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Einleitung

1 Einleitung

Bei Eintritt der Frau in die Menopause kommt es durch den Ostrogenmangel zu viel-
faltigen Folgen. Neben akuten Symptomen wie Hitzewallungen, Schlafstérungen und
Abgeschlagenheit stehen langfristig die Urogenitalatrophie, das erhdhte Risiko fur
kardiovaskuléare Ereignisse und die Entwicklung der Osteoporose im Vordergrund
(Martin und Manson 2008). Die Osteoporose ist durch eine Abnahme der Knochen-
dichte und ein daraus folgendes erhdhtes Frakturrisiko charakterisiert. Durch den
demographischen Wandel und den steigenden Anteil der weiblichen Bevélkerung in
der Postmenopause stellt die Osteoporose in der heutigen Gesellschaft ein wach-
sendes Problem dar. Die World Health Organization (WHO) rechnet mit einem dra-
matischen Anstieg der betroffenen Personen in den nachsten Jahrzehnten und zahit
die Osteoporose zu den zehn wichtigsten Erkrankungen der Gegenwart (Kolios et al.
2011). Durch die osteoporotisch bedingten Frakturen kommt es zur Einschréankung
der Lebensqualitat der Patienten und zusatzlich zu sehr hohen Kosten im Gesund-
heitswesen durch lange Krankenhausaufenthalte und Rehabilitierungsmal3nahmen
(Statistisches Bundesamt 2010).

Zum anderen wurde festgestellt, dass die Pravalenz des Metabolischen Syndroms
mit Beginn der Menopause und dem Verlust der Ostrogene deutlich ansteigt (Carr
2003). Das Metabolische Syndrom ist gekennzeichnet durch die Faktoren viszerale
Adiopositas, Hypertonie, Dyslipiddmie und Insulinresistenz, welche zu einer Erho-
hung des kardiovaskularen Risikos fuhren.

In den letzten Jahren konnte zunehmend ein Zusammenhang zwischen dem Meta-
bolischen Syndrom und der Osteoporose gezeigt werden (Hsu et al. 2006; Hwang
und Choi 2010; Migliaccio et al. 2011). Dies bedeutet, dass sich durch die steigende
Pravalenz des Metabolischen Syndroms in der Bevdlkerung ein weiterer wichtiger
Risikofaktor fur die Osteoporose ergibt.

Bis vor einigen Jahren hatte die Hormonersatztherapie (HRT) eine grol3e Bedeutung
in der Behandlung der postmenopausalen Beschwerden. Diese gleicht den durch
den Funktionsverlust der Ovarien entstandenen Ostrogenmangel aus. In einer groR3
angelegten Studie der Women’s Health Initiative (WHI) wurde jedoch unter der HRT
ein gehauftes Auftreten von kardiovaskuldren Ereignissen sowie von Brustkrebs
festgestellt, was im Jahre 2002 zum Abbruch dieser Studie gefuhrt hat (Rossouw et
al. 2002).



Einleitung

Um nun eine wirkungsvolle Therapie jedoch mdglichst ohne Nebenwirkung zu finden,
wird intensiv im Bereich der Phytotherapie geforscht. Winschenswert ware eine
Substanz, die vor Osteoporose schitzt, die klimakterische Beschwerden mindert und

einen protektiven Einfluss auf die Entwicklung des Metabolischen Syndroms hat.

1.1 Die postmenopausale Frau

Als Klimakterium bezeichnet man den Zeitraum zwischen ca. 45 und 60 Jahren, der
durch die hormonelle Umstellung, das heifl3t durch den Funktionsverlust der Ovarien,
gekennzeichnet ist. Das Sistieren der Menstruation gilt als duReres Zeichen fur die
nachlassende Ovarialfunktion. Das Klimakterium kann in die drei Phasen Pra-
menopause, Menopause und Postmenopause eingeteilt werden. Die Menopause ist
definiert als das Ausbleiben der Menstruation in zwolf aufeinander folgenden Mona-
ten und trifft im Alter von 45-55 Jahren ein. In Deutschland liegt das Alter im Mittel
bei 52 Jahren. Die oft von unregelmaRigen Blutungen gekennzeichnete Zeitspanne
vor der Menopause bezeichnet man als Pramenopause, die Zeit danach, in der die
hormonelle Produktion der Ovarien komplett aufgehoben ist, als Postmenopause. In
der Mitte des vierten Lebensjahrzehntes zeigen sich zunehmend Organveranderun-
gen an den Ovarien wie Follikelverarmung und Gefal3sklerosierungen. Mit Fortschrei-
ten des Klimakteriums fallt die Ostrogenbildung deutlich ab, was der Grund fiir die
meisten klinischen Beschwerden ist. Kurzfristige Auswirkungen sind vor allem Hitze-
wallungen, sogenannte ,hot flushes®, Schweil3ausbriiche und Schlafstérungen. Mit-
telfristig kommt es zu Hautveranderungen, vaginaler Atrophie und psychischen
Symptomen. Zu den langfristigen Auswirkungen z&ahlt man vor allem die Osteoporo-
se und die Atherosklerose, die zu gehéauften kardiovaskularen Ereignissen fuhrt
(Stauber und Weyerstahl 2005). Der mit dem Alter eintretende Muskelabbau, die
Sarkopenie, begunstigt zusatzlich durch eine zunehmende Immobilisation die Ent-
wicklung einer Osteoporose (Marzetti und Leeuwenburgh 2006).

Auch die Pravalenz des Metabolischen Syndroms erhéht sich mit dem Eintritt in die
Menopause (Lobo 2008). Der Ubergang von der pra- zur postmenopausalen Frau ist
gekennzeichnet durch vielfaltige Veranderungen, die das Metabolische Syndrom
charakterisieren. Es kommt zu einer Fettumverteilung des subkutanen Fettes in Rich-
tung des viszeralen Fettes. Die intraabdominelle Adipositas fuhrt zu einer Verschie-
bung der Blutfette hin zu einem atherosklerotischen Profil und zu einer Steigerung
der Glukose- sowie der Insulinspiegel im Blut (Carr 2003). Die Erh6hung dieser Risi-
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kofaktoren des Metabolischen Syndroms kénnte ein direktes Ergebnis des Funkiti-
onsverlustes der Ovarien sein oder indirekt durch die metabolischen Konsequenzen
der Fettumverteilung wegen des Ostrogenmangels bedingt sein (Carr 2003). Die
hohere Pravalenz des Metabolischen Syndroms kénnte die steigenden kardiovasku-

laren Ereignissen in der Postmenopause erklaren (Hwang und Choi 2010).

1.2 Metabolisches Syndrom

1.2.1 Definition und Epidemiologie

Das Metabolische Syndrom ist charakterisiert durch eine Konstellation aus verschie-
denen Faktoren, die das Risiko, an einer koronaren Herzkrankheit zu erkranken,
entscheidend erhoht. Zu diesen Faktoren gehdren die viszerale Adipositas, die arte-
rielle Hypertonie, verénderte Blutfettwerte (Dyslipiddmie) und eine Insulinresistenz
(Kaaja 2008). Die Erkrankung betrifft vor allem Menschen in Wohistandslandern
aufgrund des Lebensstils, der gekennzeichnet ist durch Ubererndhrung und Bewe-
gungsmangel. Auch in weniger entwickelten Landern tritt das Metabolische Syndrom
neuerdings aufgrund des vermehrten Junkfood-Konsums verstarkt auf. In der deut-
schen Bevdlkerung liegt die Pravalenz der Erkrankung bei Uber 20 % (Neuhauser
und Ellert 2005). Die postmenopausale Frau hat aul3erdem ein 60 %ig erhdhtes
Risiko, ein Metabolisches Syndrom zu entwickeln (Carr 2003; Park et al. 2003).

Nach dem ,National Expert Panel on Detection, Evaluation, and Treatment of High
Blood Cholesterol in Adults® (NCEP-ATP-IIl) wird die Diagnose Metabolisches Syn-

drom gestellt, wenn mindestens drei der folgenden funf Kriterien erfillt sind:

Risikofaktor Grenzwert

) o Bauchumfang: > 100 cm Mann, > 90 cm
Abdominelle Adipositas .
rau

SerumTriglyzeride

= 150 mg/dL

High Density Lipoprotein (HDL)

< 40 mg/dL Mann, < 50 mg/dL Frau

Blutdruck

> 130/= 80 mmHg

Nuchternblutzucker

=110 mg/dL

Tabelle 1.1: Diagnose-Kriterien fiir das Metabolische Syndrom der NCEP-ATP-I1II (2001).

Die Tendenz fur das Auftreten des Metabolischen Syndroms ist steigend und die

daraus durch die koronare Herzkrankheit resultierende Morbiditat und Mortalitat ist
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sehr hoch (Sundstrom 2006). Auch das Risiko, ein Mamma- oder ein Endometriums-
karzinom zu entwickeln, ist durch das Auftreten des Metabolischen Syndroms deut-

lich gesteigert (Esposito et al. 2012).

1.2.2 Ursachen und Risikofaktoren

Die Pathophysiologie des Metabolischen Syndroms ist komplex und vielfaltig. Sie
betrifft den Glukose- und den Fettstoffwechsel, das Insulin und verschiedene von den
Adipozyten produzierte Hormone und Zytokine (Miranda et al. 2005). Kennzeichnend
fur das Metabolische Syndrom ist eine Insulinresistenz. Die hyperkalorische Ernah-
rung und der Bewegungsmangel in den Industrielandern bedingen einerseits eine
Fettleibigkeit und andererseits einen erhdhten Glukosespiegel im Blut. Das Insulin,
welches den Blutzuckerspiegel reguliert, indem es die Aufnahme der Glukose in Fett-
und Muskelzellen Uber den Glukosetransporter Typ 4 (GLUT-4) vermittelt, wird kom-
pensatorisch vermehrt ausgeschuttet. Hierdurch kommt es voriibergehend zu einer
Hyperinsulinamie. Durch die hohen Insulinspiegel entwickelt sich jedoch langfristig
eine Abnahme der Wirkung des Hormons und es tritt die Insulinresistenz ein (Herold
2011).

Das viszerale Fettgewebe befindet sich in der Bauchhthle zwischen den Organen
und ist hormonell sehr aktiv. Die Adipozyten unterliegen aufgrund der Insulinresis-
tenz einer erhohten Lipolyse. Es werden vermehrt Entziindungsmediatoren wie Inter-
leukin-6 (IL-6) und Tumornekrosefaktor alpha (TNFa) freigesetzt und es entsteht ein
chronisches Entziindungsmilieu (Nishimura et al. 2009). Die Adipozyten setzen zu-
dem nicht-veresterte Fettsauren frei, welche die Aufnahme von Glukose in den Ske-
lettmuskel vermindern und die Wirkung von Insulin an der Leber herabsetzen.
Dadurch kommt es in der Leber zu einer gesteigerten Glukoneogenese und Glyko-
genolyse, so dass der Blutzuckerspiegel weiter angehoben wird.

Die freien Fettsauren fuhren zuséatzlich zu einer Dyslipidamie, die charakterisiert ist
durch niedrige HDL-Spiegel, hohe Triglyzeride und hohe small dense Low Density
Lipoprotein (LDL)-Werte, welche entscheidend zur Bildung der Atherosklerose in den
Gefalien beitragen (Miranda et al. 2005).

Neben der Fehlerndhrung und dem Bewegungsmangel spielt auch die genetische
Disposition eine Rolle in der Entwicklung des Metabolischen Syndroms.

Einige Studien beschreiben den postmenopausalen Zustand der Frau als einen ent-
scheidenden Risikofaktor (Carr 2003; Kaaja 2008; Lobo 2008). Zum einen findet
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auch hier eine Umverteilung des Fettes vom subkutanen Fettgewebe zum sehr
stoffwechselaktiven viszeralen, also dem zentralen abdominellen Fett statt. Zum
anderen verschieben sich die Lipide im Blut hin zu einem atherogenen Lipidprofil mit
erhohten LDL- und Triglyzeriden und erniedrigten HDL. Die Zusammensetzung des
LDL verandert sich und der Anteil an dem atherogenen small dense LDL wird groR3er
(Carr et al. 2000). AuRerdem steigen die Spiegel von Glukose und Insulin im Blut
(Carr 2003).

1.2.3 Exkurs: Intraartikulares Fett und Osteoarthritis

Ubergewichtige Menschen leiden oft an einer Arthrose, besonders haufig des Knie-
gelenks (Bliddal et al. 2011). Die Arthrose ist durch einen Gelenkverschleild mit Ver-
minderung des Gelenkknorpels gekennzeichnet. Neuere Studien zeigten, dass die
Arthrose nicht nur durch die mechanische Komponente des Ubergewichts, sondern
auch wesentlich durch das entzundliche Milieu, das durch das vermehrte Fettvor-
kommen in den Gelenken entsteht, bedingt ist (Hu et al. 2011; Rai und Sandell
2011). Im anglo-amerikanischen Sprachbereich wird die Arthrose deshalb als Osteo-
arthritis bezeichnet, was den entziindlichen Faktor bei der Entstehung der Zerstérung
des Gelenkknorpels bereits mit einbezieht. Der sogenannte Hoffa-Fettkorper ist das
intraartikulare Fett, das sich zwischen Femur, Tibia und Patella im Kniegelenk befin-
det. Er ist durch die Bildung von inflammatorischen Zytokinen eine wichtige Quelle
fur die Entstehung des lokalen Entziindungsmilieus bei der Osteoarthritis (Distel et
al. 2009). Dies tritt bei Menschen mit Metabolischem Syndrom ein. Beim Metaboli-
schen Syndrom ist also nicht nur das viszerale Fett vermehrt vorhanden, sondern
auch der Hoffa-Fettkdrper im Kniegelenk vergrof3ert sich und die Produktion von
proinflammatorischen Substanzen ist gesteigert. Dadurch wird die Destruktion des
Gelenkknorpels gefordert und die Osteoarthritis schreitet weiter voran (Seidlova-
Wuttke et al. 2012).

1.3 Osteoporose

1.3.1 Definition und Epidemiologie
Der Dachverband Osteologie e.V. (DVO) definiert die Osteoporose als eine systemi-
sche Skeletterkrankung, die durch eine erniedrigte Knochenmasse und eine mikroar-

chitektonische Verschlechterung des Knochengewebes mit konsekutiven Knochen-
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briichen charakterisiert ist (DVO-Leitlinie 2009). Besonders betroffen sind die Wirbel-
korper, der distale Radius und der Oberschenkelhalsknochen.
Die Osteoporose ist eine Erkrankung von weltweit grol3er Bedeutung. Im Jahre 2006
wurde die Zahl der an Osteoporose erkrankten Personen bereits auf Gber 200 Millio-
nen geschéatzt (Reginster und Burlet 2006). In Deutschland leiden ca. 7,8 Millionen
Menschen an Osteoporose. Die postmenopausale Frau ist dabei weitaus am haufigs-
ten betroffen, da mehr als 25 % der Frauen nach der Menopause eine Osteoporose
entwickeln (Haussler et al. 2007). Die Verteilung auf die verschiedenen Altersgrup-
pen veranschaulichen folgende Zahlen:

- 7 % aller Frauen in Deutschland im Alter von 55 Jahren

haben eine Osteoporose.
- 19 % aller Frauen in Deutschland im Alter von 80 Jahren
haben eine Osteoporose (DVO-Leitlinie 2009).

Pro Jahr verursacht die Osteoporose ca. 8,9 Millionen Frakturen weltweit (WHO
2004). Dabei liegt die Pravalenz von Wirbelkdrperfrakturen postmenopausaler Frau-
en bei 7,7 % und das Auftreten von nichtvertebralen Frakturen bei 12,7 % (Seibel
2001).
Die Osteoporose wird in eine primére sowie in eine sekundare Form eingeteilt. Zu
der zu 95 % auftretenden weitaus haufigeren primaren Form werden die post-
menopausale, die senile und die seltene idiopathische Osteoporose junger Men-
schen gezahlt. Die sekundére Osteoporose, die in 5 % der Falle auftritt, ist Folge
einer Grunderkrankung wie zum Beispiel Endokrinopathologien, einer dauerhaften
Einnahme bestimmter Medikamente (z.B. Glukokortikoide) oder einer langen Immo-
bilisation (Herold 2011).

1.3.2 Grundlage: Knochen

Der Knochen der Séaugetiere hat vielfaltige Funktionen. Neben der Stutzfunktion
erflllt er als Kalziumspeicher eine wichtige endokrine Aufgabe. AufRerdem findet in
der Markhohle des Knochens die Hamatopoese statt.

Die Struktur, der Knochenstoffwechsel sowie die Knochenmarker sind bei dem Ske-

lett der Ratte identisch.

1.3.2.1 Knochenaufbau

Die Knochensubstanz aller Saugetiere setzt sich aus der Knochenmatrix und den

Knochenzellen zusammen. Die Knochenmatrix besteht zu 65 % aus anorganischen

6



Einleitung

Mineralsalzen. Das haufigste und wichtigste Mineralsalz ist das Kalziumphosphat,
auch Hydroxylapatit genannt, welches fur die Knochenhérte von grof3er Bedeutung
ist. Die weiteren 35 % bestehen aus organischem Material, wobei das Kollagen Typ |
mit 90 % den groRten Anteil stellt.

Die langen Rohrenknochen werden in die gelenknahe Epiphyse, in die Ubergangsre-
gion, die sogenannte Metaphyse und in die Diaphyse, den Knochenschatft, eingeteilt.
Die den Knochen umgebende Knochenhaut, das Periost, ist mit Nerven und Blutge-
falken versorgt und vor allem fur die Frakturheilung von Bedeutung. Innerhalb des
Knochengewebes ist die Substantia compacta von der Substantia spongiosa abzu-
grenzen. Die Substantia compacta bildet die &uf3ere Schicht des Knochens und wird
daher auch Kortikalis genannt. Sie ist wichtig fur die Stabilitdt des Knochens. Die
Substantia spongiosa bildet ein schwammartiges Trabekelwerk, in dessen Zwischen-
raumen sich das Knochenmark befindet. Die Trabekel verlaufen entlang der Belas-
tungslinien, so dass der Knochen trotz der Leichtigkeit eine hohe Stabilitat aufweist.
Grundbauelement sind die Osteone, die aus einem zentralen Havers-Kanal mit kon-
zentrisch angeordneten Lamellen bestehen und die einem permanenten Umbau
unterliegen (siehe folgende Abbildung) (Niethard und Pfeil 2005).

Lakune mit Osteozyt Bitenider

Substantia compacta

Trabekel der
» Substantia spongiosa

Lamelle —wd%7c

e A\ N ) e r/
O T4 ) bats Do
Osteon N X’ ol A= Havers-Kanal

Abbildung 1.1: Schematischer Aufbau eines Rohrenknochens
(‘http://training.seer.cancer.gov/anatomy/skeletal/tissue.html’, aufgerufen am 25.11.12 und veréndert)

Im Verlauf Rahmen der Osteoporose werden die Knochenbdalkchen der Substantia

spongiosa zunehmend dinner, wodurch das erhdhte Frakturrisiko entsteht.
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1.3.2.2 Knochenstoffwechsel

Der Knochen befindet sich in einem standigen Gleichgewicht zwischen Knochenauf-
bau und Knochenabbau. Dabei werden drei knochenspezifische Zellen unterschie-
den, die fur diese Umbauprozesse verantwortlich sind. Die Osteoblasten sind Zellen
mesenchymaler Herkunft und spielen eine wichtige Rolle fir den Knochenaufbau,
indem sie das Osteoid fir die Knochenmatrix sezernieren. Das Osteoid ist die noch
nicht mineralisierte Grundsubstanz des Knochens, die zum gréf3ten Teil aus Kollagen
Typ | und weiteren Proteinen wie zum Beispiel den Proteoglykanen besteht. Durch
Einlagerung von Hydroxylapatitkristallen wird der Knochen mineralisiert und erhalt
dadurch seine Festigkeit. Bei diesem Prozess werden die Osteoblasten zu nicht
mehr teilungsfahigen Osteozyten, die komplett von der Matrix umschlossen in Laku-
nen lagern. Uber Zell-Zell-Kontakte (Gap Junctions) sind die Osteozyten miteinander
verbunden und beteiligen sich an der Regulation des Knochenstoffwechsels. Die fur
den Knochenabbau zustdndigen Osteoklasten sind mehrkernige Riesenzellen, die
durch Fusion aus monozytaren Vorlauferzellen aus dem Knochenmark entstehen.
Mit Hilfe von proteolytischen Enzymen und einem deutlich erniedrigten pH-Wert von
4,5 kdonnen sie im sogenannten Faltensaum die Knochenmatrix resorbieren (Lull-
mann-Rauch 2009).

Um das Gleichgewicht des standigen Auf- und Abbaus des Knochens zu regulieren,
wird die Interaktion der Knochenzellen durch Zytokine vermittelt. Ein wichtiges Zyto-
kin ist der Receptor Activator of NF-«B Ligand (RANKL), der zu der Gruppe der Tu-
mornekrosefaktoren gehort und von den Osteoblasten sezerniert wird. Durch die
Bindung des Liganden an den von den Osteoklastenvorlauferzellen exprimierten
Receptor Activator of NF-xB (RANK) erfolgt die Fusion der Vorlauferzellen zu mehr-
kernigen Riesenzellen. Diese resorbieren als aktive Osteoklasten den Knochen.
Naturlicher Gegenspieler dieser Aktivierung durch den Rezeptor-Liganden-Komplex
ist das Osteoprotegerin (OPG), ein weiterer Tumornekrosefaktor, der auch von den
Osteoblasten sezerniert wird. Durch Bindung am RANKL verhindert das OPG die
Aktivierung des RANK der Osteoklastenvorlauferzellen und damit die Knochenre-
sorption (Robertson et al. 2010). Die Ostrogene bewirken eine natirliche Supprimie-
rung dieses Systems, indem sie die Synthese von OPG fordern und die Bildung von
RANKL mindern (Bord et al. 2003). Die Abbildung 1.2 stellt diese Vorgange schema-
tisch dar.
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Abbildung 1.2: Aktivierung der Osteoklasten Uber den RANKL-RANK-Komplex. Hemmung des
Systems durch OPG (nach Coetzee und Kruger 2004, S. 507 verandert).

Die Folge ist, dass bei dem Ostrogenmangel der postmenopausalen Frau die Aktivie-
rung der Osteoklasten Uberwiegt und das Gleichgewicht zum Knochenabbau hin
verschoben ist.

DarlUber hinaus gibt es weitere Faktoren, welche die Aktivierung der Osteoklasten
fordern. Dazu gehdren verschiedene Interleukine, Interferone und Tumornekrosefak-
tor alpha (TNFa) und beta (TNFB) (Robertson et al. 2010), die besonders in einem
Entzindungsmilieu gehauft auftreten. Auch das von Fettzellen gebildete Adiponektin
wirkt aktivierend auf die Osteoklasten und fordert den Knochenabbau (Luo et al.
2006).

1.3.2.3 Knochenmarker

Um den Knochenumbau im Kdrper zu quantifizieren, kdnnen verschiedene Marker im
Serum bestimmt werden. Das Osteokalzin ist ein knochenspezifisches Protein, das
von den Osteoblasten wahrend des Knochenaufbaus synthetisiert wird. Es wird so-
wohl in die Knochenmatrix eingebaut als auch in die Blutbahn sezerniert. Infolgedes-
sen zeigt der Osteokalzin-Serum-Spiegel einen erhéhten Knochenaufbau an (Jagtap
et al. 2011).

Bei der Resorption des Knochens wird das Kollagen durch die Osteoklasten gespal-
ten. Die sogenannten Beta-CrossLaps sind Abbaufragmente des Typ I-Kollagens, die

dabei freigesetzt werden. Sie kdnnen im Serum bestimmt werden und sind Marker
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fur die Knochenresorption (French et al. 2008). CrossLaps werden in der Diagnose

und in der Therapiekontrolle der Osteoporose eingesetzt (Okabe et al. 2004).

1.3.2.4 Knochenmark

In der Markhohle zwischen den Trabekeln der Substantia spongiosa befindet sich
das Knochenmark, das in das rote und in das gelbe Mark unterteilt wird. Das gelbe
Mark besteht aus Fettzellen wahrend im roten Mark die Hamatopoese stattfindet. Die
mesenchymalen Vorlauferzellen differenzieren zu Leukozyten, Erythrozyten und
Thrombozyten, die dann in die Blutbahn tbertreten. Das Knochenmark eine grof3e
Bedeutung fur die Aufrechterhaltung lebenswichtiger Funktionen im Organismus wie
unter anderem des Immunsystems. Im Laufe des Lebens wird das blutbildende rote
Mark zunehmend in das gelbe, hamatopoetisch inaktive Fettmark umgebaut. Der
Fettanteil in dem hamatopoetisch aktiven Knochenmark kann in der achten Le-
bensdekade bis zu 70 % betragen. Beim Erwachsenen beschrankt sich die Blutbil-
dung auf vereinzelte Lokalisationen wie die proximalen Metaphysen der Réhrenkno-
chen, die Wirbelsaule sowie auf die platten Knochen wie Becken, Brustbein, Rippen
und Skapula (Vahlensieck und Schmidt 2000).

Die knochenbildenden Osteoblasten, die Chondroblasten und die Zellen des Fettge-
webes, die Adipozyten, besitzen eine gemeinsame mesenchymale Vorlauferzelle
(Akune et al. 2004). Zu welcher Zelle sich die Stammzelle differenziert, wird durch
zahlreiche Faktoren beeinflusst. Fur die Differenzierung zum Osteoblasten spielt
unter anderem der Transkriptionsfaktor runt-related transcription factor (RUNX 2)
eine Rolle. Dagegen fordert die Aktivierung des Rezeptors peroxisome proliferator
activated receptor gamma (PPARy2) die Adipogenese (Akune et al. 2004; Zhao et al.
2008) Mit fortschreitendem Alter Gberwiegt die Aktivierung des PPARYy2, so dass
daraus eine vermehrte Verfettung des Knochenmarks und ein verminderter Kno-
chenaufbau folgen. Auch bei der Osteoporose ist eine gesteigerte Verfettung des
Knochenmarks zu beobachten (Yeung et al. 2005).

1.3.2.5 Epiphysenfuge

Die Epiphysenfuge spielt fir das Langenwachstum der Knochen eine Rolle. Sie be-
findet sich zwischen der Epiphyse und der Metaphyse und besteht aus hyalinem
Knorpel, der in drei Zonen unterteilt werden kann. In der basalen Schicht befinden
sich die Chondrozyten bzw. ihre Vorlauferzellen einzeln in der Knorpelmatrix oder in

Chondronen angeordnet. Diese Schicht liefert den zellularen Nachschub fir die fol-
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genden Zonen und wird deshalb auch als Reservezone bezeichnet. In der proliferati-
ven Schicht teilen sich die Zellen mitotisch und ordnen sich longitudinal zu dem so-
genannten Saulenknorpel an (Proliferationszone).

In der hypertrophen Schicht nehmen die Zellen Wasser auf und erhalten dadurch ein
blasenartiges Aussehen was zu der Bezeichnung Blasenknorpel fuhrte (hypertrophe
Zone). Die Chondrozyten bilden vermehrt Kollagen, welches die Knorpelmatrix ver-
festigt und zur Ausbildung von Septen fuhrt, die dann zunehmend mineralisieren.
DarUber hinaus produzieren die Chondrozyten vascular endothelial growth factor
(VEGF), um die Angiogenese anzuregen. In der darauf folgenden Verkndcherungs-
zone werden die hypertrophen Chondrozyten abgebaut und die zwischen ihnen lie-
genden Septen unter Einfluss von Chondroklasten aufgeldst. In die entstanden
Knorpelh6éhlen wachsen Blutgefalie, tber welche die mesenchymalen Stammzellen
einwandern und zu den knochenbildenden Osteoblasten differenzieren. Diese neh-
men die Knorpelreste als Orientierungsstruktur und bilden die Knochenmatrix (Nils-
son et al., 2005). Bei Frauen bewirken die Ostrogene in einem Alter von ca. 20 Jah-
ren den Schluss der Epiphysenfuge und damit das Ende des Langenwachstums. Bei
der Ratte hingegen wird die Epiphysenfuge mit dem Alter zwar schmaler, bleibt je-
doch bestehen, so dass sie sich lebenslang im Wachstum befindet.

basale Schicht (Reserve-Zone)

proliferative Schicht (Proliferationszone)

hypertrophe Schicht (hypertrophe Zone)

Abbildung 1.3: Ubersicht {iber die Epiphysenfuge der Ratte (Kapur et al. 2010, S. 352).
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1.3.3 Ursachen und Risikofaktoren

Im vierten Lebensjahrzehnt besitzt das menschliche Skelett die grof3te Knochenmas-
se (,peak bone mass"®). Anschliel3end beginnt ein sukzessiver altersabhangiger Kno-
chenabbau, der bei Frauen insbesondere nach der Menopause aufgrund des Ostro-
genmangels starker ausgepragt ist und zu einem Verlust von 35-40 % des kortikalen
Knochens und 55-60 % der Spongiosa fuihrt (Niethard und Pfeil 2005).

Bei der physiologischen Altersatrophie, die auch als spate senile Osteoporose Typ |l
bezeichnet wird, sind die Abbauprozesse langsam. Die Kortikalis und die Spongiosa
sind dabei gleichermal3en vom Knochenabbau betroffen. Im Gegensatz dazu ist die
frihe postmenopausale Osteoporose Typ | in erster Linie durch einen raschen Spon-
giosaverlust gekennzeichnet (Herold 2011). Die daraus resultierende erhebliche
Abnahme der Tragfestigkeit fuhrt zu pathologischen Frakturen, die die Osteoporose

kennzeichnen.

Gesunder Knochen Osteoporotischer Knochen

Abbildung 1.4: Darstellung der Substantia spongiosa. Links: Gesunder Knochen, rechts:
Osteoporotischer Knochen (Riggs et al. 2002, S. 282).

Die Menopause ist der grof3te Risikofaktor fir die Entwicklung der frihen Osteoporo-
se Typ | (Lullmann-Rauch 2009). Durch das Fehlen der Ostrogene aufgrund des
Verlustes der Ovarienfunktion verschiebt sich das Gleichgewicht zwischen Knochen-
aufbau und Resorption. Die verminderte Synthese von OPG und die vermehrte Pro-
duktion von RANKL fihren zu einer negativen Knochenbilanz (Robertson et al.
2010). AuRerdem beeinflussen die Ostrogene die Lebensdauer und die Entwicklung
der Zellen. Bei einem Wegfall kommt es zu einer langeren Lebensspanne der Osteo-

klasten und einer verfrihten Apoptose der Osteoblasten (Okazaki et al. 2002). Zu-
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satzlich wird die Differenzierung der mesenchymalen Vorlauferzellen in Adipozyten
anstelle von Osteoblasten gefordert (Manolagas 2000).

Weitere Faktoren, welche die Entwicklung der Osteoporose beginstigen, sind kor-
perliche Inaktivitdt, Mangel an Calcium und Vitamin D, starker Zigarettenkonsum,
ubermaliiger Alkoholgenuss, Einnahme von kortisonhaltigen Medikamenten sowie
Vorerkrankungen, die den Knochenstoffwechsel beeinflussen. Auch die verkirzte
Ostrogenexpositionszeit, d.h. eine spate Menarche und eine friihe Menopause gilt
als ein Risikofaktor. Frauen, die aufgrund von Brustkrebs eine Therapie mit Aromata-
sehemmern erhalten, entwickeln haufig eine schwere Osteoporose. Therapeutisch
nicht zu beeinflussen sind die Risikofaktoren Alter, Geschlecht (Verhéaltnis Frauen zu

Mannern 2:1) und die familiare Vorbelastung (Robertson et al. 2010).

1.3.4 Diagnostik

Fur die Diagnose der Osteoporose wird die Knochendichte, die Bone Mineral Density
(BDM), ermittelt. Dies erfolgt Gber die Duale-Réntgen-Absorptiometrie (dual-energy-
x-ray-absorptiometry, DXA), bei welcher der so genannte T-Score berechnet wird.
Die Ermittlung des T-Wertes ermdglicht eine Aussage zum Knochenbruchrisiko an-
hand eines Vergleichs des gemessenen Knochendichtewertes mit dem Durch-
schnittswert junger erwachsener Frauen. Die Anzahl der Standardabweichungen ist
der T-Wert. Ein T-Score < -2,5 definiert laut WHO eine Osteoporose. Ein Wert von -
2,5 bis -1 kennzeichnet eine Osteopenie und ein T-Score = -1 entspricht einer ge-
sunden Knochendichte (vergleiche Tabelle 1.2) (WHO Study Group 1994; Kanis et
al. 1994). Je geringer der T-Wert ist, desto hoher ist das Risiko, einen Knochenbruch

zu erleiden.
T-Score Befund
<-25 Osteoporose
-1 bis -2,5 Osteopenie
>-1 Normale Knochendichte

Tabelle 1.2: WHO-Definition der Osteoporose anhand des T-Scores (WHO Study Group, 1994).

AulRerdem kann die Knochendichte tber quantitative Computertomographie (qCT)
und Sonographie ermittelt werden. Um zusatzlich die klinischen Risikofaktoren der

Patienten fur das Frakturrisiko mit einzubeziehen, wurde von der WHO im Jahre
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2008 das Fracture Risk Assessment Tool (FRAXe) entwickelt. Mit diesem Algorith-
mus lasst sich die Wahrscheinlichkeit fur das Auftreten einer Fraktur in den nachsten
zehn Jahren unter Beriicksichtigung von vielféaltigen Risikofaktoren errechnen (WHO

Collaborating Centre for Metabolic Bone Diseases 2008).

1.3.5 Therapie und Prophylaxe

Die DVO-Leitlinien 2009 empfehlen als Prophylaxe der Osteoporoseentwicklung eine
tagliche Zufuhr von 1000 mg Kalzium und 800-2000 IE Vitamin D3, eine regelméaliige
korperliche Betatigung zur Erhéhung der Muskelkraft um Stirze zu vermeiden und
einen Nikotinverzicht (DVO-Leitlinie 2009). Eine medikamentdse Therapie wird emp-
fohlen, wenn das 10-Jahresrisiko fur Wirbelkdrper- und proximale Femurfrakturen
Uber 30 % betragt (Herold 2011). Die lange im Vordergrund stehende Hormonersatz-
therapie wird heute wegen der schweren Nebenwirkungen wie das erhdhte Risiko fur
Herzinfarkt, Schlaganfall, tiefe Venenthrombosen und Brustkrebs nur noch mit sehr
strengen Indikationen eingesetzt. Allerdings gibt es nun Neubewertungen der Studie,
so dass eine kurzzeitige postmenopausale Ostrogentherapie durchaus sinnvoll er-
scheint und das Risiko, an Brustkrebs zu erkranken, nicht steigert (Taylor und
Manson 2011). Weitere Therapiemdglichkeiten setzen in der Hemmung des Kno-
chenabbaus an. Dazu gehoéren die Bisphosphonate (Alendronat, Ibandronat, Ri-
sendronat, Zoledronat), die eine antiresorptive Wirkung durch Hemmung der Osteo-
klasten haben. Ein weiteres Medikament ist das Raloxifen, welches zu den Selek-
tiven Ostrogen-Rezeptor-Modulatoren (SERM) gehért. Es hat auf die Ostrogenrezep-
toren des Knochens einen agonistischen und auf die Ostrogenrezeptoren in Mamma
und Uterus einen antagonistischen Effekt. Eine Kombination aus dem SERM Baze-
doxifen mit Ostrogenen hat in einer Studie eine gute antiosteoporotische Wirkung mit
nur minimalem Effekt auf das Endometrium gezeigt (Kharode et al. 2008). Einen
anderen Wirkmechanismus verfolgt das Medikament Denosumab, ein monoklonaler
humaner Antikorper, der den RANK-Liganden bindet und damit die Osteoklastenakti-
vierung verhindert (Bone et al. 2008). Um den Knochenaufbau zu stimulieren, kon-
nen auch Parathormonpraparate (z.B. Teriparatid, Parathyroidhormon) gegeben
werden. Das Strontiumranelat kombiniert beide Wirkmechanismen, indem es zum
einen Uber einen calcimimetischen Effekt am Kationen-Sensing-Rezeptor stimulie-
rend auf die Osteoblasten wirkt und zum anderen die Osteoklasten hemmt (DVO-
Leitlinie 2009).
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Bei den aufgefuhrten Medikamenten muss jedoch sorgfaltig zwischen Nutzen und
Risiko abgewogen werden, da sie mit vielfaltigen Nebenwirkungen einhergehen. Ein
maoglichst wirkungsvolles und nebenwirkungsarmes Medikament zu finden, ist immer
noch ein aktuelles Ziel in der Forschung der Osteoporosetherapie. Aul3erdem ware
es wunschenswert, wenn diese Substanz nicht nur osteoprotektiv wirkt, sondern
auch die weiteren postmenopausalen Beschwerden der Frau positiv beeinflussen
wirde.

Um diesen Ansatz weiter zu verfolgen, soll in der vorliegenden Studie das Potential
des pflanzlichen Steroids 20-OH-Ecdyson als mogliche Therapiealternative unter-

sucht werden.

1.4 Metabolisches Syndrom und Osteoporose

In den letzten Jahren konnte zunehmend ein Zusammenhang zwischen dem Meta-
bolischen Syndrom und der Osteoporose hergestellt werden (Hwang und Choi 2010).
Es wurde lange Zeit angenommen, dass Fettleibigkeit vor Osteoporose schitzen
wirde (Marcus et al. 1994). Dies wurde jedoch re-evaluiert (Zhao et al. 2007). Neue-
re Studien zeigen eine negative Korrelation zwischen der Fettmasse und der Kno-
chenmasse (Zhao et al. 2007) und bezeichnen Fettleibigkeit nun als Risikofaktor der
Osteoporose (Hsu et al. 2006; Migliaccio et al. 2011). Grundlage dafir sind gestérte
Interaktionen zwischen dem Fettgewebe und dem Knochen. Durch die viszerale
Adipositas setzen die Adipozyten vermehrt Adipokine frei, die zu einem inflammatori-
schen Milieu fuhren (Russell et al. 2010). Dieses Milieu ist gekennzeichnet durch
hohe IL-6- und TNFa-Spiegel (Fontana et al. 2007), welche die Osteoklasten des
Knochens stimulieren (Mundy 2007). Zusatzlich kommt es durch das insgesamt
erhohte Adiponektin indirekt Gber eine Stimulierung der RANKL-Produktion und einer
Hemmung der OPG-Synthese zu einer weiteren Aktivierung der Osteoklasten (Luo et
al. 2006). Dieser Einfluss des Fettes auf den Knochen wird auch als Lipotoxizitat
bezeichnet (Duque 2008).

Neben den Interaktionen mit den Zytokinen des viszeralen Fettgewebes scheint auch
das Fett im Knochenmark fur die Osteoporose eine Rolle zu spielen. So wurde bei
der postmenopausalen Osteoporose eine deutlich vermehrte Infiltration des Kno-
chenmarks mit Fett beobachtet (Yeung et al. 2005). Diese korreliert mit einer negati-
ven Knochenbilanz (Justesen et al. 2001; Verma et al. 2002). Die unter 1.3.2.2 be-
schriebene Reifung der mesenchymalen Stammzellen in Adipozyten und Osteoblas-
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ten ist in Richtung der Adipozyten verschoben (Zhao et al. 2008). Die Stammzellen
des osteoporotischen Knochen der postmenopausalen Frau zeigen eine verminderte
Fahigkeit, in Osteoblasten zu differenzieren und bevorzugen die Adipogenese (Ro-
driguez et al. 2000).

Des Weiteren hat die Dyslipiddmie des Metabolischen Syndroms, vor allem das
erhohte LDL, einen negativen Einfluss auf die Knochendichte (Poli et al. 2003). Dar-
Uber hinaus manifestierte sich beim Metabolischen Syndrom ein erhdhter Leptin-
Spiegel. Leptin ist ein Hormon, das vor allem in den Adipozyten gebildet wird und
einen regulatorischen Einfluss auf den Fettstoffwechsel hat. Bei einem Uberangebot
fuhrt es auRerdem zum Verlust des Gleichgewichts zwischen Knochenbildung und
Resorption und es kommt zu einem Abbau von Knochengewebe (Russell et al.
2010).

Dies zeigt, dass das Metabolische Syndrom, das héaufig bei der postmenopausalen
Frau auftritt, neben dem Ostrogenmangel einen weiteren Risikofaktor fiir die Entwick-
lung der Osteoporose darstellt. Da das Metabolische Syndrom durch Erndhrung,
Sport und guter medikamentoser Einstellung der Blutwerte zu beeinflussen ist, sollte

die Prophylaxe und Therapie der Osteoporose auch hier ansetzen.

1.5 Modell der ovarektomierten (ovx) Ratte

Um die Vorgange im Knochen und im Fettgewebe der postmenopausalen Frau zu
untersuchen, hat sich das anerkannte Modell der ovarektomierten Ratte etabliert, das
fur die Forschung der postmenopausalen Osteoporose eingesetzt wird (Turner
2001). Physiologischerweise hat die Ratte keine Menopause, doch durch die Ovarek-
tomie (Ovx) kann ein vergleichbarer Zustand wie der der postmenopausalen Frau
hergestellt werden. Sowohl die ovx-Ratte als auch die postmenopausale Frau entwi-
ckeln unter dem Ostrogenmangel dhnliche klinische Beschwerden. So sind bei der
Ratte ,hot flushes” (Merchenthaler et al. 1998) und eine Gewichtszunahme (Mayes
und Watson 2004) zu beobachten. Es findet eine Fettumverteilung mit vermehrten
viszeralen Fett und einer darauf folgenden Entwicklung des Metabolischen Syndroms
statt (Seidlova-Wuttke et al. 2010b).

AulRRerdem entsteht das Krankheitsbild der Osteoporose (Wronski et al. 1985). Im
Knochen kommt es durch das Fehlen der Ostrogene zu einer gesteigerten Umbaura-
te, wobei die Knochenresorption im Vergleich zur Knochenneubildung Uberwiegt
(Kalu 1991). Die grolte Knochenmasse (,peak bone mass®) besitzt die Ratte im
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dritten Lebensmonat (Seidlova-Wuttke et al. 2008). Der zeitliche Verlauf des Kno-
chenverlustes ist ahnlich dem des menschlichen Knochens, da auf eine anfangliche
schnelle Abbauphase eine langsamere folgt. Weitere Gemeinsamkeiten sind der
gréRere Knochenverlust in der Substantia spongiosa als in der Substantia compacta
sowie das Ansprechen des Knochens auf Ostrogene, Tamoxifen oder Bisphosphona-
te (Kalu 1991). Allerdings wirkt sich das Ostrogendefizit bei der Ratte am schnellsten
auf die Metaphyse der Tibia aus, wahrend beim Menschen der friihe Knochenverlust
besonders in den Wirbelkérpern beobachtet wird (Kalu 1991). Es wurde gezeigt,
dass die Demineralisation der metaphysaren Tibia der Ratte drei Monate nach der
Ovx bereits 50 % oder mehr betragt (Wronski et al. 1985; Garner et al. 1991; Seidlo-
va-Wuttke et al. 2008). Deshalb werden in der vorliegenden Studie Praparate der
metaphysaren Tibia untersucht. Ein weiterer Unterschied liegt in dem lebenslangen
Bestehen der Epiphysenfuge, welche sich im Gegensatz dazu beim Menschen mit
Abschluss des Wachstums verschliel3t (Kapur et al. 2010).

AulRerdem zeigten Seidlova-Wuttke et al. (2012) in einem Versuch, dass die Ratte
nach der Ovx einen vergroRerten Hoffa-Fettkérper aufwies. Zusammen mit den Er-
gebnissen von Kapur et al. (2010), die eine reduzierte Gelenkknorpeldicke des Knie-
gelenks nach Ovx beschrieben, scheint die ovx-Ratte geeignet, um die Zusammen-
hange des intraartikularen Fettes und der Osteoarthritis zu betrachten.

Das Modell der ovx-Ratte bietet den Vorteil der kurzen Zyklusdauer von vier bis funf
Tagen. So machen sich hormonelle Veranderungen schnell bemerkbar und der Ef-
fekt der Testsubstanz kann schon nach kurzer Zeit untersucht werden. Die Abteilung
fur Klinische und Experimentelle Endokrinologie der Universitat Goéttingen nutzt die

ovx-Ratte bereits seit 1999 als Modell fiir die postmenopausale Osteoporose.

1.6 Testsubstanz Beta-Ecdyson

Ecdysteroide sind Botenstoffe, die von Insekten und Pflanzen produziert werden
(Dinan 2001). Das bekannteste und meist erforschte Ecdysteroid ist das 20-OH-
Ecdyson (beta-Ecdyson=Ecd), das von Butenandt und Karlson (1954) erstmalig
isoliert wurde. Dieses ist die Testsubstanz in der vorliegenden Studie. Bei Insekten
und Spinnen initiert das Steroidhormon Ecd die Hautung, wéhrend es bei den
Schmetterlingen die Metamorphose von der Larve Uber die Verpuppung bis hin zum
Schmetterling reguliert (Bathori et al. 2008). AuRerdem produzieren verschiedene
Pflanzen Ecd, um sich vor pflanzenfressenden Insekten zu schitzen (Dinan 2001).
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Besonders in Spinat sind gréRere Mengen an Ecd zu finden (Schmelz et al. 2002;
Gorelick-Feldman et al. 2008). Der Mensch ist selbst nicht in der Lage Ecd zu bilden,
kann es jedoch Uber die Nahrung aufnehmen. Die Wirkung von Ecd auf die verschie-
denen Organsysteme ist seit vielen Jahren Gegenstand der Forschung. So wurde
bereits 1971 eine antidiabetische Wirkung durch die Senkung des Blutzuckers bei
induzierter Hyperglykamie beschrieben (Yoshida et al. 1971). Dies bestatigte sich in
einer aktuellen Studie, bei der Ecd die Glukose im Serum bei Ratten mit induzierten
Diabetes signifikant senken konnte (Sundaram et al. 2012). Miranova et al. (1982)
entdeckten einen antiatherosklerotischen Effekt durch Minderung des Serum-
Cholesterols. Aul3erdem ist seit einigen Jahrzehnten ein anaboler Effekt auf den
Muskel bekannt (Yoshida et al. 1971; Gorelick-Feldman et al. 2008), den auch Body-
builder nutzen, indem sie Ecd-haltige Muskelaufbaupraparate einnehmen (Dinan und
Lafont 2006; Bathori et al. 2008). Im Jahre 2009 wurde eine Studie verdffentlicht, die
zeigte, dass Ecd eine fettmindernde Wirkung besitzt und den Adipokinanstieg sowie
die Insulinresistenz verhindert (Kizelsztein et al. 2009). Dieser positive Einfluss von
Ecd auf Faktoren des Metabolischen Syndroms wurde auch in einer Studie von Seid-
lova-Wuttke et al. (2010b) gezeigt. Die Ecd-Gabe reduzierte bei den ovx-Ratten die
intraabdominelle Adipositas, steigerte den Muskelanteil und erniedrigte das LDL, das
Cholesterin sowie das Leptin. Ein anderer wichtiger Effekt ist die osteoprotektive
Wirkung des Ecds, die bereits in Studien nachgewiesen wurde. So beschrieben Ka-
pur et al. (2010) einen positiven Einfluss auf den prozentualen Anteil des trabekula-
ren Knochens bei der ovx-Ratte. Ebenso konnte ein antiosteoporotischer Effekt tiber
Marker des Knochenstoffwechsels und Uber Knochendichtemessungen per quantita-
tiver gCT nachgewiesen werden (Seidlova-Wuttke et al. 2010a). Diese positiven
Effekte auf das Metabolische Syndrom und auf die Osteoporose sollen in diesem
Versuch weiter untersucht werden.

Auch andere klinische Beschwerden der postmenopausalen Frau scheint Ecd min-
dern zu kénnen. So wurde in einer Studie gezeigt, dass unter Ecd-Gabe die ovx-
Ratten weniger ,hot flushes* entwickelten (Puri et al. 2012).

Zu den weiteren positiven Effekten von Ecd z&hlt die protektive Wirkung auf die Niere
(Syrov und Khushbaktova 2001) und die proliferative Wirkung durch Steigerung der
Hamatopoese (Syrov et al. 1997).

Der Wirkmechanismus des Ecds ist noch nicht vollstandig geklart. Eine Interaktion
mit dem Retinoid-X-Rezeptor (RXR) kdnnte die positive Wirkung auf den Knochen
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begriinden. Bewiesen ist, dass Ecd nicht tUiber Ostrogenrezeptoren wirkt (Seidlova-
Wouttke et al. 2010b) und damit auch nicht die Gefahr birgt, Nebenwirkungen wie die
einer Ostrogentherapie zu entwickeln. Auch bei langjahriger Einnahme von hohen
Dosen bei Bodybuildern sind keine Nebenwirkungen bekannt (Dinan und Lafont
2006). Aufgrund dieser vielfaltigen bereits erforschten positiven Effekte und der feh-
lenden Nebenwirkungen scheint Ecd potentiell geeignet zur Herstellung eines ganz-
heitlichen Medikaments fur die postmenopausale Frau. Neben den akuten klimakteri-
schen Beschwerden kdnnte es auch vor der Entwicklung des Metabolischen Syn-

droms und der Osteoporose schiitzen.

1.7 Zielsetzung

Ziel der Arbeit ist es, weitere Erkenntnisse tber das Potential des pflanzlichen Stero-
ids Ecd als mdgliche ganzheitliche Therapie fur die postmenopausale Frau zu ge-
winnen. Da die Frau nach der Menopause oft unter vielfaltigen Beschwerden leidet,
bei denen langfristig besonders die Osteoporose und das erhdhte kardiovaskulére
Risiko als Folge eines Metabolischen Syndroms im Vordergrund stehen, wére es
winschenswert, wenn Ecd mehrere dieser Faktoren beeinflussen kénnte. In durch-
gefuhrten Versuchen wurden bereits positive Effekte von Ecd auf den Knochen von
oxv-Ratten nachgewiesen (Kapur et al. 2010). In einer Arbeit von Seidlova-Wuttke et
al. (2010b) zeigte sich ein schitzender Einfluss des Ecds vor der Entwicklung ver-
schiedener Faktoren des Metabolischen Syndroms.

In dem vorliegenden Versuch soll zunachst der protektive Effekt von Ecd auf den
Knochen bestatigt werden. AuRerdem wird die Fragestellung erweitert und auch der
metabolische Effekt von Ecd auf das regionale Fettgewebe wird analysiert.

Fur diese Untersuchungen wird das etablierte Modell der ovx-Ratte als post-
menopausale Frau genutzt. Dabei wird der Effekt von Ecd und Ostrogenen auf die
ovx-Ratte verglichen. Nach vierwochiger Gabe von Ecd und Estradiolbenzoat (E2)
soll durch die histomorphologische Auswertung von Knochenpraparaten der linken
Tibia und des Kniegelenks der Vergleich mit einer intakten, nicht-ovx Gruppe erfol-
gen.

Betrachtet werden als Knochenstrukturen die Kortikalisdicke und der Trabekelanteil
in der Metaphyse. Zusatzlich erfolgt die Bestimmung von Knochenaufbau- und -
abbaumarkern im Blut. Um zu analysieren, inwieweit Ecd einen metabolischen Effekt

im Rahmen des Metabolischen Syndroms auf das regionale Fettgewebe hat, wird
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einerseits der Anteil von Fett im Knochenmark und andererseits der Gehalt im Ge-
lenkspalt des Knies ermittelt. Die Epiphysenfuge und der Anteil an rotem Knochen-
mark in der Metaphyse werden bestimmt, um die Erkenntnisse Uber die proliferative

Wirkung von Ecd zu erweitern.
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2 Material und Methoden

An dem praktischen Teil des Versuchs und an der Herstellung der histologischen
Praparate habe ich selber nicht teilgenommen, sondern dies wurde von dem Team
der Arbeitsgruppe Endokrinologie Gottingen unter der Aufsicht von PD Dr. med.
Seidlova-Wuttke durchgefihrt. Anschlieend wurden mir freundlicherweise die Kno-
chenpraparate der Kniegelenke zur mikroskopischen Auswertung zur Verfiigung
gestellt. Zusatzlich hatten ich und andere Co-Doktoranden die Méglichkeit, aus dem
Daten-Pool der Arbeitsgruppe Endokrinologie Goéttingen die erhobenen Futter- und
Gewichtsdaten sowie Blutserumwerte des Versuchs zu verwenden, da sie fur die

Interpretation der jeweiligen Arbeiten von Bedeutung waren.

2.1  Versuchsaufbau

Der Versuch wurde im Zeitraum vom 09. Marz bis zum 18. April 2011 durchgefihrt.
Bei den verwendeten Tieren handelte es sich um 40 weibliche Sprague-Dawley
(SD)-Ratten, die bei Ankunft drei Monate alt waren. Diese wurden auf vier Gruppen
mit jeweils 10 Tieren verteilt. Nach einer einwéchigen Eingewdhnungsphase erfolgte
am 16. Méarz 2011 die Ovx.

Uber den Zeitraum von 28 Tagen wurden die zu testenden Substanzen bis zur Ob-
duktion am 18. April 2011 per os (p.o.) iiber das Futter appliziert. Eine zeitliche Uber-
sicht Uber den Versuchsablauf ist in der folgenden Abbildung dargestellt:

X <

2 Ny

*(»b @é‘ ,;\o(‘
S & ¥
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Elngewohnung Substanzappllkatlon Praparateherstellung

Alter in Wochen

Abbildung 2.1: Ubersicht tiber den Versuchsablauf.
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2.1.1 Versuchsgruppen

Die intakte Gruppe (intakt, sf) erhielt neben dem sojafreien Basisfutter keine weiteren
Substanzen. Sie stellte in diesem Modell die Frau vor der Menopause mit noch erhal-
tener Ovarienfunktion dar. Ebenso wurden der Kontrollgruppe ovx keine weiteren
Substanzen zugefuhrt. Sie spiegelte die postmenopausale Frau wider. Um den Effekt
der Testsubstanz Ecd auf den osteoporotischen Knochen zu untersuchen, erhielt
eine ovx-Gruppe 3,0 g Ecd pro kg Basisutter (ovx-Ecd). Fur den Vergleich mit der
Wirkung einer Hormontherapie in der Postmenopause wurde der letzten ovx-Gruppe
10 mg Estradiolbenzoat (E2) pro kg Basisfutter hinzugefuigt (ovx-E2).

In der Tabelle 2.1 sind die Versuchsgruppen aufgefuhrt:

Gruppe Futter Hersteller Dosis Applikation
. o ) ssniff Spezialdiaten
intakt, sf Sojafreies Basisfutter _ p.o.
) GmbH, Soest, frei
(sham-ovx) ssniff EF R/M ) 28 Tage
www.ssniff.de
o ) ssniff Spezialdiaten
Sojafreies Basisfutter ) p.o.
ovX ) GmbH, Soest, frei
ssniff EF R/M ) 28 Tage
www.ssniff.de
Sojafreies Basisfutter Ecd: Changzhou
] ) 3,0 g/kg p.o.
ovx-Ecd ssniff EF R/M Dahua Corporation,
) Futter 28 Tage
+Ecd China
Sojafreies Basisfutter )
) Estradiolbenzoat: 10 mg/kg p.o.
ovx-E2 ssniff EF RIM . _
) Sigma-Aldrich, USA Futter 28 Tage
+Estradiolbenzoat

Tabelle 2.1: Darstellung der vier Versuchsgruppen mit Angabe von Testsubstanz, Hersteller,

Dosis und Applikation.
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2.2  Testsubstanzen

Die Testsubstanz Ecd wurde von der Changzhou Dahua Corperation, China herge-
stellt und das E2 stammte von der Firma Sigma-Aldrich, USA. Dem Futter wurden
die Substanzen mit der Konzentration von 3 g Ecd/kg Futter und 10 mg E2/kg Futter
von der Firma ssniff Spezialdidten GmbH, Soest zugefuhrt. Durch die individuelle
Futteraufnahme der Tiere resultierten daraus folgende durchschnittlichen taglichen

Substanzeinahmen:

mittlere Futteraufnahme | mittlere Substanzaufnahme
Gruppe g/Tag/Tier mg/Tag/Tier
intakt, sf (sham-ovx) 16,83 0
oVX 18,66 0
ovx-Ecd 21,90 65,7 Ecd
ovx-E2 15,48 0,01 E2

Tabelle 2.2: Ubersicht tber die mittlere Futteraufnahme in g/Tag/Tier sowie uber die mittlere
Substanzaufnahme von Ecd und E2 in mg/Tag/Tier (Daten aus dem Pool der Arbeitsgruppe
Endokrinologie Goéttingen).

Die vorliegende Arbeit basiert auf der histomorphologischen Analyse der Tibia links.

Zusatzlich wurden die Knochenmarker Osteokalzin und CrossLaps mit einbezogen.

2.3  Herstellung der Hartschnittpraparate

Von jedem Tier wurden jeweils zwei Hartschnittpraparate des linken Kniegelenks,
bestehend aus Tibia, Femur, Patella und Gelenkfett hergestellt. Daflr wurde der
Knochen zunéchst fixiert, in Kunststoffblocke eingebettet und geschnitten. Danach
erfolgten die Entplastung und die Goldner-Farbung der histologischen Préparate
(detaillierte Beschreibung der Herstellung siehe Anhang). Meine Aufgabe bestand in
der Vermessung der Préaparate, der Darstellung der histologischen Strukturen und

der anschlieBenden statistischen Auswertung der Ergebnisse.
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2.4  Histologische Auswertung

Fur die histologische Auswertung der Tibiapraparate wurde das Mikroskop Zeiss
Axiophot der Carl Zeiss AG, Jena verwendet. Eine integrierte CCD-Kamera von
Olympus ColorView der Soft Imaging System GmbH, Minster ermdéglichte die foto-
gestitzte Auswertung. Dabei wurden die aufgenommenen Praparatbilder mit Hilfe
der Computersoftware Cell-D analySIS® 3.3 der Soft Imaging System GmbH analy-
siert und ausgewertet. Auf der folgenden Abbildung ist das histologische Préaparat zu

erkennen. Markiert sind die in dieser Arbeit untersuchten Strukturen.

ot 4/ >, 2 . -~
LA G S : 7
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Abbildung 2.2: Ubersichtsbild des histologischen Tibiapraparats (Med. Diss. Goéttingen
unverdffentlicht, mit freundlicher Genehmigung von Lucas Dannenberg).

1. Messung der Kortikalisdicke

2. Messung der Anteile an Trabekeln, rotem und gelbem Mark
3. Messung der Epiphysenfuge
4

Messung des intraartikularen Fettgewebes
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Dargestellt sind von links nach rechts der metaphyséare und epiphysare Bereich der
Tibia mit der Epiphysenfuge, der Gelenkspalt sowie ein Teil des distalen Femurs.
Durch die Goldner-Farbung erscheinen die knéchernen Strukturen grin. Zu sehen
sind aul3en die Kortikalis, die aus der Substantia compacta besteht, und innen die
Trabekel, die Substantia spongiosa. Die im Knochen liegenden weil3en Strukturen
sind Artefakte, die durch den Druck in den Praparaten entstanden sind. Das rote
Knochenmark stellt sich in der Goldner-Farbung rot dar und das Fettmark, welches
durch die Aufarbeitung des Gewebes ausgewaschen wurde, ist als eine Vielzahl von
weilden Vakuolen zu erkennen. Die Epiphysenfuge durchzieht die tibiale Epiphyse
und ist blassrosa. Es zeigt sich eine Linie aus rot angefarbten Zellkernen der Chond-
rozyten. Die Tibia und der Femur sind durch eine Gelenkkapsel verbunden, an deren
Innenseite sich Anschnitte des Hoffa-Fettkdrpers weild darstellen. Au3erdem ist der
Gelenkknorpel an den Gelenkflachen in blassgriin bis karminrot zu sehen. Da es in
der vorliegenden Arbeit um den Effekt von Ecd auf den Knochen und auf das regio-
nale Fettgewebe ging, waren die zu untersuchenden Strukturen die Anteile von
Trabekeln, rotem Knochenmark und gelbem Fettmark in der Metaphyse, die Kortika-
lis, die Epiphysenfuge und der intraartikulare Hoffa-Fettkorper. Es erfolgte eine Ver-

grof3erung der einzelnen Strukturen und ihre Vermessung.
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2.4.1 Messung der Anteile der Trabekel, des roten Knochenmarks

und des gelben Fettmarks der Metaphyse

Im Inneren des Knochens befindet sich das kndcherne Gerust der Trabekel mit dem
dazwischen liegenden Knochenmark. Um die Anteile der Trabekel und des Kno-
chenmarks in der Spongiosa der Metaphyse zu bestimmen, wurde bei einer Vergro-
Berung von 1,25x10 ein zufalliger Bildausschnitt verwendet. Zur besseren Vergleich-
barkeit wurden die Ausschnitte jeweils angrenzend an die Epiphysenfuge und auf
mittiger Hohe dieser gewahilt.

Das Programm analySIS® 3.3 ermoglichte das Markieren der unterschiedlichen
Farbbereiche mit Farblayern, so dass die Flachen der verschiedenen Strukturen
berechnet werden konnten.

Die durch die Goldner-Farbung griin erscheinende knécherne Komponente erhielt
den Farblayer blau, das rote Knochenmark rot und das ausgewaschene Fettmark
gelb. Da zum Teil die weiRen Flachen der Artefakte und die der Adipozyten von dem
Programm nicht unterschieden werden konnten, war die gelbe Anfarbung allgemein
etwas hoher als der tatsachliche Adipozytenanteil.

Mit Hilfe des analySIS® 3.3 Bildanalyseprogramms konnte eine Phasenanalyse

durchgefiihrt werden, welche durch die Farbkodierung den jeweiligen prozentualen

Anteil an der Gesamtflache des Bildes ermittelte.

Abbildung 2.3: Darstellung mit der Cell-D analySIS® 3.3 Software bei 1,25x10-Vergr6f3erung:
linkes Bild mit Ausschnitt aus der Spongiosa in Goldner-Farbung, rechts Markierung der
Trabekel mit Farblayer blau, rotes Knochenmark rot und gelbes Fettmark gelb
(KM=Knochenmark; T=Trabekel).
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Um die Flache der nicht mit Farblayern belegten Artefakte nicht in das Ergebnis
einfliel3en zu lassen, wurde folgende Formel angewandt:

Ax[mnz]
(ATrabekeI [ng] + A’ot&;Mark[rnnz] + AgelbesMark[rnnz])

©100 = A [%]

2.4.2 Messung der Kortikalisdicke im metaphyséaren Bereich

Die Messungen zur Bestimmung der Kortikalisdicke wurden bei einer Vergrof3erung
von 2,5 und einer Kalibrierung von 1,25 bei jedem Praparat jeweils auf beiden Seiten
des Tibiapraparats durchgefuhrt. Um zu gewébhrleisten, dass es sich bei dem gemes-
senen Bild um den metaphyséaren Bereich der Kortikalis handelt, wurde am Bildrand
die Epiphysenfuge mit angeschnitten. Daraufhin erfolgten bei jedem Préaparat je nach
Durchfihrbarkeit manuell 8-10 senkrechte Messungen vom &uf3eren zum inneren
Rand der Kortikalis. Stérende artefaktreiche Kortikalisstrukturen wurden dabei aus-

gespart.
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Abbildung 2.4: Messung der Kortikalisdicke im metaphyséren Bereich der Tibia , 1,25x2,5
VergroRRerung (K=Kortikalis; KM=Knochenmark).
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2.4.3 Messung der Epiphysenfuge

Fur die Messung der Epiphysenfuge wurde zunéachst mit der VergroRerung 1,6x10
ein mittig liegender Ausschnitt der Epiphysenfuge gewahlt. Durch eingezeichnete
Hilfslinien ergab sich eine Dreiteilung der Fuge in die Reservezone, die auch basale
Schicht genannt wird und dem Reservepool an Chondrozyten entspricht, gefolgt von
der Proliferationszone, in der sich die Zellen longitudinal anordnen und sich teilen.
Die an die Trabekel angrenzende hypertrophe Zone ist gekennzeichnet durch die
hypertrophierten Chondrozyten, die zu der Bezeichnung Blasenknorpel fihrten. Die
einzelnen Zonenbreiten wurden jeweils durch 12-15 Einzelmessungen ermittelt. Die
Summe der Messungen der jeweiligen Zonen ergab die Breite der gesamten Epiphy-

senfuge.

[FF = L ’ - s

e

Abbildung 2.5: Einteilung der Epihysenfuge in Reserve-, Proliferations- und hypertrophe Zone,
Messung der jeweiligen Zonen, 1,6x10-VergroRerung (T=Trabekel, HZ=hypertrophe Zone;
PZ=Proliferationszone; RZ=Reservezone).
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2.4.4 Messung des intraartikularen Fettgewebes

Das in den Praparaten abgebildete Fettgewebe entspricht einem sagittalen Anschnitt
des infrapatellaren Fettpolsters im Kniegelenk. Dieses wird auch als Hoffa-Fettkorper
bezeichnet. Um den Effekt der Ovx und des Ecds auf das intraartikulare Fett zu beur-
teilen, wurde dieser Fettgehalt bestimmt. Dies erfolgte durch manuelles Messen des
Umfangs der Adipozytenansammlungen, die in dem jeweiligen Préparat zu sehen
waren. Mit Hilfe des Computerprogramm konnte mit der Summe dieser Messungen
die Gesamtflache des Fettgewebes in um2 berechnen werden. Die Messungen er-
folgten bei einer Vergrof3erung von 1,25x%2,5.

Abbildung 2.6: Messung des Hoffa-Fettkérpers im Kniegelenk, 1,25x25-VergréRRerung
(P=Patella, F=Femur; HF= Hoffa-Fettkorper).

2.5 Bestimmung der Serumparameter
Wahrend der Obduktion wurde das Blut zur Analyse von Serumparametern entnom-
men. Die Bestimmungen des Knochenaufbaumarkers Osteokalzin und des Knochen-
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resorptionsmarkers CrossLaps erfolgten durch das Team der Arbeitsgruppe Endokri-
nologie Gottingen mittels ELISA (Osteometer Bio Tech AIS, Danemark).

2.6  Statistik

Alle Messergebnisse wurden in Tabellen in Microsoft Office Excel 2007 erfasst. Die
statistische Auswertung wurde mit Hilfe des Computerprogramms GraphPadPrism
4® (GraphPad Software, Inc, USA) durchgefuhrt. Dabei wurden die Mittelwerte und
die Standardfehler der Mittelwerte (SEM) der jeweiligen Versuchsgruppen berechnet
und graphisch in einem Saulendiagramm dargestellt.

Die Ermittlung der Signifikanz erfolgte durch Anwendung einer einfachen Vari-
anzanalyse fur wiederholte Messungen eines Faktors (ANOVA) und anschliel3enden
Dunnett’'s Multiple Comparison Test, bei dem die Kontrollgruppe (ovx,sf) mit den
anderen Versuchsgruppen (intakt, ovx-Ecd, ovx-E2) verglichen wurde. Das Signifi-

kanzniveau betrug p<0,05.
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3 Ergebnisse

3.1 Korpergewicht und Futteraufnahme

Wahrend der 28-tdgigen Substanzaufnahme erfolgte eine Erhebung des Korperge-
wichts und der Futteraufnahme, um die Entwicklung der Tiere zu dokumentieren.

Die Abbildung 3.1 zeigt den Effekt von E2 und Ecd auf die Veranderung des Kérper-
gewichts. Die Zu- bzw. Abnahme in Bezug auf das Ausgangsgewicht ist auf der y-
Achse in Gramm dargestellt. Auf der x-Achse sind die Versuchsgruppen zu sehen.
Diese bestanden aus der intakten Gruppe (intakt), aus der ovx-Kontrollgruppe ohne
zusatzlicher Substanzgabe (ovx,sf), aus der ovx-Gruppe, die 10 mg E2 pro kg Futter

erhielt (ovx-E2) und aus der ovx-Gruppe, die 3 g Ecd pro kg Futter erhielt (ovx-Ecd).
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Abbildung 3.1: Der Effekt von E2 und Ecd (28 Tage per Futter) auf: Veranderung des
Korpergewichts (KG) in g (*p<0,05 vs ovx,sf) (Daten aus dem Pool der Arbeitsgruppe
Endokrinologie Gottingen).

In dem Saulendiagramm ist zu sehen, dass alle Gruppen bis auf die ovx-E2-Gruppe
an Gewicht zugenommen haben. Dabei hat die intakte Gruppe mit einer mittleren
Gewichtszunahme von 24,40 g signifikant weniger an Gewicht gewonnen als die
ovx,sf-Kontrollgruppe, die im Mittel 60,35 g zunahm. Die E2-Gabe hat im Verlauf des
Versuches das Koérpergewicht im Mittel sogar um 5,60 g reduziert.
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Die Tabelle 3.1 zeigt die mittlere Futteraufnahme in g pro Tag pro Tier der vier Ver-
suchsgruppen:

intakt ovx,sf ovx-E2 ovx-Ecd

16,38 g 18,66 g 15,48 g 21,90 g

Tabelle 3.1: Mittlere Futteraufnahme in g/Tag/Tier (Daten aus dem Pool der Arbeitsgruppe
Endokrinologie Gottingen).

Die ovx-Ecd-Gruppe hat im Mittel 5,52 g mehr Futter aufgenommen als die intakten

Tiere, wahrend ovx-E2 0,90 g weniger aufnahm.

3.2 Phasenanalyse

Die Phasenanalyse wurde, wie unter 2.4.3 beschrieben, durchgefuhrt. In den folgen-
den Abbildungen ist der Effekt von E2 und Ecd auf die Strukturen der Metaphyse der
Tibia zu sehen. Dargestellt sind die Anteile des gelben Marks, des roten Marks und
der Knochentrabekel in der Metaphyse in %. Zur besseren Ubersicht des Verhaltnis-
ses von rotem und gelbem Mark ist in der Abbildung 3.5 der Index dieser Anteile

aufgefuhrt.

3.2.1 Gelber Markanteil in %

Gelber Markanteil in %
*

int:takt ov;(,sf ovxI-EZ ovx-IEcd

Abbildung 3.2: Der Effekt von E2 und Ecd (28 Tage per Futter) auf: gelber Markanteil in %
(*p<0,05 vs ovx,sf).

In der Abbildung 3.2 ist der Effekt von E2 und Ecd auf den Anteil des Fettes im Kno-
chenmark zu sehen. Die ovx-Ecd-Gruppe zeigt einen signifikant geringeren Anteil
des gelben Marks als die Kontrollgruppe ovx,sf. Damit ist sie vergleichbar mit der
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Gruppe intakt, die ebenso einen signifikant kleineren Anteil an gelbem Mark aufweist.
Die mit E2 behandelte Gruppe dagegen hat einen ahnlich hohen Fettanteil wie die

ovx,sf-Tiere.

3.2.2 Trabekelanteil in %

*
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Abbildung 3.3: Der Effekt von E2 und Ecd (28 Tage per Futter) auf: Trabekelanteil in % (*p<0,05
Vs ovx,sf).

Die Abbildung 3.3 zeigt den Effekt von E2 und Ecd auf den Trabekelanteil in der
Metaphyse. Alle drei Versuchsgruppen zeigen einen signifikant hoheren Trabekelan-
teil als die Kontrollgruppe ovx,sf. Die Gruppe intakt und die Gruppe ovx-E2 haben mit
den Mittelwerten von 56,43 % und 53 % noch einen hoéheren Anteil als die Gruppe
ovx-Ecd, die einen mittleren Anteil von 45,86 % aufweist.

3.2.3 Roter Markanteil in %

i

* *
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Roter Markanteil in %

intalakt ov;,sf ovxI-EZ ovx-IEcd

Abbildung 3.4: Der Effekt von E2 und Ecd (28 Tage per Futter) auf: roter Markanteil in %
(*p<0,05 vs ovx,sf).
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Bei dem Effekt von E2 und Ecd auf das rote Mark zeigen die intakte Gruppe und die
ovx-E2-Gruppe einen signifikant kleineren Anteil an rotem Knochenmark als die
Kontrollgruppe ovx,sf. Diese hat ebenso wie die Gruppe ovx-Ecd einen hdheren

Anteil an rotem Mark.

3.2.4 Index gelbes Mark / rotes Mark
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|
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int;\kt ov;(.sf ovx'-EZ ovx-'Ecd

Abbildung 3.5: Index zwischen gelbem Mark und rotem Mark (*p<0,05 vs ovx,sf).

Um das Verhaltnis von rotem und gelbem Knochenmark zu veranschaulichen, ist in
der Abbildung 3.5 der berechnete Index in einem Saulendiagramm dargestellt. Zu
sehen ist, dass die intakten Tiere signifikant weniger Fett pro rotes Mark haben als
die Gruppe ovx,sf. Die ovx-Ecd-Gruppe hat eine &hnliche Tendenz, diese ist jedoch

nicht signifikant. Die ovx-E2-Gruppe ist ebenfalls nicht signifikant verandert.

3.3 Kortikalisdicke

Die Kortikalisdicke wurde im Bereich der Metaphyse der Tibia gemessen. Die Abbil-
dung 3.6 stellt in einem S&ulendiagramm die Dicke der Kortikalis der ovx,sf-
Kontrollgruppe und die der Versuchsgruppen dar.
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Abbildung 3.6: Der Effekt von E2 und Ecd (28 Tage per Futter) auf: Kortikalisdicke in der
Metaphyse der Tibia in pm (*p<0,05 vs ovx,sf).

Die Ovx fuhrt zur Abnahme der Kortikalisdicke. In dem Versuch hat die ovx,sf-
Kontrollgruppe eine mittlere Dicke von 356,4 um. Alle drei Versuchsgruppen (intakt,
ovx-E2, ovx-Ecd) weisen eine signifikant dickere Kortikalis auf.

Bei den mit Ecd gefitterten Tieren (mittlere Dicke 399,9um) besteht eine Differenz
von 43,5 um. Sie hat in etwa die gleiche Dicke der Kortikalis wie die intakte Gruppe

und die ovx-E2-Gruppe.

3.4 Serumparameter
In den folgenden Saulendiagrammen sind die im Serum bestimmten Knochenpara-

meter der vier Versuchsgruppen dargestellt.

3.4.1 Osteokalzin in ng/ml
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Abbildung 3.7: Der Effekt von E2 und Ecd (28 Tage per Futter) auf: Osteokalzin im Serum in
ng/ml (*p<0,05 vs ovx,sf) (Daten aus dem Pool der Arbeitsgruppe Endokrinologie Gottingen).
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In der Abbildung 3.7 ist der Effekt von E2 und Ecd auf den Knochenneubildungsmar-
ker Osteokalzin im Blut in ng/ml zu sehen. Die intakte Gruppe sowie die ovx-E2-
Gruppe haben eine signifikant geringere Menge an Osteokalzin im Serum als die
ovx-Gruppe. Die ovx-Ecd-Gruppe hat dagegen mit einem mittleren Wert von 32,01
ng/ml eine a&hnlich hohe Menge an Knochenneubildungsmarker wie die ovx-Gruppe
(32,05 ng/ml).

3.4.2 CrosslLaps in ng/ml
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Abbildung 3.8: Der Effekt von E2 und Ecd (28 Tage per Futter) auf: CrossLaps im Serum in
ng/ml (*p<0,05 vs ovx,sf) (Daten aus dem Pool der Arbeitsgruppe Endokrinologie Géttingen).

Als Marker fur die Knochenresorption erfolgte die Bestimmung des Serum-
CrossLaps. In der Abbildung 3.8 ist zu sehen, dass die intakte sowie die ovx-E2-
Gruppe signifikant weniger von dem Knochenabbauprodukt CrossLaps in ng/ml im
Serum haben als die ovx-Gruppe. Die ovx-Ecd-Gruppe hat wiederum eine nicht sig-
nifikant andere, sondern ahnlich hohe Menge (40,72 ng/ml) wie die ovx-Gruppe
(41,00 ng/ml).

3.5 Epiphysenfuge

In den folgenden Saulendiagrammen ist zunachst die Gesamtbreite der Epiphy-
senfuge der Tibia dargestellt, gefolgt von den Diagrammen der Breite der einzelnen
Zonen. Auf der Ordinate ist jeweils die Schichtdicke in um aufgetragen und auf der

Abszisse sind die Versuchsgruppen dargestellt (intakt, ovx,sf, ovx-E2, ovx-Ecd).
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3.5.1 Gesamtbreite
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Abbildung 3.9: Der Effekt von E2 und Ecd (28 Tage per Futter) auf: Gesamtbreite der
Epiphysenfuge in um (*p<0,05 vs ovx,sf).

In der Abbildung 3.3 ist der Effekt von E2 und Ecd auf die Gesamtbreite der Epiphy-
senfuge zu sehen. Die mit E2 behandelte Gruppe ovx-E2 ist ahnlich wie die Gruppe
intakt signifikant schmaler als die Kontrollgruppe ovx,sf.

Die Gruppe ovx-Ecd dahingegen zeigt eine signifikant verbreiterte Epiphysenfuge
verglichen mit ovx,sf. Diese haben im Mittel eine Epiphysenbreite von 153,3 um,
wahrend die mit Ecd gefitterten Tiere eine mittlere Gesamtbreite von 199,5 um be-

sitzen.

3.5.2 Basale Schicht (Reservezone)
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Abbildung 3.10: Der Effekt von E2 und Ecd (28 Tage per Futter) auf: basale Schicht der
Epiphysenfuge in pm (*p<0,05 vs ovx,sf).
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Im Saulendiagramm der Abbildung 3.10 ist in um die basale Schichtdicke der E-
piphysenfuge der verschiedenen Versuchsgruppen dargestellt. Diese entspricht in
etwa der Verteilung der Gesamtbreite. Auch hier besitzen die intakte und die Gruppe
ovx-E2 eine signifikant schmalere basale Schicht. Die Ecd-Gruppe ist jedoch mit
einem mittleren Wert von 47,42 pm nicht signifikant breiter als die Kontrollgruppe

ovx,sf mit einem Wert von 45,06 pm.

3.5.3 Proliferative Schicht (Proliferationszone)
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Abbildung 3.11: Der Effekt von E2 und Ecd (28 Tage per Futter) auf: proliferative Schicht der
Epiphysenfuge in pm (*p<0,05 vs ovx,sf).

Die Abbildung 3.11 zeigt den Effekt von E2 und Ecd auf die proliferative Schicht der
Epiphysenfuge. Die intakten Tiere haben erneut eine signifikant schmalere prolifera-
tive Schicht als die Kontrollgruppe ovx,sf. Die Gruppe ovx-E2 zeigt keine Signifikanz.
Die mit Ecd gefitterten Tiere haben eine signifikante, deutlich breitere proliferative
Schicht als die Gruppe ovx,sf entwickelt. Die mittlere Differenz dieser beiden Grup-

pen betragt 26,98 um.
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3.5.4 Hypertrophe Schicht (hypertrophe Zone)
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Abbildung 3.12: Der Effekt von E2 und Ecd (28 Tage per Futter) auf: hypertrophe Schicht der
Epiphysenfuge in um (*p<0,05 vs ovx,sf).

Die Verteilung der hypertrophen Schicht zeigt eine ahnliche Tendenz wie die der
proliferativen Schicht. Auch hier besitzt die intakte Gruppe eine signifikant schmalere
hypertrophe Schicht, wéahrend die Ecd-Gruppe eine signifikante und deutlich breitere
hypertrophe Schicht als die Kontrollgruppe ovx,sf entwickelt hat.

3.5.5 Prozentuale Anteile der drei Zonen

Insgesamt ist die Gesamtbreite der Epiphysenfuge bei den mit Ecd behandelten
Tieren deutlich am hochsten. Im folgenden Saulendiagramm wird nun dargestellt, wie
sich die prozentualen Anteile der drei Epiphysenfugenzonen auf die Gesamtbreite
bezogen, verhalten. Die Zonenbreite ist in % auf der Ordinate angegeben. Auf der
Abszisse sind die Reservezonen (basale Schicht), die Proliferationszonen (prolifera-
tive Schicht) und die hypertrophen Zonen (hypertrophe Schicht) der verschiedenen

Versuchsgruppen aufgetragen.
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Abbildung 3.13: Vergleich der prozentualen Anteile der Reservezone, Proliferationszone und
der hypertrophen Zone der vier verschiedenen Versuchsgruppen (*p<0,05 vs ovx,sf).

Die intakten Tiere zeigen relativ ausgewogene Anteile der drei Zonen an der gesam-
ten Epiphysenfugenbreite. Dagegen haben die ovx,sf-Tiere im Vergleich mit den
anderen Gruppen einen kleineren Anteil der hypertrophen Zone. Die Gruppe ovx-E2
besitzt anteilig eine schmalere Reservezone wéahrend die Gruppe ovx-Ecd vor allem
durch den signifikanten Anstieg der Proliferationszone dominiert.

Die mittleren Prozentzahlen der Versuchsgruppen sind in der Tabelle 3.2 zu sehen.

intakt ovx,sf ovx-Ecd ovx-E2
Reservezone 29 % 29 % 24 % 26 %
Proliferationszone | 37 % 40 % 45 % 41 %
hypertrophe Zone | 34 % 31 % 31 % 33%
Tabelle 3.2: Ubersicht uber die mittleren prozentualen Anteile der Reservezone,

Proliferationszone und hypertrophen Zone an der Gesamtbreite der Epiphysenfuge, angegeben

in Prozent auf ganze Zahlen gerundet.
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3.6 Intraartikulares Fettgewebe
In der folgenden Abbildung 3.14 ist die Menge des Fettgewebes im Kniegelenkspalt
dargestellt. Dieses entspricht dem Hoffa-Fettkorper. Auf der y-Achse ist der Fettgeh-

alt in um2 aufgetragen. Die vier Versuchsgruppen befinden sich auf der x-Achse.
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Abbildung 3.14: Der Effekt von E2 und Ecd (28 Tage per Futter) auf: intraartikulares Fettgewebe
in um2 (*p<0,05 vs ovx,sf).

Den signifikant héchsten Fettgehalt im Gelenkspalt zeigen mit einem Mittelwert von
167400 umz die intakten Tiere. Die ovx-E2-Gruppe sowie die ovx-Ecd-Gruppe haben
mit den Mittelwerten von 72370 pum?2 und 66310 pum? signifikant weniger Fett im Knie-
gelenk als die ovx-Tiere, die einen mittleren Fettgehalt von 123900 um?2 besitzen.
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4 Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Wirkung des pflanzlichen Steroids Ecd auf
den Knochen der ovx-Ratte zu untersuchen, um einen méglichen neuen Therapiean-
satz fur die Osteoporose der postmenopausalen Frau zu finden. Dabei sollten nicht
nur die direkten Veranderungen am Knochen untersucht werden, sondern auch ver-
schiedene weitere Faktoren wie der Anteil des Fettes im Knochenmark und der intra-
artikulare Fettgehalt, um die stattfindenden komplexen Interaktionen mit dem Meta-
bolischen Syndrom zusétzlich mit einzubeziehen.

Der positive Einfluss des Pflanzensteroids Ecd auf den Knochen konnte bestatigt
werden. Aul3erdem zeigte sich eine protektive Wirkung auf die Entwicklung des regi-
onalen Fettgewebes.

Um diese Wirkungen des Ecds zu untersuchen, wurde das etablierte Modell der ovx-
Ratte fur die postmenopausale Frau angewandt. Nach vierwOchiger Gabe der
Testsubstanz erfolgte die histomorphologische Auswertung an der metaphysaren
Tibia. Hierbei konnte zum einen anhand der Messung der Kortikalisdicke und des
Trabekelanteils, der die Osteoporoseentwicklung widerspiegelt, der Effekt auf den
Knochen analysiert werden. Zusatzlich wurden Serummarker des Knochenstoff-
wechsels miteinbezogen. Zum anderen stellte sich durch Messen der Epiphysenfuge
sowie durch Ermittlung des Anteils des roten Knochenmarks die proliferative Wirkung
des Ecds dar. Um Aufschluss zu erhalten, inwieweit sich der metabolische Effekt von
Ecd im regionalen Fett widerspiegelt, erfolgten die Bestimmungen der Fettanteile im
Knochenmark und im Gelenkspalt. Dies wirkt aufgrund der Lipotoxizitat durch die
Produktion von inflammatorischen Zytokinen destruierend auf den Knochen und auf

den Gelenkknorpel, so dass auch die Bildung einer Osteoarthritis geférdert wird.

4.1  Korpergewicht

Die postmenopausale Frau entwickelt gehduft eine Gewichtszunahme mit erhéhten
Fettdepots (Goretzlehner und Zimmermann 2002). Adipositas ist einer der Faktoren,
die das Metabolische Syndrom charakterisieren. Auch bei der Ratte ist bereits be-
kannt, dass der Ostrogenmangel nach der Ovx zu einer Fettakkumulation und somit
zu einem erhdhten Kérpergewicht fuhrt (Kapur et al. 2010) und sich daraus ein Me-

tabolisches Syndrom entwickeln kann (Seidlova-Wuttke et al. 2010b).
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Die vorliegende Arbeit konnte diesen Effekt bestatigen und zeigt ein héheres Korper-
gewicht der ovx-Tiere. Durch E2-Gabe kann das Ausgangskorpergewicht gehalten
werden. Es wird vermutet, dass Ostrogene einen anti-lipogentischen Effekt haben
(Anwar et al. 2001). So behielt die E2-Gruppe auch in der vorliegenden Studie ein
annahernd konstantes Korpergewicht.

Die ovx-Ecd-Gruppe hingegen zeigte nach Versuchende erwartungsgemal ein signi-
fikant hoheres Kérpergewicht. Dieses Ergebnis ist bereits in der Studie von Kapur et
al. (2010) aufgefallen. Sie konnten zeigen, dass das erhohte Kérpergewicht der Ecd-
Gruppe jedoch im Gegensatz zu der Gruppe ovx,sf durch eine reduzierte Fettmasse
und eine erhéhte Muskelmasse bedingt ist. Im Zusammenhang mit dem vorliegenden
Versuch zeigte eine andere Arbeit, dass die ovx-Ecd-Gruppe mit 16 % einen signifi-
kant geringeren Zuwachs der Flache des intraabdominellen Fettdepots als die ovx,sf-
Kontrollgruppe aufwies. Dieses Phdnomen konnte durch den anabolen Effekt des
Ecds begrundet sein (Bathori et al. 2008; Gorelick-Feldman et al. 2008). Auch ande-
re Studien haben gezeigt, dass Ecd die Muskelmasse erhoht (Slama et al. 1996;
Kratky 1997). Vor allem die Kombination aus koérperlichem Training und Ecd-Gabe
soll sehr effektiv auf den Muskelaufbau wirken (Bathori et al. 2008). Die gesteigerte
Muskelmasse hat eine vermehrte mechanische Stimulation des Knochens zur Folge,
was schitzend auf den Knochen wirkt (Rubin et al. 2002; Ferretti et al. 2003; Luu et
al. 2009). Dies ist besonders bedeutend fir die postmenopausale Frau, die haufig
von einer Sarkopenie betroffen ist. Zum einen kdnnte die durch Ecd induzierte erh6h-
te Muskelmasse vor Sturzen und somit vor Frakturen schiitzen und zum anderen
verhindert die mechanische Stimulation den gesteigerten Knochenabbau und damit

die Osteoporoseentwicklung.

4.2 Knochen im Zusammenhang mit dem Metabolischen
Syndrom

Die Metaphyse der Rattentibia reagiert besonders sensibel und schnell auf den Ost-
rogenverlust, so dass es bereits innerhalb von drei Monaten nach der Ovx zu einer
Demineralisation von bis zu 50 % des Knochens kommt (Garner et al. 1991,
Seidlova-Wuttke et al. 2003a; Seidlova-Wuttke et al. 2003b; Perry et al. 2005; Klinck
und Boyd 2008). Die Auswirkungen des Ostrogenverlustes spiegeln sich auch in der
vorliegenden Arbeit bei der Kontrollgruppe ovx,sf wider. Hier zeigt sich nach der Ovx
ein signifikanter Verlust der Kortikalisdicke. Dahingegen behalt die ovx-E2-Gruppe
auch nach der Ovx eine gleichbleibende Kortikalisdicke. Die Testsubstanz Ecd
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scheint ebenso wie das E2 die Kortikalis stabilisieren zu kénnen, da auch die ovx-
Ecd-Gruppe weiterhin eine Dicke der Kortikalis wie die der intakten Tiere besitzt.
Dies bestatigt die bereits in mehreren Studien gezeigte osteoprotektive Wirkung des
Ecds (Walliser 2009; Coors 2010; Seidlova-Wuttke et al. 2010a; Kapur et al. 2010).
Da bei der postmenopausalen Osteoporose der Knochenschwund nicht nur in der
Substantia compacta, also in der Kortikalis, sondern vor allem in der Substantia
spongiosa stattfindet, war die Ermittlung des Anteils der Trabekel in der Metaphyse
auch Gegenstand der vorliegenden Arbeit. Mittels Phasenanalyse zeigte sich, dass
die ovx-E2 sowie die ovx-Ecd-Gruppen einen signifikant héheren Anteil an Trabekeln
besitzen als die Kontrollgruppe ovx,sf. Somit hat die Testsubstanz Ecd, ebenso wie
das E2, das Potential, nach Ovx einen annahernd gleichen trabekularen Anteil wie
den der intakten Tiere zu erhalten. Auf diese Weise schitzen sowohl E2 als auch
Ecd vor Osteoporose.

Die Ergebnisse der Publikation von Kapur et al. (2010) decken sich mit denen der
hier vorliegenden Studie. Sie zeigten, dass die Tiere nach einmonatiger Gabe von
Ecd einen signifikant hoheren Anteil an Trabekeln in der Metaphyse hatten als die
ovx,sf-Kontrollgruppe. In einer weiteren Studie von Seidlova-Wuttke et al. (2010a)
wurde die Dichte des trabekularen Anteils der Metaphyse nach dreimonatiger Ecd-
Gabe mittels gCT ermittelt. Auch hier zeigte sich, dass die Testsubstanz Ecd in der
Lage war, die Abnahme der Trabekeldichte nach Ovx zu vermindern.

Die Auswertung der Knochenmarker im Serum unterstitzt diese Beobachtungen. Als
Parameter fir den Knochenaufbau wurde das von den Osteoblasten sezernierte
Osteokalzin bestimmt. CrossLaps, ein Abbauprodukt des Kollagens spiegelte den
Knochenabbau durch die Osteoklasten wider (Seidlova-Wuttke et al. 2003a; French
et al. 2008). Die Versuchsgruppen zeigten signifikant unterschiedliche Serumspiegel
von Osteokalzin und CrossLaps. Das normalerweise bestehende Gleichgewicht
zwischen Knochenbildung und -resorption ist bei Fehlen von E2 verschoben und es
entsteht die Osteoporose (Riggs et al. 2002; Bord et al. 2003). In dem vorliegenden
Versuch hatten die intakte und die ovx-E2-Gruppen niedrige Spiegel an Osteokalzin
und CrossLaps, wahrend die ovx,sf und die ovx-Ecd-Gruppen signifikant hdhere
Spiegel aufwiesen. Die erhdhten Spiegel der Knochenaufbau- und abbaumarker
zeigen, dass sowohl die Osteoblasten- als auch die Osteoklastenaktivitat bei Abwe-
senheit von E2 gesteigert ist. Durch die Gabe von E2 sinken Osteokalzin und

CrossLaps im Blut. Diese Konstellation der Serummarker wurde schon in der Studie
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von Seidlova-Wuttke et al. (2010a) beobachtet. Der erhdhte Knochenstoffwechsel
l&sst vermuten, dass die antiosteoporotische Wirkung des Ecds nicht wie bei E2 Uber
eine Hemmung des Knochenabbaus, sondern durch einen kompensatorischen ver-
mehrten Knochenaufbau durch die Osteoblasten begriindet ist (Kapur et al. 2010).
Der genaue Wirkmechanismus, der zu diesem knochenstabilisierenden Effekt des
Ecds fiihrt, ist noch nicht abschlieRend geklart. Eine Beteiligung des Ostrogenrezep-
tors konnte ausgeschlossen werden (Seidlova-Wuttke et al. 2010a), so dass man bei
einer Ecd-Therapie nicht mit den gravierenden Nebenwirkungen einer Hormonersatz-
therapie rechnen muss.

Aufgrund der Lipotoxizitat, die durch grol3e Fettmengen entsteht, vermutet man auch
einen Zusammenhang zwischen dem Fett im Knochenmark und der Osteoporose-
entwicklung. Wie bereits in der Einleitung beschrieben, ist die postmenopausale Frau
nicht nur haufig von der Osteoporose betroffen, sondern auch von der Entwicklung
eines Metabolischen Syndroms (Carr 2003; Kaaja 2008). Ziel der vorliegenden Arbeit
war es unter anderem, einen Zusammenhang dieser beiden Krankheitsbilder der
postmenopausalen Frau aufzuzeigen. Vielfaltig beschriebene Interaktionen zwischen
dem Fett- und Knochenstoffwechsel (Rosen und Bouxsein 2006; Zhao et al. 2007;
Cao 2011) machen deutlich, welchen Einfluss das Metabolische Syndrom als Risiko-
faktor fur die Entwicklung einer Osteoporose hat (Hsu et al. 2006; Migliaccio et al.
2011).

Es ist bekannt, dass die ovx-Ratte durch den Ostrogenmangel eine viszerale Adipo-
sitas entwickelt (Mayes und Watson 2004) und dass eine Ostrogengabe vor der
Entwicklung eines Metabolischen Syndroms durch gesteigerte Bewegung und ver-
minderte Futteraufnahme schitzt (Mayes und Watson 2004; Lobo 2008). Da jedoch
aufgrund der unerwiinschten Nebenwirkungen die Indikation einer Hormonersatzthe-
rapie der postmenopausalen Frau streng gestellt werden sollte, untersuchten Seidlo-
va-Wuttke et al. (2010b) die potentiell gleichwertigen protektiven Eigenschaften des
Phytosteroids Ecd. In dieser Studie zeigte sich, dass die Testsubstanz Ecd den ab-
dominellen Fettanteil und das paratibiale Fettpolster der Ratten, welche nach Ovx
dramatisch ansteigen (Seidlova-Wuttke et al. 2003a; Rachon et al. 2007), signifikant
verringern konnte. Dies ist auch fir die Entwicklung der Osteoporose bedeutend, da
das Fett stoffwechselaktiv ist und den Knochen durch die Lipotoxizitat stark beein-
flussen kann. Durch die von den Adipozyten ausgeschiitteten Adipokine wie z.B.
TNFoa und IL-6 entsteht ein Entziindungsmilieu (Fontana et al. 2007; Cao 2011). Die
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proinflammatorischen Zytokine stimulieren die Osteoklasten tiber das RANKL-RANK
System und fordern auf diese Weise eine Verschiebung des Gleichgewichts des
Knochenstoffwechsels hin zum Knochenabbau und somit zur Osteoporoseentste-
hung (Pfeilschifter et al. 2002; Mundy 2007; Cao 2011).

Der Anteil des abdominellen Fettes der Tiere wurde im Rahmen einer weiteren Dis-
sertation zu dem durchgefuhrten Versuch bestimmt. Dabei wiesen die Ratten unter
Ecd-Gabe einen signifikant kleineren Anteil der Flache an abdominellem Fett im
Vergleich zu den ovx,sf-Tieren auf. Dies lasst vermuten, dass die ovx-Ecd-Gruppe
durch Ecd-Gabe vor der Entwicklung eines Metabolischen Syndroms geschitzt wur-
de.

Um auch die Wirkung von Ecd auf die regionale Fettakkumulation und deren Lipoto-
xizitat direkt im Knochen zu untersuchen, wurde in der Phasenanalyse der Anteil des
Fettmarks in der Metaphyse bestimmt. Physiologischerweise kommt es im Laufe des
Lebens zu einer Umwandlung des roten blutbildenden Marks in das gelbe Fettmark
(Vahlensieck und Schmidt 2000). Bei der postmenopausalen Osteoporose wurde
eine deutlich vermehrte Infiltration des Knochenmarks mit Fett beobachtet (Yeung et
al. 2005), die mit einer negativen Knochenbilanz korreliert (Justesen et al. 2001;
Verma et al. 2002). In diesem Zusammenhang ist es interessant, dass die Adipozy-
ten und die knochenbildenden Osteoblasten eine gemeinsame mesenchymale
Stammzelle besitzen (Akune et al. 2004). Wie oben beschrieben, fordert die Aktivie-
rung des Transkriptionsfaktor RUNX 2 die Osteoblastenbildung wahrend durch die
Aktivierung des Rezeptors PPARy2 die Stammzellen zu Adipozyten differenzieren
(Akune et al. 2004; Zhao et al. 2008). Bei dem osteoporotischen Knochen der post-
menopausalen Frau zeigen die mesenchymalen Stammzellen eine verminderte Fa-
higkeit in Osteoblasten zu differenzieren und bevorzugen die Adipogenese, so dass
das Knochenmark verfettet (Rodriguez et al. 2000). Also scheint ein erhthter Fett-
gehalt im Knochen vermutlich durch die lipotoxische Wirkung eng mit der Osteoporo-
seentstehung verbunden zu sein.

Die vorliegenden Ergebnisse spiegeln diese Vorgange wider. Die ovx,sf-Tiere mit
dem osteoporotischen Knochen und dem hdheren abdominellen Fettanteil haben
einen deutlich hoheren Anteil an fettreichem Mark als die intakten Tiere. Die ovx-
Ecd-Gruppe zeigt dahingegen einen signifikant kleineren Anteil an Fettmark im Kno-
chen. Das heil3t, dass Ecd den Anstieg des Fettanteils im Knochenmark nach Ovx

verhindert und einen ahnlich niedrigen Fettanteil im Knochenmark wie der der intak-
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ten Gruppe erhalten kann. E2 scheint keinen schitzenden Effekt auf die Fettentwick-
lung zu haben.

Folglich kénnte die in der vorliegenden Studie im Vergleich mit der ovx,sf-Gruppe
beobachtete stabilisierte Kortikalis und Spongiosa der ovx-Ecd-Gruppe auch Ergeb-
nis einer durch Ecd verhinderten Fettakkumulation im Knochenmark mit folgender
verminderter Lipotoxizitat sein.

Ein weiterer interessanter Punkt ist, dass der Diabetes auch einen Einfluss auf die
Fettzusammensetzung im Knochenmark zu haben scheint. Bekannt ist, dass insulin-
pflichtige Diabetiker ein erhdhtes Risiko fir Osteoporose haben (Kemink et al. 2000).
In einer Studie konnte eine erhohte Fettinfiltration des Knochenmarks sowie eine
erhbhte PPARy2-Expression bei diabetischen Mausen festgestellt werden (Botolin et
al. 2005). Das heif3t, dass dieser Faktor des Metabolischen Syndroms zusétzlich die
Verfettung des Knochens und die Osteoporoseentwicklung férdert. In einer aktuellen
Studie wurde nun ein schitzender Effekt von Ecd auf diabetische Mause beobachtet
(Sundaram et al. 2012). Dies starkt die Vermutung der osteoprotektiven Wirkung von

Ecd im Zusammenhang mit dem Metabolischen Syndrom.

4.3 Rotes Knochenmark

Durch die durchgefiihrte Phasenanalyse konnte der schon oben beschriebene Anteil
an Trabekeln sowie die Anteile an rotem und gelbem Knochenmark der Metaphyse
ermittelt werden. Es fiel auf, dass der rote Knochenmarkanteil, welcher den blutbil-
denden Zellen entspricht, bei der ovx,sf-Gruppe und bei der ovx-Ecd-Gruppe héher
war als bei der intakten und bei der ovx-E2-Gruppe.

Eine stimulierende Wirkung des Ecds auf die Erythropoese ist seit langem bekannt
(Syrov et al. 1997). Auch in der Dissertation Walliser (2009) wird ein hoher roter
Knochenmarkanteil nach Ecd-Gabe beschrieben. In der Arbeit hatte die ovx,sf-
Gruppe aber im Gegensatz zu den hier vorliegenden Ergebnissen einen niedrigeren
Anteil an rotem Mark als die intakte Gruppe. Allerdings ist zu beachten, dass in der
Studie von Walliser (2009) die Auswertungen nach drei Monaten und nicht wie im
vorliegenden Fall nach einem Monat durchgefiihrt wurden. Dies kdnnte bedeuten,
dass die ovx,sf-Tiere zundchst kompensatorisch auf die Mangelsituation mit einer
gesteigerten Blutbildung reagieren, die aber nicht drei Monate anhélt.

Bei Ecd-Gabe dahingegen zeigen die hier vorliegenden Ergebnisse einen erhéhten
Anteil an rotem Mark nach einmonatiger Ecd-Gabe und die Ergebnisse von Walliser
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(2009) nach dreimonatiger Ecd-Gabe kénnen diese auch noch bestatigen. Deshalb
konnte man vermuten, dass die Ecd-Gabe die Stimulation der Blutbildung dauerhaft
aufrechterhalten kann.

Das rote Knochenmark hat eine essentielle Bedeutung fur die Aufrechterhaltung des
Organismus (Vahlensieck und Schmidt 2000). Ein stimulierender Effekt auf den roten
Knochenmarkanteil konnte einen positiven Einfluss auf das Immunsystem, die allge-
meine Gesundheit des Korpers und den Knochen haben. Korkmaz et al. (2012)
publizierten eine Studie, die zeigte, dass bei Vorhandensein einer Anamie bei post-
menopausalen turkischen Frauen die Knochendichte signifikant vermindert war. Im
Umkehrschluss konnte eine Stimulation des roten Knochenmarks den Knochen viel-
leicht vor der Osteoporoseentwicklung schiitzen.

Um das Verhaltnis des gelben Knochenmarkanteils zum roten Knochenmarkanteil zu
beurteilen, wurde ein Index gebildet. Bei dem wird deutlich, dass die intakten Tiere
signifikant weniger Fett pro rotem Mark besitzen als die ovx,sf-Gruppe. Bei der ovx-
Ecd-Gruppe zeigte sich auch die Tendenz zu weniger Fett pro rotem Mark, diese war

jedoch nicht signifikant.

4.4  Epiphysenfuge

Fir die Bildung der Trabekel in der Substantia spongiosa ist die Epiphysenfuge von
Bedeutung. Die Chondrozyten proliferieren im proximalen Teil der Epiphysenfuge
und hypertrophieren beim Durchlaufen der Schichten bis in den distalen Teil, wo sie
das Einwandern von GefalRen und Osteoblasten nach sich ziehen. Diese ersetzen
schlie3lich den Knorpel und bilden die kndchernen Trabekel. Daraus folgt das L&n-
genwachstum des Knochens (Nilsson et al. 2005). Eine stimulierende Wirkung auf
die Knorpelzellen der Epiphysenfuge kdnnte unter anderem die osteoprotektive Wir-
kung des Ecds unterstitzen.

Bei der Ratte wird die Epiphysenfuge mit steigendem Alter schmaler, ohne jedoch
jemals zu verschlieBen. In den vorliegenden Ergebnissen ist zu erkennen, dass die
intakten und die mit E2 substituierten Tiere eine signifikant schmalere Epiphysenfuge
aufweisen als die ovx,sf- und die ovx-Ecd-Gruppen. Diese Ergebnisse stimmen mit
denen einer Studie von Kapur et al. (2010) Gberein. Auch sie hatten bereits die Wir-
kung von Ecd und E2 auf die Epiphysenfuge der ovx-Ratte untersucht. Nach einmo-
natiger Gabe der Testsubstanz erfolgte die Vermessung der Gesamtbreite sowie der
einzelnen Schichten der Epiphysenfuge. Aul3erdem bestimmten sie den Trabekelan-
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teil in der Metaphyse. Ihr Ergebnis zeigte ebenso eine signifikant schmalere Epiphy-
senfuge nach E2-Gabe. Dies deckt sich mit bereits bestehenden Forschungsergeb-
nissen, die aussagen, dass E2 eine hemmende Wirkung auf die Epiphysenfuge hat
(Weise et al. 2001). Beim Menschen ist E2 sogar fur den Schluss der Epiphysenfuge
verantwortlich (Nilsson et al. 2005). Die deutlich gehemmte Verkleinerung der E-
piphysenfuge unter Ecd-Gabe ist bereits bei Kapur et al. (2010) aufgefallen. Dies
ging mit einem hoheren Anteil an Trabekeln in der Metaphyse einher. Wie bereits
beschrieben, zeigte sich auch in der vorliegenden Studie ein signifikant héherer Tra-
bekelanteil unter Ecd-Gabe als bei den ovx-Tieren. Um einen besseren Vergleich zu
haben, wurde in der vorliegenden Studie im Gegensatz zu der von Kapur et al.
(2010) zusatzlich eine intakte Gruppe untersucht. Diese wies eine signifikant schma-
lere Epiphysenfuge als die ovx,sf-Gruppe auf. Das bestatigt, dass die Ovx und das
Fehlen von E2 eine Verbreiterung der Epiphysenfuge zur Folge haben. Eine stimulie-
rende Wirkung des Ostrogenmangels auf die Knorpelzellen wurde mehrfach be-
schrieben (Tajima et al. 1998; Yao et al. 2006). In dem vorliegenden Versuch war die
beobachtete Epiphysenfuge unter Ecd-Gabe noch signifikant breiter als die der
ovx,sf-Tiere.

Um die Vorgange in der Epiphysenfuge genauer zu untersuchen, erfolgte die Mes-
sung der einzelnen Schichten, bestehend aus basaler, Proliferations- und hyper-
tropher Schicht. Hierbei war festzustellen, dass das Verhalten der einzelnen Schich-
ten unter den verschiedenen Einflissen in etwa dem der gesamten Epiphysenfuge-
breite entsprach. Die basale Schicht (Reservezone), die dem Pool der proliferieren-
den Chondrozyten entspricht, war bei der intakten Gruppe und bei der ovx-E2-
Gruppe schmaler als bei der ovx,sf- und der ovx-Ecd-Gruppe. Eine Uberlegung ware,
dass sowohl die intakten als auch die mit Hormonen substituierten Tiere, bei denen
die regulierende Wirkung der Ostrogene noch vorhanden ist, nicht den Bedarf eines
vergroRerten Reservepools der Chondrozyten zum Ausgleich des vermehrten Kno-
chenabbaus haben. Im Gegensatz dazu stehen die ovx,sf- und die ovx-Ecd-
Gruppen, bei denen ein Ostrogenmangel besteht. Hier konnte man vermuten, dass
das verschobene Gleichgewicht des Knochens durch einen gesteigerten Knochen-
aufbau der Epiphysenfuge ausgeglichen werden soll. Die proliferative Schicht ist bei
der ovx-Ecd-Gruppe signifikant breiter als bei der ovx,sf-Gruppe. Die gleiche Wirkung
des Ecds ist auch in der hypertrophen Schicht zu beobachten, die deutlich und signi-

fikant breiter ist als die der restlichen Gruppen.

49



Diskussion

Ecd scheint auf die Epiphysenfuge eine ganz andere Wirkung zu haben als E2.
Trotzdem gehen beide mit einem erhéhten Trabekelanteil in der Metaphyse einher.

Betrachtet man die prozentualen Anteile der einzelnen Schichten an der Gesamtbrei-
te, so wird deutlich, dass Ecd alle Schichten verbreitert, wobei die proliferative
Schicht ca. 45 % der gesamten Epiphysenfugenbreite ausmacht. Der Anteil der ba-
salen Schicht ist wie bei der ovx-E2-Gruppe signifikant geringer als bei der ovx,sf-
Gruppe, so dass die Basalzellen gespart werden kdnnten. Diese Beobachtung, dass
Ecd die Epiphysenfuge signifikant stimuliert, unterstitzt die Vermutung, dass Ecd
den Knochen uber eine gesteigerte Knochenneubildung schitzt (Kapur et al. 2010)
und nicht wie E2 tGiber eine Hemmung der Knochenresorption wirkt (Bord et al. 2003).
Allerdings stellt sich nun die Frage, ob die Testsubstanz Ecd beim Menschen auch
diese osteoprotektive Wirkung entfalten wirde. Denn im Gegensatz zu der Ratte ist
die Epiphysenfuge bei der postmenopausalen Frau bereits verschlossen und kann
somit nicht mehr zum Knochenaufbau beitragen. Wirde man annehmen, dass die
proliferierende Wirkung des Ecds auf die Epiphysenfuge den osteoprotektiven Effekt

begriindete, kbnnte die postmenopausale Frau nicht davon profitieren.

4.5 Intraartikulares Fettgewebe

Als Teil der vorliegenden Arbeit wurde auch der Fettgehalt im Kniegelenk ermittelt,
um Aufschluss uber die Ecd-Wirkung auf die unmittelbar an den Knochen angren-
zenden Fettdepots zu erhalten. Da der Hoffa-Fettkorper bei entsprechender GrélRe
viele proinflammatorische Zytokine produziert, die destruierend auf den Gelenkknor-
pel wirken, kann das Metabolische Syndrom im Zusammenhang mit der Osteoarthri-
tis eine wichtige Rolle spielen (Seidlova-Wuttke et al. 2012). Seidlova-Wuttke et al.
(2012) zeigten bereits in einem Versuch, dass die Ratten nach der Ovx einen signifi-
kant groReren Fettanteil im Kniegelenk aufwiesen. Dies korrelierte mit einer vermin-
derten Breite des Gelenkknorpels und liel? somit einen Zusammenhang zwischen
dem intraartikularen Fettgehalt und der Knorpeldicke, also der Osteoarthritis, vermu-
ten.

In dem vorliegenden Versuch war der Fettgehalt bei der intakten Gruppe interessan-
terweise am hochsten. Es hat uns aber beruhigt zu sehen, dass die ovx-Ecd-Gruppe
genauso wie die ovx-E2-Gruppe einen signifikant niedrigeren Fettgehalt als die
ovx,sf-Gruppe aufzeigt. So konnten wir eine gesteigerte lipotoxische Wirkung auf den
Knochen und den Gelenkknorpel durch vermehrte angrenzende Adipozytenzahl bei
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Ecd-Gabe ausschlieRen. Das spiegelt sich auch in der Breite des Gelenkknorpels
wider. Daten der Arbeitsgruppe Endokrinologie Goéttingen zu dem vorliegenden Ver-
such ergaben, dass der Gelenkknorpel der Tibia sowohl nach E2-Gabe als auch
nach Ecd-Gabe signifikant breiter war als bei der ovx,sf- und der intakten Gruppe.
Das spricht dafur, dass der héhere Fettgehalt eine Verminderung des Gelenkknor-
pels zur Folge hat und somit eine Osteoarthritis begtnstigt. E2 und Ecd konnten in
dem vorliegenden Versuch diese Folge verhindern. Das heifl3t, die Testsubstanz Ecd
konnte auch auf das Metabolische Syndrom des Kniegelenks protektiv wirken und
vor der Entwicklung einer Osteoarthritis schitzen.

Allerdings erfolgte die Bestimmung des Fettgehaltes durch Vermessen des Umfangs
der Fettdepots in der Gelenkkapsel. Das heil3t, nur die in diesem Préparat zufallig
angeschnittenen Fettflachen wurden miteinander verglichen. Um definitivere Aussa-
gen Uber den Fettgehalt im Kniegelenk zu machen, wére es sinnvoll in einer weiteren
Studie mehrere Schnitte des gleichen Kniegelenks zu vermessen. Es kdnnte auch
die Korrelation zwischen Fettgehalt, Gelenkknorpelbreite und Zytokinen errechnet
werden, um bessere Aussagen Uber den Zusammenhang des Metabolischen Syn-

droms und der Osteoarthritis treffen zu kénnen.

Insgesamt wird deutlich, dass die postmenopausale Osteoporose durch ein Zusam-
menspiel von vielen verschiedenen Faktoren bedingt ist, die mit Beginn der Meno-
pause gehéauft auftreten. Wenn man bedenkt, wie wichtig die Einflisse des Bewe-
gungsmangels, des Muskelabbaus, der abdominellen Verfettung und des Diabetes
mellitus auf die Osteoporoseentstehung sind, so konnte man die Osteoporose auch
als ,Metabolisches Syndrom des Knochens® bezeichnen. Ecd scheint auf viele dieser
Faktoren einen positiven Einfluss zu haben. Meine Arbeit ist eine von mehreren Stu-
dien, die zum Ziel haben, mehr Kenntnisse Uber die Mdglichkeit von Ecd als Medi-
kament fur die postmenopausale Frau zu erlangen.

In der vorliegenden Dissertation bestétige ich durch die histomorphologische Aus-
wertung von Tibiapraparaten den osteoprotektiven Effekt des Ecds. Neu ist die Er-
kenntnis, dass Ecd das angrenzende regionale Fettgewebe zu vermindern scheint.
Zum einen betrifft es das Fett im Knochenmark und zum anderen den Hoffa-
Fettkdrper im Gelenkspalt der ovx-Ratte. So kdnnte Ecd nicht nur durch Reduzierung
des Fetts im Knochenmark vor der Osteoporose schiitzen, sondern auch vor dem

,Metabolischen Syndrom des Gelenks®, also vor dem vergrélRerten Hoffa-Fettkdrper
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mit erhohter Produktion inflammatorischer Substanzen und folgender Osteoarthritis.
Es ware sinnvoll, dies in einer folgenden Studie zu bestatigen. Auf das rote Kno-
chenmark und die Epiphysenfuge wirkt Ecd stimulierend.

Durch die beobachteten Effekte bietet das Phytosteroid Ecd die Mdoglichkeit einer
ganzheitlichen Therapie, die an vielen Punkten der Osteoporoseentstehung ansetzt
und auch die Interaktionen zwischen dem Fett- und dem Knochenstoffwechsel mit-
einbezieht. Mdglicherweise hat das Ecd durch die schitzende Wirkung vor der Ent-
wicklung eines Metabolischen Syndroms auch das Potential, das erhéhte Risiko fur
kardiovaskulére Ereignisse in der Postmenopause zu vermindern. Zusammen gese-
hen mit den bereits gezeigten positiven Effekten auf weitere Beschwerden des Klim-
akteriums und dem niedrigen Nebenwirkungsprofil, scheint Ecd ein vielversprechen-
des Medikament fir die postmenopausale Frau zu sein. Somit ware es sinnvoll, wei-

tere Forschung uber die Wirkungsweise und den Effekt von Ecd zu betreiben.
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5 Zusammenfassung

Die Frau hat in der Postmenopause ein erhohtes Risiko, eine Osteoporose (Bord et
al. 2003) und ein Metabolisches Syndrom zu entwickeln (Carr 2003; Lobo 2008).
Dies sind zwei Erkrankungen mit weltweit wachsender Bedeutung, die mit schwer-
wiegenden Folgen einhergehen. In den letzten Jahren konnte zunehmend ein Zu-
sammenhang dieser Erkrankungen durch Interaktionen des Fett- und Knochenstoff-
wechsels hergestellt werden (Hwang und Choi 2010).

Um eine nebenwirkungsarmere Alternative zu den bestehenden Medikamenten fir
die Frau in der Postmenopause zu finden, wird im Bereich der Phytotherapie ge-
forscht. Bisherige Studien haben gezeigt, dass das pflanzliche Steroidhormon Ecd
vielfaltige positive Wirkungen zu haben scheint. So verbesserte es im Tierversuch
die fur die Menopause typischen ,hot flushes* (Puri et al. 2012) und verhinderte die
Entwicklung der Osteoporose und des Metabolischen Syndroms (Seidlova-Wuttke et
al. 2010a; Seidlova-Wuttke et al. 2010b).

Die vorliegende Arbeit sollte die Erkenntnisse Uber die Effekte von Ecd als mdgliche
Therapie der postmenopausalen Frau erweitern. Neben der Wirkung von Ecd auf
den Knochen wurde auch die Wirkung auf das angrenzende regionale Fettgewebe
untersucht, um die Interaktionen zwischen dem Fett- und Knochenstoffwechsel mit-
einzubeziehen.

Dafur wurde das etablierte Modell der ovx-Ratte flr die postmenopausale Frau ver-
wendet. Es gab vier Versuchsgruppen: eine intakte und drei ovarektomierte. Diese
erhielten jeweils Uber einen Monat sf-Futter, sf-Futter + Ecd oder sf-Futter + E2.
Danach erfolgte die histomorphologische Auswertung von Tibia- und Gelenkprépara-
ten. Betrachtet wurden die Anteile von Fett, Trabekeln und rotem Knochenmark in
der Metaphyse, die Kortikalisdicke, die Epiphysenfuge und der Fettgehalt im Gelenk-
spalt.

Am Knochen zeigte sich, dass Ecd die Kortikalisdicke der Tibia erhalten konnte.
Diese war nach vierwochiger Ecd-Gabe signifikant breiter als die der ovx,sf-Gruppe.
Auch der die Osteoporose kennzeichnende Verlust des Trabekelanteils in der Meta-
physe wurde gemindert. Die ovx-Ecd-Gruppe wies einen signifikant héheren Trabe-
kelanteil als die ovx,sf-Gruppe auf. Die Knochenmarker Osteokalzin und CrossLaps
spiegelten einen erhéhten Knochenstoffwechsel nach Ecd-Gabe wider. Das bestarkt
die Vermutung, dass die antiosteoporotische Wirkung von Ecd durch einen gestei-
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gerten Knochenaufbau und nicht wie bei E2 durch einen verminderten Knochenab-
bau begriindet sein konnte (Kapur et al. 2010).

Auf die Fettentwicklung scheint Ecd ebenso eine protektive Wirkung zu haben. Der
Anteil von Fett im Knochenmark der Metaphyse war signifikant geringer als derjenige
der ovx,sf-Gruppe. Dadurch ist der angrenzende Knochen einer geringeren Lipotoxi-
zitat durch Adipokinausschuttung der Adipozyten ausgesetzt (Cao 2011). Auch der
Gehalt von Fett im Gelenkspalt bei der ovx-Ecd-Gruppe war signifikant geringer.
Zusammen betrachtet mit den von der Abteilung Endokrinologie Géttingen erhobe-
nen Daten, die ergaben, dass der Gelenkknorpel bei der ovx-Ecd und der ovx-E2-
Gruppe signifikant breiter war, konnte Ecd durch den metabolischen Effekt auf das
Fett auch vor einer Osteoarthritis schiitzen. Dies sollte in einem weiteren Versuch
bestétigt werden.

Zusatzlich zeigte sich die bereits bekannte proliferative Wirkung des Ecds. Die E-
piphysenfuge war unter Ecd-Gabe deutlich breiter und der Anteil des roten Kno-
chenmarks in der Metaphyse signifikant héher als der der ovx,sf-Gruppe.

Aufgrund der Interaktionen zwischen Fett- und Knochenstoffwechsel kénnte man die
Osteoporose auch als ,Metabolisches Syndrom des Knochens“ bezeichnen. Im
durchgefiihrten Versuch ist zu sehen, dass Ecd sowohl auf den Knochen wie auch
auf das angrenzende regionale Fettgewebe protektiv wirkt. Das heif3t, dass ein Medi-
kament aus dem pflanzlichen Steroid Ecd das Potential haben kdnnte, an vielféltigen

Punkten der Osteoporoseentwicklung anzusetzen und diese zu verhindern.
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6  Anhang

Herstellung der Knochenpraparate

Nach 36 Stunden Fixierung in einer 4 %igen Formalinldsung wurden die Proben bei
Raumtemperatur durch eine aufsteigende Alkoholreihe dehydriert. Darauf folgte die
Entfettung durch eine zweimalige 24-stiindige Behandlung mit dem Intermedium
Xylol.

Zur Einbettung der Gewebeproben wurde ein Polymerisationssystem auf Methylme-
thacrylat-Basis (Technovit® 9100 NEU der Firma Heraeus) verwendet. Hierzu wur-
den die Proben zunachst in drei verschiedenen Préinfiltrationslosungen fir jeweils 24
Stunden gelagert bis sie in der endgultigen Infiltrationslésung fiir zwei bis drei Tage
unter Sauerstoffausschluss im Kuhlschrank bei -8 °C aushérteten.

o Dauer,
Prozessstufen | Materialien _
Temp.in °C
.. ) i 36 h
Fixierung 4% ige neutral gepufferte Formalinlésung
Raumtemp.
1. Ethanol 70 %
2. Ethanol 80 %
3. Ethanol 96 %
. 4-5d
Dehydratation | 4. Ethanol 100 %
Raumtemp.
5. Ethanol 100 %
6. Ethanol 100 %
7. Ethanol 100 %
. 1. Xylol 24 h
Intermedium
2. Xylol Raumtemp
1. Xylol/Technovit® 9100 Neu Basis (stabilisiert) 50
% 24 h, Raumtemp.
Prainfiltration 2. Technovit® 9100 Neu Basis (entstabilisiert) 4°C
3. Technovit® 9100 NeuBasis (entstabili- 4°C
siert)+Harterl
i . 1. Technovit® 9100 Neu Basis+Harterl+PMMA- 2-3d
Infiltration
Pulver -8 °C

Tabelle 6.1: Ubersicht der Herstellung von Kunststoffpolymerisaten: Angegeben sind die
einzelnen Prozesse, die zur Herstellung durchlaufen werden missen, die dazu benétigten
Chemikalien und die jeweilige Dauer und Temperatur (Technovit® 9100 Neu Basis =
Methylmethacrylat; Harterl = Peroxidverbindung, PMMA = Flllstoff).
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Nach dem vollstdndigen Aushérten der Polymerisate konnten diese mit Hilfe eines
Hartschnittmikrotoms zu lichtmikroskopischen Praparaten verarbeitet werden. Ver-
wendet wurde das Rotationstischmikrotom Jung Supercut 2065 mit einem 16 cm-
Hartmetallmesser mit D-Schliff. Die eingebetteten Proben wurden unter Zugabe von
40 %igem Ethanol als Schneideflissigkeit in 5um dicke Langsschnitte geschnitten,
auf die Objekttrager (Menzel Glaser, SuperFrost Ultra Plus®) aufgetragen und mit 70
%igem Ethanol gestreckt. AnschlieBend wurden die Schnitte mit Kisolfolie der Firma
Kettenbach abgedeckt und tber Nacht in einer Schnittpresse bei +57 °C getrocknet.
Zur besseren Differenzierung der histologischen Strukturen wurden die Schnitte mit
der Trichrom-Féarbung nach Goldner koloriert, welche sich insbesondere zum farbli-
chen Hervorheben der kollagenhaltigen Knochensubstanz eignet.

Dafur wurde zunédchst das Einbettungsmaterial aus dem Gewebe extrahiert. Dies
erfolgte durch Behandlung mit 3x 20 min. Xylol, 1x 20 min. 2-Methoxyethylacetat, 2x
5 min. Aceton und einer 2x 2 min. anschlieenden Spulung mit destilliertem Wasser.
Nach der Entplastung wurde die Goldner-Farbung in folgenden Schritten durchge-
fuhrt:

Weigerts Hamatoxylin, 10 min. (Kernfarbung)

,Blauen® in Leitungswasser, 10 min.

Ponceau de Xylidine Losung, 45 min.

Spulen in 1 %iger Essigsaure, 1 min

Abspilen mit Aqua dest.

Wolframatophosphorsaurelésung, 7 min (vollstandige Gewebeentfernung)
Spulen mit 1 %iger Essigsaure, 1 min.

Lichtgrin, 10 min. (Gegenfarbung)

© © N o g b~ wWwDdhPRE

Auswaschen mit 1 %iger Essigsaure
10.1x 96 %iges Ethanol, 3x100 %iges Ethanol jeweils 5 min. (Entwasserung)
11.3x 5 min. Xylol
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Weigerts Hamatoxylin

Lésung A + B werden im Verhaltnis 1:1 verwendet

Lésung A: 1 g Hamatoxylin in 100 ml 96 %igem Ethanol [6sen

Lésung B: 1.16 g Eisen(lll)-chlorid in 99 ml Aqua dest. 16sen, dann 1 ml 25 %ige Salzsaure zuge-
ben

Ponceau de Xylidine-Losung

2 g Ponceau de Xylidine + 1 g Saurefuchsin + 0,4 ml 1 %ige Essigsaure + 200 ml Aqua dest.

Wolframatophosphorsaurelésung

2 g Wolframatophosphorsaure und 1 g Orange G in 200 ml Aqua dest. l6sen

Lichtgriin

0,4 g Lichtgriin in 200 ml Aqua dest., das mit 0,4 ml Essigsaure versetzt wurde, l16sen

Tabelle 6.2: Zusammensetzungen der verwendeten Losungen der Goldner-Farbung.
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