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1 Einleitung 

„Angesichts demografischer Veränderungen in Deutschland mit einem prognostischen 

Zuwachs des Anteils der Personen über 64 Jahre um etwa die Hälfte bis Ende 2030“ [Aman 

et al 2012, S.26] gewinnen altersassoziierte Veränderungen und Krankheitsbilder in unserer 

Gesellschaft immer mehr an Bedeutung und das Interesse an deren Erforschung rückt 

zunehmend in den Blickpunkt. Das Krankheitsspektrum im Alter ist sehr vielfältig und betrifft 

beispielsweise die Knochen-, Muskel-, und Fettmasse sowie das kardiovaskuläre System. 

Allen voran führen Veränderungen des Herz-Kreislaufsystems zu Beeinträchtigungen der 

Lebensqualität der Betroffenen. Besonders Männer leiden unter diesen gesundheitlichen 

Einbußen. Studien zufolge versterben durchschnittlich mehr Männer an kardiovaskulären 

Erkrankungen als Frauen [British Heart Foundation Statistics Database 2010]. Vermutlich ist 

die altersassoziierte Abnahme des Testosteronspiegels für die morphologischen 

Veränderungen mitverantwortlich. Einige Patienten profitieren von der Wiederherstellung des 

physiologischen Testosteronspiegels mittels Hormonersatztherapie. Die Behandlung führt zu 

einer Verbesserung der testosterondefizitassoziierten Symptome wie beispielsweise der 

Muskelkraft, der Knochendichte und der kardiovaskulären Risikofaktoren [Bassil et al. 2009]. 

Diese Nutzen erklären die zunehmende Nachfrage nach einer Testosteronersatztherapie 

(TRT) in den USA innerhalb der vergangenen Jahre [Bassil et al. 2009]. Bei der Indikation 

dieser Therapie muss aufgrund einiger unerwünschter Nebenwirkungen das Nutzen-Risiko-

Profil genau abgewogen werden. Die bedeutendste Kontraindikation einer 

Testosteronersatztherapie stellt das Prostatakarzinom dar [Bassil et al. 2009].  

Aus diesen Gründen wird nach alternativen Therapieansätzen zur Linderung altersbedingter 

Beschwerden und Erkrankungen beim androgendefizienten Mann geforscht. 

Als potentielle Therapiealternative rückt ß-Ecdyson in das Interesse der Forschung. 

Bisherige Studien belegen einen protektiven Effekt von ß-Ecdyson auf das Knochengewebe 

[Kapur et al. 2010] und eine anabole Wirkung auf die Skelettmuskulatur [Lafont & Dinan 

2003]. Somit stellt ß-Ecdyson eine Therapieoption zur Behandlung der altersbedingten und 

androgendefizitassoziierten Osteoporose und Sarkopenie dar.  

In der vorliegenden Dissertation werden Effekte von ß-Ecdyson auf das Myokard und das 

kardiovaskuläre System an orchiektomierten SD-Ratten untersucht. Auf der Suche nach 

einem Tiermodell, mit dem PADAM erforscht werden soll, boten sich aus verschiedenen 

Gründen, die weiter ausgeführt werden, SD-Ratten an, die orchiektomiert und für 

Versuchsreihen eingesetzt wurden. 
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1.1 PADAM – Partielles Androgendefizit des alternden Mannes 

Im Zuge des demographischen Wandels nimmt der Anteil der älteren Bevölkerung an der 

Gesamtbevölkerung kontinuierlich zu. Statistiken zufolge ist der Anteil der über 60-Jährigen 

von 1990 mit 20,4% auf 25,9% im Jahr 2009 angestiegen und wird auch in Zukunft weiter 

zunehmen. Vermutlich werden im Jahre 2060 39,2% der Gesamtbevölkerung über 60 Jahre 

alt sein [Bundeszentrale für politische Bildung 2011].  

Mit zunehmendem Alter des Mannes reduziert sich der Testosteronspiegel stetig. Zwischen 

dem 40. und dem 70. Lebensjahr sinkt das freie Serumtestosteron um ca. 1,2% pro Jahr 

[Jockenhövel und Schubert 2003]. 

In der longitudinalen Baltimorestudie wiesen 20% aller Männer im Alter über 60 Jahre und 

50% der Männer über 80 Jahre ein erniedrigtes Gesamt-Testosteron auf [Jockenhövel und 

Schubert 2003]. Liegen neben dem Testosteronmangel gleichzeitig klinische Symptome vor, 

werden die Begriffe „Androgendefizit“ oder „Hypogonadismus“ verwendet [Cunningham 

2006; Bhasin et al. 2006; Nieschlag et al. 2005]. Dies trifft auf ca. 5,6% aller 30- bis 79-

jährigen Männer zu [Araujo et al. 2007]. Vermutlich ist ihre Anzahl deutlich höher, da nur 

wenige betroffene Männer diagnostiziert und behandelt werden [Bassil et al. 2009]. 

Im Gegensatz zur weiblichen Menopause mit einer abrupten Abnahme der Östrogene 

verläuft der hormonelle Alterungsprozess beim Mann schleichend. Die assoziierten 

Symptome treten meist erst im höheren Lebensalter auf und weisen starke interindividuelle 

Ausprägungen auf [Christ-Crain et al. 2001]. Während es bei der Frau in der Menopause 

zum beinah vollständigen Verlust der Östrogene kommt, ist beim Mann eine Restfunktion der 

Gonaden bis ins hohe Alter erhalten. Demzufolge liegt beim alternden Mann nur ein partieller 

Androgenmangel vor. In der Literatur werden die Bezeichnungen PADAM (partielles 

Androgendefizit des alternden Mannes) oder ADAM (Androgendefizit des Alternden Mannes) 

für diesen Zustand verwendet. Weitere Synonyme sind „late-onset hypogonadism“ und 

„Altershypogonadismus“. Benennungen wie „Andropause“ oder „Klimakterium virile“ sind 

aufgrund ihrer fehlenden Parallelität zur weiblichen Menopause biologisch falsch und klinisch 

unzutreffend.  

Bedingt durch den Untergang von Leydig-Zellen im Hoden und einer zusätzlich verminderten 

pulsatilen Aktivität der Hypothalamus-Hypophysen-Achse mit einer resultierenden 

verminderten Sekretion von GnRH- und Gonadotropin (LH, FSH) trotz erniedrigten 

Testosteronspiegels nimmt die Testosteronproduktion ab. Des Weiteren führt ein Anstieg des 

Sexualhormon-bindenden-Globulins (SHBG) zu einer verminderten Konzentration an freiem 

und somit biologisch-aktivem Testosteron im Blut [Neaves et al 1984].  

Testosteron und seine Metaboliten nehmen nicht nur eine wichtige Funktion bei der 

Entwicklung der Geschlechtsorgane und Geschlechtsmerkmale sowie bei der Erhaltung der 

Sexualfunktion beim Mann ein, sondern sind auch für die Erhaltung der Knochen- und 
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Muskelmasse, der Regulation des Lipidmetabolismus und der Protektion der Haut 

bedeutungsvoll [Howell und Shalet 2001]. Aufgrund der vielseitigen Wirkungen von 

Testosteron kommt es durch das altersbedingte Androgendefizit zu einer komplexen 

Symptomatik, die die Lebensqualität der Betroffenen im Alter stark beeinträchtigen kann 

[Jockenhövel und Schubert 2003]. Typische Symptome, die interindividuell große 

Unterschiede in Ausmaß und zeitlichem Auftreten aufweisen [Christ-Crain et al. 2001], 

können unter anderem Libidoverlust, erektile Dysfunktion, Osteoporose, Reduktion der 

Muskelmasse sowie der Muskelkraft, Erhöhung des viszeralen Fettgewebes, 

Beeinträchtigung der kognitiven Fähigkeiten und Depressionen darstellen [Bhasin et al. 

2006; Nieschlag et al. 2005].  

Da das klinische Bild des altersbedingten Androgendefizits dem des Hypogonadismus junger 

Männer ähnelt [Jockenhövel und Schubert 2003], wird ein Zusammenhang zwischen dem 

Androgenmangel und den Symptomen des alternden Mannes vermutet. Diese Annahme 

wird durch die zeitliche Korrelation verstärkt. 

In der vorliegenden Studie wurde durch die Orchiektomie der Versuchstiere artifiziell ein 

Androgendefizit induziert. Die männlichen gonadektomierten Sprague-Dawley-Ratten stellen 

somit ein Modell des altersbedingt androgendefizienten Mannes dar.  

1.2 Das Herz 

Das Herz ist ein muskuläres Hohlorgan, bestehend aus zwei Vorhöfen und zwei Ventrikeln, 

das als Druck- und Saugpumpe für die Zirkulation des Blutes innerhalb des Herz-

Kreislaufsystems verantwortlich ist. Das menschliche Herz nimmt 0,4% (bei Frauen) bis 

0,45% (bei Männern) des Körpergewichtes [Drenckhahn 2003] ein. Dabei ist das 

Herzgewicht stark vom Trainingszustand abhängig und kann bei Leistungssportlern auf bis 

zu 500g ansteigen. 500g werden als kritisches Herzgewicht definiert, weil darüber hinaus der 

Gefäßquerschnitt der Koronararterien zu gering ist, um die Herzmuskulatur ausreichend mit 

Sauerstoff und Nährstoffen zu versorgen [Drenckhahn 2003].  

Die Struktur der Herzwand besteht wie die der Gefäßwände aus drei Schichten. Von innen 

nach außen werden Endokard, Myokard und Epikard unterschieden. Das Endokard besteht 

aus einem einschichtigem Endothel und einer elastischen Lamina propria [Schmitz 2007]. 

Durch die Tela subendokardialis, die Blutgefäße und Nervenfasern enthält, werden Endokard 

und Myokard miteinander verbunden [Schmitz 2007]. Das Myokard stellt die stärkste Schicht 

dar und besteht größtenteils aus typischer Herzmuskulatur [Lüllmann-Rauch 2003]. Die 

stärkere physikalische Belastung der Ventrikel führt zu einer größeren Dicke des 

Ventrikelmyokards im Vergleich zu dem Myokard der Vorhöfe [Schmitz 2007]. Innerhalb des 

Myokards werden zwei verschiedene Typen von Herzmuskelfasern beschrieben: die 

Arbeitsmuskulatur und die Muskulatur des Reizleitungssystems [Schmitz 2007]. Bei den 

Zellen des Reizleitungssystems handelt es sich um modifizierte Herzmuskelzellen, die 
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eigenständig Aktionspotentiale auslösen und fortleiten können [Lüllmann-Rauch 2003]. Das 

Epikard entspricht dem viszeralen Blatt des Perikards und stellt somit die innere Begrenzung 

der Perikardhöhle (Cavitas pericardii) dar. Es ermöglicht eine reibungsarme 

Volumenänderung während der Herzaktion.  

1.2.1 Das Myokard 

Das Myokard wird aus Herzmuskulatur und gefäß- und nervenführendem Bindegewebe 

gebildet. Dabei stellt die Herzmuskultur eine Sonderform der quergestreiften Muskulatur dar. 

Die Fasern der Ventrikelmuskulatur verlaufen schraubenförmig und bilden in der Wand des 

linken Ventrikels drei Schichten. Die äußerste Schicht, die subepikardiale Schicht, bildet 

longitudinale Touren, die im Bereich der Herzspitze zu einem Wirbel (Vortex Cordis) 

zusammenlaufen [Drenckhahn 2003]. Die Fasern der mittleren Schicht, die nur im linken 

Ventrikel und im Septum interventriculare ausgebildet ist, sind zirkulär ausgerichtet. Die 

subendokardiale Schicht verläuft überwiegend longitudinal und bildet die innere Schicht 

beider Ventrikel [Drenckhahn 2003]. Aufgrund dieser komplizierten räumlichen Anordnung 

sind die Kardiomyoztyen innerhalb eines Präparates des Ventrikelmyokards in 

unterschiedlichen Schnittrichtungen anzutreffen [Lüllmann-Rauch 2003].  

Obwohl die Kardiomyozyten nur ca. 1/3 bis 1/4 aller Myokardzellen darstellen, nehmen sie 

volumenmäßig mit ca. 70 bis 75% den größten Anteil des Myokards ein [Astorri et al. 1977; 

Jantunen et al. 1989]. Die Kardiomyozyten des Menschen sind durchschnittlich 50-100µm 

lang, 10-20µm dick und besitzen größtenteils einen zentralständigen Kern [Welsch 2006]. 

Bei chronischer Mehrbelastung nimmt die Muskelmasse zu, was auf einer Vergrößerung der 

Kardiomyozyten beruht und nicht auf einer Vermehrung der Zellzahl [Lüllmann-Rauch 2003]. 

Da es sich bei diesen um terminal differenzierte postmitotische Zellen handelt und in der 

Herzmuskulatur keine zur Reparation und Regeneration befähigten Satellitenzellen 

vorhanden sind, werden eine Vermehrung und Regeneration für unmöglich gehalten 

[Lüllmann-Rauch 2003]. Untersuchungen zeigen, dass das abgestorbene Myokard durch 

bindegewebige Narben ersetzt wird [Lüllmann-Rauch 2003].  

Die Kardiomyozyten sind von einer Basallamina umhüllt, die aus dem nicht-fibrillären 

Kollagen-Typ-IV besteht und ein zweidimensionales Netzwerk aufbaut [Welsch 2006]. 

Zwischen den kardialen Myozyten befindet sich aufgrund des hohen oxidativen 

Stoffwechsels ein dichtes Netzwerk aus Kapillaren [Schmitz 2007]. So beträgt in einem 

Querschnitt das Verhältnis von Kardiomyozyt zu Kapillare 1:1 [Lüllmann-Rauch 2003]. 

Die myokardiale Extrazelluläre Matrix wird hauptsächlich von Kollagenfibrillen und 

elastischen Fasern gebildet. Sie geben dem Gewebe Stabilität und Elastizität. Die einzelnen 

Kardiomyozyten und Kapillaren werden durch das Endomysium miteinander verbunden 

[Weber et al. 1988], das aus dem Perimysium hervorgeht. Dieses wiederum fasst die 

Muskelfasern zu Bündeln zusammen und entspringt aus dem Epimysium. Das Epimysium 
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verläuft entlang der endo- und epikardialen Myokard-Oberfläche [Ehrenberg 2008]. Alle drei 

Untereinheiten sind aus einem fibrillären Kollagennetzwerk aufgebaut. Die vorherrschenden 

Kollagentypen sind Kollagen-Typ-I und -III [Weber et al. 1988; Chapman et al. 1990]. Die 

dicken Kollagen-Typ-I-Fasern gewährleisten hauptsächlich die mechanische Belastbarkeit 

des Gewebes und das Kollagen-Typ-III ermöglicht durch seine dünnen Fasern die 

Gewebeelastizität [Lamparter und Maisch 2000]. Zusätzlich ist Kollagen-Typ-VI im 

Endomysium, Perimysium und in den Gefäßwänden entdeckt worden [Mollnau et al. 1995]. 

Während der Systole gewährleistet die myokardiale Extrazelluläre Matrix die 

Kraftübertragung der einzelnen Kardiomyozyten und verhindert während der Diastole die 

Überdehnung der Muskelfasern [Weber et al. 1994]. Somit spielt die Extrazelluläre Matrix 

eine bedeutende Rolle für die Funktion der physiologischen Herzaktion.  

1.2.2 Androgene und myokardiale Effekte 

Androgene besitzen eine anabole Wirkung auf die Skelettmuskulatur, die auch auf die 

Herzmuskulatur übertragen werden kann. Sowohl Testosteron als auch Dihydrotestosteron 

steigern die myokardiale Proteinbiosynthese [Libby 1984, Marsh et al. 1998]. Die 

Steroidhormone wirken direkt über einen Androgenrezeptor, der von den Kardiomyozyten 

selbst exprimiert wird und können in supraphysiologischen Dosierungen zu einer 

Hypertrophie dieser Zellen führen [Marsh et al. 1998]. Der Androgenrezeptor gehört zu der 

Großfamilie der Steroidhormonrezeptoren. Nach der Bindung des Hormons an den 

spezifischen zytosolischen Rezeptor transloziert der ligandenbesetzte Rezeptor in den 

Zellkern, wo er die Genexpression reguliert [Köhrle und Petrides 2007]. Durch die Applikation 

von Cyproteronacetat, einem kompetitiven Androgenrezeptorantagonisten, kann dieser 

Effekt aufgehoben werden [Marsh et al. 1998]. Der Nachweis einer mRNA, die für den 

Androgenrezeptor kodiert, bestätigt zusätzlich das Vorhandensein von Androgenrezeptoren 

in Kardiomyozyten verschiedener Species einschließlich Männer und Frauen [Marsh et al. 

1998].  

Die Expression des Androgenrezeptors im Myokard hängt von der dort vorherrschenden 

Testosteronkonzentration ab. So zeichnet sich die kardiale Hypertrophie, die mit einem 

erhöhten Metabolismus einhergeht [Thum und Borlak 2002], durch einen lokal erniedrigten 

Testosteronspiegel aus. Die niedrige Hormonkonzentration im hypertrophierten Herzgewebe 

führt zu einer adaptiven Hochregulation der Androgenrezeptoren [Thum und Borlak 2002]. 

1.2.3 Das altersbedingte Androgendefizit und myokardiale Effekte 

Die Orchiektomie führt bei Ratten zu einer Reduktion der Proteinbiosynthese [Kinson et al. 

1991] und führt zu niedrigeren Herz- und Körpergewichten [Schaible et al. 1984]. Der 

Quotient aus Herz- zu Körpergewicht bleibt dabei unverändert [Schaible et al. 1984]. Die 
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Gonadektomie wirkt sich auf die kardiale Pumpfunktion, die Ejektionsfraktion, den maximalen 

systolischen Druck und den myokardialen Sauerstoffverbrauch aus [Schaible et al. 1984].  

Eine durch das Androgendefizit bedingte Reduktion der kardialen Arbeitsleistung kann durch 

eine Testosteronersatztherapie (TRT) verhindert werden [Scheuer et al. 1987]. 

Der Alterungsprozess des Mannes geht sowohl mit einer kontinuierlichen Reduktion des 

Serum-Testosteronspiegels [Jockenhövel und Schubert 2003] als auch mit einem 

Kardiomyozytenverlust einher [Olivetti et al. 1995]. Olivetti et al. [1995] verdeutlichten in einer 

morphometrischen Untersuchung den altersassoziierten Kardiomyozytenverlust des 

menschlichen männlichen Herzens. Der Verlust von ca. 1g Myokard pro Jahr entspricht ca. 

64 Millionen Kardiomyozyten und betrifft sowohl das rechte als auch das linke Herz. Der 

linke Ventrikel verliert ca. 43 Millionen und der rechte Ventrikel ca. 14 Millionen Nuclei pro 

Jahr [Olivetti et al. 1995]. Möglicherweise könnte die altersassoziierte Beeinträchtigung der 

Koronardurchblutung und der Mikrovaskularisation, die oft zu einer ischämiebedingten 

Nekrose führt, zum Untergang kardialer Myozyten beitragen. Der Kardiomyoztenverlust 

erhöht die Belastung der übriggebliebenen Zellen und resultiert in einer reaktiven 

Hypertrophie [Olivetti et al. 1995]. Das Zellvolumen der verbliebenen Kardiomyozyten nimmt 

pro Nucleus im linken Ventrikel durchschnittlich um 158µm2 pro Jahr und im rechten 

Ventrikel durchschnittlich um 167µm2 zu. Der Verlust kardialer Myozyten wird durch fibröse 

Herde ersetzt. Ab dem 40. Lebensjahr lagert sich zusätzlich Kollagen interstitiell ab. Diese 

beiden Formen der Akkumulation Extrazellulärer Matrix konnten häufiger in 

subendokardialen Regionen des linken Ventrikels beobachtet werden [Olivetti et al. 1995].  

Die oben genannten strukturellen Veränderungen des Myokards im Alter spielen eine 

bedeutende Rolle bei der Entwicklung einer Herzinsuffizienz [Anversa et al. 1990; Olivetti et 

al. 1995], indem sie sich mit anderen altersbedingten kardiovaskulären Risikofaktoren wie 

arterieller Hypertonie und koronarer Atherosklerose potenzieren [Wei 1992; McKee et al. 

1971; Frohlich et al. 1992]. 

1.3 Die Koronararterien 

Die arterielle Blutversorgung des menschlichen Herzens wird durch die Herzkranzarterien 

Aa. coronariae sinistra und dextra und deren Äste gewährleistet. Zwischen den 

Versorgungsgebieten der beiden Koronararterien bestehen Anastomosen, die bei einem 

plötzlichen Verschluss einzelner Arterienäste keine ausreichende Blutversorgung 

gewährleisten können. Demzufolge stellen die Koronararterien funktionelle Endarterien dar 

[Drenckhahn 2003]. Sie sind Arterien vom muskulären Typ und versorgen das Myokard 

während der Diastole mit Sauerstoff [Drenckhahn 2003]. 

Die Arterienwand besteht aus den drei Hauptkomponenten Kollagen, Elastin und glatte 

Muskelzellen [Dobrin 1978] und ist generell von innen nach außen aus drei Schichten 
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aufgebaut, die teilweise noch unterteilt werden: Tunica intima (Intima), Tunica media (Media) 

und Tunica externa (Adventitia). Die Intima besteht aus dem Endothel, der subendothelialen 

Schicht und der Lamina elastica interna. Das Endothel ist aus einer dünnen Schicht von 

Epithelzellen, den Endothelzellen, aufgebaut und trennt den Intravasalraum von den tieferen 

Gefäßwandschichten [Lüllmann-Rauch 2003]. Die subendotheliale Schicht weist 

altersabhängige und lokale Unterschiede auf und enthält nur wenige Zellen und 

Extrazelluläre Matrix (EZM). Langfristig können glatte Muskelzellen einwandern oder 

Lipidablagerungen auftreten, die beide zu einer Intima-Verdickung mit atherosklerotischen 

Veränderungen beitragen [Lüllmann-Rauch 2003]. Bei der Lamina elastica interna handelt es 

sich um ein Geflecht aus miteinander vernetzten elastischen Fasern, die wie ein Flechtzaun 

von zahlreichen Löchern durchbrochen werden [Drenckhahn 2003].  

Die Media nimmt die breiteste Schicht der Arterienwand ein und setzt sich bei muskulären 

Arterien überwiegend aus glatten Muskelzellen und Extrazellulärer Matrix zusammen. Die 

glatten Muskelzellen ordnen sich größtenteils konzentrisch an [Welsch 2006]. 

Bindegewebsfasern wie Kollagenfasern (Typ III) und elastische Fasern sind in dieser Schicht 

weniger bedeutsam [Drenckhahn 2003]. Die Aufgabe der Media liegt darin, die Gefäßwand 

gegen die Dehnungskräfte des Blutdrucks zu stabilisieren. Zur Adventitia grenzt sich die 

Media durch die Lamina elastica externa ab. 

Die Adventitia ist eine Bindegewebsschicht, die das Gefäß in der Umgebung verankert. Sie 

enthält Fibroblasten, Proteoglykane, elastische Fasern und Kollagenfasern. Zusätzlich 

beherbergt sie Nervenfasern, Blut- und Lymphgefäße zur Versorgung der Gefäßwand 

[Lüllmann-Rauch 2003]. Das Bindegewebe setzt sich aus reichlich Kollagenfasern und 

elastischen Fasern zusammen. Dabei wurden bisher Kollagen-Typ-I, -III, -IV, -V, -VI, -VIII,  

-XV, -XVIII, -XIX nachgewiesen [Diez 2007]. Den größten Anteil stellen die fibrillären 

Kollagen-Typen-I mit 60% und -III mit 30% dar [Diez 2007]. Die Kollagenfasern sind 

scherengitterartig in die elastischen Fasern eingelagert, wodurch die Adventitia das Gefäß in 

Längsrichtung stabilisiert (siehe Abb. 1). 

 

Abb. 1: Organisation elastischer Lamellen und Kollagenfibrillenbündel (rot dargestellt) in der Adventitia  
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Die Kollagentypen dienen primär dem Schutz vor Überdehnung, indem der dicke Kollagen-

Typ-I die Zugkraft und der dünnere Kollagen-Typ-III die Gewebeflexibilität gewährleisten. 

[Diez 2007]. Die Extrazelluläre Matrix unterliegt einem ständigen Auf- und Abbau [Hauser 

2008]. Die Fibroblasten des Myokards und die glatten Muskelzellen der Media sind für die 

Kollagensynthese verantwortlich [Heenemann et al. 2003]. Der Abbau wird durch 

extrazelluläre Proteasen, wie Kollagenasen, Serinproteasen und Matrix- Metalloproteasen 

kontrolliert [Hauser 2008]. Das Hauptprotein elastischer Fasern ist das Elastin, das die 

Dehnbarkeit der Gefäßwand erhöht. Zwischen den elastischen Fasern lagern sich 

nichtelastische Kollagenfasern ein, die eine Überdehnung der elastischen Fasern verhindern 

[Hauser 2008]. 

In der vorliegenden Dissertation wurden mithilfe der Elastika-van-Gieson-Färbung die 

elastischen Fasern und die Kollagenfasern histomorphometrisch dargestellt und der 

prozentuale Kollagen-Elastinanteil in der Koronararterienwand, der für die Dehnbarkeit und 

die Stabilität der Gefäße verantwortlich ist, bestimmt. Letztendlich nehmen diese 

Strukturkomponenten der Adventitia Einfluss auf die myokardiale Sauerstoffversorgung 

während der Diastole und schlussfolgernd auf die physische und kardiale Belastbarkeit. 

1.3.1 Androgene und vaskuläre Effekte 

Das Vorhandensein von Androgenrezeptoren in den Koronararterien wurde mehrfach belegt. 

Die meisten Androgenrezeptoren sind in der Adventitia und den glatten Muskelzellen der 

Media lokalisiert [Horwitz und Horwitz 1982]. Die Steroidhormone können unter anderem 

direkt über den Rezeptor an der Gefäßregulation mitwirken und nehmen vermutlich Einfluss 

auf die Entstehung von Atherosklerose. Die Migration glatter Muskelzellen und deren 

Proliferation spielen eine bedeutende Rolle bei atherosklerotischen Veränderungen [Horwitz 

und Horwitz 1982].  

Sowohl männliche als auch weibliche Sexualhormone regulieren die Zusammensetzung der 

Extrazellulären Matrix in der Gefäßwand [Natoli et al. 2005] und führten in einem Versuch an 

Ratten zu gegensätzlichen Effekten [Fischer und Swain 1977]. Die Wirkung von Testosteron 

auf die Extrazelluläre Matrix war weniger stark ausgeprägt als die der Östrogene. Die 

Orchiektomie führte zu einer Reduktion des prozentualen Kollagenanteils, die durch eine 

Testosteronsubstitution wieder ausgeglichen werden konnte. Der prozentuale Elastingehalt 

wurde durch die Gonadektomie der männlichen Tiere nicht beeinflusst [Fischer und Swain 

1977]. Vermutlich hat Testosteron keinen Einfluss auf den Elastingehalt [Natoli et al. 2005]. 

Inwieweit diese Untersuchungsergebnisse auf den Menschen übertragbar sind und durch 

eine Modulation der Proteine der Extrazellulären Matrix und deren Regulatoren bedingt sind, 

ist bisher noch nicht vollständig geklärt [Natoli et al. 2005]. 
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1.3.2 Das altersbedingte Androgendefizit und vaskuläre Effekte 

Der Alterungsprozess beim Mann ist sowohl mit einer stetigen Reduktion des Serum-

Testosteronspiegels [Jockenhövel & Schubert 2003] als auch mit einer Zunahme der 

Gefäßsteifigkeit im Vergleich zu Frauen gleichen Alters [Hayward et al. 2000; London et al. 

1995; Sonesson et al. 1993] assoziiert.  

Die erhöhte Gefäßsteifigkeit wird durch diverse morphologische Veränderungen verursacht. 

Eine Verbreiterung der Media führt zu einer Dickenzunahme der Arterienwand und 

vergrößert insgesamt den Durchmesser der Arterie. Sowohl eine Zunahme des 

Wassergehaltes als auch eine Ablagerung von Bindegewebe bedingen den Breitenzuwachs 

der Arterienwand [Dobrin 1978]. Morphologisch zeigen sich eine Reduktion des prozentualen 

Elastinanteils und eine erhöhte Steifigkeit der elastischen Fasern. Einerseits führen eine 

Herunterregulation der Elastin-Produktion [Qiu et al. 2007] und andererseits eine Spaltung 

der elastischen Fasern durch Kollagenfasern sowie eine vermehrte Calciumablagerung 

[Dobrin 1978] zu einer verminderten Elastizität der Gefäßwand. Die altersbedingten 

morphologischen und mechanischen Veränderungen der Arterienwand resultieren unter 

anderem in einer Erhöhung des arteriellen Blutdrucks [Dobrin 1978]. Der Stellenwert des 

Androgenmangels bei diesen Veränderungen ist noch nicht vollständig geklärt. 

Der Alterungsprozess bei männlichen Affen ist ebenfalls durch eine Abnahme des 

Elastingehalts, die zu einer erhöhten aortalen Steifigkeit führt, gekennzeichnet [Qiu et al. 

2007]. Die Synthese von Kollagen-Typ-I ist sowohl bei weiblichen als auch bei männlichen 

Tieren im Alter herunterreguliert, wohingegen nur die männlichen Tiere eine 

Beeinträchtigung der Kollagen-Typ-III-Synthese aufweisen. Zusätzlich ist bei diesen der 

Kollagen-Typ-VIII, der die Migration glatter Gefäßmuskelzellen und die neointimale 

Formation fördert, erhöht [Qiu et al. 2007].  

Der geschlechtsspezifische Unterschied im Alter liegt demzufolge in der veränderten 

Zusammensetzung der Kollagen-Isoformen, der Glykation von Kollagen [Astrand et al. 2011] 

und der Abnahme des Elastingehalts, die vermutlich die Hauptursachen für die erhöhte 

Steifigkeit der Arterienwand beim alternden Mann repräsentieren. Einen Index dafür stellt 

das steigende Kollagen-Elastin-Verhältnis [Qiu et al. 2007] als unabhängiger Risikofaktor für 

kardiale Dysfunktionen dar.  

1.4 Das altersbedingte Androgendefizit und kardiovaskuläre 
Erkrankungen 

Männer versterben deutlich häufiger an koronaren Herzerkrankungen als Frauen [British 

Heart Foundation 2010]. Im Jahr 2009 verstarb jeder fünfte Mann und jede achte Frau im 

Vereinigten Königreich an koronaren Herzerkrankungen [British Heart Foundation 2010]. In 

den letzten Jahrzehnten wurden vermehrt Studien, hauptsächlich epidemiologischer und 

klinischer Form, veröffentlicht, die einen Zusammenhang zwischen Androgendefizit und 
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einem erhöhten Risiko für Kardiovaskuläre Erkrankungen belegten. Das Androgendefizit 

stellt einen Risikofaktor für die Entstehung kardiovaskulärer Erkrankungen dar und kann als 

prädiktiver Marker bei Patienten mit erhöhtem kardiovaskulären Risikoprofil für diese genutzt 

werden [Khaw et al. 2007].  

Eine fünfjährige klinische Studie mit Soldaten belegte einen Zusammenhang zwischen einer 

erhöhten Mortalitätsrate und einem niedrigen Testosteronspiegel [Shores et al. 2006]. Liu et 

al. [2003] beobachteten eine konstant niedrigere Testosteronkonzentration bei Männern mit 

kardiovaskulären Erkrankungen. Unabhängig von Alter, BMI, Serumlipiden, Diabetes 

mellitus, Rauchen und Alkoholkonsum zeigte sich bei androgendefizienten Männern ein 

erhöhtes Risiko für die Entstehung von Atherosklerose [Hak et al. 2002]. Phillips et al. [1994] 

beobachteten eine signifikante negative Korrelation zwischen einem globalen Score für 

koronare Herzkrankheiten und freiem Testosteron im Plasma. Ein niedriger 

Testosteronspiegel ist mit der Entstehung oder Verschlechterung kardiovaskulärer 

Erkrankungen assoziiert [Traish et al. 2009]. 

Niedrige Testosteronspiegel führen zu einem Anstieg von kardiovaskulären Risikofaktoren 

wie der Zunahme der Körperfettmasse [van den Beld et al. 2000], der arteriellen Hypertonie 

[Khaw und Barrett-Connor 1988], dem Diabetes mellitus Typ 2 [Stellato et al. 2000], der 

Zunahme von LDL-Cholesterin und TAG im Plasma sowie einer gleichzeitigen Abnahme des 

HDL-Cholesterins [Haffner et al. 1993] und der gesteigerten Synthese proinflammatorischer 

Zytokine [Maggio et al. 2006]. Zytokine wirken bei der Entstehung chronischer Erkrankungen 

beim alternden Mann mit [Maggio et al. 2006]. Des Weiteren wird eine negative Korrelation 

zwischen freiem Testosteron und der Intima-Media-Dicke beobachtet [Mäkinen et al. 2005; 

Muller et al. 2004]. Eine Verbreiterung der Intima-Media resultiert in einer zunehmenden 

arteriellen Steifigkeit und stellt gemeinsam mit atherosklerotischen Veränderungen einen 

weiteren Risikofaktor für die Entstehung kardiovaskulärer Erkrankungen dar. Diese 

aufgeführten Veränderungen, bedingt durch das Androgendefizit, repräsentieren 

Komponenten des metabolischen Syndroms, das sekundär zu einem erhöhten 

kardiovaskulären Risikoprofil beiträgt [Traish et al.2009].  

Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass ein Testosterondefizit Einfluss auf die 

Entstehung von kardiovaskulären Risikofaktoren nimmt. Testosteron reguliert über 

verschiedene Mechanismen den Fettmetabolismus, den Glukosestoffwechsel und die 

vaskulären Funktionen. Basaria und Dobs [2007] vermuten zusätzlich eine direkte 

Auswirkung des Androgendefizits auf die Pathogenese von kardiovaskulären Erkrankungen. 

Der genaue Mechanismus ist bisher noch unbekannt. 

1.5 Die Testosteronersatztherapie 

Aufgrund der unspezifischen Symptome des altersbedingten Androgendefizits und der 

starken interindividuellen Schwankungen der klinischen Ausprägung ist die Indikation für 
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eine Testosteronersatztherapie (TRT) schwierig zu stellen. Es müssen sowohl ein niedriger 

Serum-Testosteronspiegel sowie Symptome eines Hypogonadismus vorhanden und 

Kontraindikationen ausgeschlossen sein [Christ-Crain et al. 2001]. Mithilfe eines 

Fragenkatalogs können die klinisch assoziierten Symptome konkret erfragt und dokumentiert 

werden [Bassil et al. 2009]. Die Testosteronersatztherapie erzielt bei vielen Männern mit 

Androgendefizit eine signifikante Verbesserung der Lebensqualität, die sich in einer 

Reduktion der Beschwerden äußert [Jockehövel & Schubert 2003]. Die hormonelle 

Behandlung führt zu einer Erhöhung der Libido (allerdings nicht zu einer Verbesserung der 

erektilen Dysfunktion [O`Carroll & Bancroft 1984]), einer Zunahme der Knochendichte 

[Katznelson et al. 1996; Snyder et al. 1999), einer Verminderung der Körperfettmasse 

[Bhasin et al. 1996], einer Steigerung der Muskelmasse und der Muskelkraft [Tenover 1992; 

Morley et al. 1993] und einer Senkung des Gesamt- und des LDL-Cholesterins [Zgliczynski 

et al. 1996]. Aufgrund der stimulierenden Wirkung von Testosteron auf das Prostatakarzinom 

wird die Testosteronersatztherapie in Bezug auf mögliche Risiken kontrovers diskutiert 

[Bassil et al. 2009]. Das Vorhandensein eines Prostatakarzinoms stellt eine absolute 

Kontraindikation dar und muss vor Beginn einer Hormonersatztherapie ausgeschlossen 

werden. Lebertoxizität, Verschlechterung einer bereits bestehenden benignen 

Prostatahyperplasie, Gynäkomastie, testikuläre Atrophie mit Infertilität, Verschlechterung 

eines unbehandelten Schlafapnoe-Syndroms und Polyglobulie werden als mögliche 

unerwünschte Nebenwirkungen beschrieben [Bassil et al. 2009].  

Schlussfolgernd muss das Nutzen-Risiko-Profil einer TRT bei jedem Patienten individuell 

abgeklärt werden.  

Bisher liegen noch keine Daten zu Auswirkungen einer TRT auf kardiovaskuläre 

Erkrankungen vor [Bassil et al. 2009]. 

1.6 Die orchiektomierte Sprague-Dawley-Ratte als Modell 

Die Sprague-Dawley-Ratte (SD-Ratte) dient als ein allgemein anerkanntes Modell in der 

Forschung für Toxikologie, Pharmakologie, Reproduktion und Verhalten, da ihre 

physiologischen Funktionen denen des Menschen sehr ähnlich sind. Ein schnelles 

Wachstum, eine hohe Fruchtbarkeit, eine zahme Art sowie günstige Erwerbs- und 

Haltungskosten zeichnen die SD-Ratte als begehrte Forschungsrasse aus [Keenan et al. 

2005]. Aufgrund ihrer kurzen Lebensdauer von zwei bis drei Jahren weist sie eine deutlich 

schnellere Entwicklung als andere Säugetiere auf und reagiert innerhalb kurzer Zeit auf 

hormonelle Veränderungen wie Hormonsubstitution oder hormonelle Defizite. Demzufolge 

eignet sie sich besonders gut für ein Forschungsdesign über einen kurzen Zeitraum [Kalu 

1991; Frost & Jee 1992]. Im Hinblick auf die vorliegende Studie entspricht der dreimonatige 

Applikationszeitraum der Testsubstanz, was ca. zwölf Prozent der Lebenserwartung einer 

SD-Ratte ausmacht, einem zehnjährigen Lebensabschnitt des Menschen.  
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Im Gegensatz zum Menschen entwickelt die SD-Ratte im Alter unter physiologischen 

Bedingungen keinen Hormonmangelzustand. 

Aufgrund guter wissenschaftlicher Erfahrungen und Ergebnisse mit der ovarektomierten SD-

Ratte als Tiermodell für die postmenopausale Frau wurde die männliche orchiektomierte SD-

Ratte zu einem vereinfachten und etablierten Modell für die endokrinologischen Verhältnisse 

des hypogonadalen Mannes [Vanderschueren et al. 1993; Wink & Felts 1980; Erben et al. 

2000; Stürmer et al. 2006; Franklina M et al. 2006] 

In Osteoporose-Studien gilt die orchiektomierte Ratte bereits als anerkanntes Tiermodell für 

den hypogonadalen Mann. Sowohl bei Männern als auch bei männlichen Ratten ist der 

Hypogonadismus mit einem erhöhten Knochenumsatz assoziiert, der zu einem Verlust von 

Knochenmasse führt [Franklina M et al. 2006].  

An dieser Stelle sollte darauf hingewiesen werden, dass beim älteren Mann nur ein partielles 

Androgendefizit vorliegt, während die orchiektomierte SD-Ratte einen massiven 

Hypogonadismus aufweist. Der partielle Hypogonadismus des älteren Mannes zeigt sowohl 

im Plasmatestosteronspiegel als auch in seinem klinischen Erscheinungsbild große 

interindividuelle Variabilitäten.  

Der männliche Alterungsprozess ist durch eine Abnahme der Leydigzellen im Hoden und 

damit einhergehend durch eine reduzierte Testosteronproduktion gekennzeichnet. 

Gleichzeitig fördert die steigende Konzentration des SHBG (Sexualhormon-bindendes 

Globulin) das Absinken an freiem, biologisch aktivem Testosteron im Plasma [Neaves et al. 

1984]. Die Rythmik der adenohypophysären LH-Freisetzung ist abgeflacht, was zu einer 

Aufhebung der zirkardianen Testosteronfreisetzung mit hohen Spiegeln am Morgen führt. 

Somit handelt es sich beim älteren Mann um eine Kombination aus primärem und 

sekundärem (hypogonadotropen) Hypogonadismus, woraus ein partielles Androgendefizit 

resultiert.  

Der komplexe Zustand des älteren Mannes geht zusätzlich mit altersbedingten 

Veränderungen einher, die schwer von dem klinischen Bild des Hypogonadismus 

abzugrenzen sind. Welche Symptome durch den Androgenmangel einerseits und durch den 

Alterungsprozess andererseits verursacht werden, wird weiterhin kontrovers diskutiert.  

In der vorliegenden Arbeit wurde durch die Orchiektomie der SD-Ratten artifiziell ein primärer 

Hypogonadismus erzeugt. Aufgrund der kompletten Ausschaltung der endokrinen 

testikulären Funktion mit lediglich verbleibender adrenokortikalen Sekretion des schwach 

androgen-wirksamen DHEAS (Dehydroepiandrosteron) [van Weerden et al. 2002, Bélanger 

et al. 1989] liegt bei dem Tiermodell der Orx-SD-Ratte ein massiver Hypogonadismus vor.  

Daher werden in der vorliegenden Studie Auswirkungen des totalen testikulären 

Androgendefizits untersucht, was nicht exakt dem hormonellen Zustand des partiellen 

Hypogonadismus des älteren Mannes entspricht. Die Untersuchungsergebnisse sind nicht 
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exakt auf das partielle Androgendefizit des alternden Mannes übertragbar; sie können jedoch 

richtungsweisende Informationen erbringen.  

Auch in kardialen Studien gilt die Ratte als ein etabliertes Tiermodell [Tucci 2011]. Um 

Studienergebnisse aus Versuchen mit Rattenherzen auf das menschliche Herz adäquat 

übertragen zu können, müssen neben den Gemeinsamkeiten auch die Unterschiede 

zwischen den Herzen dieser beiden Spezies berücksichtigt werden. Im Gegensatz zur 

arteriellen Blutversorgung des humanen Herzens erfolgt die Versorgung des Myokards der 

SD-Ratte nicht nur über eine rechte und eine linke Koronararterie, sondern zusätzlich über 

extrakoronare Äste aus diversen Thorakalarterien (A. mammaria interna und A. subclavia) 

[Halpern 1957]. Diese sind von besonderer Bedeutung, da sie die Hauptversorgung des 

Sinusknotens gewährleisten [Sequeira 2005]. Eine weitere anatomische Besonderheit stellt 

der Verlauf der Koronararterien dar. Diese verlaufen nicht wie beim Menschen auf der 

Myokardoberfläche, sondern ziehen relativ direkt nach ihrem Ursprung aus der Aorta in die 

Tiefe des Myokards [Sequeira 2005]. Aufgrund der ansonsten strukturellen, funktionellen und 

metabolischen Gemeinsamkeiten vom Myokard des Menschen und der Sprague-Dawley-

Ratte gilt diese als verbreitetes Versuchstier für myokardiale Studien. 

1.7 Die Testsubstanz ß-Ecdyson 

1.7.1 Allgemeines zu den Ecdysteroiden 

Ecdysteroide sind die Steroidhormone der Arthropoden, bei denen sie eine wichtige Rolle in 

der Regulation der Häutung, der Metamorphose, der Reproduktion und der Diapause 

einnehmen [Koolman 1989]. Vermutlich handelt es sich sowohl um artenabhängige als auch 

um entwicklungsabhängige Aktivitäten der verschiedenen Vertreter dieser Gruppe [Dinan 

2001]. Biochemisch sind Ecdysteroide polare Moleküle, die strukturell polyhydroxylierte 

Ketosteroide mit einer langen Carbonseitenkette darstellen und ihre Wirkung meist über 

einen nukleären Rezeptor entfalten. 

1966 wurden die gleichen Moleküle in verschiedenen Pflanzenarten entdeckt. Dort ist ihre 

Konzentration deutlich höher als in den Arthropoden und ihr Gehalt variiert sowohl innerhalb 

der Pflanze als auch zwischen den verschiedenen Pflanzenarten [Dinan 2001]. Um diese 

Moleküle von den Ecdysteroiden der Arthropoden zu unterscheiden, bezeichnete man sie als 

„Phytoecdysteroide“. Bisher konnten in sechs Prozent aller Pflanzenarten Ecdysteroide 

nachgewiesen werden [Dinan 1995a]. Ihre genaue Funktion in den Pflanzen ist bisher noch 

nicht eindeutig erforscht. Eventuell dienen sie als Schutz vor Raupenfraß, indem sie den 

Hormonhaushalt und den Häutungsprozess der Insekten stören [Lafont und Horn 1989]. 

Aufgrund ihrer artspezifischen Wirkung gegen pflanzenfressende Insekten könnten sie eine 

sichere und spezifische Variante der Schädlingsbekämpfung darstellen [Dinan 2001; 

Dhadialla 1998]. Für Säugetiere sind Ecdysteroide von Bedeutung, da sie Bestandteil ihrer 
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normalen Ernährung sind. Aufgrund des reichlichen Vorkommen in der Natur ist die leichte 

Verfügbarkeit ein positiver Aspekt dieser Substanzen. Mittlerweile sind mehr als 300 

verschiedene Ecdysteroide sowohl aus tierischen als auch aus pflanzlichen Geweben isoliert 

worden [Lafont und Dinan 2003] und finden besonders in der Kosmetik- und Fitnessindustrie 

Gebrauch. Für Bodybuilder und Sportler sind ca. 300 ecdysteroidhaltige Anabolika-Präparate 

auf dem Markt erhältlich [Dinan und Lafont 2006]. 

1.7.2 ß-Ecdyson und sein Vorkommen  

In der vorliegenden Untersuchung wurde das Ecdysteroid 20-Hydroxyecdyson eingesetzt, 

welches meist als ß-Ecdyson (Ecd) bezeichnet wird. Weitere Synonyme sind „Ecdysteron“ 

oder „Crustecdyson“. Das Vorhandensein mehrerer Bezeichnungen für dieses Molekül 

resultiert aus seiner zeitgleichen Entdeckung durch verschiedene Arbeitsgruppen. In der 

vorliegenden Dissertation wird für die Testsubstanz die Abkürzung „Ecd“ verwendet. 

Da Ecd sowohl in Arthropoden als auch in Pflanzen vorkommt und biologisch aktiver ist als 

die meisten anderen bekannten, in der Natur vorkommenden Ecdysteroide [Dinan 2001], gilt 

Ecd als Hauptvertreter der Ecdysteroide. Sein reichliches Vorkommen trug dazu bei, dass 

Ecd das erste Ecdysteroid war, das entdeckt wurde [Butenandt und Karlson 1954]. Für den 

Menschen bedeutsame Pflanzenarten, die Ecd enthalten, sind diejenigen, die Bestandteile 

der herkömmlichen Ernährung sind. Signifikant hohe Konzentrationen von Ecd konnten in 

Spinat (Spinacia oleracea) und Quinoa (Chenopodium quinoa) nachgewiesen werden [Dinan 

1995b]. Spinat enthält beispielsweise ca. 50µg Ecd pro g f.w. (fresh weight) [Dinan 1995b]. 

1.7.3 Struktur und Metabolismus von ß-Ecdyson 

 

  

Abb. 2: Strukturformel von 20-Hydroxyecdyson [Dinan und Lafont 2006, S. 2] 

 

Biochemisch leitet sich Ecd von Cholesterol und in den Pflanzen auch von seinen 

Zwischenmetaboliten ab. Daher weist es ein Steroidgerüst bestehend aus 27 

Kohlenstoffatomen mit einer langen Carbonseitenkette am C17-Atom auf [Kleine und 

Rossmanith 2010] und unterscheidet sich sowohl deutlich in der Größe von den 
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Steroidhormonen der Wirbeltiere als auch aufgrund der vielen Hydroxylgruppen am 

Grundgerüst. Letztgenannte führen zu einer hohen Polarität und Wasserlöslichkeit dieses 

Moleküls. Diese strukturellen Merkmale beeinflussen die Aktivität der einzelnen, strukturell 

unterschiedlichen Ecdysteroide. 

Ecd wird aufgrund seiner chemischen Eigenschaften schnell resorbiert und zügig über den 

Blutkreislauf in die verschiedenen Organe (Leber, Gallenblase, Niere und Darm) transportiert 

[Hikino et al. 1972 a, b]. Die Ausscheidung erfolgt sowohl über die Faeces als auch über den 

Urin. Bei Mäusen wird hauptsächlich die biliäre Ausscheidung genutzt [Hikino et al. 1972 a, 

b]. Für den menschlichen Metabolismus sind noch keine eindeutigen Daten vorhanden. Die 

Eliminationshalbwertszeit von Ecd im Menschen beträgt neun Stunden [Simon und Koolman 

1989]. Die Toxizität von Ecd auf den Organismus von Säugetieren ist sehr gering: Bei 

Mäusen ist die LD >9 g/kg bei oraler Aufnahme und >6,4 g/kg bei intraperitonealer 

Applikation [Matsuda et al. 1970; Ogawa et al. 1974]. 

1.7.4 Der ß-Ecdysonrezeptor 

Obwohl für Ecd diverse Effekte bei Säugetieren belegt sind, wurde bisher noch kein 

entsprechender Rezeptor bei ihnen detektiert. Vermutlich wirkt Ecd über einen 

membranständigen Rezeptor, der den PI3-Kinase / Akt-Signalweg stimuliert und darüber 

Einfluss auf das Zellwachstum und –überleben nimmt. Constantino et al. [2001] 

beobachteten, dass das potente Ecd-Analogon Muristeron A in Anwesenheit des Zytokin IL-3 

die Aktivierung der Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3-Kinase) und somit die aktivierende 

Phosphorylierung der Proteinkinase B (Akt) induziert. Diese Proteinkinase wiederum 

phosphoryliert und inaktiviert das pro-apoptotische Protein Bad. Der spezifische PI3-Kinase-

Inhibitor, LY294002, konnte die Wirkung von Muristeron A komplett verhindern. Ob 

Muristeron A direkt an dem IL-3-Rezeptor wirkt oder in einem späteren Schritt des 

Signalweges eingreift [Lafont und Dinan 2003], ist bislang noch ungeklärt. Ecd übt vermutlich 

seine Wirkung zum Teil über den PI3-Kinase / Akt-Signalweg aus. Zusätzlich zu der 

schnellen Wirkung der Ecdysteroide über einen Membranrezeptor wird eine langfristige 

nukleäre Wirkung analog zu dem Wirkmechanismus der Steroidhormone angenommen 

[Kotsyuruba et al. 1992]. 

In Arthropoden wurde ein funktioneller Rezeptor für Ecd (EcR) detektiert, der zu der Gruppe 

der nukleären Rezeptoren gehört und über den Ecd Einfluss auf die Genexpression nimmt. 

Intranukleär dimerisiert EcR mit dem Ultraspiracle-Protein (USP) [Yao et al. 1993], das eine 

homologe Form des Retinoid-Rezeptors (RXR) der Wirbeltiere darstellt [Oro et al. 1990]. Der 

RXR-Rezeptor agiert unter anderem als Dimerisierungspartner von mehreren nukleären 

Rezeptoren wie z.B. dem Retinsäure-Rezeptor (RAR), dem Vitamin-D-Rezeptor (VDR), dem 

Peroxisom-Proliferator-aktivierten Rezeptor Ɣ (PPAR Ɣ) und dem Thyroidrezeptor (TD) 

[Bourguet et al. 1995]. EcR und USP bilden einen instabilen heterodimeren Komplex, der 
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durch die Bindung des Liganden Ecd stabilisiert wird und als Transkriptionsfaktor an die ß-

Ecdyson-responsiven Elemente der DNA bindet. Yao et al. [1993] zeigten, dass nur die 

strukturelle Einheit aus EcR, USP und dem Liganden eine effektive Bindung an die DNA 

erreichen kann. 

1.7.5 Die Wirkung von ß-Ecdyson 

Die Effekte von Ecd auf den Menschen sind vielfältig und betreffen fast alle Organe und 

Gewebe. Als erste beobachtete Wirkung gilt die Stimulation der Proteinbiosynthese der 

Skelettmuskulatur durch vermehrtes Ablesen der mRNA [Otaka et al. 1968; Syrov & 

Kurmukov 1978; Khimiko et al. 2000]. Zusammen mit der Reduktion des Proteinkatabolismus 

resultiert diese in einer Zunahme der Muskelmasse. 

Ecd besitzt eine Hyperglykämie-reduzierende, antidiabetische [Yoshida et al. 1971; 

Takahashi und Nishimoto 1992], immunmodulatorische [Chiang et al. 1992], 

hepatoprotektive [Syrov et al. 1992; Badal`yants et al. 1996], antiarrhytmische [Kurmukov 

und Yermishina 1991], antioxidative und antiradikale Wirkung auf den Menschen. Weitere 

wichtige Effekte sind die Reduktion des Fettgewebes [Seidlovà-Wuttke et al. 2010] und die 

Osteoprotektion [Kapur et al. 2010].  

Trotz der androgen-ähnlichen anabolen und der östrogen-ähnlichen osteoprotektiven Effekte 

wurden mithilfe von Radioliganden-Bindungs-Assays Wirkungen von Ecd über 

Steroidrezeptoren negiert [Gorelik-Feldman et al. 2008; Seidlovà-Wuttke et al. 2010]. 

Obwohl der Wirkmechanismus von Ecd im menschlichen Organismus noch unbekannt ist, 

kann bis zu diesem Zeitpunkt ein androgenes und östrogenes Nebenwirkungsprofil dieser 

Substanz ausgeschlossen werden [Syrov 1984]. 

1.7.6 Die Wirkung von ß-Ecdyson auf die Skelettmuskulatur 

Ecdysteroide wirken anabol. Sie fördern das Wachstum der Skelettmuskulatur von 

Säugetieren [Dinan und Lafont 2006; Seidlovà-Wuttke et al. 2010], indem sie die 

Proteinbiosynthese stimulieren und somit den Gesamtproteingehalt der Skelettmuskulatur 

erhöhen [Syrov et al. 1975; Aizikov et al.1978; Khimiko et al. 2000]. Der zunehmende 

Proteingehalt ist das Resultat einer vermehrten mRNA-Translation und nicht einer 

Steigerung der mRNA-Transkription [Otaka et al. 1968; Syrov et al. 1978; Khimiko et al. 

2000]. Ecd setzt den Proteinkatabolismus herab und führt so zusätzlich zu einer Zunahme 

der Muskelmasse. Vermutlich ist eine Reduktion des Glukokortikoidspiegels (z.B. durch 

Stressreduktion) dafür verantwortlich. Ecdysteroide vergrößern die Skelettmuskelfasern und 

erhöhen die Anzahl mononukleären Zellen [Tóth 2010]. Somit nehmen sie Einfluss auf den 

Wachstumsvorgang der quergestreiften Skelettmuskulatur. 

Der anabole Effekt von Ecdysteroiden auf die Wirbeltiere konnte durch ein Größenwachstum 

bei Mäusen [Stopka et al. 1999; Todorov et al. 2000], Ratten [Syrov und Kurmukov 1978], 
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Schweinen [Kratky et al. 1997] und Meerschweinchen [Koudela et al. 1995] demonstriert 

werden. Chermnykh et al. [1988] untersuchten in vivo in einem Schwimmtest mit Ratten die 

Wirkung von Ecdysteroiden auf die Funktion der Skelettmuskulatur. Es zeigte sich, dass 

durch eine zunehmende Synthese der myofibrillären Proteine im M.soleus und im 

M.extensor digitorum longus eine verbesserte physiologische Eigenschaft der 

Skelettmuskulatur und der Ausdauer der Tiere, auch ohne vorheriges Training, erreicht 

wurde [Chermnykh et al. 1988]. Androgene hingegen setzten ein Training zur Steigerung der 

Muskelkraft und der Muskelmasse voraus, ohne dabei die Proteinbiosynthese zu 

beeinflussen [Desler et al. 1996]. Anhand dieser Studie wird die unterschiedliche Wirkweise 

von Ecdysteroide und Androgenen deutlich. Gorelik-Feldman et al. [2008] belegten ebenfalls 

die signifikante Zunahme der Muskelkraft in vivo durch eine Steigerung der Greifkraft 

behandelter Ratten. Ecdysteroide wirken sich positiv auf die Muskelmasse und die 

Muskelkraft aus.  

Diese Eigenschaften erklären das besondere Interesse von Sportlern und Bodybuildern an 

Ecd [Dinan und Lafont 2006]. Ecdysteroid-Komponenten können nicht in herkömmlichen 

Anti-Doping-Tests erkannt werden, da sie Bestandteile natürlicher Nahrungsmittel darstellen 

[Sláma und Lafont 1995]. 

1.7.7 Die Wirkung von ß-Ecdyson auf das kardiovaskuläre System 

Der Einfluss von Ecdysteroiden bzw. von Ecd auf das kardiovaskuläre System ist bislang nur 

in sehr wenigen Studien untersucht worden. Ecdysteroide haben einen 

antiatherosklerotischen Effekt, lindern Symptome des metabolischen Syndroms, besitzen 

eine antidiabetische Wirkung, indem sie den Plasma-Glucose-Spiegel normalisieren 

[Korkach et al. 2007] und wirken sich somit protektiv auf das Herz-Kreislauf-System aus 

[Cahlíková et al. 2011]. Sie senken den Cholesterinspiegel in der Leber und im Blut [Lupien 

et al. 1969; Mironova et al. 1982; Syrov et al. 1983], indem sie vermutlich die 

Cholesterinbiosynthese hemmen [Uchiyama und Yoshida 1974] und die Konversion von 

Cholesterol zu Gallensäuren steigern [Syrov et al.1986].  

Seidlová-Wuttke et al. [2010] belegten eine antiatherosklerotische Wirkung von Ecd. Die 

Applikation von Ecd führte bei weiblichen Sprague-Dawley-Ratten zu einer Senkung der 

LDL-Konzentration und gleichzeitig zu einer Erhöhung der HDL-Konzentration ohne die 

TAGs im Serum zu erhöhen. 

Des Weiteren zeigten Tierexperimente antiarrhythmische Effekte der Testsubstanz. Die 

Applikation von Ecdysteroiden konnte künstlich erzeugte Arrhythmien beenden und somit die 

Entstehung von Kammerflimmern verhindern. Vermutlich ist dieser Effekt auf eine 

membranstabilisierende Wirkung zurückzuführen. Zusätzlich verbesserten sich durch eine 

gesteigerte Anpassungsfähigkeit des Myokards die hämodynamischen Parameter und die 

myokardiale Kontraktionsfähigkeit [Kurmukov und Yermishina 1991]. 
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Ecd verhinderte durch eine Steigerung der VEGF-Expression myokardiale Ischämien [Wu 

2001]. 

1.8 Zielsetzung 

Der Alterungsprozess des Mannes, der mit einer kontinuierlichen Reduktion des 

Testosteronspiegels einhergeht, äußert sich in einer vielseitigen Symptomatik, die mit 

starken interindividuellen Schwankungen einhergeht. Insbesondere der Verlust kardialer 

Myozyten, die reaktive kompensatorische Hypertrophie der verbleibenden Zellen sowie der 

bindegewebige Ersatz des abgestorbenen Myokards führen zu einer Beeinträchtigung der 

myokardialen Kontraktionsfähigkeit und resultieren in einer reduzierten physischen 

Belastbarkeit der Betroffenen. Zusätzlich führen die Veränderungen der 

Strukturkomponenten Kollagen und Elastin der Koronararterienwand zu einer zunehmenden 

Steifigkeit der Gefäße und können eine adäquate myokardiale Sauerstoffversorgung nur 

bedingt gewährleisten. Unter physiologischen Verhältnissen bzw. Bedingungen schützt 

Kollagen-Typ-I die Gefäßwand vor einer Überdehnung und Elastin verantwortet die 

erforderliche Dehnbarkeit des Gewebes.  

Aufgrund einiger unerwünschter Nebenwirkungen und Kontraindikationen der 

Testosteronersatztherapie wird nach Therapiealternativen zur Behandlung altersbedingter 

Beschwerden beim Mann gesucht. Einige Studien belegten bereits eine protektive Wirkung 

von Ecd auf die altersbedingten Veränderungen der Skelettmuskulatur und des Knochens. 

Allerdings ist eine mögliche Wirkung auf das männliche Myokard und die 

Koronararterienwand noch nicht untersucht worden.  

Ziel der vorliegenden Studie ist es daher, mit Hilfe eines dreimonatigen Futterversuchs einen 

Effekt von Ecd auf das Myokard und die Koronararterienwand der orchiektomierten SD-Ratte 

zu untersuchen. Dabei dient die männliche gonadektomierte Ratte als Modell des 

altersbedingt androgendefizienten Mannes. Zur Erfassung möglicher Wirkungen von Ecd auf 

das Myokard wird die Anzahl kardialer Myozyten pro Gesichtsfeld, deren Querschnittsfläche 

sowie der prozentuale myokardiale Kollagenanteil lichtmikroskopisch bestimmt. Die Messung 

des prozentualen Kollagen-Elastin-Anteils der Koronararterienwand stellt einen weiteren Teil 

der vorliegenden Dissertation dar. Grundlage der vorliegenden Studie ist es, einen 

möglichen protektiven Effekt der Testsubstanz auf den Verlust kardialer Myozyten, der 

altersbedingt und androgendefizitassoziiert auftritt, einschließlich derer Folgewirkungen als 

auch auf die strukturellen Veränderungen, zeigen zu können.
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2 Material und Methoden 

2.1 Versuchstiere und Haltungsbedingungen 

Der Versuch „Ecd in male“ wurde mit insgesamt 60 männlichen Sprague-Dawley-Ratten 

(Harlan Winkelmann GmbH, Borchen, Deutschland) durchgeführt. Bei der Ankunft der Tiere 

in Göttingen waren diese sieben Wochen alt, was dem Eintritt in die Geschlechtsreife 

entspricht. Die Ratten wogen durchschnittlich zwischen 355 und 417g. Vor Versuchsbeginn 

lag eine Tierversuchsgenehmigung durch die Bezirksregierung Braunschweig unter dem 

Aktenzeichen: 33.42502-082-06 vor. Die Versuchstiere wurden in den Tierställen des 

Universitätsklinikums Göttingen in Makrolon-Käfigen Typ IV (Firma Techniplast Deutschland 

GmbH, Hohenpeißenberg) mit einer Fläche von 1800cm² gehalten. Diese waren mit Streu 

(Lignocel®, Rosenberg) ausgelegt. Abhängig von der Körpergröße wurden vier bis sechs 

Ratten pro Käfig gehalten. Die Ställe wurden während der dreimonatigen 

Versuchsdurchführung in einem zwölfstündigen Intervall beleuchtet; entweder von 7-19 Uhr 

oder von 6-18 Uhr. Die mittlere Raumtemperatur betrug ca. 22-26°C bei einer 

Luftfeuchtigkeit von 40-55%. Die Bedingungen in den Tierställen waren standardisiert. 

Zweimal wöchentlich wurden die Tiere in gereinigte Käfige umgesetzt. Für die betreuenden 

Personen gab es keine besonderen Einschleusungsverfahren. Bei Kontakt mit den Ratten 

trugen sie lediglich einen Kittel und Schuhüberzieher. Während der gesamten 

Versuchsdauer hatten die Tiere uneingeschränkten Zugang zu Futter und Wasser.  

Die tierexperimentelle Durchführung fand unter der Aufsicht von Privatdozentin Dr. Dana 

Seidlová-Wuttke statt. Während der Durchführung des tierexperimentellen Teils des 

Versuches war ich persönlich nicht anwesend. Mein Teil der Versuchsarbeit begann zu 

einem späteren Zeitpunkt. Relevante Werte und Angaben zu der Futteraufnahme, den 

Körpergewichten und deren Verlauf sowie die Herzgewichte wurden nicht von mir persönlich 

erhoben, sondern freundlicherweise von der Abteilung zur Verfügung gestellt. 

2.2 Versuchsablauf 

Der Zeitraum des gesamten Versuches erstreckte sich vom 17.10.2007 bis zum 05.03.2008. 

Im Rahmen einer Eingewöhnungsphase vom 17.10.2007 bis zum 14.11.2007 wurden alle 

Tiere, unabhängig von ihrer späteren Futtergruppe, mit soja-freiem Pelletfutter (V1354-000 

R-Z, 10mm Pellets, phytoöstrogenarm, Firma ssniff® Spezialdiäten GmbH, Soest, 

Deutschland) (Zusammensetzung Tabelle 4 methodischer Anhang) ernährt. 

Vom 28.11.2007 bis zum 07.12.2007 erfolgte unter Vollnarkose das subkutane Einsetzen 

eines ISO-Transponders (12 mm, UNO MICRO-ID System, Transponder und Lesegerät von 

der Firma UNO ROEVASTAAL BV, Zerenaar, Holland) in die Nackenregion. Der 

Transponder dient der Identifizierung und der Zuordnung der Ratten zu einer der 
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vorgesehenen fünf Versuchsgruppen. Für die Durchführung der Messung und das Einsetzen 

des Transponders wurden die Tiere mit Isofluran (Forene, Abbott-AG, Baar, Schweiz) 

narkotisiert.  

Die Ratten wurden nach Gewicht randomisiert und zu einer Futtergruppe zugeteilt. In dem 

Zeitraum vom 10.12.2007 bis zum 14.12.2007 wurden die Tiere orchiektomiert. Die 

Operation erfolgte unter Vollnarkose mit Isofluran und einer analgetischen Therapie mit dem 

nichtsteroidalen Antiphlogistikum Rimadyl.  

Nach dem operativen Eingriff erhielten die Tiere für knapp drei Monate das Futter mit der 

entsprechenden Ecd-Konzentration von der Firma sniff® Spezialdiäten GmbH, Soest 

(Zusammensetzung Tabelle 4 des methodischen Anhangs). Der Versuchszeitraum von drei 

Monaten entspricht auf den Menschen übertragen einem Zeitraum von zehn Jahren. In der 

folgenden Tabelle werden die Gruppeneinteilungen erklärt.  

 

Gruppe Futter Testsubstanz 

[g/kg Futter] 

Aufnahme an 

Testsubstanz 

[mg/Tier/d] 

Anzahl der Tiere 

pro Gruppe 

KO, Orx, sf Soja-frei - - 12 

Intakt, sf Soja-frei - - 12 

Orx, Ecd 11 ß-Ecdyson 0,5 11,11 12 

Orx, Ecd 22 ß-Ecdyson 1 22,19 12 

Orx, Ecd 67 ß-Ecdyson 3 66,84 12 

Tbl. 1: Gruppeneinteilung (orx=orchiektomiert; sf=soja-frei; Ecd= ß-Ecdyson) 

 

Durch den uneingeschränkten Zugang zu Futter und somit auch zu der Testsubstanz ist zu 

beachten, dass ein individueller Futterverbrauch und demzufolge eine unterschiedliche 

Aufnahme der Testsubstanz ermöglicht wurde. Um den durchschnittlichen Futterverbrauch 

bzw. die durchschnittliche Aufnahme von Ecd zu berechnen, wurde einmal wöchentlich zu 

ähnlichen Uhrzeiten die Restfuttermenge gewogen. Dieses Gewicht wurde von der 

ursprünglichen Futtermenge von 1500g pro Käfig pro Woche subtrahiert. Auf diese Weise 

erhielt man die von den Ratten in einem Käfig pro Woche aufgenommene Futtermenge, 

welche nun durch die Anzahl der Tiere pro Käfig dividiert wurde. Die Werte der 

Futteraufnahme wurden mir freundlicherweise von der Abteilung zur Verfügung gestellt.  

Um bei Studienende den Futterverbrauch bzw. die Aufnahme der Testsubstanz bezogen auf 

das Körpergewicht berechnen zu können, erfolgte zusätzlich eine Körpergewichtsanalyse 

durch wiederholtes Wiegen mit einer Waage (basic lite BL3, Firma Sartorius, Göttingen, 
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Germany). Während der gesamten Versuchsdauer wurden fünf Werte pro Tier protokolliert. 

Die Abteilung stellte mir diese Werte ebenfalls zur Verfügung. 

Vom 03.03.2008 bis zum 05.03.2008 endete der Versuch durch die Dekapitation der 

Versuchstiere unter einer CO2- Inhalationsnarkose. 

2.3 Histologische Aufarbeitung der Herzen 

2.3.1 Gewinnung des Probenmaterials 

Nach der Dekapitation wurden die Ratten im Bereich des Abdomen rasiert und obduziert, um 

folgende Organe und Gewebe zu entnehmen: Herz, Leber, Prostata, Samenblase, Haut, 

Musculus gastrocnemius, linke Tibia und Fettgewebe. Die entnommenen Organe wurden 

zunächst auf makroskopisch sichtbare Auffälligkeiten untersucht und anschließend gewogen. 

Zur weiteren Verarbeitung wurden sie in Eppendorf Cups (Firma Sarstedt, Nümbrecht, 

Deutschland) überführt und in flüssigem Stickstoff abgekühlt. Bis zur weiteren Verarbeitung 

wurden die Organe und Gewebe in einer Kühltruhe bei -70°C zwischengelagert.  

2.3.2 Anfertigung der Organschnitte 

(Beginn der eigenen experimentellen Arbeit) 

Die eingefrorenen Herzen wurden aufgetaut und für 72 Stunden in einer Formalinlösung 

(10%) konserviert. Im Anschluss erfolgte die Entwässerung der Proben durch eine 

aufsteigende Alkoholreihe und anschließender Fixierung zu Paraffinblöcken mit Hilfe einer 

Paraffin-Ausgießstation (EG 1160, Leica, Wetzlar, Deutschland). Die Herzen wurden mit 

ihrer anatomischen Herzachse quer zur späteren Mikrotomschnittebene in das Paraffin 

eingebettet.  

Die anatomische Herzachse ist eine gedachte Linie, die von der Mitte der Herzbasis durch 

die Herzspitze (Apex) verläuft. Die angefertigten Paraffinblöcke wurden auf der Höhe des 

Apex geschnitten. Demzufolge stellen die entstandenen Präparateschnitte des Herzens die 

Ventrikel im Querschnitt dar (siehe Abbildung 3). Ausführliche Informationen zur 

Entwässerung und zu der Fixierung der Herzen zu Paraffinblöcken sind der Tabelle 5 des 

methodischen Anhangs zu entnehmen. 

Bevor die Paraffinblöcke zu drei µm dicken Transversalschnitten verarbeitet werden konnten, 

mussten sie mindestens 24 Stunden in einer Kühltruhe eingefroren werden. Die Anfertigung 

der lichtmikroskopischen Präparate erfolgte mit einem Mikrotom (Leica Microsystem Model 

RM 2135, Fabriknummer: 2794/10.2000; Kat.Nr. 050029802, Nussloch, Deutschland). Bei 

Erhalt eines angemessenen Schnittes wurde dieser auf einen Objektträger (SuperFrost Ultra 

Plus, Menzel GmbH & Co KG, Braunschweig, Deutschland) aufgezogen. Auf diese Weise 

wurden zehn Objektträger pro Herzpräparat angefertigt. Die bestückten Objektträger wurden 

24 Stunden in einem Trockenschrank mit einer Innentemperatur von 37°C aufbewahrt. 
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2.3.3 Hämalaun-Eosin-Färbung (HE-Färbung) 

Zur Analyse des Myokards durch Ausmessen des Umfangs und Berechnung der Fläche 

einzelner Kardiomyozyten wurden zwei der zehn hergestellten Organschnitte mit der 

Hämalaun-Eosin-Färbetechnik gefärbt (Tabelle 6 des methodischen Anhangs). Hierzu 

verwendete man vor allem den vierten und fünften Schnitt, da diese aufgrund ihrer Position 

in der Mitte aller angefertigten Schnitte am geeignetsten erschienen. Das Prinzip dieser 

Färbetechnik besteht zunächst darin, mithilfe von Xylol und einer absteigenden Alkoholreihe 

das Paraffin von den Objektträgern zu entfernen, um anschließend das Myokard mit 

Hämalaun und Eosin zu färben und abschließend mit einer aufsteigenden Alkoholreihe zu 

behandeln. Dabei war die optimale Färbezeit von der Zusammensetzung der Färbelösung 

abhängig und variierte dementsprechend nach jedem neuen Ansetzen der Färbelösungen. 

Die HE-Färbung dient primär der Unterscheidung von Zellkernen und Zytoplasma [Mulisch 

und Welsch 2010]. Der positiv geladene Farbstoff Hämalaun lagert sich an die negativen 

Phosphatgruppen der DNA an und bildet mit ihr schwer lösliche Verbindungen. Da 

Hämalaun durch Zitronensäure in saurer Lösung vorliegt, werden die Carboxylgruppen im 

Zytoplasma abgesättigt und es kommt zur selektiven Blaufärbung der Kerne. Eosin, der 

wichtigste Zytoplasmafarbstoff, liegt in saurer Lösung vor. Die meisten Proteine im 

Zytoplasma sind negativ geladen und nehmen H+ Ionen auf, um dann positiv geladen zu 

sein. So kann sich das negativ geladene Eosin gut an die Proteine des Zytoplasmas und der 

extrazytoplasmatischen Strukturen anlagern und diese rot anfärben.  

Abschließend wurden die gefärbten Präparate auf dem Objektträger mit Hilfe eines Tropfens 

Klebstoff (DePex, Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg) fixiert.  

2.3.4 Elastika-van-Gieson-Färbung 

Zur Darstellung von elastischen Fasern und Kollagenfasern wurde eine 

Resorcinfuchsinfärbung nach Weigert in Kombination mit der van-Gieson-Färbung 

durchgeführt. Vorbereitend wurden nochmals zwei der zehn angefertigten Organschnitte, 

meist der dritte und der siebte Schnitt, entparaffiniert und mit der Elastika-van-Gieson- 

Färbetechnik gefärbt (Tabelle 7 des methodischen Anhangs). 

Bei dieser Färbung binden die feindispersen Farbstoffe der Resorcinfuchsin-Lösung an die 

strukturdichten elastischen Fasern, bestehend aus Elastin und Fibrillin, und färben diese 

dunkelviolett. Zur Kernfärbung dient Eisenhämatoxylin nach Weigert, wodurch sich die Kerne 

schwarzblau bis schwarzbraun darstellen. Das verwendete Pikrofuchsin-Gemisch (van-

Gieson-Gemisch) besteht aus zwei Farbstoffen, die sich in ihrer Dispersität, Diffusibilität und 

Konzentration deutlich unterscheiden [Mulisch und Welsch 2010]. Es wird progressiv gefärbt: 

die feindisperse, hochkonzentrierte Pikrinsäure diffundiert in der kurzen Färbezeit in alle 

Strukturen des Gewebes und färbte diese (Zytoplasma, Muskulatur, Epithel) gelb. Während 

dieser Zeit kann das grobdisperse Säurefuchsin nur in die weiten Strukturlücken des 
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kollagenen Bindegewebes eindringen, wo es die Pikrinsäure überlagert und die 

Kollagenfasern rot anfärbt. 

Wenn die Färbung nicht rechtzeitig unterbrochen wird, erhält das Zytoplasma einen 

deutlichen Rotton! 

2.4 Histologische Auswertung 

Die Auswertung der angefertigten Herzpräparate erfolgte mit Hilfe eines Lichtmikroskops 

(Zeiss Axiophot, Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland), welches mit einer integrierten 

CCD (charge-coupled Device)-Kamera (Color View, Olympus Soft Imaging Solutions GmbH, 

Münster, Deutschland)) und einem PC-Anschluss ausgestattet war. Mit der CCD-Kamera 

konnten Fotos von den Präparaten bei gewünschter Vergrößerung aufgenommen und mit 

Hilfe der Software analySIS 3.0 (Olympus Soft Imaging Solutions GmbH, Münster, 

Deutschland) analysiert und ausgewertet werden. Durch Eingeben der aktuellen 

Vergrößerung in das Software-Programm konnte dieses die realen Messergebnisse 

berechnen. Die Messwerte wurden in einer Excel-Tabelle (Microsoft Office Excel 2010, 

Microsoft Corporation, USA) protokolliert.  

Die Auswertung bestand aus der Bestimmung der Anzahl kardialer Myozyten pro 

Gesichtsfeld, der Messung ihrer Querschnittsfläche, der Messung und der Berechnung des 

prozentualen Kollagenanteils im Myokard sowie des prozentualen Kollagen-Elastinanteils in 

der Koronararterienwand.  

2.4.1 Messung der Kardiomyozytenfläche 

Die Messung der Kardiomyozytenfläche erfolgte an Organschnitten (meist der vierte und 

fünfte Schnitt), die mit der HE-Färbetechnik angefertigt wurden. Bei einer 32fachen 

Vergrößerung wurden an zwei beliebigen Stellen innerhalb des rechten und des linken 

Ventrikels (siehe Abbildung 3) jeweils zehn quer angeschnittene Kardiomyozyten ausgewählt 

und ausgemessen, indem sie mit dem Cursor umkreist wurden (siehe Abbildung 4). Dabei 

gingen nur querangeschnittene Kardiomyozyten mit einem zentral gelegenen Kern in die 

Messung mit ein. Die meisten quer angeschnittenen kardialen Myozyten mit mittigem Kern 

waren am Rand der Präparate zu finden. Nachdem die entsprechende Vergrößerung in das 

Software-Programm eingegeben wurde, berechnete dieses die reale Fläche der jeweils 

ausgemessenen Kardiomyozyten. Die in µm² gemessenen Flächenwerte wurden in einer 

Excel-Tabelle protokolliert. Insgesamt wurden pro Tier anhand von zwei Organschnitten 

jeweils 20 Kardiomyozytenflächen ausgemessen. Pro Tier konnten 40 Flächenwerte und 

somit 480 Flächenwerte pro Versuchsgruppe dokumentiert werden. Insgesamt wurden 2400 

Flächen vermessen.  
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Abb. 3: Schematische Darstellung der Gewinnung des histologischen Probenmaterials und der Organschnitte  

 

     

Abb. 4: Beispiel für die Darstellung querangeschnittener Kardiomyozyten mit zentralständigem Kern und dem 

Messprinzip ihrer Flächen (HE-Färbung, 32fache Vergrößerung, Präparat 28, 5. Schnitt) 
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2.4.2 Bestimmung des prozentualen myokardialen Kollagenanteils  

Anhand von Organschnitten, die mit der Elastika-van-Gieson-Färbetechnik gefärbt wurden, 

fand die quantitative Bestimmung des myokardialen Kollagenanteils statt. Die Messung 

erfolgte bei einer 50fachen Vergrößerung. Die Präparate wurden jeweils in vier Quadranten 

eingeteilt. Diese Einteilung wurde auf den Objektträgern markiert (Abbildung 5). 

 

 

Abb. 5: Schematische Darstellung der Einteilung der histologischen Präparate in Quadranten 

 

Quadrant I: 12-3 Uhr 

Quadrant II: 9-12 Uhr 

Quadrant III: 6-9 Uhr 

Quadrant IV: 3-6 Uhr 

 

Unter dem Lichtmikroskop wurde die Gesamtfläche eines Myokardausschnittes bzw. eines 

Gesichtsfeldes ermittelt, indem dieses mit dem Cursor einmal komplett umrahmt wurde 

(siehe linkes Bild der Abbildung 6). Die Software errechnete den Flächeninhalt der 

markierten Fläche (Gesamtfläche). Danach wurden die einzelnen Kollagenflächen innerhalb 

dieses Gesichtsfeldes, die sich durch die Elastika-van-Gieson-Färbung rot darstellten, 

ebenfalls manuell mit dem Cursor umrahmt (siehe rechtes Bild der Abbildung 6). Die 

Software errechnete den Flächeninhalt jeder einzelnen markierten Fläche. Alle 

Kollagenflächenwerte, die in einer Excel-Tabelle dokumentiert wurden, wurden anschließend 

mithilfe eines Taschenrechners zu einem „Gesamt-Kollagen-Flächenwert“ addiert. Die 

Elastik-van-Gieson-Färbung färbt neben interstitiellem Kollagen auch perivaskuläres 

Gewebe an. Aufgrund dessen wurde bei der Messung der einzelnen Kollagenflächen darauf 

geachtet, dass ausschließlich die Kollagenflächen zwischen den Kardiomyozyten in die 

Auswertung mit eingingen. Voraussetzung war die Auswahl von Bereichen im Myokard, in 

denen die Myozyten quer angeschnitten waren, um eine Doppelberechung der 

Kollagenfasern weitgehend zu vermeiden (siehe Abbildung 6). 
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Abb.6: Beispiel für die Darstellung von myokardialem Kollagen durch die Elastika-van-Gieson-Färbung und dem 

Messprinzip durch Markierung der Kollagenflächen (Elastika-van-Gieson-Färbung, 50 fache Vergrößerung; 

Präparat 25; 3. Schnitt) 

 

Die Messungen wurden hauptsächlich im ersten und teilweise auch im vierten Quadranten 

durchgeführt (siehe Abbildung 5), da laut Literatur gehäuft Fibrose in subendokardialen 

Bereichen des linken Ventrikels entsteht [Olivetti et al. 1995]. Perivaskuläre Kollagenanteile 

gingen nicht in die Auswertung mit ein. Die „Gesamt-Kollagen-Fläche“ (rechtes Bild der 

Abbildung 6) dividiert durch die Gesamtfläche des Gesichtsfeldes (linkes Bild der Abbildung 

6) multipliziert mit 100 ergab den prozentualen Kollagenanteil pro Gesichtsfeld bzw. pro 

Myokardausschnitt. 

 

                     

                                    
                                                  

 

Diese Berechnungen wurden mithilfe eine Taschenrechners manuell durchgeführt.  

Pro Tier wurde jeweils an zwei Organschnitten je ein Myokardausschnitt ausgemessen. 

Somit wurden pro Tier zwei und damit pro Versuchsgruppe 24 Prozentwerte berechnet und 

dokumentiert. Für jedes Tier wurde aus den beiden Prozentwerten ein Mittelwert gebildet. 

Alle Gewebeschnitte wurden unter denselben mikroskopischen Einstellungen von mir 

ausgemessen und berechnet. 

2.4.3 Bestimmung des prozentualen Kollagen-Elastinanteils der Koronararterie 

Zur Bestimmung des prozentualen Kollagen-Elastinanteils einer Koronararterie wurde in den 

Organschnitten, die mit der Elastika-van-Gieson-Färbetechnik angefertigt wurden, bei einer 

25fachen Vergrößerung nach einer geeigneten Arterie gesucht. Geeignete Koronararterien 

sollten queranggeschnitten sein und einen gut erkennbaren Kollagen-Elastinanteil 

aufweisen, welcher sich in dieser Färbung rot darstellt. Größtenteils wurde im vierten 

Quadranten (siehe Abbildung 5) nach einer geeigneten Arterie gesucht. Da in diesem unter 
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normalen anatomischen Verhältnissen die großen Äste der A. coronaria sinistra, des 

R.circumflexus und des R. interventricularis anterior und deren Abgangsarterien senkrecht 

zur Schnittebene verlaufen müssten, war die Wahrscheinlichkeit größer, eine 

querangeschnittene Arterie für die Messung anzutreffen. Analog zur Bestimmung des 

prozentualen Kollagenanteils im Myokard wurde zuerst die Gesamtfläche der Arterie 

bestimmt, indem die quer-angeschnittene Arterie einmal komplett mit dem Cursor umrahmt 

wurde (siehe mittleres Bild der Abbildung 7) und die Software somit die Gesamtfläche der 

querangeschnittenen Arterie berechnen konnte. Anschließend wurde der rot angefärbte 

Kollagen-Elastinanteil in der Arterienwand ebenfalls mithilfe des Cursors umfahren (siehe 

rechtes Bild der Abbildung 7) und durch die Software der Wert dieser Fläche ermittelt. Um 

den prozentualen Kollagen-Elastinanteil zu bestimmen, wurde pro Schnitt die Kollagen-

Elastinfläche (siehe rechtes Bild der Abbildung 7) durch die Gesamtfläche der quer-

angeschnittenen Arterie (siehe mittleres Bild der Abbildung 7) dividiert. Dieser Wert wurde 

mit dem Faktor 100 multipliziert.  

 

                      

                        
                                             

 

Diese Berechnungen wurden mithilfe eines Taschenrechners manuell durchgeführt.   

Pro Tier wurde anhand von zwei Organschnitten jeweils der prozentuale Kollage-

Elastinanteil einer Koronararterienwand ermittelt. Somit wurden pro Tier zwei Prozentwerte 

und pro Versuchsgruppe insgesamt 24 Werte dokumentiert. Aus den zwei Prozentwerten pro 

Tier wurde ein Mittelwert gebildet. Alle Gewebeschnitte wurden ebenfalls unter denselben 

Einstellungen und von mir ausgewertet. 

Literaturangaben zufolge färben sich in der Elastika-van-Gieson-Färbung Kollagenfasern rot 

und reine elastische Fasern schwarzviolett an [Mulisch und Welsch 2010]. Diese sind in der 

Elastika-Interna der Präparate gut erkennbar (siehe linkes Bild der Abbildung 7). Innerhalb 

der Adventitia lagern sich die elastischen Fasern netzwerkartig in die Kollagenfasern ein 

[Hauser 2008] (siehe Abb. 1). Unter einem Fluoreszenz-Mikroskop lassen sich elastische 

Fasern aufgrund ihrer Autofluoreszenz ebenfalls netzwerkartig innerhalb der rot angefärbten 

Kollagenanteile der Arterienwand darstellen. Da sich lichtmikroskopisch die einzelnen 

Bestandteile der rot angefärbten Flächen auch bei sehr hohen Vergrößerungen (630fach) 

nicht eindeutig differenzieren lassen, werden in der vorliegenden Arbeit die rot angefärbten 

Areale der Koronararterienwand mit „Kollagen-Elastinanteil“ bezeichnet. 
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Abb. 7: Beispiel für den Querschnitt einer myokardialen Arterie und für das Messprinzip des Kollagen-

Elastinanteils (Elastika-van Gieson Färbung; 25 fache Vergrößerung; Präparat 25, 3. Schnitt) 

 

2.4.4 Bestimmung der Anzahl kardialer Myozyten pro Gesichtsfeld 

Die Bestimmung der Anzahl kardialer Myozyten pro Myokardausschnit bzw. pro Gesichtsfeld 

wurde an Organschnitten durchgeführt, die mit der HE-Färbetechnik gefärbt wurden. Bei 

einer 50fachen Vergrößerung wurden im I. und IV. Quadranten (siehe Abbildung 5) zwei 

Gesichtsfelder mit einer Fläche von 22134,58µm² (601,34µm Umfang) zufällig ausgewählt.  

Der I. und IV. Quadrant erschienen für diese Analyse gut geeignet, da sie den linken 

Ventrikel darstellen, in dem der altersbedingte und androgendefizitassoziierte 

Kardiomyozytenverlust stärker ausgeprägt ist als im rechten Ventrikel [Olivetti et al. 1995]. 

Dabei sollten die ausgewählten Gesichtsfelder möglichst nur quer angeschnittene 

Kardiomyozyten mit zentral ständigem Kern und wenig Interzellularsubstanz aufweisen. 

Durch Anklicken mit dem Cursor der Kardiomyozyten mit mittelständigem Kern zählte das 

Software Programm automatisch die Kardiomyozyten und übertrug die Werte in eine Excel-

Tabelle. Pro Tier wurden je zwei Organschnitte mit jeweils zwei Gesichtsfeldern gezählt. 

Somit wurden vier Werte pro Tier und 48 pro Versuchsgruppe dokumentiert. Aus den vier 

Werten pro Tier wurde ein Mittelwert gebildet. Alle Gewebeschnitte wurden unter den 

gleichen mikroskopischen Einstellungen von mir ausgewertet.  

2.4.5 Statistische Auswertung 

Für die statistische Auswertung und die grafische Darstellung wurden die durch die 

histologischen Auswertungen erhaltenen Messwerte zuerst in Excel-Tabellen protokolliert 

und anschließend in das Programm GraphPad Prism 4 (GraphPad Software, San Diego, 

USA) überführt. Die Daten wurden als Mittelwerte ± Standardabweichung mithilfe von 

Säulendiagrammen (mit Ausnahme von Abbildungen 8 und 10) dargestellt. Werte, die mehr 

als zwei Standardabweichungen vom Mittelwert entfernt waren, wurden aus der Auswertung 

genommen. Unterschiede zwischen der Kontroll- und den Behandlungsgruppen wurden 

mittels einfaktorieller ANOVA ermittelt. Bei vorliegender globaler Signifikanz wurden 

Paarvergleiche durch post-hoc-Tests nach Dunnett durchgeführt. Dabei wurde das 

Signifikanzniveau auf α = 0,05 festgelegt.  



   3 Ergebnisse 

35 

3 Ergebnisse 

Im Folgenden sollen die Ergebnisse der Messungen und der histologischen Auswertungen 

graphisch dargestellt und erläutert werden. Zur Veranschaulichung werden hierfür, 

abgesehen von Abbildung 8 und 10, Säulendiagramme verwendet. Die Anordnung der 

Säulen (von links nach rechts) ist stets dieselbe: zuerst das Ergebnis der Kontrollgruppe 

(KO), die Gruppe der orchiektomierten Tiere mit Soja-freiem Futter. An zweiter Stelle steht 

die Gruppe der intakten Tiere ebenfalls mit Soja-freier Ernährung. Es folgen dann die 

Gruppen der orchiektomierten Tiere mit unterschiedlichen Dosierungen von Ecd im Futter 

(Ecd 11, Ecd 22, Ecd 67). Signifikanzen werden auf die Kontrollgruppe, KO (orx, sf), 

bezogen und durch ein Sternchen gekennzeichnet. Die Kontrollgruppe besteht aus den 

orchiektomierten Tiere, denen Soja-freies Futter verabreicht wurde.  

 

3.1 Körpergewicht 

3.1.1 Körpergewichtsverlauf 
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Abb. 8: Der Effekt von Ecd auf den Verlauf des Körpergewichts der jeweiligen Behandlungsgruppen während der 

dreimonatigen Versuchsdurchführung. Die Werte wurden mit „one-way-Anova“ und einem Anschlusstest nach 

Dunnett auf Signifikanzniveau geprüft (Signifikanzniveau *p<0,05 vs. Orx ,sf). Dieser Graph wurde von der 

Abteilung zur Verfügung gestellt.  
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Die Abbildung 8 zeigt bei allen Gruppen eine kontinuierliche Körpergewichtszunahme über 

den kompletten Versuchszeitraum. Die Tiere der Kontrollgruppe zeigen während der 

gesamten Versuchsdurchführung die niedrigsten Körpergewichte. Mit Ausnahme der ersten 

Gewichtsmessung weisen die intakten Tiere das höchste Körpergewicht auf. Dabei kommt 

es nur bei diesen in dem Zeitraum von der ersten pQCT-Messung bis Versuchsende zu einer 

signifikanten Gewichtszunahme von 109 g. Über den gesamten Versuchszeitraum betrachtet 

liegen die Behandlungstiere mit ihrem Körpergewicht zwischen denen der Kontrolltiere und 

denen der intakten Tiere.  

3.1.2  Körpergewicht nach Versuchsende 
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Abb. 9: Der Effekt von Ecd auf die durchschnittlichen Körpergewichte [g] der jeweiligen Behandlungsgruppen 

nach dreimonatiger Versuchsdurchführung im Vergleich zur Kontrollgruppe orx, sf. Die Werte wurden mit „one-

way Anova“ und einem Anschlusstest nach Dunnett auf Signifikanz geprüft (Signifikanzniveau *p<0,05 vs orx, sf). 

 

Zur übersichtlicheren Darstellung zeigt Abbildung 9 die Körpergewichte nur nach 

Versuchsende. Die intakten Tiere sind mit einem durchschnittlichen Körpergewicht von 

500,12 ± 59,01g die schwersten Tiere aller Versuchstiere und sind zusätzlich signifikant 

schwerer als die Kontrolltiere, die im Durchschnitt 443,14 ± 21,29g wiegen. Die 

Körpergewichte der Behandlungstiere mit 460,45 ± 21,89g (Ecd 11), 451,41 ± 22,56g (Ecd 

22) und 451,40 ± 28,83g (Ecd 67) liegen zwischen den Werten dieser beiden Gruppen und 

sind im Vergleich zu den intakten Tieren erkennbar geringer. Es besteht kein signifikanter 

Unterschied zwischen den Körpergewichten der Kontrollgruppe und denen der 

Behandlungsgruppen. 
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3.2 Futteraufnahme 

3.2.1  Futteraufnahme im Verlauf 

Durch die wöchentlich dokumentierte Futteraufnahme pro Käfig konnte für jede Gruppe ein 

durchschnittlicher Futterkonsum pro Tier pro Tag errechnet werden (siehe Material und 

Methoden). 

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
10.0

12.5

15.0

17.5

20.0

22.5

25.0

27.5

30.0
KO (orx,sf)

intakt,sf

Ecd 11

Ecd 22

Ecd 67

sehr kalte Außentemperaturen (-10°C)

Ab diesem Zeitpunkt: 4 Tiere pro Käfig

Wochen nach Orchiektomie

F
u

tt
e
ra

u
fn

a
h

m
e
 [

g
/T

ie
r/

d
]

 
Abb. 10: Der Effekt von Ecd auf den Verlauf der Futteraufnahme der jeweiligen Behandlungsgruppen während 

der dreimonatigen Versuchsdurchführung. Die Werte wurden mit „one-way Anova“ und einem Anschlusstest nach 

Dunnett auf Signifikanzniveau geprüft (Signifikanzniveau *p<0,05 vs. Orx, sf). Dieser Graph wurde von der 

Abteilung zur Verfügung gestellt. 

 

In Abbildung 10 ist die wochenweise ermittelte durchschnittliche Futteraufnahme pro Tier am 

Tag im Verlauf nach der Orchiektomie dargestellt. Nach einem anfänglichen Peak in der 

zweiten Wochen, der zeitlich mit einem starken Abfall der Außentemperatur auf -10°C 

zusammenfällt, bleibt die Futteraufnahme ab der vierten Woche bis zu Versuchsende auf 

einem relativ konstanten Niveau. 
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3.2.2 Futteraufnahme und Aufnahme der Testsubstanz 

Abb. 11: Der Effekt von Ecd auf die durchschnittliche Futteraufnahme [g/Tier/d] der jeweiligen 

Behandlungsgruppen nach dreimonatiger Versuchsdurchführung im Vergleich zur Kontrollgruppe orx, sf. Die 

Werte wurden mit „one-way Anova“ und einem Anschlusstest nach Dunnett auf Signifikanz geprüft 

(Signifikanzniveau *p<0,05 vs orx, sf). 

 

Die durchschnittliche Futteraufnahme der intakten Tiere weist gegenüber der Kontrollgruppe 

keinen signifikanten Unterschied auf. Die Behandlungstiere nahmen signifikant mehr Futter 

zu sich als die Kontrolltiere. Am wenigsten fraßen die Tiere der Kontrollgruppe mit ca. 20,71 

± 0,66g pro Tier pro Tag. Über den gesamten Versuchszeitraum betrachtet nahmen die 

intakten Tiere durchschnittlich 22,06 ± 0,83g/Tier/d, die Tiere der Gruppe Ecd 11 22,21 ± 

1,33g/Tier/d, die Tiere der Gruppe 22 22,19 ± 2,06g/Tier/d und die Tiere der Gruppe Ecd 67 

22,28 ± 1,59g/Tier/d Futter zu sich. 

Anhand dieser Werte kann die tägliche Aufnahme von ß-Ecdyson berechnet werden, nach 

der die jeweiligen Versuchsgruppen benannt wurden. 
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[g/Tier/d] 

Aufnahme 

der 

Testsubstanz 

[mg/Tier/d] 

Testsubstanz 

[mg/100g 

KG/d] 

Orx, Ecd 11 0,5 22,21 ± 1,33  11,11 2,41 

Orx, Ecd 22 1 22,19 ± 2,06 22,19 4,92 

Orx, Ecd 67 3 22,28 ± 1,59 66,84 14,81 

Tbl 2: Tägliche Aufnahme der Testsubstanz
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3.3 Herzgewicht 
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Abb. 12: Der Effekt von Ecd auf das Herzgewicht [g] der jeweiligen Behandlungsgruppen nach dreimonatiger 

Versuchsdurchführung im Vergleich zur Kontrollgruppe (KO, orx, sf). Die Werte wurden mit „one-way Anova“ und 

einem Anschlusstest nach Dunnett auf Signifikanz geprüft (Signifikanzniveau *p<0,05 vs orx, sf;). 

 

Die Abbildung 12 zeigt die durchschnittlichen Herzgewichte nach Versuchsende. Die intakten 

Tiere haben mit 1,39 ± 0,09g im Vergleich zu den Tieren der Kontrollgruppe mit 1,22 ± 0,10g 

signifikant schwerere Herzen. Die Herzgewichte der Ecd-Behandlungstiere (Ecd 11, Ecd 22, 

Ecd 67) sind statistisch nicht signifikant erhöht gegenüber denen der Kontrolltiere.  
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3.4 Prozentualer Anteil des Herzgewichts am 
Gesamtkörpergewicht 
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Abb. 13: Der Effekt von Ecd auf den prozentualen Anteil des Herzgewichts am Gesamtkörpergewicht der 

jeweiligen Behandlungsgruppen nach dreimonatiger Versuchsdurchführung im Vergleich zur Kontrollgruppe orx, 

sf. Die Werte wurden mit „one-way Anova“ und einem Anschlusstest nach Dunnett auf Signifikanz geprüft 

(Signifikanzniveau *p<0,05 vs orx, sf). 

 

Der prozentuale Anteil des Herzgewichtes bezogen auf 100g Gesamtkörpergewicht zeigt 

weder bei den intakten Tieren noch bei den Behandlungstieren einen signifikanten 

Unterschied gegenüber der Kontrollgruppe. Die Tiere der Gruppe Ecd 11 weisen mit 0,280 ± 

0,01% den gleichen Anteil des Herzgewichtes am Gesamtkörpergewicht auf wie die intakten 

Tiere mit 0,280 ± 0,03%. Zwischen der höchsten Ecd-Dosierung (Ecd 67) mit 0,276 ± 0,01% 

und der Kontrollgruppe mit 0,276 ± 0,03% zeigt sich keine signifikante Differenz. 
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3.5 Kardiomyozytenfläche 
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Abb. 14: Der Effekt von Ecd auf die Kardiomyozytenfläche [µm²]der jeweiligen Behandlungsgruppen nach 

dreimonatiger Versuchsdurchführung im Vergleich zur Kontrollgruppe orx, sf. Die Werte wurden mit „one-way 

Anova“ und einem Anschlusstest nach Dunnett auf Signifikanz geprüft (Signifikanzniveau *p<0,05 vs orx, sf). 

 

Nach dreimonatiger Versuchsdurchführung zeigen die Kontrolltiere eine durchschnittliche 

Kardiomyozytenfläche von ca. 212,16 ± 72,59µm². Zwischen diesen und den intakten Tiere 

(202,52 ± 76,62µm²) liegt kein signifikanter Unterschied hinsichtlich der 

Kardiomyozytenfläche vor. Im Vergleich mit den Kontrolltieren weisen die Tiere der Gruppe 

Ecd 11 signifikant größere Kardiomyozytenflächen auf und haben mit durchschnittlich 229,81 

± 87,49µm² die größte Kardiomyozytenfläche aller Versuchstiere. Dahingegen zeigen die 

Tiere der Gruppe Ecd 22 (190,28 ± 74,62µm²) und Ecd 67 (180,85 ± 69,42µm²) signifikant 

kleinere Kardiomyozytenflächen gegenüber den Kontrolltieren. 
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3.6 Index: Kardiomyozytenfläche / Herzgewicht 
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Abb. 16: Der Effekt von Ecd auf das Verhältnis Kardiomyozytenfläche [µm²] zu dem Herzgewicht [g]der jeweiligen 

Behandlungsgruppen nach dreimonatiger Versuchsdurchführung im Vergleich zur Kontrollgruppe orx, sf. Die 

Werte wurden mit „one-way Anova“ und einem Anschlusstest nach Dunnett auf Signifikanz geprüft 

(Signifikanzniveau *p<0,05 vs orx, sf). 

 

Der Index aus Kardiomyozytenfläche und Herzgewicht ist bei den intakten Tieren signifikant 

niedriger im Vergleich zu dem der Kontrolltiere. Die intakten Tiere haben eine kleinere 

Kardiomyozytenfläche (Abb. 14) bezogen auf ihr signifikant höheres Herzgewicht (Abb.12). 

Die Tiere der Gruppen Ecd 22 (148,6 ± 30,12µm²/g) und Ecd 67 (144,5 ± 36,33µm²/g) 

weisen ebenfalls ein signifikant niedrigeres Verhältnis gegenüber der Kontrollgruppe auf. 

Das Verhältnis von Kardiomyozytenfläche zu Herzgewicht der Gruppe Ecd 11 (179,0 ± 

32,20µm²/g) unterscheidet sich nicht signifikant von dem der Kontrollgruppe (174,7 ± 

31,67µm²/g).  
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3.7 Anzahl kardialer Myozyten pro Gesichtsfeld 
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Abb. 15: Der Effekt von Ecd auf die Anzahl der kardialer Myozyten pro Gesichtsfeld (22134,58µm²) der jeweiligen 

Behandlungsgruppen nach dreimonatiger Versuchsdurchführung im Vergleich zur Kontrollgruppe orx, sf. Die 

Werte wurden mit „one-way Anova“ und einem Anschlusstest nach Dunnett auf Signifikanz geprüft 

(Signifikanzniveau *p<0,05 vs orx, sf). 

 

Insgesamt besteht zwischen den verschiedenen Versuchsgruppen und der Kontrollgruppe 

(14,90 ± 4,19) kein signifikanter Unterschied in der Anzahl kardialer Myozyten pro 

Gesichtsfeld. Die intakten Tiere zeigen 16,52 ± 3,91 Kardiomyozyten pro Gesichtsfeld. Die 

Tiere der Gruppe Ecd 11 haben durchschnittlich 15,08 ± 3,52 Kardiomyozyten pro 

Gesichtsfeld und die der Gruppe Ecd 22 15,73 ± 3,43. Unter der höchsten Ecd-Dosierung, 

Ecd 67, zeigen sich 16,78 ± 3,86 kardialen Myozyten pro Gesichtsfeld. Insgesamt weisen die 

Kollektive eine deutliche Streubreite auf.  
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3.8 Prozentualer myokardialer Kollagenanteil 
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Abb. 17: Der Effekt von Ecd auf den prozentualen Kollagenanteil im Myokard des linken Ventrikels der jeweiligen 

Behandlungsgruppen nach Versuchsdurchführung im Vergleich zur Kontrollgruppe orx, sf. Die Werte wurden mit 

„one-way Anova“ und einem Anschlusstest nach Dunnett auf Signifikanz geprüft (Signifikanzniveau *p<0,05 vs 

orx, sf). 

 

Der prozentuale myokardiale Kollagenanteil zeigt keinen signifikanten Unterschied zwischen 

dem der Tiere der Versuchsgruppen und dem der Kontrollgruppe (1,26 ± 0,84%). Die 

intakten Tiere weisen einen myokardialen Kollagenanteil von 1,03 ± 0,41% auf. Die Tiere der 

Gruppe Ecd 11 haben einen Kollagenanteil von 1,26 ± 0,31% im Myokard, die Tiere der 

Gruppe Ecd 22 von 0,90 ± 0,24% und die Tiere der Gruppe Ecd 67 von 0,79 ± 0,32%. 

Insgesamt weisen die Messungen eine starke Streubreite auf.  
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3.9 Prozentualer Kollagen-Elastinanteil in der Koronararterienwand 
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Abb. 18: Der Effekt von Ecd auf den prozentualen Kollagen-Elastinanteil in der Wand einer Koronararterie im 

linken Ventrikel der jeweiligen Behandlungsgruppen nach dreimonatiger Versuchsdurchführung im Vergleich zur 

Kontrollgruppe orx, sf. Die Werte wurden mit „one-way Anova“ und einem Anschlusstest nach Dunnett auf 

Signifikanz geprüft (Signifikanzniveau *p<0,05 vs orx, sf). 

 

Die Abbildung 18 zeigt einen Kollagen-Elastinanteil in der Koronararterienwand bei den 

Kontrolltieren von 28,05 ± 9,63% und bei den intakten Tieren von 33,12 ± 7,71%. Die Tiere 

der Gruppen Ecd 11 weisen einen koronararteriellen Kollagen-Elastinanteil von 32,80 ± 

6,18% und die der Gruppe Ecd 67 von 33,24 ± 7,48% auf. Die mittlere Ecd-Dosierung (Ecd 

22) führt zu einer signifikanten Zunahme des Kollagen-Elastinanteils (33,96 ± 6,84%) 

gegenüber der Kontrollgruppe. Somit zeigt sich dosisabhängig ein Maximum der Ecd-

Wirkung auf die Veränderung des Kollagen-Elastin-Anteils.
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3.10  Zusammenfassung der Ergebnisse 

Die folgende Tabelle fasst die Untersuchungsergebnisse zusammen. Sie dient jedoch nicht 

der statistischen Analyse. Die Mittelwerte der Kontrollgruppe wurden gleich 100% gesetzt, 

um die Mittelwerte der Versuchsgruppen darauf zu beziehen und die prozentualen 

Veränderungen zu beschreiben.  

 

Untersuchter Parameter Intakt, sf Orx, Ecd 

11 

Orx, Ecd 

22 

Orx, Ecd 

67 

Körpergewicht 

 

▲▲+13% +4% +2% +2% 

Futteraufnahme 

  

+7% ▲▲+7% ▲▲+7% ▲▲+8% 

Herzgewicht 

 

▲▲+14% +6% +5% +2% 

Herzgewicht/Körpergewicht*100 

 

+1% +1% +3% 0% 

Kardiomyozytenfläche 

 

-5% ▲▲+8% ▼▼-10% ▼▼-15% 

Anzahl der Kardiomyozyten 

 

+11% +1% +6% +13% 

Kardiomyozytenfläche/Herzgewicht 

 

▼▼-16% +2% ▼▼-15% ▼▼-17% 

Myokardialer Kollagenanteil 

 

-18% 0 -29% -37% 

Kollagen-Elastinanteil in der 

Koronararterienwand 

+18% +17% ▲▲+21% +19% 

Tbl. 3: Die relativen Veränderungen (%) der unterschiedlichen Versuchsgruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe. 

Die prozentualen Werte wurden aus den statistischen Mittelwerten (Means) berechnet. ▲▲: signifikant erhöhte 

Werte versus Ko, ▼▼: signifikant erniedrigte Werte versus Ko 
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4 Diskussion 

4.1 Studienziel 

Die zugrunde liegende Untersuchung wurde unter der Fragestellung angelegt, welche 

Auswirkungen die Testsubstanz Ecd auf das Myokard und die Koronararterien der 

orchiektomierten Sprague-Dawley-Ratten als Modell des altersbedingt androgendefizienten 

Mannes hat.  

Wie einleitend erwähnt, reagiert sowohl das Myokard des alternden Mannes als auch das 

der männlichen Ratte auf ein Androgendefizit mit einem Kardiomyozytenverlust, einer 

kompensatorischen Hypertrophie der verbleibenden Zellen und einer bindegewebigen 

Narbenbildung, um den Verlust des abgestorbenen Myokards zu ersetzen. Hinzukommend 

verändert sich der Kollagen-Elastinanteil in der Koronararterienwand. Kollagen (Typ-I und  

-III), das die Gefäßwand vor Überdehnung schützt, wird vermindert synthetisiert. Der 

Elastinanteil, der eine erforderliche Dehnbarkeit des Gewebes gewährleistet, ist reduziert 

und aufgrund von Calcium- und Kollageneinlagerungen weniger elastisch. Diese 

strukturellen Veränderungen führen unter anderem zu einer Beeinträchtigung der kardialen 

Kontraktions- und Leistungsfähigkeit sowie der myokardialen Sauerstoffversorgung und der 

physischen Belastbarkeit.  

Ein vollständiges Androgendefizit wurde bei der Sprague-Dawley-Ratte artifiziell durch die 

Orchiektomie hervorgerufen. Die extragonadale Hormonproduktion der Nebenniererinde ist 

sehr gering und kann in dieser Untersuchung vernachlässigt werden. Beim alternden Mann 

dagegen besteht bis ins hohe Alter aufgrund einer Restfunktion der Gonaden nur ein 

partielles Androgendefizit. 

Ecd zeigte in bisherigen Studien eine protektive Wirkung gegenüber altersbedingten 

Beschwerden wie beispielsweise der Osteoporose und der Sarkopenie. Somit rückt die 

Testsubstanz als potentielle Therapiealternative bei altersbedingten und 

androgendefizitassoziierten Krankheitsbildern zunehmend in den Blickpunkt.  

Um die Auswirkungen von Ecd auf das Myokard und die Koronararterien der 

orchiektomierten Sprague-Dawley-Ratte zu untersuchen, wurden die Herzen von 60 

männlichen Ratten nach dreimonatiger peroraler Applikation der Testsubstanz. 

histomorphometrisch untersucht. Um einen Einfluss von Phytoöstrogenen, die in Soja 

enthalten sind, zu minimieren, wurde den Tieren aller Versuchsgruppen Soja-freies Futter 

verabreicht. Die Resultate konnten mittels histologischer Aufarbeitung des Myokards und 

anschließender lichtmikroskopischer Analyse und Auswertung gewonnen werden.  
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Die Analyse bestand in der Bestimmung der Anzahl kardialer Myozyten pro Gesichtsfeld, der 

Messung ihrer Querschnittsfläche sowie der Bestimmung des prozentualen myokardialen 

Kollagenanteils. Des Weiteren wurde der prozentuale koronararterielle Kollagen-Elastinanteil 

bestimmt. 

Die Messergebnisse wurden nach einer statistischen Auswertung jeweils mit denen der 

Kontrollgruppe verglichen. 

Die Untersuchung der Wirkung von Ecd auf das Myokard und die Koronararterien ist bislang 

noch nicht beschrieben worden. Aufgrund dessen ist ein Vergleich mit internationaler 

Literatur nur bedingt möglich.  

4.2 Dosierungen der Testsubstanz 

Die Toxizität von Ecd auf den Säugetiermetabolismus ist mit einer letalen Dosis bei Mäusen 

von >6 g/kg KG bei intraperitonealer Injektion und von >9 g/kg KG bei oraler Applikation sehr 

gering [Lafont und Dinan 2003; Matsuda et al. 1970; Ogawa et al. 1974]. 

Beim Menschen führt eine täglichen Dosis von 200 mg Ecd pro Person zu einer Zunahme 

der Muskelmasse [Seidlová-Wuttke et al. 2010]. Die Fitnessindustrie hingegen empfiehlt für 

Bodybuilder weitaus höhere Mengen von >1 g Ecd täglich [Dinan und Lafont 2006]. 

Es ist zu beachten, dass Ratten bezogen auf mg/kg KG ca. 10 - 15 Mal höhere Dosierungen 

einer Substanz benötigen um den gleichen Effekt aufzuweisen wie der Mensch.  

Bei der Dosierung der oralen Applikation der Testsubstanz Ecd wurde sich an vorherigen 

Studien orientiert.  

In Untersuchungen mit weiblichen Sprague-Dawley-Ratten wurden täglich 18 mg/Tier, 57 

mg/Tier, 116 mg/Tier Ecd per os appliziert. Bereits bei der niedrigsten applizierten Dosis 

konnte ein anaboler Effekt auf die Skelettmuskulatur beobachtet werden [Seidlová-Wuttke et 

al. 2010]. 

Auf der Basis dieser Untersuchungsergebnisse wurden in der vorliegenden Studie 

Dosierungen von 11 mg/Tier, 22 mg/Tier und 67 mg/Tier pro Tag gewählt. Die Applikation 

der Testsubstanz von 11 mg/Tier und 22 mg/Tier entsprechen ca. 2 mg/100g Körpergewicht 

und ca. 5 mg/100g Körpergewicht. Somit liegt die Verabreichung von 22 mg/Tier pro Tag in 

einem Bereich, der auf den Menschen übertragen, zu einer Zunahme der Muskelmasse 

führen würde. Die tägliche Aufnahme von 67 mg/Tier, die ca. 15 mg/100g Körpergewicht 

entsprechen, liegt bezogen auf den Menschen in einem ungefähren Dosisbereich, der für 

Bodybuilder empfohlen wird (>1 g/kg KG).  
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4.3 Analysen der Untersuchungsergebnisse 

4.3.1  Futteraufnahme und Körpergewicht 

Zwei Wochen post Orchiektomie zeigte die wöchentliche Kontrolle des Futterverbrauchs 

einen allgemeinen Anstieg. Dieser Peak war mit einem Abfall der Außentemperatur von  

-10°C assoziiert (Abb. 10). Möglicherweise wirkte sich die veränderte Wetterlage auf die 

Tierstallklimatisierung und den Futterkonsum der Versuchstiere aus. Nach einer 

vierwöchigen Adaptationsphase post Orchiektomie, pendelte sich die Futteraufnahme 

allgemein auf ein relativ konstantes Niveau ein (Abb. 10).  

Über den gesamten Versuchszeitraum fraßen die intakten Tiere nicht signifikant mehr als die 

orchiektomierten Kontrolltiere (Abb. 11) und wogen zu Versuchsende dennoch signifikant 

mehr (Abb. 9). Diese Ergebnisse stimmen mit denen anderer Studien überein [Schaible et al. 

1984; Erben et al. 2000, Borst und Conover 2006]. Schaible et al. beschrieben nach 

Gonadektomie männlicher Wistar-Ratten ein niedrigeres Körpergewicht im Vergleich zu den 

intakten Tieren. Vermutlich bedingt die ausbleibende anabole Wirkung von Testosteron auf 

die Skelettmuskulatur die niedrigeren Körpergewichte der Kontrolltiere (Abb.9).  

Über den gesamten Versuchszeitraum war der Futterkonsum der Ecd-Behandlungstiere 

signifikant höher als der der Kontrolltiere (Abb. 11). Interessanterweise zeigt sich nach 

Versuchsende kein signifikanter Unterschied in den Körpergewichten dieser 

Versuchsgruppen (Abb. 9). Tóth [2010] zeigte dahingegen in einem anderen 

Versuchsansatz, bei dem intakte Wistar-Ratten mit Ecd (5 mg/kg KG) behandelt wurden, 

eine Körpergewichtszunahme durch eine Zunahme der Muskelmasse. Kratky et al. [1997] 

beobachteten bei Schweinen bei einer tägliche Ecd-Dosierung von 0,2-0,4 mg/kg eine 

geringere Futteraufnahme und gleichzeitig eine Körpergewichtszunahme. 

Aufgrund der bekannten anabolen Wirkung von Ecd auf die Skelettmuskulatur und der 

gleichzeitigen Reduktion des Proteinkatabolismus [Lafont und Dinan 2003] hätte man eine 

Körpergewichtszunahme der Behandlungstiere erwartet. Insbesondere unter der höchsten 

Ecd-Dosierung von 67 mg/Tier pro Tag, die einer Dosis im Bodybuilder-Bereich des 

Menschen entspricht, wäre eine Körpergewichtszunahme zu erwarten gewesen. 

Die Applikation von Ecd führt, wie bereits erwähnt, zu einer Zunahme der Muskelmasse und 

wirkt somit anabol. Zusätzlich belegten Seidlovà-Wuttke et al. [2010] eine fettreduzierende 

Wirkung der Testsubstanz Ecd. Dieser Aspekt kann bei der Fütterung ad libitum von 

Bedeutung sein. Eventuell verantwortet die Kombination aus diesen beiden Effekten das 

Ausbleiben der erwarteten Körpergewichtszunahme der Ecd-Behandlungstiere. 

4.3.2  Herzgewicht 

Nach Versuchsende zeigen die Kontrolltiere die leichtesten und die intakten Tiere die 

schwersten Herzen aller Versuchsgruppen (Abb. 12). Analog zu den signifikant höheren 
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Körpergewichten der intakten Tiere weisen diese auch signifikant schwerere Herzen im 

Vergleich zu den Kontrolltieren auf. Koenig et al. [1982] zeigten analog zu den vorliegenden 

Untersuchungsergebnissen eine Reduktion der linksventrikulären Masse nach 

Gonadektomie männlicher Ratten. Ursächlich dafür scheint eine Inhibition der 

Proteinbiosynthese als Folge der Orchiektomie zu sein [Kinson et al. 1991]. Beim alternden 

Mann wird sowohl eine kontinuierliche Abnahme des endogenen Androgenspiegels 

[Jockenhövel und Schubert 2003] als auch eine Reduktion der Ventrikelmasse beobachtet 

[Olivetti et al. 1995]. Schaible et al. [1984] dokumentierten nach Gonadektomie männlicher 

Wistar-Ratten signifikant niedrigere Herz- und Körpergewichte. Diese Ergebnisse finden 

Übereinstimmung mit den vorliegenden Untersuchungsergebnissen.  

Die Tiere aller drei Ecd-Behandlungsgruppen haben nicht signifikant schwerere Herzen als 

die Tiere der Kontrollgruppe (Abb. 12).  

Syrov und Kurmukov [1976] beobachteten bei intakten Ratten bei einer täglichen oralen 

Applikation von 0,5 mg/100g KG Ecdysteroiden sowohl eine Körpergewichtszunahme als 

auch eine Gewichtszunahme der Leber, des Herzens, der Nieren und des M. tibialis anterior. 

Der Proteingehalt war in diesen Organen erhöht [Syrov und Kurmukov 1976]. Dieser anabole 

Effekt konnte nicht an gonadektomierten Ratten belegt werden [Syrov und Kurmukov 1976]. 

In Übereinstimmung mit den Untersuchungsergebnissen von Syrov und Kurmukov [1976] 

zeigen die orchiektomierten Ecd-Behandlungstiere der vorliegenden Studie keine signifikante 

Differenz in den Herzgewichten gegenüber den Kontrolltieren. Zusammenfassend kann 

festgehalten werden, dass Ecd in den applizierten Dosierungen (Ecd 11, Ecd 22, Ecd 67) die 

Auswirkungen des Testosterondefizits bezogen auf das Herzgewicht nicht kompensieren 

konnte.  

4.3.3  Prozentualer Anteil des Herzgewichts am Körpergewicht 

Angesichts der signifikant höheren Körper- und Herzgewichte der intakten Tiere gegenüber 

den orchiektomierten Kontrolltieren, stellt sich die Frage ob prozentuale Unterschiede oder 

gleich starke Veränderungen auf die Herz- und Körpergewichte zu detektieren sind. 

Aufgrund dessen wurde der prozentuale Anteil des Herzgewichtes am 

Gesamtkörpergewicht, beziehungsweise das Herzgewicht bezogen auf 100g Körpergewicht, 

berechnet.  

Übereinstimmend mit den Resultaten einer anderen Untersuchung [Schaible et al. 1984] 

besteht zwischen dem prozentualen Anteil des Herzgewichtes am Gesamtkörpergewicht der 

intakten Tiere und dem der orchiektomierten Kontrolltiere kein signifikanter Unterschied 

(Abb. 13). In der Studie von Schaible et al. [1984] führte die Orchiektomie zu einer Abnahme 

der quergestreiften Muskulatur, was zu einer Reduktion des Körper- und des Herzgewichtes 
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führte [Schaible et al. 1984]. Der Quotient aus Herz- zu Körpergewicht blieb nach 

Gonadektomie männlicher Wistar-Ratten unverändert [Schaible et al. 1984].  

Somit bedingt der physiologische Testosteronspiegel der intakten Tiere im Vergleich zu den 

Kontrolltieren eine signifikante Zunahme des Herz- und des Körpergewichtes. Diese 

Signifikanzen heben sich allerdings in der Quotientenbildung (Herzgewicht bezogen auf 100g 

Körpergewicht) wieder auf. Diese Tatsache bestätigt die Auswirkung von Testosteron in 

gleichem Ausmaß auf das Myokard und auf das Körpergewicht bzw die Auswirkung der 

Orchiektomie in gleichem Ausmaß auf das Myokard und das Körpergewicht.   

Zwischen den Ecd-Behandlungstieren und den Tieren der orchiektomierten Kontrollgruppe 

liegt keine signifikante Differenz im prozentualen Anteil des Herzgewichtes am 

Gesamtkörpergewicht vor. Die Ecd-Applikation in unterschiedlichen Dosierungen hat weder 

signifikante Auswirkungen auf das Herz- noch auf das Körpergewicht orchiektomierter SD-

Ratten. Der Quotient dieser beiden Faktoren repräsentiert die unzureichende Auswirkung der 

Testsubstanz in gleichem Ausmaß auf das Herz- und auf das Körpergewicht.  

4.3.4 Kardiomyozytenfläche 

Das Myokard setzt sich aus der Herzmuskulatur und dem gefäß- und nervenführenden 

Bindegewebe zusammen. Dabei stellt die Herzmuskulatur eine Sonderform der 

quergestreiften Muskulatur dar. Mit ca. 70-75% stellen die Kardiomyozyten, die 

charakteristischerweise einen zentralständigen Kern besitzen, volumenmäßig den größten 

Anteil des Myokards dar [Astorri et al. 1977; Jantunen et al. 1989]. Bei chronischer 

Mehrbelastung des Herzens kommt es zu einer reaktiven Hypertrophie der einzelnen 

Kardiomyozyten und daraus resultierend zu einer Zunahme der Muskelmasse [Lüllmann-

Rauch 2003]. Im Gegensatz zur Skelettmuskulatur werden eine Vermehrung und eine 

Regeneration der kardialen Myozyten aufgrund des Fehlens von Satellitenzellen für 

unmöglich gehalten [Lüllmann-Rauch 2003]. 

In der vorliegenden Arbeit wurden die Querschnittsflächen der Kardiomyozyten mit 

mittelständigem Kern im rechten und linken Ventrikel ausgemessen.  

Die orchiektomierten Kontrolltiere zeigen nach dreimonatiger Versuchsdurchführung eine 

durchschnittliche Kardiomyozytenfläche von 212,16 µm². Die kardialen Myozyten der 

intakten Tiere weisen keine signifikante Differenz zu denen der Kontrolltiere auf (Abb. 14). 

Der Alterungsprozess des Mannes ist sowohl durch eine Abnahme des Androgenspiegels 

[Jockenhövel und Schubert 2003] als auch durch einen Kardiomyozytenverlust 

charakterisiert [Olivetti et al. 1995]. Als Reaktion auf den Zellverlust hypertrophieren die 

verbleibenden kardialen Myozyten [Olivetti et al. 1995]. Dabei kommt es mit zunehmendem 

Lebensalter des Mannes sowohl im linken als auch im rechten Ventrikel zu einer 

kontinuierlichen Volumenzunahme der einzelnen Kardiomyozyten [Olivetti et al. 1995]. Der 
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Längsdurchmesser der kardialen Myozyten, gemessen auf Höhe des Zellkerns, vergrößert 

sich sowohl im rechten als auch im linken Ventrikel, wobei im letztgenannten die 

Veränderung stärker ausgeprägt ist [Olivetti et al. 1995].  

Im Gegensatz zu diesen Untersuchungsergebnisse [Olivetti et al. 1995] zeigen die 

Kardiomyozytenflächen der orchiektomierten Kontrolltiere, die als Modell des älteren 

hypogonadalen Mannes dienen, keine signifikante Zunahme gegenüber den intakten Tieren 

(Abb. 14).  

Die Wirkung von Ecd auf das Myokard ist bisher unerforscht. Angesichts der fehlenden 

Wirkung von Ecd auf das Herzgewicht (Abb. 12) sind die Messergebnisse der 

Kardiomyozytenfläche erstaunlich. Die Ecd-Behandlungstiere zeigen signifikante 

Veränderungen der Kardiomyozytenfläche (Abb. 14). Die Tiere mit der niedrigsten Ecd-

Dosierung (Ecd 11) weisen signifikant größere Kardiomyozytenflächen gegenüber den 

orchiektomierten Kontrolltieren auf (Abb. 14). Wohingegen die mittlere und die höchste 

Dosierung der Testsubstanz (Ecd 22 und Ecd 67) zu signifikant kleineren 

Kardiomyozytenflächen führen (Abb. 14).  

In der Pharmakologie ist die Beschreibung einer glockenförmigen Dosis-Wirkungs-

Beziehung geläufig. Diese beschreibt eine stimulierende Wirkung bei niedrigen Dosen und 

unter weiterer Dosissteigerung eine Abnahme des Effektes [Van Aken et al. 2007]. Eine 

solche glockenförmige Dosis-Wirkungs-Beziehung könnte die Wirkung von Ecd auf die 

Kardiomyozytenflächen orchiektomierter SD-Ratten beschreiben.  

Welche Auswirkungen die Veränderungen der Kardiomyozytenfläche auf die kardiale 

Funktionsfähigkeit haben, kann anhand der durchgeführten lichtmikroskopischen Messungen 

nicht geklärt werden. Unter der Berücksichtigung, dass die intakten Tiere für die 

physiologische Kardiomyozytenfläche repräsentativ sind, ist anzunehmen, dass die 

Testsubstanz eher unerwünschten Einfluss auf die Kardiomyozytenflächen nimmt. Dies 

betrifft sowohl eine signifkante Vergrößerung der Fläche kardialer Myozyten unter der 

niedrigsten Dosierung (Ecd 11) der Testsubstanz als auch die signifikante Reduktion unter 

der mittleren (Ecd 22) und höchsten Dosierung (Ecd 67) gegenüber den intakten Tieren.   

4.3.5 Index aus Kardiomyozytenfläche und Herzgewicht 

Um einen möglichen Zusammenhang zwischen den Veränderungen der 

Kardiomyozytenfläche und dem Herzgewicht zu detektieren, wurden die Quotienten dieser 

beiden Parameter berechnet. Der Index stellt eine aus der Kardiomyozytenfläche und dem 

Herzgewicht erstellte Vergleichsgröße dar.  

Die intakten Tiere sind repräsentativ für das ideale Verhältnis zwischen der kardialen 

Myozytenfläche und dem Herzgewicht und demzufolge für eine optimale kardiale 

Funktionsfähigkeit. Die orchiektomierten Kontrolltiere weisen aufgrund ihrer nicht signifikant 
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größeren Kardiomyozytenfläche (Abb. 14) und dem signifikant niedrigeren Herzgewicht (Abb. 

12) einen größeren Quotienten im Vergleich zu den intakten Tieren auf (Abb. 16). Umgekehrt 

zeigen die intakten Tiere einen signifikant kleineren Index aus Kardiomyozytenfläche und 

Herzgewicht gegenüber den orchiektomierten Kontrolltiere (Abb. 16). Eventuell könnte der 

größere Quotient aus Kardiomyozytenfläche und Herzgewicht der orchiektomierten 

Kontrolltiere im Vergleich zu den intakten Tieren eine Beeinträchtigung der kardialen 

Funktionsfähigkeit darstellen und als negatives Zeichen für diese interpretiert werden.  

Zwischen der Kontrollgruppe und der Behandlungsgruppe Ecd 11 besteht kein signifikanter 

Unterschied in dem Quotienten aus Kardiomyozyztenfläche und Herzgewicht (Abb. 16). Die 

Tiere der Behandlungsgruppen Ecd 22 und Ecd 67 weisen eine signifikante Differenz in den 

Indices gegenüber den Kontrolltieren auf und zeigen Indexwerte, die denen der intakten 

Tiere ähneln (Abb. 16). Diese Ähnlichkeit ist unter Berücksichtigung der Einzelparameter mit 

Vorsicht zu deuten. Die Behandlungstiere (Ecd 22 und Ecd 67) zeigen sowohl eine 

Reduktion der Herzgewichte (Abb. 12) als auch eine Reduktion der Kardiomyozytenfläche 

(Abb. 14) gegenüber den intakten Tieren, die repräsentativ für das Optimum sind. Somit 

gelten diese beiden Effekte als weniger wünschenswert. Durch die Quotientenbildung wird 

vordergründig ein den intakten Tieren ähnlicher Zustand unter den Dosierungen Ecd 22 und 

Ecd 67 erreicht, die vor dem Hintergrund der Einzeleffekte nicht positiv gewertet werden 

sollten.  

4.3.6 Anzahl kardialer Myozyten pro Gesichtsfeld 

Zwischen den verschiedenen Versuchsgruppen und der orchiektomierten Kontrollgruppe 

besteht kein signifikanter Unterschied in der Anzahl kardialer Myozyten pro Gesichtsfeld 

(Abb. 15).  

Entgegen den Ergebnissen anderer Untersuchungen am alternden Mann [Olivetti et al. 1991] 

zeigt sich keine signifikante Differenz zwischen der Anzahl kardialer Myozyten der intakten 

Tiere und der orchiektomierten Kontrolltiere (Abb. 15). Olivetti et al. [1991] beschrieben eine 

inverse Korrelation zwischen dem Lebensalter des Mannes und der Anzahl der ventrikulärer 

Kardiomyozyten. Der Alterungsprozess des Mannes, der mit einer stetigen Reduktion des 

Androgenspiegels assoziiert ist [Jockenhövel und Schubert 2003], resultiert sowohl im 

rechten als auch im linken Ventrikel in einem signifikanten Verlust von kardialen Myozyten 

[Olivetti et al. 1995]. Dabei verliert das Herz insgesamt 64 Millionen Kardiomyozyten pro 

Jahr. Im linken Ventrikel kommt es zu einer jährlichen Reduktion von ca. 45 Millionen 

Myozyten und im rechten Ventrikel von ca. 19 Millionen [Olivetti et al. 1995]. Die 

verbleibenden Kardiomyozyten hypertrophieren reaktiv, um den altersbedingten Zellverlust 

zu kompensieren.  
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Die orale Applikation der Testsubstanz Ecd in unterschiedlichen Dosierungen hat keine 

signifikanten Auswirkungen auf die Anzahl ventrikulärer Kardiomyozyten orchiektomierten 

SD-Ratten (Abb. 15). 

Als eine in Betracht zu ziehende Ursache für die fehlenden Signifikanzen könnte eventuell 

auch die große Streuung der Mittelwerte sein. Die große Streuung in den Mittelwerten der 

Ergebnisse kann sowohl auf die Messmethode als auch auf die interindividuellen 

Unterschiede von Tier zu Tier zurückgeführt werden. Zur Messmethode ist anzumerken, 

dass pro Tier jeweils nur vier Gesichtsfelder ausgewertet wurden, die nur eingeschränkt das 

gesamte Myokard repräsentieren können. Durchschnittlich wurden nur ca. 16 

Kardiomyozyten pro Gesichtsfeld detektiert, bei denen teilweise drei nicht eindeutig den 

Bewertungskriterien (siehe Material und Methoden) entsprochen haben, sodass eine 

Zählung mit Unsicherheit behaftet war.  

4.3.7 Prozentualer myokardialer Kollagenanteil  

Die Extrazelluläre Matrix des Myokards wird größtenteils von Kollagenfibrillen und 

elastischen Fasern gebildet und gewährleistet die Stabilität und Elastizität des Gewebes. 

Das Endo-, das Peri- und das Epimysium sind aus einem fibrillären Kollagennetzwerk 

aufgebaut, das hauptsächlich aus dem Kollagen-Typ-I und -III gebildet wird [Weber et al. 

1988; Chapman et al. 1990]. Dabei verantwortet Kollagen-Typ-I die Belastbarkeit und 

Kollagen-Typ-III die Elastizität des Gewebes [Lamparter und Maisch 2000]. Die 

Extrazelluläre Matrix ermöglicht die Kraftübertragung der einzelnen Kardiomyozyten während 

der Systole und verhindert die Überdehnung der Muskelfasern in der Diastole [Weber et al. 

1994]. Somit spielt diese eine bedeutende Rolle bei der Herzaktion. 

Insgesamt besteht zwischen den Versuchsgruppen und der orchiektomierten Kontrollgruppe 

keine signifikante Differenz im prozentualen Kollagenanteil des Myokards (Abb. 17).  

Olivetti et al. [1995] beobachteten beim Mann einen altersbedingten und somit auch 

androgendefizitassoziierten Kardiomyoyztenverlust, der sowohl im linken als auch im rechten 

Ventrikel durch fibröse Herde ersetzt wurde. Des Weiteren wurden bei Männern ab dem 40. 

Lebensjahr interstitielle Kollagenablagerungen in der Ventrikelwand beobachtet. Diese 

beiden Formen der Akkumulation Extrazellulärer Matrix wurden häufiger in subendokardialen 

Regionen des linken Ventrikels beobachtet [Olivetti et al. 1995]. Generell wird abgestorbenes 

Myokard durch bindegewebige Narben ersetzt [Lüllmann-Rauch 2003].  

Die Messungen im Rahmen der vorliegenden Studie wurden ebenfalls im linken Ventrikel (I 

und IV Quadrant) vorgenommen (Abb. 5 Material und Methoden).  

Im Gegensatz zu den Studienergebnisse von Olivetti et al. [1995] weisen die intakten Tiere 

keinen signifikant geringeren bzw. die Kontrolltiere keinen signifikant höheren myokardialen 

Kollagenanteil auf (Abb. 17). 
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Leider liegt zu der Wirkung von Ecd auf den prozentualen Kollagenanteil im Myokard bisher 

keine Literatur vor, die einen Vergleich mit anderen Studienergebnissen ermöglichen würde. 

Zwischen dem myokardialen Kollagenanteil der Tiere der drei Ecd-Behandlungsgruppen und 

dem der Kontrolltiere liegt kein signifikanter Unterschied vor (Abb. 17). Die orale Applikation 

von Ecd in verschiedenen Dosierungen hat keine Auswirkungen auf den myokardialen 

Kollagenanteil orchiektomierter SD-Ratten. 

Als eine Ursache für die fehlenden Signifikanzen bei allen Versuchsgruppen könnte eventuell 

auch die große Streuung in den Mittelwerten in Betracht gezogen werden. Die große 

Streuung in den Mittelwerten der Ergebnisse kann sowohl auf die Messmethode und als 

auch auf die interindividuellen Unterschiede von Tier zu Tier zurückgeführt werden. Zur 

Messmethode ist anzumerken, dass pro Tier jeweils nur zwei Gesichtsfelder ausgewertet 

wurden (siehe Material und Methoden), die nur eingeschränkt das gesamte Myokard 

repräsentieren können. Zusätzlich waren die einzelnen Kollagenanteile sehr inhomogen 

verteilt und wiesen hinzukommend noch extreme Unterschiede in den Größen auf. Eventuell 

konnten zu kleine Kollagenanteile aufgrund eines zu geringen Farbkontrastes nicht eindeutig 

identifiziert werden und entgingen somit der Messung.  

Desweiteren ist anzumerken, dass die in dieser Studie durchgeführten Messmethoden keine 

Auskunft über die einzelnen Kollagensubtypen zulassen, sondern lediglich Information über 

den prozentualen Anteil von Kollagen bzw. Extrazellulärer Matrix im Myokard liefern. In 

welchem Ausmaß die Applikation von Ecd zu Veränderungen der Quantität und der Qualität 

einzelner Kollagensubtypen innerhalb des gemessenen Kollagenanteils geführt und somit 

Auswirkungen auf die Stabilität und Elastizität dieses Gewebes genommen hat, kann mit der 

durchgeführten Messmethode nicht beantwortet werden. Um die Kollagensubtypen (Kollagen 

Typ I und III) zu differenzieren und somit Rückschlüsse auf die Funktionsfähigkeit des 

Myokards herleiten zu können, müssten weitere Messungen mittels Immunhistochemie 

durchgeführt werden. 

 

4.3.8  Prozentualer Kollagen-Elastinanteil in der Koronararterienwand 

Die Koronararterien sind Arterien vom muskulären Typ und gewährleisten gemeinsam mit 

ihren Ästen während der Diastole eine adäquate Sauerstoffversorgung des menschlichen 

Herzens [Drenckhahn 2003]. Ihre Wand ist generell aus drei Schichten aufgebaut und 

besteht hauptsächlich aus den drei Komponenten Kollagen, Elastin und glatten Muskelzellen 

[Dobrin 1978]. Die Intima setzt sich aus dem Endothel, der subendothelialen Schicht und der 

Lamina elastica interna zusammen. Die Media, die die dickste Schicht der Arterienwand 

darstellt, wird überwiegend aus glatten Muskelzellen und Extrazellulärer Matrix gebildet. 

Bindegewebsfasern wie Kollagenfasern (Typ-III) und elastische Fasern treten in dieser 
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Schicht in den Hintergrund [Drenckhahn 2003]. Die Adventitia ist eine Bindegewebsschicht, 

die das Gefäß in der Umgebung verankert. Das Bindegewebe setzt sich aus Kollagenfasern 

und elastischen Fasern zusammen. Dabei stellen die fibrillären Kollagen Typen-I und -III, mit 

60 und 30 %, den Hauptanteil dar [Diez 2007]. Kollagen-Typ-I gewährt die Zugkraft und 

Kollagen-Typ-III die Gewebeflexibilität der Arterienwand [Diez 2007]. Elastin, das 

Hauptprotein der Elastischen Fasern, verantwortet ebenfalls die Dehnbarkeit des Gewebes. 

Zwischen diesen elastischen Fasern lagern sich nichtelastische Kollagenfasern ein, die eine 

Überdehnung der elastischen Fasern und der Gefäßwand verhindern [Hauser 2008].  

In der Elastica-van-Gieson-Färbung stellen sich die Kollagenfasern rot und die elastischen 

Fasern schwarzviolett dar (siehe Material und Methoden). Innerhalb der Adventitia sind die 

Kollagenfasern scherengitterartig angeordnet, in die sich elastische Fasern einlagern (siehe 

Abb. 1). Da bei einer 25fachen Vergrößerung lichtmikroskopisch die einzelnen Bestandteile 

der rot angefärbten Flächen nicht eindeutig differenziert werden können, werden in der 

vorliegenden Arbeit die rot angefärbten Komponenten der Arterienwand mit Kollagen-

Elastinanteil bezeichnet.  

Der Kollagen-Elastinanteil der Koronararterienwand der intakten Tiere ist nicht signifikant 

höher gegenüber dem der Kontrolltiere (Abb. 18).  

In anderen Studien am Menschen [Dobrin 1978] und an Primaten [Qiu et al. 2007] konnten 

signifikante Veränderungen der Kollagen-Isoformen und des Elastingehalts im Zuge des 

Alterungsprozesses belegt werden.  

Qiu et al. [2007] zeigten eine altersassoziierte signifikante Abnahme von Kollagen-Typ-I und 

-III in der Aorta männlicher Primaten. Gleichzeitig war der Anteil des Kollagen-Typ-VIII 

erhöht. Dieser fördert die Migration glatter Gefäßmuskelzellen und die neointimale Formation 

[Qiu et al. 2007]. Des Weiteren nahmen der Gehalt und die Dichte des Elastins signifikant 

ab. Diese morphologischen Veränderungen gingen mit einer erhöhten Steifigkeit der 

Gefäßwand einher [Qiu et al. 2007]. Dobrin [1978] dokumentierte eine zunehmende 

Steifigkeit der Elastischen Fasern im Zuge des Alterungsprozess, die durch eine 

Calciumakkumulation, eine Spaltung der elastischen Fasern und eine Einlagerung von 

Kollagenfasern hervorgerufen wird. Der Quotient aus Kollagen und Elastin, der einen Index 

für die arterielle Steifigkeit darstellt, stieg mit zunehmendem Alter des Mannes [Qiu et al. 

2007; Dobrin 1978].   

In der vorliegenden Studie wurde weder der Kollagen- noch der Elastinanteil in der 

Arterienwand separat identifiziert und ausgemessen. Demzufolge kann lediglich ein 

Vergleich zwischen den Versuchsgruppen und der intakten Gruppe, die den physiologischen 

Anteil von Kollagen-Elastin widerspiegelt, eine Bewertung der Messergebnisse zulassen. 

Inwieweit es zu inter- und intraindividuellen Veränderungen der einzelnen Kollagensubtypen 
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kommt, kann anhand der in dieser Untersuchung durchgeführten Messung nicht beantwortet 

werden. Es lässt sich lediglich festhalten, dass die Orchiektomie keine signifikanten 

Auswirkungen auf den Anteil dieser beiden Gefäßwandkomponenten hat.  

Die Behandlungstiere der Gruppen Ecd 11 und Ecd 67 weisen gegenüber den 

orchiektomierten Kontrolltieren nicht signifikant mehr Kollagen-Elastin in der 

Koronararterienwand auf (Abb. 18). Die mittlere Dosierung der Testsubstanz (Ecd 22) führt 

zu einer signifikanten Erhöhung des Kollagen-Elastinanteils in der Koronararterienwand im 

Vergleich zu den orchiektomierten Kontrolltieren (Abb. 18). Die Differenz zwischen dem 

Kollagen-Elastinanteil der Ecd-Behandlungsgruppen und dem der intakten Tiere erscheint 

sehr gering (Abb. 18). Setzt man voraus, dass die intakten Tiere den physiologischen Anteil 

von Kollagen-Elastin in der Koronararterienwand und demzufolge auch die physiologische 

koronararterielle Funktionsfähigkeit darstellen, ist eine positive Wirkung der Testsubstanz 

Ecd auf diese Strukturkomponenten nicht auszuschließen.  

Über welchen Mechanismus und auf welche einzelnen Strukturkomponenten Ecd (Ecd 22) 

zu Veränderungen des Kollagen-Elastinanteils führt, lässt sich mithilfe der durchgeführten 

Untersuchung nicht herleiten. Ein Vergleich mit internationaler Literatur ist nicht möglich, da 

diese Untersuchungen bislang nicht beschrieben wurden.  

Um genauere Aussagen über die intra- und interindividuellen Veränderungen der einzelnen 

Kollagen-Isotypen und des Elastingehalts treffen und somit Rückschlüsse auf die kardiale 

Sauerstoffversorgung und physische Belastbarkeit ziehen zu können, müssten weitere 

Untersuchungen mittels Immunhistochemie und Fluoreszenzmikroskopie durchgeführt 

werden. 
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5 Zusammenfassung 

Altersbedingte Beschwerden wie beispielsweise die Osteoporose, die Sarkopenie und die 

Veränderungen des kardiovaskulären Systems sind im Zuge des demografischen Wandels 

unserer Gesellschaft in den letzten Jahrzehnten zu einem zunehmenden Problem geworden. 

Besonders die morphologischen Veränderungen des Myokards und der Gefäße führen bei 

Männern in dem Lebenszeitfenster von Mitte 50 bis Mitte 70 zu einer erhöhten Mortalität im 

Vergleich zu Frauen gleichen Alters. Zusätzlich ist die physische Belastbarkeit älterer 

Männer beeinträchtigt. Zur Linderung der altersassoziierten Beschwerden existiert derzeit die 

Option der Testosteronersatztherapie, die allerdings aufgrund des ungünstigen 

Nebenwirkungsprofils und verschiedener Kontraindikationen kontrovers diskutiert wird. Bei 

der Suche nach alternativen Therapieansätzen mit möglichst geringen unerwünschten 

Nebenwirkungen und Kontraindikationen rücken die Ecdysteroide, die Steroidhormone der 

Arthropoden, näher in Betracht. Bisherige Studien konnten eine protektive Wirkung dieser 

Substanzen auf die hormonmangelbedingte Osteoporose und einen anabolen Effekt auf die 

gonadektomieinduzierte Sarkopenie belegen. Hinzukommend weisen Ecdysteroide, mit dem 

Hauptvertreter ß-Ecdyson, eine geringe Toxizität auf den Säugetiermetabolismus auf und 

könnten somit eine potentielle Alternative zur bisherigen Testosteronersatztherapie 

darstellen. 

Mit diesem Hintergrundwissen setzte sich die vorliegende Studie das Ziel, mögliche Effekte 

der Testsubstanz gegenüber den orchiektomieinduzierten myokardialen Veränderungen 

nachzuweisen. Inhalt der zugrunde liegenden Arbeit war, die Auswirkungen der 

Testsubstanz ß-Ecdyson in drei unterschiedlichen Dosierungen auf die kardialen und 

koronararteriellen Strukturkomponenten der SD-Ratte histomorphometrisch zu untersuchen.  

Zu diesem Zweck wurden 60 männliche Sprague-Dawley-Ratten orchiektomiert, mit 

Ausnahme der zwölf Tiere der intakten Gruppe, und es erfolgte anschließend eine 

dreimonatige perorale Applikation der Testsubstanz in unterschiedlichen Dosierungen. Nach 

Versuchsende wurden bei der Obduktion die Herzen für die lichtmikroskopische 

Untersuchung entnommen, in Paraffin eingebettet, geschnitten sowie mittels Hämalaun-

Eosin- und Elastica-van-Gieson-Färbung zu histologischen Präparaten verarbeitet. Anhand 

der histologischen Messungen mittels computergestützter Fotoanalyse des Myokards und 

der Koronararterien konnten die Auswirkungen der Testsubstanz in verschiedenen 

Dosierungen ermittelt und mit denen der Kontrollgruppe verglichen werden.  

Über den dreimonatigen Versuchzeitraum führte die tägliche orale Applikation der 

Testsubstanz unter allen drei Dosierungen zu einem signifikant höheren Futterkonsum bei 

den Ecd-Behandlungstieren im Vergleich zu den Kontrolltieren. Interessanterweise hatte ß-
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Ecdyson im Gegensatz zu Untersuchungsergebnissen anderer Studien keine Auswirkungen 

auf die Körper- und Herzgewichte. Vermutlich ist das Ausbleiben der erwarteten 

Körpergewichtszunahme der Ecd-Behandlungstiere durch die muskelaufbauende und 

gleichzeitig fettreduzierende Wirkung der Testsubstanz zu erklären. Die vorliegenden 

Untersuchungsergebnisse belegen, dass ß-Ecdyson in den applizierten Dosierungen die 

Auswirkungen des Testosteronmangels bezogen auf das Herz- und Körpergewicht nicht 

kompensieren konnte. 

Die Messungen der Kardiomyozytenflächen ergaben signifikante Ergebnisse. Die tägliche 

Applikation von 11 mg ß-Ecdyson führte zu signifikant größeren Kardiomyoyztenflächen. 

Unter den Dosierungen 22 mg ß-Ecdyson und 67 mg ß-Ecdyson kam es zu signifikanten 

Reduktionen der Kardiomyozytenflächen im Vergleich zu den Kontrolltieren. Um Aussagen 

über die Auswirkungen dieser histomorphometrischen Veränderungen machen zu können, 

sind weitere funktionelle Untersuchungen erforderlich. Unter der Berücksichtigung, dass die 

intakten Tiere für die physiologische Kardiomyozytenfläche repräsentativ sind, ist 

anzunehmen, dass die Testsubstanz eher unerwünschten Einfluss auf die 

Kardiomyozytenflächen nimmt. 

Weder die Anzahl kardialer Myozyten noch der myokardiale Kollagenanteil wurden durch die 

die Testsubstanz im Vergleich zu den Soja-frei behandelten orchiektomierten Kontrolltieren 

signifikant verändert.  

Der koronararterielle Kollagen-Elastinanteil der Tiere der Behandlungsgruppe Ecd 22 ist 

signifikant höher als der der orchiektomierten Kontrolltiere. Basierend auf der Annahme, 

dass der Kollagen-Elastinanteil in der Koronararterienwand der intakten Tiere physiologisch 

und somit ideal ist, lässt sich eine positive Auswirkung der Testsubstanz in der Dosierung 22 

mg auf die Funktionsfähigkeit der Koronararterienwand nicht ausschließen. Um konkrete 

Aussagen über die intra- und interindividuellen Veränderungen der einzelnen Kollagen-

Isotypen und des Elastingehalts treffen und somit Rückschlüsse auf die kardiale 

Sauerstoffversorgung und physische Belastbarkeit ziehen zu können, müssen weitere 

Untersuchungen mittels Immunhistochemie und Fluoreszenzmikroskopie durchgeführt 

werden.  

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass die Testsubstanz ß-Ecdyson nur zu wenigen 

signifikanten Ergebnissen, nämlich bei der Futteraufnahme, der Kardiomyozytenfläche und 

des koronararteriellen Kollagen-Elastinanteils führte. Die Veränderungen sind nur mäßig 

stark ausgeprägt. Die Auswirkungen dieser Veränderungen auf die Funktionsfähigkeit des 

Myokards und der Koronararterienwand erfordern weitere funktionelle Untersuchungen, um 

mögliche Therapieansätze zu finden. Diese bleiben anderen Arbeiten vorbehalten.  
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6 Methodischer Anhang 

 

Rohnährstoffe [%] Mineralstoffe [%] Spurenelemente pro kg 

Trockensubstanz 88,2 Calcium 1,00 Eisen 169 mg 

Rohprotein 21,7 Phosphor 0,70 Mangan 78 mg 

Rohfett 4,3 Natrium 0,19 Zink 101 mg 

Rohfaser 4,2 Magnesium 0,20 Kupfer 14 mg 

Rohasche 6,1 Kalium 0,67 Iod 2,2 mg 

N freie 

Extraktstoffe 

52,2   Selen 0,4 mg 

Stärke 34,0 Aminosäuren [%] Cobalt 2,2 mg 

Zucker 3,0 Lysin 1,22   

  Methionin 0,44 Vitamine pro kg 

Fettsäuren [%] Met+Cys 0,83 Vitamin A 15.000 

IE 

C 12:0 - Threonin 0,97 Vitamin D3 1.000 IE 

C 14:0 0,01 Tryptophan 0,28 Vitamin E 115 mg 

C 16:0 0,56 Arginin 1,13 Vitamn K 5 mg 

C 16:1 0,01 Histidin 0,51 Thiamin 18 mg 

C 18:0 0,08 Valin 1,25 Riboflavin 22 mg 

C 18:1 0,82 Isoleucin 1,03 Pyridoxin 20 mg 

C 18:2 2,26 Leucin 1,95 Cobalamin 100 µg 

C 18:3 0,22 Phenyalanin 1,21 Nicotinsäure 120 mg 

C 20:0 0,01 Phe+Tyr 2,20 Pantothensäure 40 mg 

C 20:1 0,02 Glycin 1,05 Folsäure 7 mg 

C 20:5 - Glutaminsäure 3,96 Biotin 460 µg 

C 22:6 - Asparaginsäure 2,18 Cholin-Cl 2.380 mg 

  Prolin 1,53 Inositol 100 mg 

  Alanin 1,26   

  Serin 1,17   

(Zusammensetzung des Futters sniff® R-Z Phytoestrogenarm (soja-frei) der Firma sniff Spezialdiät, Soest;            

Dieses Mischfutter enthält genetisch veränderte Mais-, Kartoffelprotein- und Zuckerrübenschnitzelprodukte.)  

Tbl. 4: Futtertabelle (ssniff R/Z, phytoöstrogenarm (sojafrei)) 
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Substanz Einwirkdauer 

50%iger Alkohol 1h 

75%iger Alkohol 1h 20min 

75%iger Alkohol 1h 20min 

96%iger Alkohol 1h 20min 

96%iger Alkohol  1h 20min 

100%iger Alkohol 1h 20min 

100%iger Alkohol 1h 20min 

100%iger Alkohol 1h 20min 

Xylol  1h 20min 

Xylol  1h 20min 

Paraffin 1h 

Paraffin 1h 

Tbl. 5: Entwässerung und Fixierung zu Paraffinblöcken 

 

Substanz Einwirkdauer 

Xylol 5min 

Xylol  5min 

Xylol 5min 

Ethanol 100% 2min 

Ethanol 100%  2min 

Ethanol 100% 2min 

Ethanol 96% 2min 

Ethanol 96% 2min 

Ethanol 75% 2min 

Aqua dest 2min 

Hämatoxylin 1min 

Leitungswasser 10min 

Eosin 20sec 

Aqua dest 5-10sec 

Ethanol 75% 30sec 

Ethanol 96% 30sec 

Ethanol 96% 30sec 

Ethanol 100% 1min 

Ethanol 100% 1min 

Ethanol 100% 2min 

Xylol 5min 

Xylol 5min 

Xylol 5min 

Tbl. 6: HE-Färbung 
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Substanz Einwirkdauer 

Xylol 5min 

Xylol 5min 

Xylol 5min 

Ethanol 100% 2min 

Ethanol 100% 2min 

Ethanol 100% 2min 

Ethanol 96% 2min 

Ethanol 96% 2min 

Ethanol 75% 2min 

Resorcinfuchsin-Lösung 30-45min 

Aqua dest Abspülen 

HCL-Ethanol 96% Nur kurz 

Eisenhämatoxylin nach Weigert 6min 

Leitungswasser 12min 

Aqua dest Abspülen 

Pikrofuchsin-Gemisch 3min 

Mit Filterpapier abtupfen  

Ehtanol 96% 30sec 

Ethanol 96% 30sec 

Ethanol 100% 1min 

Ethanol 100% 1min 

Ethanol 100% 2min 

Xylol 5min 

Xylol 5min 

Xylol 5min 

Tbl. 7: Elastika van Gieson-Färbung 
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