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1 Einleitung 

Bei Eintritt der Frau in die Menopause kommt es durch den Östrogenmangel zu viel-

fältigen Folgen. Neben akuten Symptomen wie Hitzewallungen, Schlafstörungen und 

Abgeschlagenheit stehen langfristig die Urogenitalatrophie, das erhöhte Risiko für 

kardiovaskuläre 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 erhöhtes Frakturrisiko charakterisiert. Durch den 

demographischen Wandel und den steigenden Anteil der weiblichen Bevölkerung 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 nächsten Jahrzehnten und zählt 

die Osteoporose zu den zehn wichtigsten Erkrankungen der Gegenwart (Kolios et al. 

2011). Durch die osteoporotisch bedingten Frakturen kommt es zur Einschränkung 

der Lebensqualität der Patienten und zusätzlich zu sehr hohen Kosten im Gesund-

heitswesen durch lange Krankenhausaufenthalte und Rehabilitierungsmaßnahmen 

(Statistisches Bundesamt 2010). 

Zum anderen wurde festgestellt, dass die Prävalenz des Metabolischen Syndroms 

mit Beginn der Menopause und dem Verlust der Östrogene deutlich ansteigt (Carr 

2003). Das Metabolische Syndrom ist gekennzeichnet durch die Faktoren viszerale 

Adiopositas, Hypertonie, Dyslipidämie und Insulinresistenz, welche zu einer Erhö-

hung des kardiovaskulären Risikos führen.  

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 

Prävalenz des Metabolischen Syndroms in der Bevölkerung ein weiterer wichtiger 

Risikofaktor für die Osteoporose ergibt. 

Bis vor einigen Jahren hatte die Hormonersatztherapie (HRT) eine große Bedeutung 

in der Behandlung der postmenopausalen Beschwerden. Diese gleicht den durch 

den Funktionsverlust der Ovarien entstandenen Östrogenmangel aus. In einer groß 

angelegten Studie der Women’s Health Initiative (WHI) wurde jedoch unter der HRT 

ein gehäuftes Auftreten von kardiovaskulären Ereignissen sowie von Brustkrebs 

festgestellt, was im Jahre 2002 zum Abbruch dieser Studie geführt hat (Rossouw et 

al. 2002).  
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Um nun eine wirkungsvolle Therapie jedoch möglichst ohne Nebenwirkung zu finden, 

wird intensiv im Bereich der Phytotherapie geforscht. Wünschenswert wäre eine 

Substanz, die vor Osteoporose schützt, 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 heißt durch den Funktionsverlust der Ovarien, 

gekennzeichnet ist. Das Sistieren der Menstruation gilt als äußeres Zeichen für die 

nachlassende Ovarialfunktion. Das Klimakterium kann in die drei Phasen Prä-

menopause, Menopause und Postmenopause eingeteilt werden. Die Menopause ist 

definiert als das Ausbleiben der Menstruation in zwölf 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 unregelmäßigen Blutungen gekennzeichnete Zeitspanne 

vor der Menopause bezeichnet man als Prämenopause, die Zeit danach, in der die 

hormonelle Produktion der Ovarien komplett aufgehoben ist, als Postmenopause. In 

der Mitte des vierten Lebensjahrzehntes zeigen sich zunehmend Organveränderun-

gen an den Ovarien wie Follikelverarmung und Gefäßsklerosierungen. Mit Fortschrei-

ten des Klimakteriums fällt die Östrogenbildung deutlich ab, was der Grund für die 

meisten klinischen Beschwerden ist. Kurzfristige Auswirkungen sind vor allem Hitze-

wallungen, sogenannte „hot flushes“, Schweißausbrüche und Schlafstörungen. Mit-

telfristig kommt es zu Hautveränderungen, vaginaler Atrophie und psychischen 

Symptomen. Zu den langfristigen Auswirkungen zählt man vor allem die Osteoporo-

se und die Atherosklerose, die zu gehäuften kardiovaskulären Ereignissen führt 

(Stauber und Weyerstahl 2005). Der mit dem Alter eintretende Muskelabbau, die 

Sarkopenie, begünstigt zusätzlich durch eine zunehmende Immobilisation die Ent-

wicklung einer Osteoporose (Marzetti und Leeuwenburgh 2006). 

Auch die Prävalenz des Metabolischen Syndroms erhöht sich mit dem Eintritt in die 

Menopause (Lobo 2008). Der Übergang von der prä- zur postmenopausalen Frau ist 

gekennzeichnet durch vielfältige Veränderungen, die das Metabolische Syndrom 

charakterisieren. Es kommt zu einer Fettumverteilung des subkutanen Fettes in Rich-

tung des viszeralen Fettes. Die intraabdominelle Adipositas führt 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 Erhöhung dieser Risi-
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kofaktoren des Metabolischen Syndroms könnte ein direktes Ergebnis des Funkti-

onsverlustes der Ovarien sein oder indirekt durch die metabolischen Konsequenzen 

der Fettumverteilung wegen des Östrogenmangels bedingt sein (Carr 2003). Die 

höhere Prävalenz des Metabolischen Syndroms könnte die steigenden kardiovasku-

lären Ereignissen in der Postmenopause erklären (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 erhöht. Zu diesen Faktoren gehören die viszerale Adipositas, die arte-

rielle Hypertonie, veränderte Blutfettwerte (Dyslipidämie) und eine Insulinresistenz 

(Kaaja 2008). Die Erkrankung betrifft vor allem Menschen in Wohlstandsländern 

aufgrund des Lebensstils, der gekennzeichnet ist durch Überernährung und Bewe-

gungsmangel. Auch in weniger entwickelten Ländern tritt das Metabolische Syndrom 

neuerdings aufgrund des vermehrten Junkfood-Konsums verstärkt auf. In der deut-

schen Bevölkerung liegt die Prävalenz der Erkrankung bei über 20 % (Neuhauser 

und Ellert 2005). Die postmenopausale Frau hat außerdem ein 60 %ig erhöhtes 

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-III) wird die Diagnose Metabolisches Syn-

drom gestellt, wenn mindestens drei der folgenden fünf Kriterien erfüllt sind: 

 

Risikofaktor Grenzwert 

Abdominelle Adipositas 
Bauchumfang: > 100 cm Mann, > 90 cm 

Frau 

SerumTriglyzeride ≥ 150 mg/dL 

High Density Lipoprotein (HDL) < 40 mg/dL Mann, < 50 mg/dL Frau 

Blutdruck ≥ 130/≥ 80 mmHg 

Nüchternblutzucker ≥ 110 mg/dL 

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

 

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

daraus durch die koronare Herzkrankheit resultierende Morbidität und Mortalität 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 vielfältig. Sie 

betrifft den Glukose- und den Fettstoffwechsel, das Insulin und verschiedene von den 

Adipozyten produzierte Hormone und Zytokine (Miranda et al. 2005). Kennzeichnend 

für das Metabolische Syndrom ist eine Insulinresistenz. Die hyperkalorische Ernäh-

rung und der Bewegungsmangel in den Industrieländern bedingen einerseits eine 

Fettleibigkeit und andererseits einen erhöhten Glukosespiegel im Blut. Das Insulin, 

welches den Blutzuckerspiegel reguliert, indem es die Aufnahme der Glukose in Fett- 

und Muskelzellen über den Glukosetransporter Typ 4 (GLUT-4) vermittelt, wird kom-

pensatorisch vermehrt ausgeschüttet. Hierdurch kommt es vorübergehend zu einer 

Hyperinsulinämie. 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 Bauchhöhle zwischen den Organen 

und ist hormonell sehr aktiv. Die Adipozyten unterliegen aufgrund der Insulinresis-

tenz einer erhöhten Lipolyse. Es werden vermehrt Entzündungsmediatoren wie Inter-

leukin-6 (IL-6) und Tumornekrosefaktor alpha (TNFα) freigesetzt und es entsteht ein 

chronisches Entzündungsmilieu (Nishimura et al. 2009). Die Adipozyten setzen zu-

dem nicht-veresterte Fettsäuren 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 Fettsäuren führen zusätzlich zu einer Dyslipidämie, 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 

Gefäßen beitragen (Miranda et al. 2005). 

Neben der Fehlernährung 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 

erhöhten LDL- und Triglyzeriden und erniedrigten HDL. Die Zusammensetzung des 

LDL verändert sich und der Anteil an dem atherogenen small dense LDL wird größer 

(Carr et al. 2000). Außerdem steigen die Spiegel von Glukose und Insulin im Blut 

(Carr 2003). 

1.2.3 Exkurs: Intraartikuläres Fett und Osteoarthritis 

Übergewichtige Menschen leiden oft an einer Arthrose, besonders häufig des Knie-

gelenks (Bliddal et al. 2011). Die Arthrose ist durch einen Gelenkverschleiß mit Ver-

minderung des Gelenkknorpels gekennzeichnet. Neuere Studien zeigten, dass die 

Arthrose nicht nur durch die mechanische Komponente des Übergewichts, sondern 

auch wesentlich durch das entzündliche 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 entzündlichen Faktor bei der Entstehung der Zerstörung 

des Gelenkknorpels bereits mit einbezieht. Der sogenannte Hoffa-Fettkörper ist das 

intraartikuläre Fett, das sich zwischen Femur, Tibia und Patella im Kniegelenk befin-

det. Er ist durch die Bildung von inflammatorischen Zytokinen eine wichtige Quelle 

für die Entstehung des lokalen Entzündungsmilieus 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-Fettkörper im Kniegelenk vergrößert sich und die Produktion von 

proinflammatorischen Substanzen ist gesteigert. Dadurch wird die Destruktion des 

Gelenkknorpels gefördert und die Osteoarthritis schreitet weiter voran (Seidlová-

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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brüchen charakterisiert ist (DVO-Leitlinie 2009). Besonders betroffen sind die Wirbel-

körper, der distale Radius und der Oberschenkelhalsknochen. 

Die Osteoporose ist eine Erkrankung von weltweit großer Bedeutung. Im Jahre 2006 

wurde die Zahl der an Osteoporose erkrankten Personen bereits auf über 200 Millio-

nen geschätzt (Reginster und Burlet 2006). In Deutschland leiden ca. 7,8 Millionen 

Menschen an Osteoporose. Die postmenopausale Frau ist dabei weitaus am häufigs-

ten betroffen, da mehr als 25 % der Frauen nach der Menopause eine Osteoporose 

entwickeln (Häussler 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 Prävalenz von Wirbelkörperfrakturen postmenopausaler Frau-

en bei 7,7 % und das Auftreten von nichtvertebralen Frakturen bei 12,7 % (Seibel 

2001). 

Die Osteoporose wird in eine primäre sowie in eine sekundäre Form eingeteilt. Zu 

der zu 95 % auftretenden weitaus häufigeren primären Form werden die post-

menopausale, die senile und die seltene idiopathische Osteoporose junger Men-

schen gezählt. Die sekundäre Osteoporose, die in 5 % der Fälle 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 Säugetiere hat vielfältige Funktionen. Neben der Stützfunktion 

erfüllt er als Kalziumspeicher eine wichtige endokrine Aufgabe. Außerdem findet in 

der Markhöhle des Knochens die Hämatopoese statt. 

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

lett der Ratte identisch. 

1.3.2.1 Knochenaufbau 

Die Knochensubstanz aller Säugetiere setzt sich aus der Knochenmatrix und den 

Knochenzellen zusammen. Die Knochenmatrix besteht zu 65 % aus anorganischen 
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Mineralsalzen. Das häufigste und wichtigste Mineralsalz ist das Kalziumphosphat, 

auch Hydroxylapatit genannt, welches für die Knochenhärte von großer Bedeutung 

ist. Die weiteren 35 % bestehen aus organischem Material, wobei das Kollagen Typ I 

mit 90 % den größten Anteil stellt. 

Die langen Röhrenknochen werden in die gelenknahe Epiphyse, in die Übergangsre-

gion, die sogenannte Metaphyse und in die Diaphyse, den Knochenschaft, eingeteilt. 

Die den Knochen umgebende Knochenhaut, das Periost, ist mit Nerven und Blutge-

fäßen versorgt und vor allem für die Frakturheilung von Bedeutung. Innerhalb des 

Knochengewebes ist die Substantia compacta von der Substantia spongiosa abzu-

grenzen. Die Substantia compacta bildet die äußere Schicht des Knochens und wird 

daher auch Kortikalis genannt. Sie ist wichtig für die Stabilität des Knochens. Die 

Substantia spongiosa bildet ein schwammartiges Trabekelwerk, in dessen Zwischen-

räumen sich das Knochenmark befindet. Die Trabekel verlaufen entlang der Belas-

tungslinien, so dass der Knochen trotz der Leichtigkeit eine hohe Stabilität 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).  

 

 

Abbildung 1.1: Schematischer Aufbau eines Röhrenknochens 

(‘http://training.seer.cancer.gov/anatomy/skeletal/tissue.html’, aufgerufen am 25.11.12 und verändert) 
 

Im Verlauf Rahmen der Osteoporose werden die Knochenbälkchen der Substantia 

spongiosa zunehmend dünner, wodurch das erhöhte Frakturrisiko entsteht. 
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1.3.2.2 Knochenstoffwechsel 

Der Knochen befindet sich in einem ständigen Gleichgewicht zwischen Knochenauf-

bau und Knochenabbau. Dabei werden drei knochenspezifische Zellen unterschie-

den, die für diese Umbauprozesse verantwortlich sind. Die Osteoblasten sind Zellen 

mesenchymaler Herkunft und spielen eine wichtige Rolle für den Knochenaufbau, 

indem sie das Osteoid für die Knochenmatrix sezernieren. Das Osteoid ist die noch 

nicht mineralisierte Grundsubstanz des Knochens, die zum größten Teil aus Kollagen 

Typ I und weiteren Proteinen wie zum Beispiel den Proteoglykanen besteht. Durch 

Einlagerung von Hydroxylapatitkristallen wird der Knochen mineralisiert und erhält 

dadurch seine Festigkeit. Bei diesem Prozess werden die Osteoblasten zu nicht 

mehr teilungsfähigen Osteozyten, die komplett von der Matrix umschlossen in Laku-

nen lagern. Über Zell-Zell-Kontakte (Gap Junctions) sind die Osteozyten miteinander 

verbunden und beteiligen sich an der Regulation des Knochenstoffwechsels. Die für 

den Knochenabbau zuständigen Osteoklasten sind mehrkernige Riesenzellen, die 

durch Fusion aus monozytären Vorläuferzellen aus dem Knochenmark entstehen. 

Mit Hilfe von proteolytischen Enzymen und einem deutlich erniedrigten pH-Wert von 

4,5 können sie im sogenannten Faltensaum die Knochenmatrix resorbieren (Lüll-

mann-Rauch 2009). 

Um das Gleichgewicht des ständigen 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-κB Ligand (RANKL), der zu der Gruppe der Tu-

mornekrosefaktoren gehört und von den Osteoblasten sezerniert wird. Durch die 

Bindung des Liganden an den von den Osteoklastenvorläuferzellen exprimierten 

Receptor Activator of NF-κB (RANK) erfolgt die Fusion der Vorläuferzellen zu mehr-

kernigen Riesenzellen. Diese resorbieren als aktive Osteoklasten den Knochen. 

Natürlicher 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 Osteoklastenvorläuferzellen und damit die Knochenre-

sorption (Robertson et al. 2010). Die Östrogene bewirken eine natürliche Supprimie-

rung dieses Systems, indem sie die Synthese von OPG fördern und die Bildung von 

RANKL mindern (Bord et al. 2003). Die Abbildung 1.2 stellt diese Vorgänge schema-

tisch dar.  
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Abbildung 1.2: Aktivierung der Osteoklasten über den RANKL-RANK-Komplex. Hemmung des 

Systems durch OPG (nach Coetzee und Kruger 2004, S. 507 verändert). 

 

Die Folge ist, dass bei dem Östrogenmangel der postmenopausalen Frau die Aktivie-

rung der Osteoklasten überwiegt und das Gleichgewicht zum Knochenabbau hin 

verschoben ist. 

Darüber hinaus gibt es weitere Faktoren, welche die Aktivierung der Osteoklasten 

fördern. Dazu gehören verschiedene Interleukine, Interferone und Tumornekrosefak-

tor alpha (TNFα) und beta (TNFβ) (Robertson et al. 2010), die besonders in einem 

Entzündungsmilieu gehäuft auftreten. Auch das von Fettzellen gebildete Adiponektin 

wirkt aktivierend auf die Osteoklasten und fördert den Knochenabbau (Luo et al. 

2006). 

1.3.2.3 Knochenmarker 

Um den Knochenumbau im Körper zu quantifizieren, können verschiedene Marker im 

Serum bestimmt werden. Das Osteokalzin ist ein knochenspezifisches Protein, das 

von den Osteoblasten während 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 erhöhten 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 können im Serum bestimmt werden und sind Marker 
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für 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 Markhöhle 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 während im roten Mark die Hämatopoese stattfindet. Die 

mesenchymalen Vorläuferzellen differenzieren zu Leukozyten, Erythrozyten und 

Thrombozyten, die dann in die Blutbahn übertreten. Das Knochenmark eine große 

Bedeutung für die Aufrechterhaltung lebenswichtiger Funktionen im Organismus wie 

unter anderem des Immunsystems. Im Laufe des Lebens wird das blutbildende rote 

Mark zunehmend in das gelbe, hämatopoetisch inaktive Fettmark umgebaut. Der 

Fettanteil in dem hämatopoetisch aktiven Knochenmark kann in der achten Le-

bensdekade bis zu 70 % betragen. Beim Erwachsenen beschränkt sich die Blutbil-

dung auf vereinzelte Lokalisationen wie die proximalen Metaphysen der Röhrenkno-

chen, die Wirbelsäule 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 Vorläuferzelle 

(Akune et al. 2004). Zu welcher Zelle sich die Stammzelle differenziert, wird durch 

zahlreiche Faktoren beeinflusst. Für die Differenzierung zum Osteoblasten spielt 

unter anderem der Transkriptionsfaktor runt-related transcription factor (RUNX 2) 

eine Rolle. Dagegen fördert die Aktivierung des Rezeptors peroxisome proliferator 

activated receptor gamma (PPARγ2) die Adipogenese (Akune et al. 2004; Zhao et al. 

2008) Mit fortschreitendem Alter überwiegt die Aktivierung des PPARγ2, 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 für das Längenwachstum 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 Vorläuferzellen einzeln in der Knorpelmatrix oder in 

Chondronen angeordnet. Diese Schicht liefert den zellulären Nachschub für 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 Säulenknorpel an (Proliferationszone). 

In der hypertrophen Schicht nehmen die Zellen Wasser auf und erhalten dadurch ein 

blasenartiges Aussehen was zu der Bezeichnung Blasenknorpel führte (hypertrophe 

Zone). Die Chondrozyten bilden vermehrt Kollagen, welches die Knorpelmatrix ver-

festigt und zur Ausbildung von Septen führt, die dann zunehmend mineralisieren. 

Darüber hinaus produzieren die Chondrozyten vascular endothelial growth factor 

(VEGF), um die Angiogenese anzuregen. In der darauf folgenden Verknöcherungs-

zone werden die hypertrophen Chondrozyten abgebaut und die zwischen ihnen lie-

genden Septen unter Einfluss von Chondroklasten aufgelöst. In die entstanden 

Knorpelhöhlen wachsen Blutgefäße, über 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 Östrogene in einem Alter von ca. 20 Jah-

ren den Schluss der Epiphysenfuge und damit das Ende des Längenwachstums. Bei 

der Ratte hingegen wird die Epiphysenfuge mit dem Alter zwar schmaler, bleibt je-

doch bestehen, so dass sie sich lebenslang im Wachstum befindet. 

 

 

 

Abbildung 1.3: Übersicht über die Epiphysenfuge der Ratte (Kapur et al. 2010, S. 352). 

basale Schicht (Reserve-Zone) 

proliferative Schicht (Proliferationszone) 

hypertrophe Schicht (hypertrophe Zone) 
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1.3.3 Ursachen und Risikofaktoren 

Im vierten Lebensjahrzehnt besitzt das menschliche Skelett die größte Knochenmas-

se („peak bone mass“). Anschließend beginnt ein sukzessiver altersabhängiger Kno-

chenabbau, der bei Frauen insbesondere nach der Menopause aufgrund des Östro-

genmangels stärker ausgeprägt ist und zu einem Verlust von 35-40 % des kortikalen 

Knochens und 55-60 % der Spongiosa führt (Niethard und Pfeil 2005). 

Bei der physiologischen Altersatrophie, die auch als späte senile Osteoporose Typ II 

bezeichnet wird, sind die Abbauprozesse langsam. Die Kortikalis und die Spongiosa 

sind dabei gleichermaßen vom Knochenabbau betroffen. Im Gegensatz dazu ist die 

frühe postmenopausale Osteoporose Typ I in erster Linie durch einen raschen Spon-

giosaverlust gekennzeichnet (Herold 2011). Die daraus resultierende erhebliche 

Abnahme der Tragfestigkeit führt zu pathologischen Frakturen, die die Osteoporose 

kennzeichnen. 

 

 

Abbildung 1.4: Darstellung der Substantia spongiosa. Links: Gesunder Knochen, rechts: 

Osteoporotischer Knochen (Riggs et al. 2002, S. 282). 

 

Die Menopause ist der größte Risikofaktor für die Entwicklung der frühen Osteoporo-

se Typ I (Lüllmann-Rauch 2009). Durch das Fehlen der Östrogene 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 führen zu einer negativen Knochenbilanz (Robertson et al. 

2010). Außerdem beeinflussen die Östrogene die Lebensdauer und die Entwicklung 

der Zellen. Bei einem Wegfall kommt es zu einer längeren Lebensspanne der Osteo-

klasten und einer verfrühten Apoptose der Osteoblasten (Okazaki et al. 2002). Zu-
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sätzlich wird die Differenzierung der mesenchymalen Vorläuferzellen in Adipozyten 

anstelle von Osteoblasten gefördert (Manolagas 2000).  

Weitere Faktoren, welche die Entwicklung der Osteoporose begünstigen, sind kör-

perliche Inaktivität, Mangel an Calcium und Vitamin D, starker Zigarettenkonsum, 

übermäßiger Alkoholgenuss, Einnahme von kortisonhaltigen Medikamenten sowie 

Vorerkrankungen, die den Knochenstoffwechsel beeinflussen. Auch die verkürzte 

Östrogenexpositionszeit, d.h. eine späte Menarche und eine frühe Menopause gilt 

als ein Risikofaktor. Frauen, die aufgrund von Brustkrebs eine Therapie mit Aromata-

sehemmern erhalten, entwickeln häufig eine schwere Osteoporose. Therapeutisch 

nicht zu beeinflussen sind die Risikofaktoren Alter, Geschlecht (Verhältnis Frauen zu 

Männern 2:1) und die familiäre Vorbelastung (Robertson et al. 2010). 

1.3.4 Diagnostik 

Für die Diagnose der Osteoporose wird die Knochendichte, die Bone Mineral Density 

(BDM), ermittelt. Dies erfolgt über die Duale-Röntgen-Absorptiometrie (dual-energy-

x-ray-absorptiometry, DXA), bei welcher der so genannte T-Score berechnet wird. 

Die Ermittlung des T-Wertes ermöglicht 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 höher ist das Risiko, einen Knochenbruch 

zu erleiden.  

 

T-Score Befund 

≤ -2,5 Osteoporose 

-1 bis -2,5 Osteopenie 

≥ -1 Normale Knochendichte 

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

 

Außerdem kann die Knochendichte über quantitative Computertomographie (qCT) 

und Sonographie ermittelt werden. Um zusätzlich die klinischen Risikofaktoren der 

Patienten für das Frakturrisiko mit einzubeziehen, wurde von der WHO im Jahre 
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2008 das Fracture Risk Assessment Tool (FRAX®) entwickelt. Mit diesem Algorith-

mus lässt sich die Wahrscheinlichkeit für das Auftreten einer Fraktur in den nächsten 

zehn Jahren unter Berücksichtigung von vielfältigen 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 

tägliche Zufuhr von 1000 mg Kalzium und 800-2000 IE Vitamin D3, eine regelmäßige 

körperliche Betätigung zur Erhöhung der Muskelkraft um Stürze zu vermeiden und 

einen Nikotinverzicht (DVO-Leitlinie 2009). Eine medikamentöse Therapie wird emp-

fohlen, wenn das 10-Jahresrisiko für Wirbelkörper- und proximale Femurfrakturen 

über 30 % beträgt (Herold 2011). Die lange im Vordergrund stehende Hormonersatz-

therapie wird heute wegen der schweren Nebenwirkungen wie das erhöhte Risiko für 

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 Östrogentherapie durchaus sinnvoll er-

scheint und das Risiko, an Brustkrebs zu erkranken, nicht steigert (Taylor und 

Manson 2011). Weitere Therapiemöglichkeiten setzen in der Hemmung des Kno-

chenabbaus an. Dazu gehören 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 Östrogen-Rezeptor-Modulatoren (SERM) gehört. Es hat auf die Östrogenrezep-

toren des Knochens einen agonistischen und auf die Östrogenrezeptoren in Mamma 

und Uterus einen antagonistischen Effekt. Eine Kombination aus dem SERM Baze-

doxifen mit Östrogenen 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 Antikörper, der den RANK-Liganden bindet und damit die Osteoklastenakti-

vierung verhindert (Bone et al. 2008). Um den Knochenaufbau zu stimulieren, kön-

nen auch Parathormonpräparate (z.B. Teriparatid, Parathyroidhormon) gegeben 

werden. Das Strontiumranelat kombiniert beide Wirkmechanismen, indem es zum 

einen über 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 aufgeführten Medikamenten muss jedoch sorgfältig zwischen Nutzen und 

Risiko abgewogen werden, da sie mit vielfältigen Nebenwirkungen einhergehen. Ein 

möglichst wirkungsvolles und nebenwirkungsarmes Medikament zu finden, ist immer 

noch ein aktuelles Ziel in der Forschung der Osteoporosetherapie. Außerdem wäre 

es wünschenswert, wenn diese Substanz nicht nur osteoprotektiv wirkt, sondern 

auch die weiteren postmenopausalen Beschwerden der Frau positiv beeinflussen 

würde. 

Um diesen Ansatz weiter zu verfolgen, soll in der vorliegenden Studie das Potential 

des pflanzlichen Steroids 20-OH-Ecdyson als mögliche 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 schützen 

würde (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 dafür sind gestörte 

Interaktionen zwischen dem Fettgewebe und dem Knochen. Durch die viszerale 

Adipositas setzen die Adipozyten vermehrt Adipokine frei, die zu einem inflammatori-

schen Milieu führen (Russell et al. 2010). Dieses Milieu ist gekennzeichnet durch 

hohe IL-6- und TNFα-Spiegel (Fontana et al. 2007), welche die Osteoklasten des 

Knochens stimulieren (Mundy 2007). Zusätzlich kommt es durch das insgesamt 

erhöhte Adiponektin indirekt über 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 Lipotoxizität 

bezeichnet (Duque 2008).  

Neben den Interaktionen mit den Zytokinen des viszeralen Fettgewebes scheint auch 

das Fett im Knochenmark für 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 

Fähigkeit, in Osteoblasten zu differenzieren und bevorzugen die Adipogenese (Ro-

dríguez et al. 2000). 

Des Weiteren hat die Dyslipidämie des Metabolischen Syndroms, vor allem das 

erhöhte LDL, einen negativen Einfluss auf die Knochendichte (Poli et al. 2003). Dar-

über hinaus manifestierte sich beim Metabolischen Syndrom ein erhöhter Leptin-

Spiegel. Leptin ist ein Hormon, das vor allem in den Adipozyten gebildet wird und 

einen regulatorischen Einfluss auf den Fettstoffwechsel hat. Bei einem Überangebot 

führt es außerdem 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 häufig bei der postmenopausalen 

Frau auftritt, neben dem Östrogenmangel einen weiteren Risikofaktor für die Entwick-

lung der Osteoporose darstellt. Da das Metabolische Syndrom durch Ernährung, 

Sport und guter medikamentöser 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 Vorgänge im Knochen und im Fettgewebe der postmenopausalen Frau zu 

untersuchen, hat sich das anerkannte Modell der ovarektomierten Ratte etabliert, das 

für 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 Östrogenmangel ähnliche 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 (Seidlová-Wuttke et al. 2010b).  

Außerdem entsteht das Krankheitsbild der Osteoporose (Wronski et al. 1985). Im 

Knochen kommt es durch das Fehlen der Östrogene zu einer gesteigerten Umbaura-

te, wobei die Knochenresorption im Vergleich zur Knochenneubildung überwiegt 

(Kalu 1991). Die größte Knochenmasse („peak bone mass“) besitzt die Ratte im 
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dritten Lebensmonat (Seidlová-Wuttke et al. 2008). Der zeitliche Verlauf des Kno-

chenverlustes ist ähnlich dem des menschlichen Knochens, da auf eine anfängliche 

schnelle Abbauphase eine langsamere folgt. Weitere Gemeinsamkeiten sind der 

größere Knochenverlust in der Substantia spongiosa als in der Substantia compacta 

sowie das Ansprechen des Knochens auf Östrogene, Tamoxifen oder Bisphosphona-

te (Kalu 1991). Allerdings wirkt sich das Östrogendefizit bei der Ratte am schnellsten 

auf die Metaphyse der Tibia aus, während beim Menschen der frühe Knochenverlust 

besonders in den Wirbelkörpern beobachtet wird (Kalu 1991). Es wurde gezeigt, 

dass die Demineralisation der metaphysären Tibia der Ratte drei Monate nach der 

Ovx bereits 50 % oder mehr beträgt (Wronski et al. 1985; Garner et al. 1991; Seidlo-

vá-Wuttke et al. 2008). Deshalb werden in der vorliegenden Studie Präparate der 

metaphysären Tibia untersucht. Ein weiterer Unterschied liegt in dem lebenslangen 

Bestehen der Epiphysenfuge, welche sich im Gegensatz dazu beim Menschen mit 

Abschluss des Wachstums verschließt (Kapur et al. 2010). 

Außerdem zeigten Seidlová-Wuttke et al. (2012) in einem Versuch, dass die Ratte 

nach der Ovx einen vergrößerten Hoffa-Fettkörper 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-

hänge des intraartikulären Fettes und der Osteoarthritis zu betrachten. 

Das Modell der ovx-Ratte bietet den Vorteil der kurzen Zyklusdauer von vier bis fünf 

Tagen. So machen sich hormonelle Veränderungen schnell bemerkbar und der Ef-

fekt der Testsubstanz kann schon nach kurzer Zeit untersucht werden. Die Abteilung 

für Klinische und Experimentelle Endokrinologie der Universität Göttingen nutzt die 

ovx-Ratte bereits seit 1999 als Modell für 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 initiiert das Steroidhormon Ecd die Häutung, während es bei den 

Schmetterlingen die Metamorphose von der Larve über die Verpuppung bis hin zum 

Schmetterling reguliert (Báthori et al. 2008). Außerdem produzieren verschiedene 

Pflanzen Ecd, um sich vor pflanzenfressenden Insekten zu schützen (Dinan 2001). 
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Besonders in Spinat sind größere 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 über 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 Hyperglykämie beschrieben (Yoshida et al. 1971). Dies bestätigte 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. Außerdem 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 Muskelaufbaupräparate einnehmen (Dinan und 

Lafont 2006; Báthori et al. 2008). Im Jahre 2009 wurde eine Studie veröffentlicht, 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-

lová-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 trabekulä-

ren Knochens bei der ovx-Ratte. Ebenso konnte ein antiosteoporotischer Effekt über 

Marker des Knochenstoffwechsels und über Knochendichtemessungen per quantita-

tiver qCT nachgewiesen werden (Seidlová-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 können. 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 zählt die protektive Wirkung auf die Niere 

(Syrov und Khushbaktova 2001) und die proliferative Wirkung durch Steigerung der 

Hämatopoese (Syrov et al. 1997). 

Der Wirkmechanismus des Ecds ist noch nicht vollständig geklärt. Eine Interaktion 

mit dem Retinoid-X-Rezeptor (RXR) könnte die positive Wirkung auf den Knochen 
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begründen. Bewiesen ist, dass Ecd nicht über Östrogenrezeptoren wirkt (Seidlová-

Wuttke et al. 2010b) und damit auch nicht die Gefahr birgt, Nebenwirkungen wie die 

einer Östrogentherapie zu entwickeln. Auch bei langjähriger Einnahme von hohen 

Dosen bei Bodybuildern sind keine Nebenwirkungen bekannt (Dinan und Lafont 

2006). Aufgrund dieser vielfältigen bereits erforschten positiven Effekte und der feh-

lenden Nebenwirkungen scheint Ecd potentiell geeignet zur Herstellung eines ganz-

heitlichen Medikaments für die postmenopausale Frau. Neben den akuten klimakteri-

schen Beschwerden könnte es auch vor der Entwicklung des Metabolischen Syn-

droms und der Osteoporose schützen.  

1.7 Zielsetzung 

Ziel der Arbeit ist es, weitere Erkenntnisse über das Potential des pflanzlichen Stero-

ids Ecd als mögliche ganzheitliche Therapie für die postmenopausale Frau zu ge-

winnen. Da die Frau nach der Menopause oft unter vielfältigen Beschwerden leidet, 

bei denen langfristig besonders die Osteoporose und das erhöhte kardiovaskuläre 

Risiko als Folge eines Metabolischen Syndroms im Vordergrund stehen, wäre es 

wünschenswert, wenn Ecd mehrere dieser Faktoren beeinflussen könnte. In durch-

geführten Versuchen wurden bereits positive Effekte von Ecd auf den Knochen von 

oxv-Ratten nachgewiesen (Kapur et al. 2010). In einer Arbeit von Seidlová-Wuttke et 

al. (2010b) zeigte sich ein schützender Einfluss des Ecds vor der Entwicklung ver-

schiedener Faktoren des Metabolischen Syndroms. 

In dem vorliegenden Versuch soll zunächst der protektive Effekt von Ecd auf den 

Knochen bestätigt werden. Außerdem wird die Fragestellung erweitert und auch der 

metabolische Effekt von Ecd auf das regionale Fettgewebe wird analysiert.  

Für diese Untersuchungen wird das etablierte Modell der ovx-Ratte als post-

menopausale Frau genutzt. Dabei wird der Effekt von Ecd und Östrogenen auf die 

ovx-Ratte verglichen. Nach vierwöchiger Gabe von Ecd und Estradiolbenzoat (E2) 

soll durch die histomorphologische Auswertung von Knochenpräparaten 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. Zusätzlich 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 über 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 

Präparate habe ich selber nicht teilgenommen, sondern dies wurde von dem Team 

der Arbeitsgruppe Endokrinologie Göttingen unter der Aufsicht von PD Dr. med. 

Seidlová-Wuttke durchgeführt. Anschließend wurden mir freundlicherweise die Kno-

chenpräparate der Kniegelenke zur mikroskopischen Auswertung zur Verfügung 

gestellt. Zusätzlich hatten ich und andere Co-Doktoranden die Möglichkeit, aus dem 

Daten-Pool der Arbeitsgruppe Endokrinologie Göttingen die erhobenen Futter- und 

Gewichtsdaten sowie Blutserumwerte des Versuchs zu verwenden, da sie für die 

Interpretation der jeweiligen Arbeiten von Bedeutung waren. 

2.1 Versuchsaufbau 

Der Versuch wurde im Zeitraum vom 09. März bis zum 18. April 2011 durchgeführt. 

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 einwöchigen Eingewöhnungsphase erfolgte 

am 16. März 2011 die Ovx.  

Über den Zeitraum von 28 Tagen wurden die zu testenden Substanzen bis zur Ob-

duktion am 18. April 2011 per os (p.o.) über das Futter appliziert. Eine zeitliche Über-

sicht über den Versuchsablauf ist in der folgenden Abbildung dargestellt: 

 

 

Abbildung 2.1: Übersicht über 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 zugeführt. 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). Für den Vergleich mit der 

Wirkung einer Hormontherapie in der Postmenopause wurde der letzten ovx-Gruppe 

10 mg Estradiolbenzoat (E2) pro kg Basisfutter hinzugefügt (ovx-E2). 

In der Tabelle 2.1 sind die Versuchsgruppen aufgeführt: 

 

Gruppe Futter Hersteller Dosis Applikation 

intakt, sf 

(sham-ovx) 

Sojafreies Basisfutter 

ssniff EF R/M 

ssniff Spezialdiäten 

GmbH, Soest, 

www.ssniff.de 

frei 
p.o. 

28 Tage 

ovx 
Sojafreies Basisfutter 

ssniff EF R/M 

ssniff Spezialdiäten 

GmbH, Soest, 

www.ssniff.de 

frei 
p.o. 

28 Tage 

ovx-Ecd 

Sojafreies Basisfutter 

ssniff EF R/M 

 +Ecd 

Ecd: Changzhou 

Dahua Corporation, 

China 

3,0 g/kg 

Futter 

p.o. 

28 Tage 

ovx-E2 

Sojafreies Basisfutter 

ssniff EF R/M 

+Estradiolbenzoat 

Estradiolbenzoat: 

Sigma-Aldrich, USA 

10 mg/kg 

Futter 

p.o. 

28 Tage 

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

Dosis und Applikation. 



  Material und Methoden 

 23 

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 Spezialdiäten GmbH, Soest zugeführt. Durch die individuelle 

Futteraufnahme der Tiere resultierten daraus folgende durchschnittlichen täglichen 

Substanzeinahmen:  

 

Gruppe 
mittlere Futteraufnahme 

g/Tag/Tier 

mittlere Substanzaufnahme 

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: Übersicht über die mittlere Futteraufnahme in g/Tag/Tier sowie über die mittlere 

Substanzaufnahme von Ecd und E2 in mg/Tag/Tier (Daten aus dem Pool der Arbeitsgruppe 

Endokrinologie Göttingen). 

 

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

Zusätzlich wurden die Knochenmarker Osteokalzin und CrossLaps mit einbezogen. 

2.3 Herstellung der Hartschnittpräparate 

Von jedem Tier wurden jeweils zwei Hartschnittpräparate des linken Kniegelenks, 

bestehend aus Tibia, Femur, Patella und Gelenkfett hergestellt. Dafür wurde der 

Knochen zunächst fixiert, in Kunststoffblöcke eingebettet und geschnitten. Danach 

erfolgten die Entplastung und die Goldner-Färbung der histologischen Präparate 

(detaillierte Beschreibung der Herstellung siehe Anhang). Meine Aufgabe bestand in 

der Vermessung der Präparate, der Darstellung der histologischen Strukturen und 

der anschließenden statistischen Auswertung der Ergebnisse. 
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2.4 Histologische Auswertung 

Für die histologische Auswertung der Tibiapräparate wurde das Mikroskop Zeiss 

Axiophot der Carl Zeiss AG, Jena verwendet. Eine integrierte CCD-Kamera von 

Olympus ColorView der Soft Imaging System GmbH, Münster ermöglichte die foto-

gestützte Auswertung. Dabei wurden die aufgenommenen Präparatbilder 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 Präparat zu 

erkennen. Markiert sind die in dieser Arbeit untersuchten Strukturen.  

 

Abbildung 2.2: Übersichtsbild des histologischen Tibiapräparats (Med. Diss. Göttingen 

unveröffentlicht, 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 intraartikulären Fettgewebes 
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Dargestellt sind von links nach rechts der metaphysäre und epiphysäre Bereich der 

Tibia mit der Epiphysenfuge, der Gelenkspalt sowie ein Teil des distalen Femurs. 

Durch die Goldner-Färbung erscheinen die knöchernen Strukturen grün. Zu sehen 

sind außen die Kortikalis, die aus der Substantia compacta besteht, und innen die 

Trabekel, die Substantia spongiosa. Die im Knochen liegenden weißen Strukturen 

sind Artefakte, die durch den Druck in den Präparaten entstanden sind. Das rote 

Knochenmark stellt sich in der Goldner-Färbung rot dar und das Fettmark, welches 

durch die Aufarbeitung des Gewebes ausgewaschen wurde, ist als eine Vielzahl von 

weißen Vakuolen zu erkennen. Die Epiphysenfuge durchzieht die tibiale Epiphyse 

und ist blassrosa. Es zeigt sich eine Linie aus rot angefärbten Zellkernen der Chond-

rozyten. Die Tibia und der Femur sind durch eine Gelenkkapsel verbunden, an deren 

Innenseite sich Anschnitte des Hoffa-Fettkörpers weiß darstellen. Außerdem ist der 

Gelenkknorpel an den Gelenkflächen in blassgrün 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 intraartikuläre Hoffa-Fettkörper. Es erfolgte eine Ver-

größerung 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 knöcherne Gerüst 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 Vergrö-

ßerung von 1,25×10 ein zufälliger Bildausschnitt verwendet. Zur besseren Vergleich-

barkeit wurden die Ausschnitte jeweils angrenzend an die Epiphysenfuge und auf 

mittiger Höhe dieser gewählt. 

Das Programm analySIS® 3.3 ermöglichte das Markieren der unterschiedlichen 

Farbbereiche mit Farblayern, so dass die Flächen der verschiedenen Strukturen 

berechnet werden konnten. 

Die durch die Goldner-Färbung grün erscheinende knöcherne Komponente erhielt 

den Farblayer blau, das rote Knochenmark rot und das ausgewaschene Fettmark 

gelb. Da zum Teil die weißen Flächen der Artefakte und die der Adipozyten von dem 

Programm nicht unterschieden werden konnten, war die gelbe Anfärbung allgemein 

etwas höher als der tatsächliche Adipozytenanteil. 

Mit Hilfe des analySIS® 3.3 Bildanalyseprogramms konnte eine Phasenanalyse 

durchgeführt werden, welche durch die Farbkodierung den jeweiligen prozentualen 

Anteil an der Gesamtfläche des Bildes ermittelte. 

 

 

Abbildung 2.3: Darstellung mit der Cell-D analySIS® 3.3 Software bei 1,25×10-Vergrößerung: 

linkes Bild mit Ausschnitt aus der Spongiosa in Goldner-Färbung, rechts Markierung der 

Trabekel mit Farblayer blau, rotes Knochenmark rot und gelbes Fettmark gelb 

(KM=Knochenmark; T=Trabekel). 
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Um die Fläche der nicht mit Farblayern belegten Artefakte nicht in das Ergebnis 

einfließen zu lassen, wurde folgende Formel angewandt: 

 

 

2.4.2 Messung der Kortikalisdicke im metaphysären Bereich 

Die Messungen zur Bestimmung der Kortikalisdicke wurden bei einer Vergrößerung 

von 2,5 und einer Kalibrierung von 1,25 bei jedem Präparat jeweils auf beiden Seiten 

des Tibiapräparats durchgeführt. Um zu gewährleisten, dass es sich bei dem gemes-

senen Bild um den metaphysären Bereich der Kortikalis handelt, wurde am Bildrand 

die Epiphysenfuge mit angeschnitten. Daraufhin erfolgten bei jedem Präparat je nach 

Durchführbarkeit manuell 8-10 senkrechte Messungen vom äußeren zum inneren 

Rand der Kortikalis. Störende artefaktreiche Kortikalisstrukturen wurden dabei aus-

gespart. 

 

 

Abbildung 2.4: Messung der Kortikalisdicke im metaphysären Bereich der Tibia , 1,25×2,5 

Vergrößerung (K=Kortikalis; KM=Knochenmark). 

   

AX mm2[ ]
ATrabekel mm2[ ] + ArotesMark mm2[ ] + AgelbesMark mm2[ ]( )

´100 = AX %[ ]
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2.4.3 Messung der Epiphysenfuge 

Für die Messung der Epiphysenfuge wurde zunächst mit der Vergrößerung 1,6×10 

ein mittig liegender Ausschnitt der Epiphysenfuge gewählt. 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 führten. Die 

einzelnen Zonenbreiten wurden jeweils durch 12-15 Einzelmessungen ermittelt. Die 

Summe der Messungen der jeweiligen Zonen ergab die Breite der gesamten Epiphy-

senfuge. 

 

 

Abbildung 2.5: Einteilung der Epihysenfuge in Reserve-, Proliferations- und hypertrophe Zone, 

Messung der jeweiligen Zonen, 1,6×10-Vergrößerung (T=Trabekel; HZ=hypertrophe Zone; 

PZ=Proliferationszone; RZ=Reservezone). 
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2.4.4 Messung des intraartikulären Fettgewebes 

Das in den Präparaten abgebildete Fettgewebe entspricht einem sagittalen Anschnitt 

des infrapatellären Fettpolsters im Kniegelenk. Dieses wird auch als Hoffa-Fettkörper 

bezeichnet. Um den Effekt der Ovx und des Ecds auf das intraartikuläre Fett zu beur-

teilen, wurde dieser Fettgehalt bestimmt. Dies erfolgte durch manuelles Messen des 

Umfangs der Adipozytenansammlungen, die in dem jeweiligen Präparat zu sehen 

waren. Mit Hilfe des Computerprogramm konnte mit der Summe dieser Messungen 

die Gesamtfläche des Fettgewebes in µm² berechnen werden. Die Messungen er-

folgten bei einer Vergrößerung von 1,25×2,5. 

 

 

Abbildung 2.6: Messung des Hoffa-Fettkörpers im Kniegelenk, 1,25×2,5-Vergrößerung 

(P=Patella, F=Femur; HF= Hoffa-Fettkörper). 

 

2.5 Bestimmung der Serumparameter 

Während 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 Göttingen mittels ELISA (Osteometer Bio Tech AIS, Dänemark). 

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) durchgeführt. Dabei wurden die Mittelwerte und 

die Standardfehler der Mittelwerte (SEM) der jeweiligen Versuchsgruppen berechnet 

und graphisch in einem Säulendiagramm dargestellt. 

Die Ermittlung der Signifikanz erfolgte durch Anwendung einer einfachen Vari-

anzanalyse für wiederholte Messungen eines Faktors (ANOVA) und anschließenden 

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 Körpergewicht und Futteraufnahme 

Während der 28-tägigen Substanzaufnahme erfolgte eine Erhebung des Körperge-

wichts und der Futteraufnahme, um die Entwicklung der Tiere zu dokumentieren. 

Die Abbildung 3.1 zeigt den Effekt von E2 und Ecd auf die Veränderung des Körper-

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 

zusätzlicher 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). 

 

 

Abbildung 3.1: Der Effekt von E2 und Ecd (28 Tage per Futter) auf: Veränderung des 

Körpergewichts (KG) in g (*p<0,05 vs ovx,sf) (Daten aus dem Pool der Arbeitsgruppe 

Endokrinologie Göttingen). 

 

In dem Säulendiagramm 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 Körpergewicht 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 Göttingen). 

 

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

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

3.2 Phasenanalyse 

Die Phasenanalyse wurde, wie unter 2.4.3 beschrieben, durchgeführt. 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 Übersicht des Verhältnis-

ses von rotem und gelbem Mark ist in der Abbildung 3.5 der Index dieser Anteile 

aufgeführt. 

3.2.1 Gelber Markanteil in % 

 

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 ähnlich hohen Fettanteil wie die 

ovx,sf-Tiere. 

3.2.2 Trabekelanteil in % 

 

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 höheren 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 höheren Anteil als die Gruppe 

ovx-Ecd, die einen mittleren Anteil von 45,86 % aufweist. 

3.2.3 Roter Markanteil in % 

 

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 höheren 

Anteil an rotem Mark. 

3.2.4 Index gelbes Mark / rotes Mark 

 

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

 

Um das Verhältnis von rotem und gelbem Knochenmark zu veranschaulichen, ist in 

der Abbildung 3.5 der berechnete Index in einem Säulendiagramm 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 ähnliche Tendenz, diese ist jedoch 

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

3.3 Kortikalisdicke 

Die Kortikalisdicke wurde im Bereich der Metaphyse der Tibia gemessen. Die Abbil-

dung 3.6 stellt in einem Säulendiagramm 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 µm (*p<0,05 vs ovx,sf). 

 

Die Ovx führt zur Abnahme der Kortikalisdicke. In dem Versuch hat die ovx,sf-

Kontrollgruppe eine mittlere Dicke von 356,4 µm. Alle drei Versuchsgruppen (intakt, 

ovx-E2, ovx-Ecd) weisen eine signifikant dickere Kortikalis auf.  

Bei den mit Ecd gefütterten Tieren (mittlere Dicke 399,9µm) besteht eine Differenz 

von 43,5 µm. Sie hat in etwa die gleiche Dicke der Kortikalis wie die intakte Gruppe 

und die ovx-E2-Gruppe. 

3.4 Serumparameter 

In den folgenden Säulendiagrammen sind die im Serum bestimmten Knochenpara-

meter der vier Versuchsgruppen dargestellt. 

3.4.1 Osteokalzin in ng/ml 

 

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 Göttingen). 
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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 ähnlich hohe Menge an Knochenneubildungsmarker wie die ovx-Gruppe 

(32,05 ng/ml). 

3.4.2 CrossLaps in ng/ml 

 

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 Göttingen). 

 

Als Marker für 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 ähnlich hohe Menge (40,72 ng/ml) wie die ovx-Gruppe 

(41,00 ng/ml). 

3.5 Epiphysenfuge 

In den folgenden Säulendiagrammen ist zunächst 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 µm aufgetragen und auf der 

Abszisse sind die Versuchsgruppen dargestellt (intakt, ovx,sf, ovx-E2, ovx-Ecd). 
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3.5.1 Gesamtbreite 

 

Abbildung 3.9: Der Effekt von E2 und Ecd (28 Tage per Futter) auf: Gesamtbreite der 

Epiphysenfuge in µm (*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 ähnlich 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 µm, 

während die mit Ecd gefütterten Tiere eine mittlere Gesamtbreite von 199,5 µm be-

sitzen. 

3.5.2 Basale Schicht (Reservezone) 

 

Abbildung 3.10: Der Effekt von E2 und Ecd (28 Tage per Futter) auf: basale Schicht der 

Epiphysenfuge in µm (*p<0,05 vs ovx,sf). 
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Im Säulendiagramm der Abbildung 3.10 ist in µm 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 µm nicht signifikant breiter als die Kontrollgruppe 

ovx,sf mit einem Wert von 45,06 µm. 

3.5.3 Proliferative Schicht (Proliferationszone) 

 

Abbildung 3.11: Der Effekt von E2 und Ecd (28 Tage per Futter) auf: proliferative Schicht der 

Epiphysenfuge in µm (*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 gefütterten Tiere haben eine signifikante, deutlich breitere proliferative 

Schicht als die Gruppe ovx,sf entwickelt. Die mittlere Differenz dieser beiden Grup-

pen beträgt 26,98 µm. 
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3.5.4 Hypertrophe Schicht (hypertrophe Zone) 

 

Abbildung 3.12: Der Effekt von E2 und Ecd (28 Tage per Futter) auf: hypertrophe Schicht der 

Epiphysenfuge in µm (*p<0,05 vs ovx,sf). 

 

Die Verteilung der hypertrophen Schicht zeigt eine ähnliche Tendenz wie die der 

proliferativen Schicht. Auch hier besitzt die intakte Gruppe eine signifikant schmalere 

hypertrophe Schicht, während 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 höchsten. Im folgenden Säulendiagramm 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 während 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: Übersicht über 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 Intraartikuläres Fettgewebe 

In der folgenden Abbildung 3.14 ist die Menge des Fettgewebes im Kniegelenkspalt 

dargestellt. Dieses entspricht dem Hoffa-Fettkörper. Auf der y-Achse ist der Fettgeh-

alt in µm² aufgetragen. Die vier Versuchsgruppen befinden sich auf der x-Achse. 

 

Abbildung 3.14: Der Effekt von E2 und Ecd (28 Tage per Futter) auf: intraartikuläres Fettgewebe 

in µm² (*p<0,05 vs ovx,sf). 

 

Den signifikant höchsten Fettgehalt im Gelenkspalt zeigen mit einem Mittelwert von 

167400 µm² die intakten Tiere. Die ovx-E2-Gruppe sowie die ovx-Ecd-Gruppe haben 

mit den Mittelwerten von 72370 µm² und 66310 µm² signifikant weniger Fett im Knie-

gelenk als die ovx-Tiere, die einen mittleren Fettgehalt von 123900 µm² besitzen. 



  Diskussion 

 42 

4 Diskussion 

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Wirkung des pflanzlichen Steroids Ecd auf 

den Knochen der ovx-Ratte zu untersuchen, um einen möglichen neuen Therapiean-

satz für die Osteoporose der postmenopausalen Frau zu finden. Dabei sollten nicht 

nur die direkten Veränderungen am Knochen untersucht werden, sondern auch ver-

schiedene weitere Faktoren wie der Anteil des Fettes im Knochenmark und der intra-

artikuläre Fettgehalt, um die stattfindenden komplexen Interaktionen mit dem Meta-

bolischen Syndrom zusätzlich mit einzubeziehen. 

Der positive Einfluss des Pflanzensteroids Ecd auf den Knochen konnte bestätigt 

werden. Außerdem 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 für die postmenopausale Frau angewandt. Nach vierwöchiger Gabe der 

Testsubstanz erfolgte die histomorphologische Auswertung an der metaphysären 

Tibia. Hierbei konnte zum einen anhand der Messung der Kortikalisdicke und des 

Trabekelanteils, der die Osteoporoseentwicklung widerspiegelt, der Effekt auf den 

Knochen analysiert werden. Zusätzlich 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 Lipotoxizität durch die 

Produktion von inflammatorischen Zytokinen destruierend auf den Knochen und auf 

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

4.1 Körpergewicht 

Die postmenopausale Frau entwickelt gehäuft eine Gewichtszunahme mit erhöhten 

Fettdepots (Göretzlehner und Zimmermann 2002). Adipositas ist einer der Faktoren, 

die das Metabolische Syndrom charakterisieren. Auch bei der Ratte ist bereits be-

kannt, dass der Östrogenmangel nach der Ovx zu einer Fettakkumulation und somit 

zu einem erhöhten Körpergewicht führt (Kapur et al. 2010) und sich daraus ein Me-

tabolisches Syndrom entwickeln kann (Seidlová-Wuttke et al. 2010b). 
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Die vorliegende Arbeit konnte diesen Effekt bestätigen und zeigt ein höheres Körper-

gewicht der ovx-Tiere. Durch E2-Gabe kann das Ausgangskörpergewicht gehalten 

werden. Es wird vermutet, dass Östrogene einen anti-lipogentischen Effekt haben 

(Anwar et al. 2001). So behielt die E2-Gruppe auch in der vorliegenden Studie ein 

annähernd konstantes Körpergewicht. 

Die ovx-Ecd-Gruppe hingegen zeigte nach Versuchende erwartungsgemäß ein signi-

fikant höheres Körpergewicht. Dieses Ergebnis ist bereits in der Studie von Kapur et 

al. (2010) aufgefallen. Sie konnten zeigen, dass das erhöhte Körpergewicht der Ecd-

Gruppe jedoch im Gegensatz zu der Gruppe ovx,sf durch eine reduzierte Fettmasse 

und eine erhöhte 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 Fläche des intraabdominellen Fettdepots als die ovx,sf-

Kontrollgruppe aufwies. Dieses Phänomen könnte durch den anabolen Effekt des 

Ecds begründet sein (Báthori et al. 2008; Gorelick-Feldman et al. 2008). Auch ande-

re Studien haben gezeigt, dass Ecd die Muskelmasse erhöht (Sláma et al. 1996; 

Kratky 1997). Vor allem die Kombination aus körperlichem Training und Ecd-Gabe 

soll sehr effektiv auf den Muskelaufbau wirken (Báthori et al. 2008). Die gesteigerte 

Muskelmasse hat eine vermehrte mechanische Stimulation des Knochens zur Folge, 

was schützend auf den Knochen wirkt (Rubin et al. 2002; Ferretti et al. 2003; Luu et 

al. 2009). Dies ist besonders bedeutend für die postmenopausale Frau, die häufig 

von einer Sarkopenie betroffen ist. Zum einen könnte die durch Ecd induzierte erhöh-

te Muskelmasse vor Stürzen und somit vor Frakturen schützen 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 Öst-

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; 

Seidlová-Wuttke et al. 2003a; Seidlová-Wuttke et al. 2003b; Perry et al. 2005; Klinck 

und Boyd 2008). Die Auswirkungen des Östrogenverlustes 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 behält 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 können, da auch die ovx-

Ecd-Gruppe weiterhin eine Dicke der Kortikalis wie die der intakten Tiere besitzt. 

Dies bestätigt die bereits in mehreren Studien gezeigte osteoprotektive Wirkung des 

Ecds (Walliser 2009; Coors 2010; Seidlová-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 höheren Anteil an Trabekeln 

besitzen als die Kontrollgruppe ovx,sf. Somit hat die Testsubstanz Ecd, ebenso wie 

das E2, das Potential, nach Ovx einen annähernd gleichen trabekulären Anteil wie 

den der intakten Tiere zu erhalten. Auf diese Weise schützen 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 höheren Anteil an Trabekeln in der Metaphyse hatten als die 

ovx,sf-Kontrollgruppe. In einer weiteren Studie von Seidlová-Wuttke et al. (2010a) 

wurde die Dichte des trabekulären Anteils der Metaphyse nach dreimonatiger Ecd-

Gabe mittels qCT 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 unterstützt diese Beobachtungen. Als 

Parameter für den Knochenaufbau wurde das von den Osteoblasten sezernierte 

Osteokalzin bestimmt. CrossLaps, ein Abbauprodukt des Kollagens spiegelte den 

Knochenabbau durch die Osteoklasten wider (Seidlová-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, während die ovx,sf und die ovx-Ecd-Gruppen signifikant höhere 

Spiegel aufwiesen. Die erhöhten Spiegel der Knochenaufbau- und abbaumarker 

zeigen, dass sowohl die Osteoblasten- als auch die Osteoklastenaktivität 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 Seidlová-Wuttke et al. (2010a) beobachtet. Der erhöhte Knochenstoffwechsel 

lässt vermuten, dass die antiosteoporotische Wirkung des Ecds nicht wie bei E2 über 

eine Hemmung des Knochenabbaus, sondern durch einen kompensatorischen ver-

mehrten Knochenaufbau durch die Osteoblasten begründet ist (Kapur et al. 2010). 

Der genaue Wirkmechanismus, der zu diesem knochenstabilisierenden Effekt des 

Ecds führt, ist noch nicht abschließend geklärt. Eine Beteiligung des Östrogenrezep-

tors konnte ausgeschlossen werden (Seidlová-Wuttke et al. 2010a), so dass man bei 

einer Ecd-Therapie nicht mit den gravierenden Nebenwirkungen einer Hormonersatz-

therapie rechnen muss. 

Aufgrund der Lipotoxizität, die durch große 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 häufig 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. Vielfältig 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 für die Entwicklung einer Osteoporose hat (Hsu et al. 2006; Migliaccio et al. 

2011). 

Es ist bekannt, dass die ovx-Ratte durch den Östrogenmangel eine viszerale Adipo-

sitas entwickelt (Mayes und Watson 2004) und dass eine Östrogengabe vor der 

Entwicklung eines Metabolischen Syndroms durch gesteigerte Bewegung und ver-

minderte Futteraufnahme schützt (Mayes und Watson 2004; Lobo 2008). Da jedoch 

aufgrund der unerwünschten Nebenwirkungen die Indikation einer Hormonersatzthe-

rapie der postmenopausalen Frau streng gestellt werden sollte, untersuchten Seidlo-

vá-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 (Seidlová-Wuttke et al. 2003a; Rachon et al. 2007), signifikant 

verringern konnte. Dies ist auch für die Entwicklung der Osteoporose bedeutend, da 

das Fett stoffwechselaktiv ist und den Knochen durch die Lipotoxizität stark beein-

flussen kann. Durch die von den Adipozyten ausgeschütteten Adipokine wie z.B. 

TNFα und IL-6 entsteht ein Entzündungsmilieu (Fontana et al. 2007; Cao 2011). Die 
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proinflammatorischen Zytokine stimulieren die Osteoklasten über das RANKL-RANK 

System und fördern 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 durchgeführten Versuch bestimmt. Dabei wiesen die Ratten unter 

Ecd-Gabe einen signifikant kleineren Anteil der Fläche an abdominellem Fett im 

Vergleich zu den ovx,sf-Tieren auf. Dies lässt vermuten, dass die ovx-Ecd-Gruppe 

durch Ecd-Gabe vor der Entwicklung eines Metabolischen Syndroms geschützt wur-

de. 

Um auch die Wirkung von Ecd auf die regionale Fettakkumulation und deren Lipoto-

xizität 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, fördert die Aktivie-

rung des Transkriptionsfaktor RUNX 2 die Osteoblastenbildung während durch die 

Aktivierung des Rezeptors PPARγ2 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 Fä-

higkeit in Osteoblasten zu differenzieren und bevorzugen die Adipogenese, so dass 

das Knochenmark verfettet (Rodríguez et al. 2000). Also scheint ein erhöhter Fett-

gehalt im Knochen vermutlich durch die lipotoxische Wirkung eng mit der Osteoporo-

seentstehung verbunden zu sein. 

Die vorliegenden Ergebnisse spiegeln diese Vorgänge wider. Die ovx,sf-Tiere mit 

dem osteoporotischen Knochen und dem höheren abdominellen Fettanteil haben 

einen deutlich höheren Anteil an fettreichem Mark als die intakten Tiere. Die ovx-

Ecd-Gruppe zeigt dahingegen einen signifikant kleineren Anteil an Fettmark im Kno-

chen. Das heißt, dass Ecd den Anstieg des Fettanteils im Knochenmark nach Ovx 

verhindert und einen ähnlich niedrigen Fettanteil im Knochenmark wie der der intak-
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ten Gruppe erhalten kann. E2 scheint keinen schützenden Effekt auf die Fettentwick-

lung zu haben.  

Folglich könnte 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 Lipotoxizität 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 erhöhtes Risiko für Osteoporose haben (Kemink et al. 2000). 

In einer Studie konnte eine erhöhte Fettinfiltration des Knochenmarks sowie eine 

erhöhte PPARγ2-Expression bei diabetischen Mäusen festgestellt werden (Botolin et 

al. 2005). Das heißt, dass dieser Faktor des Metabolischen Syndroms zusätzlich die 

Verfettung des Knochens und die Osteoporoseentwicklung fördert. In einer aktuellen 

Studie wurde nun ein schützender Effekt von Ecd auf diabetische Mäuse beobachtet 

(Sundaram et al. 2012). Dies stärkt die Vermutung der osteoprotektiven Wirkung von 

Ecd im Zusammenhang mit dem Metabolischen Syndrom. 

4.3 Rotes Knochenmark 

Durch die durchgeführte 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 höher 

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 durchgeführt wurden. Dies könnte bedeuten, 

dass die ovx,sf-Tiere zunächst kompensatorisch auf die Mangelsituation mit einer 

gesteigerten Blutbildung reagieren, die aber nicht drei Monate anhält. 

Bei Ecd-Gabe dahingegen zeigen die hier vorliegenden Ergebnisse einen erhöhten 

Anteil an rotem Mark nach einmonatiger Ecd-Gabe und die Ergebnisse von Walliser 
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(2009) nach dreimonatiger Ecd-Gabe können diese auch noch bestätigen. Deshalb 

könnte man vermuten, dass die Ecd-Gabe die Stimulation der Blutbildung dauerhaft 

aufrechterhalten kann. 

Das rote Knochenmark hat eine essentielle Bedeutung für die Aufrechterhaltung des 

Organismus (Vahlensieck und Schmidt 2000). Ein stimulierender Effekt auf den roten 

Knochenmarkanteil könnte einen positiven Einfluss auf das Immunsystem, die allge-

meine Gesundheit des Körpers und den Knochen haben. Korkmaz et al. (2012) 

publizierten eine Studie, die zeigte, dass bei Vorhandensein einer Anämie bei post-

menopausalen türkischen Frauen die Knochendichte signifikant vermindert war. Im 

Umkehrschluss könnte eine Stimulation des roten Knochenmarks den Knochen viel-

leicht vor der Osteoporoseentwicklung schützen. 

Um das Verhältnis 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 

Für 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 Gefäßen und Osteoblasten nach sich ziehen. Diese ersetzen 

schließlich den Knorpel und bilden die knöchernen Trabekel. Daraus folgt das Län-

genwachstum des Knochens (Nilsson et al. 2005). Eine stimulierende Wirkung auf 

die Knorpelzellen der Epiphysenfuge könnte unter anderem die osteoprotektive Wir-

kung des Ecds unterstützen. 

Bei der Ratte wird die Epiphysenfuge mit steigendem Alter schmaler, ohne jedoch 

jemals zu verschließen. 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) überein. 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. Außerdem 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 für 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 höheren Anteil an Trabekeln in der Metaphyse einher. Wie bereits 

beschrieben, zeigte sich auch in der vorliegenden Studie ein signifikant höherer 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) zusätzlich eine intakte Gruppe untersucht. Diese wies eine signifikant schma-

lere Epiphysenfuge als die ovx,sf-Gruppe auf. Das bestätigt, dass die Ovx und das 

Fehlen von E2 eine Verbreiterung der Epiphysenfuge zur Folge haben. Eine stimulie-

rende Wirkung des Östrogenmangels 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 Vorgänge 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 Einflüssen 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 Überlegung wäre, 

dass sowohl die intakten als auch die mit Hormonen substituierten Tiere, bei denen 

die regulierende Wirkung der Östrogene noch vorhanden ist, nicht den Bedarf eines 

vergrößerten 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 Östrogenmangel besteht. Hier könnte 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. 
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Ecd scheint auf die Epiphysenfuge eine ganz andere Wirkung zu haben als E2. 

Trotzdem gehen beide mit einem erhöhten 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 könnten. Diese Beobachtung, dass 

Ecd die Epiphysenfuge signifikant stimuliert, unterstützt die Vermutung, dass Ecd 

den Knochen über eine gesteigerte Knochenneubildung schützt (Kapur et al. 2010) 

und nicht wie E2 über 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 würde. Denn im Gegensatz zu der Ratte ist 

die Epiphysenfuge bei der postmenopausalen Frau bereits verschlossen und kann 

somit nicht mehr zum Knochenaufbau beitragen. Würde man annehmen, dass die 

proliferierende Wirkung des Ecds auf die Epiphysenfuge den osteoprotektiven Effekt 

begründete, könnte die postmenopausale Frau nicht davon profitieren. 

4.5 Intraartikuläres Fettgewebe 

Als Teil der vorliegenden Arbeit wurde auch der Fettgehalt im Kniegelenk ermittelt, 

um Aufschluss über die Ecd-Wirkung auf die unmittelbar an den Knochen angren-

zenden Fettdepots zu erhalten. Da der Hoffa-Fettkörper bei entsprechender Größe 

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 (Seidlová-Wuttke et al. 2012). Seidlová-Wuttke et al. 

(2012) zeigten bereits in einem Versuch, dass die Ratten nach der Ovx einen signifi-

kant größeren Fettanteil im Kniegelenk aufwiesen. Dies korrelierte mit einer vermin-

derten Breite des Gelenkknorpels und ließ somit einen Zusammenhang zwischen 

dem intraartikulären Fettgehalt und der Knorpeldicke, also der Osteoarthritis, vermu-

ten. 

In dem vorliegenden Versuch war der Fettgehalt bei der intakten Gruppe interessan-

terweise am höchsten. 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 ausschließen. Das spiegelt sich auch in der Breite des Gelenkknorpels 

wider. Daten der Arbeitsgruppe Endokrinologie Göttingen 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 dafür, dass der höhere Fettgehalt eine Verminderung des Gelenkknor-

pels zur Folge hat und somit eine Osteoarthritis begünstigt. E2 und Ecd konnten in 

dem vorliegenden Versuch diese Folge verhindern. Das heißt, die Testsubstanz Ecd 

könnte auch auf das Metabolische Syndrom des Kniegelenks protektiv wirken und 

vor der Entwicklung einer Osteoarthritis schützen. 

Allerdings erfolgte die Bestimmung des Fettgehaltes durch Vermessen des Umfangs 

der Fettdepots in der Gelenkkapsel. Das heißt, nur die in diesem Präparat zufällig 

angeschnittenen Fettflächen wurden miteinander verglichen. Um definitivere Aussa-

gen über den Fettgehalt im Kniegelenk zu machen, wäre es sinnvoll in einer weiteren 

Studie mehrere Schnitte des gleichen Kniegelenks zu vermessen. Es könnte auch 

die Korrelation zwischen Fettgehalt, Gelenkknorpelbreite und Zytokinen errechnet 

werden, um bessere Aussagen über den Zusammenhang des Metabolischen Syn-

droms und der Osteoarthritis treffen zu können. 

 

Insgesamt wird deutlich, dass die postmenopausale Osteoporose durch ein Zusam-

menspiel von vielen verschiedenen Faktoren bedingt ist, die mit Beginn der Meno-

pause gehäuft auftreten. Wenn man bedenkt, wie wichtig die Einflüsse des Bewe-

gungsmangels, des Muskelabbaus, der abdominellen Verfettung und des Diabetes 

mellitus auf die Osteoporoseentstehung sind, so könnte 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 über die Möglichkeit von Ecd als Medi-

kament für die postmenopausale Frau zu erlangen.  

In der vorliegenden Dissertation bestätige ich durch die histomorphologische Aus-

wertung von Tibiapräparaten 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-

Fettkörper im Gelenkspalt der ovx-Ratte. So könnte Ecd nicht nur durch Reduzierung 

des Fetts im Knochenmark vor der Osteoporose schützen, sondern auch vor dem 

„Metabolischen Syndrom des Gelenks“, also vor dem vergrößerten Hoffa-Fettkörper 
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mit erhöhter Produktion inflammatorischer Substanzen und folgender Osteoarthritis. 

Es wäre sinnvoll, dies in einer folgenden Studie zu bestätigen. Auf das rote Kno-

chenmark und die Epiphysenfuge wirkt Ecd stimulierend.  

Durch die beobachteten Effekte bietet das Phytosteroid Ecd die Möglichkeit einer 

ganzheitlichen Therapie, die an vielen Punkten der Osteoporoseentstehung ansetzt 

und auch die Interaktionen zwischen dem Fett- und dem Knochenstoffwechsel mit-

einbezieht. Möglicherweise hat das Ecd durch die schützende Wirkung vor der Ent-

wicklung eines Metabolischen Syndroms auch das Potential, das erhöhte Risiko für 

kardiovaskuläre 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 für die postmenopausale Frau zu sein. Somit wäre es sinnvoll, wei-

tere Forschung über die Wirkungsweise und den Effekt von Ecd zu betreiben. 



  Zusammenfassung 

 53 

5 Zusammenfassung 

Die Frau hat in der Postmenopause ein erhöhtes 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 nebenwirkungsärmere Alternative zu den bestehenden Medikamenten für 

die Frau in der Postmenopause zu finden, wird im Bereich der Phytotherapie ge-

forscht. Bisherige Studien haben gezeigt, dass das pflanzliche Steroidhormon Ecd 

vielfältige positive Wirkungen zu haben scheint. So verbesserte es im Tierversuch 

die für die Menopause typischen „hot flushes“ (Puri et al. 2012) und verhinderte die 

Entwicklung der Osteoporose und des Metabolischen Syndroms (Seidlová-Wuttke et 

al. 2010a; Seidlová-Wuttke et al. 2010b).  

Die vorliegende Arbeit sollte die Erkenntnisse über die Effekte von Ecd als mögliche 

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. 

Dafür wurde das etablierte Modell der ovx-Ratte für die postmenopausale Frau ver-

wendet. Es gab vier Versuchsgruppen: eine intakte und drei ovarektomierte. Diese 

erhielten jeweils über einen Monat sf-Futter, sf-Futter + Ecd oder sf-Futter + E2. 

Danach erfolgte die histomorphologische Auswertung von Tibia- und Gelenkpräpara-

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 vierwöchiger 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 höheren Trabe-

kelanteil als die ovx,sf-Gruppe auf. Die Knochenmarker Osteokalzin und CrossLaps 

spiegelten einen erhöhten Knochenstoffwechsel nach Ecd-Gabe wider. Das bestärkt 

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 begründet sein könnte (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-

zität durch Adipokinausschüttung 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 Göttingen erhobe-

nen Daten, die ergaben, dass der Gelenkknorpel bei der ovx-Ecd und der ovx-E2-

Gruppe signifikant breiter war, könnte Ecd durch den metabolischen Effekt auf das 

Fett auch vor einer Osteoarthritis schützen. Dies sollte in einem weiteren Versuch 

bestätigt werden. 

Zusätzlich 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 höher als der der ovx,sf-Gruppe. 

Aufgrund der Interaktionen zwischen Fett- und Knochenstoffwechsel könnte man die 

Osteoporose auch als „Metabolisches Syndrom des Knochens“ bezeichnen. Im 

durchgeführten Versuch ist zu sehen, dass Ecd sowohl auf den Knochen wie auch 

auf das angrenzende regionale Fettgewebe protektiv wirkt. Das heißt, dass ein Medi-

kament aus dem pflanzlichen Steroid Ecd das Potential haben könnte, an vielfältigen 

Punkten der Osteoporoseentwicklung anzusetzen und diese zu verhindern. 
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6 Anhang 

Herstellung der Knochenpräparate 

Nach 36 Stunden Fixierung in einer 4 %igen Formalinlösung wurden die Proben bei 

Raumtemperatur durch eine aufsteigende Alkoholreihe dehydriert. Darauf folgte die 

Entfettung durch eine zweimalige 24-stündige 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 zunächst in drei verschiedenen Präinfiltrationslösungen für jeweils 24 

Stunden gelagert bis sie in der endgültigen Infiltrationslösung für zwei bis drei Tage 

unter Sauerstoffausschluss im Kühlschrank bei -8 °C aushärteten. 

 

Prozessstufen Materialien 
Dauer, 

Temp. in °C 

Fixierung 4% ige neutral gepufferte Formalinlösung 
36 h 

Raumtemp. 

Dehydratation 

1. Ethanol 70 % 

2. Ethanol 80 % 

3. Ethanol 96 % 

4. Ethanol 100 % 

5. Ethanol 100 % 

6. Ethanol 100 % 

7. Ethanol 100 % 

4-5 d 

Raumtemp. 

Intermedium 
1. Xylol 

2. Xylol 

24 h 

Raumtemp 

Präinfiltration 

1. Xylol/Technovit® 9100 Neu Basis (stabilisiert) 50 

% 

2. Technovit® 9100 Neu Basis (entstabilisiert) 

3. Technovit® 9100 NeuBasis (entstabili-

siert)+Härter1 

24 h, Raumtemp. 

4 °C 

4 °C 

Infiltration 
1. Technovit® 9100 Neu Basis+Härter1+PMMA-

Pulver 

2-3 d 

-8 °C 

Tabelle 6.1: Übersicht der Herstellung von Kunststoffpolymerisaten: Angegeben sind die 

einzelnen Prozesse, die zur Herstellung durchlaufen werden müssen, die dazu benötigten 

Chemikalien und die jeweilige Dauer und Temperatur (Technovit® 9100 Neu Basis = 

Methylmethacrylat; Härter1 = Peroxidverbindung, PMMA = Füllstoff). 
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Nach dem vollständigen Aushärten der Polymerisate konnten diese mit Hilfe eines 

Hartschnittmikrotoms zu lichtmikroskopischen Präparaten 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 Schneideflüssigkeit in 5µm dicke Längsschnitte geschnitten, 

auf die Objektträger (Menzel Gläser, SuperFrost Ultra Plus®) aufgetragen und mit 70 

%igem Ethanol gestreckt. Anschließend wurden die Schnitte mit Kisolfolie der Firma 

Kettenbach abgedeckt und über Nacht in einer Schnittpresse bei +57 °C getrocknet. 

Zur besseren Differenzierung der histologischen Strukturen wurden die Schnitte mit 

der Trichrom-Färbung nach Goldner koloriert, welche sich insbesondere zum farbli-

chen Hervorheben der kollagenhaltigen Knochensubstanz eignet. 

Dafür wurde zunächst das Einbettungsmaterial aus dem Gewebe extrahiert. Dies 

erfolgte durch Behandlung mit 3× 20 min. Xylol, 1× 20 min. 2-Methoxyethylacetat, 2× 

5 min. Aceton und einer 2× 2 min. anschließenden Spülung mit destilliertem Wasser.  

Nach der Entplastung wurde die Goldner-Färbung in folgenden Schritten durchge-

führt: 

 

1. Weigerts Hämatoxylin, 10 min. (Kernfärbung) 

2. „Bläuen“ in Leitungswasser, 10 min. 

3. Ponceau de Xylidine Lösung, 45 min. 

4. Spülen in 1 %iger Essigsäure, 1 min 

5. Abspülen mit Aqua dest. 

6. Wolframatophosphorsäurelösung, 7 min (vollständige Gewebeentfernung) 

7. Spülen mit 1 %iger Essigsäure, 1 min. 

8. Lichtgrün, 10 min. (Gegenfärbung) 

9. Auswaschen mit 1 %iger Essigsäure 

10. 1× 96 %iges Ethanol, 3×100 %iges Ethanol jeweils 5 min. (Entwässerung) 

11. 3× 5 min. Xylol 
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Weigerts Hämatoxylin  

Lösung A + B werden im Verhältnis 1:1 verwendet  

Lösung A: 1 g Hämatoxylin in 100 ml 96 %igem Ethanol lösen  

Lösung B: 1.16 g Eisen(III)-chlorid in 99 ml Aqua dest. lösen, dann 1 ml 25 %ige Salzsäure zuge-

ben 

Ponceau de Xylidine-Lösung 

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

Wolframatophosphorsäurelösung 

2 g Wolframatophosphorsäure und 1 g Orange G in 200 ml Aqua dest. lösen  

Lichtgrün 

0,4 g Lichtgrün in 200 ml Aqua dest., das mit 0,4 ml Essigsäure versetzt wurde, lösen 

Tabelle 6.2: Zusammensetzungen der verwendeten Lösungen der Goldner-Färbung. 
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