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Abkürzungsverzeichnis 
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1. Einleitung 
 

Als wesentlicher Bestandteil des Verdauungstraktes nimmt der Dickdarm eine bedeutende 

Position ein. Umso problematischer ist es, wenn er seine Aufgaben durch Entstehung von 

Tumoren und damit verbundenen therapeutischen Vorgehensweisen nicht mehr 

wahrnehmen kann. Doch warum kommen Tumore des Colons weltweit in unterschiedlicher 

Häufigkeit vor? Warum ist die Prävalenz in der westlichen Welt größer als in Asien? Es 

scheint unterschiedliche Gründe dafür zu geben. So könnten die unterschiedlichen 

Ernährungsweisen von Bedeutung sein. Während in Asien insbesondere Fisch oder Algen 

sowie Sojaprodukte die Hauptnahrungsquelle darstellen, so sind es in den westlichen 

Ländern andere Nahrungsmittel, wie Fast-Food und Fleisch, die auf dem Speiseplan stehen. 

Doch Ernährungsweisen könnten nicht die einzige Ursache für proliferative Prozesse im 

Dickdarmepithel darstellen. Ist es nicht verwunderlich, dass in Studien an postmenopausalen 

Frauen, welche keine medikamentöse Hormontherapie erfahren, die Rate an Neoplasien im 

Dickdarmepithel höher ist, als bei denjenigen, welche Hormonersatzpräparate zu sich 

nehmen (Hoffmeister et al. 2007) Östrogene als Modulatoren diverser Prozesse im 

weiblichen Organismus könnten also auch bedeutende Wirkungen auf den Dickdarm 

besitzen. Diese unterschiedlichen, anscheinend protektiven, Einflüsse durch orale 

Substitution von Östradiol und β-Ecdyson sollen in dieser Arbeit am Modell der 

ovariektomierten Ratte evaluiert werden unter zusätzlicher Betrachtung der 

Serumfettparameter. 

1.1. Klimakterium 
 

Das Klimakterium entspricht der Übergangsphase vom reproduktiven Alter der Frau in die 

Phase der Erschöpfung der generativen Funktion und der damit verbundenen Abnahme der 

Östrogensekretion des Ovars. Die Menge der postmenopausal gebildeten Östrogene ist 

deshalb durchschnittlich viel geringer im Vergleich zum reproduktiven Alter (Kuller et al. 

1990).  

1.2. Hormonersatztherapie  
 

Ziel der Hormonersatztherapie (HRT) ist es, die durch den Mangel an Östrogenen 

hervorgerufenen klimakterischen Beschwerden zu minimieren oder ganz aufzuheben. Dafür 
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stehen verschiedene Präparate zur Verfügung. Seit längerer Zeit werden Östrogene, 

Östrogen- Gestagen-Kombinationspräparate und Gestagene eingesetzt. Da diese Substanzen 

teilweise mit Nebenwirkungen verbunden sind, wird ihre Anwendung stark diskutiert. Somit 

besteht die Notwendigkeit für neue Präparate, welche geringere negative Nebeneffekte 

besitzen. Beispielsweise gewinnt die Anwendung der Phytotherapie an Bedeutung. So sollen 

die in Pflanzen vorhandenen Phytoöstrogene wie Genistein oder Daidzen ein geringeres 

Nebenwirkungsprofil aufweisen als die synthetisch hergestellten, herkömmlichen, Präparate 

(Brzezinski und Debi 1999). Auch bei anderen, in Pflanzen vorhandenen, Substanzen wie den 

Phytoecdysteroiden mit ihrem Hauptvertreter β-Ecdyson wurden schon positive Effekte im 

Menschen aufgezeigt. Ob sie eventuell als Alternative zur herkömmlichen HRT mit 

vergleichbaren protektiven Eigenschaften für den Darm geeignet sind, muss noch erwiesen 

werden. Ein Ansatz soll diesbezüglich in der hiermit vorgelegten Arbeit erfolgen. 

1.3.   17β-Östradiol 

1.3.1. Östrogenrezeptor und Unterteilung in ERα und ERβ 
 

Östrogene besitzen diverse Funktionen im menschlichen Organismus, welche die Bindung an 

einen spezifischen Rezeptor voraussetzen. Dieser Östrogenrezeptor (ER) gehört zu der 

Gruppe der Steroidhormonrezeptoren und befindet sich intrazellulär (Evans 1988). Nach 

entsprechender Ligandenbindung erfolgt die Bindung an bestimmte DNA-Abschnitte, was 

zur Aktivierung oder Inhibition der Transkription führt (Klinge 2000). Somit besitzen 

Östrogene die Funktion, Gene durch Aktivierung oder Inaktivierung zu regulieren. Bei dem 

verwendeten Östrogen in meiner Arbeit handelt es sich um 17β-Östradiol, für welches ich 

die Abkürzung  E2 verwende. 

Für die Regulation von Genen sind bisher zwei verschiedene Östrogenrezeptoren bekannt, 

welche mit ERα (Green et al. 1986) und ERβ (Kuiper et al. 1996; Mosselman et al. 1996) 

bezeichnet werden. Beide Rezeptortypen binden E2 mit annähernd gleicher Affinität (Kuiper 

et al. 1997). Funktionell wurde ERβ bisher eine proliferationshemmende Funktion 

nachgesagt sowie eine regulierende Funktion für ERα (Hall und McDonnell 1999). 

Nicht nur der funktionelle Unterschied zwischen ERα und ERβ steht im Interesse der 

Forscher, sondern auch deren unterschiedliche Verteilung in den Organen. ERα ist vor allem  

im  Endometrium des Uterus (Enmark et al. 1997), in den Thekazellen des Ovars (Sar und 
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Welsch 1999), im Knochen (Arts et al. 1997), im Brustgewebe (Saji et al. 2000) und im 

weißen Fettgewebe vorhanden. ERβ dagegen ist zu einem großen Anteil im Epithel der 

Prostata, im Colon, im Lungenparenchym (Enmark et al 1997) und in den glatten 

Muskelzellen des Gefäßendothels lokalisiert (Hodges et al. 2000). Aufgrund der 

unterschiedlichen Östrogenrezeptorverteilung im Körper und deren strukturellen 

Unterschiede erfolgt die Schlussfolgerung, dass beide Rezeptoren spezifische Funktionen 

besitzen.  

1.3.2.Wirkung von Östrogenen auf das Colonepithel und Bedeutung von ERβ 
 

Wie bereits erwähnt, befinden sich auch im Dickdarm Östrogenrezeptoren. Der 

vorherrschende Östrogenrezeptor ist ERβ, der zum größten Anteil im Zellkern der 

Enterozyten des luminalen Epithels und im Bereich des oberen Kryptendrittels lokalisiert ist 

(Konstantinopoulos et al. 2003). Zu einem geringen Prozentsatz befindet sich ERα in der 

Colonmukosa im Bereich der Kryptenbasis (Foley et al. 2000). Insbesondere ERβ ist für das 

Dickdarmepithel von Bedeutung. So erfolgt über diesen Rezeptor die Regulation der 

Proliferation, Apoptose und Differenzierung der Zellen (Wada-Hiraike et al. 2006a; Martineti 

et al. 2005). Ein Gleichgewicht zwischen Produktion von neuen Zellen und Abstoßung von 

alten Zellen wird somit gewährleistet. In Studien an postmenopausalen Frauen, deren 

Östrogenspiegel bekanntlich auf einem niedrigen Niveau liegen, wurde herausgefunden, 

dass in diesem Lebensabschnitt der Frau die Wahrscheinlichkeit für Malignome des 

Dickdarmes erhöht ist. Im Gegensatz dazu senken Östrogene, im Rahmen einer HRT 

eingesetzt, das Risiko von Dickdarmkrebs und wirken protektiv (Hoffmeister et al. 2007). Wie 

diese Wirkung vermittelt wird, ist bisher noch nicht hinreichend geklärt (Campbell-Thompson 

et al. 2001). Zusätzlich konnte für E2 eine direkte, zellproliferationssenkende Wirkung 

aufgezeigt werden (Altunbas et al. 2007). Weiterhin erfolgte die Erkenntnis, dass ERβ in 

Colonkarzinomen und -adenomen im Vergleich zu dem normalen Colonepithel in einem 

geringeren Ausmaß exprimiert wird, während die Expression von ERα konstant bleibt (Foley 

et al. 2000; Konstantinopoulos et al. 2003). Der Verlust von ERβ könnte deshalb die Ursache 

für die neoproliferativen Prozesse darstellen. So wurde in Studien an ERβ - / - knockout-

Mäusen entdeckt, dass die Zellproliferation im Colonepithel in diesen Tieren im Vergleich zu 

Wildtypmäusen, mit einer normalen Expression von ERβ, um das 1,6 fache gesteigert ist. 

Weiterhin waren in diesen Knockout-Mäusen nur sehr wenige apoptotische Zellen, aber 

zusätzlich undifferenzierte Zellen vorhanden. Bei den Wildtyp-Mäusen konzentrierten sich 
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die apoptotischen Zellen auf den Bereich des Lumens. Hinzufügend bestand bei diesen 

genetisch nicht manipulierten Tieren eine höhere Differenzierung der Zellen im Vergleich zu 

den ERβ - / - - knockout-Mäusen (Wada-Hiraike et al. 2006a; Wada-Hiraike et al. 2006b). Da 

Neoplasien im Allgemeinen durch eine erhöhte Proliferation sowie einen geringeren 

Differenzierungsgrad von Zellen und eine geringere Apoptoserate gekennzeichnet sind (Bedi 

et al. 1995), kann die Ursache von Dickdarmmalignomen somit in dem Verlust von ERβ 

begründet sein.  

1.4. Untersuchtes Organ: Colon (Dickdarm) 

1.4.1. Entstehung von malignen Prozessen im Colon 
 

In Deutschland steht Dickdarmkrebs sowohl bei den Frauen als auch bei den Männern an 

zweiter Position tödlicher Krebserkrankungen. Nur Brusttumoren bei den Frauen und 

Lungentumoren bei den Männern sind mit einer höheren Letalität verbunden (Robert-Koch-

Institut 2008). Somit nehmen Colonkarzinome einen großen Stellenwert in der Medizin ein 

und bedürfen näherer Betrachtung. Insbesondere die Tatsache, dass die Rate an 

Dickdarmkrebs bei postmenopausalen Frauen zunimmt, ist von Relevanz (Robert-Koch-

Institut 2008). 

Pathogenetisch entsteht Dickdarmkrebs aus intraepithelialen Neoplasien, wobei diese zu 

über 90% als Adenome auftreten und vom Epithelgewebe der Dickdarmschleimhaut 

ausgehen (Herold 2008). Über Dysplasien entstehen aus diesen Neoplasien Karzinome, 

welche die Tunica mucosa überschreiten und in ihrem Verlauf benachbarte Strukturen 

infiltrieren können (Hill et al. 1978).  

1.4.2. Anatomie, Histologie und Physiologie  
Als Teil des Magen-Darmtraktes stellt der Dickdarm die Verbindung zwischen Dünndarm und 

Anus dar. Der Dickdarm des Menschen, welcher eine Länge von circa 1,5 m besitzt, weist den 

gleichen anatomischen Aufbau sowie Funktionen der Wasser- und Elektrolytresorption wie 

jener der Ratte auf, sodass im Folgenden eine gemeinsame Abhandlung mit Hinweis auf 

bestehende Unterschiede erfolgt.                                                                                    

Anatomisch untergliedert sich dieses bei der Ratte 15 cm lange Organ in verschiedene 

Segmente: Caecum mit Appendix vermiformis, Colon ascendens, Colon transversum, Colon 

descendens, Colon sigmoideum und Rectum (Krinke 2000).  
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Histologisch besteht der Dickdarm, von luminal betrachtet, aus mehreren Schichten: der 

Tunica mucosa, der Tela submucosa und der Tunica muscularis.  In der Mukosa befindet sich 

luminal die Lamina epithelialis, eine hochprismatische Epithelschicht, welche dichte, 

unverzweigte Krypten mit einer Länge von circa 250µm aufweist (Vieira de Sousa et al. 

2008). Die Epithelzellen werden als Enterozyten oder Saumzellen bezeichnet und tragen 

Mikrovilli. Letztere bilden den Bürstensaum und ermöglichen eine optimale Wasser- und 

Elektrolytresorption. Die Resorption anderer Nahrungsbestandteile, wie Kohlenhydrate und 

Fette, erfolgt insbesondere durch die Dünndarmschleimhaut (Benninghoff und Drenckhahn 

2003). In Studien konnte gezeigt werden, dass vor allem die luminalen Epithelzellen und die 

Enterozyten im oberen Drittel der Krypte ERβ im Zellkern, sowie im Zytoplasma, aufweisen. 

Im Gegensatz dazu befindet sich ERα in Zellen im Bereich der Kryptenbasis, insbesondere in 

den Progenitorzellen (Konstantinopoulos et al. 2003; Foley et al. 2000). Neben den 

Saumzellen befinden sich hauptsächlich Becherzellen in der Epithelschicht, deren Funktion in 

der Schleimproduktion besteht (Sakata und Engelhardt 1981). Die Schleimschicht auf dem 

Epithel dient der Protektion des darunter befindlichen Gewebes und macht den Darminhalt 

gleitfähiger (Forstner 1978). Weiterhin existieren in den Krypten Stammzellen und 

enterochromaffine Zellen (Benninghoff und Drenckhahn 2003). 

Aus den basal gelegenen Zellen der Krypten, die auch als Glandulae intestinales bezeichnet 

werden, erfolgt die Zellproliferation. So sorgen Stammzellen, welche am Kryptengrund 

lokalisiert sind, für einen ständigen Nachschub intestinaler Zellen durch Stimulation von 

Progenitorzellen. Jene Vorläuferzellen differenzieren sich zu den im Dickdarmepithel 

vorkommenden Zelltypen und wandern dabei in Richtung Lumen, sodass eine Regeneration 

des intestinalen Epithels gesichert ist (Benninghoff und Drenckhahn 2003). Dieser 

Differenzierungsprozess endet luminal mit Apoptose und Abschilferung und dauert, je nach 

Colonabschnitt, 25-58 Stunden. Diese Zeitspanne wird auch als Zell-Zyklus-Rate bezeichnet 

(Sunter et al. 1979). Diese Zellabstoßung dient der Regulation überschießender Proliferation. 

Zur Bestimmung von proliferierenden Zellen stehen heutzutage verschiedene Methoden zur 

Verfügung. Insbesondere die PCNA-Färbung, welche proliferierende Zellen in der Synthese-

Phase (S-Phase) fixiert, ermöglicht es, entsprechende Zellen am Grund der Krypte im 

Dickdarmepithel zu detektieren (Kubben et al. 1994). PCNA entspricht hierbei der Abkürzung 

für „Proliferating Cell Nuclear Antigen“, einem Protein im Zellkern, das die DNA-Replikation, 

DNA-Reparatur und Zellzyklusregulation unterstützt (Essers et al. 2005). PCNA korreliert 
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direkt mit der DNA-Syntheserate. Mithilfe eines Antikörpers, der an dieses Protein bindet, 

kann die immunhistochemische Darstellung von Zellen, welche sich im Zellteilungsprozess 

befinden, erfolgen. 

An die Mukosa angrenzend, befindet sich die Submukosa. Auch in dieser histologischen 

Schicht des Colons konnte ERβ in den glatten Muskelzellen sowie in den Endothelzellen 

größerer Arteriolen nachgewiesen werden (Campbell-Thompson et al. 2001). Abschließend 

folgt die Tunica muscularis, welche durch eine innere zirkulär und eine äußere longitudinal 

verlaufende Muskelschicht die Darmwand des Dickdarms stabilisiert und die Peristaltik des 

Darmes beeinflusst. Dem schließt sich die Serosa der äußeren Darmwand an und bildet die 

Grenze zu benachbarten Geweben und Organen (Krinke 2000). 
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Abb. 1: Wandaufbau des Colons der Ratte in der Übersicht (Vergrößerung 3,125x; HE) 
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Abb. 2:  histologischer Aufbau der Tunica mucosa   (Vergrößerung 12,5x; HE)    

 

1.5. Serumlipide 
 

1.5.1. Cholesterin 
 

Cholesterin besitzt mehrere Funktionen im Organismus. Es ist Bestandteil von 

Zellmembranen und Lipoproteinen (Singer und Nicolson 1972; Kuchinskiene und Carlson 

1982), sowie Ausgangsstoff für die Biosynthese von Steroidhormonen und Gallensäuren 

(Stone und Evans 1992). Per Resorption durch die Enterozyten des Dünndarms gelangt 

Cholesterin in den Organismus und wird nach dem Einbau in Chylomikronen zur Leber 

transportiert (Iqbal et al. 2003). Dort erfolgt die Freisetzung von Cholesterin, welches  

daraufhin für den Einbau in Lipoproteine zur Verfügung steht. Diese Lipoproteine 

transportieren Cholesterin zu entsprechenden Zielorganen.  
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1.5.2. LDL 
 

Low density lipoproteins, LDL, sind Lipoproteine mit einer geringen Dichte. Sie entstehen aus 

VLDL (Very Low Density Proteins) nach der Abgabe von Triglyceriden und bestehen vor allem 

aus Cholesterinestern und dem Apolipoprotein ApoB-100. LDL dienen dem Transport von 

Cholesterin zu den peripheren Zellen (Nelson und Cox 2005). Diese Zielzellen exprimieren 

LDL-Rezeptoren. LDL-Partikel binden, ApoB-100 und Apo-E vermittelt, an diese Rezeptoren 

und werden endozytiert. Die Zielzellen lagern Cholesterin in die Zellmembran ein oder 

speichern es als Cholesterinester in Lipidtröpfchen. Durch das aufgenommene Cholesterin 

wird die endogene Cholesterinproduktion der Zelle gesenkt. LDL, die nicht an Rezeptoren in 

der Peripherie gebunden haben, werden mit dem Blutfluss zur Leber transportiert und dort 

von den Hepatozyten aufgenommen (Brown und Goldstein 1976). Aufgrund des hohen 

Triglycerid- und Cholesterinanteils sind VLDL als die schädlichsten Lipoproteine, mit dem 

höchsten Atheroskleroserisiko, anzusehen (Hodis 1999). 

1.5.3. HDL 
 

Als HDL werden High Density Lipoproteins, also Lipoproteine mit einer sehr hohen Dichte 

bezeichnet. Funktionell besteht ihre Aufgabe in dem Cholesterintransport aus der Peripherie 

zur Leber (Arbeeny et al. 1987). In der Leber erfolgt die Abgabe überschüssigen Cholesterins 

an die Gallenflüssigkeit (Mackinnon et al. 1987). Dadurch wird verhindert, dass 

Makrophagen zu viel dieser Fette akkumulieren. Das Arteriosklerose-Risiko sinkt somit (Tall 

2008; Libby et al. 1996). Deshalb werden HDL auch als „gute“ Fette angesehen. 

Bei der Ratte stellen HDL die bedeutende Lipidfraktion dar, da sie etwa 60-70% des 

Cholesterinpools einnehmen (Lundeen et al. 1997). Bei menschlichen Individuen nehmen 

LDL diese Position ein. 

1.5.4. Triglyceride 
 

Triglyceride sind Ester aus einem Molekül Glycerin und drei Fettsäuren. Sie werden von den 

Darmzellen resorbiert und in Chylomikronen eingebaut, welche per Lymphpassage in den 

Kreislauf eingespeist werden (Iqbal et al. 2003; Lee 1986). In der Peripherie geben diese 

Partikel freie Fettsäuren an die Zellen ab, unter vorheriger Beteiligung der Lipoproteinlipase 

(Blanchette-Mackie et al. 1989). Der Transport der dann als  Remnants bezeichneten, übrig-

gebliebenen, Partikel zur Leber erfolgt anschließend mit dem Blutstrom. Dort werden sie von 
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den Hepatozyten endozytiert (Faria et al. 1996). Weiterhin werden Triglyceride auch 

endogen synthetisiert. Die Produktion jener Fette findet insbesondere in der Leber statt. Die 

Leber-Triglyceride verlassen als  VLDL den Syntheseort und gelangen mit dem Blutkreislauf 

zur Peripherie (Kay und Entenman 1961). Funktionell stellen Triglyceride einen 

Energielieferanten dar und können in Form von Depotfett in den Adipozyten des weißen 

Fettgewebes gespeichert werden. Bei Energiebedarf erfolgt die Lipolyse im Fettgewebe 

durch Lipasen (Langin et al. 2005), sodass die Triglyceride daraufhin zur Energiegewinnung 

vor allem für die Herz- und Skelettmuskulatur zur Verfügung stehen (Schoiswohl et al. 2010). 

                                                   Lipoproteinlipase 

    Darm                  Chylomikronen                      Fettsäuren 

                                                                                    

                                    VLDL 

                                  Remnants             LDL 

                 Leber                                         

                                                HDL                  Periphere Gewebe z.B. Herzmuskel, Skelettmuskel 

 

 

Abb. 3: Überblick über den Lipoproteinstoffwechsel 

1.5.5. Wirkung von Fetten auf das Colonepithel und die Entstehung von neoproliferativen                
Läsionen 
 

Wie seit längerem bekannt, haben hohe Fettwerte negative Auswirkungen auf den 

Organismus, indem sie zu arteriosklerotischen Veränderungen führen (Robinson et al. 2009).  

Doch nicht nur auf die Gefäße, sondern auch auf den Dickdarm kann der Einfluss der 

Serumfette gravierende Bedeutung besitzen. Obwohl einige Studien eine umgekehrt 

proportionale Beziehung zwischen Cholesterinwerten und Dickdarmkrebsinzidenz aufzeigen, 

deuten die meisten Resultate innerhalb klinischer Untersuchungen auf eine direkte 

Proportionalität zwischen hohen Cholesterinwerten und der Rate an Colonkarzinomen hin 

(Fiorenza et al. 2000). So wurde in Studien an Frauen eine positive Korrelation zwischen 

Fettgewebe 

   Triglyceride 
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Adenomen des Dickdarms und erhöhten LDL- und Cholesterinwerten entdeckt. Die HDL-

Werte waren bei jenen Versuchspersonen verringert (Bayerdörffer et al. 1993). Gleiche 

Ergebnisse konnten auch unter der Therapie mit Statinen abgeleitet werden. So verringerten 

sich die LDL-Serumwerte unter Statintherapie bei Patienten mit bereits bekannten 

Dickdarmadenomen. Verbunden damit war auch eine Inzidenzminderung der adenomatösen 

Polypen (Siddiqui et al. 2009).  

1.5.6. Leptin 
 

Bei der Substanz Leptin handelt es sich um ein aus Aminosäuren bestehendes Hormon, 

welches von Adipozyten gebildet wird. Die Freisetzung erfolgt bei ausreichender Nahrungs- 

bzw. Energiezufuhr. Leptin nimmt eine Appetit- und Gewichts-regulierende Position ein. 

Derzeit sind 6 Rezeptorisoformen für Leptin bekannt, wobei der Ob-Rb-Rezeptor, welcher im 

Hypothalamus lokalisiert ist, die größte Bedeutung besitzt (Tartaglia et al. 1995). Über eine 

Kopplung von Leptin an diesen Rezeptor erfolgt die Hemmung der Nahrungsaufnahme. 

Gleichzeitig hemmt Leptin das Neuropeptid Y im Hypothalamus, dessen Funktion in der 

Steigerung von Appetit besteht (Yokosuka et al. 1998; Niimi et al. 2001). Bei ungenügender 

Energiezufuhr mit der Nahrung sinken die Leptinspiegel und die gegensätzlichen Prozesse 

werden aktiviert. Im Allgemeinen korrelieren die Leptin-Serumwerte direkt mit der Masse 

des Fettgewebes beziehungsweise dem Body-Mass-Index (Tamakoshi et al. 2005; Meli et al. 

2004). Postmenopausal, durch die verminderte Östrogensynthese und der daraus 

resultierenden Hyperlipoproteinämie bedingt, steigt die Fettmasse häufig und somit die 

Leptinserumwerte. In Experimenten an ovariektomierten Ratten konnte gezeigt werden, 

dass unter E2-Substitution diese Effekte umgekehrt werden können. Eine Normalisierung der 

Leptinwerte auf ein physiologisches Niveau ist die Folge (Seidlová-Wuttke et al. 2010; Meli et 

al. 2004). Da weitere Studien allerdings gegenteilige Ergebnisse, das heißt eine Steigerung 

der Leptinspiegel im Serum unter Östrogensubstitution, erzielt haben, bedarf es weiterer 

Untersuchungen von Leptin und dessen Interaktion mit Östrogenen (Alonso et al. 2007; 

Machinal et al. 1999).  

1.5.7. Wirkung von Leptin auf das Colonepithel 

Nicht nur Leptin, sondern auch Karzinome wie das Colon-Karzinom korrelieren mit einer 

erhöhten Körperfettmasse (Tamakoshi et al. 2005). So wurde entdeckt, dass gesteigerte 

Serumleptinwerte mit einem dreifach erhöhten Risiko, an Dickdarmkrebs zu erkranken, 
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einhergehen (Stattin et al. 2004). Da für Leptin entsprechende Rezeptoren im normalen und 

adenomatös veränderten Colonepithel sowie eine proliferationssteigernde Wirkung auf jene 

Epithelschicht nachgewiesen wurden, kann ein Zusammenhang zwischen erhöhten 

Leptinwerten und einem gesteigerten Risiko für Dickdarmkrebs gesehen werden (Hardwick 

et al. 2001).  

1.5.8.Wirkung von Östrogenen auf die Serumlipide 
 

Wie schon länger bekannt, besitzt E2 nicht nur Aufgaben bezüglich der Reproduktion, 

sondern auch im Lipidmetabolismus. So wurde in Studien an intakten Ratten eine 

fettsenkende Wirkung dieses Steroidhormones aufgezeigt. Neben der Senkung des Serum-

Cholesterins findet durch E2 auch eine Verminderung von LDL und Triglyceriden im Blut statt. 

Hinzufügend sorgt E2 für eine Erhöhung des protekiven HDL (Parini et al. 2000). 

Postmenopausal erfolgt eine Steigerung des LDL-Cholesterins sowie die Abnahme von HDL 

(Jensen et al. 1990). In Studien an ovariektomierten Ratten konnte dargestellt werden, dass 

unter E2-Substitution eine Reduktion von HDL, LDL und Cholesterin resultiert (Kuller et al. 

1990; Liu D und Bachmann 1998). Die Verminderung von LDL ist durch eine gesteigerte 

Synthese des LDL-Rezeptors der Leber, stimuliert durch E2, zu begründen (Parini et al. 1997; 

Cooper et al. 1987). Jener Rezeptor führt zu einer vermehrten Aufnahme von LDL aus dem 

Blut (Parini et al. 2000). Das gleiche Prinzip dieser hypocholesterämischen Östrogenwirkung 

erfolgt auch prämenopausal. Einige Studien demonstrierten eine Erhöhung der Triglyceride 

nach der Ovariektomie durch Östrogene (Seidlová-Wuttke et al. 2010; Hamosh und Hamosh 

1975), andere zeigen keinen Einfluss auf die Triglyceride (Suda et al. 1998). Ähnliche Effekte 

konnten auch bei weiblichen, menschlichen Individuen aufgezeigt werden. Beispielweise 

führte die E2–Substitution bei  postmenopausalen Frauen zu einer Erhöhung der Triglyceride 

und einer Reduktion der LDL-Fraktion im Serum (Walsh et al. 1991).  

Aufgrund der Tatsache, dass HDL in Ratten die Rolle des dominanten Lipoproteins einnimmt 

und der LDL- Rezeptor hauptsächlich an Apo-E bindet, welches in diesen Tieren in HDL und 

LDL vorkommt, sinken nicht nur die LDL-Serumspiegel, sondern auch die HDL-Werte unter 

Östrogensubstitution. Im Gegensatz dazu besitzt der LDL-Rezeptor des Menschen eine 

geringere Affinität zu Apo-E. So sinkt bei diesen primär LDL (Lundeen et al. 1997; Windler et 

al. 1980). Ein weiterer Effekt der Östrogenwirkung ist die Steigerung des Katabolismus von 

LDL in der Leber.  
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                    Ratte                 Mensch 

Dominanter Lipoproteintyp                     HDL                    LDL 

Östrogenwirkung auf die 

Serumfettparameter  

                    LDL↓                    LDL↓ 

                    HDL↓                    HDL↑ 

          Triglyceride ↔              Triglyceride ↑       

 

Tabelle 1: Vergleich der Lipoproteine von Ratte und Mensch unter Östrogeneinfluss 

 

1.6. Ratte als Modell 

 

Schon seit längerer Zeit ist die Sprague-Dawley-Ratte (S.-D.-Ratte) ein beliebtes Tiermodell in 

Experimenten. Zum einen benötigt sie wenig Platz und Nahrungszufuhr, was die Haltung der 

Tiere in Käfigen erleichtert. Zum anderen hat die Ratte, wie seit längerem erforscht, dem 

Menschen ähnliche endokrine Regulationskreise. Durch eine kürzere Lebensspanne wird die 

Durchführung von Studien mit überschaubarem Zeitraum ermöglicht. So stellt die 

Ovariektomie (Ovx) weiblicher Ratten eine Möglichkeit dar, diese Tiere in einen 

postmenopausalen Zustand zu versetzen, ähnlich dem weiblicher menschlicher Individuen, 

was die Durchführung vergleichender Experimente zulässt (Liu D und Bachmann 1998). 

Aufgrund ähnlicher anatomischer und histologischer Verhältnisse der Ratte und des 

Menschen bestehen weiterhin Voraussetzungen für Untersuchungen entsprechender 

histologischer Gewebsveränderungen durch die jeweiligen eingesetzten Substanzen. Die bei 

Ratten erzielten Ergebnisse stellen somit eine Grundlage für die Übertragung möglicher 

Effekte auf den Menschen dar. 
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1.7. 20-Hydroxyecdyson 

 

Ecdyson ist ursprünglich als Häutungshormon von Insekten in den 1960er Jahren bekannt 

geworden (Karlson 1966). Aufgrund des Interesses, diese Vorgänge in Arthropoden zu 

untersuchen und entsprechende Insektizide zu entwickeln (Soriano et al. 2004), erfolgten 

weitere Nachforschungen, welche zur Identifizierung der chemischen Struktur von 20-

Hydroxyecdyson und weiteren Ecdysteroiden, vor allem in Pflanzen, führte (Dinan et al. 

2001).  

1.7.1. Struktur und Metabolisierung von 20-Hydroxyecdyson 
 

Da Ecdysteroide nicht nur in wirbellosen Tieren vorkommen, werden diejenigen Substanzen, 

welche in pflanzlichen Spezies nachgewiesen und extrahiert worden sind, als 

Phytoecdysteroide bezeichnet (Dinan et al. 2001). Bei dem in dieser Arbeit verwendeten 

Ecdysteroid handelt es sich um 20-Hydroxyecdyson, welches auch als β-Ecdyson bezeichnet 

und häufig als 20E abgekürzt wird. In dieser Doktorarbeit wird für die getestete Substanz die 

Bezeichnung Ecd verwendet. Chemisch besteht Ecd aus einem Cholesteringrundgerüst mit 

insgesamt 27 Kohlenstoffatomen. An dem Kohlenstoffatom in Position 17 ist eine 

Seitenkette angelagert. Hydroxylgruppen befinden sich sowohl am Grundgerüst sowie an 

den Seitenketten, was zu einer hohen Polarität von Ecd führt. Im Vergleich zu den sehr 

lipophilen Androgenen des Menschen resultiert daraus auch eine höhere Wasserlöslichkeit 

von Ecd, welche zusätzlich in einem schnelleren Metabolismus der Substanz resultiert (Dinan 

2009). 

 

 

 

 

Abb. 4: Strukturformel von 20-Hydroxyecdyson (Báthori und Pongrácz 2005, S.155) 

Ecd wird nicht im Körper von Säugetieren synthetisiert und ist somit nicht endogen 

vorhanden. β-Ecdyson bedarf deshalb einer Zufuhr mit der Nahrung (Dinan und Lafont 

2006). Vor allem Pflanzen, wie Spinat und Quinoa, enthalten einen hohen 
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Phytoecdysteroidanteil (Findeisen 2005; Zhu et al. 2001). Bei oraler Substitution von Ecd 

findet die Aufnahme in den Körper durch eine langsame Resorption im Darm statt. Maximale 

Blutkonzentrationen von Ecd sind 30 Minuten bis 2 Stunden nach Ingestion vorhanden 

(Slama und Lafont 1995). In Studien an Mäusen konnte gezeigt werde, dass Ecd auf dem 

Blutweg über die Vena portae zur Leber gelangt, wo dessen Metabolisierung zu etwa 55% 

stattfindet. Per Sekretion in die Galle und somit in den Darm erfolgt dann die Ausscheidung 

von Ecd mit den Faeces zu etwa 90% (Lafont et al. 1988; Hikino et al. 1972).  

1.7.2. Ecdysonrezeptor 
 

Insbesondere das Interesse an dem Häutungsprozess von Insekten, welcher unter dem 

Einfluss von Ecd steht, sowie die Tatsache, dass Jahrhunderte lang verwendete Kräuter der 

chinesischen Medizin und Futterpflanzen der Nutztierhaltung wie Luzerne einen hohen 

Ecdysteroidanteil besitzen (Hikino und Takemoto 1972; Slama und Lafont 1995), weckten das 

Interesse der Forscher, was in der Detektion des entsprechenden Ecdysteroidrezeptors in 

Arthropoden resultierte. Obwohl für Ecdyson diverse Effekte bei Säugern beobachtet 

werden konnten, wurde bei diesen bisher kein entsprechender Rezeptor detektiert (Dinan 

und Lafont 2006).  

1.7.3. Ecdysonwirkungen 
 

Bisher wurden verschiedene Effekte von Ecdysteroiden in Säugetieren und auch im 

Menschen beschrieben. Sie wirken hypoglykämisch und damit antidiabetisch (Kizelsztein et 

al. 2009; Yoshida et al. 1971), steigern die Proteinsynthese und haben eine anabole Wirkung 

durch Steigerung der Muskelmasse (Gorelick-Feldman et al. 2008; Syrov 2000). Die 

zunehmende Muskelmasse führt zu einer Erhöhung des Körpergewichtes (Seidlová-Wuttke 

et al. 2010). Hinzufügend resultieren eine stärkere Ausdauer sowie eine gesteigerte 

Myofibrillengröße im Muskel (Tóth et al. 2008). Im Gegensatz dazu erfolgt eine Reduktion 

des Fettgewebes (Seidlová-Wuttke et al. 2010). Weiterhin wurden, Ecdysteroid-vermittelt, 

antiarrhythmische und antiinflammatorische Effekte wie beispielsweise eine verstärkte 

Abwehr bronchopulmonaler Infekte detektiert (Kurmukov und Ermishina 1991; 

Najmutdinova und Saatov 1999). Der Mechanismus, durch den die positiven 

Ecdysonwirkungen erzielt werden, ist zurzeit noch nicht ausreichend erforscht. Aufgrund der 

Tatsache, dass Ecdysteroide sowohl schnelle Effekte innerhalb einer Stunde als auch 

verzögerte Effekte, welche mit einer Latenz von 42-72 Stunden auftreten können, 
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verursachen, muss sowohl ein nicht genomischer als auch ein genomischer Signalweg der 

Ecdysteroidwirkungen in Betracht gezogen werden (Todorov et al. 2000). Weitere 

Recherchen über den Wirkungsmechanismus in Säugetieren müssen deshalb erfolgen.  

1.7.4. Wirkung von Ecdysteroiden auf das Colon  
 

Der Einfluss von Ecdysteroiden auf den Dickdarm ist bisher nur in wenigen Studien 

untersucht worden. Im Allgemeinen sollen diese Substanzen jedoch einen antiapoptotischen 

Effekt in jenem Organ besitzen. Damit verbunden sind eine geringere Abstoßung des 

Dickdarmepithels sowie eine geringere Eliminierungsrate proliferierender Zellen (Oehme et 

al. 2006). In Untersuchungen an Keratinozyten erfolgte die Feststellung, dass Ecdysteroide 

deren Proliferation steigern (Dinan und Lafont 2006). Ähnliche Effekte könnten auch im 

Dickdarm durch eine vergleichbare Epithelauskleidung möglicherweise eine Rolle spielen. Da 

der Einfluss von Ecdysteroiden auf die Colonschleimhaut und deren Proliferationsaktivität 

bisher keinen großen Stellenwert in wissenschaftlichen Abfassungen fand, beschäftigt sich 

diese Arbeit mit dem Effekt von 20-Hydroxyecdyson auf die Proliferationsaktivität der 

Colonmukosa am Modell der Sprague-Dawley-Ratte. 

1.7.5.Wirkung von Ecdysteroiden auf Serumlipide und Leptin 
 

In Experimenten an Ratten konnte gezeigt werden, dass Ecd Einfluss auf den 

Lipidmetabolismus nimmt. So sinken der Cholesteringehalt in der Leber und im Blutserum 

unter wiederholter Ecd-Zufuhr sowie die Anzahl der freien Fettsäuren (Mironova et al. 1982; 

Catalan et al. 1985). Die Wirkung auf die Triglyceride im Serum kann nicht eindeutig 

aufgezeigt werden, da in einigen Studien eine Erhöhung der Serumtriglyceride durch 

Ecdysteroide erfolgt (Catalan et al. 1985), in anderen das Gegenteil (Hamden et al. 2008). 

Zusätzlich existieren Forschungsarbeiten, welche keinen Effekt durch Ecd auf die Triglyceride  

nachgewiesen haben (Seidlová-Wuttke et al. 2010). Weiterhin findet unter Ecd eine 

Reduktion sowohl des abdominellen als auch des prätibialen Fettdepots statt (Seidlová-

Wuttke et al. 2010). In Studien an Mäusen konnte weiterhin gezeigt werden, dass unter 

Substitution von Ecd eine Reduktion des Körpergewichtes resultiert. Dementsprechend 

könnte eventuell ein Zusammenhang zwischen reduziertem Körpergewicht und erniedrigtem 

Leptinspiegel bestehen, auf welchen allerdings in jenen Untersuchungen nicht eingegangen 

wurde (Kizelsztein et al. 2009). 
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Da bisher wenig über den Zusammenhang zwischen Ecd-Zufuhr und Leptinserumwerten 

bekannt ist, soll jener Aspekt in meiner Arbeit zusätzlich betrachtet werden. 

1.8.  Ziel dieser Arbeit 
 

Wie schon in einigen Forschungsarbeiten belegt, haben Östrogene in der postmenopausalen 

Therapie nicht nur erwünschte Effekte, sondern auch Nebenwirkungen. Somit besteht der 

Bedarf, eine Östrogen-wirkungsimitierende Substanz zu finden, welche diverse Organe, 

insbesondere den Dickdarm, positiv beeinflusst und negative Effekte reduziert. 

Dementsprechend war für die Studie bedeutend, den Einfluss von Ecd auf die Schleimhaut 

des Colons zu beurteilen. Da keine definitiven Aussagen über die optimale Substanzmenge 

von Ecdysteroiden vorliegen, fanden verschiedene Dosierungen von Ecd Anwendung. Das 

somit gesetzte Ziel besteht darin, nach dreimonatiger per os (p.o.) Substitution über das 

Futter, die Wirkungen von 20-Hydroxyecdyson auf histologische Aspekte des Colons 

ovariektomierter S.D.-Ratten mit denen von Östradiol zu vergleichen. Ferner sollte die 

Beeinflussung der Serumfettparameter durch die entsprechenden Testsubstanzen aufgezeigt 

werden. Sollte Ecd einen östrogenartigen Einfluss auf die Colonmukosa sowie auf die 

Serumlipide besitzen, könnte dieser Wirkstoff eventuell eine neue Therapiemöglichkeit in 

der Behandlung klimakterischer Beschwerden und der Prävention proliferativer Prozesse des 

Dickdarms darstellen.  
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2. Material und Methoden 
 

2.1. Versuchsdurchführung 
 

Für die Versuchsdurchführung lag eine Genehmigung  der Bezirksregierung Braunschweig 

vor (Az 33.42502-082/06). Es wurden hierfür 82 weibliche Sprague–Dawley–Ratten (S.-D.-

Ratten) verwendet, welche von der Firma Winkelmann, Borchen, stammten. Jene erhielten 

eine Zuteilung in Gruppen, wobei sich jeweils 6 Tiere einen Käfig (Makrolonkäfig Typ IV) 

teilten. Die Raumbeleuchtung erfolgte von 6 bis 18 Uhr bei einer ständigen Raumtemperatur 

von 23°C sowie einer relativen Luftfeuchtigkeit von 55 %. Für die Nahrungsaufnahme 

standen sojafreies-Pellet-Futter der Firma SNIFF und Wasser zur Verfügung. Eine 

Unterteilung der Ratten in die diversen, für die Durchführung des Versuches notwendigen 

Futtergruppen, erfolgte im Alter von drei Monaten. 

Zu diesem Zeitpunkt war es, im Sinn des geplanten Versuches, nötig, einige der S.-D.-Ratten 

zu ovariektomieren und alle Tiere zu Transpondern. Hierfür wurden diese unter 

Isoflurannarkose narkotisiert. Bei dem Transponder handelte es sich um ein Transponder-

MICRO-UNO-ID-System, welches subkutan implantiert wurde um eine spätere 

Identifizierung zu ermöglichen. Das durchschnittliche Gewicht eines Tieres betrug 255,8 ± 

6,4 g. 

Anschließend wurden die Tiere in 7 Gruppen zu jeweils 12 bzw. 10 Tieren gleicher 

Gewichtsverteilung zugewiesen und in Käfigen zu je 6 Tieren gehalten. Dabei standen den 

einzelnen Gruppen unterschiedliche Futter  der Firma SSNIFF zur Verfügung: 

 Sojafreies Futter 

 Östradiol-haltiges Futter  (10 g/ kg Futter) 

 Ecd -haltiges Futter  (1 g/ kg Futter) 

 Ecd -haltiges Futter  (3 g/ kg Futter) 

 Ecd -haltiges Futter (6 g/kg Futter). 

Im Verlauf wurde wöchentlich die Menge an gefressenem Futter sowie das Gewicht der 

Ratten bestimmt und die Wassermenge kontrolliert.   
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Die Aufzeichnung der Futteraufnahme ermöglichte später einen Vergleich zwischen 

einzelnen Versuchsgruppen. Die folgende Tabelle bezieht sich auf die mittlere 

Futteraufnahme pro Tier über den gesamten Versuch. Dabei wurden diese Daten zusätzlich zur 

Berechnung der durchschnittlichen Substanzaufnahme eines jeden Tieres pro Tag 

herangezogen.  

          Substanz und Tiergruppe            Futteraufnahme 

              (g/Tier/Tag) 

     Substanzaufnahme   

            (mg/Tier/Tag) 

  Sojafreies Futter, ovx                    17,32                _____ 

  Sojafreies Futter, intakt                    15,09                _____ 

  Östradiol (10 g/kg Futter),  ovx                    15,92                   _____ 

  Ecd (1 g/ kg Futter), ovx                    18,02                          18 

  Ecd  (3 g/kg Futter), ovx                    18,86                    57 

  Ecd  (6 g/kg Futter), ovx                    19,30                  116 

  Ecd  (3 g/kg Futter), intakt                    16,16                   48 

 

Tabelle 2:  tägliche Futter- und Substanzaufnahme 

Aus der Messung der wöchentlich festgehaltenen Tiergewichte konnten die 

Durchschnittsgewichte der Ratten pro Futtergruppe sowie der Gewichtsverlauf der 

einzelnen Gruppen bestimmt werden. 

Im Alter von 6 Monaten erfolgte unter CO2-Inhalationsnarkose die Dekapitation. Das Blut 

jedes Tieres wurde über einen Trichter aufgefangen und anschließend auf Eis gekühlt. Für 

die spätere Serumbestimmung erfolgte zusätzlich dessen Zentrifugierung. Anschließend 

wurden die benötigten Organe entnommen. So fand für diese Arbeit der rektosigmoidale 

Anteil des Colons jeder Ratte Verwendung.  Diese Organe wurden sofort nach der Obduktion 

in 10 %igem Formalin für 72 Stunden aufbewahrt. Für den weiteren Gebrauch mussten die 

histologischen Präparate entwässert und fixiert werden. Dazu wurden die in Einbettkästen 

aufbewahrten Schnitte mit Hilfe einer Zitadelle (Leica TP 1020) nacheinander in 

verschiedene Alkohol-, Xylol- und Paraffinlösungen getaucht und aufbewahrt. Die 

aufsteigende Alkoholreihe diente zur Entwässerung, das Paraffin zur Stabilisierung der 

Organe (siehe Schema der Organentwässerung Tabelle 3 Seite 27). 
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Substanz Einwirkzeit 

50%iger Alkohol 1 Std 

75%iger Alkohol 1 Std 20 Min 

75%iger Alkohol 1 Std 20 Min 

96%iger Alkohol 1 Std 20 Min 

96%iger Alkohol 1 Std 20 Min 

100%iger Alkohol 1 Std 20 Min 

100%iger Alkohol 1 Std 20 Min 

100%iger Alkohol 1 Std 20 Min 

Xylol 1 Std 20 Min 

Xylol      1 Std 20 Min                                                              

Paraffin    1 Std 

Paraffin     1 Std 

                                                

Tabelle 3:  Schema der Organentwässerung  

 

Die Einbettkästen wurden, nachdem sie aus der Zitadelle kamen, bis zur endgültigen 

Fixierung in einem Wärmeschrank bei 56-62°C (Fa: Schütt Labortechnik, GFL 7601) 

aufbewahrt. Nacheinander wurden die vorbehandelten Organteile in einen Paraffinblock 

gegossen (EG 1160, Leica). Später wurden die paraffinfixierten noch eingefrorenen Schnitte 

der Organe mit Hilfe eines Mikrotoms (Leica Model RM 2135) in Schichten von 3-5 μm Dicke 

geschnitten und auf einen Objektträger (Menzel+Superfrost Plus) aufgebracht. Für jedes Tier 

wurden 10 Objektträger angefertigt.  

2.2. Hämatoxylin- Eosin- Färbung (HE-Färbung) 
 

Im Anschluss daran wurden jeweils 2 dieser 10 Objektträger einer HE-Färbung unterzogen.   

Diese bestand aus einer absteigenden Alkoholreihe, der eigentlichen Färbung und einer 

aufsteigenden Alkoholreihe. Zu Beginn wurde durch eine Probefärbung die optimale 

Färbungszeit ermittelt. Für Hämatoxylin betrug sie 25 Sekunden und für Eosin 30 Sekunden. 

Der detaillierte Färbevorgang wird unter 6.4.1. auf Seite 62 dargestellt. 
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2.3. Immunhistochemische Färbung (PCNA- Färbung) 
 

Des Weiteren wurde eine PCNA- Färbung durchgeführt. Dafür wählte man  4 Tiere einer 

Gruppe aus, von denen jeweils 2 Objektträger (nach der Dekapitation wurden von jedem 

Tier 10 Objektträger angefertigt) angefärbt wurden. Jene Färbung beinhaltete zwei Schritte, 

wobei das anfängliche Vorgehen der Fixierung, Deparaffinierung sowie der besseren 

Präsentation der Antigene diente. In dem zweiten Schritt erfolgte die eigentliche Färbung, 

welche mit einer absteigenden Alkoholreihe begann, auf die der Färbevorgang mit Hilfe von 

Antikörpern (mouse monoclonal IgG2a, clone PC10, Fa. Santa Cruz Biotechnology, CA, USA; 

rabbit/mouse, Fa. Dako) folgte und mit einer aufsteigenden Alkoholreihe endete 

(detaillierter Färbevorgang siehe 6.4.2. Seite 63).  

Die Präparate der PCNA- Färbung wurden mir zur Verfügung gestellt. 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                                                                                (=50µm) 

                                                                                     

 

 

 

Abb. 5: Vergrößerte Darstellung der Kryptenbasis zur Demonstration der PCNA-positiv  

              angefärbten Zellen (dunkelbraun) (Vergrößerung 20x; PCNA)  
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2.4. Auswertung der histologischen Colonschnitte 
 

Die gefärbten Präparate konnten nun mit Hilfe eines Zeiss Axiophot-Mikroskops, welches 

über eine digitale Fotokamera an ein Rechnersystem angeschlossen war, beurteilt und 

ausgemessen werden. Das Softwareprogramm der Fa. Olympus, Münster (Softwer Imaging 

System= SIS) wurde zur Messung und Evaluierung verwendet.  

Als Erstes wurden die Objektträger der HE-Färbung bezüglich der Mukosaschichtdicke 

ausgewertet, welche über die Messung der Kryptenlänge ermittelt wurde. Da pro Tier zwei 

Objektträger angefertigt wurden, war es möglich, beide Präparate vor der Messung optisch 

unter dem Mikroskop zu vergleichen um das Bessere auszuwählen. Für die Wahl des später 

gemessenen Präparates waren mehrere Kriterien von Bedeutung. So war es wichtig, dass die 

Colonquerschnitte vollständig, d.h. wenn möglich nicht zerrissen waren. Ein weiteres 

Entscheidungskriterium für eines der zwei Präparate war die Art der angeschnitten 

Mukosakrypten. Da in der späteren Messung die Mukosadicke bestimmt werden sollte, war 

es von Wichtigkeit, die Krypten im Längsschnitt zu messen. Deshalb stellten zu viele 

Kryptenquerschnitte ein Negativkriterium dar. Da auch Luftblasen unter dem Deckglas des 

Objektträgers Messungen nicht ermöglichen, beziehungsweise erschweren, wurden diese 

Objektträger der Messung ausgeschlossen oder neu gedeckelt. Schließlich stand für jedes 

Tier ein Objektträger zur Messung der Mukosaschichtdicke zur Verfügung. Jedes Präparat, 

d.h. Colonquerschnitt, wurde imaginär in vier Quadranten aufgeteilt.  

 

 

 

 

 

 

                                                                                                (=500µm) 

Abb. 6:  Aufteilung eines Colonquerschnittes in 4 Quadranten ( Vergrößerung 3,125 x;                            

             HE- Färbung) 
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Pro Quadrant wurden 10 Längenmessungen durchgeführt, sodass für jeden Objektträger 40 

Messungen zur Verfügung standen. Aus diesen Werten sind die jeweiligen Mittelwerte pro 

Quadrant sowie der Gesamtmittelwert der Mukosaschichtdicke aus den vier Quadranten-

mittelwerten bestimmt worden.  

                                                                                                                                             

 

                                                                                                                                             

 

 

 

                                                                                                                                             

                                                                                                                           (=500µm) 

Abb. 7: 10 Messungen in einem Quadranten (Vergrößerung 3,125 x; HE-Färbung) 

Daran anschließend erfolgte die Auswertung der Objektträger der PCNA- Färbung. Diese 

Färbung ermöglicht die Detektierung proliferierender Zellen, da diese durch die Färbung in 

der S-Phase konserviert werden. Bei den Colonschnitten wurde die Anzahl der PCNA- 

positiven Zellen bestimmt. Hierbei wurden die angefärbten Zellen unter dem Axiophot- 

Mikroskop aufgesucht und deren Anzahl mit dem Handzähler Assistent bei 20-facher 

Vergrößerung bestimmt. Das Ziel war es, aus 500 gezählten Zellen die Anzahl der PCNA-

Positiven zu ermitteln. Hierfür wurden die Präparate erneut imaginär in vier Quadranten 

aufgeteilt. Dem entsprach eine Zellzählung von 125 Zellen pro Quadrant. Dieses Vorgehen 

war nötig, da in einigen Quadranten sehr viele Zellen positiv gefärbt waren und in anderen 

waren keine angefärbten Zellkerne vorhanden. Daraus resultierend ist das Vergleichen der 

Präparate im Sinn der statistischen Aspekte möglich. Aus den gewonnenen Werten konnte 

folglich die Anzahl der positiven Zellen von 500 Zellen in % bestimmt werden. Für diese 

Auswertung standen pro Futtergruppe 4 Tiere mit je 2 gefärbten Objektträgern zur 

Verfügung.  
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2.5. Bestimmung der Serumlipide 

Weiterhin wurden einige Serumparameter bestimmt. Dafür separierte man das Serum aus 

dem Blut, welches man bei der Dekapitation der Ratten gewonnen hatte. Da kein Serum zu 

Beginn des Versuches entnommen wurde, stehen nur die Daten der Kontrolltiere für die 

vergleichende Auswertung am Ende des Versuches zur Verfügung. Als Parameter wurden 

Cholesterin, Triglyceride, High-Densitiy-Lipoprotein (HDL), Low-Density-Lipoprotein (LDL) 

und Leptin bestimmt. Die Bestimmung dieser Werte erfolgte enzymatisch fluorometrisch mit 

dem Gerät HITACHI 9/02 der Firma Hoffmann - La Roche, Mannheim.  

2.6. Auswertung mit dem Computer 

Die statistischen Werte wurden unter Anwendung des Computerprogramms PRISM 

errechnet und das Signifikanzniveau auf p < 0,05 festgelegt. Die statistische Auswertung 

erfolgte mit Hilfe einer Varianzanalyse durch multiplen T-Test nach Dunnett. 

Zusätzlich erfolgten Korrelationsuntersuchungen bezüglich der Anzahl der PCNA-positiven 

Zellen und den Gesamt- Serumfettparameter mithilfe des Programmes GraphPad Prism4. 
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3. Ergebnisse 
 

Für den Vergleich der Versuchsgruppen werden alle Ergebnisse den Werten der 

Kontrollgruppe (KO), welche der Versuchsgruppe ovx,sf entsprach, gegenübergestellt. 

3.1. Körpergewicht 

 

Effekt von sojafreiem Futter, β-Ecdyson und E2 (3 Monate im Futter bei  S.-D.-Ratten) auf: 

Körpergewichte 
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Abb. 8:  Die Körpergewichte der ovx Kontrolltiere waren signifikant höher als die, der 
intakten Tiere. Auch die Gabe von E2- haltigem Futter reduzierte das Körpergewicht im 
Vergleich zu den Kontrolltieren. Die geringfügige Gewichtsteigerung unter Ecd-Gabe war 
statistisch nicht signifikant. *p< 0.05 versus ovx,sf          

Die mit E2 behandelten ovx Tiere, sowie die intakten Tiere, welche sojafreies Futter oder 

Ecd48 bekamen, waren signifikant leichter als die Kontrolltiere. Die Behandlung der ovx  

Tiere mit Ecd ergab stattdessen keinen signifikanten Effekt auf das Körpergewicht. 
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3.2. Futteraufnahme 

 

Effekt von sojafreiem Futter, β-Ecdyson und E2- haltigem Futter (3 Monate  bei S.-D.-

Ratten) auf:  Futteraufnahme im Verlauf  
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Abb. 9:  Die mit Ecd behandelten Tiere nahmen im Verlauf annähernd die gleiche Menge an 
Futter zu sich, während die Futteraufnahme bei den E2- Tieren nach der Ovariektomie 
deutlich geringer war. Nach einem Zeitraum von 3 Wochen nach der Ovariektomie nahm die 
Gruppe ovx,E2 wieder annähernd so viel Futter zu sich wie die Tiere, denen Ecd zur 
Verfügung stand, sodass die unterschiedlichen Versuchsgruppen bezüglich der 
Futteraufnahme zum Ende des Versuchs ausgeglichen waren. Im Vergleich zu den ovx Tieren 
fraßen die intakten Tiere durchschnittlich weniger Futter. Gegen Ende des Versuches 
entsprach die Futteraufnahme dieser Tiere der der anderen Versuchsgruppen. 
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3.3. Ergebnisse der Messungen im Colonepithel  

3.3.1 Mukosaschichtdicke des Colons 

 

Effekt von sojafreiem Futter, β-Ecdyson und E2 (3 Monate im Futter bei S.-D.- Ratten) auf:  

Mukosaschichtdicke 
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Abb. 10: Keine der angewendeten Substanzen hat einen signifikanten Einfluss auf die Dicke 
der Mukosa.  *p< 0,05 vs. ovx, sf 

Bezüglich der Wirkung auf die Schichtdicke der Mukosa im Colon ist keine signifikante 

Wirkung eines bestimmten Futterzusatzes vorhanden.  

Die Präparate der einzelnen Versuchsgruppen zeigten keine histologischen Auffälligkeiten.  
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3.3.2.  Zellproliferation 

 

 

 

 

                                                                                                                                                 PCNA- 

                                                                                                                                                Positive 

                                                                                                                                                  Zelle 

 

 

 

 

 

                                                                                                                                             

                                                                                                                                            (=50µm)  

 

Abb. 11:  Colon-Zellproliferation; ovx, Ecd 116;  Vergrößerung 20 x; PCNA 

In Abbildung 11, einem histologischen Präparat der Gruppe ovx, Ecd 116, welches der PCNA-
Färbung unterzogen wurde, sind die PCNA-positiven Zellen in dem für diese Färbung 
typischen, dunklen Braunton angefärbt. In dieser Versuchsgruppe war im Vergleich zu allen 
anderen Versuchsgruppen die größte Anzahl PCNA-positiv angefärbter Zellen vorhanden 
(vergleiche Abb.12). In der dargestellten 20-fachen Vergrößerung erfolgte bei jedem 
Präparat, welches mittels PCNA-Färbung bearbeitet wurde, die Zellzählung. 
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Effekt von sojafreiem Futter, β-Ecdyson und E2 (3 Monate im Futter bei S.- D.-Ratten) auf: 

proliferierende Zellen in der Mukosa des Colons 
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Abb. 12: β-Ecdyson stimulierte dosisunabhängig die Proliferation der Zellen. Die Steigerung 
der Zellproliferation aller Versuchsgruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe war bis auf die 
Gruppe intakt,sf signifikant. *p< 0,05 versus ovx,sf 

Im Vergleich zur Kontrollgruppe erbrachten alle Substanzgruppen mit Ausnahme der Gruppe 

intakt,sf eine signifikante Steigerung der Zellproliferation. Die größte Proliferation fand bei 

der Gruppe ovx,Ecd 116 sowie der Gruppe ovx, Ecd 18 statt. Ecd 48 bei den intakten Tieren, 

Ecd57 bei den ovx Tieren und E2 bei den ovx Tieren substituiert, entsprachen ungefähr 

gleichen Werten bezüglich der PCNA-positiven Zellen und waren zusätzlich signifikant erhöht 

im Vergleich zur KO. Bei den ovx Tieren, bei welchen Ecd dem Futter zugesetzt war, zeigte 

sich mit steigender Ecd-Konzentration ein U-förmiger Verlauf der PCNA-positiven Zellen in %.  
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3.4. Bestimmung der Serumlipide 

3.4.1. Serumcholesterin 

 

Effekt von sojafreiem Futter, β-Ecdyson und E2 (3 Monate im Futter bei S.-D.- 

                   Ratten) auf: Serumcholesterin                    
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Abb. 13: Die mit E2- behandelten Tiere zeigten eine deutliche, signifikante Abnahme des 
Serumcholesterins. Eine signifikante Senkung des Cholesterinspiegels fand weiterhin bei 
beiden intakten Versuchsgruppen, sowie bei der Gruppe ovx, Ecd 18 statt. *p>0,05 versus 
ovx,sf 

Bei den beiden anderen ovx Gruppen, denen Ecd zur Verfügung stand, zeigte sich kein 

signifikanter Unterschied im Vergleich zur KO. E2 senkte den Serumcholesterinspiegel auf ein 

Drittel im Vergleich zu der KO.  
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3.4.2. Low-Density-Lipoprotein (LDL)  

 

Effekt von sojafreiem Futter, β-Ecdyson und E2 (3 Monate im futter bei S.-D-Ratten)  auf: 

LDL 
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Abb. 14: Bis auf die Gruppen Ecd 57 und Ecd 116 senkten die getesteten Substanzen in allen 
anderen Versuchsgruppen die LDL-Serumspiegel signifikant.  *p< 0,05 versus ovx, sf 

Eine sehr starke Senkung des LDL- Spiegels auf 5%, im Vergleich zu den Werten der KO, fand 

durch E2 statt. Bei den intakten Tieren erfolgte eine signifikante Reduktion der LDL-Werte auf 

ca. zwei Drittel im Vergleich zu den Serumwerten der KO. Bei der Betrachtung der LDL-Werte 

der KO und der Gruppe ovx, Ecd 18 waren auf 80% reduzierte LDL-Serumwerte durch Ecd 

festzustellen. Diese Verringerung der LDL-Serumwerte entsprach dem Signifikanzniveau. Die 

mittlere und höchste Ecdysonkonzentration erbrachten bei den ovx Tieren keinen 

signifikanten Effekt auf die LDL im Vergleich zu KO.  
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3.4.3. High-Density- Lipoprotein (HDL) 

 

Effekt von sojafreiem Futter, β-Ecdyson und E2 (3 Monate im Futter bei S.-D-Ratten) auf: 

HDL 
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Abb. 15:  Eine signifikante Senkung von HDL wird bei der Gruppe ovx, E2 und den intakten 
Tieren mit sojafreiem Futter deutlich. Ecd 57 und Ecd 116 bei den ovx Tieren führten zu einer 
signifikanten Steigerung der HDL- Werte.   *p< 0,05 versus ovx, sf  

Die beiden anderen Versuchsgruppen wiesen keinen signifikanten Einfluss auf HDL auf. Die 

Senkung des HDL-Spiegels durch E2 entsprach einer Verringerung des HDL-Wertes auf 16% 

im Vergleich zur KO. 
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3.4.4.  Triglyceride 

 

Effekt von sojafreiem Futter, β-Ecdyson und E2 (3 Monate im Futter bei S.-D.-Ratten)  auf: 

Serum-Triglyceride 
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Abb. 16: E2 führte zu einer signifikanten Steigerung der Triglyceride.  *p< 0,05 versus ovx, sf 

E2 steigerte die Triglyceridkonzentration im Serum auf annähernd die doppelte Menge im 

Vergleich zur Kontrollgruppe. Alle anderen Versuchsgruppen zeigten keine signifikanten 

Veränderungen der Serumtriglyceride.  
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3.4.5.  Leptin 

 

Effekt von sojafreiem Futter, β-Ecdyson und E2 (3 Monate im Futter bei S.-D.- Ratten) auf: 

Leptin 
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Abb. 17: Bis auf Ecd 116 senkten alle Substanzen den Leptinspiegel signifikant.                      
*p< 0,05 versus ovx, sf 

Zu einer starken Verringerung des Leptinsspiegels im Serum um über 50 % im Vergleich zur 

Kontrollgruppe führte besonders das sojafreie Futter und Ecd 48 bei den intakten Tieren 

sowie E2 bei den ovx Tieren. Bei den ovx Tieren mit Ecd 18 und Ecd 57 verringerte sich der 

Serumleptinspiegel auf etwa zwei Drittel der Kontrollgruppe. Bei der Gruppe ovx, Ecd 116 

stellte sich keine signifikante Reduktion der Leptinwerte dar. 
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3.4.6. Korrelationsanalyse: Abhängigkeit von PCNA-positiven Zellen und den einzelnen 

Serumfettparametern 

 

Für die Korrelationsuntersuchungen wurde der Zusammenhang zwischen PCNA-positiven 

Zellen und den einzelnen Gesamt-Serumfettparametern untersucht. Hierbei zeigte sich in 

keiner Analyse eine signifikante Abhängigkeit der PCNA-positiv angefärbten Colon- 

Epithelzellen von den unterschiedlichen Serumfettparametern. Aus diesem Grund verzichte 

ich in meiner Arbeit auf die Darstellung der einzelnen Graphen.
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4. Diskussion 
 

4.1. Studienziel 
 

Im Mittelpunkt dieser Arbeit stand die Untersuchung der Wirkung von 20-Hydroxyecdyson 

(Ecd), einem Phytoecdysteroid, und 17β-Östradiol (E2) auf das Dickdarmepithel der 

ovariektomierten Sprague-Dawley-Ratte (S.-D.-Ratte). Die Wirkung auf die Mukosa des 

Colons während der weiblichen Menopause kann somit verglichen werden. So findet in 

dieser Lebensphase der Frau aufgrund des Östrogendefizites eine Zunahme neoproliferativer 

Läsionen im Dickdarmepithel statt. Aufgrund der unterschiedlichen Dosierungen der 

Testsubstanzen in den Versuchsgruppen, können vergleichende Untersuchungen bezüglich 

der epithelialen Zellschicht des Dickdarms durchgeführt werden. Das hierbei gesetzte Ziel 

bestand in der Ermittlung der optimalen Substanzmenge von Ecd um protektive Wirkungen 

im Dickdarmepithel zu erzielen, wie sie schon für E2, innerhalb einer Hormonersatztherapie 

(HRT) während der Menopause substituiert, aufgezeigt wurden (Hoffmeister et al. 2007). 

Sollten die Versuchsergebnisse ähnliche Wirkungen von Ecd und E2 ergeben, so könnte Ecd 

in der Konsequenz zur Vorbeugung von neoproliferativen Prozessen im Colon Verwendung 

finden. Weiterhin sollten die Effekte von Ecd und E2 auf die Serumlipide der S.-D.-Ratte 

dargestellt werden. Für beide Substanzen sind bisher fettsenkende Effekte auf diese Werte 

bewiesen (Parini et al. 2000; Catalan et al. 1985). Inwiefern die Ergebnisse mit denen, bisher 

durchgeführter Untersuchungen, übereinstimmen, sollte in dieser Arbeit eruiert werden.  

4.2. Körpergewicht und Futteraufnahme 
 

Während der gesamten Versuchsdurchführung stand den Tieren Futter und Wasser ad 

libitum zur Verfügung. Bis zur Ovariektomie (Ovx) bekamen alle Tiere sojafreies Futter. Da 

Soja üblicherweise Bestandteil von Pelletfutter für Ratten ist und jenes Phytoöstrogene wie 

Genistein und Daidzen enthält, war diese Prozedur nötig. Wie der Name schon beinhaltet, 

erzielen Phytoöstrogene Wirkungen wie Östrogene und koppeln auch an entsprechende 

Rezeptoren (Wuttke et al. 2009). Da E2 als Futterzusatz in einer Versuchsgruppe eingesetzt 

werden sollte, verwendeten wir sojafreies Futter, um diesen Wirkungen bzw. verfälschenden 

Effekten von Genistein und Daidzen entgegenzuwirken. Vom Zeitpunkt der Ovx bekamen alle 

Versuchsgruppen Futter p.o. über einen Zeitraum von drei Monaten. Als Kontrollgruppe (KO) 

wurden fortan die ovariektomierten (ovx) Tiere mit sojafreiem Futter angesehen. Im 
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Allgemeinen reduzierte sich die Futteraufnahme in allen Versuchsgruppen in der ersten 

Woche nach der Entfernung der Ovarien, was mit dem postoperativen Stress nach diesem 

Eingriff begründet werden kann. Wie schon in einigen Studien erwiesen, nehmen die ovx 

Tiere ab der ersten Woche nach Ovx im Vergleich zu den intakten Tieren mehr Futter zu sich 

(Landau und Zucker 1976).  Physiologisch wird die gesteigerte Futteraufnahme durch eine 

vermehrte Synthese des appetitanregenden Neuropeptid Y verursacht (Meli et al. 2004). 

Während bei den mit Ecd behandelten Tieren die Aufnahme des Futters nur geringfügig 

rückläufig war, reduzierte sich die Nahrungsaufnahme bei den mit E2 behandelten Tieren in 

der ersten Woche nach der Ovariektomie drastisch auf etwa 5g pro Tier/Tag. Im Vergleich 

dazu fraßen die Tiere, bei welchen Ecd im Futter enthalten war, mit ca. 16g/Tier/Tag etwa 

das Dreifache. Die Reduktion der Futteraufnahme unter E2 stimmt mit Beobachtungen 

anderer wissenschaftlicher Forschungsergebnisse überein (Ferreri und Naito 1978). Ecd 

scheint somit zur Bewältigung des postoperativen Stresses in größerem Maße beizutragen 

als E2. Gegen Ende des Versuchsaufbaus zeigte sich eine Annäherung der Futteraufnahme in 

den einzelnen Versuchsgruppen, wie sie bereits in einigen Forschungsarbeiten belegt wurde 

(Landau und Zucker 1976). So betrug die durchschnittliche Pellettfuttermenge ca. 18 

g/Tier/Tag.  

Inwiefern sich die Futteraufnahme auf das Körpergewicht (KG) auswirkt, war ein weiterer 

Betrachtungspunkt meiner Arbeit. In vielen Studien konnte eine Steigerung des KG durch 

Ovx dargestellt werden (Chu et al. 1999; McElroy und Wade 1987). Vergleicht man die 

Gewichte der intakten Tiere im jetzigen Versuch mit denen der ovx Tiere, so zeigt sich ein 

signifikanter Unterschied mit einem erhöhten Gewicht der ovx Tiere. Wogen die intakten, sf 

Tiere am Ende des Versuches durchschnittlich 274,7g, so betrug das KG der KO 324,7g. 

Diesbezüglich stimmen die Resultate mit denen bisher erzielter Studienergebnisse überein 

(Meli et al. 2004; McElroy und Wade 1987). Substituiert man E2, wie es auch als HRT in der 

Menopause stattfindet, zeigen wissenschaftliche Ergebnisse eine Reduktion des KG, welches 

sogar dem prämenopausalen Niveau entsprechen kann (Meli et al. 2004). Ursächlich wird 

eine Steigerung der körperlichen Aktivität durch E2 gesehen sowie eine reduzierte 

Futteraufnahme durch jene Substanz (Stern und Murphy 1972; Landau und Zucker 1976). In 

der Menopause sowie postmenopausal reduziert sich die körperliche Aktivität durch das 

Östrogendefizit. Jene physiologische Aktivitätsminderung kann anscheinend durch E2- 
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Substitution kompensiert werden. Vergleicht man die KO mit E2, so wies die zuletzt genannte 

Gruppe mit 274,5g im Mittel ein signifikant niedrigeres KG auf. Im Vergleich mit den 

intakten, sf Ratten war das KG der E2-Tiere sogar gleich. Somit sind die Versuchsergebnisse 

mit denen vorheriger Studien kongruent. Der Vergleich der KO mit den Tieren, denen Ecd zur 

Verfügung stand, zeigte keinen großen Unterschied bzw. eine Tendenz zu höheren KG mit 

steigender Ecd-Konzentration. Obwohl das KG mit 344,5g bei Ecd116 im Vergleich zur KO 

deutlich erhöht ist, entsprach es nicht dem Signifikanzniveau. Bis zum jetzigen Zeitpunkt 

besteht ein Defizit in der Dokumentation bezüglich des Zusammenhanges von Ecd-Gabe und 

KG. Lediglich ein anaboler Effekt von Ecd konnte bisher aufgezeigt werden, welcher bis zum 

jetzigen Zeitpunkt im Detail nicht identifiziert ist. So besteht die Möglichkeit, über den Anteil 

der Fett- und Muskelmasse des Individuums Rückschlüsse auf das Körpergewicht zu 

gewinnen. Diesbezüglich erfolgte in einer Studie der Nachweis, dass Ecd den Anteil der 

Muskelmasse erhöht sowie das paratibiale und intraabdominale Fettdepot reduziert 

(Seidlová-Wuttke et al. 2010). Dementsprechend wird das erhöhte Gewicht der KO durch 

eine erhöhte Fettmasse hervorgerufen. Im Gegensatz dazu führt die Substitution von Ecd zu 

einer gesteigerten Muskelmasse, was bedeuten würde, dass unter Ecd116 der Muskelanteil 

unter allen Versuchsgruppen am höchsten ist. Dieser Nachweis konnte schon in einer 

Doktorarbeit an Ratten erbracht werden (Ehrhardt 2009). Inwiefern Ecd Einfluss auf den 

Anteil der Muskel- und Fettmasse in postmenopausalen Frauen nimmt, ist bisher in Studien 

nicht eruiert worden. 

4.3. Einfluss von Östradiol und Ecdyson auf die Mukosa des Colons    

4.3.1. Mukosaschichtdicke 
 

Physiologisch ist die Mukosa des Colons verantwortlich für die Wasser- und 

Elektrolytresorption. Die Anwesenheit von Becherzellen und deren Muzinproduktion führt 

dazu, dass der Darminhalt gleitfähiger wird. Da der Dickdarm ein E2-sensitives Organ ist, 

kann das postmenopausale Östrogendefizit dessen Funktion stören. Ebenso führen 

neoproliferative Prozesse, wie Adenome, welche eine steigende Inzidenz in der Menopause 

und danach erfahren, zu Veränderungen innerhalb des Colonepithels, welche mit einer 

Dysfunktion des betreffenden Dickdarmabschnittes einhergehen. Ausgangspunkt für die in 

dieser Arbeit durchgeführte Mukosadickenmessung war die Annahme, dass neoproliferative 
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Vorgänge zu Beginn mit einer Hyperproliferation einhergehen, welche sich in einer 

gesteigerten Mukosadicke des Dickdarmes wiederspiegeln (Wong und Wright 1999). 

Im Allgemeinen konnten in bisherigen Forschungsergebnissen eine altersbedingte 

Proliferationssteigerung sowie eine verminderte Apoptoserate im Colonepithel detektiert 

werden (Xiao et al. 2001). Schlussfolgernd stellen diese physiologischen Prozesse einen 

wichtigen Ausgangspunkt dar, welcher durch das postmenopausale E2- Defizit und das damit 

zusätzlich vorhandene Risiko für Dickdarmkrebs an Bedeutung gewinnt. Da nur wenig 

Einfluss auf die altersbedingten Vorgänge genommen werden kann, müssen die durch  

Östrogenmangel erzeugten Effekte reduziert werden. Dies kann durch eine HRT erfolgen, 

welche in dieser wissenschaftlichen Arbeit durch E2- und Ecd- Substitution nachvollzogen 

werden sollte.     

Bei der Betrachtung der Messwerte, welche bezüglich der Mukosaschichtdicke ermittelt 

wurden, fällt auf, dass die KO im Vergleich zu allen anderen Versuchsgruppen die stärkste 

Dicke mit durchschnittlich 205,6µm aufwies. Die Gruppe intakt, sf zeigte mit 195,0µm im 

Mittel die geringste Dicke der Mukosa. Insgesamt waren die Unterschiede innerhalb der 

diversen Versuchsgruppen nicht signifikant.  

Da bezüglich der Dicke der Colonmukosa nach Entfernung der Ovarien derzeit wenig 

klinische Untersuchungen erfolgt sind, ist die Betrachtung der Versuchsergebnisse 

erschwert. In Studien an Mäusen fand der Nachweis statt, dass sich die Kryptenlänge durch 

Ovx im Vergleich zu den intakten Tieren reduziert (Hoff und Chang 1979). In einer anderen 

wissenschaftlichen Arbeit hatte die Ovx keinen Einfluss auf die Kryptenlänge (Tutton und 

Barkla 1982). In meiner Versuchsdurchführung konnte ebenfalls kein signifikanter Effekt auf 

die Mukosaschichtdicke durch Ovx nachgewiesen werden.  

Der Vergleich der Ecd- Wirkung auf den Colon ist aufgrund der geringen Anzahl an 

Forschungsergebnissen, welche sich mit dem Dickdarm beschäftigen, nur bedingt möglich.  

Da in bisherigen Studien ein antiapoptotischer Effekt von Ecd beschrieben wurde und damit 

verbunden auch eine geringere Abstoßungsrate der Epithelzellen besteht, wäre mit 

steigender Ecd-Konzentration eine größere Mukosaschichtdicke durch erhöhte Zellzahl 

innerhalb der Krypte zu erwarten (Oehme et al. 2006). Da die diversen Ecd-Gruppen keine 

signifikanten Unterschiede in der Mukosaschichtdicke aufwiesen, kann die erwartete 
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Mukosaschichtdickenzunahme unter Ecd weder für die intakten noch für die 

ovariektomierten Tiere bestätigt werden. 

In einigen Studien an Ratten bzw. Mäusen, welche die Kryptenlänge anhand der Anzahl der 

Zellen pro Krypte bestimmten, zeigte sich eine Abnahme der Kryptenlänge unter E2 

(Altunbas et al. 2007; Hoff und Chang 1979). In dieser Arbeit hatte E2 keinen signifikanten 

Effekt auf die Mukosaschichtdicke im Vergleich zur KO. Dementsprechend stimmt die E2-

Wirkung nicht mit den vorherigen Studien überein.  

Die in meiner Arbeit dokumentierte Mukosaschichtdicke wurde anhand der 

Kryptenlängenmessung ermittelt. Diesbezüglich bestand die Voraussetzung zur Messung in 

dem Vorhandensein einer Vielzahl von Kryptenlängsschnitten in allen Quadranten und den 

diversen Versuchsgruppen, was die Längenbestimmung für einen Vergleich zum Teil 

erschwerte. Andere Forschungsarbeiten fanden die Länge der Dickdarmmukosa durch 

Zählung der Anzahl der Zellen vom Kryptengrund bis zum Lumen heraus. Da diverse 

Futterzusätze Einfluss auf die Zellbeschaffenheit nehmen, beispielsweise durch Hypertrophie 

oder Hyperplasie von Zellen, erfolgt indirekt eine Längenzunahme der Krypte. Eine Änderung 

der Mukosadicke korreliert folglich nicht immer mit einer gesteigerten Anzahl an Zellen. Bei 

dem Vergleich der verschiedenen Ergebnisse wissenschaftlicher Arbeiten resultieren deshalb 

Schwierigkeiten.  

4.3.2. Zellproliferation        

  

Der Nachweis der Zellproliferation im Colonepithel erfolgte unter Anwendung der PCNA-

Färbung. Wie schon in einigen Studien bestätigt, kann anhand dieser Färbung die 

Proliferationsaktivität der Zellen in der Epithelschicht des Dickdarms bestimmt werden, 

durch Fixierung aller Zellen, welche sich in der S-Phase befinden (Kubben et al. 1994).    

Forschungsergebnisse zeigen den Hauptproliferationsbereich am Grund der Krypte, weshalb 

die Zellzählung in dieser Region stattfand (Hall et al. 1994). Auch wenn eine übermäßige 

Proliferation der epithelialen Zellen mit einem erhöhten Risiko an neoproliferativen 

Prozessen im Dickdarmepithel einhergeht (Welberg et al. 1990; Preston-Martin et al. 1990), 

bedarf es trotzdem einer gewissen Proliferationsrate, um ein physiologisches Gleichgewicht 

zwischen Apoptose und der Erneuerung von Zellen zu erhalten. Vor allem in der Menopause, 

unter dem anhaltenden Östrogendefizit, ist jene Dysregulation vorherrschend. Da unter HRT 
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von E2 neoplastische Veränderungen in der luminal gelegenen Zellschicht des Colons 

rückläufig sind, sowie proliferationssenkende Einflüsse dieses Hormones beschrieben 

wurden, sollen jene Erkenntnisse in dieser Arbeit diskutiert werden im Vergleich mit der 

Wirkung von Ecd (Altunbas et al. 2007; Hoffmeister et al. 2007).      

Bei der Betrachtung der Zellproliferation der KO fällt im Vergleich zu allen anderen 

Versuchsgruppen eine sehr starke Verringerung der proliferierenden Zellen auf, welche 

tatsächlich einer Stagnation der Proliferation gleichzusetzen ist, da jene unter 1% entsprach. 

Diese Erkenntnis entspricht den Ergebnissen stattgefundener Forschungen, welche 

diesbezüglich eine erniedrigte Zellsynthese und eine Kryptenhypoplasie detektierten (Hoff 

und Chang 1979). Zusätzlich korreliert eine längere Dauer der S-Phase mit neoproliferativen 

Vorgängen im Dickdarmepithel (Bleiberg et al. 1985).   

Ein direkter Zusammenhang zwischen Ecd und der Proliferation im Dickdarmepithel fand bis 

zu diesem Zeitpunkt keine Bedeutung in wissenschaftliche Untersuchungen. Lediglich eine 

verringerte Apoptoserate im Dickdarmepithel ist für Ecd beschrieben worden (Oehme et al. 

2006). Schlussfolgerungen bezüglich der Zellsyntheserate können daraus nicht getroffen 

werden. Da für Ecd eine Proliferation von Keratinozyten in der Haut nachgewiesen wurde 

(Ehrhardt 2009), könnte Ecd ebenso im Dickdarmepithel zu einer gesteigerten Proliferation 

führen. Eine konzentrationsabhängige Proliferationssteigerung konnte jedoch in meiner 

Arbeit nicht beobachtet werden. Im Vergleich zur KO waren die PCNA-positiv angefärbten 

Zellen in allen ovx Gruppen unter Ecd signifikant erhöht. Bei der Betrachtung der PCNA-

positiven Zellen fällt ein U-förmiger Verlauf dieser Zellen bezüglich ihrer Menge mit 

steigender Ecdysonkonzentration bei den ovx Tieren auf. Während die Gruppen ovx, Ecd 18 

und ovx, Ecd 116 ca. 17% PCNA-positiv angefärbte Zellen pro 500 Zellen aufwiesen, zeigte 

die Gruppe ovx, Ecd 57 nur 5% entsprechender Zellen. Die Werte der zuletzt genannten 

Gruppe betrug somit nur ein Drittel der Werte der beiden anderen ovx Gruppen unter Ecd-

Zufuhr. Im Vergleich zu E2 war die Anzahl der PCNA-positiven Zellen der Gruppe ovx, Ecd 57 

ungefähr gleich. Aus bisherigen Untersuchungen einer HRT unter E2 und dem dadurch 

nachgewiesenen protektiven Einfluss auf das Dickdarmepithel (Qiu et al. 2004) kann ein 

positiver Effekt dieser Ecd-Konzentration durch die Erhöhung der Proliferation im Vergleich 

zur KO spekuliert werden. Obwohl die beiden anderen Substanzmengen von Ecd bei den ovx 

Tieren eine mehr als doppelt so hohe Proliferation hervorbrachten, kann dennoch nicht 
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 direkt von einem negativen Effekt auf das Colonepithel gesprochen werden, da bisher nicht 

eindeutig geklärt ist, bis zu welchem Punkt eine Proliferation günstig für das Epithel ist und 

ab welchem Zeitpunkt die gesteigerte Zellteilung Karzinome verursacht. Aufgrund der 

gesteigerten Zellsynthese und der für Ecd bereits beschriebenen verringerten Apoptoserate, 

müsste zusätzlich auch die Kryptenlänge größer werden. Jene Beobachtung konnte in meiner 

Doktorarbeit aber nicht erfolgen. Die Substitution von Ecd bei den intakten Tieren zeigte 

signifikant erhöhte Werte im Vergleich zur KO. Bei der Gegenüberstellung der Gruppe 

intakt,sf und den intakten Tieren, denen Ecd zugeführt wurde, stellte sich eine höhere 

Anzahl PCNA-positiv angefärbter Zellen der Ecd-Gruppe dar. Daraus schlussfolgernd erhöht 

Ecd die Proliferation auch in intakten Tieren. 

Die im Allgemeinen unter HRT mit E2 existierenden Ergebnisse bezüglich der Proliferation im 

Dickdarmepithel zeigen Differenzen. Während einige Studien eine Proliferationssteigerung 

darstellen (Cho et al. 2007), weisen andere wissenschaftliche Arbeiten Gegenteiliges auf 

(Altunbas et al. 2007; Hoff und Chang 1979). Im Vergleich zur KO bestand in meiner Arbeit 

unter E2 eine signifikante Erhöhung der proliferierenden Zellen, welche sogar das prä-Ovx- 

Niveau übertraf, aufgezeigt anhand der Gruppe intakt,sf. Diese Beobachtung stimmt mit 

wissenschaftlichen Resultaten überein, welche eine Proliferationszunahme aufzeigen (Cho et 

al. 2007).  

Da neoproliferative Prozesse durch gesteigerte Proliferation und verminderte Apoptose 

gekennzeichnet sind, fällt es schwer, Aussagen über die Effektivität der getesteten 

Substanzen nur anhand der Proliferationsrate zu treffen. In diesem Zusammenhang wäre die 

Bestimmung der Apoptoserate von zusätzlicher Relevanz gewesen. Da eine gesteigerte 

Zellanzahl sowie eine verstärkte Syntheserate mit einem erhöhten Risiko für Zellschäden 

einhergehen, ist eine zu starke Proliferation von Mukosazellen als negativ anzusehen. Aber 

auch eine stark verringerte Zellsynthese ist als prognostisch ungünstig zu betrachten, da das 

Risiko für DNA- Schäden steigt und entsprechende Zellen nicht erneuert werden.  

Um die Ergebnisse meiner Doktorarbeit detaillierter einschätzen zu können, wäre es deshalb 

von großer Bedeutung, wenn sich zukünftige Forschungsarbeiten intensiver mit der Grenze 

zwischen protektiver Proliferation und schädlicher Zellteilung innerhalb des 

Dickdarmepithels auseinandersetzen würden.  
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 4.4.  Einfluss von Östradiol und Ecdyson auf die Serumlipide 

 4.4.1. Serumcholesterin 

 

Für Cholesterin konnte in Studien im Allgemeinen eine positive Korrelation zwischen 

steigenden Serumspiegeln und der Rate an neoproliferativen Läsionen im Colon 

nachgewiesen werden (Fiorenza et al. 2000).  

Bei Betrachtung der Cholesterinwerte der KO stellte sich eine signifikante Zunahme dieser 

Serumfette nach der Entfernung der Eierstöcke dar. Eine Übereinstimmung mit Studien an 

ovx Ratten, welche diese Serumcholesterinsteigerung nach Ovx beobachtet haben, ist somit 

gegeben (Meli et al. 2004; Liu D und Bachmann 1998). Die Hintergründe für die nach Ovx 

vorhandene Hypercholesterinämie aufgrund des E2-Mangels sind noch nicht vollständig 

verstanden. Eventuell erklären die verminderte Cholesterin-Ausschleusung in der Peripherie 

oder die herabgesetzte Umwandlung von Cholesterin in Gallensäuren durch die verminderte 

Aktivität des Enzymes 7α-Hydroxylase diese Beobachtung (Lucas et al. 2000). 

Im Vergleich zur KO erzielten die niedrigste Ecd-Dosierung bei den ovx Tieren sowie die 

Substitution von Ecd bei den intakten Tieren signifikant erniedrigte Serumcholesterinwerte. 

Die beiden anderen Ecd-Dosierungen zeigten keinen signifikanten Unterschied zur KO. Im 

Allgemeinen konnte unter Ecd-Substitution bei den ovx Tieren eine geringere Abnahme der 

Cholesterinwerte mit zunehmender Dosis der Testsubstanz festgehalten werden. Die 

gewonnenen Resultate können nicht mit bereits vorhandenen Beobachtungen verglichen 

werden, da diese an anderen Rattenmodellen mit anderen Dosierungen der Testsubstanz 

durchgeführt wurden (Mironova et al. 1982; Catalan et al. 1985). Pathophysiologisch wird 

eine Ecd-bedingte Reduktion von Cholesterin im Serum durch dessen verminderte Synthese 

sowie durch einen gesteigerten Katabolismus verursacht (Dinan 2009).  

Für E2, welches seit längerer Zeit im Rahmen der HRT eingesetzt wird, sind Cholesterin-

senkende Effekte in einer Vielzahl von Studien an ovx Ratten und postmenopausalen Frauen 

beschrieben (Liu D und Bachmann 1998; Lundeen et al. 1997;  Jensen et al. 1990). Diese 

Cholesterin-senkende Wirkung kann in dieser Arbeit bestätigt werden. So senkte E2 die 

Cholesterinserumspiegel signifikant auf ein Drittel im Vergleich zur KO. Da Cholesterin ein 

Hauptbestandteil von LDL und HDL in der Ratte ist, und jene Partikel eine vermehrte   
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Aufnahme über den LDL-Rezeptor der Leber und der peripheren Gewebe, stimuliert durch 

E2, erfahren, sinkt der Wert des sich im Serum befindenden Cholesterins (Parini et al. 1997; 

Cooper et al. 1987). In diesem Zusammenhang erfolgen eine Speicherung des Cholesterins in 

den entsprechenden Zellen sowie eine Senkung der endogenen Cholesterinproduktion 

aufgrund fehlender Nachfrage.  

In Untersuchungen erfolgte die Feststellung, dass bei erhöhten Serumcholesterinwerten 

häufiger epitheliale Prozesse in der Colonmukosa auftreten (Fiorenza et al. 2000). Inwiefern 

die Serumfettwerte selbst einen Ausgangspunkt in der Entstehung von Dickdarmkrebs 

darstellen, konnte bisher nicht detailliert nachgewiesen werden. Da dennoch ein 

Zusammenhang zwischen Cholesterin und Dickdarmkrebs besteht, sind Cholesterin-

vermindernde Effekte als günstig für das Dickdarmepithel anzusehen. Die fettsenkenden 

Wirkungen von Ecd und E2 fanden in meiner Arbeit zum Teil Bestätigung.  

4.4.2. LDL 

 

Die Zunahme von LDL bei ovx Ratten wurde schon in einigen Forschungsarbeiten 

beschrieben (Van Lenten et al. 1983) und kann auch für diese Arbeit bestätigt werden. Jene 

LDL-Zunahme besteht auch bei ovariektomierten Frauen (Suda et al. 1998) bzw. 

postmenopausalen Frauen. Die Ursache liegt in einer verminderten Expression der LDL-

Rezeptoren mit steigendem Lebensalter, was zusätzlich durch den verringerten E2-Spiegel 

verstärkt wird (Pickar et al. 1998). Schlussfolgernd gelangt weniger LDL in die Zellen. Das 

Resultat ist eine Zunahme des zirkulierenden LDL.  

Der in diesem Versuch untersuchte Einfluss von Ecd auf LDL fand in vorhandenen Studien 

bisher keine Beachtung. Diesbezüglich stellen die in meiner Arbeit beobachteten 

Veränderungen der LDL-Werte im Serum unter unterschiedlichen Ecd-Dosierungen eine 

primäre Erkenntnis dar. So wies die Gruppe Ecd18 im Vergleich zur KO signifikant erniedrigte 

LDL-Werte auf. Die unter der mittleren und höchsten Ecd- Konzentration beobachteten LDL- 

Werte bei den ovx Tieren waren nicht signifikant verändert gegenüber der KO. Eine Ecd-

Substitution bei den intakten Tieren wies keine Unterschiede im Vergleich zu den Tieren 

intakt, sf auf. Die LDL finden somit in dieser Gruppe unter Ecd keine Beeinflussung. Im 

Vergleich zur KO waren unter Ecd die LDL-Werte der intakten Tiere signifikant erniedrigt.  
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Die in anderen Arbeiten dargestellte Senkung von LDL durch E2 ist kongruent mit den in 

dieser Arbeit erzielten Resultaten (Liu D und Bachmann 1998; Kuller et al. 1990). So 

verringerten sich die LDL-Serumwerte auf 5% im Vergleich zur KO. Pathophysiologisch wird 

diese sehr starke Abnahme von LDL in der gesteigerten Synthese der LDL-Rezeptoren in der 

Leber gesehen (Parini et al. 1997; Cooper et al. 1987). Somit resultiert eine vermehrte 

Aufnahme von LDL aus dem Blut in die Leber (Parini et al. 2000). Dieser Mechanismus ist von 

großer Bedeutung für die fettsenkende Wirkung von E2 und findet auch prämenopausal 

statt. Im Vergleich zur Gruppe intakt,sf war eine viel stärkere Reduktion der LDL-Werte in 

der mit E2 behandelten Versuchsgruppe zu beobachten. Die Ursache für diese Beobachtung 

ist unklar. Die E2-Spiegel im Serum nach Dekapitation der Tiere wurden in dieser Arbeit nicht 

bestimmt. In anderen Untersuchungen, in welcher dieses Östrogen gemessen wurde, 

entsprachen die Werte einem physiologischen Level (Meli et al. 2004). Da Ratten ebenso wie 

Menschen Östrogenzyklen aufweisen (Shaikh 1971), und im Versuchsaufbau die Phase 

innerhalb jener Zyklen nicht nachvollzogen wurde, könnten die Unterschiede zwischen den 

intakten,sf Tieren und der ovx Gruppe, welcher E2 zur Verfügung stand, durch die diversen 

Zyklusphasen hervorgerufen werden, in denen Östrogene Schwankungen unterliegen und 

die Fettwerte dementsprechend beeinflussen (Kuller et al. 1990). Eine so deutliche Differenz 

der LDL-Serumspiegel in den Gruppen intakt, sf und ovx, E2 scheint dadurch dennoch 

unwahrscheinlich. Hinzufügend kann ein hoher Östrogenspiegel der Gruppe ovx, E2 nicht 

durch das peroral aufgenommene Östradiol verursacht sein, aufgrund starker intestinaler 

und hepatischer Metabolisierung dieser Substanz (Nahoul et al. 1993). Schlussfolgernd 

können die starken Unterschiede der beiden betrachteten Versuchsgruppen nicht geklärt 

werden. 

 4.4.3. HDL 

 

Ihre Funktion als „gute“ Fette verwirklichen HDL durch den Rücktransport überschüssigen 

Cholesterins zur Leber, weshalb ein hoher Anteil dieser Serumbestandteile als günstig 

angesehen wird. Im Gegensatz zum Menschen erfolgt die Speicherung des Cholesterins bei 

der Ratte zu einem großen Anteil vor allem in HDL. Aus diesem Grund haben Ratten im 

Allgemeinen ein sehr niedriges kardiovaskuläres Risiko. Im Vergleich zum Menschen, bei 

welchem LDL das dominante Lipoprotein ist, entsprechen LDL in Ratten nur einer kleinen 

Fraktion. Trotz alledem kann die Ratte in diesem Zusammenhang als Modell zur Darstellung 
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entsprechender Effekte auf die Lipidparameter genutzt werden, da in Studien schon gleiche 

Veränderungen von Cholesterin oder Triglyceriden im Vergleich zum Menschen z.B. durch E2 

aufgezeigt werden konnten.  

Die jetzigen Resultate zeigten erhöhte HDL-Werte der KO im Vergleich zu den intakten 

Tieren, denen sojafreies Futter zur Verfügung stand. Jene gesteigerten Serum-HDL führen zu 

einer Zunahme des Cholesterins im Serum. 

Wie bereits für LDL geschildert, fand auch der Einfluss von Ecd auf HDL bisher keine 

Betrachtung in wissenschaftlichen Forschungsarbeiten. In meiner Arbeit zeigte Ecd 18 keinen 

Unterschied der HDL-Serumspiegel im Vergleich zur KO, während die Gruppen Ecd 57 und 

Ecd 116 signifikant erhöhte HDL-Werte aufwiesen. Die konzentrationsbedingte HDL-

Erhöhung unter Ecd erklärt die bereits beschriebene Erhöhung des Serumcholesterins. Auch 

bei den intakten Tieren führte die Ecd-Substitution zu einer Erhöhung der HDL im Vergleich 

zu der Gruppe intakt,sf. Aus diesen Beobachtungen kann aufgrund der indirekt 

proportionalen Beziehung zwischen einem hohen HDL im Serum und dem kardiovaskulären 

Risiko zusätzlich auf eine Protektion der Gefäße durch Ecd geschlossen werden.  

Bei Ratten befindet sich Apo-E an LDL und HDL gebunden, weshalb durch E2 eine Wirkung 

auf beide Fette stattfindet. So koppelt nicht nur LDL, sondern auch HDL, Apo-E vermittelt, an 

den LDL-Rezeptor, welcher, stimuliert durch E2, eine vermehrte Synthese erfahren hat 

(Parini et al. 1997). Eine Reduktion beider Serumfettparameter resultiert (Chao et al. 1979). 

Diese E2-vermittelte Verminderung von HDL fand in dieser Arbeit Bestätigung. So sanken die 

HDL-Werte signifikant auf 16% im Vergleich zu dem Wert der KO.   

4.4.4. Triglyceride 

 

Als Depotfette in Adipozyten dienen Triglyceride vor allem als Energielieferant für „schlechte 

Zeiten“. Insbesondere postmenopausal ist dieser Aspekt von Bedeutung. So findet ab diesem 

Zeitpunkt eine Zunahme der Fettspeicher statt, vor allem durch die gesteigerte Aktivität der 

Lipoproteinlipase und der daraus resultierenden Zunahme der Triglyceride im Blut und deren 

Transport in das Fettgewebe (Hamosh und Hamosh 1975).  

Diese Steigerung der Serum-Triglyceride, wie sie bereits für ovx Tiere beschrieben wurde 

(Van Lenten und Roheim 1980), konnten wir in unserer Arbeit für die KO nicht bestätigen.  
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Da die Intensivierung der Fettmasse aufgrund einer Korrelation mit neoproliferativen 

Läsionen im Dickdarmepithel als negativ anzusehen ist (Tamakoshi et al. 2005), wäre eine 

HRT, welche gegenteilige Effekte auf das Fettgewebe besitzt, zu bevorzugen.  

Eine bereits in Forschungsergebnissen beobachtete Erhöhung der Serum-Triglyceride unter 

Ecd kann in meiner Arbeit nicht bestätigt werden (Catalan et al. 1985; Slama und Lafont 

1995). So veränderte die Ecd-Gabe sowohl bei den ovx Tieren als auch bei den intakten 

Tieren im Vergleich zur KO in keiner Versuchsgruppe die Triglycerid-Werte im Serum 

signifikant. Aufgrund einer Erhöhung der Muskelmasse und Reduktion der Fettmasse durch 

Ecd (Seidlová-Wuttke et al. 2010), besteht die Möglichkeit, dass die Triglyceride 

insbesondere durch das Muskelgewebe Nutzung erfahren, für welches eine gesteigerte 

metabolische Aktivität unter Ecd beschrieben ist (Syrov et al. 2008).  

Allein E2 steigerte die Triglycerid-Werte signifikant um ein Vielfaches im Vergleich zur KO. 

Diese Beobachtung ist kongruent mit Forschungsergebnissen, welche signifikant höhere 

Triglycerid-Werte bei ovx Ratten und postmenopausalen Frauen unter E2 beschreiben 

(Seidlová-Wuttke et al. 2005; Meli et al. 2004; Walsh et al. 1991). Die in meiner Arbeit 

ermittelten Ergebnisse können somit mit jenen Aufzeichnungen in Übereinstimmung 

gebracht werden. Weiterhin existieren Untersuchungen, die keinen Einfluss durch E2  

beschreiben, auch bei postmenopausalen Frauen (Kim et al. 1994; Suda et al. 1998). Die 

unter E2 erzielte Triglycerid-Zunahme findet in diesem Zusammenhang durch eine vermehrte 

Synthese von Triglyceriden in der Leber und deren Freisetzung in VLDL sowie deren 

anschließende Umwandlung in LDL statt (Weinstein et al. 1986). Zusätzlich erfolgt durch E2 

eine Hemmung der Lipoproteinlipase, weshalb weniger Triglyceride in das Fettgewebe 

eingeschleust werden und als Depotfette zur Verfügung stehen. Stattdessen werden die im 

Fettgewebe gespeicherten Fettsäuren freigesetzt (Pedersen et al. 1992). Eine unter HRT 

bestehende geringere Körperfettmasse ist somit erklärbar. 
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4.4.5. Leptin 

 

Dem postmenopausalen Östrogendefizit entsprechend, und den daraus resultierendem 

gesteigerten Körperfett, findet eine Erhöhung der Leptinserumspiegel statt (Chu et al. 1999). 

In dieser Arbeit konnte diese Gegebenheit bestätigt werden, da die KO signifikant höhere 

Leptinspiegel besaß als alle anderen Versuchsgruppen. 

Die in meiner Arbeit bei den Ecd-Gruppen beobachteten niedrigeren Leptinspiegel können 

aufgrund fehlender wissenschaftlicher Ergebnisse nicht mit anderen Studien verglichen 

werden. Da für Ecd allerdings Resultate bezüglich einer Senkung der Körperfettmasse 

vorhanden sind, kann daraus ein Bezug zu Leptin erfolgen. So besteht ein proportionales 

Verhältnis zwischen Körperfett und Leptinserumspiegeln. Eine Verringerung des 

Körperfettanteils geht dementsprechend  mit erniedrigten Leptinwerten einher (Tamakashi 

et al. 2005; Meli et al. 2004). Diese Beobachtung kann unter Ecd-Zufuhr bei allen 

Versuchsgruppen bestätigt werden, wobei die Senkung von Leptin bis auf die Gruppe Ecd116 

signifikant war. Obwohl die Leptinspiegel unter Ecd-Substitution auf einem erniedrigten 

Niveau lagen, erreichten sie nicht das physiologische prä-Ovx-Level, aufgezeigt anhand der 

Gruppe intakt,sf. Unter Ecd-Substitution bei den intakten Tieren fand keine Änderung der 

Leptinserumwerte im Vergleich zur Gruppe intakt,sf statt. Diese Tatsache kann durch den 

geringen Effekt von Ecd auf den physiologischen prämenopausalen Fettstoffwechsel 

verursacht sein, welcher unter den dominierenden Wirkungen von E2 steht. 

Für E2, im Rahmen einer HRT in der Menopause eingesetzt, besteht ein Pool diverser 

Studienergebnisse, welche differente Ergebnisse aufweisen. So zeigen einige 

Forschungsresultate eine Senkung der Leptinspiegel (Meli et al. 2004), andere das Gegenteil 

(Alonso et al. 2007). In dieser Doktorarbeit stellte sich eine signifikante und, im Vergleich zu 

allen anderen Versuchsgruppen, die stärkste Minimierung der Leptinserumwerte dar. Daraus 

schlussfolgernd sind die Ergebnisse mit denen, welche unter E2-Substitution verringerte 

Leptinwerte im Serum aufgezeigt haben (Meli et al. 2004), kongruent. In der Menge 

entspricht der Leptinspiegel annähernd dem prä-Ovx-Niveau der Gruppe intakt, sf. 

Resultierend aus den aufgezeigten Ergebnissen dieser Arbeit, können sowohl Ecd als auch E2 

einen Einfluss auf die Leptinspiegel ausüben und diese senken. Die Ursache der 
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herabgesetzten Serumleptinwerte liegt in der fettsenkenden Wirkung allgemein sowie in der  

geringeren Körperfettmasse durch die verwendeten Substanzen.  

4.5. Bezug der Serumlipide auf die Proliferation im Dickdarmepithel 

Die von uns durchgeführten Korrelationsanalysen zwischen den Parametern der 

Serumfettwerte und der Anzahl PCNA-positiver Zellen zeigten keinen signifikanten oder 

proportionalen Zusammenhang der beiden Parameter, weshalb auf die Darstellung der 

einzelnen Korrelationsgraphen in dieser wissenschaftlichen Arbeit verzichtet wurde. Deshalb 

kann weder für die Substitution von E2 noch für Ecd ein Bezug zwischen Serumfetten und der 

Zellproliferation im Dickdarmepithel genommen werden. Daraus schlussfolgernd ist eine 

Aussage über das Risiko für neoproliferative Läsionen in diesem Organ durch die getesteten 

Substanzen nicht möglich.  
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5. Zusammenfassung 
 

Bisher erfolgten nur wenige Studien über das Phytoecdysteroid Ecd. Ovariektomierte S.-D.- 

Ratten dienten dabei schon häufiger als Modell postmenopausaler Frauen, um protektive 

Wirkungen dieses Phytoecdysteroides aufzuzeigen, wie beispielsweise die Senkung des 

abdominalen Fettanteils. In dieser Arbeit wurde der Effekt von Ecd und E2 auf die 

Colonmukosa sowie auf die Serumlipide untersucht. Das hierbei gesetzte Ziel bestand darin, 

die Wirkungen der beiden Testsubstanzen auf diesen Bestandteil des Dickdarmes 

gegenüberzustellen. Die grundlegende Überlegung war, dass E2 seit langer Zeit das 

Standardpräparat in der HRT ist, welches allerdings diverse Nebenwirkungen aufweist. Ecd 

könnte dementsprechend eventuell eine nebenwirkungsärmere Alternative darstellen. 

Während des Versuches standen den ovx Ratten Ecd und E2 oral über einen Zeitraum von 3 

Monaten zur Verfügung. Die Wirkungen auf die Colonmukosa wurden histomorphologisch 

sowie immunhistochemisch quantifiziert. Die Bestimmung der Serumlipide erfolgte 

enzymatisch-fluorometrisch. 

5.1. Mukosaschichtdicke 
 

Eine Zunahme der Mukosaschichtdicke durch Hyperproliferation bedingt eine höhere Rate 

an Neoplasien. Aufgrund fehlender signifikanter Unterschiede in allen Versuchsgruppen 

kann keine Wirkung von Ecd und E2 auf die Mukosaschichtdicke beschrieben werden.  

5.2. Proliferation im Colonepithel 
 

Die für E2 bereits beschriebenen positiven Effekte auf das Dickdarmepithel im Rahmen einer 

HRT finden in dieser Arbeit Bestätigung. Gleiches trifft auch für Ecd57 zu, bei welchem die 

Zellproliferation prä-Ovx-Verhältnissen entsprach. Die starke Zunahme der Zellsynthese von 

Ecd18 und Ecd116 ist zunächst auch als positiv einzuschätzen. Zusätzlich führte Ecd bei den 

intakten Tieren zu einer Zunahme der PCNA-positiven Zellen, sodass ein proliferations-

steigernder Effekt im Colonepithel unter Ecd angenommen werden kann. Im Vergleich zur 

KO zeigte sich kein signifikanter Unterschied der intakten Tiere, welche sojafreies Futter 

bekamen.  
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5.3. Serumcholesterin 
 

Eine signifikante Reduktion der erhöhten Serumcholesterinmenge der KO fand insbesondere 

durch E2 statt. Während sich durch Ecd18 eine signifikante Reduktion dieses Serumlipides im 

Vergleich zur KO darstellte, resultierte durch die Substitution von Ecd57 und Ecd116 kein 

signifikanter Effekt auf die Serumcholesterinwerte dieser Vergleichsgruppe.  

5.4. LDL 
 

Die postmenopausale Zunahme der LDL konnte in dieser Arbeit bei der KO nachgewiesen 

werden. Im Vergleich zu dieser Gruppe, senkte E2 die LDL-Werte signifikant um ein 

Vielfaches und im Vergleich zu allen anderen Versuchsgruppen auch am stärksten. Unter den 

Ecd-Gruppen senkte nur Ecd18 die LDL signifikant. Schlussfolgernd besteht insbesondere für 

E2 eine fettsenkende Wirkung, welche durch den östrogenbedingten Einfluss auf die LDL-

Rezeptoren verursacht wird.  

5.5. HDL 
 

In dieser Arbeit konnte unter steigender Ecd-Konzentration eine Zunahme der Serum-HDL 

beobachtet werden. So zeigte die Gruppe Ecd18 ähnliche Werte wie die KO. Die mittlere und 

höchste Konzentration führten zu gesteigerten HDL-Werten im Vergleich zur KO. Im 

Gegensatz dazu erfolgte durch E2 eine sehr starke, signifikante Reduktion der HDL im 

Vergleich zur KO. Somit erzielte E2 einen fettreduzierenden Effekt, verursacht durch eine 

vermehrte Expression der LDL-Rezeptoren und die anschließende Aufnahme von HDL in die 

Zellen. Schlussfolgernd besitzt Ecd keine Wirkung auf die LDL-Rezeptoren. 

5.6. Triglyceride 
 

Im Vergleich zur KO führte nur E2 zu einem signifikanten Effekt auf die Triglyceride im Serum, 

welche eine starke Steigerung erfuhren. Bei den anderen Versuchsgruppen war kein 

signifikanter Effekt auf dieses Serumlipid vorhanden. 
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5.7. Leptin 
 

Im Vergleich zur KO erzielte Ecd niedrigere Leptinspiegel bei den ovx Tieren mit Ausnahme 

der Gruppe ovx, Ecd 116, welche keine signifikante Differenz aufwies. E2 reduzierte Leptin im 

Serum um ein Vielfaches im Vergleich zur KO, sowie zu Ecd, und entsprach circa den Werten 

der intakten,sf Tiere. Da sowohl Ecd als auch E2 zu einer signifikanten Reduktion der 

Leptinserumwerte im Vergleich zur KO führten, könnte ein protektiver Effekt auf das 

Colonepithel spekuliert werden, welcher in meinen Korrelationsuntersuchungen jedoch 

nicht aufgezeigt werden konnte.  

5.8. Fazit 
 

Für Phytoecdysteroide konnten schon häufiger positive Effekte auf die durch das 

postmenopausale Östrogendefizit entstandenen Beschwerden aufgezeigt werden, weshalb 

Ecd eine Alternative zu der herkömmlichen Östrogen-HRT darstellen kann. 

Zusammenfassend kann diesbezüglich auf die in dieser Arbeit durch Ecd demonstrierte 

Wirkung auf die Proliferation im Dickdarmepithel hingewiesen werden, welche in allen Ecd-

Dosierungen signifikant gegenüber der Kontrollgruppe war. Insbesondere die mittlere Ecd-

Konzentration führte zu einer günstigen Anzahl proliferierender Zellen, welche annähernd 

dem Niveau der intakten Gruppe ohne Futterzusatz sowie der Gruppe ovx,E2 entsprach. 

Folglich zeigte sich eine günstigere Proliferationsaktivität der Gruppe ovx, Ecd57 und somit 

die beste Ausgangssituation zur Prävention von neoproliferativen Prozessen des Dickdarms, 

welche allerdings in den Korrelationsuntersuchungen nicht bestätigt wurde. Inwiefern sich 

die Ecd-Wirkung im Detail auf die Dickdarmmukosa entfaltet, sollte deshalb in weiteren 

Forschungen an Dickdarmepithelzellen, welche unter karzinogenem Einfluss stehen, 

erfolgen. Eine mit einer Hyperproliferation verbundene, signifikante, Mukosaschicht-

dickenzunahme konnte für keine Versuchsgruppe aufgezeigt werden. Zusätzlich zeigten sich 

fettsenkende Wirkungen der verschiedenen Ecd-Konzentrationen, welche jedoch nicht in 

allen Versuchsgruppen signifikant gegenüber der Kontrollgruppe oder der Gruppe E2 waren. 

Die für E2 bereits aufgezeigte, fettreduzierende Wirkung konnte für alle Serumlipide belegt 

werden. 

Die Wirkungen von Ecd auf den Dickdarm sind weitestgehend unerforscht. Umso 

bedeutender ist es, noch fehlende Wissenslücken aufzufüllen. Auch wenn der 
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Wirkungsmechanismus von Ecdysteroiden in Säugetieren bis zum jetzigen Zeitpunkt nicht 

detektiert wurde und eine Kopplung an Steroidrezeptoren verneint wird, scheinen sie doch 

Einfluss auf den Organismus zu nehmen. Der Pathomechanismus dieser Wirkungen bedarf 

also noch weiterer, intensiver Nachforschungen. Abschließend kann dennoch festgehalten 

werden, dass Phytoecdysteroide wie Ecd ebenso wie Phytoöstrogene, welche in Soja 

enthalten sind und eine der Hauptnahrungsquellen in Asien darstellen, eventuell zur 

Prävention neoproliferativer Läsionen im Dickdarmepithel eingesetzt werden können. Der 

Bedarf zusätzlicher Forschungen besteht somit. Da Ecd zusätzlich protektive Wirkungen auf 

die Serumlipide besitzt, könnte es zukünftig eine Alternative zur herkömmlichen HRT mit E2 

darstellen. 
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6. Methodischer Anhang 

6.1. Futtertabelle (Futterzusammensetzung) 
Rohnährstoffe           % Mineralstoffe          % Fettsäuren          % 

Trockensubstanz 88,2 Calcium 1 C 12:0  

Rohprotein 21,7 Phosphor 0,7 C 14:0 0,01 

Rohfett 4,3 Natrium 0,19 C 16:0 0,56 

Rohfaser 4,2 Magnesium 0,2 C 16:1 0,01 

N frei Extraktstoffe 52,2 Aminosäuren  C 18:0 0,08 

Stärke 43 Lysin 1,22 C 18:2 2,26 

Zucker 3 Methionin 0,44 C 18:3 0,22 

Vitamine pro kg Met+Cys 0,83 C 20:0 0,01 

Vitamin A 15.000 IE Threonin 0,97 C 20:1 0,02 

Vitamin D3 1.000 IE Trytophan 0,28 C 20:5  

Vitamin E 115 mg Arginin 1,13 C 22.6  

Vitamin K 5 mg Histidin 0,51 Spurenelemente per kg 

Vitamin B1 (Thiamin) 18 mg Valin  1,25 Eisen 169 mg 

Vitamin B2 (Rioflavin) 22mg Isoleucin 1,03 Mangan 78 mg 

Vitamin B12 (Cobalmin) 20 mg Leucin 1,95 Zink 101 mg 

Vitamin B (Pyridoxin) 100µg Phenylalanin 1,21 Kupfer 14 mg 

Nicotinsäure 120 mg Phe+Tyr 2,2 Iod 2,2 mg 

Folsäure 7 mg Glycin 1,05 Selen 0,4 mg 

Biotin 460 µg Glutaminsäure 3,96 Cobalt 2,2 mg 

Cholin-Cl 2.380 mg Asparaginsäure 2,18 Energie MJ/kg 

Inositol 100 mg Prolin 1,53 Bruttoenergie 16,8 

  Alanin 1,26 Umsetzbare Energie 13,3 

  Serin 1,17   
 

Tabelle 4: Futtertabelle. Sniff®R-Z, phytoöstrogenarm (sojafrei) 

6.2. Analyseergebnisse von β-Ecdyson                  
 

 

Tabelle 5: Untersuchungsergebnisse der Testsubstanz β-Ecdyson 

                  Items           Specifications                  Results 

           Appearance           White Powder               Complies 

        Loss on Drying             ≤ 5.0%                  0,49% 

      Residue on Ignition             ≤ 2.0%                  0.21% 

     20-Hydroxyecdysone             ≥ 95.0%                95.23% 

          Germs Count             ≤ 1000/g               < 1000/g 

        Coliform bacillus            Negative                Negative 

                Mold             ≤ 100/g               < 100/g 

               Yeast              ≤ 100/g               < 100/g 

   Staphylococcus aureus            Negative                Negative 
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Schlussfolgernd stimmten die Analyseergebnisse mit den gesetzten Standards überein. 

Ecdyson konnte dementsprechend dem Futter zugesetzt werden.  

 6.3. Futterzusammensetzung des Pelletfutters mit Testsubstanz 
 

In den entsprechenden Versuchsgruppen wurde die Testsubstanz in ihrer spezifischen Dosis 

dem sojafreien Pelletfutter durch die Firma Sniff® zugesetzt. In diesem Zusammenhang 

wurden: 

- E2 in einer Dosis von 10 g/kg Futter 

- Ecd in einer Dosis von 1 g/kg Futter 

- Ecd in einer Dosis von 3 g/kg Futter 

- Ecd in einer Dosis von 6 g/kg Futter 

hinzugefügt. Die diversen Präparate standen folglich als Pelletfutter zu oralen Aufnahme mit 

der Nahrung zur Verfügung. 

6.4. Histologische Methoden 

6.4.1. Hämatoxyllin-Eosin-Färbung (HE-Färbung) 
 

Tabelle 6: Schema der HE-Färbung 

Substanz Einwirkdauer 

Xylol 10 min 

Xylol 10 min 

Xylol 10 min 

Ethanol 100% 2 min 

Ethanol 100% 2 min 

Ethanol 100% 2 min 

Ethanol 96% 2 min 

Ethanol 96% 2 min 

Ethanol 75% 2 min 

Aqua dest 2 min 

Hämatoxylin 25 sec 

Leitungswasser 10 min 

Eosin 30 sec 
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Aqua bidest 5 – 10 sec 

Ethanol 75% 30 sec 

Ethanol 96% 30 sec 

Ethanol 96% 30 sec 

Ethanol 100% 1 min 

Ethanol 100% 1 min 

Ethanol 100% 2 min 

Xylol 5 min 

Xylol 5 min 

Xylol 5 min 

 

6.4.2. PCNA-Färbung/Immunhistochemische Färbung 

1) Entwässerung der Hautschnitte siehe Material und Methoden Tab. 3 
2) Destilliertes Wasser für 5 Min 
3) Objektträger mit 0,01 M Citratpuffer, pH 6 bedecken 
4) In der Mikrowelle bei 750 Watt für 5 Min. kochen 
5) Verloren gegangenes Volumen auffüllen. 1 Min. bei Raumtemperatur stehen lassen. 
6) Schritt 4 wiederholen 
7) Verloren gegangenes Volumen auffüllen. 20 Min. bei Raumtemperatur stehen lassen. 
8) Objektträger für 3 Min in destilliertes Wasser stellen. 
9) Entwässern in aufsteigender Alkoholreihe:75% 1x, 96% 2x, 100% 3x jeweils 2 Min., kein Xylol. 
10) Überschüssigen Puffer von Objektträger abtrocknen, Gewebe darf hierbei nicht austrocknen. 
11) Abblocken der Peroxidaseaktivität mit 3% H2O2 in Methanol für 30 Min. (10 ml 30 Vol. H2O2, 

90 ml Methanol) 
12) Wässern in absteigender Alkoholreihe: 100% 2x, 96% 2x, 75% 2x, jeweils 2 Min.. Hierbei 

Objektträger in extra Ethanol Küvette. 
13) Destilliertes Wasser 3 Min. 
14) PBS 5 Min. 2x, leicht schütteln, dabei PBS zwischen beiden Schritten wechseln 
15) Blocken der unspezifischen Bindung: 1% Ziegenserum in PBS (+1% Rinderserum).500µl pro 

Objektträger für 30 Min.. 
16) Waschen mit PBS (Spritzflasche) 5 Min. 2x, leicht schütteln, PBS jeweils erneuern, O-

Kontrolle in extra Küvette (nur 2. Antikörper). 
17) 1. Arbeitsantikörper in Arbeitsverdünnung zugeben (1:800 PCNA), 30 Min. 20µl/Schnitt. 
18) Mit PBS waschen und in PBS geben, 5 Min., 2x, leicht schütteln. 
19) 2. Antikörper (Rabbit-Mouse) für 30 Min., keine Verdünnung notwendig. Mit Alu-Folie 

abdecken. 
20) Mit PBS waschen und in PBS geben, 5 Min, 2x, leicht schütteln 
21) DAB-Reagenz für 10-15 Min., in Abhängigkeit für Farbentwicklung (200µl/Schnitt) 
22) In destilliertem Wasser waschen und darin für 3 Min. stehen lassen 
23) Hämatoxylin für ca. 17-20 sec., anschließend Objektträger in Leitungswasser-Küvette geben, 

diese über 10 Min. unter fließendem Leitungswasser wässern. 
24) Destilliertes Wasser für 10 Min. 
25) Entwässerung in aufsteigender Alkoholreihe, 75%1x, 96% 2x, 100% 3x, jeweils 2 Min. 
26) Xylol 5 Min. 3x 
27) Objektträger eindecken in DePeX (Klebstoff) 
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6.5. Werte für Serumfette und PCNA-positive Zellen für die 

Korrelationsanalysen 
 

Tier PCNA Cholesterin Triglyceride   HDL LDL Leptin Gruppe 

1 2 162 107 92,8 31 10,26 ovx,sf 

5 2,5 186 87 99 39 7,32 ovx,sf 

10 1 199 91 107,6 48 4,1 ovx,sf 

11 2 179 127 99,9 33 5,25 ovx,sf 

       
  

15 4,5 150 48 83,2 27 1,14 intakt,sf 

17 5 158 66 91,1 26 4,39 intakt,sf 

20 4,5 156 111 88,7 20 3,42 intakt,sf 

22 12 178 179 60,1 18 6,25 intakt,sf 

       
  

26 3 177 107 104,8 31 9,68 ovx, Ecd 18 

28 164 175 136 100,8 29 9,32 ovx, Ecd 18 

33 68,5 keine Werte       ovx, Ecd 18 

36 71 144 105 91,5 26 6,53 ovx, Ecd 18 

       
  

40 9,5 186 168 104,4 30 9,48 ovx, Ecd 57 

42 49 195 96 123,8 44 6,06 ovx, Ecd 57 

44 28,5 177 75 109,4 37 5,73 ovx, Ecd 57 

46 15 201 100 121,8 44 9,68 ovx, Ecd 57 

       
  

51 126 157 102 100,9 28 8,05 ovx, Ecd 116 

54 97,5 203 147 115,8 37 12,39 ovx, Ecd 116 

74 72,5 202 104 124,8 41 6,01 ovx, Ecd 116 

76 73 234 158 133,7 45 8,93 ovx, Ecd 116 

       
  

58 20 61 107 7,1 5 4,22 ovx,E2 

60 30,5 66 235 4,4 1 3,16 ovx,E2 

63 41 49 233 3,8 1 2,27 ovx,E2 

65 32 42 223 11,2 1 3 ovx,E2 

        69 3,5 164 160 83,4 18 4,97 intakt,Ecd48 

70 49,5 172 108 101,4 22 3,03 intakt,Ecd48 

80 4 128 225 79,3 11 7,76 intakt,Ecd48 

 

Tabelle 7: Serumfettwerte und PCNA-Werte der Korrelationsanalysen 
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