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Abkürzungsverzeichnis 

5-HT   5-Hydroxytryptamin  

%   Prozent 

ANOVA  analysis of variance 

AST   Aspartat-Aminotransferase 

ALT   Alanin-Aminotransferase 

CO₂   Kohlenstoffdioxid 
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DAB   Diaminobenzidin 

DNS   Desoxyribonucleinsäure 

E2   Estradiolbenzoat 
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ERβ   Östrogenrezeptor beta 

Gamma-GT  Gamma-Glutamyl-Transferase 

HDL   High Density Lipoprotein 

HET    Hormonersatztherapie 

HILI    Herb induced liver injury 

KG   Körpergewicht 

KRK   kolorektales Karzinom 

LDL   Low Density Lipoprotein 

MAO   Monoaminoxidase 

MMA   Methylmethacrylat 

NAFLD   Non-Alcoholic-Fat-Liver-Disease 

NASH   Non-Alcoholic-Steatohepatitis 

ovx   ovarektomiert 

Ovx   Ovarektomie 
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1. Einleitung           

In den vergangenen Jahren hat die Nachfrage nach Alternativen für die Hormonersatztherapie 

(HET) zur Linderung der menopausalen Beschwerden zugenommen, da sie aufgrund eines 

erhöhten Risikos vor allem für kardiovaskuläre Erkrankungen und Mammakarzinom immer 

mehr in die Kritik geraten ist. Zwei große epidemiologische Studien, die Million-Women-

Study und die Women`s Health Initiative (WHI), konnten diesen Effekt zeigen (Anderson et 

al. 2004; Beral 2003; Rossouw et al. 2002). Das erhöhte langfristige Risikoprofil der HET hat 

die Indikation für die Behandlung menopausaler Symptome mittels Hormonen stark einge-

schränkt. Meist werden nur schwerwiegende und stark einschränkende Symptome kurzfristig 

mit HET-Präparaten behandelt, um das Risiko für Nebenwirkungen möglichst gering zu hal-

ten. Die entstandene Lücke bei der Behandlung moderater Beschwerden oder der Behandlung 

über einen längeren Zeitraum wurde u.a. mit einigen Präparaten auf pflanzlicher Basis, soge-

nannten Phytotherapeutika, gefüllt.  Eine in der Therapie menopausaler Beschwerden etab-

lierte Pflanze ist die Traubensilberkerze (Cimicifuga racemosa = CR). Es konnte nachgewie-

sen werden, dass CR-Extrakt die Anzahl an Hitzewallungen reduzieren und eine protektive 

Wirkung auf Osteoporose und Osteopenie ausüben kann (Wuttke et al. 2003). Es gibt zurzeit 

32 Monopräparate mit CR-Extrakt in unterschiedlicher Konzentration und Dosierung auf dem 

Markt. Dazu kommt eine Vielzahl an pflanzlichen Kombinationspräparaten (ABDA-Stoffliste 

01/2013). Im Rahmen des Bayrischen Forschungsförderungsprogrammes „Osteoporosepro-

phylaxe mit pflanzlichen Wirkstoffen“ (AZ-838-08) wurde die Erforschung des CR BNO 

1055-Extraktes mit dem Ziel fortgesetzt, die einzelnen Wirksubstanzen des Extraktes zu iden-

tifizieren und auf ihre Wirksamkeit hin isoliert zu untersuchen. In einer Arbeitsgemeinschaft, 

zusammengesetzt aus der Arbeitsgruppe für Endokrinologie der Universitätsklinik Göttingen 

(Prof. W. Wuttke), dem Zentrum für Muskuloskelettale Forschung der Orthopädischen Klinik 

der Universität Würzburg (Prof. F. Jakob) und der Firma Bionorica SE mit Hauptsitz in Neu-

markt (Dr. Stechmann) wurden die Fraktionen des CR-Extraktes CR BNO 1055 aufgereinigt 

und in Subfraktionen getrennt (Siehe Schema Kapitel 1.3.1.). Diese Subfraktionen wurden in 

mehreren Dissertationen in Bezug auf ihre Wirkung in vivo am Tiermodell der weißen Labor-

ratte (Sprague-Dawley) getestet.  Das Ziel der vorliegenden Arbeit besteht darin, die metabo-

lischen Wirkungen, die Lebersicherheit der CR-Subfraktionen und ihren Effekt auf die Kolo-

nepithelproliferation im Vergleich zu Estradiolbenzoat und einer ovarektomierten (ovx) Kon-

trollgruppe zu untersuchen. 
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1.1. Das Klimakterium der Frau     

Das Klimakterium der Frau ist eine Phase, in welcher der weibliche Körper substantiellen 

Veränderungen durch den Verlust der Produktion an weiblichen Geschlechtshormonen unter-

worfen ist und welche mit einer Vielzahl an Beschwerden einhergehen kann. Das Klimakteri-

um dauert ca. 10-15 Jahre und wird unterteilt in die Prämenopause, Menopause, und Post-

menopause. Die Menopause wird definiert als 12-monatige Amenorrhoe durch den Funkti-

onsverlust der Ovarien und tritt  bei Frauen im Mittel im 51. Lebensjahr auf (Greendale et al. 

1999). Der Verlust der Fähigkeit zur Produktion von Östrogenen in den weiblichen Gonaden 

ist Folge einer follikulären Atresie (Blumel et al. 2000). Die Menopause ist assoziiert mit 

hormonellen Veränderungen. An erster Stelle steht dabei der Verlust der Östrogene (Rannevik 

et al. 1995). Der Östrogenmangel im Verlauf und als Folge der Umbauprozesse im Ovar hat 

Einfluss auf eine Reihe von Organsystemen und kann sich u.a. durch Hitzewallungen mit 

Schweißausbrüchen und Schlafstörungen und depressive Verstimmungen äußern (Hunter et 

al. 1986; Dennerstein et al. 2000; Roush 2012). Diese Symptome werden begleitet durch eine 

Reihe weiterer östrogenmangelbedingter Funktionsänderungen in Organsystemen, welche 

langfristig zu erhöhter Morbidität und Mortalität führen können. Hierunter fallen z.B. die er-

höhte Inzidenz von Osteoporose (Riis et al. 1996), koronarer Herzkrankheit (Grodstein 1995), 

dem metabolischen Syndrom, (Lobo 2008) und Harninkontinenz (Gracia et al. 2007).  

Starke vegetative Beschwerden führen oft zur Indikationsstellung für eine medikamentöse 

Therapie. Die Substitutionstherapie mit weiblichen Geschlechtshormonen, HET, ist die effek-

tivste Methode zur Linderung menopausaler Beschwerden (Davey 2012), kann jedoch ein 

erhöhtes Risiko für Krebserkrankungen wie Brustkrebs, Endometriumkarzinom (Beral 2003), 

Schlaganfälle (Hendrix et al. 2006) und koronare Herzkrankheit mit sich bringen (Beral 2003; 

Rossouw et al. 2002). 
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1.2. Tiermodell der Menopause        

Die weiße Laborratte (SD-Ratte) ist ein viel verwendetes Tiermodell in der medizinischen 

Forschung. Zum einen lassen sich medikamentöse Effekte durch deren kürzere Lebensdauer 

von 18 Monaten schneller untersuchen und zum anderen gleichen die endokrinologischen 

Regelkreise weitestgehend denen des Menschen. Die weibliche Ratte hat jedoch unter physio-

logischen Bedingungen kein Klimakterium. Durch Ovarektomie lassen sich die Ratten einem 

hormonellen Zustand nahe bringen, welcher dem Zustand der Postmenopause entspricht. Die 

Ratte ist ein gut etabliertes Versuchstier zur Untersuchung von Hitzewallungen und klimakte-

rischen Beschwerden (Kapur et al. 2010). Aus diesem Grund, und weil Ratten wegen ihres 

schnelleren Entwicklungszyklus auch schnell auf induzierte hormonelle Veränderungen rea-

gieren, eignet sich die Ratte gut als Modell für die Erforschung  der Postmenopause (Bellino 

2000; Kalu 1991). 

 

1.3. Cimicifuga racemosa BNO 1055 und Subfraktionen 

In den letzten Jahren hat die Verwendung von Alternativpräparaten zur Linderung post-

menopausaler Beschwerden an Bedeutung gewonnen. CR-Extrakt hat sich im Verlauf in eini-

gen Studien als mildernd in Bezug auf postmenopausale Beschwerden gezeigt, in anderen 

Studien wurde hingegen kein signifikanter Effekt gesehen (Osmers et al. 2005; Frei-Kleiner et 

al. 2005; Seidlová-Wuttke et al. 2003a; Newton et al. 2006; Shams et al. 2010).                  

Kapur et al. konnten 2010 an ovx Ratten zeigen, dass CR-Extrakt die Entstehung von Hitze-

wallungen abmildern kann (Kapur et al. 2010). Es konnte zudem in verschiedenen Studien 

gezeigt werden, dass Cimicifuga racemosa ihre Wirksamkeit weder über den Östrogenrezep-

tor-alpha (ERα) noch über den Östrogenrezeptor-beta (ERβ) vermittelt und aus diesem Grund 

vermutlich auch keine proliferationsfördernde Wirkung auf Uterus und Mamma im Sinne 

eines erhöhten Risikos für eine Karzinogenese in diesen Organen ausüben kann (Wuttke et al. 

2003; Raus et al. 2006). In Kapitel 1.5.3 wird die Funktion der Östrogenrezeptoren näher er-

läutert. Ein weiterer positiver Effekt des CR-Extraktes ist, dass er neben der Prävention von 

Hitzewallungen wohl auch vor Osteoporose schützen kann (Seidlová-Wuttke et al. 2003b). 

Die Pflanze Cimicifuga racemosa, auch Traubensilberkerze oder wilde Schlangenwurzel ge-

nannt, gehört zur Familie der Hahnenfußgewächse und kommt vor allem in Nordamerika vor. 

Als mehrjährige Pflanze kann sie Wuchshöhen von bis zu 2,5 Meter erreichen. Die Droge, 

d.h. der getrocknete, für die Medikamentenherstellung verwendete Teil der Pflanze ist der 
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Wurzelstock, zusammengesetzt aus Rhizom und Wurzel. Die wirksamen Fraktionen in der 

CR-Droge sind zum einen durch Struck et al. 1997 über eine Hochleistungsflüssigkeitschro-

matographie (Struck et al. 1997) analysiert worden und zum anderen durch die Firma Biono-

rica® SE (Neumarkt, Deutschland). Bestandteile der lipophilen Saponinfraktion sind Actein 

und Deoxyactein. Die wasserlösliche Restfraktion beinhaltet Kaffeesäure, Zimtsäurederivate 

und Methylserotonin (Bionorica®, 2010). Als Haupanteil für die Wirksamkeit des Gesamtex-

traktes wurden in einigen Studien die Triterpenglykoside Actein und Deoxyactein genannt 

(Shao et al. 2000; Bedir und Khan 2000). 

 

1.3.1 Schema der CR BNO 1055-Subfraktionen  

Ein Ergebnis der Kooperation der verschiedenen universitären Arbeitsgemeinschaften und der  

Firma Bionorica® im Rahmen des bayrischen Forschungsförderungsprogramms „Osteoporo-

seprophylaxe mit pflanzlichen Wirkstoffen“ (AZ-838-08), ist die in diesem Umfang erstmali-

ge Analyse und Aufreinigung der im CR BNO 1055-Extrakt vorkommenden Wirksubstanzen 

in 8 Subfraktionen.  Die Saponinfraktion ist fettlöslich und beinhaltet in ihren Subfraktionen 

Actein und Deoxyactein, die, wie im vorigen Kapitel erwähnt, die Hauptwirkung des CR-

Extraktes ausmachen sollen (Shao et al., 2000; Bedir et al., 2000). Die Restfraktion des CR 

BNO 1055-Extraktes ist wasserlöslich und enthält neben Kaffee- und Zimtsäure vor allem 

Methylserotonin. Diese Auftrennung in die einzelnen Subfraktionen hat es ermöglicht, dass in 

mehreren Dissertationen der Abteilung Endokrinologie der Effekt von CR BNO 1055-Extrakt 

auf verschiedene Organsysteme der SD-Ratte eingehender untersucht werden konnte.  
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Abb. 1: Cimicifuga racemosa BNO 1055 und ihre für diesen Versuch verwendeten Subfrakti-

onen (Bionorica ® 2010); Die Gruppen S – R3 in den folgenden Graphen des Ergebnisse-

Teils entsprechen der obigen Einteilung.  

 

1.3.2. CR BNO 1055 und ihre Wirkungen auf die Leber   

Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich u.a. mit dem Effekt von CR BNO 1055-Subfraktionen 

auf das Leberparenchym. In der medizinischen Literatur finden sich  Fallberichte über einen 

Zusammenhang zwischen Leberschädigung unterschiedlichen Ausmaßes und der Einnahme 

von CR-Extrakt. Eine Frau, der aufgrund eines akuten Leberversagens eine Leber transplan-

tiert werden musste, hatte über den Zeitraum von einer Woche ein nicht näher beschriebenes 

CR-Präparat eingenommen (Lontos et al. 2003).  
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Es wurden als mögliche Kofaktoren für eine Leberschädigung Alkoholmissbrauch, Drogena-

busus, Bluttransfusionen, positive Familienanamnese für Lebererkrankungen und Leber- oder 

Gallenblasenerkrankungen in der Vorgeschichte ausgeschlossen. Die Kausalität blieb jedoch 

unklar. Es folgen weitere Fallberichte, in denen CR in Verdacht geriet, zum einen eine schwe-

re Autoimmunhepatitis getriggert zu haben (Cohen et al. 2004) sowie in 3 Fällen ein fulmi-

nantes Leberversagen ausgelöst zu haben. In diesen Berichten reicht die Bandbreite der Dosis 

von 20mg undefiniertem CR-Extrakt über 500mg und 1000mg täglich eingenommenen, nicht 

näher definierten CR-Wurzelpräparat (Levitsky et al. 2008; Lynch et al. 2006; Chow et al. 

2008). Des Weiteren wird in einer Übersichtsarbeit von 2 Fällen berichtet, bei denen ein Zu-

sammenhang zwischen der Einnahme von CR und einer transienten Leberenzymerhöhung 

gefunden wurde (Joy et al. 2008). Eine 2011 veröffentliche Metaanalyse der bis dato veröf-

fentlichen Fallreporte und Berichte kommt jedoch zu dem Schluss, dass durch die Einnahme 

von CR kein kausaler Zusammenhang mit einer akuten Schädigung der Leber bewiesen wer-

den konnte. Zum einen seien die Kriterien für die Definition einer Leberschädigung durch 

pflanzliche Arzneimittel (HILI - Herb induced liver injury) am Bild einer Transaminasener-

höhung - ALT, AST und Gamma-GT Erhöhung  über mindestens 2-fache Norm - nicht aus-

reichend gewesen und zum anderen konnte in den einzelnen Studien nicht nachgewiesen wer-

den, dass die CR-Extrakte nicht durch Fremdmaterial verunreinigt waren. Es fehlten zudem 

meist jegliche Angaben über die eingenommenen CR-Präparate (Teschke et al. 2011). Trotz 

dieser Untersuchungen muss z.B. im Beipackzettel des deutschen Präparates Klimady-

non/Klimadynon UNO® ein Hinweis auf mögliche Lebertoxizität stehen. Die Hinweise auf 

Akutnebenwirkungen im Sinne eines akut toxischen Leberzellschadens scheinen durch ver-

schiedene Metanalysen entkräftet. Lüde et al. konnten 2007 in einer tierexperimentellen Stu-

die an Wistar-Ratten jedoch zeigen, dass CR-Extrakt dosisabhängig ab 1000mg/kg Körper-

gewicht in vivo zu mikrovesikulärer Steatose und in vitro in einer Leberzellkultur dosisabhän-

gig bereits ab 10µg/ml zu eingeschränkter ß-Oxidation in Mitochondrien führen kann (Lüde et 

al. 2007). Auch Campos et al. konnten 2012 zeigen, dass CR-Extrakt-Applikation oxidativen 

Stress und eine reduzierte ß-Oxidation in der Leber von Ratten verursachen kann (Campos et 

al. 2012). Fettakkumulation in der Leber kann mittel- oder langfristig zu einem Leberzell-

schaden führen (siehe Kapitel Leberpathologie). Da akut-toxische Nebenwirkungen auf das 

Leberparenchym bereits mehrfach untersucht wurden und die Studie von Lüde et al. 2007 

einen Hinweis für eine eventuelle Leberverfettung unter CR-Extrakt-Therapie liefert, kon-

zentriert sich die vorliegende Arbeit auf die Fettakkumulation in SD-Leberschnittpräparaten 
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als Ausdruck einer möglicherweise pathologischen Fettlebererkrankung unter CR- Subfrakti-

onstherapie. 

 

1.3.3. Handelspräparat Klimadynon / Klimadynon UNO   

Klimadynon und Klimadynon UNO von der Firma Bionorica® aus Neumarkt sind CR-

Präparate. Für die Herstellung von Klimadynon Filmtabletten wird das getrocknete Rhizom, 

der Wurzelstock, von Cimicifuga racemosa verwendet. Eine Tablette Klimadynon enthält 2,8 

mg Cimicifuga racemosa Trockenextrakt und soll zweimal pro Tag eingenommen werden. 

Eine Tablette Klimadynon UNO enthält 6,5 mg Trockenextrakt und soll einmal pro Tag ein-

genommen werden (Fachinformation Klimadynon / Klimadynon UNO Filmtabletten, 2010) 

 

1.4. Die Leber  

1.4.1. Leberpathologie  

1.4.1.1. Tiermodell Ratte 

In der medizinischen Forschung zu Fettlebererkrankungen existieren einige gut etablierte 

Tiermodelle, die geeignet sind, näherungsweise die Auswirkung von verschiedenen experi-

mentell kontrollierbaren Einflüssen auf den Leberfettstoffwechsel aufzuzeigen und mit dem 

menschlichen zu vergleichen (Takahashi et al. 2012). So ist auch die SD-Ratte ein Tiermo-

dell, an dem unter hochkalorischer Diät eine dem Menschen vergleichbare Verfettung und im 

Endstadium Fibrose der Leber zu beobachten ist (Zou et al. 2006). In der vorliegenden Arbeit 

wird die Auswirkung von CR-Extrakt-Subfraktionen auf den Leberfettgehalt von SD-Ratten 

untersucht. Lüde et al. konnten an Wistar-Ratten bereits eine mikrovesikuläre Steatose als 

Folge einer Inhibition der mitochondrialen ß-Oxidation unter CR-Extrakt-Gabe nachweisen 

(Lüde et al. 2007). 
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1.4.1.2. Makro- und mikrovesikuläre Steatose    

In der Histopathologie der Lebererkrankungen wird zwischen makrovesikulärer und mikro-

vesikulärer Fettakkumulation in den Hepatozyten unterschieden. Die makrovesikuläre Form 

der Leberzellverfettung ist ätiologisch der Non-Alcoholic-Fat-Liver-Disease (NAFLD) zuzu-

ordnen und beschreibt eine zumindest anfänglich relativ benigne Form einer Lebererkrankung 

(Zimmermann 1978; Anstee und Goldin 2006). Die NAFLD ist eine der häufigsten chroni-

schen Leberpathologien weltweit und ist stark assoziiert mit peripherer Insulinresistenz, Dia-

betes mellitus Typ 2, Dyslipidämie und Adipositas (Braillon et al. 1985; Silverman et al. 

1990; Assy et al. 2000; Bellentani und Marino 2009). Eine NAFLD hat verschiedene Gründe. 

Insulinresistenz und Adipositas können zu einem erhöhten Angebot von Serumlipiden an die 

Leber und zu gesteigerter Liponeogenese führen, welche eine übermäßige Ansammlung von 

Triglyceriden in der Leber begünstigt. Des Weiteren kann durch verschiedene Mechanismen 

die Synthese von VLDL-Partikeln und somit der Triglyceridexport oder die mitochondriale ß-

Oxidation gestört sein, was ebenfalls zu einer Akkumulation von Triglyceriden und Fettsäu-

ren in den Hepatozyten führen kann.  (Zimmermann 1978; Anstee und Goldin 2006; Lettéron 

et al. 2003). Histologisch sammeln sich größere (Makro-) Lipidvesikel, vornehmlich Triglyce-

ride (TG), in den Hepatozyten an, ohne dabei zunächst eine Entzündung, Vernarbung oder 

einen Leberzelltod auszulösen. Die Makrovesikel erscheinen monovakuolär, verdrängen im 

histologischen Bild den Zellkern und können die Hepatozyten komplett ausfüllen (Fromenty 

et al. 1997). Es gibt Studien, die auch bei der NAFLD eine mikrovesikuläre (s.u.) He-

patosteatose nachweisen konnten und das Vorkommen mit einer schlechteren Prognose in 

Bezug auf eine Entwicklung hin zur Non-Alcoholic-Steatohepatitis (= NASH) und Zirrhose 

deuten (Tandra et al. 2011; Clark et al. 2002). Die Leberzirrhose kann den Endpunkt einer auf 

dem Boden der NAFLD auftretenden NASH markieren. Die Pathogenese von NAFLD zur 

NASH wurde 1998 von Day und James als „Two Hit“-Theorie eingeführt (Day und James 

1998). Es wird beschrieben, dass u.a. Obesitas-induzierter oxidativer Stress, beispielsweise 

eine erhöhte Rate an Fettsäureoxidation, auf dem Boden einer bereits bestehenden NAFLD 

zur akut entzündlichen NASH führen kann. Die NASH ist die akut entzündliche Form einer 

Hepatosteatose und ist charakterisiert durch das Auftreten von lokal entzündlichen Prozessen 

und Leberzellnekrose. Die entzündlichen Infiltrate beinhalten polymorphkernige Leukozyten 

und Monozyten und befinden sich häufig um ballonartig aufgetriebene Hepatozyten. Die 

NASH führt im weiteren Verlauf zu Fibrosierung und Nekrose des betroffenen Leberpa-

renchyms und markiert damit die direkte Vorstufe eines irreversiblen Leberschadens im Sinne 

einer Zirrhose (Clark et al. 2002; Rolo et al. 2012). Mögliche Mechanismen einer medika-
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menteninduzierten makrovesikulären Lipidiakkumulation können zum einen mit einer mode-

raten Inhibition der mitochondrialen Fettsäureoxidation zusammen hängen, (Fromenty und 

Pessayre, 1995; Labbe et al., 2008) zum anderen kann die hepatische Produktion von Very 

Low Density Lipoprotein (VLDL)-Partikeln gestört sein, was zu einem vermindertem Ab-

transport von Fettsäuren aus der Leber führt (Lettéron et al. 2003; Fromenty und Pessayre 

1995). Zudem kann die Liponeogenese in der Leber durch Medikamente gesteigert werden 

(Gudbrandsen et al. 2006). Im histologischen Bild als Kontrast zu der makrovesikulären 

Steatose steht die mikrovesikuläre Steatose. Hier erscheint das Zytoplasma der Hepatozyten 

gefüllt mit multiplen kleinen Lipidvesikeln, die den Zellkern nicht verdrängen. Die mikro-

vesikuläre Steatose markiert ein schwereres Krankheitsbild, in dessen Verlauf eine verlänger-

te Prothrombinzeit, hohe Blutammoniakwerte, erhöhte Serumtransaminasen und schnell ab-

fallende Blutglukosewerte zu Koma und Tod führen können (Fromenty und Pessayre 1995; 

Hautekeete et al. 1990). Ursächlich für diese Form der Lipidakkumulation sieht Fromenty 

eine gestörte ß-Oxidation im mitochondrialen Stoffwechsel, die zur Akkumulation von Trig-

lyceriden, Acyl-CoAs und langkettigen Fettsäuren führt (Fromenty und Pessayre 1997). Die 

Störung der ß-Oxidation kann durch verschiedene Medikamente ausgelöst werden, die entwe-

der auf einzelne Enzyme der mitochondrialen ß-Oxidation wirken oder notwendige Co-

Faktoren für den mitochondrialen Leberstoffwechsel wie L-Carnitin reduzieren (Fromenty 

und Pessayre 1995). Lüde et al. zeigten 2007 eine Inhibition der mitochondrialen ß-Oxidation 

sowie eine mikrovesikuläre Steatose an Wistar-Ratten nach Behandlung mit CR-Extrakt (Lü-

de et al. 2007). Campos et al. zeigten ebenfalls eine gestörte ß-Oxidation und eine Zunahme 

an oxidativem Stress in der Leber von Wistar-Ratten unter CR-Extrakt-Therapie (Campos 

2012). 
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1.5. Kolonkarzinom  und HET 

Darmkrebs ist die dritthäufigste Krebsursache in den westlichen Industrienationen. Über 90% 

der Erkrankung findet sich bei Personen über 50 Jahre. Die Prognose und Überlebensdauer 

hängt stark vom Stadium der Diagnose ab. Die 5-Jahres Überlebensrate im UICC-Stadium 1 

ist > 90% wohingegen im Stadium 4 nur noch 5% der Erkrankten länger als 5 Jahre leben 

(Herold 2102). Pathogenetisch erfolgt die Entwicklung eines Dickdarmkrebses als festes Mus-

ter aus adenomatösen intraepithelialen Neoplasien, welche in der Dickdarmschleimhaut ent-

stehen und über einen variablen Zeitraum maligne entarten können, was auch als Adenom-

Karzinom-Sequenz bezeichnet wird (Vogelstein et al. 1988; Herold 2012). Daher sind die 

Früherkennung und vor allem die Prävention dieser Erkrankung von großer Bedeutung. Eine 

wichtige Erkenntnis in diesem Zusammenhang ist die erhöhte Rate an Darmkrebserkrankun-

gen von postmenopausalen Frauen, die keine HET einnahmen im Vergleich zu denjenigen, 

welche eine HET zur Linderung ihrer klimakterischen Beschwerden eingenommen hatten 

(Grodstein et al. 1999). Delellis Henderson et al. zeigten 2010, dass HET-Einnahme das Risi-

ko an einem kolorektalem Karzinom (KRK) zu erkranken um 36% reduzieren kann (Delellis-

Henderson et al. 2010). 

 

1.5.1. CR BNO 1055  und ihre Wirkung auf das Kolon  

Im Gegensatz zum Einfluss der Östrogene auf die Kolonepithelproliferation wurde die Wir-

kung von CR-Extrakt und den CR-Subfraktionen auf das Kolon bisher kaum untersucht. Eine 

Studie aus dieser Abteilung zeigte keinen Effekt von CR BNO 1055-Gesamtextrakt auf das 

Kolon im Vergleich zu Estradiolbenzoat bei ovx Ratten (Seidlová-Wuttke et al. 2009). Es 

konnte bereits gezeigt werden, dass CR-Extrakt keine Wirkung an den beiden Östrogenrezep-

toren ERß und ERα ausübt (Jarry et al. 2003). Der Effekt der einzelnen Subfraktionen auf die 

Kolonepithelproliferation wurde bisher noch nicht untersucht.  

 

1.5.2. Wirkung von Östrogen auf das Kolon        

In der vorliegenden Arbeit werden die CR-Subfraktionen im Vergleich zu der Wirkung von 

Estradiolbenzoat auf die Proliferationsaktivität im Kolonepithel getestet. Östrogene vermitteln 

ihre Wirkung über Östrogenrezeptoren. Es konnte bereits gezeigt werden, dass CR-Extrakt 

Östrogenrezeptoren nicht aktiviert (Jarry et al. 2003). Da Estradiolbenzoat als eine Ver-
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gleichssubstanz in der vorliegenden Arbeit verwendet wird, wird die Funktion und Aufgabe 

der beiden Östrogenrezeptoren auf das Kolonepithel im Folgenden näher erläutert. 

    

1.5.3. Östrogenrezeptor Alpha (ERα) und Beta (ERβ)  

Östrogene wirken im Körper über Östrogenrezeptoren. Östrogenrezeptoren gehören zur Fami-

lie der nuklearen Transkriptionsfaktoren, zu welcher z.B. auch die Rezeptoren für Sexualhor-

mone und Schilddrüsenhormone gehören. Für die Regulation von Genen und der Transkripti-

on der Genprodukte sind zwei Östrogenrezeptoren bekannt: ERα und ERβ. Der ERα wurde 

1986 durch Green et al. kloniert (Green et al. 1986). Zehn Jahre später erfolgte die Klonierung 

des ERβ (Kuiper et al. 1996). Einige bisher bekannte Effekte der Östrogene konnte somit 

zwei spezifischen Rezeptoren zugeordnet werden (Sutherland et al. 1983). Die Funktion der 

beiden Östrogenrezeptoren ist antagonistisch. Der ERα wirkt fördernd auf Zellproliferation, 

der ERβ hingegen wirkt hemmend auf die Proliferation von Zellen unter Östrogeneinwirkung 

(Hall und McDonnel 1999). Durch Östrogenrezeptor-Knockoutmodelle an Mäusen wurde 

entdeckt, dass sich die beiden Östrogenrezeptoren ERα und ERβ unterschiedlich in verschie-

dene Organe des Körpers verteilen (Korach et al. 2003). ERα ist vornehmlich lokalisiert in 

Brustdrüsengewebe (Wang et al. 2000), Knochengewebe (Arts et al. 1997) sowie im Uterus 

(Wang et al. 2000). ERβ hingegen wird, neben zu kleinerem Anteil auch ERα, vor allem in 

Prostata, Lunge, Kolon, und dem Zentralnervensystem gefunden (Kuiper et al. 1997). Neben 

der unterschiedlichen Verteilung haben die beiden Östrogenrezeptoren auch unterschiedliche 

Effekte auf Proliferation und Apoptose. Wlada-Hiraike et al. führten Experimente mit ERß-

Knockout-Mäusen durch. Sie wiesen nach, dass die Mäuse, die keinen ERß ausbilden, im 

Vergleich zu Wildtypmäusen eine erhöhte Proliferationsrate und eine gestörte Apoptoserate in 

der Kolonschleimhaut aufweisen (Wlada-Hiraike et al. 2006). Die höchste Dichte an ERß im 

Kolon konnten Konstantinopoulos et al. in den sich am nächsten zum Darmlumen befindli-

chen Enterozyten finden (Konstantinopoulos et al. 2003). Di Leo et al. untersuchten die Ko-

lonschleimhaut von 25 gesunden Patienten und 25 Patienten mit adenomatösen Veränderun-

gen auf die Expression von ERβ, Zellproliferationsaktivität und Apoptose. Sie konnten bestä-

tigen, dass ERß der am häufigsten vorkommende Östrogenrezeptor in der gesunden Kolon-

schleimhaut ist und dass in der adenomatös veränderten Schleimhaut signifikant weniger ERß 

vorhanden war. Sie konnten zudem zeigen, dass die Proliferationsaktivität in adenomatösem 

Kolongewebe invers zur Expression des ERß korreliert (Di Leo et al. 2008). Kolonkarzinom-

präventive Effekte durch Östrogene scheinen ihre Rolle unter anderem über die Aktivierung 
18 

 



des ERß im Kolon zu spielen. Barzi et al. gehen davon aus, dass während der Entwicklung 

von Adenom zu Karzinom ERß-Rezeptoren auf den Kolonzellen verloren gehen und dass die 

HET diesem Verlust präventiv durch ERß-Rezeptorstimulation entgegenwirken kann (Barzi et 

al. 2013). Die bisher zitierten Studien zeigen zum einen einen antiproliferativen Effekt von 

Östrogenen über den ERß auf die Kolonschleimhaut und zum anderen scheint ERß auch am 

Grad der Differenzierung der Kolonschleimhaut beteiligt zu sein. Die oben genannten epide-

miologischen Hinweise auf ein erhöhtes Kolonkarzinomrisiko bei postmenopausalen Frauen 

sowie auf einen protektiven Effekt der HET scheinen mit der Regulation von Apoptose und 

Proliferation der Kolonschleimhaut über die Östrogenrezeptoren ERα und ERβ zusammen zu 

hängen. 

 

1.5.4.Histologie und Physiologie des Kolon 

  

Das Kolon ist der mittlere Abschnitt des Magen-Darm-Traktes und stellt die Verbindung zwi-

schen dem Ende des Dünndarmes und dem Rektum dar. Das Kolon gliedert sich in Caecum 

mit Wurmfortsatz, Colon ascendens, Colon und Colon descendens. Funktionsweise und ana-

tomischer Aufbau des Dickdarms beim Menschen und bei der Ratte sind vergleichbar und 

werden daher gemeinsam beschrieben. Das Kolon der Ratte besitzt bei einer Länge von 10-

15cm den gleichen strukturellen Aufbau mit Caecum und Appendix vermiforis, Colon ascen-

dens, Colon descendens, Sigmoideum und Rectum wie der Mensch. (Krinke 2000). Histolo-

gisch ist die Schleimhaut des Dickdarms aus mehreren Schichten aufgebaut. Der Tunica mu-

cosa, der Tela submucosa, der Tunica muscularis und der Tunica serosa.  

Die Tunica mucosa besteht aus einer Reihe einschichtig hochprismatischen Flimmerepithels, 

den Enterozyten. Sie ermöglichen mithilfe ihrer in das Darmlumen gerichteten Mikrovilli, und 

somit großer resorptiver Oberfläche, eine optimale Aufnahme von Nährstoffen, Mineralien 

und Wasser. Die Reihe der Enterozyten wird regelmäßig durch tiefe Krypten, den Glandulae 

intestinales, durchbrochen (Schiebler 1996; Lüllmann-Rauch 2003). 

In den Krypten befinden sich neben den Enterozyten schleimabsondernde Becherzellen sowie 

enteroendokrine Zellen und mitotisch aktive Stammzellen. Die Becherzellen produzieren ei-

nen Schleim, der sich auf den Epithelzellen ablagert, eine Gleithilfe für den Speisetransport 

bildet und vor Proteasen schützt. Die mitotisch aktiven Zellen in den basalen Krypten stellen 

die Vorläuferzellen zu den Enterozyten dar und bilden den regenerativen Pool, der abgestor-

bene oder funktionell inaktive Enterozyten von basal nach apikal ersetzt (Deetjen 2005). 
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Wie bereits erwähnt, wurde in einigen Studien über die Verteilung von Östrogenrezeptoren 

festgestellt, dass der ERß besonders auf den näher zum Darmlumen lokalisierten, apikalen 

Enterozyten ausgebildet wird (Konstantinopoulos et al. 2003). Die auf die Tunica mucosa 

folgende Tela submucosa ist reich an Gefäßen und Bindegewebe welche für die Blutversor-

gung und Abtransport der Nahrungsbestandteile verantwortlich sind. 

In der Tunica muscularis wird in einem komplexen Mechanismus die Peristaltik des Darmes 

reguliert, an welchem unter anderem auch die Hormone Melatonin und Serotonin als antago-

nistisches Paar beteiligt sind. Serotonin wirkt prokinetisch, aktiviert die Peristaltik im Magen-

Darm-Trakt und verkürzt die Magen-Darm Passage (Tsukamoto et al. 2007), wohingegen 

Melatonin die durch Serotonin aktivierte Peristaltik hemmt und zudem auch einen antiprolife-

rative Wirkung auf Darmkrebszellen entfalten kann (Farriol et al. 2000). Das Kolon wird 

durch die Serosa von anderen Organen abgegrenzt (Lüllmann-Rauch 2003). 

 

1.6. PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigene)  

In dem Teil der vorliegenden Arbeit, der sich mit der Kolonschleimhaut befasst, habe ich die 

Proliferationsaktivität der Enterozyten unter Estradiolbenzoat und CR BNO 1055-

Subfraktionsbehandlung in den  Darmkrypten bestimmt. Als Proliferationsmarker diente mir 

die PCNA-Färbung. In dieser Färbung werden proliferierende Zellen in der S-Phase fixiert 

und immunhistochemisch sichtbar gemacht. Das PCNA wurde erstmals von Celis und Bravo 

1980 beschrieben. Sie wiesen ein Protein von 36kD nach, welches verstärkt in der S-Phase 

eines Zellzyklus nachweisbar war (Bravo und Celis 1980). Morris et al. zeigten, dass die Syn-

these von PCNA ihr Maximum in der S-Phase des Zellzyklus erreicht (Morris und Mathews 

1989). In der  S-Phase des Zellzyklus erfolgt die Replikation der DNS, somit kann ihre Dar-

stellung als Marker für eine aktive Proliferation verwendet werden (Rassow 2008). PCNA-

positiv gefärbte, proliferationsaktive Zellen erscheinen intensiv braun und sind von den sie 

umgebenden Enterozyten gut abgrenzbar (siehe Abb. 3, S.33). 
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1.7. Serumlipidparameter in der Menopause  - Mensch- und Tiermodell 

Wie schon in dem vorangegangenem Kapitel über das Klimakterium der Frau erwähnt, haben 

zahlreiche epidemiologische Studien den Einfluss eines Östrogenmangels in der Post-

menopause als Risikofaktor für verschiedene Erkrankungen wie Osteoporose (Riis et al. 

1996), koronare Herzkrankheit (Grodstein und Stampfer 1995) und dem metabolischen Syn-

drom identifiziert (Lobo et al. 2008). Das voll entwickelte metabolische Syndrom ist gekenn-

zeichnet durch Adipositas, Insulinresistenz, Dyslipidämie und Hypertonie und erhöht das Ri-

siko für Herzinfarkte, Schlaganfälle und für verschiedene Krebserkrankungen inklusive Ko-

lonkarzinom (Trevisan et al. 1998; Haffner et al. 1992). Die Ursache für die Entwicklung des 

metabolischen Syndroms wird durch eine periphere Insulinresistenz erklärt, welche wiederum 

mit einem hohen Körperfettgehalt und Adipositas korreliert (Ferrannini et al. 1997; Jean-

renaud 1978). Auch unabhängig von den Faktoren Hypertonus, Insulinresistenz und Adiposi-

tas führen erhöhte Cholesterolwerte zu einem erhöhten Risiko für Arteriosklerose und korona-

rer Herzkrankheit, was 1986 bereits an Daten der Framingham-Studie gezeigt werden konnte 

(Castelli et al. 1986). Es konnte zudem in Studien belegt werden, dass bei postmenopausalen 

Frauen im Vergleich zu prämenopausalen Frauen das Gesamtcholesterol, das LDL-

Cholesterol sowie die Triglyceridwerte signifikant erhöht waren und diese zudem positiv mit 

dem Körpergewicht korrelierten (Stevenson et al. 1993; Jensen et al. 1990; Reddy Kilim und 

Chandala 2013). Walsh et al. untersuchten 1991 den Effekt von HET auf die Serumkonzentra-

tion von LDL, HDL und Triglyceriden. Sie entdeckten, dass HET zu einer signifikanten Re-

duktion der LDL Konzentration führte und einen Anstieg des HDLs und der Triglyceride be-

wirkte (Walsh et al. 1991; Tonstad et al. 1995; Van der Mooren et al. 1992). An ovx Ratten 

als Tiermodell der Menopause konnte gezeigt werden, dass zum einen eine Ovarektomie zu 

erhöhtem Gesamtcholesterol und LDL führt (Suda et al. 1998; Ráchon et al. 2008) und zum 

anderen eine Behandlung mit Estradiol zu einer Reduktion des Gesamtcholesterols führen 

kann (Liu und Bachmann 1998). In der Leber wird die Synthese des LDL-Rezeptors durch 

Estradiol stimuliert. Estradiol führt über diesen Mechanismus zu einer verstärkten Aufnahme 

und Verstoffwechselung von LDL. Dies konnte im Experiment an ovx Ratten nachgewiesen 

werden (Chao et al. 1979; Cooper et al. 1987). An ovx Ratten konnte in einigen Studien ge-

zeigt werden, dass Estradiol für einen Anstieg der Triglyceride sorgt (Seidlová-Wuttke et al. 

2010). In einer klinischen Studie an postmenopausalen Frauen zeigte sich hingegen, dass HET 

u.a. den Triglyceridspiegel senken kann (De Franciscis et al. 2013). Der Effekt von Estradiol 

auf Serumlipidwerte und der damit einhergehenden Einfluss auf das kardiovaskuläre Risiko 
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ist in verschiedenen Studien hinreichend belegt worden. In einem Teil dieser Arbeit untersu-

che ich den Einfluss von CR-Subfraktionen auf verschiedene Lipidparameter im Vergleich zu 

Estradiolbenzoat.  

 

1.7.1. CR BNO 1055  und ihre Wirkung auf Blutlipidparameter 

Es gibt bisher wenige Studien über die Wirkungen von CR auf Blutlipidparameter. Rachón et 

al. zeigten 2008 einen Anstieg des LDLs und einen Abfall der Triglyceridkonzentration nach 

6-wöchiger Behandlung von ovx Ratten mit CR-Extrakt (Rachón et al. 2008). Am Menschen 

sahen andere Studien bisher keinen Effekt von CR-Extrakt auf Blutlipidparameter (Spangler 

et al. 2007; Verhoeven et al. 2007). 

 

1.8. Serumlipide 

1.8.1. Cholesterol  

Cholesterol kommt als Membranbestandteil in allen Zellmembranen des Körpers vor und ist 

zudem Grundsubstanz für die Synthese der Steroidhormone, der Gallensäuren und des Vita-

min-Ds. Ein Großteil der Cholesterolsynthese erfolgt in der Leber. Das im Darm aufgenom-

mene Cholesterol wird über Chylomikronen zur Leber transportiert und in Lipoproteine ein-

gebaut, welche das Cholesterol zu den Zielzellen im Körper transportieren (Rassow 2008). 

 

1.8.2. LDL (Low Density Lipoprotein) 

Das LDL ist für den Cholesteroltransport durch den Organismus zu den Zielzellen verant-

wortlich. Es entsteht aus VLDL indem eine endotheliale Lipoproteinlipase die in den VLDLs 

enthaltenen Triglyceride hydrolysiert. Alle Zellen des Körpers bilden in unterschiedlichem 

Ausmaß LDL-Rezeptoren aus. Die Aufnahme von LDL erfolgt über eine rezeptorvermittelte 

Endozytose. Da LDL und VLDL die höchsten Anteile an Cholesterol und Triglyceriden auf-

weisen, gelten sie als besonders einflussreich auf die Entstehung von Arteriosklerose (Rassow 

2008; Dietschy 1984). 
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1.8.3. HDL (High Density Lipoprotein)  

HDL sind diejenigen Lipoproteine mit der höchsten Dichte. Sie werden in den Hepatozyten 

synthetisiert und haben in peripherem Gewebe die Aufgabe überschüssiges Cholesterol auf-

zunehmen und zur Leber zurück zu transportieren, wo das Cholesterol über die Gallensäuren 

ausgeschieden werden kann (Arbeeny et al. 1987). Aufgrund dieser Wirkung gilt das HDL als 

protektiv für Herz-Kreislauferkrankungen, was epidemiologisch bereits in der Framingham-

Studie gezeigt werden konnte (Castelli et al. 1986; Rassow 2008). Die Lipidfraktion in der 

Ratte besteht, im Gegensatz zum Menschen zu 60-70% aus HDL. Beim Menschen besitzt das 

LDL diesen Anteil (Lundeen et al. 1997). 

 

1.8.4. Triglyceride  

Triglyceride sind Ester aus Glycerin und drei Fettsäureresten. Sie dienen dem Organismus als 

langfristiger Energiespeicher und akkumulieren in den Adipozyten des weißen Fettgewebes. 

Ihre Aufnahme erfolgt im Darm, von wo sie als Chylomikronen in den Kreislauf gelangen 

und in der Peripherie unter Mithilfe der Lipoproteinlipase-A ihre Fettsäuren an das Zielgewe-

be, beispielsweise Adipozyten, abgeben (Rassow 2008). 

 

1.8.5. Leptin    

Leptin ist ein Polypeptid aus 167 Aminosäuren (Zhang et al. 1997) und seine Synthese erfolgt 

hauptsächlich in den Adipozyten des weißen Fettgewebes (Cinti et al. 1997). Die Serumkon-

zentration von Leptin hängt stark vom Körpergewicht und dem Körperfettanteil ab und ist 

umso höher, je höher der Körperfettanteil der betreffenden Person ist (Considine et al. 1996). 

Leptin entfaltet seine Wirkung über spezifische Leptinrezeptoren (Tartaglia 1997), die vor 

allem im Zentralnervensystem und Hypothalamus lokalisiert sind (Woods und Stock 1996). 

Im Hypothalamus hemmt Leptin die Funktion von Neuropeptid-Y und wirkt so appetitzü-

gelnd (Schwartz und Seeley 1997). Währende der Menopause nimmt als Konsequenz des sin-

kenden Östrogenspiegels der Köperfettanteil bei Frauen zu und damit auch der Leptinspiegel 

(Poehlmann et al. 1995; Gower et al. 2000). Experimente an ovx Ratte konnten zeigen, dass 

sich unter Östrogentherapie die Leptinwerte wieder auf ein physiologisches Maß reduzieren 

ließen (Meli et al. 2004). In anderen Studien wurde jedoch kein Effekt von HET auf die Lep-

tinwerte bei postmenopausalen Frauen gefunden, (Gower et al. 2000; Springer et al. 2013) 
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sodass es in Zukunft weiterer Untersuchungen der Interaktion von Leptin und Östrogenen 

bedarf. 

 

1.9. Zielsetzung 

Wie bereits in der Einleitung erwähnt, ist es in dem Forschungsprojekt, in dessen Rahmen die 

vorliegende Dissertation angefertigt wurde, erstmalig möglich gewesen, die einzelnen aufge-

reinigten Subfraktionen des CR BNO 1055-Extraktes an verschiedenen Organsystemen und 

unter verschiedenen Fragestellungen zu testen.              

In der vorliegenden Arbeit beschäftige ich mich mit drei Aspekten, die der Frage nach einer 

möglichen Erweiterung der Indikation sowie der  Anwendungssicherheit der CR BNO 1055-

Subfraktionen untergeordnet sind.                

Im ersten Teil der Arbeit untersuche ich den Einfluss der CR BNO 1055-Subfraktionen auf 

die Leber. Es gibt einige Studien, größtenteils Fallanalysen, die einen akuten Leberschaden 

unter CR-Extrakt Therapie beschreiben (Levitsky et al. 2008; Lynch et al. 2006; Chow et al. 

2008). Es gibt bisher jedoch noch keine Studie, die die Wirkung der Subfraktionen im Einzel-

nen auf die Leber untersucht hat. Da die Fragestellung eine mögliche Erweiterung der Indika-

tion und die Anwendungssicherheit beinhaltet, ist zu klären, ob einzelne Subfraktionen einen 

Effekt auf die Leber zeigen können. Durch die Aufarbeitung und Aufteilung des CR BNO 

1055-Extraktes in seine wirksamen Subfraktionen durch die Firma Bionorica® bietet sich die 

Möglichkeit, den Lebereffekt jeder einzelnen Fraktion zu untersuchen. Fast alle bisher durch-

geführten Studien und Fallanalysen konzentrierten sich vornehmlich auf akut toxische Leber-

zellschäden unter CR-Therapie. In Kapitel 1.3.2 wird erwähnt, dass Lüde et al. Hinweise auf 

die Entwicklung einer Steatose unter CR-Extrakt-Therapie gefunden haben (Lüde et al. 2011). 

Als bereits etablierte und histologisch gut durchführbare Methode habe ich ebenfalls die Fett-

anteile der einzelnen Rattenlebern der jeweiligen Subfraktionen ausgewertet und mit der Kon-

trollgruppe verglichen. Ziel war hier die Untersuchung eines möglicherweise längerfristigen 

Schädigungspotentials im Sinne einer Risikoerhöhung für eine Fettlebererkrankung unter CR 

BNO 1055-Subfraktionstherapie.                                                                      

Im zweiten Teil dieser Arbeit habe ich die Wirkung der CR-Subfraktionen auf die Proliferati-

onsaktivität im Kolonepithel untersucht. Die Balance zwischen Proliferation und Apoptose ist 

wichtig für eine anhaltend gesunde Kolonschleimhaut, daher habe ich den Effekt der CR-

Subfraktionen auf die Proliferationsaktivität mit der Proliferationsaktivität unter Therapie mit 
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Estradiolbenzoat bei SD-Ratten verglichen. HET zeigt in verschiedenen epidemiologischen 

Studien an postmenopausalen Frauen eine kolonkarzinomprotektive Wirkung (Johnson et al. 

2007; Delellis Henderson et al. 2010). Der dritte Teil dieser Arbeit hat die Wirkung der CR 

BNO 1055-Subfraktionen auf Blutlipidparameter im Fokus und beschäftigt sich mit der Fra-

gestellung eines möglichen Effektes auf diese Parameter. Vor allem LDL und HDL  haben 

einen besonderen Stellenwert in der Analyse des individuellen kardiovaskulären Risikos und 

eine Beeinflussung dieser Parameter könnte auch das kardiovaskuläre Risiko positiv oder ne-

gativ beeinflussen. Wenn die CR-Subfraktionen einen positiven Effekt auf die Lipidparameter 

zeigen sollten, dann ließen sich einzelne Subfraktionen eventuell zusätzlich zur Risikoreduk-

tion kardiovaskulärer Ereignisse einsetzen. 
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2. Material und Methoden 

2.1. Tierversuche  

Die Tierversuche fanden unter der Aufsicht von Priv.-Doz. Dr. med. D. Seidlová-Wuttke und 

mit der Genehmigung der Bezirksregierung Braunschweig unter der Tierversuchsnummer 

33.11.42504-04-043/08 statt. Die insgesamt 100 Sprague-Dawley-Ratten (Harlan-

Winkelmann, Borchen) wurden in 20 Käfigen (Makrolon®-Käfig Typ IV, Firma Techniplast 

Deutschland GmbH, Hohenpreißenberg) zu jeweils 5 Tieren in der tierexperimentellen Ein-

richtung der Universitätsmedizin Göttingen gehalten. Die Tiere wurden in einem Alter von 

drei Monaten geliefert und unter konstanter Raumtemperatur von 23° Celsius bei einer Luft-

feuchtigkeit von 50 – 55% und mit einer Beleuchtungszeit von 6.00 – 18.00 Uhr unterge-

bracht. Des Weiteren verfügten die Tiere über einen freien Zugang zu Wasser und Futter. Das 

Anfangsgewicht der Tiere variierte von 245 bis maximal 295 g. Um die Identifizierung der 

einzelnen Tiere zu erleichtern, wurden die Ratten mit Transpondern der Firma Emsikon Jung 

(Emsikon Jung GmbH, Fastinning) ausgestattet. Es erfolgte zudem eine Eingewöhnungsphase 

auf das sojafreie Futter EF R/M, E 150000-04 (ssniff® Spezialdiäten GmbH, Soest) von zwei 

Wochen um die spätere Substanzaufnahme zu optimieren. Da verschiedene Organe entnom-

men und aufgearbeitet wurden, sind die Tierversuche Bestandteil mehrerer Dissertationen 

dieser Arbeitsgruppe. Die Daten über die Futteraufnahme, das Körpergewicht und die Lip-

idparameter entstammen einem Datenpool, der mehreren Doktoranden für ihre Dissertation 

zur Verfügung stand. Dies ergab sich auch aus Tierschutzgründen. Meine Dissertation bezieht 

sich auf die Anfertigung, Färbung und histologische Auswertung der Leber- und Kolonpräpa-

rate sowie auf die Anfertigung und Auswertung der Korrelationsanalysen der Serumlipidpa-

rameter. An der Tierhaltung, Tierpflege und Organentnahme bzw. Obduktion war ich nicht 

beteiligt.  

 

2.1.1. Ovarektomie 

Die Ratten wurden nach einer Woche unter Isoflurannarkose (Forene®, Abbott, Illinois,USA) 

und postoperativer Analgesie mit Rimadyl® (Pfizer GmbH, Karlsruhe) ovarektomiert.  
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2.1.2. Obduktion, Blutgewinnung  

Nach Abschluss der  4-wöchigen Applikation der Wirkstoffe wurden die Versuchstiere an 

zwei Vormittagen, jeweils zwischen 8.30 und 12.00 Uhr, durch Doktoranden der Abteilung 

Endokrinologie unter Supervision von PD Dr. med. Dana Seidlová-Wuttke obduziert. Nach 

erfolgreicher Identifizierung mit Hilfe der Transponder wurden die Tiere mittels CO₂-Gas 

narkotisiert und anschließend enthauptet. Das Blut wurde für spätere Serumanalysen aufge-

fangen. Der größte Teil der inneren Organe und für spätere Analysen wichtige Gewebe wie 

Muskel, Fett, Haut, Knochen konnten konserviert werden.  

 

2.2.  Futter und Testsubstanzen 

Nach der 2-wöchigen Eingewöhnungsphase auf das sojafreie Futter Futter EF R/M, E 

150000-04  (ssniff® Spezialdiäten GmbH , Soest) und der Ovarektomie wurden die Ratten 

mit jeweils unterschiedlichen Substanzen gefüttert. Die Gabe der Substanzen erfolgte über die 

Zugabe zu dem sojafreien Futter, welches den Ratten ad libitum zu freier Verfügung stand. 

Die Gruppeneinteilung belief sich auf 10 Gruppen á 10 Ratten mit einer jeweils anderen, dem 

Futter beigefügten, Testsubstanz. Über einen Zeitraum von vier Wochen  wurden die Tiere 

dann mit den Subfraktionen aus dem Cimicifuga racemosa  CR BNO 1055-Extrakt und Est-

radiolbenzoat behandelt. Die Dosis in mg/kg Futter sowie die Futteraufnahme ist in Tabelle 1 

beschrieben. Die Dosis der Subfraktionen entspricht ihrem Anteil an einer bekannten wirksa-

men Menge CR BNO 1055 Gesamtextrakt von ca. 9mg/d.  
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Tab. 1: Testsubstanz, Name der Gruppe, Anzahl der Tiere, Substanzdosis in mg/kg Futter  

Futterart: EF R/M, E 150000-04 

(ssniff® Spezialdiäten GmbH , So-

est) + jeweilige Testsubstanz 

Name der Gruppe Anzahl     

der Tiere 

Dosis in mg/kg 

Futter 

Ko, EF R/M Ko 10 Keine 

Estradiolbenzoat E2 10 10 

Saponinfraktion COO1/S 10 117,6 

Restfraktion COO1/R 10 382,35 

Saponinsubfraktion 1 COO1/S1 10 31,2 

Saponinsubfratkion 2 COO1/S2 10 46,06 

Saponinsubfraktion 3 COO1/S3 10 46,04 

Restsubfraktion 1 COO1/R1 10 276,81 

Restsubfraktion 2 COO1/R2 10 75,37 

Restsubfraktion 3 COO1/R3 10 35,979 

 

Die Obduktion der Tiere erfolgte nach 4 Wochen. Die Futteraufnahme pro Tag war bei allen 

Gruppen, bis auf die E2 Gruppe, konstant. Die Daten über die Futteraufnahme und Zusam-

mensetzung entstammen einem Datenpool, der von mehreren an diesem Projekt beteiligten 

Doktoranden verwendet wird. 
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2.3. Versuchsablauf: Zeitstrahl 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 2: Zeitstrahl Versuchsablauf 
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2.4 Analyse 

2.4.1 Herstellung der Schnittpräparate  

2.4.1.1. Leberschnittpräparate 

Es wurden pro Tier 2-3 Gefrierschnittpräparate hergestellt. Die nach der Obduktion entnom-

menen Lebern wurden in einem Gefrierschrank der Marke Kendro (Kendro HFC 586 TOP) 

bei einer Temperatur von -70° Celsius tiefgefroren. Anschließend erfolgte die Anfertigung der 

4 µm breiten Leberschnittpräparate mithilfe eines Kryotoms (Leica CM 3050). Die fertigen 

Schnitte wurden schließlich direkt nach dem Schneiden auf Objektträger der Marke Menzel 

(SuperFrost Ultra Plus, Menzel GmbH & Co KG, Braunschweig) aufgezogen und waren nach 

dem Trocknen über Nacht bei Raumtemperatur zum Anfärben geeignet. 

 

2.4.1.2. Kolonschnittpräparate 

Es wurden pro Tier 2-3 Hartschnittpräparate hergestellt. Der bei der Obduktion entnommene, 

rektosigmoidale Anteil des Kolons wurde zunächst für 72 Stunden in einer 10%igen formal-

inhaltigen Lösung aufbewahrt. Für die Weiterverwendung und zur Stabilisierung des Organ-

gewebes wurden die Organe zunächst in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwässert und 

mithilfe von Xylol und Paraffin fixiert (Siehe methodischer Anhang). Die Kolonpräparate 

wurden in Kunststoffblöcke gegossen.            

Das Protokoll über die Technovit-Kunststoffblockherstellung ist im Anhang zu finden. Die 

fertigen Kunststoffblöcke wurden anschließend mit einem Rotations-Tischmikrotom der Fir-

ma Leica (Leica 2065 Supercut, Leica Biosystems GmbH, Nussloch) in eine Dicke von 3-

5µm geschnitten. Anschließend erfolgte die Auftragung der Schnitte auf Objektträger der 

Marke Menzel (SuperFrost Ultra Plus, Menzel GmbH & Co KG, Braunschweig). 
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2.5. Färbung    

2.5.1  Ölrot-Färbung der Leberschnitte 

Bei der von Lillie eingeführten Methode des Fettnachweises mit Oil red O (Fa. Sigma, De-

isehofen) werden Lipide intensiv rot gefärbt. Das zur Kernfärbung verwendete Hämatoxilin 

nach Mayer wurde von der Firma Merck KGaA als fertige Färbelösung bezogen und färbt 

Zellkerne blau an. Aufgrund des entstehenden Kontrastes lassen sich Fettansammlungen in 

den gefärbten Präparaten sehr gut erkennen. Die genaue Färbeanleitung ist im Anhang zu fin-

den. Im Ergebnisse-Teil ist ein typisches Färbebeispiel abgebildet (s. Abb. 6, S. 38) 

 

2.5.2. Immunzytologische Färbung PCNA 

Die PCNA-Färbung ist eine immunzytologische Färbung und beinhaltet zwei grundlegende 

Schritte.  Zuerst ist es nötig, die Schnittpräparate zu Anfang so zu behandeln, dass eine opti-

male Präsentation der Antigene für die später bindenden Antikörper ermöglicht wird. Dies 

wird durch eine Entparaffinierung der Schnitte und deren Behandlung mit Citratpuffer und 

Wasserstoffperoxid erreicht. Der zweite Schritt beinhaltet die Färbung mit einem Primäranti-

körper gegen PCNA (mouse monoclonal IgG 2a, clone PC 10 Firma Santa Cruz Biotechnolo-

gy, CA, USA), der an das PCNA binden kann und dessen Sichtbarmachung mithilfe eines 

Sekundärantikörpers (rabbit/mouse, Fa. Dako, Hamburg) und Diaminobenzidin (DAB) er-

folgt. Die Färbeanleitung ist im Anhang zu finden.  

 

2.6. Auswertung der histologischen Präparate 

2.6.1. Auswertung der Leberschnittpräparate 

Für die Auswertung der Leberschnittpräparate wurden aus den insgesamt 10 Tieren pro Grup-

pe jeweils 3 Tiere ausgewählt, von denen jeweils 2 Schnitte pro Tier untersucht wurden. Die 

Auswertung der Präparate erfolgte mittels eines mit einer Kamera (Olympus ColorView, Soft 

Imaging System GmbH, Münster) an einen Computer angeschlossenen Mikroskops (Zeiss 

Axiophot, Carl Zeiss AG, Jena)  bei einer 12,5-fachen Vergrößerung. Durch die Ölrot-

Färbung der Schnittpräparate konnte man die als rot imponierenden Fettanhäufungen sehr gut 

von dem Hintergrund der blau gefärbten Zellkerne abgrenzen. Diese Bedingung konnte mit 

der analySIS® 3,0 Software ausgenutzt werden. Die einzelnen Leberschnittpräparate wurden 
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für die bessere Übersicht in 4 Quadranten aufgeteilt und in jedem Quadranten der Fettgehalt 

und die Parenchymfläche separat bestimmt und hinterher als Gesamtmenge zusammengefügt. 

Bei einem Fund von Fettansammlungen in einem Gesichtsfeld wurde mit der Kamera ein Foto 

dieses Geschichtsfeldes gemacht und anschließen mit der Funktion  „Farbschwellenwerte 

setzen“ dem Programm erklärt, welche Farbwerte innerhalb des Bildes Fett (rot) und welche 

Parenchym (blau) sind. Diese Farbflächen kann das Programm mit gegebener Vergrößerung 

(10-fach am Objektiv und nochmal 1,25-fach durch die Kamera) einer Fläche in μm² zuord-

nen. Mit der Funktion „Phasenanalyse durchführen“ erhält man somit pro Messung eine Men-

ge an absolut gemessenem Fett in μm², eine Menge an absolut gemessenem Parenchym in 

μm² und ein Verhältnis von Fett zu Parenchym in Prozent, welche von dem Programm in ei-

ner Excel-Tabelle gespeichert werden. Diese Tabellen wurden anschließend zusammengefügt, 

um die Fett und Parenchymwerte für ein ganzes Präparat zu erstellen. In der Auswertung der 

Leberschnittpräparate wurde aufgrund der unterschiedlichen Größe der Gesamtschnittfläche 

der einzelnen Proben an den Stellen die Parenchymfläche bestimmt, an denen Fettansamm-

lungen gefunden wurden. Die Messungen werden im Kapitel „Ergebnisse“ als Fettanteil in 

µm² pro Parenchymfläche in µm² dargestellt. 

 

2.6.2 Auswertung der Kolonschnittpräparate          

 Für die Auswertung der Kolonschnittpräparate wurden aus den insgesamt 10 Tieren pro 

Gruppe jeweils 4 Tiere ausgewählt, von denen jeweils 2 Schnitte pro Tier untersucht wurden. 

Die Auswertung der Präparate erfolgte mittels eines mit einer Kamera (Olympus ColorView, 

Soft Imaging System GmbH, Münster) an einen Computer angeschlossenen Mikroskops 

(Zeiss Axiophot, Carl Zeiss AG, Jena) über die Software analySIS® 3,0 (Soft Imaging Sys-

tem GmbH, Münster) bei einer 40-fachen Vergrößerung. Gezählt wurden die PCNA-

positiven, braun gefärbten Zellen bzw. Zellkerne im Verhältnis zu 500 Zellen pro Präparat. 

Verwendet und gefärbt wurden Schnittpräparate aus dem rektosigmoidalen Anteil des Kolon. 

Jedes Präparat wurde in 4 Quadranten eingeteilt und in jedem Quadranten wurden 125 Zellen 

gezählt.  Kriterium war, dass nur längs angeschnittene und in ihrem Verlauf komplett vom 

Darmlumen bis zum Boden verfolgbare Krypten in die Auswertung mit einflossen. Jeder in-

tensiv braun gefärbte Zellkern sowie jede Zelle, die ein braun gefärbtes Kernkörperchen auf-

wies, wurde als positive Zelle gewertet. 
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Abb. 3: Kolonschnittpräparat, Zellproliferation, Gruppe R3, Vergrößerung 40x, PCNA-Färbung; 

Dieses Präparat gehört zu der R3-Gruppe der CR BNO 1055 Subfraktionen und ist mit der 

PCNA-Färbung gefärbt. PCNA-positive Zellkerne erscheinen intensiv braun gefärbt. Die 

Zellzählung der positiven Zellen erfolgte bei dieser Vergrößerung. Es wurden pro Präparat 

500 Zellen, aufgeteilt in 4 Quadranten á 125 Zellen, gezählt. Es wurden pro Quadrant 3 ne-

beneinander liegende Krypten ausgewählt und vom Darmlumen beginnend ausgezählt.  

 

 

 

 

 

 

 

Braun gefärb-
te Zellkerne = 
PCNA-
positive Zel-
len 

Blau gefärbte 
Zellkerne = 
PCNA-negative 
Zellen 

Krypten der Kolonmuko-
sa; Proliferation und 
Zellerneuerung  der Ko-
lonschleimhaut geht von 
der Basis der Krypten aus 
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2.7. Serumparameter 

Aus dem gewonnenem Blut der Versuchstiere wurde eine Vielzahl von Serumparametern 

bestimmt. Für diesen Versuch von Interesse waren die Konzentrationen von Leptin, HDL, 

LDL, Gesamtcholesterol und der Triglyceride. Diese Parameter wurden mithilfe des Analyse-

gerätes  Hitachi 902 automatic analyzer  (Boehringer, Mannheim) bestimmt. Das Leptin ließ 

sich anhand einer standardisierten Radioimmunfluoreszenzanalyse (RL-83 K, Linco Rese-

arch, USA) ermitteln. Die Analyse der Serumparameter erfolgte durch die MTA Sabine Lü-

nemann und stand mehreren Doktoranden der Abteilung in ihren Dissertationen zur Verfü-

gung. 

 

2.8. Graphen und statistische Analyse 

Die Grafiken und die statistische Analyse wurde mithilfe der GraphPad Prism 5.0 Software 

angefertigt. Für die statistische Auswertung wurden 1way ANOVA – Dunnett’s Multiple 

Comparison Test und der t-Test verwendet. P-Werte gelten ab einer Abweichung von kleiner 

als 0.05 als signifikant. Die Graphen werden im Kapitel „Ergebnisse“ als Balkendiagramm 

mit Standardfehler (SEM) dargestellt.    
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3. Ergebnisse 

Für die Auswertung der Ergebnisse wurden alle Werte denen der Kontrollgruppe, gekenn-

zeichnet mit Ko, ovx, gegenübergestellt 

3.1. Körpergewicht 

Effekt von sojafreiem Futter, Estradiolbenzoat und CR BNO 1055-Subfraktionen nach 4-

wöchiger Behandlung auf das Körpergewicht der SD-Ratten.  
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Abb.4: Effekt von E2 und CR BNO 1055-Subfraktionen auf durchschnittliches Körpergewicht der Ver-

suchstiere pro Gruppe. Bis auf die E2-Gruppe zeigen alle anderen Gruppen keine Abweichung zum 

Körpergewicht der Kontrollgruppe. * = p<0,05(t-Test; 1way ANOVA – Dunnett’s Multiple Compari-

son Test). Abweichung als SEM 

Die Körpergewichte der Tiere, die mit den CR BNO 1055-Subfraktionen behandelt wurden, 

wiesen keinen signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe auf. Die Tiere, die mit Estradiol-

benzoat behandelt wurden, waren im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant leichter 

(p<0,0001). Die Daten über das Körpergewicht der Tiere entstammen einem Datenpool, der 

mehreren an diesem Projekt beteiligten Doktoranden zur Verfügung stand. 
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3.2. Futteraufnahme 

 

Tab. 2: Testsubstanz, Name der Gruppe, Anzahl der Tiere, Substanzdosis in mg/kg Futter, Futterauf-

nahme in g/Tier/Tag und  Substanzeinnahme in mg/Tag   *  p<0,05 

Futterart Name der 

Gruppe 

Anzahl 

der 

Tiere 

Dosis 

mg/kg 

Futter 

Futteraufnahme 

(g/Tier/Tag) 

Substanzeinnahme 

(mg/Tag) 

Ko, EF R/M Ko 10 Keine 17,95 keine 

Estradiolbenzoat E2 10 10 10,81* 0,108 

Saponinfraktion C001/S 10 117,6 17,17 2,019 

Restfraktion C001/R 10 382,35 19,03 7,26 

Saponinsubfraktion 1 C001/S1 10 31,2 18,37 0,573 

Saponinsubfraktion 2 C001/S2 10 46,06 17,63 0,802 

Saponinsubfraktion 3 C001/S3 10 46,04 19,56 0,900 

Restsubfraktion 1 C001/R1 10 276,81 18,75 5,190 

Restsubfraktion 2 C001/R2 10 75,37 18,71 1,410 

Restsubfraktion 3 C001/R3 10 35,979 18,52 0,666 

 

 

Die Futteraufnahme der Tiere in der Kontrollgruppe sowie in den Gruppen der CR BNO 

1055-Subfraktionen war über den Versuchsverlauf annähernd gleich. Die Futteraufnahme der 

mit Estradiolbenzoat behandelten Tiere war im Vergleich zu den anderen Gruppen durch-

schnittlich signifikant niedriger. Die Daten über die Futteraufnahme und die Substanzeinnah-

me der Tiere entstammen einem Datenpool, der mehreren an diesem Projekt beteiligten Dok-

toranden zur Verfügung stand 
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3.3. Ergebnisse der Messungen über den Leberfettgehalt 

3.3.1. Verhältnis von Leberfettgehalt zu Parenchymfläche  

Hier wird der Effekt von Estradiolbenzoat und CR BNO 1055-Subfraktionen nach 28-tägiger 

Applikation auf den Fettanteil in den  ausgewählten Flächen des Leberparenchyms dargestellt. 

Effekt von E2 und CR BNO 1055-Extrakt Subfraktionen (28 Tage per Futter bei ovx Ratte) auf:
Fettanteil pro Fläche Leberparenchym
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 Abb. 5: Effekt von E2 und CR BNO 1055-Subfraktionen auf Fettanteil pro Fläche Leberparenchym; 

Darstellung in %; * = p<0,05 vs KO, ovx (t-Test; 1way ANOVA - Dunett’s Multiple Comparison 

Test). Abweichung als SEM 

Die Abbildung zeigt im Vergleich zur Kontrollgruppe einen signifikant höheren Fettanteil pro 

Parenchymfläche (%) bei den Tieren, die mit der Subfraktion R3 des CR BNO 1055-

Extraktes behandelt wurden (p=0,0072, Dunett’s Multiple Comparison Test). Bei der Estradi-

olbenzoatgruppe E2 und bei den anderen Subgruppen war kein signifikanter Anstieg des Le-

berfettgehaltes zu messen. Im t-Test zeigte sich die R3-Gruppe durch hohe Standardabwei-

chung nicht signifikant. 
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3.3.2. Makroskopische Beurteilung der Fettansammlungen in den Leberschnittpräpara-

ten 

 

Die Gruppe R3 zeigt einen im Vergleich zur Kontrollgruppe höheren Anteil an Fettgewebe 

und wurde auf die Konfiguration ihrer Fettansammlungen hin mikroskopisch untersucht. 

 

 

Abb. 6: Leberschnittpräparat, R3-Gruppe, Vergrößerung 12,5-fach, Ölrot-Färbung  

Diese Abbildung zeigt ein histologisches Leberschnittpräparat aus der R3-Gruppe. Das Bild 

wurde bei 12,5-facher Vergrößerung aufgenommen. Man erkennt zwischen dem Hämatoxilin-

gefärbten, blauen Leberparenchym eine Ansammlung von Ölrot-gefärbten Fetten, die am 

ehesten dem Typ der makrovesikulären Fettakkumulation entsprechen, d.h. eine einzelne in 

der Größe heterogene Lipidvakuole pro Hepatozyt, welche den Zellkern verdrängen kann. Die 

Art der Fettansammlungen entspricht im gesamten Präparat diesen Kriterien. 

 

Rot = Fett-
tropfen 

Blau  =  Zellkerne 
der Hepatozyten 
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3.4. Zellproliferation im Kolonepithel 

3.4.1. Zellproliferation als Anteil der PCNA-positiven Zellen an 500 Zellen 
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Effekt von E2 und CR BNO 1055-Extrakt Subfraktionen (28 Tage per Futter
bei ovx Ratte) auf:
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Abb. 7: Effekt von CR BNO 1055-Subfraktionen und E2 auf  Zellproliferation in der Kolonschleim-

haut; Anteil der positiven PCNA-Zellen an 500 Gesamtzellen. * = p<0,05 vs KO, ovx (t-Test; 1way 

ANOVA – Dunnett’s Multiple Comparison Test). Abweichung als SEM 

Die Gruppe der mit Estradiolbenzoat behandelten Tiere wies eine t-Test-signifikant höhere 

Zellproliferationsrate als die Kontrollgruppe auf (p=0,0221). Die anderen Gruppen zeigen in 

der Zellproliferation keinen statistisch signifikanten Effekt. In der zusätzlich durchgeführten 

1way ANOVA – Dunnett’s Multiple Comparison Test-Analyse zeigte sich für keine der ge-

testeten Gruppen eine signifikante Abweichung der Mittelwerte von der Kontrollgruppe. 
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3.5. Blutlipidparameter 

3.5.1. Serumcholesterol 

Effekt von E2 und CR BNO 1055-Extrakt Subfraktionen (28 Tage
per Futter bei ovx Ratte) auf:

Serumwert Cholesterol pro Gruppe (mg/dl)
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Abb. 8: Effekt von E2 und CR BNO 1055-Subfraktionen auf Serumkonzentration des Gesamtcho-

lesterols. * = p<0,05 vs KO, ovx (t-Test; 1way ANOVA – Dunnett’s Multiple Comparison Test). Ab-

weichung als SEM 

Der Serumwert des Gesamtcholesterols ist bei der Gruppe der mit Estradiolbenzoat behandel-

ten Tiere signifikant gegenüber der Kontrollgruppe vermindert (p<0,0001, t-Test). Die Grup-

pen der mit den CR BNO 1055-Subfraktionen behandelten Tiere zeigen keinen Effekt auf den 

Gesamtcholesterolwert im Serum nach 4-wöchiger Behandlung. Die Daten des Serumcho-

lesterols entstammen einem Datenpool, der mehreren an diesem Projekt beteiligten Doktoran-

den zur Verfügung stand 
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3.5.2. LDL (Low Density Lipoprotein) 

Effekt von E2 und CR BNO 1055-Extrakt Subfraktionen (28 Tage per Futter
bei ovx Ratte) auf:

Serumwert LDLC2 pro Gruppe (mg/dl)
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Abb. 9: Effekt von E2 und CR BNO 1055-Subfraktionen auf Serumkonzentration des LDLs. * = 

p<0,05 vs KO, ovx (t-Test; 1way ANOVA – Dunnett’s Multiple Comparison Test). Abweichung als 

SEM 

Der Serumwert des LDL ist bei der Gruppe der mit Estradiolbenzoat behandelten Tiere signi-

fikant gegenüber der Kontrollgruppe vermindert (p<0,0001, t-Test). Die Gruppen der mit den 

Subfraktionen behandelten Tiere zeigen keinen signifikanten Effekt auf den LDL-Wert im 

Serum nach 4-wöchiger Behandlung. Die Daten des Serum-LDLs der Tiere entstammen ei-

nem Datenpool, der mehreren an diesem Projekt beteiligten Doktoranden zur Verfügung 

stand. 
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3.5.3 HDL (High Density Lipoprotein) 

Effekt von E2 und CR BNO 1055-Extrakt Subfraktionen (28 Tage per Futter bei
ovx Ratte) auf:

Serumwert HDLC2 pro Gruppe (mg/dl)
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Abb. 10: Effekt von E2 und CR BNO 1055-Subfraktionen auf Serumkonzentration des HDLs. * = 

p<0,05 vs KO, ovx (t-Test; 1way ANOVA – Dunnett’s Multiple Comparison Test). Abweichung als 

SEM 

Der Serumwert des HDLs  ist bei der Gruppe der mit Estradiolbenzoat behandelten Tiere sig-

nifikant gegenüber der Kontrollgruppe vermindert (p=0,0002, t-Test). Die Gruppen der mit 

den Subfraktionen behandelten Tiere zeigen keinen signifikanten Effekt auf das HDL im Se-

rum nach 4-wöchiger Behandlung. Die Daten des Serum-HDLs der Tiere entstammen einem 

Datenpool, der mehreren an diesem Projekt beteiligten Doktoranden zur Verfügung stand. 
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3.5.4. Triglyceride 

Effekt von E2 und CR BNO 1055-Extrakt Subfraktionen (28 Tage per Futter
bei ovx Ratte) auf:

Serumwert Triglyceride pro Gruppe (mg/dl)
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Abb. 11: Effekt von E2 und CR BNO 1055-Subfraktionen auf Serumkonzentration der Triglyceride. 

Abweichung als SEM 

 

Der Serumwert der Triglyceride ist in keiner der untersuchten Gruppen signifikant gegenüber 

der Kontrollgruppe erhöht oder vermindert. Es lassen sich starke Ausreißer bei den Gruppen 

E2 und Gesamtrestfraktion erkennen. Die Gesamtsaponinfraktion zeigt eine Tendenz zu nied-

rigeren Triglyceridwerten im Vergleich zu der Kontrollgruppe. Die Daten der Serum-

Triglyceridwerte der Tiere entstammen einem Datenpool, der mehreren an diesem Projekt 

beteiligten Doktoranden zur Verfügung stand. 
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3.5.5 Leptin 

Effekt von E2 und CR BNO 1055-Extrakt Subraktionen (28 Tage per
Futter bei ovx Ratte) auf:

Serumwert Leptin pro Gruppe (ng/ml)
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Abb. 12: Effekt von E2 und CR BNO 1055-Subfraktionen auf Serumkonzentration des Leptins. * = 

p<0,05 vs KO, ovx (t-Test; 1way ANOVA – Dunnett’s Multiple Comparison Test). Abweichung als 

SEM 

Der Serumwert von Leptin ist bei der Gruppe der mit Estradiolbenzoat behandelten Tiere sig-

nifikant gegenüber der Kontrollgruppe vermindert (p<0,0001, t-Test). Die Gruppen der mit 

den Subfraktionen behandelten Tiere zeigen keinen signifikanten Effekt auf den Leptinwert 

im Serum nach 4-wöchiger Behandlung.  Man kann bei der Gesamtsaponin- und S2-Fraktion 

eine Tendenz der Mittelwerte zu niedrigeren Leptinserumspiegeln im Vergleich zur Kontroll-

gruppe erkennen. Die Daten des Serum-Leptins der Tiere entstammen einem Datenpool, der 

mehreren an diesem Projekt beteiligten Doktoranden zur Verfügung stand. 
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3.6. Korrelationsanalysen 

3.6.1. Korrelationsanalyse von Leptin und Körpergewicht 
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 Abb. 13: Korrelationsanalyse von Leptinwerten und Körpergewicht. Die Leptinwerte korrelieren po-

sitiv mit dem Körpergewicht 

 

Diese Korrelationsanalyse zeigt eine positive Korrelation der Leptinwerte im Verhältnis zum 

Körpergewicht. Verglichen wurde das Gewicht der Tiere aller Gruppen im Verhältnis mit den 

den Tieren zugehörigen Leptinwerten. Dies bedeutet je höher das Körpergewicht der Tiere ist, 

desto höhere Leptinspiegel sind zu erwarten. Die Werte zu Serum-Leptin und Körpergewicht 

der Tiere entstammen einem Datenpool, der mehreren an diesem Projekt beteiligten Dokto-

randen zur Verfügung stand.  
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3.6.2. Korrelationsanalyse PCNA-positive Zellen zu Serumleptin  
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Abb. 14: Korrelationsanalyse von Leptinwerten und PCNA-positiven Kolonzellen. Die Leptinwerte 

korrelieren negativ mit den PCNA-positiven Zellen. 

Diese Korrelationsanalyse zeigt eine negative Korrelation der Leptinwerte im Verhältnis zu 

den PCNA-positiven Kolonzellen. Verglichen wurde das Verhältnis der PCNA-positiven 

Enterozyten zur Gesamtzahl der gezählten Enterozyten pro Subgruppe. Dies bedeutet, je hö-

her die Proliferationsrate der Enterozyten, desto niedrigere Leptinwerte waren zu erkennen. 

Die Werte des Serum-Leptins der Tiere entstammen einem Datenpool, der mehreren an die-

sem Projekt beteiligten Doktoranden zur Verfügung stand. 
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3.6.3. Weitere Korrelationsanalysen  

 

Die Korrelationsanalysen der folgenden Parameter zeigen keine Korrelation zueinander und 

werden daher nicht gesondert graphisch dargestellt. 

1) PCNA-positive Zellen in % zu Serumcholesterol in mg/dl (p-Wert: 0,0715) 

2) PCNA-positive Zellen in %  zu Serum-LDL in mg/dl (p-Wert: 0,0794) 

3) Leberfettgehalt in % zu Serumcholesterol in mg/dl (p-Wert: 0,4569) 

4) Leberfettgehalt in % zu Serumleptin in ng/ml (p-Wert: 0,921) 

5) Leberfettgehalt in % zu Serum-LDL in mg/dl (p-Wert: 0,2023) 
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4. Diskussion 

4.1. Leberfettanteile 

Nach 4-wöchiger Therapie der ovx Ratten mit CR BNO 1055-Subfraktionen und Estradiol-

benzoat ergab die Untersuchung des Anteils von Fettgewebe am Leberparenchym im Ver-

gleich zur Kontrollgruppe einen signifikant erhöhten Fettgehalt bei einer Gruppe von Ver-

suchstieren, welche mit der R3-Subfraktion behandelt wurden. Diese Fraktion enthält als 

Hauptbestandteil Methylserotonin und in Spuren Zimtsäurederivate. Die übrigen Versuchstie-

re, welche mit den anderen Subfraktionen oder Estradiolbenzoat behandelt wurden, zeigten 

keinen signifikanten Anstieg des Leberfettanteiles im Vergleich zu Kontrollgruppe. Lüde et 

al. konnten 2007 als erste in einer tierexperimentellen Studie an Wistar-Ratten zeigen, dass 

eine Dosis von 1000 mg/kg Körpergewicht CR-Extrakt eine mikrovesikuläre Steatose auslö-

sen kann. Sie erklären diesen Effekt mit einer Hemmung der mitochondrialen ß-Oxidation 

und einer Störung der mitochondrialen Zellmembranstabilität. Die gestörte ß-Oxidation führt 

zu einer Akkumulation von langkettigen Fettsäuren und Triglyceriden und somit zu einer 

mikroskopisch sichtbaren Leberzellverfettung. Die gestörte mitochondriale ß-Oxidation konn-

te 1995 bereits von Fromenty und Pessayre als Ursache für eine mikrovesikuläre He-

patosteatose identifiziert werden. Sie konnten zudem in Studien zeigen, dass eine milde Inhi-

bition der mitochondrialen ß-Oxidation auch zu einer milderen Form der Leberzellverfettung, 

der makrovesikulären Steatose (siehe Einleitung Kapitel 1.3.1.1 – 1.3.1.2) führen kann 

(Fromenty und Pessayre 1995). Campos et al. zeigten 2012, dass CR-Extrakt Gabe bei 

Wistar-Ratten zu einer gestörten ß-Oxidation in der Leber führen kann (Campos et al. 2012). 

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Dosen waren im Vergleich zu der Studie von 

Lüde et al. gering. So wurde den Versuchstieren der R3-Gruppe 35,97 mg der R3-Subfraktion 

pro kg Futter verabreicht, was einer täglichen Substanzeinnahme von ca. 0,666mg Methysero-

tonin entsprach. Es existieren einige Studien, die einen Zusammenhang zwischen Serotonin 

und der Entwicklung einer Fettleber, bzw. einer NAFLD nachgewiesen haben. So zeigten 

Nocito et al. 2007 an Knockout-Mäusen ohne periphere Serotoninproduktion, dass diese bei 

hochkalorischer Diät signifikant seltener an einer Leberzellverfettung im Vergleich zu wild-

typ Tieren erkrankten. Der Grund wird in der Bildung von Reaktiven Sauerstoffmetaboliten 

(ROS) bei der Degradation von Serotonin in der Leber gesehen. Verantwortlich für den Ab-

bau von Serotonin und der Entstehung von ROS ist die Monoaminoxidase A (MAO-A). Die 

entstehenden ROS schädigen die mitochondriale Membran und führen zu Steatose und im 

weiteren Verlauf zu einer Leberzellapoptose.  
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Nocito et al. untersuchten den Effekt einer Hemmung der MAO-A auf die Leberfettanteile 

und kamen zu dem Ergebnis, dass die Fettakkumulation als Zeichen eines Leberzellschadens 

bzw. eines mitochondrialen Schadens bei hochkalorischer Diät in Kombination mit MAO-A-

Hemmern  geringer ausgeprägt war, als bei den Wildtyp-Tieren unter hochkalorischer Diät 

(Nocito et al. 2007). In einer weiteren Studie wurde der Effekt eines peripheren Serotoninan-

tagonisten auf den Grad der Leberverfettung bei adipösen Mäusen untersucht. Es konnte ge-

zeigt werden, dass die Serotoninantagonisten Palonosetron und Tropisetron den Grad einer 

NAFLD verringern können (Haub et al. 2011). Der in der vorliegenden Arbeit gefundene er-

höhte Leberfettanteil in der R3-Gruppe lässt sich theoretisch pathophysiologisch durch die 

zitierten Studien erklären. Der Pathomechanismus, über den Serotonin an der Entstehung ei-

ner NAFLD mitwirkt, bezieht den mitochondrialen Stoffwechsel als zentralen Aspekt für de-

ren Entstehung mit ein. In den meisten Studien, die sich mit der Lebertoxizität von CR-

Extrakt befasst haben, ist auf die Akutschädigung der Leber im Sinne einer Transaminasener-

höhung eingegangen worden. Lüde et al. untersuchten die Auswirkung von CR-Extrakt auf 

den Leberfettanteil. Die Dosis an CR-Extrakt, die eine mikroskopisch nachweisebare Leber-

zellverfettung ergab, war mit 1000 mg/kg KG höher als die in der vorliegenden Arbeit ver-

wandten Dosen. Eine Substanzeinnahme von 1000 mg/kg Körpergewicht entspricht bei einem 

Rattengewicht von durchschnittlich 300g einer Aufnahme von 300mg CR-Extrakt pro Tag. 

Lüde et al. konnten bei geringeren Dosen von 10mg/kg KG, 100 mg/kg KG und 300mg/kg 

KG CR-Extrakt keinen Effekt auf den Fettstoffwechsel der Leber von Wistar-Ratten feststel-

len. Campos et al. stellten bereits bei einer CR-Extrakt Dosis von 0,6mg/kg KG eine Auswir-

kung auf den Fettstoffwechsel in der Leber fest. Jedoch ist zu sagen, dass bei den untersuch-

ten Ratten ebenfalls eine renovaskuläre Hypertonie induziert wurde und der Leberfettgehalt 

nicht untersucht wurde (Campos et al. 2012). Abschließend ist zu sagen, dass die Ergebnisse 

von erhöhten Leberfettanteilen in der R3-Gruppe mit den Studien zu der Wirkung von Sero-

tonin auf die Leber vereinbar sind. Die vorliegenden Ergebnisse der R3-Gruppe präsentieren 

sich zwar signifikant, aber in einer kleinen Gruppe bei hoher Standardabweichung, sodass 

ohne einen langfristigen Verlauf beobachtet zu haben auch nur eine eingeschränkte Aussage 

über einen möglichen pathologischen Effekt gemacht werden kann. Fromenty und Pessayre 

beschrieben 1995, dass eine milde Hemmung der mitochondrialen ß-Oxidation zu einer mak-

rovesikulären Steatose führen kann. Es ist möglich, dass die in dieser Arbeit gezeigten mak-

rovesikulären Fettansammlungen in der R3-Gruppe auf eine solch milde Hemmung der mito-

chondrialen ß-Oxidation zurückzuführen sind. Weshalb Lüde et al. 2007 im Unterschied zu 

dieser Arbeit bei den niedrigeren Dosen keine makrovesikuläre Steatose gefunden haben, 

49 
 



könnte sich dadurch erklären lassen, dass kompletter CR-Extrakt und nicht selektiv einzelne 

Subfraktionen getestet wurden, sodass mögliche Interaktionen zwischen den einzelnen Wirk-

stoffen bei geringerer Dosierung keinen Lebereffekt gezeigt haben oder einzelne Inhaltsstoffe 

des CR-Extraktes gar Leberzellprotektiv wirken könnten. Diese Überlegung deckt sich mit 

den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit, denn in der ebenfalls verabreichten Gesamtrestfrak-

tion, welche die Subfraktionen R1 – R3 beinhaltet, wurde kein Lebereffekt gesehen. Die Do-

sis der Gesamtrestfraktion liegt mit 7,26 mg/Tag Substanzeinnahme zudem in dem getesteten 

Dosisbereich von Lüde et al. zwischen 10 mg/kg KG und 100 mg/kg KG. Der in der vorlie-

genden Arbeit beobachtete Effekt lässt sich möglicherweise deutlicher darstellen, wenn man 

in folgenden Studien die verwendete Dosis in der R3-Gruppe in verschiedenen Gruppen abge-

stuft erhöht und die Therapie über einen längeren Zeitraum laufen lässt. Man sollte untersu-

chen, ob sich überhaupt ein funktioneller Leberschaden entwickeln kann und ob die in dieser 

Arbeit gemessenen Ergebnisse einen pathologisch relevanten Effekt zeigen. Eine weitere 

Überlegung für zukünftige Experimente ist, Ratten bei hochkalorischer Diät mit ausgesuchten 

Subfraktionen zu behandeln und zu untersuchen, ob eine von diesen Subfraktionen sich pro-

tektiv auf den Grad der Verfettung auswirken könnte. 

 

4.2. Proliferationsaktivität in der Kolonschleimhaut 

Die Proliferationsaktivität der  Kolonschleimhaut wurde mithilfe der PCNA-Färbung be-

stimmt. Östrogene wirken im apikalen Teil der Krypten antiproliferativ über den ERß und im 

basalen Anteil der Krypten proliferationsfördernd über den ERα. Wlada-Hiraike et al. zeigten 

2006, dass Mäuse ohne ERß eine gestörte Apoptoserate und einen geringeren Differenzie-

rungsgrad des Kolonepithels aufweisen. Cho et al. konnten eine Proliferationssteigerung der 

Enterozyten unter Östrogentherapie sowie im Gegensatz dazu eine Erhöhung der adenomatö-

sen Entartung und Minderung der Proliferationsaktivität des Kolonepithels bei ER-Knockout-

Mäusen zeigen (Cho et al. 2007).  

Epidemiologische Daten aus großen Kohortenstudien über HET in der Postmenopause zeigen 

einen protektiven Effekt der HET auf das Risiko an einem KRK zu erkranken (Delellis 

Henderson et al. 2010). Dieser positive Effekt von Östrogenen auf die Gesundheit der Kolon-

schleimhaut, vermittelt über ERα und ERβ, soll den Wirkungen der CR BNO 1055-

Subfraktionen auf das Kolonepithel gegenüber gestellt und diskutiert werden. Bei der Analyse 

der Zellproliferation der Kontrollgruppe fällt eine im Vergleich zu Vorstudien relativ hohe 

Zellproliferationsrate von ungefähr 15% PCNA-positiven Zellen auf.  So zeigten Hoff und 
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Chang 1979 eine unter Östrogenmangel entstehende Kryptenhypoplasie und eine niedrige 

Zellsyntheserate (Hoff und Chang 1979). Auch Untersuchungen in unserer Abteilung mit un-

terschiedlichen Substanzen im Vergleich zu Estradiolbenzoat und ovx Kontrolltieren ergab 

eine niedrigere Proliferationsrate im Kolonepithel bei den Tieren der Kontrollgruppe (Bein 

2010). Diese Studie lief jedoch über einen Zeitraum von 3 Monaten, wohingegen die hier dis-

kutierten Ergebnisse die Proliferationsrate nach 4-wöchiger Behandlung und Beobachtung 

widerspiegeln. Dies kann einen kleineren Effekt auf die initiale Abnahme der Proliferationsra-

te bei den Kontrolltieren erklären. Die Proliferationsaktivität der Kolonschleimhaut unter der 

Gabe von CR-Extrakt oder deren Subfraktionen ist bisher noch nicht eingehend untersucht 

worden. Eine Studie unserer Abteilung stellte nach einer 3-monatigen Therapiestudie mit u.a. 

CR-Extrakt keinen Effekt auf die Expression von ERα oder ERβ in der Kolonschleimhaut fest 

(Seidlová-Wuttke et al. 2009). 

In meiner Arbeit konnte ich im Vergleich zur ovx Kontrollgruppe ebenfalls keinen signifikan-

ten Effekt der CR BNO 1055-Subfraktionen auf die Proliferationsaktivität im Kolonepithel 

finden. Die Proliferationsaktivität der getesteten Subgruppen bewegt sich, mit einer pro Grup-

pe unterschiedlichen Standardabweichung um 15-17% PCNA positiver Zellen und entspricht 

somit der Proliferationsrate der Kontrollgruppe bzw. weicht nicht signifikant von dieser ab. 

Die E2-Fraktion zeigt im Vergleich zur Kontrollgruppe eine signifikant höhere Proliferations-

rate. Diese erhöhte Proliferationsrate unter E2-Therapie lässt sich mit den Studien von Cho et 

al. 2007 in Einklang bringen und wird vor dem Hintergrund einer geringeren Inzidenz von 

KRK nach Hormonersatztherapie wohl als positiver Effekt gewertet werden können (Delellis 

Henderson et al. 2010; Cho et al. 2007; Barzi et al. 2013). Abschließend ist zu sagen, dass die 

CR BNO 1055-Subfraktionen keinen nachweisbaren Effekt auf die Darmschleimhaut im Sin-

ne der Proliferationsrate ausüben. Die Analyse der Apoptoserate wäre unter dem Gesichts-

punkt der Kolonkarzinomprotektion eine weitere interessante Methode, welche detaillierter 

Aufschluss über die Wirkweise der untersuchten Substanzen auf die Kolonschleimhaut geben 

könnte. Wie oben erwähnt, ist die protektive Wirkung von Östrogenen auf das KRK über die 

Epidemiologie und besonders über die Verteilung und Funktion der beiden Östrogenrezepto-

ren erklärbar, sodass im Vergleich erhöhte Proliferationsraten als positiv zu werten wären. In 

weiteren Arbeiten sollte insbesondere detaillierter auf die Grenze zwischen benigner Prolife-

ration im Rahmen eines gesunden Zellturnovers und potentiell maligner Proliferation einge-

gangen werden. 
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4.3. Körpergewicht und Futteraufnahme 

Wie im Material- und Methoden-Teil bereits erwähnt, entstammen die Daten über die Fut-

teraufnahme und das Körpergewicht der Tiere einem Datenpool, der mehreren Doktoranden 

der Abteilung Endokrinologie zur Verfügung stand. Die Tiere hatten im gesamten 4-wöchigen 

Versuchsablauf freien Zugang zu Futter und Wasser. Das Futter der Tiere bis zur Ovx war 

eine spezielle sojafreie Futtermischung, da konventionelles Rattenfutter üblicherweise Soja 

enthält und darin partiell östrogenaktive Substanzen, sogenannte Phytoöstrogene, zu finden 

sind, die den Effekt von Therapiestudien an ovarektomierten Ratten verfälschen können. Nach 

der Ovx bekamen die Tiere für 4 Wochen dieses spezielle, mit den verschiedenen Subfraktio-

nen und Estradiolbenzoat angereicherte sojafreie Futter, zu welchem sie ebenfalls ad libitum 

freien Zugang hatten. In der ersten Woche nach Ovx reduzierte sich die Futteraufnahme in 

allen Gruppen, erholte sich im Verlauf jedoch gleichmäßig bei 9 Gruppen, bis auf die E2-

Gruppe, wieder auf eine Futteraufnahmemenge von 17-19 Gramm pro Tier pro Tag. Die Ab-

nahme der anfänglichen Futteraufnahme lässt sich durch den postoperativen Stress der Ratten 

erklären. Die durchschnittliche tägliche Futteraufnahme der mit Estradiolbenzoat behandelten 

Tiere blieb jedoch mit 10,8 Gramm pro Tier pro Tag signifikant unter den anderen Gruppen. 

Die Reduktion der Futteraufnahme unter Estradioltherapie stimmt mit den Beobachtungen 

anderer Studien überein (Landau und Zucker 1976). Eine Korrelationsanalyse bestätigt eine 

positive Korrelation zwischen der durchschnittlichen Futteraufnahme und dem Körpergewicht 

am Ende der Studie und zeigt die E2-Gruppe als Ausreißer mit niedriger Futteraufnahme von 

10,8 Gramm/Tag und niedrigstem durchschnittlichen Körpergewicht von 248,4 Gramm am 

Ende der Studie. Die reduzierte Futteraufnahme unter Östradioltherapie in Verbindung mit 

einer höheren Aktivität der Ratten wurde bereits in früheren Studien beschrieben (Zucker und 

Landau 1976; Stern und Murphy 1972). Meli et al. beobachteten 2004 zudem, dass eine Est-

radioltherapie bei ovx Ratten die Futteraufnahme und das Körpergewicht auf physiologisches 

Niveau reduzieren kann. Wie in der Korrelationsanalyse gezeigt werden konnte, hängt das 

Körpergewicht der Ratten mit der täglichen Futteraufnahme zusammen. Unabhängig von der 

Nahrungszufuhr lässt sich kein Effekt durch die getesteten Substanzen auf das Körpergewicht 

erkennen. 
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4.4. Einfluss von CR 1055-Subfraktionen und E2 auf Serumlipidparameter 

4.4.1. Serumcholesterol 

Wie zu den Graphen im Ergebnisse-Teil bereits beschrieben, entstammen die Daten über das 

Serumcholesterol einem Datenpool, der mehreren Doktoranden, die an diesem Projekt betei-

ligt waren, zur Verfügung stand. Die Analyse des Serumcholesterols zeigt eine signifikante 

Reduktion der Cholesterolkonzentration bei der mit Estradiolbenzoat behandelten Gruppe E2. 

Die Gruppen, die mit den CR BNO 1055-Subfraktionen behandelt wurden, zeigen keinen 

signifikanten Effekt auf die Serumcholesterolkonzentration nach 4-wöchiger Therapie. In 

bisher durchgeführten Studien konnte an postmenopausalen Frauen kein Effekt von CR-

Extrakt auf das Serumcholesterol festgestellt werden (Spangler et al. 2007; Verhoeven et al. 

2007). Eine kürzlich publizierten Studie aus unserer Abteilung zeigt eine Reduktion des Se-

rumcholesterols nach 4-wöchiger CR BNO 1055-Extrakt Behandlung bei ovx SD-Ratten 

(Seidlová-Wuttke et al. 2012). In der vorliegenden Arbeit konnte unter Therapie mit Subfrak-

tionen des CR BNO 1055-Extraktes kein positiver Effekt im Sinne einer Reduktion des Ge-

samtcholesterols an SD-Ratten gezeigt werden. Die Mittelwerte in allen Gruppen entsprechen 

denen der Kontrollgruppe. Die beobachtete Reduktion des Serumcholesterols in der E2-

Gruppe stimmt mit vorherigen Studien überein. So konnten Liu und Bachmann 1998 ebenfalls 

am Rattenmodell zeigen, dass eine Therapie mit Östrogenen den Serumcholesterolspiegel 

senkt. Neben den tierexperimentellen Studien belegen zahlreiche Studien an postmenopausa-

len Frauen den Effekt von HET auf den Cholesterolspiegel   (Walsh et al. 1991, Tonstad et al. 

1995, Van der Mooren et al. 1992; De Franciscis et al. 2013). Der niedrigere Serumcho-

lesterolspiegel bei der E2-Gruppe lässt sich über eine estradiolstimulierte Aufnahme von LDL 

und HDL in die Leber und das periphere Gewebe erklären (Cooper et al. 1987). Durch die 

Aufnahme der Lipoproteine steigt der Cholesterolgehalt in den Zellen und hemmt dadurch die 

endogene Produktion. Zudem wird Cholesterol aus dem Serum eliminiert. Die Auswertung 

der Serumcholesterolkonzentrationen der einzelnen Subfraktionen in der vorliegenden Arbeit 

zeigt eine Übereinstimmung mit bisherigen Studien in Bezug auf die cholesterolsenkende 

Wirkung von Estradiolbenzoat. In zukünftigen Untersuchungen sollte näher auf die Rolle der 

Saponinfraktionen des CR BNO 1055-Extraktes in Bezug auf die Serumcholesterolkonzentra-

tion eingegangen werden. In der vorliegenden Arbeit zeigte sich zwar keine signifikante Re-

duktion des Serumcholesterols, neuere Studien wiesen diese Reduktion jedoch nach (Seidlo-

vá-Wuttke et al., 2012), sodass in diesem Bereich weitergehende Untersuchungen über einen 
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möglichen positiven Effekt von CR BNO 1055-Extrakt auf die Serumcholesterolwerte inte-

ressant sind. 

4.4.2. LDL  

Die Daten über das Serum-LDL entstammen einem Datenpool, der mehreren Doktoranden, 

die an diesem Projekt beteiligt waren, zur Verfügung stand. Es konnte bereits 1998 gezeigt 

werden, dass eine Ovarektomie bei Ratten das LDL erhöhen kann (Suda et al. 1998). Die Ur-

sache liegt in einer durch Östrogenmangel und steigendem Alter verminderten Expression von 

LDL-Rezeptoren in der Leber und im peripheren Gewebe (Chao et al. 1979; Cooper et al. 

1987). Des Weiteren konnten Studien zeigen, dass eine Therapie mit Östrogenen die Konzent-

ration von LDL senken kann (Liu und Bachmann 1998, Kuller et al. 1990). In bisherigen Stu-

dien über den Effekt von CR-Extrakt auf die Serumlipide konnten keine Auswirkungen auf 

den LDL-Spiegel beobachtet werden (Spangler et al. 2007; Verhoeven et al. 2007). In der 

Analyse der Konzentration des LDL-Cholesterols in den verschiedenen Gruppen zeigte sich 

eine signifikante ca. 60%ige Reduktion bei der mit Estradiolbenzoat behandelten Gruppe E2 

im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die CR BNO 1055-Subfraktionen zeigen keinen Effekt auf 

die LDL-Konzentration nach 4-wöchiger Therapie. Diese Ergebnisse stimmen mit den bishe-

rigen Studien zur Wirkung von Östrogenen und CR-Extrakt überein. Die Reduktion des LDLs 

in der E2-Gruppe wird pathophysiologisch durch eine erhöhte Expression von LDL-

Rezeptoren und einer erhöhten Aufnahme des LDLs in die mit LDL-Rezeptoren ausgestatte-

ten Gewebe unter Östrogeneinfluss erklärt (Cooper et al. 1987). 

 

4.4.3. HDL  

Die Daten über das Serum-HDL entstammen einem Datenpool, der mehreren Doktoranden, 

die an diesem Projekt beteiligt waren, zur Verfügung stand. HDL sind bekannt als die guten 

Fette und üben ihre protektive Wirkung auf das Herz-Kreislauf System über den Rücktrans-

port von überschüssigem Cholesterol aus der Peripherie zurück zur Leber aus. Das Cho-

lesterol wird dann in die Gallenflüssigkeit abgegeben und somit aus dem Körperkreislauf eli-

miniert. Im Gegensatz zum Menschen, dessen größter Anteil der Lipoproteine aus LDL be-

steht,  ist der Anteil des HDL am Gesamtcholesterol bei Ratten viel höher. Die Ratte ist den-

noch ein etabliertes Tiermodell zur Analyse der Blutlipidparameter, da sich trotz der unter-

schiedlichen Verteilung der Fraktionen ein mit menschlichen Daten vergleichbarer Wirkeffekt 

auf Veränderungen des Lipidprofils unter beispielsweise Östrogentherapie finden lässt. Die 
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Analyse der Serumkonzentration des HDLs in den verschiedenen Gruppen zeigt eine signifi-

kante Reduktion des HDLs bei der E2-Gruppe. Ein Effekt der CR BNO 1055-Subfraktionen 

auf die HDL- Konzentration lässt sich nicht erkennen. Diese Ergebnisse stimmen mit bisheri-

gen Studien zur Wirkung von CR-Extrakt auf Blutlipidparameter überein (Spangler et al. 

2007; Verhoeven et al. 2007). Die Reduktion des HDLs in der Gruppe der mit Estradiolben-

zoat behandelten Tiere erklärt sich über eine gleichzeitig gesteigerte Aufnahme von HDL und 

LDL. Beide Lipoproteine binden Apo-E vermittelt an den LDL-Rezeptor, der durch Östro-

geneinfluss in höherem Ausmaß synthetisiert wird (Cooper et al. 1987; Chao et al. 1979). 

Diese estradiolabhängige Reduktion des HDL wurde durch meine Analyse bestätigt. 

 

4.4.4. Triglyceride 

Die Daten über die Serum-Triglyceride entstammen einem Datenpool, der mehreren Dokto-

randen, die an diesem Projekt beteiligt waren, zur Verfügung stand. Triglyceride erfüllen im 

Körper hauptsächlich eine Funktion als Energiespeicher in den Adipozyten. Postmenopausal 

erfolgt eine östrogenmangelbedingte Zunahme der Adipozyten, gepaart mit einer erhöhten 

Aktivität der endothelständigen Lipoproteinlipase, was zu steigenden Serumspiegeln von 

Triglyceriden führen kann (Hamosh und Hamosh 1975). Die Analyse der Triglyceridkonzent-

ration in der vorliegenden Arbeit zeigte keinen signifikanten Unterschied der verschiedenen 

Gruppen zu den Werten der Kontrollgruppe. In der E2-Gruppe lässt sich eine Tendenz zu hö-

heren Triglyceridwerten erkennen, was mit einigen Studien unserer Abteilung übereinstimmt. 

Nach 3 monatiger Behandlung mit Estradiolbenzoat wurde hier eine signifikante Zunahme der 

Triglyceridkonzentration beobachtet (Seidlová-Wuttke et al. 2010). Andere Studien zeigten 

keinen Effekt auf die Triglyceridwerte unter Östrogentherapie (Suda et al. 1998). Die erhöhte 

Triglyceridkonzentration unter Erstradiolbehandlung erklärt sich durch eine erhöhte Synthese-

rate in der Leber in Kombination mit einer Hemmung der Lipoproteinlipase, welche zu einer 

erhöhten Serumkonzentration führen kann, da weniger Triglyceride in den Adipozyten aufge-

nommen werden (Weinstein et al. 1986; Pedersen et al. 1992). Rachón et al. konnten 2008 

einen Abfall der Triglyceridkonzentration unter Therapie mit CR-Extrakt beobachten. Dieser 

Effekt kann in meiner Untersuchung nicht bestätigt werden. Es konnte kein Effekt der CR 

BNO 1055-Subfraktionen auf die Konzentration der Triglyceride beobachtet werden, was mit 

den Studien von Spangler et al. und Verhoeven et al. aus dem Jahr 2007 übereinstimmt. 
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4.4.5. Leptin 

Die Daten über das Serum-Leptin entstammen einem Datenpool, der mehreren Doktoranden, 

die an diesem Projekt beteiligt waren, zur Verfügung stand. Studien konnten zeigen, dass der 

Leptinspiegel bei der postmenopausalen Frau als Konsequenz des östrogenmangelbedingten 

höheren Körperfettanteiles zunimmt (Poehlmann et al. 1995; Gower et al. 2000). Weitere Ex-

perimente an ovx Ratten zeigten, dass sich unter Estradioltherapie die Leptinwerte wieder auf 

ein physiologisches Maß reduzieren ließen (Meli et al. 2004). In anderen Studien hingegen 

ließ sich jedoch kein Effekt von Estradioltherapie auf die Leptinwerte bei postmenopausalen 

Frauen beobachten (Gower et al. 2000; Springer et al. 2013). In der Analyse der Leptinwerte 

fällt eine signifikante Reduktion bei der E2 Gruppe auf. Die CR BNO 1055-Subfraktionen 

zeigen in meinen Untersuchungen keinen signifikanten Effekt auf das Leptin. Seidlová-

Wuttke et al. zeigten 2012 in einer Studie eine signifikante Reduktion des Leptinwertes unter 

CR BNO 1055-Extrakt bei SD-Ratten im Vergleich zur ovx Kontrollgruppe (Seidlová-Wuttke 

et al. 2012). Die zuvor erwähnte Studie legt nahe, dass eine Reduktion des Leptinspiegels ein 

Resultat aus dem Zusammenspiel der einzelnen Subfraktionen sein könnte. In meiner Arbeit 

konnte ich bei der isolierten Gabe der CR BNO 1055-Subfraktionen keine Reduktion des Lep-

tinspiegels im Serum der untersuchten Ratten feststellen. Die Reduktion der Werte unter Est-

radioltherapie gehen mit den Ergebnissen von Meli et al. einher (Meli et al. 2004). Die tägli-

che Nahrungsaufnahme der Tiere war in den ersten Wochen signifikant niedriger als in den 

anderen Gruppen. Die reduzierte Futteraufnahme und eine erhöhte Aktivität der Tiere unter 

E2-Therapie wird in Kapitel 4.3 diskutiert. Die Leptinkonzentration im Serum  ist abhängig 

vom Körperfettanteil. Eine reduzierte Futteraufnahme und eine erhöhte Aktivität unter E2-

Therapie können somit auch einen niedrigeren Leptinspiegel als Folge geringerer Fettmasse 

der Tiere der E2-Gruppe erklären. Der Leptinspiegel korreliert positiv mit dem Körperge-

wicht und bestätigt den bekannten Zusammenhang von Körpergewicht, Körperfettanteil und 

Leptinwerten (Considine et al. 1996).  
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4.5. Korrelationsanalysen 

4.5.1.  Korrelation von PCNA-positiven Zellen zu Serumleptin 

Diese Korrelationsanalyse zeigt einen Zusammenhang zwischen erhöhter Proliferationsaktivi-

tät und niedrigeren Leptinwerten. Dieser Effekt gründet vornehmlich auf der Wirkung von 

Estradiolbenzoat auf die Serumleptinwerte und auf die Kolonepithelproliferation. Nimmt man 

die Estradiolbenzoat-Gruppe aus der Korrelationsanalyse heraus, so ergibt sich keine Korrela-

tion zwischen den Leptinwerten der CR-Subfraktionsgruppen und der Kolonepithelprolifera-

tion in den Gruppen der mit den CR-Subfraktionen behandelten Tiere. Der Einfluss von Est-

radiolbenzoat auf die Leptinwerte und auf das Kolonepithel wurde in den vorangegangenen 

Kapiteln diskutiert. 

 

4.5.2. Weitere Korrelationsanalysen 

Es wurden weiterhin die Serumparameter LDL, Cholesterol und Leptin jeweils mit dem Le-

berfettgehalt und den PCNA-positiven Enterozyten korreliert. Eine Fragestellung dieser Kor-

relationsanalysen betraf einen möglichen Zusammenhang von Leberfettgehalt und Kolo-

nepithelproliferation mit diesen Serumlipidparametern im Sinne eines möglichen metaboli-

schen Effektes der CR BNO 1055-Subfraktionen. Es konnte in keiner der Analysen eine - 

weder positive noch negative - Korrelation nachgewiesen werden. Bezüglich des Leberfett-

gehaltes bedeutet dies auch, dass mit dem relativ hohen Leberfettgehalt der R3-Subfraktion 

des CR BNO 1055-Extraktes keine Verbindung zu einem entgleisten Lipidstoffwechsel gezo-

gen werden kann. Dies kann auf einen leberspezifischen Prozess in der R3-Subfraktion hin 

deuten. Pathophysiologische Aspekte und Studien zu dem in der R3-Subfraktion vorherr-

schendem Methylserotonin und der Steatose wurden in Kapitel 4.1. diskutiert.   
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5. Zusammenfassung 

Die in der Einleitung dieser Arbeit beschriebene positive Wirkung von CR-Extrakt auf post-

menopausale Beschwerden und Hitzewallungen kann auf Grundlage der durchgeführten Ver-

suche nicht um die Faktoren „Kolonkarzinomprophylaxe“ und „positiver Effekt auf ausge-

wählte Blutlipidparameter“ ergänzt werden. Die fördernde Wirkung von Estradiolbenzoat auf 

die Zellproliferation in der Darmschleimhaut stimmte mit vorherigen Studien überein. Auch 

die festgestellte Senkung der Blutlipidparameter Gesamtcholesterol, LDL, HDL und Leptin 

durch Estradiolbenzoat war kohärent mit vorherigen Studien zu diesem Thema. Für die ver-

wendeten Dosen der CR BNO 1055-Subfraktionen konnte keine signifikante Erhöhung der 

Kolonzellproliferation gefunden und auch kein Effekt auf die Blutlipidparameter gesehen 

werden.                                                   

In Bezug auf die Lebersicherheit konnte bei einer Subfraktion, der R3-Fraktion, ein im Ver-

gleich zur Kontrollgruppe erhöhter Leberfettgehalt nach 4-wöchiger Applikation festgestellt 

werden. Die übrigen 7 Subfraktionen zeigten jedoch keine Erhöhung des Fettanteiles und stel-

len insgesamt ein positives Ergebnis dar, was die Lebersicherheit des CR BNO 1055-

Extraktes betrifft. Für das als Hauptbestandteil in der R3-Fraktion vorkommende Methylsero-

tonin konnten einige Studien gefunden werden, die einen Zusammenhang zwischen Seroton-

instoffwechsel und Leberzellschädigung und Leberverfettung beschreiben, sodass das Ergeb-

nis dieser Arbeit pathophysiologisch konsistent mit bisherigen Untersuchungen zu diesem 

Thema ist und in weiteren Studien eingehender untersucht werden sollte. 
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6. Methodischer Anhang 

 

Substanz Zeit 

50%ig Ethanol 1 Std 

75%ig Ethanol 1 Std 20 Min 

75%ig Ethanol 1 Std 20 Min 

96%ig Ethanol 1 Std 20 Min 

96%ig Ethanol 1 Std 20 Min 

100%ig Ethanol 1 Std 20 Min 

100%ig Ethanol 1 Std 20 Min 

100%ig Ethanol 1 Std 20 Min 

Xylol 1 Std 20 Min 

Xylol 1 Std 20 Min 

Paraffin 1 Std 

Paraffin 1 Std 

 

6.1. Ölrot Färbung: 

 Lösung Dauer 

1 60% Isopropyl-Alkohol 5 Min. 

2 Ölrot-O Ca. 10 Min 

3 60% Isopropyl-Alkohol Kurz 

4 Aqua Dest. Kurz abspülen 

5 Hämalaun nach Mayer 3-5 Min 

6 Destilliertes Wasser kurz abspülen 

7 Leitungswasser mehrmals wechseln 10 Min 

8 Eindecken der Schnitte mit Xylol  

 

 Nach Herstellung einer 0,5%igen Oil red O-Stammlösung wurde diese über Nacht stehen 

gelassen. Die Gebrauchslösung wurde aus 6 Teilen der Stammlösung und 4 Teilen  zweifach 

destilliertem Wasser hergestellt und 24 Stunden ruhen gelassen. Vor jedem Gebrauch wurde 

die Gebrauchslösung durch Faltenfilter (Whatman GmbH (Schleicher und Schuell), Dassel) 
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gefiltert. Nachdem die Objektträger 30 Minuten lang auf Zimmertemperatur gebracht worden 

waren, wurden diese für 5 Minuten in 60%igen Isopropyl-Alkohol getaucht und anschließend 

10 Minuten lang in Oil red O-Gebrauchlösung gefärbt. Nach weiteren kurzen Bädern in 60% 

Isopropyl-Alkohol und destilliertem Wasser erfolgte die Färbung mit Hämatoxilin für 10 Mi-

nuten. Um eine Blaufärbung zu erreichen, wurden die Präparate für weitere 10 Minuten unter 

fließendes Leitungswasser gehalten und schließlich mit Deckgläsern in Aquatex (Merck) ein-

gedeckt. 

 

6.2. Immunzytologische PCNA Färbung 

Basierend auf dem Basisprotokoll für Immunzytologische Färbungen in der Arbeitsgruppe-

Endokrinologie der Universitätsmedizin Göttingen 

 

1 Entparaffinierung Xylol 5 Min 

  Xylol 5 Min 

  Xylol 5 Min 

 Rehydratation in aufsteigen-

der Ethanolkonzentration 

100% Ethanol 3 Min 

  100% Ethanol 3 Min 

  100% Ethanol 3 Min 

  96% Ethanol 2 Min 

  96% Ethanol 2 Min 

  75% Ethanol 2 Min 

  Destilliertes Wasser 5 Min 

 Epitop-Auffindung Schnitte in ein Plastikgefäß mit 0,01M Zitratpuffer pH 

6,0. 

  Kochen bei 750 Watt (Mikrowelle) für 5 Min. 

  Mit Zitratpuffer auffüllen 

  Abkühlen lassen 20 Min 

   

 Dehydratation in aufsteigen-

der Alkoholkonzentration 

75% Ethanol für 2 Min 
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  96% Ethanol für 2 Min 

  96% Ethanol für 2 Min 

  100% Ethanol für 2 Min 

 Blocken der Peroxidaseakti-

vität 

3% Wasserstoffperoxid in Methanol für 30 Min 

 Rehydratation in aufsteigen-

der Ethanolkonzentration 

100% Ethanol für 2 Min 

  96% Ethanol für 2 Min 

  96% Ethanol für 2 Min 

  75% Ethanol für 2 Min 

  Destilliertes Wasser. Für 3 Min 

  Schnitte in 1x PBS waschen für 10 Min 

 Blocken der nicht spezifi-

schen Immunglobuline mit 

Normalserum der Ziege 

Bedecken der Schnitte für 30 Min 

  Schnitte in 1x PBS waschen für 10 Min 

 Auftragen des Primärantikör-

pers 

Proliferating cell nuclear antigen (PCNA)(PC10) 

mouse monoclonal IgG 2a, 200μg/ml (Santa Cruz Bio-

technology, Cat’ sc-56, Lot I1902) mit der Arbeitsver-

dünnung von 1:800. Verdünnt mit DakoCytomation 

Antibody Diluent with Background Reducting Compo-

nents Ready-to-use Code S3022 

  Bedecken der Schnitte für 30 Min 

  Schnitte in 1x PBS waschen für 10 Min 

 Auftragen des Sekundäranti-

körpers 

DakoCytomation EnVision+Dual Link System-

HRP(DAB+) Code K4046 für Primärantikörper rabbit 

und mouse. Der Antikörper ist ohne weitere Verdün-

nung zu nutzen. 

  Bedecken der Schnitte für 30 Min 

  Schnitte in 1x PBS waschen für 10 Min 

 DAB Reagenz Bedecken der Schnitte für 10 bis 15 Min, je nachdem, 

wann der Farbton in Braun umschlägt 

  Mit destilliertem Wasser abspülen 
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  Mit destilliertem Wasser auf Schüttler waschen für 3 

Minuten 

 Gegenfärbung Hämatoxilin. Eintauchen für 5 bis 10 Sekunden 

  Wässern unter Leitungswasser für 3 Minuten 

  Schnitte in Leitungswasser stehen lassen für 8 Minuten 

 Dehydratation in aufsteigen-

der Alkoholkonzentration 

75% Ethanol für 2 Minuten 

  96% Ethanol für 2 Minuten 

  96% Ethanol für 2 Minuten 

  100% Ethanol für 2 Minuten 

  100% Ethanol für 2 Minuten 

  100% Ethanol für 2 Minuten 

  Xylol 5 Minuten 

  Xylol 5 Minuten 

  Xylol 5 Minuten 

 Eindecken der Schnitte Eindecken der Schnitte mit DePex. Mounting medium 

und Deckgläsern der Fa. Menzel 24x40 
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6.3. Protokoll für Technovit Kunststoffblockherstellung: 

Fixation 
 

4% neutral gepufferte Formalinlö-
sung mit 0,1 M Phostpahtpuffer 

36Std Temperatur °C 

Dehydratation 1 
Dehydratation 2 
Dehydratation 3 
Dehydratation 4 
Dehydratation 5 
Dehydratation 6 
Dehydratation 7 

Ethanol 70% 
Ethanol 80% 
Ethanol 96% 
Ethanol 96% 
Ethanol 100% 
Ethanol 100% 
Ethanol 100% 

24Std 
24Std 
24Std 
24Std 
24Std 
24Std 
24Std 

T 20°C 
T 20°C 
T 20°C 
T 20°C 
T 20°C 
T 20°C 
T 20°C 

Intermedium 1 
Intermedium 2 

Xylol 
Xylol 

24Std 
24Std 

T 20°C 
T 20°C 

Präinfiltration 1 
Präinfiltration 2 
Präinfiltration 3 

Xylol/MMA Basis (stab.) 1:1 
MMA Basis (entstab.) 
MMA Basis (entstab.)+ Härter 1 

24Std 
24Std 
24Std 

T 10°C 
T 4°C 
T 4°C 

Infiltration MMA Basis (entstab.)+ Härter 
1+PMMA 

3Tage T 4°C 

 

 

6.4. Verwendete Substanzen und Geräte 

Hämatoxylin Von Mayers Hämalaunlösung für die Mikroskopie, Artikel-Nr.: 

109249, Merck KGaA 

Verdünnung 1:2 mit Aqua bidestillata 

Isopropyl-Alkohol Merck KGaA, Nr.: 1.09634.1000 

Xylol Jtbaker, Mallinckrodt Baker, Griesheim, Bestell-Nr. 8118 

Alkohole 75% Ethanol vergällt abgefüllt durch das Universitätsklinikum 

Göttingen (UKG) 

96% Ethanol vergällt abgefüllt durch das UKG 

100% Ethanol vergällt abgefüllt durch das UKG 

Aqua bidestillata Abgefüllt durch das UKG 

Zitratpuffer 0,01M Zitratpuffer pH 6,0: 

2,94g tri-Natriumcitrat Dihydrat Merck KGaA, Darmstadt, Be-

stell-Nr: 1.06447.5000 

1l Aqua bidestillata 

Phosphatpuffer 10-fach konzentrierter Phosphatpuffer (PBS): 
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Herstellung auf 1 Liter Aqua bidestillata 

80g NaCl Merck KGaA, Darmstadt, Bestell-Nr.: 106404 

2g KCl Merck, KGaA, Darmstadt, Bestell.-Nr. :104936 

11,5g H2SO4 Merck, KGaA, Darmstadt, Bestell.-Nr.: 106329 

2g  KH2PO  Merck, KGaA, Darmstadt, Bestll.-Nr.: 104873 

 

1-fach konzentrierter PBS: 

100ml 10-fach konzentrierter PBS 

900ml Aqua bidestillata 

Peroxidase- 

Blockerlösung 

90ml   Methanol   JT Baker, Mallinckrodt Baker,Griesheim, 

Bestell-Nr.:     9263 

10ml    30% H2O2   Merck, KGaA, Darmstadt, Bestell-Nr.: 

107209 

Unspezifische Blocker-

lösung 

 Für 3ml: 

400 μl   Bovinealbumin 7,5% Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

München, Bestell-Nr.: A6003 

30 μl     Ziegenserum Sigma Aldrich Chemie GmbH, München, 

Bestell-Nr.: G9023 

2570 μl  1-fach konzentrierter PBS 

Antikörper- 

verdünnungsmedium 

Antibody Diluent with Background Reducing Components 

Ready to use, DakoCytomation Deutschland GmbH, Hamburg, 

Bestell-Nr.: S3022 

Primärantikörper Proliferating cell nuclear antigen (PCNA)(PC10) mouse mono-

clonal IgG 2a, 200μg/ml Santa Cruz Biotechnology, Heidel-

berg, Cat’sc-538, Lot’ A2705 

Sekundärantikörper EnVision+ Dual Link System-HRP (DAB+) DakoCytomation 

Deutschland GmbH, Hamburg, Code K4065 

DAB(Diaminobenzidin) DAB, DakoCytomation Deutschland Gmbh, Hamburg, Bestell-

Nr.: K5007 

Eindeckmedium DePex, Mounting Medium, Fa. SERVA Electrophoresis 

GmbH, Heidleberg, Bestell-Nr.: 18243 

 

Betäubung 

CO₂-Gemisch aus Xylazin (Rompun, 2%), Bayer AG, Lever-

kusen und Ketamin (Ketavet), Pfizer Pharma GmbH, Karlsruhe 
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Futter EF R/M, E 150000-04, ssniff Spezialdiäten GmbH, Soest 
 

Phytoöstrogene 

Zusatzsubstanzen zum 

Grundfutter 

Changzhou Dahua Imp. & Exp Group, China 

Estradiol-Zusatz zum 

Grundfutter 

Β-Estradiol-3-benzoate, Sigma Aldrich Chemie GmbH, Mün-

chen, Bestell-Nr.: E8515 

  

Objektträger SuperFrost Plus 26x76x1mm, Fa. Menzel, Braunschweig, Be-

stell-Nr.: J1800AMNZ 

Rotationsmikrotom Leica 2065 Supercut, Leica Biosystems GmbH, Nussloch 
 

Paraffinstreckbad Paraffinstreckbad 400 Watt, MEDAX GmbH & Co KG, 

Rendsburg, Bestell-Nr.: 25900 

Trockenschrank Heraeus Holding GmbH, Hanau 

Lichtmikroskop Zeiss Axiophot, Carl Zeiss AG, Jena 
 

Kamera Olympus ColorView, Soft Imaging System GmbH, Münster 
 

Software analySIS® 3,0 (Soft Imaging System GmbH, Münster) 
 

Statistik und Grafi-

kauswertung 

GraphPadPrism 5.01 (GraphPad Software, Inc, USA)  
 

Ölrot O Firma Sigma, Deisenhofen 
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