametern weisen nur die Masse und 

Dichte des spongiösen Knochens die erwarteten Veränderungen auf. Selbst 17β-Estradiol 

hat keinen Effekt auf die kortikalen Knochenparameter. Dies bestätigt, dass sich 

postmenopausale Veränderungen schneller am spongiösen Knochen zeigen. 

Spongiosamasse und Spongiosadichte sind entsprechend den Ergebnissen meiner Arbeit 

die geeignetsten Knochenparameter zur Osteoporose-Beurteilung. 

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass sich der durch die Ovarektomie verursachte 

Östrogenmangel nach 12 Wochen deutlich an der Tibiametaphyse darstellt. 

Durch Substitution von 17β-Estradiol und Phytoöstrogenen konnte der 

Knochendichteverlust gemindert werden. 

Als Endokriner Disruptor zeigte 4-MBC deutlich östrogene Wirkung auf den 

postmenopausalen Knochen, wohingegen NP nur geringen und OMC keinen Einfluss auf 

die Knochenparameter hat. 

Da die Kombination von NP und Phytoöstrogenen einen anderen Effekt zeigt als die Gabe 

der Einzelsubstanzen, wären Untersuchungen interessant, in denen eine Kombination 

mehrerer verschiedener Endokriner Disruptoren verabreicht wird. 
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