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1 Einleitung

1. Einleitung

Die Bedeutung altersbedingter und Sexualhormonmangel-assoziierter Veranderungen und
Krankheitsbilder nimmt als Folge des demografischen Wandels unserer Gesellschaft stetig
zu und fuhrt in der Forschung zu einem steigenden Interesse an Behandlungsmethoden und
nebenwirkungsarmen Therapiealternativen. Alterserscheinungen auf3ern sich insbesondere
als erstes durch morphologische Veranderungen der Haut wie Faltenbildung,
Hauttrockenheit und erhdhte Vulnerabilitat, was die Relevanz dieses Organs im
Alterungsprozess unterstreicht. Der Verlust der Funktionen im Alter, aber auch die
sichtbaren Verénderungen konnen eine starke Belastung fur die Betroffenen darstellen.
Neben vielen weiteren Symptomen kommt es im Alter auch zu einer Stdrung des
Lipidhaushalts und der Fettverteilung im Organismus. Dadurch wird die Entstehung des
Metabolischen Syndroms (MetS), ein Krankheitsbild, das mit zahlreichen schwerwiegenden
gesundheitlichen Folgen einhergeht, beglnstigt. So geht unter anderem ein Anstieg der
Lipidspiegel im Blut mit einem erhéhten Risiko fir Atherosklerose und infolgedessen fir
kardiovaskulare Ereignisse einher. Eine mogliche Hormonersatztherapie (HRT) gegen die
altersbedingten Beschwerden ist aufgrund ihrer Risiken in Kritik geraten und wird von immer
mehr Patienten abgelehnt. Auf3erdem besteht keine eindeutige Indikation einer HRT fir
Veranderungen der Haut oder des Lipidhaushalts im Alter. Daher wird vermehrt nach
alternativen Therapieansatzen geforscht. In der vorliegenden Dissertation werden die
Auswirkungen und mogliche protektive Einflisse der Testsubstanz 3-Ecdyson auf die Haut
unter zusatzlicher Betrachtung der Serumfettparameter sowohl weiblicher als auch

mannlicher gonadektomierter Ratten als Modell des alternden Menschen untersucht.

1.1. Der Hormonhaushalt im Alter

1.1.1. Partielles Androgendefizit des alternden Mannes (PADAM)

Die hormonellen Verénderungen im Alter sind ein zunehmendes sowohl gesundheitliches als
auch soziales Problem unserer Gesellschaft. Etwa ein Funftel aller Manner tber 50 Jahre
leidet an einem altersassoziierten Testosterondefizit [Jockenhével und Schubert 2003].
Liegen neben dem Testosteronmangel gleichzeitig klinische Symptome vor, spricht man von
,<Androgendefizit* oder ,Hypogonadismus® [Cunningham 2006, Bhasin et al. 2006, Nieschlag
et al. 2005]. Dies trifft auf ca. 5,6 % aller 30- bis 79-jahrigen Manner zu [Araujo et al. 2007],
es kann allerdings davon ausgegangen werden, dass die tatsachliche Zahl der Betroffenen
deutlich hoher ist [Nieschlag et al. 2004].

Im Gegensatz zur abrupten Abnahme der Ostrogene in der weiblichen Menopause verlaufen
die Veranderungen im Hormonhaushalt des Mannes schleichend, sodass Symptome meist

erst im héheren Alter auftreten und starke interindividuelle Auspragungen aufweisen kénnen

1



1 Einleitung

[Christ-Crain et al. 2001]. Ein weiterer Unterschied zum weiblichen Geschlecht stellt die
Restfunktion der Gonaden beim Mann dar, die bis ins hohe Alter erhalten bleibt (partieller
Androgenmangel), wahrend es bei der Frau zum beinah vollstandigen Verlust der Ostrogene
kommt. Daher wird in der Literatur fiur diesen Zustand des Hormonmangels haufig die
Bezeichnung PADAM (partielles Androgendefizit des alternden Mannes) verwendet, die trotz
des Vorhandenseins zahlreicher Synonyme auch fiir die vorliegende Arbeit gewahlt wurde.
Testosteron und seine Metabolite spielen nicht nur eine sehr wichtige Rolle fur die
Entwicklung der Geschlechtsorgane und —merkmale sowie fir den Erhalt der Sexualfunktion
bei Mannern, sondern sind auch unter anderem von erheblicher Bedeutung fir die Erhaltung
von Knochen- und Muskelmasse, die Regulation des Lipidmetabolismus und die Protektion
der Haut und Hautanhangsgebilden [Howell und Shalet 2001]. Aufgrund der vielseitigen
Wirkungen von Testosteron kommt es beim PADAM zu einer komplexen Symptomatik, die
die Lebensqualitat stark beeinflussen kann [Jockenhével und Schubert 2003]. Zu den
klinisch wichtigsten Veranderungen im Alter gehéren eine Reduktion der Muskelmasse und
—kraft, eine Zunahme des viszeralen Fettgewebes, das ein wichtiger Risikofaktor flr
koronare Herzerkrankungen ist, eine Gewichtszunahme, eine Reduktion der Knochenmasse
und eine Abnahme der allgemein kognitiven und korperlichen Funktionen. Da diese
Symptome denjenigen des klassischen Hypogonadismus junger Manner sehr stark &hneln,
kam die Vermutung auf, dass ein Zusammenhang zwischen Androgenmangel und
Beschwerden des alternden Mannes besteht. Diese Vermutung wird durch den zeitlichen
Zusammenhang der Symptome und des veranderten Hormonstatus verstarkt [Jockenhdvel
und Schubert 2003].

Aufgrund der standig steigenden Lebenserwartung wird der Anteil des
Hormonmangelzustandes in Bezug auf die gesamte Lebensdauer wachsen. Dadurch werden
sich in Zukunft die Pravalenz vom PADAM und somit auch das Interesse an der Erforschung
von Therapieansatzen zur Verbesserung der Lebensqualitat erhéhen.

Bisher konnten mit einer Testosteronersatztherpie (TRT) bei jungen Mannern mit
Hypogonadismus gute Erfolge erzielt werden, die sich durch eine signifikante Reduktion der
Symptome zeigten [Jockenhdvel und Schubert 2003]. Allerdings muss neben den positiven
Aspekten der TRT auch mit einigen unerwiinschten Wirkungen gerechnet werden.
Insbesondere sind eine Stimulation der Prostata und der Erythropoese zu beachten, die in
einem Prostatawachstum und einer Polyglobulie resultieren kénnen [Morley und Perry Il
2000]. Daher sind regelmafige Kontrolluntersuchungen unter der TRT obligat und kénnen
eine psychische Belastung fir den Patienten darstellen.

Wahrend unter einer TRT bei jungen hypogonadalen Mannern eine gute Wirksamkeit
erreicht werden konnte, konnten Studien das Nutzen-Risiko-Profil bei Mannern im hdheren

Alter noch nicht ausreichend erforschen. Dies ist darauf zuriickzufiihren, dass bislang nur
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Studien mit kurzer Applikationsdauer durchgefiihrt wurden und die Langzeitfolgen
insbesondere bezuglich kardiovaskularer Erkrankungen und der Entwicklung eines
Prostatakarzinoms ungeklart sind [Christ-Crain et al. 2002]. Daher ist die TRT beim PADAM
nicht indiziert und es wird weiterhin nach alternativen Behandlungsmethoden gesucht.

1.1.2. Klimakterium

Das Klimakterium, der Ubergang von der Geschlechtsreife zum Alter (Senium) bei der Frau,
ist durch einen zunehmenden Ostrogenmangel gepragt und dadurch mit einer Vielzahl von
endokrin und vegetativ bedingten Beschwerden belastet [Schmidt-Matthiesen 1998].

Da in fast allen Organen und Geweben Rezeptoren fur Ostrogene vorhanden sind, ist das
klinische Bild des klimakterischen Syndroms sehr vielseitig. Zu den haufigsten Symptomen
gehdren vegetative Storungen wie Hitzewallungen und Herzklopfen, Gewichtszunahme,
psychosoziale und  psychosexuelle  Beschwerden, Osteoporose, Haut- und
Schleimhautatrophie und Veranderungen des Lipidprofils im Plasma mit erhéhtem Risiko flr
Atherosklerose [Schmidt-Matthiesen 1998].

Zur Symptomlinderung entscheiden sich viele postmenopausale Frauen flir eine
Hormonersatztherapie mit Ostrogenen und Gestagenen. Allerdings kann diese nach
bisherigem Wissensstand von einigen schwerwiegenden Risiken begleitet werden wie einer
KHK, Schlaganfallen, thromboembolischen Ereignissen und Brustkrebs [Rossouw et al.
2002, Viscoli et al. 2001, Hulley et al. 1998, Grady et al. 2000, Colditz et al. 1995]. Aus
diesen Grinden wird vermehrt nach alternativen Therapieansatzen zur Minderung der

klimakterischen Beschwerden gesucht.

1.1.3. Metabolisches Syndrom im Alter

Das Metabolische Syndrom (MetS) stellt ein Krankheitsbild dar, das von mehreren
kardiovaskularen Risikofaktoren wie Fettleibigkeit, Glucoseintoleranz, arterieller Hypertonie
und Dyslipidamie mit einer Steigerung der Triacylglycerine (TAGS) sowie einer Abnahme der
HDL gepragt wird [Balkau und Charles 1999, Alberti und Zimmet 1998]. Aufgrund der
erhdhten Lipidspiegel steigt beim MetS das Risiko fiir Atherosklerose und infolgedessen fur
kardiovaskulare Ereignisse. Durch das MetS ist das Risiko fur eine KHK um das Zweifache
erhoht und das Risiko fur Diabetes mellitus Typ 2 sogar um das Funffache [Mitrakou 2006].
Die Hauptursachen fir die Entstehung des MetS sind zentrale (abdominelle) Fettleibigkeit
und Insulinresistenz [Mitrakou 2006, Despres 1993].

Der genaue Pathomechanismus fiir die Entstehung des MetS ist noch nicht eindeutig geklart,
jedoch wird von einer chronisch inflammatorischen Reaktion durch das Fettgewebe

ausgegangen, die zur Insulinresistenz und Atherosklerose fuhrt. Durch die verminderte
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Wirkung des Insulins auf die verschiedenen Gewebe und Stoffwechselprozesse kommt es
zu den oben genannten metabolischen Veranderungen [Reaven 1988]. Dabei spielt das
viszerale Fettgewebe eine wesentlich bedeutendere Rolle als das subkutane Fettgewebe
[Nieves et al. 2003], da es eine hohere lipolytische Aktivitat aufweist [Engfeldt und Arner
1988]. Somit gelangen hohe Konzentrationen an freien Fettsauren direkt Uber die Vena
portae in die Leber, wo sie den hepatischen Glucose- und Lipidmetabolismus sowie die
Insulinaufnahme aus dem Blut beeinflussen [Wajchenberg et al. 2002]. Darlber hinaus
sezerniert das viszerale Fettgewebe proinflammatorische Zytokine wie TNF-a und IL-6
[Kershaw und Flier 2004]. Durch die Zunahme des viszeralen Fettgewebes im Alter sowohl
bei Frauen als auch bei Mannern [Mayes und Watson 2004] ist das MetS auch eine
Erkrankung des alternden Menschen. Dies wird anhand einer Korrelation zwischen den
abnehmenden Sexualhormonkonzentrationen und der steigenden Prévalenz des MetS im
Alter deutlich [Rodriguez et al. 2007, Mesch et al. 2006]. Jedoch spielt das subkutane
Fettgewebe ebenfalls eine wichtige Rolle beim Pathomechanismus, da es den groReren
Anteil an IL-6 produziert und in den Systemkreislauf sezerniert [Mohamed-Ali et al. 1997]. IL-
6 hat Einfluss auf die Lipolyse im Fettgewebe, auf die Produktion von Akute-Phase-Proteinen
in der Leber, auf die Lipoproteinlipaseaktivitdt, auf die Gerinnung und auf das Endothel
[Yudkin et al. 2000, Van Snick 1990].

Durch die steigende Pravalenz von Fettleibigkeit ist das MetS ein zunehmendes
gesundheitliches Problem unserer Gesellschaft. Um die Entstehung schwerwiegender
Folgeerkrankungen zu verhindern, ist es notwendig, friihzeitig das MetS zu diagnostizieren
und zu behandeln. Das wichtigste Ziel der Therapie sollte dabei eine Gewichtsreduktion mit

Abnahme des Korperfettanteils sowie eine Normalisierung der Lipidwerte im Blut sein.

1.2. Die Haut

Die Haut als die auf3ere Begrenzung des Organismus zu seiner Umgebung schuitzt diesen
vor schédlichen Einwirkungen aus der Umwelt und vor Infektionen, sie dient der Wasser- und
Temperaturregulation, beteiligt sich an der Vitamin-D-Synthese und vermittelt sensorische
Empfindungen. Die Haut ist mit einer GroR3e von etwa zwei Quadratmetern das grof3te Organ
des Korpers.

Sie stellt ein wichtiges Kontakt- und Signalorgan zu unseren Mitmenschen dar. lhre sichtbare
Beschaffenheit nimmt direkten Einfluss auf unser Wohlbefinden und auf die Lebensqualitét.
Im Alter verandert sich das Erscheinungsbild der Haut. Dies wird von vielen Menschen als
belastend empfunden. Haufig kommt es zusétzlich auch zu physiologischen Veranderungen,

die von erheblicher Bedeutung sind.
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Die Haut der Ratte weist viele Gemeinsamkeiten mit der des Menschen auf. Diese
Ahnlichkeiten sind wichtig fur die Ubertragbarkeit von Studienergebnissen aus Versuchen mit
Ratten auf den Menschen.

Bei beiden Spezies besteht die Haut (Kutis) aus einem epithelialen (Epidermis) und einem
bindegewebigen Anteil (Dermis). Unter der Kutis liegt die aus Fett- und Bindegewebe
bestehende Subkutis, welche an die darunterliegende Muskelschicht anschlief3t.

Die Hautoberflache wird von der Epidermis gebildet, ein mehrschichtig verhorntes
Plattenepithel, dessen Dicke in Abhéangigkeit von Lokalisation, Alter und Geschlecht
zwischen 30 und 300 um variiert [Moll 2005]. Bei der Ratte ist die Epidermis aufgrund der
starken Behaarung deutlich dinner, weist jedoch ebenfalls die gleiche Vierschichtigkeit auf
(s.u.) [Hebel und Stromberg 1986]. Zu den Hauptfunktionen der Epidermis gehdren die
mechanisch und chemisch widerstandsfahige Abdeckung und eine nahezu wasserdichte
Diffusionsbarriere. Die Epidermis wird hauptsachlich von den Keratinozyten aufgebaut. Im
histologischen Querschnitt der Haut sind mehrere Schichten der Epidermis von tief nach
oberflachlich zu unterscheiden: Stratum basale, Stratum spinosum, Stratum granulosum und
Stratum corneum. Die Epidermis unterliegt einer dauernden zellularen Erneuerung. Die
Mitosen finden unter physiologischen Bedingungen ausschlie3lich im Stratum basale statt.
Unter dem Vorgang der terminalen epidermalen Differenzierung wandern die Keratinozyten
innerhalb von vier Wochen zur Hautoberflache, wo sie als Hornschuppen abgeschilfert
werden. Die Blutversorgung der Epidermis erfolgt durch Diffusion aus der darunter liegenden
gefalRreichen Dermis [Moll 2005]. Uber epidermale Reteleisten und dazwischenliegenden
bindegewebigen Papillen sind die Epidermis und Dermis miteinander verzapft
(dermoepidermale Junktionszone).

Die Dermis besteht aus dem unter der Epidermis gelegenen Bindegewebe.
Hauptkomponenten der Dermis sind Zellen (v.a. Fibroblasten) und Bindegewebsfasern, die
in eine gelartige Grundsubstanz aus Glykosaminoglykanen und Proteoglykanen eingebettet
sind [Moll 2005, Fritsch P 2009]. Die wichtigsten Fasern der Dermis sind Kollagenfasern, die
fur die mechanische Stabilitdt und Dehnbarkeit verantwortlich sind. Das Kollagen besteht zu
80% aus Kollagen-Typ I, welches v.a. zur Festigkeit der Haut beitragt, und zu 15% aus
Kollagen-Typ I, verantwortlich fur die Dehnbarkeit [Sauerbronn et al. 2000, Affinito et al.
1999]. Des Weiteren kommen Retikulinfasern und elastische Fasern vor, die fur die
Festigkeit und Elastizitat der Dermis verantwortlich sind [Moll 2005]. Die beschriebenen
Fasern und Zellen der Dermis sind in zwei Schichten angeordnet: dem oberflachlichen
Stratum papillare (v.a. Kollagen-Typ | und IIl) und dem tiefer gelegenen Stratum reticulare
(v.a. Kollagen-Typ [I). Im Stratum reticulare entspringen die Haarfollikel sowie die

Schweil3driisen, die allerdings auch bis tief in die Subkutis reichen kénnen.
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An das Stratum reticulare schlief3t sich das Unterhautfettgewebe (Subkutis) an. Es besteht
aus weilRem Fettgewebe, welches von bindegewebigen Septen durchzogen wird. Diese
Septen bilden ein Maschenwerk, das nach oben hin mit der Dermis und nach unten hin mit
der Muskelfaszie verbunden ist. Au3erdem kommen grof3ere Blut- und LymphgefaRe sowie
Nerven in der Subkutis vor. Die Subkutis dient als Warmeisolierung, mechanisches
Schutzpolster, Verschiebeschicht und Energiespeicher [Fritsch P 2009].

Unter der Subkutis befindet sich die subkutane Muskelschicht, welche aus quergestreifter
Muskulatur besteht. In der Fachliteratur wird diese Schicht meist nicht mit zur Hautdecke
gezahlt. Bei Tieren wird sie als Panniculus carnosus bezeichnet und spielt eine wichtige
Rolle bei oberflachlichen Hautzuckungen im Bereich des Rumpfes. Sie kommt allerdings
beim Menschen nur noch rudimentar als Platysma vor [Hoffmann- La Roche AG und Urban
& Schwarzenberg 1993]. Als quergestreifte Muskulatur besteht sie aus mehrkernigen Zellen,
den Muskelfasern. Es handelt sich dabei um Zellen mit postmitotischen Nuclei. Bei einer
Zunahme der Muskelmasse kommt es zu einer Hypertrophie der einzelnen Zellen
(Muskelfasern) mit einem erhdhten Anteil an Muskelzellkernen sowie einer gesteigerten
Proteinsynthese [Sinha-Hikim et al. 2002, Brodsky et al. 1996]. Fur diesen Vorgang
bendtigen die Muskelfasern die Unterstitzung der Satellitenzellen, die innerhalb der
Basallamina der Muskelzelle lokalisiert sind. Durch die Aktivierung der Satellitenzellen
kommt es zur Fusion dieser Zellpopulation mit der Muskelfaser und somit zu einem
Zugewinn an Zellkernen [Schultz und McCormick 1994].

Als Hautanhangsgebilde werden an dieser Stelle die Haarfollikel und Talgdriisen erwahnt.
Hautanhangsgebilde entwickeln sich als Derivate der Epidermis. Der Haarfollikel stellt eine
Epidermiseinstilpung dar, aus der das Haar entspringt, und ist fir das Wachstum des
Haares sowie seine Erneuerung von Bedeutung. Er besteht aus dem Bulbus mit den
teilungsfahigen Matrixzellen, der Bindegewebspapille, die sich von unten in den Bulbus stllpt
und Blutgefale fuhrt, sowie der inneren und aul3eren Wurzelscheide. Nach auf3en hin wird
der Haarfollikel bindegewebig von dem Haarbalg umhillt. Jedem Follikel sind eine Talgdriise
und ein glatter Muskel (Musculus arrector pili) zugeordnet. Gemeinsam bilden sie die
Haartalgdriseneinheit. Die Mehrzahl der Talgdrisen sind an Haarfollikel gebundene
holokrine Drisen, die unter Androgeneinfluss Talg produzieren. Freie Talgdrisen, also nicht
an Haarfollikel gebundene, kommen im Genitalbereich, an der Brustwarze und an der Lippe
vor. Talgdrisen bilden einen Lipidfiim an der Oberflaiche der Haut, der die
Wasserdurchlassigkeit herabsetzt. Zu den Hautanhangsgebilden gehtren des Weiteren
N&agel und Schweidrisen [Welsch und Deller 2010], die in der vorliegenden Arbeit nicht
besprochen werden. Es sei jedoch darauf hingewiesen, dass bei der Ratte Schweil3driisen

nur im Bereich der Ful3sohlen vorkommen [Hebel und Stromberg 1986].
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1.2.1. Sexualhormone und die Haut

Die Haut stellt das grof3te nichtreproduktive Zielorgan der Sexualhormone dar, die eine
wichtige Rolle in der Entwicklung und physiologischen Funktion der menschlichen Haut
spielen. Uber den Sexualsteroidrezeptor, der in vielen Kompartimenten der Haut vorkommt,
uben Ostrogene und Androgene ihre Wirkung auf die verschiedenen Hautschichten und
—anhangsgebilde aus. Es handelt sich dabei um einen nukledren Rezeptor, der durch die
Bindung des Hormons als Hormon-Rezeptor-Komplex an die DNA bindet und somit Einfluss
auf die Transkription verschiedener Gene nimmt. Neben dieser langfristigen Wirkung wird
auch von einer kurzfristigen Wirkung tber membranstandige Rezeptoren ausgegangen. Die
Dichte und Verteilung der Rezeptoren in der Haut und in den Hautanhangsgebilden sind
stark von der Lokalisation und vom Zelltyp abhéngig [Hasselquist et al. 1980, Thornton et al.
2003].

Die Haut stellt aufgrund ihrer Autonomitat, Hormone abhangig von den lokalen Bedirfnissen
zu inaktivieren bzw. zu aktiveren Metaboliten umzuwandeln, ein besonderes Zielorgan dar.
Des Weiteren sind beim Menschen insbesondere die Sebozyten und Keratinozyten zur
Steroidbiosynthese, einschlieRlich der Androgen-und Ostrogensynthese, aus Cholesterin
fahig, welches v.a. im Alter eine bedeutende Rolle spielt [Fritsch M et al. 2001, Thiboutot et
al. 2003]. Damit stellt die Haut auch das grof3te endokrine Organ des Menschen dar
[Zouboulis 2004]. Bei den Ratten hingegen findet die Sexualhormonproduktion
ausschlie3lich in den Gonaden statt [Bélanger et al. 1989, Labrie et al. 2000, Van Weerden
et al. 1992].

Ostrogene haben einen protektiven Effekt auf den Aufbau und die Physiologie der Haut. In
gesunder Haut kommen Ostrogenrezeptoren (ER) in der Epidermis, der Dermis, den
Talgdrisen, den Schweil3driisen und den Haarfollikeln vor [Thornton et al. 2003, Haczynski
et al. 2002]. Es existieren zwei Subtypen des ER, der ER-a und der ER-3, von dem der
letztere weiter verbreitet in der Haut vorhanden ist. Insbesondere im Stratum basale und
Stratum spinosum der Epidermis konnten hohe Konzentrationen dieses Rezeptors
immunologisch nachgewiesen werden [Thornton et al. 2003]. Auch von Adipozyten des
subkutanen Fettgewebes [Crandall et al. 1998] und von Zellen der Skelettmuskulatur wird
der ER exprimiert [Lemoine et al. 2003]. Ostrogene fiihren sowohl beim Menschen [Rauramo
und Punnonen 1969, Punnonen 1972] als auch bei weiblichen Ratten [Ehrhardt et al. 2011]
zu einer Zunahme der Epidermisdicke, die durch eine gesteigerte Proliferation der
Keratinozyten Dbedingt ist [Verdier-Sevrain et al. 2004]. AuR3erdem konnte bei
postmenopausalen Frauen durch eine HRT die Anzahl an Oberflachenlipiden im Stratum
corneum erhoht werden, die die epidermale Barrierefunktion aufrechterhalten und somit das
Austrocknen der Haut verhindern [Sator et al. 2001]. Auch die Wundheilung wird durch

Ostrogene positiv  beeinflusst [Ashcroft et al. 1999]. In zahlreichen Studien mit
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postmenopausalen Frauen konnte eine Zunahme des Kollagengehalts bzw. der Hautdicke
unter Ostrogensubstitution beobachtet werden, wobei die Veranderungen abhangig von dem
individuellen Kollagengehalt zu Beginn der Ostrogentherapie waren [Brincat et al. 1987a,
Brincat et al. 1985]. Dadurch kénnen Ostrogene der vermehrten Faltenbildung im Alter
effektiv entgegenwirken. Auch bei Ratten fuihrt die Gabe von Ostrogenen zu einer positiven
Wirkung auf die weibliche Dermis mit einer Zunahme der Dicke von Kollagenfibrillen
[Ozyazgan et al. 2005]. Eine weitere Wirkung ist die Reduktion der subkutanen
Fettschichtdicke unter Ostrogensubstitution bei beiden Spezies [Ehrhardt et al. 2011]. Eine
Abnahme des Fettgewebegewichts sowie eine Abnahme der Fettzellgréf3e in der Subkutis
konnte auch Krotkiewski [1976] nachweisen. Einen ebenfalls reduzierenden Effekt haben
Ostrogene auf die Muskelmasse der Skelettmuskulatur [McCormick et al. 2004]. Allerdings
konnte keine signifikante Wirkung von Ostrogenen auf die subkutane Muskelschicht
(Panniculus carnosus) in Tierversuchen nachgewiesen werden [Coppola und O’Connell
1989, Ehrhardt et al. 2011].

Androgene wirken auf zahlreiche Zellen und Strukturen in der Haut, auf welche sie
Uberwiegend einen stimulierenden und proliferierenden Effekt besitzen. Als aktive
Androgene sind hier das Testosteron und das 5a-Dihydrotestosteron (5a-DHT) zu nennen.
Dabei ist die biologische Aktivitéat des Testosterons zum grof3ten Teil auf die Umwandlung zu
dem potenteren 5a-DHT durch die 5a-Reduktase zurtickzufihren [Zouboulis 2004]. Die
Expression der 5a-Reduktase konnte in fast allen Zellen der Haut, insbesondere jedoch in
den Sebozyten, nachgewiesen werden [Chen et al. 1998]. Die Wirkung der Androgene wird
durch die Bindung an Androgenrezeptoren vermittelt. Diese werden von epidermalen
Keratinozyten, Zellen der dermalen Papille des Haarfollikels, Sebozyten, Zellen der
Schweil3driisen, Fibroblasten, Adipozyten und den Satellitenzellen der quergestreiften
Muskulatur exprimiert [Blauer et al. 1991, Sinha-Hikim et al. 2004, Dieudonné et al. 1998].
Die starkste Wirkung haben Androgene auf die Talgdriisen und auf die Haarfollikel.
Androgene steigern die Talgproduktion sowohl bei Menschen [Strauss und Pochi 1963] als
auch bei Ratten [Ebling 1957], wobei die Talgdriisen des Gesichts am starksten beeinflusst
werden [Akamatsu et al. 1992]. Dies resultiert in einer erh6hten Hautgeschmeidigkeit. Auch
das Haarwachstum von Geschlechtshaaren wird durch Androgene stark stimuliert [Ebling
1986], wahrend Androgene jedoch einen negativen Effekt auf die Kopfbehaarung haben und
die Entstehung einer androgenetischen Alopezie beglnstigen [Ocon und Stute 2009]. Im
Gegensatz zu Ostrogenen verzégern Androgene den Wundheilungsprozess [Ashcroft und
Mills 2002] und reduzieren die epidermale Barrierefunktion [Kao et al. 2001]. In einem
Versuch mit Ratten zeigte sich kein Einfluss von Testosteron auf die epidermale
Schichtdicke, jedoch auf die mitotische Aktivitat in der Epidermis [Ebling 1957]. Bezlglich

des Kollagengehalts und der —dichte werden diese durch Androgensubstitution erhéht [Black
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et al. 1970, Shuster et al. 1970]. Aulerdem fiuihren Androgene zu einer Reduktion der
Fettmasse [Wang C et al. 2004], allerdings ist der Effekt auf das viszerale Fettgewebe
ausgepragter als auf das subkutane [Bjorntorp 1997, Sjogren et al. 1995]. Weiter steigern
Androgene dosisabhéngig die Muskelmasse, indem sie die Proteinsynthese [Griggs et al.
1989] und die Fusion der Satellitenzellen mit der Muskelfaser stimulieren [Sinha-Hikim et al.
2003]. Dies fuhrt zu einer Hypertrophie der Muskelfasern und einer Zunahme der Zellkerne
pro Muskelfaser [Sinha-Hikim et al. 2002]. Jedoch reagieren die verschiedenen
Muskelgruppen des Kérpers abhangig von ihrem histologischen Aufbau unterschiedlich auf
die anabole Wirkung von Androgenen [Sinha-Hikim et al. 2002].

Trotz zahlreicher Studien, die die Einflisse der Sexualsteroide auf die Haut untersuchen, gibt

es noch viele kontroverse Meinungen bezlglich der hormonellen Auswirkungen.

1.2.2. Die Folgen des Sexualhormondefizits fur die Haut

Als Folge der steigenden Lebenserwartung unserer Gesellschaft verbringen Frauen ca. ein
Drittel  und Méanner  mindestens ein  Viertel ihres Lebens in  einem
Sexualhormonmangelzustand. Die Haut wird dabei durch die sinkenden Hormonspiegel
erheblich beeinflusst und signalisiert die ersten Anzeichen des Alterns. So weist die Haut mit
zunehmendem Alter vermehrt Falten, Trockenheit und Atrophie auf und kann somit zu einer
Einschrankung der Lebensqualitat fihren. Im Durchschnitt leidet ca. jede zweite Person tber
70 Jahren unter einer behandlungswiirdigen Dermatose [Fritsch P 2009].

Im Alter kommt es bei Frauen durch den Ostrogenverlust zu einer Abnahme der
Epidermisdicke [Moragas et al. 1993, Lock-Andersen et al. 1997, Makrantonaki und
Zouboulis 2007] und des Lipidgehalts im Stratum corneum, die fiir eine herabgesetzte
feuchtigkeitsregulierende Fahigkeit und eine verminderte Schutz- und Barrierefunktion
ursachlich ist [Hall und Phillips 2005, Piérard-Franchimont et al. 1995]. Postmenopausal
kommt es ebenfalls zu einer Abnahme der Hautdicke, welche v.a. auf eine Reduktion des
Kollagengehalts in der Dermis zurtickzufiihren ist. Dabei nimmt der Anteil an Kollagen-Typ Il
starker ab als an Kollagen-Typ | [Affinito et al. 1999]. Es wird von einem Kollagenverlust von
durchschnittlich 2,1% pro postmenopausalem Jahr in den ersten 15 Jahren nach der
Menopause ausgegangen [Brincat et al. 1987b]. Dies fluhrt zu einer erhéhten Verletzlichkeit
der Haut. Die Abnahme an Kollagen ist auf eine erhdhte intrazellulare Konzentration von
Kollagen abbauenden Enzymen zurtckzufihren [Anttinen et al. 1973]. Der beschriebene
Kollagenverlust korreliert dabei mehr mit dem postmenopausalen als mit dem
chronologischen Alter, welches die Vermutung einer dstrogenabhdngigen Reduktion der
Kollagenfasern unterstiitzt [Brincat et al. 1987b]. Des Weiteren kommt es im Alter in der
Dermis zu einer Abnahme der Glykosaminoglykane, welche fur die Wasserretention der Haut

verantwortlich sind [Brincat 2000, Hall und Phillips 2005]. Die dermalen Veranderungen
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resultieren in einer erhdhten Rigiditéat und verminderten Elastizitat der Haut im Alter. Eines
der Hauptprobleme postmenopausaler Frauen ist jedoch die Zunahme der Fettmasse,
wovon auch die subkutane Fettschicht betroffen ist [Gambacciani et al. 1997]. Ahnliche
Folgen des Ostrogenmangels konnten auch bei ovarektomierten Ratten beobachtet werden
[Ehrhardt et al. 2011]. In dieser wiesen die ovarektomierten Tiere gegeniber den intakten
Tieren sowohl eine diinnere Epidermis als auch eine dickere subkutane Fettschicht auf.

Ein Androgendefizit fuhrt zu einer Reduktion des Talgdrisenvolumens aufgrund einer
reduzierten Zellzahl sowie ZellgréfZe und somit zu einer verminderten Talgproduktion [Ebling
1957]. Die verminderte Talgproduktion beginstigt das Entstehen einer Hautxerose und eines
Exsikkationsekzems [Makrantonaki und Zouboulis 2010]. Weitere Merkmale des
Androgenmangels beim Hypogonadismus sind eine diinne Haut, eine reduzierte Anzahl von
Haarfollikeln im Gesicht und in der Axilla mit einer weiblichen Schambehaarung [Zouboulis et
al. 2007]. Des Weiteren kommt es im Alter zu einer linearen Reduktion des Kollagengehalts
in der Haut um ca. 1% pro Jahr [Shuster et al. 1975]. Bei Ratten kommt es ebenfalls

altersbedingt zu einer Atrophie und einem Verlust von Haarfollikeln [Komarek et al. 2000].

1.3. Serumlipide

1.3.1 Cholesterin

Cholesterin stellt im Organismus nicht nur einen wichtigen Bestandteil der Zellmembranen
dar, sondern dient auch als Ausgangssubstanz fir die Biosynthese von Vitamin D,
Steroidhormonen und Gallenséuren. Cholesterin wird zum einen Teil durch die Nahrung
aufgenommen [Rassow et al. 2008], ein weiterer Teil kann sowohl von den unterschiedlichen
Gewebezellen selbst, zum gréten Teil jedoch von der Leber und dem Darmepithel aus
aktiviertem Acetat (Acetyl-CoA) de novo synthetisiert werden [Dietschy 1984]. Dabei
orientiert sich die Synthese am Angebot des Cholesterins aus der Nahrung [Loffler 2007a].
Cholesterinmolekiile werden aufgrund ihrer schlechten Wasserloslichkeit im Blut zum
grodten Teil in den Lipoproteinen zu den peripheren Zielorganen transportiert. Die
Ausscheidung von Uberflissigem Cholesterin geschieht zum grof3ten Teil Gber die Galle in
Form von Gallenséuren, da der Korper nicht in der Lage ist, Cholesterin abzubauen [Rassow
et al. 2008]. Allerdings werden auch bedeutende Mengen an Cholesterin durch die
Abschilferung der Haut abgegeben [Kostner und Mé&rz 1995]. Erhdhte Cholesterinspiegel
tragen erheblich zum Atherosklerose-Risiko bei [Rassow et al.2008] (siehe Kapitel 1.3.3.,

S. 11 fur Pathomechanismus).
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1.3.2. Triacylglycerin (TAG)

Triacylglycerine (Abklrzung: TAGs; friher auch ,Triglyceride“ genannt) stellen chemisch
Ester aus einem Molekll Glycerin und drei Fettsauren dar. TAGs sind neben den
Kohlenhydraten die wichtigsten Energietrager der Nahrung und dienen dem Organismus als
Hauptenergiespeicher, indem sie in Form von Depotfett in den Adipozyten des weil3en
Fettgewebes gespeichert werden kdnnen. Bei Energiebedarf erfolgt die Spaltung der TAGs
zu Glycerin und freien Fettsauren (Lipolyse) durch Lipasen: der Abbau der TAGs aus den
Lipoproteinen wird durch die an Endothelzellen der Blutkapillaren gebundene
Lipoproteinlipase (LPL) katalysiert, der Abbau der TAGs im Fettgewebe v.a. durch die
adipose tissue triglyceride lipase (ATGL) und der hormonsensitiven Lipase. Eine weitere
Lipase, die hepatische Lipase (HL), kommt in der Leber vor und besitzt &hnliche Funktionen
wie die LPL [Lo6ffler 2007b]. Durch den Abbau der Lipolyseprodukte in der Zielzelle entsteht
Energie.

TAGs stammen zum Teil aus der Nahrung, kénnen allerdings auch endogen, insbesondere
in der Leber, synthetisiert werden. Der Transport von der Leber in die Peripherie erfolgt in

Form von Lipoproteinen [Rassow et al. 2008].

1.3.3. Lipoproteine

Lipoproteine sind aus Lipiden und Proteinen, den Apolipoproteinen, bestehende Partikel des
Blutplasmas. lhre Funktion besteht vor allem im Transport der Lipide. Lipoproteine
unterscheiden sich in der Zusammensetzung und dem Anteil ihrer Lipide und
Apolipoproteine. Mit zunehmender Dichte und abnehmendem TAG-Anteil unterscheidet man
Chylomikronen, VLDL (very low-density lipoprotein), IDL (intermediate-density lipoprotein),
LDL (low-density lipoprotein) und HDL (high-density lipoprotein). Fir die Pathogenese der
Atherosklerose spielen vor allem LDL und HDL eine entscheidende Rolle und werden daher
in der vorliegenden Studie untersucht.

LDL, welche beim Menschen 70% des Gesamtcholesterins im Plasma ausmachen
[Marischler 2007], sind die an Cholesterin reichsten Lipoproteine und tragen somit erheblich
zum Atherosklerose-Risiko bei. Erhéhte LDL-Konzentrationen im Blut kdnnen zu einer
vermehrten Ablagerung von LDL in der GefalRwand fihren. Dort kdnnen sie durch Oxidation
und Glykosylierung chemisch modifizert werden. Modifizierte LDL-Partikel werden
ungehemmt und unabhangig von der intrazellularen Cholesterinkonzentration Uber
Scavenger-Rezeptoren von Makrophagen aufgenommen, wodurch sich die Makrophagen zu
sogenannten Schaumzellen umwandeln, das Korrelat der frihen atheromatdsen Lé&sion.
Eine stetige Zunahme der intrazellularen Cholesterinkonzentration resultiert im Absterben

der Zellen und es bilden sich die irreversiblen atherosklerotischen Plaques [Schaefer 2006].
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LDL-Partikel bestehen Uberwiegend aus Cholesterinestern und dem Apolipoprotein ApoB-
100. Die wichtigste Funktion von LDL besteht in der Verteilung des Cholesterins im
Organsimus. Dabei spielt der LDL-Rezeptor auf den Zielzellen eine entscheidende Rolle. Er
vermittelt in Anwesenheit von ApoB-100 die Aufnahme von LDL in die Zelle durch
Endozytose. Durch das aufgenommene  Cholesterin  wird die  endogene
Cholesterinproduktion der Zelle gesenkt. Die Zielzellen lagern Cholesterin entweder in die
Zellmembran ein oder speichern es als Cholesterinester in Lipidtropfen. LDL-Partikel, die von
den peripheren Geweben nicht resorbiert werden, binden an den LDL-Rezeptor der Leber
und werden von den Hepatozyten aufgenommen. Der LDL-Rezeptor erkennt neben dem
ApoB-100 der LDL auch das ApoE, welches unter anderem in HDL vorkommt [Rassow et al.
2008].

HDL-Partikel besitzen unter den Lipoproteinen die htéchste Dichte. lhre Aufgabe besteht
hauptséachlich in der Aufnahme von Uberschissigem Cholesterin aus der Peripherie und
dessen Transport zur Leber. Die in HDL enthaltenen Cholesterinester werden entweder von
den Hepatozyten, die Uberschissiges Cholesterin an die Gallenflissigkeit abgeben, oder
vorher von Zellen, die Steroidhormone produzieren und grof3ere Mengen an Cholesterin
bendtigen, aufgenommen [Rassow et al. 2008]. Fur die Bindung an den sogenannten
Scavenger-Rezeptor B1 (SR-B1) auf der Oberflache der Zielzellen ist das ApoE von
Bedeutung [Rassow et al. 2008]. Uber diese Bindung kann HDL seine Cholesterinester
abgeben [Krieger 1999]. Die Aufnahme von Cholesterin Gber den SR-B1 wird durch die
Hydroylse von Lipiden an der HDL-Oberflache durch die HL erleichtert [Lambert et al. 1999].
Durch die Funktion von HDL wird verhindert, dass sich Uberschissiges Cholesterin im
Organismus anreichert und in den Makrophagen akkumuliert. Somit wird der entscheidende
Mechanismus bei der Entstehung von Atherosklerose verhindert. Dies fuhrt zu einem
reduzierten Atherosklerose-Risiko und erhdhte HDL-Werte kénnen somit als prognostisch
gunstig gewertet werden.

Im Gegensatz zum Menschen stellt in der Ratte HDL die vorherrschende Form des
Cholesterins dar [Lundeen et al. 1997], LDL kommt bei der Ratte hingegen in nur geringen
Mengen vor. Dieser Unterschied konnte eine Erklarung dafir sein, dass die Ratte im
Gegensatz zum Menschen natirlicherweise keine Atherosklerose entwickeln kann [Kasiske
et al. 1992].

1.3.4. Sexualhormone und Serumlipide

Es ist bekannt, dass Manner ein wesentlich hdheres Risiko fur die Entwicklung einer KHK
haben als Frauen [Godsland et al. 1987]. Dieser geschlechtsspezifische Unterschied fuhrt zu

der Vermutung, dass Sexualsteroide eine wichtige Rolle im Pathomechanismus
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kardiovaskularer Erkrankungen einnehmen, wahrscheinlich durch einen regulativen Effekt
auf den Metabolismus der Plasmalipide und der Lipoproteine [Freedman et al. 1991].

In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass die Substitution von Ostrogenen bei
postmenopausalen Frauen eine antiatherosklerotische Wirkung hat, indem sie LDL und das
Gesamtcholesterin reduziert und HDL erhoht [Karjalainen et al. 2000, Kuller et al. 1990].
Allerdings kam es parallel in den meisten Studien ebenfalls zu der unerwinschten
Steigerung der TAG-Konzentrationen unter Ostrogensubstitution [Villa et al. 2008, Godsland
2001], am ehesten durch eine 6strogenabhéangige Abnahme der LPL-Aktivitat im Fettgewebe
bedingt [Hamosh und Hamosh 1975]. Ahnliche Ergebnisse wurden auch in Studien mit
Ratten beobachtet. Bei ovarektomierten Tieren resultierte die Ostrogengabe ebenfalls in
einer signifikanten Reduktion des Gesamtcholesterins und des LDL, wéahrend es gleichzeitig
zu den unglnstigen Wirkungen einer TAG-Steigerung und einer HDL-Reduktion kam
[Seidlova-Wuttke et al. 2010a]. Die LDL-reduzierende Wirkung der Ostrogene ist
wahrscheinlich auf eine gesteigerte Expression und Aktivitat des LDL-Rezeptors der Leber
sowohl bei Ratten als auch beim Menschen und damit auf eine vermehrte Aufnahme von
LDL aus dem Blut zuriickzufihren [Kovanen et al. 1979, Karjalainen et al. 2000]. Der
unterschiedliche Effekt auf die HDL-Konzentrationen bei Mensch und Ratte ist zum einen
durch eine unterschiedlich starke Affinitat des LDL-Rezeptors fur HDL zu erklaren [Lundeen
et al. 1997]. HDL in Ratten weist im Vergleich zum menschlichen HDL einen hoheren Gehalt
an ApoE auf. Da der hepatische Lipoproteinrezeptor der Ratte eine hohe Affinitéat zu ApoE
besitzt, bindet dieser nicht nur LDL, sondern auch vermehrt HDL mit einer hoheren Affinitat
als der menschliche LDL-Rezeptor fur HDL, und eliminiert die Partikel aus dem Blut
[Lundeen et al. 1997]. Ein zweiter Mechanismus, der zu der gegensatzlichen Wirkung von
Ostrogenen auf den HDL-Metabolismus bei der Ratte und beim Menschen beitragt, ist eine
Abnahme der HL-Aktivitat beim Menschen durch Ostrogene und somit ein verminderter
Abbau von HDL [Tikkanen und Nikkila 1987], wahrend die HL der Ratte unbeeinflusst bleibt
[Peinado-Onsurbe et al. 1993].

Auch wenn das Risiko fur kardiovaskulare Erkrankungen bei Mannern im Vergleich zu
Frauen erhoht ist, geht man insgesamt von einer gunstigen Auswirkung der Androgene auf
das Lipidprofil aus [Jockenhdvel und Schubert 2003, Channer 2011], jedoch ist der genaue
Mechanismus bisher noch nicht geklart und die Datenlage tber die Auswirkung einer
Substitutionstherapie auf das Lipidprofil zum Teil widersprichlich [Christ-Crain et al. 2001].
Es ist bekannt, dass eine exogene Testosterongabe zu einer Stimulation der Lipolyse im
Fettgewebe durch Aktivierung der hormonsensitiven Lipase und somit zur Reduktion der
Korperfettmasse fuhrt [Wu und von Eckardstein 2003]. Zudem fihrte in den meisten Studien
eine TRT bei hypogonadalen Mannern zu einer Reduktion des Gesamtcholesterinspiegels
und der LDL-Konzentration [Tenover 1992, Marin et al. 1993, Zgliczynski et al. 1996]. In
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mehreren  Studien konnte des Weiteren ein erniedrigter TAG-Spiegel unter
Testosteronsubstitution beobachtet werden [Marin et al. 1993]. Dieser Effekt konnte durch
eine Zunahme der LPL-Aktivitat unter Androgeneinfluss erklart werden, welche zu einer
Reduktion der TAG-Werte im Blut fuhrt [Thompson et al. 1989]. Bei der orchiektomierten
Ratte jedoch resultierte die Gabe von Androgenen in keiner signifikanten Veranderung der
LPL-Aktivitat [Peinado-Onsurbe et al. 1993]. Es folgten danach Studien, in denen der TAG-
Spiegel auch beim Menschen nach TRT unveréandert blieb [Snyder et al. 2000, Uyanik et al
1997]. Die in der Literatur beschriebenen Wirkungen von Testosteron auf den HDL-
Metabolismus sind zum Teil sehr unterschiedlich. Der sinkende HDL-Spiegel bei Jungen
wahrend der Pubertat [Berenson et al. 1981, Kirkland et al. 1987] und die insgesamt
niedrigeren HDL-Werte bei Mannern im Vergleich zu Frauen [Carr et al. 2001] lassen einen
reduzierenden Effekt von Androgenen auf das HDL vermuten. Diese Beobachtung wird
durch einige Studien bestétigt, die ebenfalls einen erniedrigten HDL-Spiegel sowohl unter
physiologischer [Kenny et al. 2002] als auch supraphysiologischer Testosteronsubstitution
erzielten [Christ-Crain et al. 2001, Isidori et al. 2005]. Ein plausibler biologischer
Mechanismus fur diese HDL-reduzierende Wirkung ware eine gesteigerte Aktivitat der HL
und des SR-B1 und damit ein erhéhter HDL-Abbau sowie Cholesterinausscheidung durch
Testosteron [Langer et al. 2002, Tikkanen und Nikkila 1987, Applebaum-Bowden et al.
1987]. Jedoch kam es in vielen Studien auch zu einer Steigerung des HDL [Dai et al. 1984,
Heller et al. 1983] bzw. zu keiner Anderung unter TRT [Zgliczynski et al. 1996, Uyanik et al.
1997]. Solche Diskrepanzen kdonnen auf unterschiedliche Studiendesigns, unterschiedliche
Dosierungen und Derivate von Testosteron und interindividuelle Unterschiede der
Versuchspersonen zurlckzufihren sein [Traish et al. 2009]. Zusammenfassend kann man
sagen, dass die Beziehung zwischen Androgenen und kardiovaskularen Risikofaktoren sehr
komplex und bisher noch nicht vollstandig geklart ist [Morales und Lunenfeld 2002], jedoch
zeigt die Datenlage einen neutralen bis glnstigen Effekt von Testosteron auf die Entstehung

von kardiovaskularen Erkrankungen [Howell und Shalet 2001].

1.3.5. Die Folgen des Sexualhormondefizits fur die Serumlipide

Sowohl bei Frauen als auch bei Mannern kommt es im Alter durch den Abfall der
Sexualhormonkonzentrationen zu einem atherogenen Lipidprofil und damit verbunden zu
einem erhohten Risiko fur kardiovaskulare Ereignisse.

Nach der Menopause fiihrt der abrupte Ostrogenabfall zu einer Zunahme des
Gesamtcholesterins, des LDL und der TAGs sowie einer Abnahme des HDL [Jensen et al.
1990, Stevenson et al. 1993]. Die Entstehung von Atherosklerose wird dadurch

wahrscheinlicher.
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Auch beim PADAM und bei hypogonadalen Mannern zeigen sich unerwinschte
Veranderungen der Lipide und Lipoproteine, welche sich in erhéhten TAG-,
Gesamtcholesterin- und LDL-Spiegeln zeigen, wahrend das atheroprotektive HDL sinkt
[Simon D et al. 1997, Oppenheim et al. 1989]. Es ist anzunehmen, dass der Anstieg des
LDL-Spiegels im Alter auf eine Abnahme des rezeptorvermittelten LDL-Abbaus
zuriickzufuhren ist [Grundy et al. 1985, Miller 1984].

1.4. Leptin

Leptin ist ein Peptidhormon, welches eine entscheidende Rolle bei der Regulation des
Hungergefuhls hat und Einfluss auf den Energiehaushalt im Organismus nimmt. Leptin wird
Uberwiegend von den Adipozyten des weil3en Fettgewebes synthetisiert und sezerniert
[Hamann und Matthaei 1996]. In einigen Studien konnte bewiesen werden, dass das
subkutane Fettgewebe im Vergleich zum viszeralen deutlich héhere Konzentrationen an
Leptin produziert und somit den Hauptsyntheseort flr Leptin darstellt [Van Harmelen et al.
1998, Montague et al. 1997], wahrend bei der Ratte das viszerale Fettgewebe eine
bedeutendere Rolle in der Leptinproduktion spielt [Machinal et al. 1999]. Dabei konnte eine
direkte positive Korrelation zwischen den Leptinkonzentrationen im Plasma und dem Gehalt
an Korperfett sowie der Adipozytengrdfe nachgewiesen werden [Considine et al. 1996,
Maffei et al. 1995, Van Harmelen et al. 1998]. So sinken die Leptinkonzentrationen bei
Korpergewichtsabnahme und steigen bei Fettleibigkeit an [Kershaw und Flier 2004]. Die
wichtigsten Funktionen des Leptins, die Regulation der Nahrungsaufnahme und des
Energiehaushalts, finden sowohl tber Signalkaskaden im Hypothalamus als auch uber eine
direkte Wirkung auf die peripheren Organe und Gewebe, wie z.B. der Skelettmuskulatur und
der Leber, statt [Bjorbaek und Kahn 2004]. Im Hypothalamus hemmt Leptin den Appetit und
damit indirekt auch die Nahrungsaufnahme. Des Weiteren stimuliert Leptin die
Thermogenese und erhdht somit den Energieumsatz im Organismus [Ahima 2006]. Diese
Effekte resultieren in einer Abnahme von Kérperfett und Koérpergewicht [Pelleymounter et al.
1995]. Die Reduktion der Fettmasse ist am ehesten durch eine Stimulation der Lipolyse
bedingt [Wang MY et al. 1999], jedoch ist der genaue Mechanismus nach bisheriger
Datenlage nicht vollstandig geklart [Ahima 2006, Friedman und Halaas 1998]. Es wird ein
Einfluss des sympathischen Nervensystems auf den Metabolismus vermutet [JaneCkova
2001].
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1.4.1. Androgene und Leptin

Da nur die Serumkonzentrationen der mannlichen Ratten ausgewertet wurden, ist fur die
Arbeit lediglich der Einfluss der Androgene auf den Leptinspiegel relevant. Daher werden in
diesem Kapitel vorwiegend Androgene und Leptin besprochen. Jedoch ist zu betonen, dass
Ostrogene ebenfalls den Leptinspiegel beeinflussen.

Frauen haben im Vergleich zu Mannern einen hdheren Leptinspiegel sogar nach Anpassung
des Korperfettanteils [Rosenbaum et al 1996]. Aufgrund dieses sexuellen Dimorphismus
geht man von einem direkten Einfluss der Sexualhormone auf die Regulation des
Leptinhaushalts aus, vermutlich Uber die Bindung an die Sexualhormonrezeptoren der
Adipozyten [Machinal et al. 1999].

Androgene haben einen inhibitorischen Effekt auf die Leptinproduktion und flihren somit zu
erniedrigten Leptinspiegeln [Jockenhovel et al. 1997, Luukkaa et al. 1998]. Diese Wirkung ist
durch die Regulation sowohl der Leptinsynthese als auch der —sekretion zu erklaren
[Machinal et al. 1999]. Allerdings gehen andere Uberlegungen eher von einer indirekten
Wirkung der Androgene Uber die Regulation des Kérperfettanteils auf den Leptinspiegel aus
[Pinilla et al. 1999]. Diese Uberlegungen bediirfen einer genaueren Abklarung.

Im fortgeschrittenen Alter herrscht bei Mé&nnern eine negative Korrelation zwischen
Testosteron- und Leptinspiegel [Baumgartner et al. 1999a]. Ahnliche Ergebnisse konnten
auch in Studien mit hypogonadalen Mannern, welche erhohte Leptinspiegel aufwiesen,
erzielt werden [Behre et al. 1997, Jockenhdvel et al. 1997]. Dieser Effekt kann entweder auf
eine Zunahme der Korperfettmasse und somit auf eine gesteigerte Leptinproduktion durch
die Adipozyten oder auf eine reduzierte inhibitorische Wirkung der Androgene
zurlickzuftihren sein [Baumgartner et al. 1999a].

Die Wirkung der Sexualsteroidhormone auf die Regulation des Leptinmetabolismus des

Menschen kann auf die Ratte Ubertragen werden [Shimizu et al. 1997].

1.5. Die gonadektomierte Sprague-Dawley-Ratte als Modell

Die Sprague-Dawley-Ratte (SD-Ratte) ist ein allgemein anerkanntes Modell in der
Forschung unter anderem fur Toxikologie, Pharmakologie, Reproduktion und
Alterungsprozesse, da ihre physiologischen Funktionen denen des Menschen sehr ahneln.
Hinzu kommen ein schnelles Wachstum, hohe Fruchtbarkeit und eine zahme Art sowie
gunstige Erwerbs- und Haltungskosten, die die SD-Ratte als begehrte Forschungsrasse
auszeichnen [Keenan et al. 2005]. Aufgrund ihrer kurzen Lebensdauer von zwei bis drei
Jahren, weist sie eine deutlich schnellere Entwicklung auf und reagiert innerhalb kirzerer
Zeit auf hormonelle Anderungen als andere Saugetiere. Somit eignet sie sich besonders gut

fur Studien Uber eine kurzen Zeitraum [Kalu 1991, Frost und Jee 1992]. Im Hinblick auf
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diesen Versuch entspricht der Zeitraum von drei Monaten, die ca. 12% der Lebenserwartung
einer SD-Ratte ausmachen, einem zehnjéhrigen Lebensabschnitt eines Menschen.

Im Gegensatz zum Menschen kommt es bei der Ratte unter physiologischen Bedingungen
nicht zu einem Hormonmangelzustand im Alter. Durch die Ovarektomie der Tiere wird bei
diesen artifiziell ein hormoneller Mangelzustand erzeugt, der dem einer postmenopausalen
Frau entspricht. Daher eignet sich die ovx-SD-Ratte als angemessenes Tiermodell fur die
Erforschung von dstrogener Wirkung am Menschen [Jelinsky et a. 2008, Wronski und Yen
1991] und fir die Untersuchung der Folgen einer postmenopausalen Therapie. Dabei ist zu
beachten, dass im Gegensatz zum Menschen keine signifikanten Mengen von
Sexualsteroiden in den Nebennieren oder anderen endokrinen Organen von Ratten
produziert werden [Bélanger et al. 1989, Labrie et al. 2000].

Aufgrund guter wissenschaftlicher Erfahrungen und Ergebnisse mit der ovx-SD-Ratte als
Tiermodell fur die postmenopausale Frau wurde die mannliche orchiektomierte (orx) Ratte
zunehmend in Versuchen zur Untersuchung der hormonellen Verdnderungen im
hypogonadalen Mann eingesetzt. Da die orx-Ratte beinah eine identische Pathophysiologie
sowie Symptomatik im Vergleich zum androgendefizienten Menschen aufweist, wurde sie zu
einem geeigneten Modell fir den alternden und hormondefizienten Mann [Wink und Felts
1980, Vanderschueren et al. 1993, Erben et al. 2000].

Aufgrund der vielen anatomischen Ahnlichkeiten, und auch im Hinblick auf gemeinsame
Auswirkungen des Alterns und der Sexualhormone auf die Haut, kann die Ratte als Modell
fur die menschliche Haut dienen. Auch in Bezug auf den Lipidhaushalt &hneln die Regulation
und der Metabolismus der Ratte denen des Menschen, welches dazu gefiihrt hat, dass die
Ratte ein akzeptiertes und grundlich erforschtes Modell fir den menschlichen

Lipoproteinmetabolismus darstellt [Cooper et al. 1987, Lundeen et al. 1997].

1.6. Die Testsubstanz 3-Ecdyson

1.6.1. Ecdysteroide

Ecdysteroide gehdren zu den Steroidhormonen der Arthropoden. Sie nehmen in dieser
Spezies eine wichtige Rolle in der Regulation von Hautung, Metamorphose, Reproduktion
und Diapause ein [Koolman 1989]. Es konnten bisher allerdings auch in anderen Insekten
Ecdysteroide nachgewiesen werden. Bei Ecdysteroiden handelt es sich um polare Molekiile,
die strukturell ein polyhydroxyliertes Ketosteroid mit einer langen Carbonseitenkette
darstellen und ihre Wirkungen meist Uber einen nuklearen Rezeptor entfalten.

Im Jahre 1966 wurden die gleichen Molekile ebenfalls in verschiedenen Pflanzenarten
entdeckt. Dort kommen sie in deutlich héheren Konzentrationen vor als in Arthropoden,

allerdings variiert ihr Gehalt sowohl innerhalb der Pflanze als auch zwischen den
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verschiedenen Pflanzenarten [Dinan 2001]. Um diese Molekile von den Ecdysteroiden der
Arthropoden  (Zooecdysteroide) zu unterscheiden, bezeichnet man sie als
,Phytoecdysteroide’. Bisher wurden in 6% aller untersuchten Pflanzenarten Ecdysteroide
nachgewiesen [Dinan 1995a]. Die genauen Funktionen der Phytoecdysteroide in Pflanzen
sind noch nicht erforscht, es wird jedoch angenommen, dass sie unter anderem den
Pflanzen als Schutz vor Raupenfral dienen, indem sie den Hormonhaushalt und
Hautungsprozess der Insekten stéren [Lafont und Horn 1989, Blackford und Dinan 1997]. Da
sie eine artspezifische Wirkung gegen pflanzenfressende Insekten besitzen, wurden sie als
sichere und spezifischere Variante der Schadlingsbekdmpfung diskutiert [Dinan 2001,
Dhadialla et al. 1998]. Um einen schadlichen Effekt der Phytoecdysteroide auf den
Organismus der Wirbeltiere auszuschliel3en, wurden daraufhin mehrere pharmakologische
Versuche durchgefihrt.

Obwohl Ecdysteroide kein endogenes Produkt des Saugetiermetabolismus darstellen, sind
sie dennoch als Bestandteil ihrer normalen Ernahrung fir sie bedeutsam. Der genaue
Wirkmechanismus in Sdugetieren ist zwar noch nicht bekannt, es wurden allerdings bereits
zahlreiche Effekte beschrieben. Eine toxische Wirkung auf den Organismus blieb bisher aus.
Ein weiterer positiver Aspekt dieser Substanzen ist ihre leichte Verflugbarkeit und ihr
reichliches Vorkommen in der Natur. Mittlerweile sind mehr als 300 verschiedene
Ecdysteroide sowohl aus tierischen, aber vor allem auch aus pflanzlichen Geweben isoliert
worden [Lafont und Dinan 2003]. Inzwischen finden Ecdysteroide in der Kosmetik- und
Fitnessindustrie Gebrauch. Bisher sind ca. 300 Ecdysteroid-haltige Anabolika-Préparate fir
Bodybuilder und Sportler auf dem Markt erhaltlich [Dinan und Lafont 2006].

1.6.2. Grundlagen zu R-Ecdyson

Bei dem in dieser Studie verwendeten Ecdysteroid handelt es sich um 20-Hydroxyecdyson,
auch haufig als B-Ecdyson bezeichnet. Weitere Synonyme, die in der Literatur auftauchen,
sind ,Ecdysteron” und ,Crustecdyson®. Das Vorhandensein mehrerer Bezeichnungen ist auf
die zeitgleiche Entdeckung dieses Molekils durch verschiedene Arbeitsgruppen
zurtckzufuhren. In der vorliegenden Dissertation wird fur R-Ecdyson die Abklrzung ,Ecd”
verwendet.

Ecd kommt sowohl in Arthropoden als auch in Pflanzen vor und wird allgemein als das
vorrangig biologisch aktive Ecdysteroid in den meisten Wirbellosen anerkannt [Dinan 2001].
Aufgrund seines hohen Vorkommens war Ecd das erste Ecdysteroid, welches entdeckt
wurde [Butenandt und Karlson 1954].

Als Beispiele fur Ecd-haltige Pflanzen, die Bestandteil der normalen Erndhrung des

Menschen sind, sind Spinat (Spinacia oleracea) und Quinoa (Chenopodium quinoa) zu
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nennen, in denen hohe Konzentrationen an Ecd nachgewiesen werden konnten [Dinan
1995b].

1.6.3. Struktur und Metabolismus von 3-Ecdyson

Biochemisch leitet sich Ecd von Cholesterin und in Pflanzen auch von seinen
Zwischenmetaboliten ab. Die Strukturformel zeigt ein Steroidgeriist bestehend aus 27
Kohlenstoffatomen mit einer langen Carbonseitenkette am C;,-Atom [Dinan und Lafont
2006]. Somit ist es deutlich gréer als die Steroidhormone der Wirbeltiere. Einen weiteren
auffalligen Unterschied stellen die vielen Hydroxylgruppen sowohl am Grundgerist als auch
an der Seitenkette dar. Diese sind
urséchlich fur die hohe Polaritdt und die
hohe Wasserloslichkeit von Ecd. Aufgrund
seiner chemischen Eigenschaften wird
Ecd schnell und muhelos aus dem Blut
resorbiert und zigig Uber den Blutkreislauf 13
in verschiedene Organe (Leber,
Gallenblase, Nieren und Darm)
transportiert [Hikino et al. 1972a,b]. Die

Ausscheidung erfolgt sowohl renal als
Abb.1: Strukturformel von 20-Hydroxyecdyson [Dinan und

Lafont 2006, S. 2]

auch Uber die Leber. Bei Mausen konnte
festgestellt werden, dass die bilidre Aus-
scheidung bevorzugt genutzt wird [Hikino et al. 1972a,b]. Fur den menschlichen
Metabolismus sind noch keine eindeutigen Daten vorhanden. Bekannt ist allerdings die
Eliminationshalbwertszeit von Ecd im Menschen von neun Stunden [Simon P und Koolman
1989]. Es ist nachgewiesen, dass Ecd nur eine sehr geringe Toxizitat fir den Organismus
von Saugetieren darstellt mit einer LDso>9 g/kg bei oraler Aufnahme und einer LDs,>6,4 g/kg

bei intraperitonealer Applikation an der Maus [Matsuda et al. 1970, Ogawa et al. 1974].

1.6.4. Rezeptor und Wirkmechanismus von 3-Ecdyson

In Arthropoden existiert ein funktioneller Rezeptor fir Ecd (EcR), der zur Gruppe der
nuklearen Rezeptoren gehort. Uber diesen Rezeptor nimmt Ecd Einfluss auf die
Genexpression. Intranukleédr dimerisiert der ECR mit dem Ultraspiracle-Protein (USP) [Yao et
al. 1993], das eine homologe Form des Retinoid-X-Rezeptors (RXR) der Wirbeltiere darstellt
[Oro et al. 1990]. Der RXR agiert unter anderem als Dimerisierungspartner von mehreren
nuklearen Rezeptoren wie z.B. dem Retinsaure-Rezeptor (RAR) [Germain et al. 2006], dem
Vitamin-D-Rezeptor (VDR) [Baudino et al. 1998, Farmer et al. 2000], dem Peroxisom-
Proliferator-aktivierten Rezeptor (PPAR) [Michalik et al. 2006] und dem Thyroidrezeptor (TD)
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[Bourguet et al. 1995]. EcR und USP bilden einen instabilen heterodimeren Komplex, der
erst durch die Bindung des Liganden stabilisiert wird und als Transkriptionsfaktor an die
Ecd-responsiven Elemente der DNA bindet. Yao et al. [1993] zeigten in einem Versuch,
dass nur die strukturelle Einheit aus EcR, USP und dem Liganden eine effektive Bindung an
die DNA erreichen kann.

Obwohl Ecd zu diversen Effekten bei Saugetieren fuhrt, konnte bei ihnen bisher noch kein
entsprechender Rezeptor entdeckt werden. Einige vermuten eine Ecd-abhangige Stimulation
des PI3-Kinase/Akt-Signalwegs durch einen membranstéandigen Rezeptor, Uber den Ecd
Einfluss auf Zellwachstum und —lberleben nimmt. Dies beobachteten Constantino et al.
[2001] in einem Versuch mit dem potenten Ecd-Analogon MuristeronA, welches in
Anwesenheit von dem Zytokin IL-3 die Aktivierung der PI3-Kinase und somit die aktivierende
Phosphorylierung der Proteinkinase B (Akt) induzierte. Diese Proteinkinase wiederum
phosphoryliert und inaktiviert das pro-apoptotische Protein Bad und verhindert darlber den
programmierten Zelltod. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass der spezifische PI3-
Kinase-Inhibitor, LY294002, die Wirkung von MuristeronA komplett verhinderte. Bisher
konnte nicht geklart werden, ob MuristeronA an dem IL-3-Rezeptor wirkt oder in einen
spateren Schritt des Signalwegs eingreift [Lafont und Dinan 2003]. Weitere Versuche
konnten ebenfalls eine Herabsetzung der Wirkung von Ecd bei gleichzeitiger Gabe eines
PI3-Kinase-Inhibitors beobachten [Gorelick-Feldman et al. 2008, Kizelsztein et al. 2009].
Dies bestéatigt die Vermutung, dass Ecd seine Wirkung zum Teil Gber den PI3-Kinase/Akt-
Signalweg ausubt.

Neben der schnellen Wirkung der Ecdysteroide Uber einen Membranrezeptor, wird eine
langfristige nukledre Wirkung analog zu dem Wirkmechanismus der Sexualhormone

vermutet [Kotsyuruba et al. 1992]

1.6.5 Wirkungen von R-Ecdyson

Die Effekte von Ecd bei Saugetieren sind vielseitig und betreffen fast alle Organe im Korper.
Sehr friih schon konnte eine Stimulation der Proteinbiosynthese durch vermehrtes Ablesen
der mRNA nachgewiesen werden [Otaka et al. 1968, Syrov et al. 1978, Khimiko et al. 2000].
Zusammen mit einem verminderten Proteinkatabolismus resultiert diese in einer
VergrolRerung der einzelnen Muskelfasern und einer Zunahme der Muskelmasse.

Zusétzlich zu der anabolen Wirkung besitzt Ecd einen Hyperglykamie-reduzierenden und
somit antidiabetischen [Takahashi und Nishimoto 1992, Kizelsztein et al. 2009], einen
immunmodulatorischen [Chiang et al. 1992], einen hepatoprotektiven [Syrov et al. 1992,
Badal'yants et al. 1996], einen antiarrhythmischen [Kurmukov und Yermishina 1991], einen

antioxidativen und einen antiradikalen Effekt [Osinskaia et al. 1992]. Weitere wichtige
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Wirkungen sind eine Reduktion des Fettgewebes [Seidlova-Wuttke et al. 2010a] und eine
Osteoprotektion [Kapur et al. 2010, Seidlova-Wuttke et al. 2010b].

Trotz der teilweise androgen- und 6strogenahnlichen Effekte konnte eine Wirkung von Ecd
uber die Steroidrezeptoren in Saugetieren mittels Radioliganden-Bindungs-Assay negiert
werden [Gorelick-Feldman et al. 2008, Seidlova-Wuttke et al. 2010b].

Obwohl der Wirkmechanismus von Ecd im menschlichen Organismus noch nicht bekannt ist,
kann bis jetzt ein androgenes und dstrogenes Nebenwirkungsprofil dieser Substanz

ausgeschlossen werden [Syrov 1984, Seidlova-Wuttke et al. 2010b].

1.6.6. Wirkungen von 3-Ecdyson auf die Haut

Die Wirkungen von Ecd auf die unterschiedlichen Hautschichten ménnlicher Tiere sind zum
grof3ten Teil unerforscht. Bisher wurden entweder Uberwiegend In-vitro-Versuche oder auf
der Suche nach alternativen Behandlungsmdglichkeiten klimakterischer Beschwerden
In-vivo-Versuche an weiblichen Tieren durchgefuihrt. Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich
daher mit der histologischen Untersuchung der Haut und ihrer Schichten unter systemischer
Ecd-Substitution in vivo schwerpunktméBig bei mannlichen Tieren. Es wurde bereits ein
ahnlicher Versuch mit ausschlie3lich weiblichen Ratten durchgefiihrt, bei dem ebenfalls die
unterschiedlichen Hautschichten histomorphologisch untersucht wurden. Es konnte unter
Ecd-Gabe eine gesteigerte Epidermisproliferation beobachtet werden, die in einer Zunahme
der Epidermisdicke resultierte. Des Weiteren nahmen die Dermis- und subkutane
Muskelschicht dosisabhéngig an Dicke zu, wahrend das subkutane Fettgewebe unter Ecd
reduziert wurde [Ehrhardt et al. 2011]. Weitere Effekte von Ecd auf die Haut, die in der
Fachliteratur beschrieben werden, sind unter anderem eine Forderung der Wundheilung im
Sinne einer Verkiirzung des Reparaturprozesses nach Hautverletzung durch Stimulation der
Epithelzellproliferation und der Ausbildung von Granulationsgewebe in vivo [Hou et al. 2007].
AulBerdem stimuliert Ecd in vitro die Keratinozytendifferenzierung, die anhand einer
gesteigerten Transglutaminasenaktivitat in Keratinozyten und einer erhéhten Anzahl an
Zellschichten in der Epidermis gemessen werden kann [Detmar et al. 1994]. Diese Wirkung
konnte auch die Fahigkeit von Ecdysteroiden erklaren, die Psoriasissymptomatik zu
unterdricken [Inaoka et al. 1997]. Ecdysteroide sollen auch den oxidativen Stress in der
Haut reduzieren und durch Hemmung der Kollagenase einen enzyminduzierten
Hautschaden verhindern [Nsimba et al. 2008].

Im Haarfollikel reguliert und steigert Ecd die Keratinsynthese und stimuliert das
Nachwachsen von Haaren. AuRerdem hélt es die mitotische Aktivitat der Matrixzellen und
das Differenzierungsprogramm der inneren und auf3eren Wurzelscheide aufrecht. Insgesamt

hat Ecd einen positiven Effekt auf das Uberleben der Haarfollikel, indem es die spontane
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Degradierung der Haarfollikel verhindert und die Intaktheit der follikularen Bestandteile
aufrechterhalt [Bernard und Gautier 2005].

Zusammenfassend haben Ecdysteroide, insbesondere Ecd, einen protektiven Effekt auf die
unterschiedlichen Hautschichten, von denen die Epidermis das bisher meist erforschte
Gewebe ist. Dies fiuhrte dazu, dass viele Patente in Bezug auf ecdysteroidhaltige
Kosmetikprodukte angemeldet wurden und kommerzielle Unternehmen wie Louis Vuitton-
Moet Hennessy Company solche Kosmetika bereits auf dem Markt anbieten [Dinan und
Lafont 2006], zum einen gegen die alternde Haut und gegen Haarverlust, aber auch als
begleitende Therapie bei Hautkrankheiten wie Psoriasis und Ichthyosis [Meybeck et al.
1997].

1.6.7. Wirkungen von B-Ecdyson auf die Serumlipide und Leptinspiegel

Im folgenden Abschnitt sollen die bisher erforschten Wirkungen von Ecd auf den
Lipidmetabolismus erlautert werden. Es ist bekannt, dass Ecd die Cholesterinspiegel sowohl
in der Leber als auch im Blut senkt [Lupien et al. 1969, Mironova et al. 1982, Syrov et al.
1983], vermutlich durch eine Hemmung der Cholesterinsynthese [Uchiyama und Yoshida
1974] und durch eine Steigerung der Konversion von Cholesterin zu Gallensauren [Syrov et
al. 1986]. Allerdings reagieren die Cholesterinspiegel in der Leber und im Blut bei geringen
Ecd-Konzentrationen nicht gleichermal3en. Lupien et al. [1969] konnten durch Gabe von
niedrigen Ecd-Konzentrationen eine Senkung der Lebercholesterinwerte hervorrufen,
wahrend die Konzentrationen im Blut unverandert blieben. Des Weiteren reduziert Ecd die
Anzahl freier Fettsduren und Diacylglycerine [Uchiyama und Yoshida 1974], vermutlich unter
anderem durch eine Reduktion der Lipaseaktivitdt [Catalan et al. 1985]. In Bezug auf
atherosklerotische Risikofaktoren, konnten Seidlova-Wuttke et al. [2010a] zeigen, dass Ecd
die LDL-Konzentrationen im Serum senkt und die HDL-Konzentrationen erhéht, ohne eine
Steigerung der TAGs zu verursachen. In demselben Versuch konnte ebenfalls gezeigt
werden, dass Ecd den Fettgewebsanteil im Korper reduziert, was in einem erniedrigten
Leptinspiegel resultierte, da Leptin ein Produkt der Adipozyten ist [Seidlova-Wuttke et al.
2010a].

1.7. Ziel der Studie

Aufgrund der schwerwiegenden Risiken einer Hormonersatztherapie mit Ostrogenen oder
Androgenen wird vermehrt nach Therapiealternativen zur Behandlung altersbedingter und
Sexualhormonmangel-assoziierter Beschwerden gesucht. Dabei konnte in vorherigen
Versuchen ein protektiver Effekt von Ecd auf die Haut und die subkutanen Schichten von

weiblichen Ratten beobachtet werden [Ehrhardt et al. 2011]. Allerdings ist der wirksame
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1 Einleitung

Dosiswirkungsbereich noch nicht eindeutig definiert und bedarf weiterer Untersuchungen.
Auch ist eine mogliche Wirkung auf die mannliche Haut noch nicht genauer erforscht. Ziel
der vorliegenden Studie ist es daher, mit Hilfe eines dreimonatigen Futterversuchs einen
potentiell protektiven Effekt von Ecd auf die Haut gonadoektomierter mannlicher und
weiblicher Ratten bei unterschiedlichen Dosierungen zu untersuchen. Die gonadoektomierte
Ratte dient dabei als Modell des alternden sexualhormondefizienten Menschen. Fir die
Erfassung moglicher Wirkungen von Ecd auf die Haut wird die Dicke der unterschiedlichen
Hautschichten (Epidermis, Dermis, subkutane Fettschicht und subkutane Muskelschicht)
lichtmikroskopisch ausgemessen. Dabei spielen die subkutane Fettschicht und
Muskelschicht eine wichtige Rolle insbesondere im Hinblick auf die Wirksamkeit von Ecd
beim MetS. Des Weiteren wird zur Beurteilung der Proliferation in der Epidermis und in der
Haartalgdriseneinheit der relative Anteil an PCNA (proliferating cell nuclear antigen)-
positiven Zellen immunhistochemisch bestimmt. Dabei korreliert die PCNA-Konzentration
direkt mit der Proliferationsrate und stellt somit einen guten Marker fur die mitotische Aktivitat
einer Zelle dar. Zusatzlich ist die Analyse der Effekte von Ecd auf die Serumlipide Teil dieser
Dissertation. Ein protektiver Effekt auf den Lipidhaushalt kann insbesondere im Hinblick auf
die Behandlung und Pravention des MetS von relevanter Bedeutung sein.
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2 Material und Methoden

2. Material und Methoden
2.1. Versuchstiere und Haltungsbedingungen

Der Versuch wurde mit 96 Sprague-Dawley-Ratten (Harlan Winkelmann GmbH, Borchen,
Deutschland) durchgefiihrt, davon 60 intakte méannliche und 36 intakte weibliche Tiere.
Anhand der Geschlechtsverteilung wird deutlich, dass der Schwerpunkt dieses Versuchs
beim mannlichen Geschlecht lag. Die Ratten waren bei der Ankunft sieben Wochen alt,
welches zeitlich dem Eintritt der Geschlechtsreife entsprach. Die mannlichen Tiere wogen
zwischen 355 g und 417 g und die weiblichen zwischen 228 g und 267 g. Der Tierversuch
wurde vor Versuchsbeginn von der Bezirksregierung Braunschweig genehmigt
(Aktenzeichen: 33.42502-082-06).

Die Versuchstiere wurden in den Tierstallen der Universitatsklinik Gottingen in 1800 cm?
groRen Makrolonkafigen Typ IV gehalten, die mit Streu (Lignocel®, Rosenberg) ausgelegt
waren. Abhangig von der KorpergrofRe wurden 4-6 Ratten auf einen Kéfig verteilt. Die
Belichtung der Stélle erfolgte 12 Stunden/d, entweder von 7-19 Uhr oder 6-18 Uhr, die
Luftfeuchtigkeit betrug 40-50% bei einer Raumtemperatur von 21°C. Diese Werte waren
standardisiert. Zweimal pro Woche wurden die Ratten zu mdglichst gleichen Uhrzeiten in
gereinigte Kafige umgesetzt. Die Betreuer trugen bei Kontakt mit den Ratten Kittel und
Schuhiberzieher. Die Ratten hatten uneingeschrankten Zugang zu Futter und Wasser.

Die tierexperimentelle Durchfiihrung fand unter der Aufsicht von PD Dr. Dana Seidlova-
Wuttke statt.

Der Versuch fand in Zusammenarbeit mit mehreren Doktoranden statt. Zu den weiteren
beteiligten Personen gehéren u.a. Katharina Jackel und Nanne Coors. Ich war wahrend des
Versuchszeitraums nicht anwesend, da meine Arbeit zu einem spéteren Zeitpunkt begann.
Relevante Werte und Angaben wie Korpergewichte und Werte zur Futteraufnahme wurden
daher nicht von mir selbst erhoben, sondern von der Abteilung Gbernommen (vgl. Jackel
2010).

2.2. Versuchsablauf

Der Zeitraum des gesamten Versuchs erstreckte sich vom 17.10.2007 - 5.3.2008. Zu Beginn,
in der sogenannten Eingewohnungsphase, wurden alle Versuchstiere unter den gleichen
Bedingungen gehalten und versorgt. So erhielten vom 17.10. — 14.11.2007 alle Ratten
unabhangig von der spateren Zuteilung in eine Versuchsgruppe sojafreies Pelletfutter
(V1354-000 R-Z, 10mm, phytodstrogenarm, Firma ssniff® Spezialdidten GmbH, Soest,
Deutschland) (Zusammensetzung, siehe methodischer Anhang, S. 87).

Vom 28.11. — 7.12.2007 erfolgte in Vollnarkose die erste computertomographische Messung
mittels pQCT (Stratec XCT 4.50, Stratec Inc., Pforzheim, Deutschland) der linken Tibia und
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2 Material und Methoden

direkt im Anschluss das Einsetzen eines ISO-Transponders (12 mm, UNO MICRO-ID
System, Transponder und Lesegerat von der Firma UNO ROEVASTAAL BV, Zerenaar,
Holland) subkutan in die Nackenregion zur ldentifizierung und Zuordnung der Ratten zu einer
der vorgesehenen Gruppen. Bei dieser Messung und anschlieBendem Eingriff wurden die
Tiere mit Isofluran (Forene, Abbott-AG, Baar, Schweiz) narkotisiert.

Nachdem alle Versuchstiere randomisiert und geschlechtsabhangig zu einer Futtergruppe
zugeteilt waren, erfolgte in dem Zeitraum vom 10. - 14.12.2007 die Orchi- bzw. Ovarektomie
unter Vollnarkose mit Isofluran und anschlieBender analgetischer Therapie mit dem
nichtsteroidalen Antiphlogistikum Rimady!.

Dem operativen Eingriff folgte ein knapp dreimonatiges Futterintervall, indem den Tieren die
entsprechenden Ecd-Konzentrationen oral Uber das Futter der Firma ssniff® GmbH, Soest
(Zusammensetzung, siehe methodischer Anhang, S. 87) zugefihrt wurde. Der
Applikationszeitraum entspricht beim Menschen einem Lebensabschnitt von mehr als 10

Jahren. In der folgenden Tabelle wird die Gruppenaufteilung erklart.

Gruppe Geschlecht | orx/ovx | Futter Testsubstanz | Aufnahme an | Anzahl der
[g/kg Futter] Testsubstanz | Tiere pro
[mg/Tier/d] Gruppe
intakt,sf m intakt sf - - 12
KO+orx m orx sf - - 12
Ecd 11+orx | m orx Ecd 0,5 11 12
Ecd 22+orx | m orx Ecd 1 22 12
Ecd 67+orx | m orx Ecd 3 67 12
KO+ovx w oVX sf - - 12
Ecd 4+ovx |w ovX Ecd 0,2 4 12
Ecd 10+ovx | w ovX Ecd 0,5 10 12

Tab. 1: Gruppenibersicht (KO=Kontrolle, m=mannlich, w= weiblich, orx= orchiektomiert, ovx= ovarektomiert, sf= sojafrei,
Ecd=R -Ecdyson)

Wie aus der Tabelle ersichtlich wird, erhielten die mannlichen Ratten hohere
Konzentrationen an Ecd als die weiblichen Tiere. Bei den Weibchen konnten genauer
differenzierte Konzentrationen der Testsubstanz eingesetzt werden aufgrund von vorherigen
Studien, bei denen bereits hohere Konzentrationen verwendet wurden. Des Weiteren wurde
bei den weiblichen Ratten aus Tierschutzgriinden bewusst auf eine Gabe von E, verzichtet,
da bereits die Wirkung von E; in Vorversuchen ausgewertet wurde. Ziel des vorliegenden
Versuches war es daher lediglich die untere Wirkungsgrenze von Ecd bei den weiblichen
Versuchstieren zu definieren.

Es ist zu beachten, dass durch den uneingeschrénkten Zugang zu dem Futter ein

individueller Futterverbrauch und somit unterschiedliche Aufnahmen der Testsubstanz
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ermoglicht werden. Um allerdings den durchschnittlichen Futterverbrauch pro Tier zu
ermitteln, wurde einmal pro Woche zu ahnlichen Zeiten die Restfuttermenge gewogen.
Dieses Gewicht wurde von der urspringlichen Futtermenge von 1500 g pro Woche
subtrahiert. Auf diese Weise konnte die von den Ratten in einem Ka&fig pro Woche
aufgenommene Futtermenge, welche durch die Anzahl der Tiere pro Kéafig dividiert wurde,
ermittelt werden. Diese Werte wurden mir von der Abteilung zur Verfiigung gestellt.

Ebenfalls musste eine Korpergewichtsanalyse durch mehrmaliges Wiegen der Ratten mit
einer Waage (basic lite BL3, Firma Sartorius, Goéttingen, Deutschland) erfolgen, um nach
Versuchsende den Futterverbrauch bzw. die Ecd-Aufnahme in Bezug auf das Korpergewicht
zu berechnen. Es wurden Uber den gesamten Versuchsablauf finf Werte pro Tier
dokumentiert. Die Werte zu den Kdérpergewichten wurden mir ebenfalls von der Abteilung zur
Verfligung gestellt.

Vom 25. - 27.2.2008 erfolgte die zweite computertomographische Messung, um diese mit
den Werten der ersten Messung zu vergleichen und eventuelle Verdnderungen von
bestimmten Geweben wie Knochen und Fettgewebe durch die Aufnahme von der
Testsubstanz Ecd zu beobachten.

Vom 3. - 5.3.2008 endete der Versuch und es erfolgte unter CO,-Inhalationsnarkose die
Dekapitation der Versuchstiere.

2.3. Histologische Aufarbeitung der Hautproben
2.3.1. Gewinnung der Gewebeproben

Direkt nach der Dekapitation wurde zunachst das Blut aus dem Rumpf aufgefangen, in
Serum-Roéhrchen Uberfihrt, zentrifugiert (3000rpm, 10 min.) und bei -20°C zur weiteren
Analyse aufbewahrt. AnschlieRend wurden die Ratten im Bereich des Abdomens rasiert und
obduziert, um folgende Organe und Gewebe zu entnehmen: Herz, Leber, Uterus, Prostata,
Samenblase, Harnblase, Urethra, linke Tibia, paratibiales Fettgewebe, Musculus
gastrocnemius und Haut. Die Hautproben wurden vom Unterbauch links lateral der Linea
alba gewonnen. Die so erhaltenen Organe wurden zunéchst auf makroskopisch sichtbare
Auffalligkeiten untersucht und gewogen. Anschliefend wurden die Praparate zur
Weiterverarbeitung in Eppendorfgefal3e (Firma Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland) tberfuhrt
und in flissigem Stickstoff konserviert. Nach Ende der kompletten Obduktion wurden die
Organe und Gewebe in einer Kuhltruhe bei -70°C bis zur weiteren Verarbeitung gelagert.
Die Hautproben hingegen wurden unmittelbar nach der chirurgischen Entfernung am
Unterbauch in ein Eppendorfgefa? mit 10%iger Formalinldsung gegeben und 48 h darin

fixiert.
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2.3.2. Anfertigung der Organschnitte

Im Anschluss an die Fixierung erfolgte die Entwasserung dieser Proben durch eine
aufsteigende Alkoholreihe und anschlie3ende Fixierung zu Paraffinblocken mit Hilfe einer
Paraffin-Ausgief3station (EG 1160, Leica, Wetzlar, Deutschland) (detaillierte Beschreibung
des Vorgangs, siehe methodischer Anhang, S. 88). Die bereits in Paraffin fixierten
Hautprdparate wurden mir fir die histomorphometrische Untersuchung von der
Versuchsleiterin zur Verfigung gestellt.

Bevor die Paraffinblocke zu drei um dicken Transversalschnitten verarbeitet werden konnten,
mussten diese mindestens 24 h in einer Kuhltruhe eingefroren werden. Die Anfertigung der
Schnitte erfolgte mit einem Mikrotom (RM 2135, Leica Microsystems, Nussloch,
Deutschland). Aufgrund des schichtartigen Aufbaus der Hautpraparate war es problematisch
nicht beschadigte und geeignete Schnitte zu gewinnen. Bei Erhalt eines angemessenes
Schnittes wurde dieser auf einem Objekttrager (SuperFrost® Plus, Menzel GmbH,
Braunschweig, Deutschland) aufgebracht, welcher anschlieend fiur einige Minuten auf eine
Trockenplatte (HI 1220, Leica Microsystems, Nussloch, Deutschland) gelegt wurde.
Allerdings konnte unter Verwendung der Trockenplatte bei den Hautpréparaten eine
Ausdehnung aller Schichten, vor allem der Dermisschicht, beobachtet werden. Dabei
korrelierte das Ausmafd der Ausdehnung positiv mit der Zeit auf der Trockenplatte. Das
Resultat waren unbefriedigende Schnitte, die flr die weitere Auswertung ungeeignet waren.
Aufgrund dieser Beobachtung wurden die restlichen Préparate abweichend von der
gewohnten Methode der Arbeitsgruppe ohne Trockenplatte verarbeitet. Auch die bereits
geschnittenen Praparate wurden nach der ,neuen Methode nochmals bearbeitet und auf
Objekttrager gezogen. Auf diese Weise wurden zehn Objekttrager pro Praparat angefertigt.
Die bestuckten Objekttrdger wurden fur 24 h in einem Trockenschrank mit einer
Innentemperatur von 37° C aufbewahrt.
Den mikroskopisch sichtbaren Unterschied
zwischen mit der Trockenplatte
hergestellten Schnitten und solchen ohne
Trockenplatte zeigen Abb. 2 (mit
Trockenplatte) und Abb. 3 (ohne

Trockenplatte).

R~ WL T R Bt ) o Py (=5001rM)

Abb.2: Beispiel eines Hautschnitts nach Gebrach der
Trockenplatte (HE-Farbung, 3,125x Vergré3erung)
(Quelle: eigenes Bild, mit Zeiss Axiophot Lichtmikroskop

hergestellt)
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2.3.3. Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Zur Analyse der Beschaffenheit der
Hautpraparate wurden jeweils die zwei
geeignetsten der zehn angefertigten
Organschnitte mit der Hamatoxylin-Eosin
(HE)-Farbetechnik gefarbt.

Das Prinzip dieser Farbetechnik besteht
zunachst darin, mithilfe von Xylol das
Paraffin von den Objekttragern zu
entfernen und in einer absteigenden

Alkoholreihe die Schnitte zu rehydrieren.

AnschlieBend wurden die Schnitte in U N L e = (=500 um)
. ) . . Abb. 3: Beispiel eines Hautschnitts ohne Gebrauch der
Hamatoxy“n (Mayers Hamalaunlosung, Trockenplatte. Es handelt sich um dasselbe Praparat wie

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) in Abb.2. (HE-Farbung, 3,125x VergroRerung) (Quelle:
. eigenes Bild, mit Zeiss Axiophot Lichtmikrosko
und Eosin G (Merck KGaA, Darmstadt, 9 P P

Deutschland) gefarbt. Die optimale

hergestellt)

Farbungszeit war dabei abhangig von der

Zusammensetzung der Farbeldsung und variierte dementsprechend nach jedem neuen
Ansetzen zwischen 35 und 60 Sekunden fir Hamatoxylin und zwischen 40 und 60 Sekunden
fir Eosin G. Zum Schluss wurden in einer aufsteigenden Alkoholreihe die Schnitte dehydriert
und mithilfe von Xylol das Ethanol vollstandig entfernt sowie die Schnitte aufgehellt. Direkt im
Anschluss daran wurden die gefarbten Schnitte mit Hilfe eines Deckglases und eines
Klebstoffs (DePeX, Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland) auf dem

Objekttrager fixiert (detaillierter Farbevorgang, siehe methodischer Anhang, S. 88).

2.3.4 Immunhistochemische anti-PCNA-Farbung

Eine gute Methode um die Proliferation der Zellen darzustellen, ist die immunhistochemische
Farbung mittels PCNA-Antikérper, die das Proliferationsprotein PCNA (proliferating cell
nuclear antigen) markieren. Fir diese Farbetechnik wurden wieder zwei geeignete
Objekttrager pro Tier von insgesamt zwei willkirlich gewéhlten Tieren pro Gruppe
verwendet. Zunachst wurden die Schnitte entparaffiniert, rehydriert und anschlieend in eine
wassrige Pufferlosung komplett eingetaucht. Zur ,Demaskierung“ der Antigene wurden die
Schnitte in einer Mikrowelle erhitzt. Durch die entstehende Hitze soll die

Konformationsénderung der Antigene, die aus einer Wechselwirkung mit dem Formaldehyd
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Abb.4: Beispiel eines histologischen Hautpraparates indirekten Methode erfolgte. Dazu band
PCNA-Farbung, 25x Vergroerung). PCNA-positive . -
( _ 9 g_, 9 _ P _ zunéchst der unkonjugierte
Zellen sind dunkelbraun angefarbt. (Quelle: eigenes Bild,
mit  Zeiss  Axiophot  Lichtmikroskop  hergestellt) anérantlk('jrper (mouse monoclonal

IgG2a, clone PC10, Firma Santa Cruz
Biotechnology, CA, USA) an das PCNA. AnschlielBend wurde ein zweiter enzymmarkierter
Sekundarantikorper (rabbit/ mouse, Dako GmbH, Hamburg, Deutschland) hinzugegeben, der
gegen den Primarantikorper gerichtet war. Als nachster Schritt folgte die Substrat-
Chromogenreaktion mit 3,3'-Diaminobenzidin (DAB), welches in einer Peroxidase-
katalysierten Reaktion ein braunliches Endprodukt bildete und somit die Farbung
verursachte. Zum Schluss wurden die Schnitte mit Hamatoxylin gegengefarbt und
eingedeckt (detaillierter Farbevorgang, siehe methodischer Anhang, S. 89). Fir jeden
Farbedurchgang wurde eine negative Kontrolle durchgefiihrt.
Die fertig gefarbten Objekttrager wurden mir fir die Auswertung zur Verfigung gestellt.

2.4. Histologische Auswertung

Fur die histologische Auswertung der mit HE gefarbten Praparate wurden aufgrund der
zahlreichen Versuchstiere und der oben geschilderten Problematik bei der Anfertigung
einiger Organschnitte nur sechs der urspriinglichen 12 Praparate pro Gruppe ausgewahlt,
wobei von jedem Préparat zwei Schnitte vorlagen. Insgesamt wurde also die histologische
Auswertung an 96 (6x2x8) Schnitten durchgefihrt.

Die Auswertung der angefertigten Hautschnitte erfolgte mithilfe eines Lichtmikroskops (Zeiss
Axiophot, Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland), das mit einer integrierten CCD-Kamera
(Color View, Olympus Soft Imaging Solutions GmbH, Minster, Deutschland) und einem PC-
Anschluss ausgestattet war. Mithilfe der Kamera konnten Fotos von dem Schnitt bei
gewunschter Vergrolerung gemacht werden und mithilfe der Software analySIS 3.0
(Olympus Soft Imaging Solutions GmbH, Minster, Deutschland) analysiert und ausgewertet

werden.
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Die Auswertung bestand aus der Messung der Dicke der Epidermis, der Dermis, der
Subkutis und der subkutanen Muskelschicht. Die Analyse der Epidermis erfolgte bei einer
12,5fachen VergroRRerung. Es wurden 20 Messungen durchgefihrt. Die Analyse der Gbrigen
Schichten wurde bei einer VergréR3erung von x3,125 und mit zehn Messungen pro Schicht
durchgefuhrt. Die Messungen erfolgten parallel zum Verlauf der jeweiligen Schicht, wobei die
Messlinien senkrecht zum Schichtverlauf lagen (siehe Abb.5). Durch Eingeben der aktuellen
VergroRerung in das Software-Programm konnte dieses die reale Schichtdicke ermitteln. Die
gemessenen Werte in um wurden in einer Excel-Tabelle (Microsoft Office 2003) gespeichert.
Aus den Einzelwerten wurden schlieBlich Mittelwerte pro Schnitt berechnet. Aus den
absoluten Werten der einzelnen Schichten konnte die Gesamtdicke pro Schnitt berechnet
werden. Zusatzlich wurden die relativen Werte der einzelnen Schichten berechnet, indem die
ausgemessene absolute Schichtdicke ins Verhdltnis zur errechneten absoluten Gesamtdicke

pro Schnitt gesetzt wurde. AnschlieRend wurden die Werte graphisch dargestellt.

\3
A SRS X
14 VESIS | YRR Subkutane Fettschicht

Dermis

— — Subkutane Muskelschicht

R ¥ SN ﬁ(:SOOum)
Abb.5: Beispiel eines histologischen Hautschnitts mit eingezeichneten
Messlinien der einzelnen Hautschichten (HE-Farbung, 3,125x Vergréerung)
(Quelle: eigenes Bild, mit Zeiss Axiophot Lichtmikroskop hergestellt)
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Epidermis

m=d (=100pm)

Abb.6: Beispiel eines histologischen Hautschnitts mit eingezeichnet
Messlinien in der Epidermis (HE-Farbung, 12,5x VergréRerung)

(Quelle: eigenes Bild, mit Zeiss Axiophot Lichtmikroskop hergestellt)

Die Auswertung der immunhistochemisch aufbereiteten Praparate wurde ebenfalls mithilfe
des Lichtmikroskops und des Software-Programms analySIS® 3.0 durchgefiihrt. Bei einer
VergréBerung von x25 wurden pro Schnitt jeweils 500 Zellen der Epidermis und der
Haartalgdriseneinheit per Hand gezéahlt (Abb. 4). Dabei wurden lediglich Epithelzellen
bertcksichtigt. Die Anzahl der PCNA-positiven Zellen pro 500 Zellen wurden in Prozent [%)]
ausgerechnet und pro Schnitt dokumentiert. Es wurden pro Versuchsgruppe zwei
Versuchstiere ausgewahlt mit jeweils zwei Schnitten pro Tier.

Aufgrund von nicht signifikanten Ergebnissen bei weiblichen Tieren in einem vorherigen
Versuch und des Schwerpunktes auf dem méannlichen Geschlecht in der vorliegenden Arbeit
erfolgte die Auswertung von PCNA-positiven Zellen nur bei den mannlichen

Versuchsgruppen.

2.5. Bestimmung der Serumlipide und der Leptinspiegel

Zur Bestimmung der Serumlipide wurden die tiefgefrorenen Blutproben, die man direkt nach
der Dekapitation aus dem Rumpf der Ratten gewonnen und verarbeitet hatte, verwendet.
Mithilfe des Spectrophotometers HITACHI 902 (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Deutschland) konnten die Parameter Cholesterin, TAG, LDL und HDL bestimmt werden.

Die Leptinkonzentration im Serum wurde mithilfe eines kommerziell erhaltlichen Diagnostik-
Sets (Beckham Coutler, Sinsheim, Deutschland) analysiert. Da aufgrund bildgebender
Untersuchungen, die wahrend des Versuchszeitraums durchgefiihrt wurden, keine
signifikanten Veranderungen in den Leptinspiegeln bei den weiblichen Ratten zu erwarten
waren, wurden nur die Leptinspiegel der mannlichen Versuchstiere gemessen und

ausgewertet.
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Die Daten der Serumlipid- und Leptinkonzentrationen standen mir zu Beginn meiner Arbeit
zur Verfugung. Diese wurden noch statistisch ausgewertet und graphisch dargestellt.

2.6. Statistik

Fur die graphische Darstellung und statistische Auswertung wurden die gesamten Werte in
das Software-Programm Prism5 (Prism™ GraphPad, San Diego, USA) (berfiihrt.
Unterschiede zwischen der Kontrollgruppe und den Behandlungsgruppen wurden mit ,one-
way-ANOVA* und einem Anschlusstest nach Dunnett auf Signifikanz getestet, wobei p<0,05
als signifikant betrachtet wurde. Die Daten wurden als Mittelwerte mit Standardabweichung
graphisch bzw. tabellarisch dargestellt. Werte, die mehr als zwei Standardabweichungen

vom Mittelwert entfernt waren, wurden aus der Auswertung genommen.
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3. Ergebnisse

Im folgenden Teil dieser Arbeit werden die histologischen Auswertungen der Haut sowie die
gemessenen Serumkonzentrationen von Lipiden und Leptin graphisch dargestellt und
erlautert. Dabei werden die Ergebnisse der Versuchsgruppen (Ecd 11+orx, Ecd 22+orx, Ecd
67+orx bzw. Ecd 4+ovx, Ecd 10+ovx) sowie der intakten mé&nnlichen Tiere (intakt, sf) mit

denen der Kontrollgruppen (KO) verglichen.

3.1. Korpergewicht

3.1.1. Korpergewicht der méannlichen Ratten

550+
__ 5004 -~ Ecd 22+orx
2
§ - KO+orx
S X
g 450+ orx /;——_,
o
2
0
N~
350 T T T 1
1 2 3 4 5
qCT1 1 Monate qCT2 Obduktion

nach orx
Anzahl der Versuchsmonate

Abb.7: Kérpergewichtsverlauf von mannlichen SD-Ratten unter dreimonatiger Applikation von Ecd p.o. (Ecd 11 mg/Tier/d; Ecd
22 mg/Tier/d; Ecd 67 mg/Tier/d). Die Werte wurden von der Abteilung zur Verfigung gestellt.

In Abb. 7 zeigt sich bei allen Gruppen eine kontinuierliche Zunahme des Koérpergewichts
Uber den gesamten Zeitraum. Allerdings kommt es nur bei den intakten Tieren zu einer
signifikanten Gewichtszunahme von 109 + 56,2 g. Diese Gruppe stellt auch zu
Versuchsende mit 500,1 + 59 g die schwerste dar und ist damit signifikant schwerer als die
Kontrollgruppe. Die Tiere der Gruppe Ecd 11+orx erreichen nach dreimonatiger Applikation
von Ecd ein durchschnittliches Gewicht von 460,5 + 21,9 g und sind damit die schwerste
Ecd-Gruppe. Die Gruppe Ecd 22+orx und Ecd 67+orx wiegen im Durchschnitt 451,4 + 22,6
g bzw. 451,4 + 28,8 g. Das Kérpergewicht aller mit Ecd behandelten Tiere ist nicht signifikant
erhoht im Vergleich zur Kontrollgruppe (443,1 + 21,3g).
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3.1.2. Korpergewicht der weiblichen Ratten
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Abb.8: Kérpergewichtsverlauf von weiblichen SD-Ratten unter dreimonatiger Applikation von Ecd p.o. (Ecd 4 mg/Tier/d; Ecd 10

mg/Tier/d). Die Werte wurden von der Abteilung zur Verfugung gestellt.

Wie in Abb. 8 deutlich wird, nahmen auch die weiblichen Tiere Uber den gesamten
Versuchszeitraum an Képergewicht zu. Nach der Ovarektomie ist ein deutlicher Anstieg der
Gewichtszunahme in allen Gruppen zu sehen. Es zeigt sich kaum ein Unterschied in der
Gewichtszunahme zwischen den Ecd -Gruppen und der Kontrollgruppe. Zu Versuchsende
liegen die Kérpergewichte der Kontrolltiere bei 341,7 + 24,5 g, die der Gruppe Ecd 4+ovx bei
348,4 + 25 g und die der Gruppe Ecd 10+ovx bei 343,5 + 21,4 g.
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3.2. Futteraufnahme

Durch die wdchentlich kontrollierte Futteraufnahme pro Kéfig konnte fur jede Gruppe der
durchschnittliche Futterkonsum eines Tieres pro Tag berechnet werden (siehe Material und
Methoden, S. 26).

3.2.1. Futteraufnahme der mannlichen Ratten
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Abb.9: Verlauf der Futteraufnahme von méannlichen SD-Ratten unter dreimonatiger Applikation von Ecd p.o. (Ecd 11 mg/Tier/d,;
Ecd 22 mg/Tier/d; Ecd 67 mg/Tier/d). Die Werte wurden von der Abteilung zur Verfligung gestellt.

Die wochenweise ermittelte durchschnittliche Futteraufnahme pro Tier pro Tag im post-orx
Verlauf ist in Abb. 9 dargestellt. Nach einem anfanglichen Peak in der zweite Woche, der
zeitlich mit einem starken Abfall der Au3entemperaturen auf -10°C zusammenfallt, erreicht
die Futteraufnahme ab der vierten Woche bis zum Versuchsende ein relativ konstantes
Niveau.

Alle mit Ecd behandelten Gruppen nahmen signifikant mehr Futter zu sich als die
Kontrolltiere. Mit 22,3 + 1,6 g pro Tier ist die tagliche Futteraufnahme der Gruppe Ecd 67+o0rx
am hochsten. Die Tiere der Gruppe Ecd 22+orx nahmen durchschnittlich jeweils 22,2+ 2,1 g
und die Tiere der Gruppe Ecd 1l+orx 22,2 + 1,3 g Futter pro Tag zu sich. Die tagliche
Futteraufnahme der intakten Tiere liegt mit 22,1 + 0,8 g Uber der der Kontrolltiere, erreicht
allerdings nicht das Signifikanzniveau. Die Kontrolltiere nahmen demnach am wenigsten
Futter pro Tag zu sich (20,7 £ 0,7 g).
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3.2.2. Futteraufnahme der weiblichen Ratten
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Abb.10: Verlauf der Futteraufnahme von weiblichen SD-Ratten unter dreimonatiger Applikation von Ecd p.o. (Ecd 4 mg/Tier/d;
Ecd 10 mg/Tier/d). Die Werte wurden von der Abteilung zur Verfugung gestellt.

Im Gegensatz zu den mannlichen Versuchstieren zeigt der Verlauf der Futteraufnahme bei
den weiblichen Tieren starkere Variationen (Abb. 10). Auch bei den Weibchen kommt es in
der zweiten Woche zu einer vermehrten Futteraufnahme. Parallel zu einem Positionswechsel
der Kafige kommt es in den darauffolgenden Wochen zu einer Abnahme der
Futteraufnahme. Ein einigermal3en konstantes Niveau stellt sich hier erst ab der sechsten
Woche ein. Die aufgenommenen Futtermengen zeigen zwischen den Behandlungsgruppen
und der Kontrollgruppe keine wesentlichen Unterschiede. Die Kontrolltiere hahmen téglich
durchschnittlich 18,8 + 1,5 g Futter zu sich. Bei den Tieren der Gruppe Ecd 4+ovx betragt die
durchschnittliche Futteraufnahme 19,3 £ 1,6 g pro Tag, bei denen der Gruppe Ecd 10+ovx
19,3+ 1,4 gpro Tag.
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3.2.3. Tabelle: Futter- und Testsubstanzaufnahme

Testsubstanz Futtermenge Testsubstanz Testsubstanz
in Futter [g/Tier/d] [mg/Tier/d] [mg/100gKG/ d]

KO+orx 20,71 £ 0,66
intakt, sf | - 22,06 + 0,83 - -
Ecd 11+orx 0,5 22,21 +1,33* 11,11 2,41
Ecd 22+orx 1 22,19 + 2,06* 22,19 4,92
Ecd 67+orx 3 22,28 + 1,58* 66,84 14,81
 KO+ovx | - 18,78 + 1,54 - -
Ecd 4+ovx | 0,2 19,25 + 1,56 3,85 1,11
' Ecd 10+ovx | 0,5 19,33+ 1,43 9,67 2,81

Tab.2: Tabellarische Ubersicht (iber die Futteraufnahme und die errechneten Angaben uber die Testsubstanzaufnahme.
Die Werte wurden mit ,one-way ANOVA® und einem Anschlusstest nach Dunnett auf Signifikanz geprift (Signifikanzniveau:

* =p<0,05 vs KO). Angegeben ist jeweils der Mittelwert mit der Standardabweichung.

In Tabelle 2 werden nochmals die Konzentrationen der Testsubstanz im Futter sowie die
aufgenommenen Futtermengen tabellarisch dargestellt. Aus den Werten konnte die
durchschnittliche tagliche Aufnahme der Testsubstanz pro Tier ermittelt werden. Aufgrund
des hohen Unterschieds im Korpergewicht zwischen mannlichen und weiblichen Tieren
wurde des Weiteren die durchschnittliche tagliche Testsubstanzaufnahme auf 100g

Korpergewicht fir alle Gruppen gleichgestellt.

37



3 Ergebnisse

3.3. Die Haut

3.3.1. Die einzelnen Hautschichten der mannlichen Ratten

3.3.1.1. Gesamtdicke
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Abb.11: Gesamtdicke der Haut in pm bei den unterschiedlichen ménnlichen Versuchsgruppen nach dreimonatiger Applikation
von Ecd p.o.. Die Werte wurden mit ,one-way ANOVA® und einem Anschlusstest nach Dunnett auf Signifikanz gepruft

(Signifikanzniveau: * =p<0,05 vs KO). Angegeben ist jeweils der Mittelwert mit der Standardabweichung.

Abb. 11 zeigt die Gesamtdicke der Haut der einzelnen Gruppen, welche sich hier aus
Epidermis, Dermis, subkutaner Fett- und Muskelschicht zusammensetzt. Alle
Versuchsgruppen zeigen eine signifikante Abnahme der Gesamtdicke im Gegensatz zur
Kontrollgruppe, welche mit 1342,7 + 287,6 um die dickste Haut hat. Die intakten Tiere haben
durchschnittlich eine 1098,4 + 105,7 um dicke Haut, die &hnlich dick ist wie die der Gruppe
Ecd 11+orx (1098,1 + 161,2 um). Die Tiere, die mit der mittleren Ecd-Dosis behandelt
wurden (Ecd 22+orx), weisen eine Gesamtdicke von 1100,8 =+ 80,8 um auf. Die Haut der

Gruppe Ecd 67+orx ist mit durchschnittlich 1079,9 + 234,3 ym am dinnsten.
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3.3.1.2. Epidermisdicke
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Abb.12: Dicke der Epidermis in um bei den unterschiedlichen mannlichen Versuchsgruppen nach dreimonatiger Applikation von

Ecd p.o.. Die Werte wurden mit ,one-way ANOVA®“ und einem Anschlusstest nach Dunnett auf Signifikanz geprift

(Signifikanzniveau: * =p<0,05 vs KO). Angegeben ist jeweils der Mittelwert mit der Standardabweichung.

Die Epidermisdicke der intakten Tiere zeigt kaum einen Unterschied zur Kontrollgruppe. Die

Epidermis der Kontrolltiere war zu Versuchsende durchschnittlich 9,3 + 2,2 um dick, die der

intakten Tiere 9,2 £ 1,7 um. Unter der niedrigsten Ecd-Konzentration (Ecd 11+orx) ist eine

signifikante Abnahme der Epidermis auf 8,6 = 2,1 um zu beobachten, wahrend es in der

Gruppe Ecd 22+orx kaum zu einer Veranderung der Epidermisdicke kommt. Unter der

hdchsten Dosierung (Ecd 67+orx) nimmt die Dicke der Epidermis auf 9,8 £ 2,2 um zu und

erreicht damit das Signifikanzniveau. Es ist somit eine lineare Beziehung zwischen der Ecd-

Dosierung und der Epidermisdicke zu erkennen.
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3.3.1.3. Dermisdicke
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Abb.13: Dicke der Dermis in um bei den unterschiedlichen ménnlichen Versuchsgruppen nach dreimonatiger Applikation von
Ecd p.o.. Die Werte wurden mit ,one-way ANOVA® und einem Anschlusstest nach Dunnett auf Signifikanz gepruft

(Signifikanzniveau: * =p<0,05 vs KO). Angegeben ist jeweils der Mittelwert mit der Standardabweichung.

Die Dermisdicke der Kontrollgruppe betragt nach Versuchsende 467,2 + 116,2 um. Im
Vergleich hierzu ist die Dermis bei allen anderen Gruppen signifikant diinner. Dabei zeigt die
420,6
+ 116,7 pm. Die hochste Ecd-Dosierung (Ecd 67+orx) resultiert hingegen in der diinnsten

niedrigste Ecd-Dosierung (Ecd 11+orx) die geringste Differenz mit durchschnittlich

Schicht (379,4 + 78,8 um), wahrend sich die Dermisdicke der Gruppe Ecd 22+orx zwischen
den beiden anderen Ecd-Gruppen befindet (389,8 + 61 um). Die Dermis der intakten Tiere
weist eine Dicke von 409,2 + 65,4 um auf. Ahnlich wie bei der Epidermisdicke ist auch hier
tendenziell eine lineare, allerdings umgekehrte, Beziehung zwischen der Ecd-Dosierung und
der Dermisdicke erkennbar.
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3.3.1.4. Subkutane Fettschichtdicke
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Abb.14: Dicke der subkutanen Fettschicht in um bei den unterschiedlichen méannlichen Versuchsgruppen nach dreimonatiger

Applikation von Ecd p.o.. Die Werte wurden mit ,one-way ANOVA® und einem Anschlusstest nach Dunnett auf Signifikanz

gepruft (Signifikanzniveau: * =p<0,05 vs KO). Angegeben ist jeweils der Mittelwert mit der Standardabweichung.

In allen Versuchsgruppen zeigt sich im Gegensatz zur Kontrollgruppe eine signifikant

dinnere subkutane Fettschicht. Die diinnste Schicht ist bei den intakten Tieren sowie den

Tieren aus der Gruppe Ecd 11+orx zu beobachten. Die Dicke der subkutanen Fettschicht

betragt bei den Kontrolltieren durchschnittlich 574,8 + 204 um, bei den intakten Tieren nur
395,3 + 100,3 pum bzw. bei denen der Gruppe Ecd 11+orx 393,3 + 79,2 um. Bei den hdheren
Ecd-Dosierungen ist die subkutane Fettschicht der Gruppe Ecd 22+orx mit 442,8 + 59,2 um

und der Gruppe Ecd 67+orx mit 443,7 + 161,3 um dicker als die der niedrigsten Ecd-

Dosierung, jedoch immer noch deutlich reduziert im Vergleich zur Kontrollgruppe.
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3.3.1.5. Subkutane Muskelschichtdicke
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Abb.15: Dicke der subkutanen Muskelschicht in pm bei den unterschiedlichen mannlichen Versuchsgruppen nach
dreimonatiger Applikation von Ecd p.o.. Die Werte wurden mit ,one-way ANOVA® und einem Anschlusstest nach Dunnett auf

Signifikanz gepruft (Signifikanzniveau: * =p<0,05 vs KO). Angegeben ist jeweils der Mittelwert mit der Standardabweichung.

Alle mit Ecd behandelten Gruppen weisen eine dinnere subkutane Muskelschicht
gegenuber der Kontrollgruppe auf, allerdings erreichen nur die Gruppen Ecd 22+orx und
Ecd 67+orx das Signifikanzniveau. Die Tiere der Gruppe Ecd 67+orx zeigen nach drei
Monaten die dinnste Muskelschicht (247,1 + 40,4 um). Eine tendenzielle Abnahme der
subkutanen Muskelschicht ist auch in der Gruppe Ecd 11+orx (275,7 = 59,9 um) und in der
intakten Gruppe (284,8 + 52,9 um) zu erkennen. Die Tiere der Gruppe Ecd 22+orx liegen mit
ihrer durchschnittlichen Muskelschichtdicke von 258,9 + 44,1 um zwischen denen der
anderen beiden mit Ecd behandelten Gruppen. Dies lasst auch in dieser Schicht eine
umgekehrt lineare Beziehung zwischen der Ecd-Dosierung und der Schichtdicke vermuten.
Die Kontrollgruppe weist die dickste subkutane Muskelschicht auf (291,5 + 96 um).
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3.3.1.6. Relative Anteile der einzelnen Hautschichten
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Abb.16: Verteilung des relativen Anteils der einzelnen Hautschichten an der Gesamtdicke bei den unterschiedlichen
mannlichen Versuchsgruppen nach dreimonatiger Applikation von Ecd p.o.. Die Werte wurden mit ,one-way ANOVA® und
einem Anschlusstest nach Dunnett auf Signifikanz gepriift (Signifikanzniveau: * =p<0,05 vs KO). Angegeben ist jeweils der

Mittelwert.

In Abb. 16 sind die relativen Anteile der einzelnen Schichten an den Gesamtdicken
Ubersichtlich dargestellt. Wahrend die Muskelschicht in allen Gruppen im Vergleich zur
Kontrollgruppe dinner ausgepragt ist (Abb. 15), nimmt sie relativ einen héheren Anteil in den
Gesamtdicken der verschiedenen Versuchsgruppen im Gegensatz zur Kontrollgruppe ein.
Diese Beobachtung ist jedoch in keiner Gruppe signifikant. Parallel zu der absoluten
Reduktion der subkutanen Fettschichtdicke (Abb. 14), ist auch der relative Anteil der
Fettschicht in allen Ecd-Gruppen sowie in der intakten Gruppe Kleiner als der der
Kontrollgruppe. Allerdings erreicht diese Reduktion nur in der intakten Gruppe das
Signifikanzniveau. Der relative Anteil der Dermis verhalt sich &hnlich wie die subkutane
Muskelschicht: Unter Ecd-Applikation sowie bei den intakten Tieren zeigt sich eine dinnere
Dermis als bei den Kontrolltieren (Abb.13). Relativ gesehen nimmt sie jedoch einen hoheren
Anteil an den Gesamtdicken der unterschiedlichen Versuchsgruppen ein. Allerdings sind
auch diese Veranderungen nicht signifikant. Der relative Anteil der Epidermis ist nur in der
Gruppe mit der hdchsten Ecd-Konzentration (Ecd 67+orx) signifikant erhdht. Auch bei den
absoluten Werten fuhrt lediglich die hdchste Ecd-Dosierung zu einer wesentlichen
Dickenzunahme der Epidermis (Abb. 12). Der relative Anteil der Epidermis an der
Gesamtdicke ist in der Kontrollgruppe am geringsten.
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3.3.2. Die einzelnen Hautschichten der weiblichen Ratten

3.3.2.1. Gesamtdicke
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Abb.17: Gesamtdicke der Haut in um bei den unterschiedlichen weiblichen Versuchsgruppen nach dreimonatiger Applikation
von Ecd p.o.. Die Werte wurden mit ,one-way ANOVA® und einem Anschlusstest nach Dunnett auf Signifikanz gepruft

(Signifikanzniveau: * =p<0,05 vs KO). Angegeben ist jeweils der Mittelwert mit der Standardabweichung.

Wie auch bei den mannlichen Tieren setzt sich hier die Gesamtdicke der weiblichen Haut
aus Epidermis, Dermis, subkutaner Fett- und Muskelschicht zusammen. Am Versuchsende
betragt die Gesamtdicke der Kontrollgruppe durchschnittlich 1217,2 + 226,1 um. Es zeigt
sich keine erhebliche Veranderung in den Gesamtdicken zwischen den mit Ecd behandelten
Tieren und den Kontrolltieren. Es ist jedoch eine tendenzielle Reduktion der Dicke auf
1104,3 + 112,5 pum unter der niedrigsten Ecd-Dosierung (Ecd 4+ovx) zu erkennen. Die
Hautdicke der Gruppe Ecd 10+ovx betragt 1182,1 + 138,6 um und ist damit nur geringfugig

dinner als die der Kontrolltiere.
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3.3.2.2. Epidermisdicke
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Abb.18: Dicke der Epidermis in um bei den unterschiedlichen weiblichen Versuchsgruppen nach dreimonatiger Applikation von
Ecd p.o.. Die Werte wurden mit ,one-way ANOVA®“ und einem Anschlusstest nach Dunnett auf Signifikanz geprift

(Signifikanzniveau: * =p<0,05 vs KO). Angegeben ist jeweils der Mittelwert mit der Standardabweichung.

Sowohl unter einer Ecd-Applikation von 4 mg/Tier/d als auch von 10mg/Tier/d kommt es bei
den weiblichen Versuchstieren zu einer signifikant dinneren Epidermis. Die Tiere der
Gruppe Ecd 10+ovx haben mit 8,9 + 2,2 um die dinnste Epidermis, die der Gruppe
Ecd 4+ovx weisen mit 9,6 = 2,3 um eine etwas dickere Epidermis auf. In der Kontrollgruppe
ist die dickste Epidermis zu beobachten (10,3 £ 2,5 um).

3.3.2.3. Dermisdicke
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Abb.19: Dicke der Dermis in pm bei den unterschiedlichen weiblichen Versuchsgruppen nach dreimonatiger Applikation von
Ecd p.o.. Die Werte wurden mit ,one-way ANOVA®“ und einem Anschlusstest nach Dunnett auf Signifikanz geprift

(Signifikanzniveau: * =p<0,05 vs KO). Angegeben ist jeweils der Mittelwert mit der Standardabweichung.

Die dickste Dermis weisen die Tiere der Gruppe Ecd 10+ovx mit 454,7 £ 123,9 um auf,
welche damit signifikant dicker ist als die der Kontrollgruppe (382,8 + 55,2 um). Eine
tendenziell dicker ausgepragte Dermis mit durchschnittlich 395,9 + 79,3 um ist unter der

niedrigeren Ecd-Dosierung (Ecd 4+ovx) zu erkennen.
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3.3.2.4. Subkutane Fettschichtdicke
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Abb.20: Dicke der subkutanen Fettschicht in pm bei den unterschiedlichen weiblichen Versuchsgruppen nach dreimonatiger

Applikation von Ecd p.o.. Die Werte wurden mit ,one-way ANOVA® und einem Anschlusstest nach Dunnett auf Signifikanz

gepruft (Signifikanzniveau: * =p<0,05 vs KO). Angegeben ist jeweils der Mittelwert mit der Standardabweichung.

Die Applikation von Ecd resultiert bei den weiblichen Tieren sowohl der Gruppe Ecd 4+ovx

als auch der Gruppe Ecd 10+ovx in einer signifikant diinneren subkutanen Fettschicht als bei

denen der Kontrollgruppe. Die Dicke der Fettschicht betragt nach Versuchsende in der

Kontrollgruppe 621,6 + 245,6 pm. Die Gruppe Ecd 4+ovx weist mit 497,9 = 145,9 pm die

dunnste Fettschicht auf. Die hochste Ecd-Dosierung (Ecd 10+ovx) flhrt zu einer weniger

starken, jedoch ebenfalls signifikanten Abnahme (522,8 £ 210,7 pum).
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3.3.2.5. Subkutane Muskelschichtdicke
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Abb.21: Dicke der subkutanen Muskelschicht in um bei den unterschiedlichen weiblichen Versuchsgruppen nach dreimonatiger

Applikation von Ecd p.o.. Die Werte wurden mit ,one-way ANOVA® und einem Anschlusstest nach Dunnett auf Signifikanz

gepriift (Signifikanzniveau: * =p<0,05 vs KO). Angegeben ist jeweils der Mittelwert mit der Standardabweichung.

Die subkutane Muskelschicht ist im Vergleich zur Kontrollgruppe in keiner Versuchsgruppe

signifikant verandert. Die Gruppe Ecd 4+ovx weist mit 200,9 + 55,3 um eine &hnlich dicke

Muskelschicht wie die Kontrollgruppe (202,5 + 43 um) auf. In der Gruppe Ecd 10+ovx ist

lediglich eine leichte Abnahme der Muskelschichtdicke auf 195,6 + 58,8 um zu beobachten.
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3.3.2.6. Relative Anteile der einzelnen Hautschichten
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Abb. 22: Verteilung des relativen Anteils der einzelnen Hautschichten an der Gesamtdicke bei den unterschiedlichen weiblichen
Versuchsgruppen nach dreimonatiger Applikation von Ecd p.o.. Die Werte wurden mit ,one-way ANOVA® und einem

Anschlusstest nach Dunnett auf Signifikanz geprift (Signifikanzniveau: * =p<0,05 vs KO). Angegeben ist jeweils der Mittelwert.

Abb. 22 stellt eine Ubersicht der relativen Anteile der einzelnen Hautschichten an den
Gesamtdicken der weiblichen Haut dar. Ahnlich den absoluten Werten der subkutanen
Muskelschicht (Abb. 21) zeigen sich unter Gabe von Ecd keine relevanten Veranderungen
des relativen Anteils der Muskelschicht an den Gesamtdicken. In der Gruppe Ecd 4+ovx ist
dennoch ein leicht hoherer Anteil an Muskelmasse vorhanden, wahrend die Muskelschicht in
dieser Gruppe eigentlich minimal dinner ist als die der Kontrollgruppe (Abb. 21).
Entsprechend den absoluten Werten ist auch der relative Anteil der subkutanen Fettschicht
unter Ecd-Applikation reduziert, allerdings ist dies nicht von Signifikanz. Die Gruppe
Ecd 4+ovx weist bei den absoluten Werten die dinnste Fettschicht auf (Abb. 20), wahrend
der relative Anteil in der Gruppe Ecd 10+ovx am niedrigsten ist. Der relative Dermisanteil an
den Gesamtdicken verhdlt sich parallel zu den gemessenen absoluten Werten (Abb. 19). Die
Kontrollgruppe weist den geringsten relativen Anteil auf, wahrend die Gruppe Ecd 10+ovx
sowohl die dickste Dermis als auch den héchsten Dermisanteil besitzt. Jedoch ist auch diese
Beobachtung nicht signifikant. Die Epidermis nimmt in allen Gruppen ungeféahr den gleichen
relativen Anteil an den Gesamtdicken ein, wahrend in Abb. 18 die Epidermisdicke sowohl in

der Gruppe Ecd 4+ovx als auch in der Gruppe Ecd 10+ovx signifikant reduziert ist.
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3.3.3. Die mitotische Aktivitat bei mannlichen Ratten
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Abb.23: Prozentualer Anteil PCNA-positiver Zellen an der Gesamtzahl in der Epidermis bei den unterschiedlichen ménnlichen
Versuchsgruppen nach dreimonatiger Applikation von Ecd p.o.. Die Werte wurden mit ,one-way ANOVA® und einem
Anschlusstest nach Dunnett auf Signifikanz geprift (Signifikanzniveau: * =p<0,05 vs KO). Angegeben ist jeweils der Mittelwert

mit der Standardabweichung.

Nach dreimonatiger Applikation von Ecd ist eine signifikant erhdhte Anzahl an PCNA-
positiven Zellen in der Epidermis aller drei mit Ecd behandelten Gruppen gegenuber der
Kontrollgruppe zu beobachten. Die mittlere Dosierung (Ecd 22+orx) fuhrt dabei zu der
hdchsten Anzahl (25 = 7,3 %). Unter der hichsten Dosierung (Ecd 67+orx) sind ca. 19,3 +
2,6 % der epidermalen Zellen PCNA-positiv, unter der niedrigsten Dosierung (Ecd 11+orx)
14,1 £ 6,3 %. Ecd fuihrt demnach dosisabhangig zu einer Zunahme PCNA-positiver Zellen in
der Epidermis mit dem groRten stimulierenden Effekt unter der mittleren Dosierung. In der
Kontrollgruppe sind mit nur 4,4 £ 2,5 % die wenigsten PCNA-positiven Zellen nachzuweisen.
Die Epidermis der intakten Tiere weist mit 8,9 = 3,3 % zwar mehr PCNA-positive Zellen als

die Kontrollgruppe auf, allerdings ist dieser Unterschied nicht signifikant.
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3.3.3.2. Haartalgdruseneinheit
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Abb.24: Prozentualer Anteil PCNA-positiver Zellen an der Gesamtzahl der Haartalgdriiseneinheit bei den unterschiedlichen
Versuchsgruppen nach dreimonatiger Applikation von Ecd p.o.. Die Werte wurden mit ,one-way ANOVA® und einem
Anschlusstest nach Dunnett auf Signifikanz geprift (Signifikanzniveau: * =p<0,05 vs KO). Angegeben ist jeweils der Mittelwert

mit der Standardabweichung.

Auch in der Haartalgdriseneinheit der ménnlichen Tiere fuhrt Ecd zu einer Zunahme der
PCNA-positiven Zellen, die allerdings nur in den Gruppen Ecd 22+orx und Ecd 67+0rx
signifikant ist. Wie schon bei der Proliferation in der Epidermis fiihrt auch hier die mittlere
Dosierung (Ecd 22+o0rx) zu der héchsten mitotischen Aktivitat mit 21,3 + 4,6 %. Ebenfalls zu
einer wesentlichen Steigerung PCNA-positiver Zellen kommt es unter der hdchsten
Dosierung (Ecd 67+orx) (16,7 £ 5 %). Eine tendenzielle erhdhte Anzahl ist in der Gruppe Ecd
11+orx (10,4 = 5,7 %) und in der intakten Gruppe (8,3 + 2,1 %) zu sehen. Die Kontrollgruppe
weist die geringste Anzahl PCNA-positiver Zellen in der Haartalgdriiseneinheit auf
(7 £ 1,7%).
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3.4. Serumlipide und Leptinspiegel
3.4.1. Serumlipide der mannlichen Ratten

3.4.1.1. Cholesterinspiegel

200 A
)
>
Gruppe Mean [mg/dl]
.E. 150 A . e e KO+orx 141,4
[ % —_1 Intakt,sf 108,3
= Ecd 11+orx 137,8
.9 I Ecd 22+orx 141,8
s 100 - Ecd67+orx | 1457
©
ey
Q
S 50 -
>
o]
0p]
0 = 1 1 1 T
N & N N N
O s xO xO X
o ol N gy A
N & Y ©
N Q,(’b ((/06 Q}’b

Abb.25: Cholesterinspiegel im Serum bei den unterschiedlichen mannlichen Versuchsgruppen nach dreimonatiger Applikation
von Ecd p.o.. Die Werte wurden mit ,one-way ANOVA® und einem Anschlusstest nach Dunnett auf Signifikanz gepruft

(Signifikanzniveau: * =p<0,05 vs KO). Angegeben ist jeweils der Mittelwert mit der Standardabweichung.

Lediglich bei den intakten Tieren sind die Cholesterinspiegel im Serum im Vergleich zur
Kontrollgruppe signifikant erniedrigt. Nach Versuchsende betragen die Cholesterinspiegel
der Kontrolltiere durchschnittlich 141,4 = 20,2 mg/dl, die der intakten Tiere nur
108,3 + 32,5 mg/dl. Bei den mit Ecd behandelten Gruppen sind ahnliche Werte wie bei der
Kontrollgruppe festzustellen. So zeigen die Tiere der Gruppe Ecd 11+orx Cholesterinspiegel
von 137,8 = 17,4 mg/dl, die der Gruppe Ecd 22+orx von 141,8 + 13,5 mg/dl und die der
Gruppe Ecd 67+orx von 145,7 + 17,3 mg/dl im Serum. Ecd fihrt in den vorliegenden

Konzentrationen demnach zu keiner signifikanten Veranderung der Cholesterinspiegel.
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3.4.1.2. Triacylglycerinwerte
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Abb.26: Triacylglycerinwerte im Serum bei den unterschiedlichen ménnlichen Versuchsgruppen nach dreimonatiger Applikation
von Ecd p.o.. Die Werte wurden mit ,one-way ANOVA® und einem Anschlusstest nach Dunnett auf Signifikanz gepruft

(Signifikanzniveau: * =p<0,05 vs KO). Angegeben ist jeweils der Mittelwert mit der Standardabweichung.

Ahnlich wie bei den Cholesterinspiegeln sind auch die Triacylglycerinwerte im Serum der mit
Ecd behandelten Gruppen gegeniiber der Kontrollgruppe kaum veréndert. Die Gruppe
Ecd 1l+orx weist mit 130,3 + 39,6 mg/dl leicht erniedrigte Werte gegeniber der
Kontrollgruppe (139,7 + 27,5 mg/dl) auf. Bei hdheren Ecd-Daosierungen ist eine tendenzielle
Erhéhung der Triacylglycerinwerte auf 146,8 + 34,8 mg/dl in der Gruppe Ecd 22+orx und auf
149,8 + 55,9 mg/dl in der Gruppe Ecd 67+orx zu erkennen. Allerdings erreichen diese
Veranderungen nicht das Signifikanzniveau. Im Gegensatz zu den Cholesterinspiegeln
zeigen die intakten Tiere bei den Triacylglycerinwerten keine erheblichen Unterschiede

gegenuber den Kontrolltieren.
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3.4.1.3. LDL-Konzentration

40 -
— -T—
S 30 * .' T —
g’ . Gruppe Mean [mg/d ]
— — - KO+orx 28,92
N — Intakt, sf 23,58
) 20 4 Ecd 11+0rx 30,08
—Il Ecd 22 +orx 29,08
e Ecd 67 +orx 31,50
S
Q 10 4
[9p]
0 = T T T T
& N I+ I+ &
O o’ O O N
N A
o @ Ny v 6
A3 N > > >
N 9 9 9
< \% <

Abb.27: LDL-Konzentration im Serum bei den unterschiedlichen méannlichen Versuchsgruppen nach dreimonatiger Applikation
von Ecd p.o.. Die Werte wurden mit ,one-way ANOVA® und einem Anschlusstest nach Dunnett auf Signifikanz geprift

(Signifikanzniveau: * =p<0,05 vs KO). Angegeben ist jeweils der Mittelwert mit der Standardabweichung.

Die gemessenen LDL-Konzentrationen im Serum verhalten sich in den verschiedenen
Versuchsgruppen ahnlich wie die Cholesterinspiegel (Abb. 25). Nur die intakten Tiere weisen
mit 23,6 += 4,2 mg/dl signifikant niedrigere LDL-Konzentrationen gegeniber der
Kontrollgruppe (28,9 + 7,8 mg/dl) auf, wahrend die LDL-Werte der mit Ecd behandelten Tiere
nicht wesentlich veradndert sind. Die Tiere der Gruppe Ecd 22+orx weisen mit
29,1 = 6,9 mg/dl &hnliche Werte wie die Kontrolltiere auf. In den Gruppen Ecd 11+orx
(30,1 £ 7,2 mg/dl) und Ecd 67+orx (31,5 + 4 mg/dl) ist eine Tendenz zu héheren Werten zu
erkennen. Ecd hat in den vorliegenden Konzentrationen keinen signifikanten Effekt auf die
LDL-Konzentrationen im Serum.
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3.4.1.4. HDL-Konzentration
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Abb.28: HDL-Konzentration im Serum bei den unterschiedlichen mannlichen Versuchsgruppen nach dreimonatiger Applikation

von Ecd p.o.. Die Werte wurden mit ,one-way ANOVA® und einem Anschlusstest nach Dunnett auf Signifikanz gepruft

(Signifikanzniveau: * =p<0,05 vs KO). Angegeben ist jeweils der Mittelwert mit der Standardabweichung.

Auch bei den HDL-Werten im Serum zeigt nur die intakte Gruppe eine deutliche

Veranderung gegenuber der Kontrollgruppe. Bei den intakten Tieren betragen die HDL-

Konzentrationen im Durchschnitt 77,8 + 7,7 mg/dl und liegen damit signifikant unter den
Werten der Kontrolltiere (94,6 + 11,9 mg/dl). Die Gruppen Ecd 11+orx (92,8 £ 11 mg/dl) und

Ecd 22+orx (96 = 10,5 mg/dl) liegen mit ihren Werten im &hnlichen Bereich wie die

Kontrollgruppe. Unter der héchsten Ecd-Dosierung (Ecd 67+orx) ist eine tendenzielle

Zunahme der HDL-Konzentrationen auf 100,1 + 8,7 mg/dl zu beobachten.
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3.4.2. Serumlipide der weiblichen Ratten

3.4.2.1. Cholesterinspiegel
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Abb.29: Cholesterinspiegel im Serum bei den unterschiedlichen weiblichen Versuchsgruppen nach dreimonatiger Applikation
von Ecd p.o.. Die Werte wurden mit ,one-way ANOVA® und einem Anschlusstest nach Dunnett auf Signifikanz gepruft

(Signifikanzniveau: * =p<0,05 vs KO). Angegeben ist jeweils der Mittelwert mit der Standardabweichung.

Auch bei den weiblichen Ratten zeigen sich keine signifikanten Veranderungen der
Cholesterinspiegel unter den vorliegenden Ecd-Konzentrationen. Nach Versuchsende liegen
die Cholesterinwerte der Kontrolltiere durchschnittlich bei 180,6 + 13,2 mg/dl. Die Tiere der
Gruppe Ecd 4+ovx (189,9 £ 21,8 mg/dl) und Ecd 10+ovx (185,4 = 11,3 mg/dl) weisen leicht
erhodhte Werte gegentiber der Kontrollgruppe auf.

3.4.2.2. Triacylglycerinwerte
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Abb.30: Triacylglycerinwerte im Serum bei den unterschiedlichen weiblichen Versuchsgruppen nach dreimonatiger Applikation
von Ecd p.o.. Die Werte wurden mit ,one-way ANOVA® und einem Anschlusstest nach Dunnett auf Signifikanz gepruft

(Signifikanzniveau: * =p<0,05 vs KO). Angegeben ist jeweils der Mittelwert mit der Standardabweichung.

Die Triacylglycerinwerte im Serum sind bei den Kontrolitieren am niedrigsten
(133,8 £ 51,6 mg/dl). Leicht héhere Werte weisen die Tiere der Gruppe Ecd 4+ovx mit
138,9 + 45,7 mg/dl auf. Unter der héchsten Ecd-Dosierung (Ecd 10+ovx) werden Werte von
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durchschnittlich 178,4 + 72,6 mg/dl erreicht. Die Ver&nderungen unter Ecd-Gabe erreichen

jedoch nicht das Signifikanzniveau.

3.4.2.3. LDL-Konzentration
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Abb.31: LDL-Konzentration im Serum bei den unterschiedlichen weiblichen Versuchsgruppen nach dreimonatiger Applikation
von Ecd p.o.. Die Werte wurden mit ,one-way ANOVA® und einem Anschlusstest nach Dunnett auf Signifikanz gepruft

(Signifikanzniveau: * =p<0,05 vs KO). Angegeben ist jeweils der Mittelwert mit der Standardabweichung.

Wahrend die Kontrolilgruppe mit 36,9 + 5,7 mg/dl und die Gruppe Ecd 10+ovx mit
36,8 £ 5,6 mg/dl sehr dhnliche LDL-Werte im Serum aufweisen, kdnnen bei den Tieren der
Gruppe Ecd 4+ovx etwas hdohere, jedoch nicht signifikant verédnderte Konzentrationen

nachgewiesen werden (39,7 + 8,3 mg/dl).

3.4.2.4. HDL-Konzentration
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Abb.32: HDL-Konzentration im Serum bei den unterschiedlichen weiblichen Versuchsgruppen nach dreimonatiger Applikation
von Ecd p.o.. Die Werte wurden mit ,one-way ANOVA® und einem Anschlusstest nach Dunnett auf Signifikanz geprft

(Signifikanzniveau: * =p<0,05 vs KO).

Es zeigt sich kaum eine Veranderung der HDL-Werte im Serum zwischen den einzelnen
Versuchsgruppen. Die Kontrolltiere haben im Durchschnitt Konzentrationen von
122,6 + 8,9 mg/dl. Unter Gabe von Ecd kommt es lediglich zu einer leichten Erhéhung der
HDL-Werte auf 124,1 + 13,2 mg/dl in der Gruppe Ecd 4+ovx und auf 123,2 £ 11 mg/dl in der
Gruppe Ecd 10+ovx.
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3.4.3. Leptinspiegel der mannlichen Ratten
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Abb.33: Leptinspiegel im Serum bei den unterschiedlichen ménnlichen Versuchsgruppen nach dreimonatiger Applikation von
Ecd p.o.. Die Werte wurden mit ,one-way ANOVA® und einem Anschlusstest nach Dunnett auf Signifikanz gepruft

(Signifikanzniveau: * =p<0,05 vs KO). Angegeben ist jeweils der Mittelwert mit der Standardabweichung.

Entsprechend der diinneren subkutanen Fettschichten sowohl bei den intakten als auch bei
den mit Ecd behandelten Tieren (Abb. 14) zeigen sich ebenfalls in diesen Versuchsgruppen
erniedrigte Leptinwerte im Serum gegentiber der Kontrollgruppe. Signifikant niedrigere Werte
weisen dabei die intakten Tiere (6 = 2,6 ng/ml), die Gruppe Ecd 11+orx (6 £ 2,2 ng/ml) und
die Gruppe Ecd 22+orx (5,9 + 1,9 ng/ml) auf. Ebenfalls niedrigere Werte als die
Kontrollgruppe, welche jedoch nicht signifikant ver&ndert sind, sind in der Gruppe
Ecd 67+orx zu beobachten (6,9 + 2,3 ng/ml). Parallel dazu weist die Gruppe Ecd 67+0rx von
allen Ecd-Gruppen sowie der intakten Gruppe die dickste subkutane Fettschicht auf
(Abb. 14). Es herrscht vermutlich eine positive Korrelation zwischen den Leptinspiegeln und
den Fettschichtdicken. Die Kontrolltiere besitzen die dickste Fettschicht (Abb.14) und haben

ebenfalls mit 8,4 + 1,6 ng/ml die héchsten Leptinwerte.
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4. Diskussion

4.1. Studienziel

Auf der Suche nach mdglichen alternativen Therapiemdoglichkeiten zur Linderung
altersbedingter Beschwerden zeigte die Testsubstanz Ecd protektive Effekte auf multiple
Organe und Stoffwechselvorgdnge, so z.B. auf die Haut und auf die Serumlipide.

In bisherigen Studien konnte unter der Applikation von Ecd unter anderem eine gesteigerte
Proliferation der Keratinozyten mit einer Dickenzunahme der Epidermis beobachtet werden.
Auch die Dermisdicke nahm unter Einfluss von Ecd zu, wahrend das subkutane Fettgewebe
reduziert wurde [Ehrhardt et al. 2011]. Aus diesen Griinden ist das Interesse an Ecd als
Therapiealternative bei krankheits- oder altersbedingten Hautveranderungen zunehmend
gestiegen.

Auch auf den Lipidmetabolismus und somit auf die Lipidparameter im Serum hat Ecd einen
positiven Effekt. Es werden hypocholesterolamische und fettsenkende Effekte in der Literatur
beschrieben [Mironova et al. 1982, Syrov et al. 1983, Seidlova-Wuttke et al. 2010a].

Ziel der vorliegenden Dissertation ist es daher, einen potentiell protektiven Effekt sowohl auf
die Haut und ihre Anhangsgebilde als auch auf die Serumlipide gegenlber den
Veranderungen nach Gonadektomie zu untersuchen. Dabei soll mithilfe unterschiedlicher
Dosierungen der Testsubstanz der Bereich einer optimalen Dosis-Wirkungs-Beziehung
ermittelt werden. Dafir wurde SD-Ratten Uber einen Zeitraum von drei Monaten die
Testsubstanz Ecd oral Uber das Futter appliziert. Das Futter war sowohl fir die mit Ecd
behandelten Gruppen als auch fir die Kontrollgruppen und die intakte Gruppe sojafrei, um
einen Einfluss von den in Soja enthaltenen Phytodstrogenen auf die zu untersuchenden
Organe und Parameter zu verhindern. Nach Versuchsende wurde ein moglicher Effekt auf
die Haut histologisch ausgewertet und analysiert. Es wurde die Dicke der einzelnen
Hautschichten, unterteilt in Epidermis, Dermis, subkutanes Fettgewebe und subkutane
Muskelschicht lichtmikroskopisch gemessen sowie die Proliferation in der Epidermis und der
Haartalgdruseneinheit mittels PCNA-Immunhistochemie bestimmt. Die Dicken der
subkutanen Fettschicht und Muskelschicht spielen eine wichtige Rolle, um auch die
Wirksamkeit von Ecd auf das MetS beurteilen zu konnen. Im Hinblick auf die
lipidreduzierende Wirkung von Ecd wurden die Konzentrationen der Lipidparameter im

Serum photometrisch gemessen und statistisch ausgewertet.
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4.2. Dosierung der Testsubstanz

Um die applizierten Konzentrationen der Testsubstanz fir eine optimale Wirkung zu
bestimmen, wurden bisherige Studien und Ergebnisse als Orientierung benutzt.

In einem ahnlichen Versuch mit weiblichen Ratten, denen ebenfalls Giber einen Zeitraum von
drei Monaten Ecd per os appliziert wurde, konnten signifikante Effekte von Ecd sowohl auf
die Haut und die Koérperfettmassen [Ehrhardt 2009] als auch auf die Serumlipide [Seidlova-
Wuttke et al. 2010a] noch unter der niedrigsten Dosierung von 18 mg/Tier/d beobachtet
werden, so dass in Bezug auf die weiblichen Tiere in dem vorliegenden Versuch noch
niedrigere Dosierungen gewahlt wurden, um eine mogliche Wirkung auch bei sehr niedrigen
Konzentrationen nachzuweisen. In der oben genannten Studie von Seidlova-Wuttke et al.
[2010a] entsprach dabei die niedrigste Dosierung von 18 mg/Tier/d bezogen auf den
Menschen den Empfehlungen fiir einen Normalverbraucher und die héchste Dosierung von
116 mg/Tier/d einer Menge, die Bodybuildern vorgeschlagen wird. In der Fitnessindustrie
wird den Bodybuildern eine Menge von bis zu 1g/d an Ecdysteroiden empfohlen [Dinan und
Lafont 2006].

Die Dosierungen bei den mannlichen Tieren wurden &hnlich denen des Vorversuchs mit den
weiblichen Ratten gewahlt. Allerdings wurde bei den Mannchen noch eine Gruppe mit eher
niedrigeren Konzentrationen von 11 mg/Tier/d hinzugefligt, um auch hier eine mogliche
Wirkung im Niedrigdosisbereich zu zeigen.

Die mittlere letale Dosis (LDsp) von Ecd mit >9g/kg KG bei oraler Applikation [Matsuda et al.
1970, Ogawa et al. 1974] wird in keiner Gruppe annahernd erreicht.

4.3. Korpergewicht und Futteraufnahme

Die Beriicksichtigung der Futteraufnahme sowie des Koérpergewichts sind fiir die folgenden
Analysen insbesondere im Hinblick auf die Korperfettverteilung und das MetS von
Bedeutung. So wird z.B. die Futteraufnahme unter anderem durch das Peptidhormon Leptin
reguliert (siehe Kapitel 1.4., S. 15), welches von den Adipozyten des weil3en Fettgewebes
produziert wird. Eine erhthte Korperfettmasse kann sich wiederum in einem Anstieg des
Korpergewichts zeigen. Eine Zunahme der subkutanen Fettschichtdicke sowie der
Konzentrationen der Serumlipide sind hinweisend auf eine Erhéhung der Kérperfettmasse

und koénnen Risikofaktoren fur die Entstehung des MetS darstellen.
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4.3.1. Kérpergewicht und Futteraufnahme der ménnlichen Ratten

Uber den gesamten Versuchszeitraum hatten die Tiere uneingeschrankten Zugang zu Futter
und Wasser. Bei den mannlichen Tieren zeigte sich anfangs in der Futteraufnahme ein Peak
in der zweiten Woche nach Orchiektomie (Abb.9). Dieser fiel zeitlich mit sehr kalten
Aulentemperaturen zusammen, welche sich mdglicherweise auf die Klimatisierung des
Tierstalls ausgewirkt haben. Nach einer vierwdchigen Anpassungsphase erreicht die
Futteraufnahme ein relativ stabiles Niveau.

Uber den gesamten Zeitraum gesehen nahmen die Kontrolltiere (KO+orx) durchschnittlich
am wenigsten Futter pro Tag zu sich (Abb.9). Eine mogliche Erklarung daftr ware die
gesteigerte Leptinproduktion bei den Kontrolltieren (Abb. 33), die aufgrund der
physiologischen Funktionen des erhdhten Leptins in einer verminderten Nahrungsaufnahme
resultiert. Neben der geringsten Futteraufnahme wiesen die Kontrolltiere auch das niedrigste
Korpergewicht bei Versuchsende auf (Abb. 7). Ahnliche Effekte wurden auch in anderen
Studien nach Orchiektomie beobachtet [Erben et al. 2000, Borst und Conover 2006], welche
am ehesten auf eine Abnahme der fettfreien Koérpermasse durch den Androgenmangel
zurickzufuhren ist. Auch beim PADAM ist eines der haufigsten Symptome eine Abnahme
der Muskelmasse und —kraft bei gleichzeitiger Zunahme des vorwiegend abdominellen
Fettgewebes [Christ-Crain et al. 2001]. Die intakten Tiere hingegen fraen mehr (Abb.9) und
nahmen auch signifikant mehr an Koérpergewicht zu als die Kontrolltiere (Abb.7). Dieser
Effekt ist am ehesten auf die anabole Wirkung durch Testosteron mit einer Zunahme der
fettfreien Kérpermasse zurtickzufiihren [Brodsky et al. 1996)].

Die mit Ecd behandelten Tiere nahmen zwar alle signifikant mehr Futter zu sich als die
Kontrolltiere und sogar etwas groBere Mengen als die intakten Tiere (Tab.2), jedoch kam es
in diesen Gruppen nur zu einer geringeren Gewichtszunahme als bei den intakten Tieren.
Nach Versuchsende wiesen die Tiere der Ecd-Gruppen ahnliche Kdrpergewichte wie die
Kontrolltiere auf (Abb. 7). Diese Ergebnisse stimmen interessanterweise nicht mit den in der
Literatur beschriebenen Effekten Uberein. Bisher wurden v.a. anabole Effekte von
Ecdysteroiden in Ratten beschrieben, welche in einer gesteigerten Kdrpergewichtszunahme
resultierten [Syrov et al. 1975, Syrov und Kurmukov 1976]. Allerdings missen diese
Ergebnisse unter Berticksichtigung der physiologischen Koérpergewichtszunahme wéhrend
der Wachstumsphase auch eher kritisch beurteilt werden [Lafont und Dinan 2003]. Eine
mogliche Erklarung fur das Ausbleiben eines gewichtssteigernden Effekts ist auf den
Zustand nach Orchiektomie zuriickzufihren, dessen Folgen durch die vorhandenen Ecd-
Dosierungen in dem vorgegebenen Zeitraum nicht kompensiert werden kdnnen. Dies
entspricht den Beobachtungen in einem Versuch mit 0,5mg Ecd/100g p.o., in dem eine
gewichtssteigernde Wirkung zwar in intakten Tieren erreicht werden konnte, bei

gonadektomierten Tieren fiel dieser Effekt jedoch aus [Syrov und Kurmukov 1976]. Der
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Grund fur den fehlenden Effekt auf die Korpergewichte unter Ecd-Applikation kodnnte
demnach am ehesten eine zu niedrige Dosierung der Testsubstanz sein.

Eine Auswirkung der Testsubstanz aufgrund von Eigengeschmack oder anderen
Eigenschaften auf die Futteraufnahme ist nicht geklart.

4.3.2. Koérpergewicht und Futteraufnahme der weiblichen Ratten

Bei den weiblichen Tieren zeigen sich keine signifikanten Unterschiede im Hinblick auf die
Futteraufnahme sowie das Korpergewicht zwischen der Kontrollgruppe und den
Behandlungsgruppen. Ahnlich wie bei den mannlichen Tieren zeigte die Futteraufnahme in
der zweiten Woche ebenfalls eine Steigerung, welche parallel mit den kalten
Aulentemperaturen auftrat (Abb. 10). Des Weiteren wirkte sich im Verlauf ein
Kafigpositionswechsel schwankend auf die Futteraufnahme aus, allerdings pendelte sich
diese nach Korrektur wieder auf ein relativ konstantes Niveau ein. Der Kdrpergewichtsverlauf
sowohl der mit Ecd behandelten Tiere als auch der Kontrolltiere wies eine kontinuierliche
Gewichtszunahme nach Ovarektomie auf (Abb. 8), welche mit bisherigen Ergebnissen
Ubereinstimmt. In vielen Studien wurde eine Steigerung des Korpergewichts nach
Ovarektomie beobachtet [Chu et al. 1999, McElroy und Wade 1987]. Allerdings ist in dem
vorliegenden Versuch der Vergleich mit intakten oder 6strogensubstituierten Tieren nicht
moglich. Parallel zu den Ergebnissen der mannlichen Tiere fiihrt auch bei den weiblichen die
Gabe von Ecd zu keinem Unterschied im Kdrpergewicht bzw. in der Kérpergewichtszunahme
gegenuber der Kontrollgruppe. Dieser Effekt wurde bereits in Vorversuchen beobachtet.
Wahrend die Gewichtszunahme nach Ovarektomie durch eine Steigerung der Fettmasse
verursacht wird, ist die gleichermaflen starke Gewichtszunahme durch Ecd auf eine
Steigerung der Muskelmasse zurtickzufiihren [Seidlova-Wuttke et al. 2010a], welche den
Effekt erklart, dass es unter hoheren Dosierungen sogar zu signifikanten
Kdrpergewichtszunahmen im Vergleich zur Kontrollgruppe kommen kann [Ehrhardt 2009].
Dies wiederum bestétigt den in der Literatur beschriebenen anabolen Effekt von Ecd. Das
Ausbleiben dieses Effekts in dem vorliegenden Versuch koénnte auf zu niedrigere

Dosierungen der Testsubstanz zurtickzufiihren sein.
4.4, Die Haut

4.4.1. Gesamtdicke

In der vorliegenden Arbeit ist die Gesamtdicke der Haut als Summe der Epidermis-, der
Dermis-, der subkutanen Fett- und Muskelschichtdicke definiert. In der Literatur hingegen
werden haufig nur die Epidermis und die Dermis als gesamte Hautdicke bezeichnet,

wahrend das Fett-und Muskelgewebe die Unterhaut (Subkutis) bilden. Da jedoch bei der
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Untersuchung der Haut des vorliegenden Versuches auch die subkutane Fett- und
Muskelschicht in die Auswertung mit eingehen, werden sie in die Gesamtdicke
miteinbezogen. Die subkutane Fettschicht und Muskelschicht spielen eine Rolle in der
Pathologie des MetS und stellen somit ein gutes Mal3 fur die Auspragung des MetS dar.

4.4.1.1. Gesamtdicke bei den mannlichen Ratten

In allen Versuchsgruppen zeigt sich eine signifikant dinnere Gesamtdicke gegenuber der
Kontrollgruppe (Abb.11). Dieser Effekt ist durch die deutlich geringere Dermis- sowie
subkutane Fettschichtdicke bei den intakten und den mit Ecd behandelten Tieren zu
erklaren. Da diese beiden Schichten prozentual den gréf3ten Teil der Haut ausmachen
(Abb. 16), wirken sich Veranderungen dementsprechend stark auf die Gesamtdicke aus.
Ahnliche Ergebnisse nach Orchiektomie zeigten Azzi et al. [2005] in einer Studie mit
Mausen. Die kastrierten Tiere wiesen eine dickere subkutane Fettschicht und somit auch
eine insgesamt dickere Haut als die intakten Tiere auf, die Dermis hingegen blieb
unverandert. Die subkutane Muskelschicht wurde in der genannten Studie nicht
berlcksichtigt.

4.4.1.2. Gesamtdicke bei den weiblichen Ratten

Die Gesamtdicke der weiblichen Haut nimmt unter Ecd im Vergleich zur Kontrollgruppe nur
leicht ab (Abb. 17). Auch diese Reduktion ist wie bei den mannlichen Versuchstieren auf eine
Reduktion der subkutanen Fettschichtdicke zurlickzuftihren (Abb. 20). Da jedoch die Dermis
unter Ecd-Applikation dicker wird (Abb.19), ist die Abnahme der Gesamtdicke bei den
Weibchen nicht signifikant. Ahnliche Effekte von Ecd auf die Dermis und auf die subkutane
Fettschicht konnten bereits in einem Vorversuch mit Ratten gezeigt werden, in dem es
ebenfalls unter Gabe der Testsubstanz zu einer Zunahme der Dermis- und zu einer
Abnahme der subkutanen Fettschichtdicke kam [Ehrhardt et al. 2011].

4.4.2. Epidermisdicke

Als unmittelbare Oberflache des Koérpers und seine Grenze gegen die Umwelt nimmt die
intakte Epidermis eine wichtige Schutzfunktion als mechanische und funktionelle Barriere vor
exogenen Einflissen ein. Insbesondere das Stratum corneum spielt eine wichtige Rolle in
der Regulation des Feuchtigkeitsgehalts der Haut. Durch den Gehalt an Oberflachenlipiden
wird ein Ubermaliger Flussigkeitsverlust verhindert, welcher maRgeblich an der Entstehung

von Falten, Hauttrockenheit (Xerosis cutis) und einer gesteigerten Empfindlichkeit beteiligt
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ist. Im Alter kommt es zu einer Atrophie der Epidermis, die in einer verminderten Barriere-
und feuchtigkeitsspeichernden Funktion der Haut resultiert.

Anhand der Bestimmung der Epidermisdicke und dem anschlieRenden Vergleich mit dem
Zustand nach Gonadektomie soll in diesem Versuch ein moglicher Einfluss von Ecd auf die
Beschaffenheit der Epidermis untersucht werden.

4.4.2.1. Epidermisdicke der m&nnlichen Ratten

Nach dreimonatiger Versuchsdauer weisen die intakten Tiere eine ahnlich dicke Epidermis
wie die Kontrollgruppe auf (Abb. 12). Diese Beobachtung stimmt mit bisherigen
Studienergebnissen Uberein. So zeigten in einem Versuch mit Ratten weder die intakten
noch die kastrierten Tiere, welche mit Testosteron substituiert wurden, einen signifikanten
Unterschied in der Epidermisdicke gegeniuiber den orchiektomierten Tieren [Ebling 1957].
Auch in einem aktuellen Versuch mit Mausen konnte keine Veranderung nach Orchiektomie
beobachtet werden [Azzi et al. 2005].

Die diunnste Epidermis weist die Gruppe mit der niedrigsten Ecd-Dosierung auf. Durch
Steigerung der Dosis kam es zu einer Dickenzunahme. So erreicht die Gruppe Ecd 67+orx
schlieBlich eine signifikant dickere Epidermis im Vergleich zur Kontrollgruppe. Diese
Beobachtungen stimmen mit den Ergebnissen aus einem Versuch mit weiblichen Ratten,
denen Uber den gleichen Zeitraum Ecd appliziert wurde, Gberein. Auch dort zeigte sich eine
Dickenzunahme der Epidermis, die unter der hdchsten Dosierung (116 mg/Tier/d) am
starksten ausgepragt war [Ehrhardt et al. 2011]. Diese Wirkung von Ecd auf die Epidermis
kann durch den stimulierenden Effekt auf die Epithelzellproliferation erklart werden, der auch
in dem vorliegenden Versuch nachgewiesen werden kann. So weisen die Tiere unter Ecd-
Substitution durchschnittlich eine signifikant hohere mitotische Aktivitat in der Epidermis auf
als die Kontrolltiere und intakten Tiere (Abb. 23). Die Wirkung von Ecd auf die
Keratinozytenproliferation wird auch im Zusammenhang mit einer verbesserten Wundheilung
gesehen [Hou et al. 2007]. Des Weiteren wird ein regulativer Effekt von Ecd auf die
Keratinozytendifferenzierung vermutet. In vitro stimuliert Ecd den Vorgang der terminalen
epidermalen Differenzierung humaner Keratinozyten zu Korneozyten [Detmar et al. 1994].
Dies macht sich in einem verbesserten Zellzusammenhalt und einer erh6hten Anzahl an
Zellschichten insbesondere des Stratum corneum bemerkbar, welches die Haut resistenter
gegenuber exogenen Einflissen macht und einen tiberm&Rigen Feuchtigkeitsverlust tber die
Hautoberflache verhindert [Meybeck et al. 1997].

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass Ecd konzentrationsabhangig, mit dem grof3ten
Effekt unter hoheren Dosierungen, aufgrund des stimulierenden Effekts auf die
Zelldifferenzierung und —teilung eine positive Wirkung auf die quantitative Dicke der

Epidermis  besitzt.  Elektronenmikroskopische  Untersuchungen k&nnen genauere
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Informationen liefern, welche epidermalen Strukturen zu einer Veranderung der

Epidermisdicke fuhren.

4.4.2.2. Epidermisdicke der weiblichen Ratten

Die Epidermis ist in der Kontrollgruppe von allen weiblichen Versuchsgruppen am dicksten
ausgepragt (Abb. 18). In vorherigen Versuchen resultierte die Ovarektomie sowohl bei
Mausen [Azzi et al. 2005] als auch bei Ratten [Ehrhardt et al. 2011] in einer dinneren
Epidermis, was mit den Folgen des Ostrogenmangels bei der postmenopausalen Frau
Ubereinstimmt. So kommt es infolge des Hormondefizits zu einer epidermalen Atrophie von
10-50%, die v.a. das Stratum spinosum betrifft [Moragas et al. 1993, Lock-Andersen et al.
1997, Makrantonaki und Zouboulis 2007]. Da in dem vorliegenden Versuch der Vergleich mit
intakten Tieren bzw. mit Werten vor der Ovariektomie nicht mdglich ist, kann die
Epidermisdicke der Kontrolltiere nicht weiter beurteilt werden.

Die mit Ecd behandelten Gruppen weisen eine signifikant diinnere Epidermis gegeniber der
Kontrollgruppe auf. Dieser Effekt ist zwar kongruent zu den Beobachtungen bei den
mannlichen Tieren, bei denen es ebenfalls unter einer niedrigen Dosierung der Testsubstanz
zu einer Abnahme der Epidermisdicke kommt (Abb. 12), entspricht jedoch nicht den bisher
beobachteten Effekten von Ecd auf die Epidermis. So zeigte sich in einem vorherigen
Versuch nach dreimonatiger Applikation per os eine Dickenzunahme [Ehrhardt et al. 2011].
Allerdings wurden hdhere Dosierungen der Testsubstanz verabreicht als in der vorliegenden
Studie und es kam nur unter der hochsten Dosierung zu einer signifikanten Veranderung
[Ehrhardt 2009; siehe methodischer Anhang, S. 90]. Dies lasst die Vermutung aufkommen,
dass Ecd in sehr niedrigen Dosierungen einen gegensatzlichen Effekt auf die Epidermis hat
mit einer Reduktion der Schichtdicke.

4.4.3. Dermisdicke

Zu den wichtigsten Funktionen der Dermis gehoren der Schutz vor Verletzungen und die
Speicherung von Wasser. AuRerdem verleiht sie der Haut Festigkeit und Elastizitat. Im Alter
kommt es zu einer Abnahme des Kollagen- und Glykosaminoglykangehalts. Diese
Veranderungen resultieren in einer Abnahme der Dermisdicke, einer verminderten Elastizitat
der Haut und einer herabgesetzten Wasserbindungskapazitat der Dermis. Infolge dessen
erscheint die Haut im Alter trocken, brichig und faltig [Hall und Phillips 2005]. In bisherigen
Studien konnte unter Substitution von Sexualhormonen eine Zunahme der Dermisdicke und
eine Besserung der Symptome beobachtet werden. Es soll daher im Folgenden untersucht
werden, ob die Applikation von Ecd eine ahnliche Wirkung auf die Dermis hat und somit als

Therapiealternative zur HRT bzw. TRT in Frage kommt.
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4.4.3.1. Dermisdicke der mannlichen Ratten

Die Tiere der Kontrollgruppe besitzen von allen Versuchsgruppen die dickste Dermis. Die
Dermis der intakten Tiere ist sogar signifikant dinner als die der Kontrolltiere (Abb.13).
Relativ nimmt die Dermis in der intakten Gruppe jedoch einen hoheren Anteil an der
Gesamtdicke der Haut ein als bei der Kontrollgruppe (Abb.16). Dies ist am ehesten auf eine
durchschnittlich diinnere Haut bei den intakten Tieren aufgrund einer geringen subkutanen
Fettschicht zurtickzufiihren. Insgesamt stimmt die Beobachtung einer dickeren Dermis nach
Orchiektomie nicht mit den Studienergebnissen in der Literatur und dem bisherigen
Wissenstand Uber eine Androgenwirkung auf die Dermis uberein. In mehreren Studien
sowohl mit Menschen als auch mit Tieren konnte eine positive Wirkung von Androgenen
sowohl auf die Biosynthese als auch auf den Metabolismus von Kollagen mit einer Zunahme
der Dermisdicke bewiesen werden. So zeigte sich in einem Versuch mit Mausen eine
Abnahme der Hautdicke sowie des Kollagengehalts nach Orchiektomie [Markiewicz et al.
2007]. In demselben Versuch wurde ein positiver Effekt auf die Kollagen-Gentranskription
unter Androgeneinfluss nachgewiesen. Auch bei gonadektomierten ménnlichen Hamstern
hatte die Substitution von Testosteron einen anabolen Effekt auf Kollagensynthese und
—metabolismus [Kowalewski 1969]. Ahnliche Effekte wurden auch bei Menschen beobachtet.
Bei Patienten mit Osteoporose kommt es unter Substitution von Androgenen zu einer
Zunahme des Kollagengehalts in der Haut [Black et al. 1970]. Auch Frauen mit Hirsutismus
weisen aufgrund erhohter Testosteronspiegel einen héheren Kollagenanteil auf [Shuster et
al. 1970, Burton et al. 1972]. Allerdings korreliert eine Zunahme des Kollagengehalts nicht
zwangsweise mit einer Zunahme der Hautdicke, wenn man beachtet, dass die
Kollagendichte (Kollagengehalt/Dicke) ebenfalls unter Androgeneinfluss zunimmt [Shuster et
al. 1970, Shuster 1972].

Die mit Ecd behandelten Tiere weisen eine &hnlich dicke Dermis wie die intakten Tiere auf
und besitzen somit eine ebenfalls signifikant diinnere Schicht als die Kontrolltiere (Abb.13).
Die dickste Dermis aller Ecd-Gruppen ist in der Gruppe Ecd 11+orx zu beobachten. Bei einer
Steigerung der Dosis kommt es zu einer Abnahme der Dermisdicke. Der relative Anteil der
Dermis an der Gesamtdicke unter Ecd-Einfluss verhélt sich ahnlich wie bei den intakten
Tieren (Abb. 16). Auch hier kommt es aufgrund einer insgesamt diinneren Haut zu einer
relativ dickeren Dermis als bei den Kontrolltieren. Diese Ergebnisse sind nicht kongruent zu
bisherigen Beobachtungen von Ecd-Wirkungen auf die Dermis und den Kollagengehalt.
Aktuell hat sich nur eine Studie mit dem Einfluss von Ecd auf die Dermisdicke beschaftigt.
Dort zeigte sich bei weiblichen gonadektomierten Ratten konzentrationsabhéngig eine
Zunahme der Dermisdicke, die unter der héchsten Dosierung (116 mg/Tier/d) signifikant
wurde [Ehrhardt et al. 2011]. Des Weiteren sollen Ecdysteroide eine Kollagenase-

inhibierende Wirkung besitzen und somit den Kollagenabbau reduzieren [Nsimba et al.
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2008]. Da die Dermis hauptsachlich aus Kollagen besteht, kann ein herabgesetzter
Kollagenabbau mit einer Zunahme der Dermisdicke korrelieren. Hinzu kommt eine positive
Wirkung von Ecd auf die Proliferation von humanen dermalen Fibroblasten in vitro [Prete
1997]. Allerdings kann uber eine Dickenzunahme der Dermis nicht auf die qualitative
Beschaffenheit der Dermis geschlossen werden. Es wird vorausgesetzt, dass die intakte
Gruppe die funktionell und strukturell gesunde Haut reprasentiert. Da die intakten Tiere
durchschnittlich eine dinnere Dermis als die Kontrolltiere aufweisen, kann eine diinnere
Dermis nicht mit einer verschlechterten Hautbeschaffenheit gleichgesetzt werden.

Beim Herstellen der Organschnitte zeigte sich die Haut, und dort insbesondere die Dermis,
aufgrund ihres schichtartigen Aufbaus insgesamt als ein eher instabiles Gewebe, welches
bei Kontakt mit Wasser sich ausdehnte. Daher kann die Vermutung aufgestellt werden, dass
die Dermis der intakten und der mit Ecd behandelten Tiere aufgrund einer kompakteren
Anordnung der Kollagenfasern eine hohere Stabilitat aufweist als die der Kontrolltiere,
wahrend die Dermis der Kontrolltiere weniger stabil erscheint und bei Kontakt mit Wasser
sich ausweitet. Ahnliche Probleme bei der Herstellung von Hautpraparaten wurden auch von
Ehrhardt [2009] in ihrer Arbeit beschrieben, wo die Haut von ovarektomierten Ratten
instabiler war als die der intakten Tiere. Die Bestimmung der Dichte, Anzahl und Anordnung
kollagener und elastischer Fasern konnte weitere Informationen uUber die strukturelle

Zusammensetzung der Dermis liefern.

4.4.3.2. Dermisdicke der weiblichen Ratten

Die dunnste Dermis weisen die Kontrolltiere auf (Abb. 19). Postmenopausal kommt es durch
den Mangel an Ostrogenen zu einer Abnahme sowohl des Kollagengehalts als auch an
Glykosaminoglykanen [Brincat et al. 2000]. Diese Veranderungen resultieren in einer
dinneren Dermis. Inwiefern sich die Ovarektomie auf die Dermis der weiblichen Ratten
ausgewirkt hat, kann aufgrund des Fehlens einer intakten Gruppe in dem vorliegenden
Versuch nicht beurteilt werden.

Unter Ecd-Applikation kommt es bei den weiblichen Tieren zu einer dosisabhangigen
Zunahme der Dermisdicke (Abb. 19). Diese Veranderung ist unter der hochsten Dosierung
von taglich 10 mg/Tier (Ecd 10+ovx) signifikant. Eine dickere Dermis unter Ecd konnte
bereits in einem vorherigen Versuch mit weiblichen ovarektomierten Ratten beobachtet
werden [Ehrhardt et al. 2011]. Dort kam es allerdings nur unter der hdchsten Dosierung von
116 mg/Tier zu einer signifikanten Zunahme. Diese Beobachtung lasst eine U-férmige Dosis-
Wirkungs-Beziehung vermuten mit einer maximal positiven Wirkung von Ecd auf die
Dermisdicke bei sehr hohen und bei niedrigen Konzentrationen. Insgesamt stimmen bei den
weiblichen Tieren die absoluten Werte mit den relativen Werten der Dermisdicke (Abb. 22)

Uiberein, da sich kaum Differenzen in den Gesamtdicken zeigen.
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Zusammenfassend zeigt sich ein positiver Effekt von Ecd auf die Dermisdicke, allerdings
missten auch hier weitere Untersuchungen gemacht werden, um zu erforschen, welche
Veranderungen zu einer Dickenzunahme fuhren. Mogliche Erklarungen wéren eine Zunahme

des Kollagengehalts und/oder auch eine vermehrte Produktion von Glykosaminoglykanen.

4.4.4, Subkutane Fettschichtdicke

Die subkutane Fettschicht (Subkutis) dient dem Korper als Warmeisolator, als mechanisches
Schutzpolster und als Energiespeicher (Depotfett). Durch den Sexualhormonmangel kommt
es im Alter zu einer Zunahme der Fettmasse, von der auch das subkutane Fettgewebe
betroffen ist [Katznelson et al. 1998, Gambacciani et al. 1997]. Die Akkumulation von
subkutanem Fettgewebe geht mit einem erhdhten metabolischen Risikoprofil einher,
insbesondere mit erhdhten Gesamtcholesterinspiegeln und einer verminderten
Insulinsensitivitat, wodurch die Entstehung des MetS beginstigt wird [Gower et al. 2006,
Goodpaster et al. 1997]. Daher ist die Reduktion des subkutanen Fettgewebes ein wichtiger
Faktor zur Pravention metabolisch bedingter Erkrankungen wie Diabetes mellitus und

Atherosklerose.

4.4.4.1. Subkutane Fettschichtdicke der mannlichen Ratten

Die subkutane Fettschicht ist in allen Versuchsgruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe
signifikant reduziert (Abb. 14). Auch relativ macht diese Schicht einen geringeren Anteil an
der Gesamtdicke sowohl bei den intakten als auch bei den mit Ecd behandelten Tieren
gegenuber den Kontrolltieren aus (Abb. 16). Bisher wurde mehrfach eine Zunahme der
Fettmasse und damit auch eine Zunahme des subkutanen Fettgewebes nach Orchiektomie
bei Ratten und Mausen dokumentiert [Faust et al. 1984, Azzi et al. 2005]. Diese Ergebnisse
stimmen mit den Beobachtungen der vorliegenden Studie Uberein, in der die intakten Tiere
eine signifikant diinnere subkutane Fettschicht aufweisen als die Kontrolltiere (Abb. 14).
Diese Folgen des experimentell induzierten Androgendefizits sind auch beim PADAM zu
beobachten. Infolge des Hormonmangels kommt es bei den betroffenen Mannern zu einer
Zunahme der subkutanen Fettmasse [Katznelson et al. 1998]. Auch Abate et al. [2002]
konnten eine negative Korrelation zwischen Testosteronspiegeln und subkutaner Fettmasse
bei Mannern beweisen. Der reduzierende Effekt von Androgenen auf das Fettgewebe ist am
ehesten auf eine vermehrte Expression der hormonsensitiven Lipase und somit auf eine
Stimulation der Lipolyse zuriickzufuhren [Wu und Eckardtstein 2003].

Wie in Abb. 14 deutlich wird, konnte unter Ecd-Applikation die subkutane Fettschicht
signifikant reduziert werden. Die fettreduzierende Wirkung ist unter der niedrigsten Ecd-

Dosierung am starksten ausgepragt. Bereits in vorherigen Versuchen an weiblichen Ratten
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konnte eine fettreduzierenden Wirkung von Ecd sowohl auf die subkutane Fettschicht
[Ehrhardt et al. 2011] als auch auf andere Fettdepots gezeigt werden [Seidlova-Wuttke et al.
2010a]. Kongruent zu den Beobachtungen der vorliegenden Studie war der fettreduzierende
Effekt auf die Subkutis ebenfalls in den Vorversuchen unter der niedrigsten verabreichten
Dosis am starksten ausgepragt [Ehrhardt 2009; siehe methodischer Anhang, S. 90]. Da in
den Dbisherigen Studien eine positive Korrelation zwischen subkutanem und
intraabdominalem (viszeralem) Fettgewebe unter Ecd-Applikation beobachtet werden konnte
[Ehrhardt 2009], kann auch in dem vorliegenden Versuch parallel von einer positiven
Wirkung auf das intraabdominelle Fettgewebe ausgegangen werden. Allerdings fand der
Vorversuch lediglich an weiblichen Ratten statt. Inwiefern dieser Effekt auf die mannlichen
Tiere Ubertragen werden kann, ist unklar. Der genaue Mechanismus, Uber den Ecd
reduzierend auf das Fettgewebe wirkt, ist bisher nicht geklart. Es konnte eine inhibierende
Wirkung von Ecd auf die Lipidbiosynthese und auf den Umsatz von TAGs im Fettgewebe
gezeigt werden [Catalan et al. 1985]. Es ist jedoch ungeklart, inwiefern diese Effekte Einfluss

auf die Verteilung des Korperfetts haben.

4.4.4.2. Subkutane Fettschichtdicke der weiblichen Ratten

Auch bei den weiblichen Ratten weist die Kontrollgruppe die dickste subkutane Fettschicht
auf (Abb. 20). Dies ist in Ubereinstimmung mit bisherigen Tierversuchen. So besalen die
ovarektomierten Ratten in einem Versuch von Ehrhardt et al. [2011] ebenfalls eine signifikant
dickere Subkutis als die intakten Tiere. Auch bei M&usen nahm die Dicke der subkutanen
Fettschicht nach Ovarektomie zu [Azzi et al. 2005]. Diese Beobachtungen sind kongruent zu
den postmenopausalen Verdnderungen, die ebenfalls zu einer Zunahme der Fettmasse
fihren [Gambacciani et al. 1997]. Allerdings ist aufgrund von Fehlen eines Vergleichswertes
unklar, inwiefern die Kontrolltiere in dem vorliegenden Versuch durch die Ovarektomie an
Fettmasse zugenommen haben.

Auch unter den sehr niedrigen Konzentrationen, in denen den weiblichen Ratten die
Testsubstanz verabreicht wurde, kommt es noch zu einer signifikanten Reduktion der
subkutanen Fettschicht (Abb. 20). In einem vorherigen Versuch mit ovarektomierten Ratten
war noch unter der niedrigsten Dosierung (18 mg/Tier/d) ebenfalls ein signifikant
fettreduzierender Effekt von Ecd zu beobachten [Ehrhardt 2009; siehe methodischer
Anhang, S. 90]. Insofern stimmen die Ergebnisse dieser Studie mit denen des vorherigen
Versuches Uberein.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass Ecd auch noch in sehr niedrigen

Konzentrationen einen signifikant positiven Effekt auf das subkutane Fettgewebe besitzt.
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Da in dieser Studie Ecd unter der niedrigsten Dosierung in den meisten anderen Schichten
der Haut keine signifikanten Veranderungen hervorrufen konnte, kann davon ausgegangen
werden, dass das subkutane Fettgewebe besonders empfindlich gegeniber Ecd reagiert.

4.45, Subkutane Muskelschichtdicke

Die subkutane Muskelschicht, in der Literatur manchmal auch als Panniculus carnosus
bezeichnet, besteht aus quergestreifter Muskulatur. Die Funktion dieser Hautmuskulatur ist
beim Menschen nicht eindeutig geklart. Bei einigen Séugetieren, wie z.B. auch der Ratte,
kommt sie im Bereich des Rumpfes vor und ermdglicht Hautzuckungen. Beim Menschen
sind solche Hautmuskeln nur rudimentér im Bereich des Halses als Platysma vorhanden
[Hoffmann- La Roche AG und Urban & Schwarzenberg 1993]. Weitere oberflachliche
Muskeln, die &quivalent zum Panniculus carnosus sind, sind z.B. der Musculus frontalis und
der Musculus orbicularis oculi [Tanaka et al. 2010]. Inwiefern die gemessene subkutane
Muskelschichtdicke der Ratten in der vorliegenden Studie auf die Hautmuskeln des

Menschen Ubertagen werden kann, ist noch nicht eindeutig geklart.

4.4.5.1. Subkutane Muskelschichtdicke der mannlichen Ratten

Die dickste subkutane Muskelschicht weisen die Tiere der Kontrollgruppe auf (Abb. 15). Die
intakten Tiere haben eine geringfligig dinnere Muskelschicht als die Kontrolltiere. Diese
Beobachtung steht im Widerspruch mit der in der Literatur beschriebenen anabolen Wirkung
von Androgenen auf die Skelettmuskulatur. Die Applikation von Androgenen fiihrt sowohl
beim Menschen als auch bei der Ratte (Uber eine Zunahme der
Muskelfaserquerschnittsflache zu einem hdéheren Muskelvolumen [Sinha-Hikim et al. 2002,
Krotkiewski et al. 1980]. Daher kommt es auch unter Androgenmangel wie beim PADAM zu
einer Reduktion der Muskelmasse, welche stark mit den sinkenden Testosteronspiegeln
korreliert [Baumgartner et al. 1999b]. Allerdings wurden in diesen Studien lediglich die
Skelettmuskulatur bertcksichtigt und nicht die Hautmuskulatur. Demnach koénnen die
Ergebnisse dieser Arbeit nicht direkt mit denen aus vorherigen Studien verglichen werden.
Da die Effekte von einer Testosteronsubstitution regional unterschiedlich sind, ist es auch
nicht auszuschlieen, dass in anderen Korperregionen und anderen Muskelpartien die
intakten Tiere eine hohere Muskelmasse aufweisen als die Kontrolltiere.

Wie in Abb. 15 ersichtlich wird, fuhrt die Applikation von Ecd bei den mannlichen Ratten zu
einer mit steigender Dosierung zunehmenden Abnahme der subkutanen Muskelschicht.
Auch diese Beobachtung kann mit den bisher bekannten Effekten von Ecd auf die
Muskulatur nicht eindeutig erklart werden. In mehreren Versuchen konnte eine anabole

Wirkung von Ecdysteroiden auf die Muskulatur demonstriert werden. Ecdysteroide erhdéhen
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durch eine Steigerung der Proteinsynthese die Muskelmasse [Dinan und Lafont 2006,
Seidlova-Wuttke et al. 2010a, Gorelick-Feldman et al. 2008]. Dies konnte z.B. an einer
Zunahme des Gewichts bestimmter Muskeln gezeigt werden [Syrov und Kurmukov 1976]. In
einer aktuellen Arbeit mit intakten mannlichen Ratten resultierte die Applikation von Ecd
ebenfalls in einer Steigerung der Muskelmasse sowie einer Zunahme der Muskelfaserflache
mit einer proportional erhdhten Anzahl an myonuklearen Zellen [Téth 2010]. Die Wirkung auf
die Muskelfasern unter Ecd zeigte dabei eine muskelspezifische Wirkung. Diese Studien
haben sich allerdings Uberwiegend mit der Skelettmuskulatur beschéftigt und wurden an
intakten Tieren oder in vitro durchgefiihrt. Eine direkte Ubertragung der positiven Wirkung
auf die Hautmuskulatur, insbesondere im Hinblick auf die oben genannte muskelspezifische
Wirkung, ist daher nicht méglich. Bisher konnte nur eine Studie eine Dickenzunahme der
subkutanen Muskelschicht nach Ecd-Gabe nachweisen [Ehrhardt et al. 2011]. Dieser
Versuch wurde jedoch mit weiblichen Ratten durchgefiihrt. Da sich die Muskulatur zwischen
den beiden Geschlechtern morphologisch unterscheidet [Bjérntorp 1989], kann bei
mannlichen Tieren nicht die gleiche Wirkung erwartet werden. Weitere genauere
morphologische  Untersuchungen  konnten  Aufschluss daruber geben, welche
Muskelfasertypen der subkutanen Muskulatur sich unter dem Einfluss von Ecd verandern.

Inwiefern die Dickenabnahme bei den Ratten Auswirkungen auf die Qualitat der subkutanen
Muskulatur hat, ist unklar. Tanaka et al. [2010] beobachteten nach Infrarotbestrahlung der
Stirn von Patienten eine Ptosis der Augenbrauen. Diese ist am ehesten auf eine
herabgesetzte Kontraktionsfahigkeit des Musculus frontalis zurtickzuftihren, welcher
aufgrund der Bestrahlung dinner wurde. Daher kann bei einer diinneren Schicht auch von

einer geringeren Funktionalitdt ausgegangen werden.

4.4.5.2. Subkutane Muskelschichtdicke der weiblichen Ratten

Bei den weiblichen Ratten zeigen sich keine Unterschiede zwischen den einzelnen
Versuchsgruppen in den Dicken der subkutanen Muskelschicht (Abb. 21). In einer Studie mit
ovarektomierten Mausen fiihrte die Substitution von Ostrogenen (iber ein subkutanes
Implantat zu einer Dickenzunahme der subkutanen Muskelschicht [Coppola und O’Connell
1989]. Ein &hnlicher Effekt zeigte sich in Versuchen mit ovarektomierten Ratten, die Uber drei
Monate E, p.o. appliziert bekamen [Ehrhardt 2009]. Inwiefern der Ostrogenmangel die
Muskelmasse der postmenopausalen Frau tatsédchlich beeinflusst ist in der Literatur
umstritten [Baumgartner et al. 1999b].

In einem Vorversuch fihrte die Gabe von Ecd zu einer Dickenzunahme der subkutanen
Muskelschicht. Dieser Effekt war allerdings nur unter der hoéchsten Dosierung signifikant
[Ehrhardt 2009; siehe methodischer Anhang, S. 90].
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Zusammenfassend kann gesagt werden, dass bei den weiblichen Ratten des vorliegenden
Versuchs die applizierten Dosierungen der Testsubstanz wahrscheinlich zu niedrig gewahlt
worden sind, um eine anabole und damit dhnliche Wirkung wie Ostrogene auf die subkutane

Muskulatur zu erreichen.

4.4.6. Proliferation epidermaler Keratinozyten mannlicher Ratten

Zur Beurteilung der Proliferation epidermaler Keratinozyten sowie der Zellen der
Haartalgdriseneinheit wurde die immunhistochemische Darstellung des
Proliferationsmarkers PCNA (proliferating cell nuclear antigen) durchgefuihrt. Wahrend der
Synthesephase des Zellzyklus wird dieses Antigen im Nucleus exprimiert. Neben seiner
essentiellen Rolle in der DNA-Replikation hat das PCNA auch Einfluss auf die DNA-
Reparaturmechanismen [Kelman 1997]. Durch die Bindung spezifischer Antikdrper kann
dieses Antigen nachgewiesen werden und ermdglicht die Darstellung von Zellen, die sich auf
die Zellteilung vorbereiten.

Die Epidermis der intakten Tiere weist einen leicht hoheren Anteil an PCNA-positiven Zellen
im Vergleich zu der der Kontrolltiere auf (Abb. 23). In den Epidermisdicken zeigt sich
allerdings kein Unterschied zwischen den beiden Gruppen (Abb. 12). Einen @hnlichen Effekt
beobachtete Ebling [1957], der ebenfalls keinen signifikanten Unterschied in der Proliferation
epidermaler Zellen zwischen kastrierten und intakten mannlichen Ratten dokumentierte.
Allerdings fihrte in demselben Versuch bei den kastrierten Tieren die Substitution von
Testosteron zu einer doppelt so hohen Anzahl an Mitosen im Vergleich zu den
unbehandelten orchiektomierten Ratten. In einer weiteren Studie mit mannlichen kastrierten
Ratten resultierte die subkutane Injektion von Testosteron ebenfalls in einer erhdhten
mitotischen Aktivitat in der Epidermis [Eartly et al. 1951]. Exogen applizierte Androgene
scheinen einen anderen Effekt auf die Epidermis zu besitzen als endogen produzierte.

Die Gabe von Ecd fiihrt zu einer signifikant hdheren Anzahl an PCNA-positiven Zellen in der
Epidermis im Vergleich zur Kontrollgruppe (Abb. 23). Diese Beobachtung ist kongruent zu
bisherigen Studienergebnissen. In einem Versuch mit weiblichen kastrierten Ratten kam es
ebenfalls nach Verabreichung von Ecd tber drei Monate zu einem Anstieg der epidermalen
Proliferation [Ehrhardt 2009; siehe methodischer Anhang, S. 90]. In einem weiteren Versuch
konnte eine Stimulation der Epithelzellproliferation in experimentell verwundeter Haut bei
Hasen durch Ecd nachgewiesen werden [Hou et al. 2007].

Es ist eine glockenformige Wirkung der Testsubstanz auf die epidermale Proliferation zu
erkennen mit dem hochsten Grad der Zellteilung in der Gruppe Ecd 22+orx.
Erstaunlicherweise besitzt diese Gruppe jedoch nicht die dickste Epidermis (Abb. 12). Diese
Beobachtung lasst die Vermutung aufkommen, dass Ecd sowohl die Proliferation als auch

den Untergang der Keratinozyten stimuliert und somit zu einem erhghten Zellumsatz in der
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Epidermis fuhrt. Dadurch lasst sich auch erklaren, dass die Gruppe Ecd 11+orx trotz
vermehrter Proliferation eine diinnere Epidermis im Vergleich zu der Kontrollgruppe aufweist
(Abb. 12). Bei niedrigeren Dosierungen miuisste demnach der Verlust von Keratinozyten
Uberwiegen. Es ist allerdings unklar, ob der Zellverlust durch Abschilferung oder durch
Apoptose verursacht wird. Die Darstellung von Apoptose-Markern konnte Aufschluss tber
den Mechanismus geben. Unter einer Steigerung der Dosierung kommt es zu einer
Zunahme der Proliferation, welche in einer Dickenzunahme der Epidermis resultiert
(Abb. 12). Da die Gruppe Ecd 67+orx zwar die dickste Epidermis, jedoch nicht den hdchsten
Grad der Proliferation aufweist, kann weiterhin vermutet werden, dass der Keratinozyten-
reduzierende Effekt von Ecd mit einer Steigerung der Dosierung abnimmt. Der
Wirkmechanismus Uber den Ecd die Proliferation epidermaler Keratinozyten beeinflusst ist
bisher unerforscht. Falls der Einfluss von Ecd auf die kutane Homoostase in zuklnftigen
Versuchen bestatigt werden kann, kénnte Ecd als Therapiealternative bei Hauterkrankungen
mit gestorter Verhornung wie z.B. Psoriasis oder Ichthyosis eine Rolle spielen.

Aufgrund der geringen Fallzahlen fur die Auswertung kam es zu einer gro3en Streuung um
den Mittelwert. Daher sollten die Ergebnisse der PCNA Messung nur bedingt interpretiert
werden. Ein weiterer Aspekt der Auswertung liegt in der Subjektivitdt der Messmethode
(siehe Material und Methoden, S. 31). Allerdings wurden alle Auswertungen von ein und

derselben Person durchgefuhrt.

4.4.7. Proliferation in der Haartalgdriiseneinheit mannlicher Ratten

Bei den ausgewerteten Zellen handelt es sich um vitale Epithelzellen der
Haartalgdriseneinheit, welche in der &ufReren Wurzelscheide und den Ausfihrungsgéngen
der Talgdriisen vorkommen.

Die intakten Tiere weisen nur eine leicht hohere Anzahl an PCNA-positiven Zellen in der
Haartalgdriiseneinheit im Vergleich zu den Kontrolltieren auf (Abb. 24). Androgene nehmen
Einfluss auf das Haarwachstum und auf die Talgproduktion. So kommt es z.B. in der
Pubertat unter steigenden Androgenspiegeln zu einer VergroRerung der Talgdrisen und zu
einer Dickenzunahme der Haare (Terminalhaare) [Deplewski und Rosenfield 2000]. Sie
spielen daher eine wichtige Rolle sowohl fiir die Haarfollikel als auch fur die Talgdrisen. Es
ist schon lange bekannt, dass Testosteron abhangig von der Kérperregion einen
stimulierenden Effekt auf die Proliferation von Sebozyten und somit auf die Talgproduktion
hat [Ebling 1957, Akamatsu et al. 1992]. Ein gleichzeitig positiver Einfluss von Androgenen
auf die Epithelzellen der Ausfuhrungsgénge der Talgdrisen ist wahrscheinlich, da diese
ebenfalls den AR exprimieren [Choudhry et al. 1992]. Im Hinblick auf die Keratinozyten der
aulReren Wurzelscheide haben Androgene keinen direkten stimulierenden Effekt auf die

Proliferation [Deplewski und Rosenfield 2000]. Der wachstumsmodulierende Effekt von

72



4 Diskussion

Androgenen auf Zellen des Haarfollikels wird am ehesten durch die androgenabhangige
Ausschuittung von Wachstumsfaktoren aus Zellen der dermalen Papille vermittelt [Itami et al.
1995a]. Itami et al. [1995b] konnten in vitro eine Stimulation der Zellproliferation in der
aulleren Wurzelscheide durch Testosteron beobachten, wenn diese mit Zellen der dermalen
Papille von Bart- und Achselhaaren kokultiviert wurden. Allerdings fiel der
proliferationsstimulierende Effekt von Testosteron bei einer Kokultivierung mit Zellen der
dermalen Papille von Kopfhaaren aus. Dies verdeutlicht die androgene Wirkung in
Abhangigkeit von der Lokalisation und vom Haartyp (Sexualhaare/Nichtsexualhaare).
Vermutlich variiert die Anzahl PCNA-positiver Zellen an den unterschiedlichen Kérperstellen
der intakten Ratten abhangig von ihrer Androgensensitivitdt und ist in anderen Regionen
hoher.

Unter Ecd-Applikation kommt es dosisabhangig zu einer signifikanten Zunahme der
Zellproliferation in der Haartalgdriiseneinheit (Abb. 24). Die hochste Anzahl an PCNA-
positiven Zellen weisen ahnlich wie bei der Epidermis die Tiere der Gruppe Ecd 22+orx auf.
Bisher gibt es nur sehr wenige Studien und Literatur Gber die Wirkung von Ecd auf die
Haartalgdriseneinheit. Ecd hat insgesamt einen positiven Effekt auf die Beschaffenheit der
Haare. So soll Ecd das Nachwachsen von Haaren stimulieren [Bernard und Gautier 2005].
Des Weiteren werden durch Ecd in vitro das Uberleben von einzelnen Haarfollikeln und die
Aufrechterhaltung der mitotischen Aktivitat im Haarfollikel sowie der
Differenzierungsprogamme in Zellen der inneren und &uferen Wurzelscheide begunstigt
[Bernard und Gautier 2005]. Die Funktion der Zellen der auf3eren Wurzelscheide ist nicht
eindeutig geklart. Es wird jedoch angenommen, dass sie bei der Entstehung eines neuen
Haarfollikels eine wichtige Rolle spielen [Inaba et al. 1979].

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass Ecd einen protektiven Effekt auf den
Haarfollikel und das Haarwachstum hat. In weiteren Versuchen kdnnten, &hnlich wie bei den
Androgenen, regionale Unterschiede in der Wirkung von Ecd auf die Proliferation untersucht

werden. Solche Unterschiede kdnnten Hinweise auf den Wirkmechanismus von Ecd geben.

4.4.8. Geschlechtsabhéngiger Vergleich der 3-Ecdysonwirkung auf die Haut

Die Gabe von Ecd fuhrt bei den ménnlichen und weiblichen Ratten zu unterschiedlichen
Effekten in der Haut. Da bei den Versuchstieren, die Ecd erhalten, aufgrund der
Gonadektomie keine Produktion der Sexualhormone stattfindet, welche einen
geschlechtsabhéngigen Unterschied beeinflussen konnten, ist von einer
geschlechtsspezfischen Wirkung von Ecd auszugehen.

Bei beiden Geschlechtern reagiert die Epidermis unter Ecd bei ahnlich niedrigeren
Konzentrationen von 11mg/Tier/d bei den mannlichen und von 10 mg/Tier/d bei den
weiblichen Ratten mit einer Abnahme der Schichtdicke (Abb. 12 und Abb. 18). Unter
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Steigerung der Dosierung kommt es zu einer Zunahme der Epidermisdicke. Bei den
mannlichen Versuchstieren wird ein signifikanter Unterschied bei 67 mg/Tier/d deutlich, bei
den weiblichen erst bei 118 mg/Tier/d [Ehrhardt 2009].

Die Dermis hingegen verhéalt sich unter Ecd-Applikation bei beiden Geschlechtern sogar
gegensatzlich. Wahrend die Dermisdicke unter Ecd bei den mannlichen Tieren abnimmt
(Abb. 13), fuhrt Ecd bei den weiblichen Ratten zu einer Dickenzunahme (Abb. 19). Es kann
demnach davon ausgegangen werden, dass Ecd nicht die gleiche Wirkung auf die mannliche
und die weibliche Dermis hat und vermutlich zu unterschiedlichen strukturellen
Veranderungen fihrt, die es noch genauer abzuklaren bedarf.

Eine reduzierende Wirkung von Ecd auf die subkutane Fettschicht kann bei beiden
Geschlechtern beobachtet werden (Abb. 14 und Abb. 20). Vergleicht man jedoch die
Differenz zwischen der Kontrollgruppe und der Ecd-Gruppe bei dem jeweiligen Geschlecht
unter ahnlichen Dosierungen (bei den mannlichen Tieren 11 mg/Tier/d und bei den
weiblichen Tieren 10 mg/Tier/d), wird deutlich, dass der fettreduzierende Effekt von Ecd bei
den mannlichen Tieren starker ausgepragt ist als bei den weiblichen. Die subkutane
Fettschicht der méannlichen Tiere reagiert demnach empfindlicher gegentber Ecd als die der
weiblichen.

Die subkutane Muskelschicht bleibt bei beiden Geschlechtern im vorliegenden Versuch
unter vergleichbaren Dosierungen (mannliche Tiere: 11 mg/Tier/d, weibliche Tiere: 10
mg/Tier/d) unbeeinflusst (Abb. 15 und Abb. 21). Bei den mannlichen Ratten fuhrt jedoch eine
Steigerung der Dosierung zu einer Abnahme der Muskelschichtdicke (Abb. 15), wahrend es
bei den weiblichen in einem Vorversuch zu einer Zunahme der Muskulatur kam [Ehrhardt
2009]. Diese gegensatzliche Wirkung kann auf den unterschiedlichen morphologischen
Aufbau der Muskulatur zwischen den beiden Geschlechtern zurtckzufiihren sein [Bjorntorp
1989].

Zusammenfassend zeigt sich insgesamt bei den beiden Geschlechtern eine unterschiedliche
Wirkung und auch Empfindlichkeit gegentiber Ecd. Sowohl in der Dermis als auch in der
subkutanen Muskelschicht fihrt Ecd zu gegensatzlichen Effekten zwischen den mannlichen
und den weiblichen Tieren. In Bezug auf die subkutane Fettschicht und die Epidermis zeigt
das mannliche Geschlecht durchschnittlich eine héhere Empfindlichkeit gegentiber Ecd, da

im Vergleich zu den Weibchen bereits niedrigere Dosierungen zum gleichen Effekt fuhren.

74



4 Diskussion

4.5. Die Serumlipide

45.1. Cholesterin

Die Abnahme der Sexualhormonkonzentrationen im Alter begilnstigt die Entstehung eines
atherogenen Lipidprofils. In mehreren Studien konnte eine signifikante Korrelation zwischen
erhohten Serumcholesterinwerten und einer KHK nachgewiesen werden [Benfante und Reed
1990, Harris et al. 1988]. Hypercholesterindmie gilt somit als Pradiktor fur die ischdmische
Herzkrankheit. Bei der Ratte macht das HDL-Cholesterin (HDL-C) den grofdten Teil des
Gesamtcholesterins aus [Lundeen et al. 1997]. Daher sind in dem vorliegenden Versuch
erhdhte Serumcholesterinwerte nicht mit einem erhdhten Risiko fur kardiovaskulare

Erkrankungen gleichzusetzen, wie es beim Menschen jedoch der Fall wére.

4.5.1.1. Cholesterinspiegel der mannlichen Ratten

Die intakten Tiere weisen signifikant niedrigere Serumcholesterinspiegel auf als die
Kontrolltiere (Abb. 25). Dieser Unterschied stimmt mit den Verdnderungen beim
androgendefizienten Mann Uberein. Aufgrund des Testosteronmangels kommt es zu einer
Erhohung des Gesamtcholesterins [Simon D et al. 1997], das durch die Substitution von
Testosteron wieder gesenkt werden kann [Tenover 1992, Zgliczynski et al. 1996]. Allerdings
sind bei der Ratte die Unterschiede in den Cholesterinspiegeln am ehesten auf
Veranderungen der HDL-Konzentrationen zuriickzufihren (Abb. 28), wahrend beim
Menschen das LDL-Cholesterin (LDL-C) die Serumcholesterinwerte am starksten beeinflusst
(s.0.).

Die Behandlung mit Ecd fuhrt bei den mannlichen Versuchstieren zu keinen signifikanten
Veranderungen der Serumcholesterinwerte (Abb. 25). Es sind allerdings Tendenzen zu
geringeren Werten unter der niedrigsten Dosierung zu erkennen. Dies wirde die bisherigen
Ergebnissen in der Literatur, die einen cholesterinsenkenden Effekt von Ecdysteroiden
beschreiben, bestatigen [Lupien et al. 1969, Mironova et al. 1982, Syrov et al. 1983]. Dabei
korreliert die hypocholesterinamische Aktivitat positiv mit der Anzahl an Hydroxylgruppen des
Molektls [Mironova et al. 1982]. Die Reduktion des Cholesterins durch Ecd ist am ehesten
auf eine verminderte Biosynthese und einen gesteigerten Katabolismus zuriickzufihren
[Uchiyama und Yoshida 1974]. Der genaue Mechanismus, tber den Ecd die Cholesterin-
Biosynthese hemmt, ist bisher nicht genau geklart. Catalan et al. [1985] vermuten jedoch
einen Zusammenhang zwischen einem herabgesetzten Einbau von C**-Acetat in Cholesterin
in der Leber und den reduzierten Cholesterinwerten. Auch ein Einfluss auf die
Phosphorylierung sowie Dephosphorylierung und damit Aktivierung bzw. Deaktivierung von

Enzymen, die in der Cholesterinsynthese beteiligt sind, durch Ecd kénnten eine Rolle spielen
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[Catalan et al. 1985]. Des Weiteren stimuliert Ecd die Umwandlung von Cholesterin zu
Gallensauren und erhoht somit dessen Ausscheidung [Syrov et al. 1986]. In einem Versuch
mit weiblichen Ratten fuhrte die Applikation von Ecd nach Ovarektomie zu niedrigeren
Cholesterinwerten im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe [Seidlova-Wuttke et al.
2010a]. Es ist anzunehmen, dass geringere Konzentrationen der Testsubstanz zu einem
cholesterinsenkenden und damit androgenéhnlichen Effekt fihren. Ein weiterer Versuch mit
niedrigeren Dosierungen konnte Aufschluss Uber eine tatséchliche cholesterinsenkende

Wirkung von Ecd bei mannlichen Ratten geben.

4.5.1.2. Cholesterinspiegel der weiblichen Ratten

Bei den weiblichen Ratten zeigen sich keine signifikanten Unterschiede in den
Gesamtcholesterinwerten zwischen den einzelnen Versuchsgruppen (Abb. 29). Durch die
Ovarektomie kommt es zu einer Erhéhung des Serumcholesterins [Liu und Bachmann 1998].
Auch postmenopausal kommt es bei den Frauen zu einer Steigerung der Cholesterinwerte
im Vergleich zu pramenopausal [Jensen et al. 1990]. Durch eine Hormonersatztherapie mit
Ostrogenen konnen die Cholesterinwerte wieder reduziert werden [Karjalainen et al. 2000].
Die Testsubstanz Ecd fihrt bei den weiblichen Ratten zu keinen Veranderungen des
Gesamtcholesterins im Vergleich zur Kontrollgruppe (Abb. 29). In einem Vorversuch kam es
unter der niedrigsten Dosierung, welche ca. 18 mg/Tier/d entsprach, zu einer signifikanten
Abnahme, wahrend keine Veranderungen unter hdheren Konzentrationen zu beobachten
waren [Seidlova-Wuttke et al. 2010a]. Diese Ergebnisse fiihrten zu der Annahme, dass
geringere Dosierungen einen stéarkeren cholesterinsenkenden Effekt besitzen. Dies ist nach
Berlcksichtigung der Ergebnisse der vorliegenden Studie nicht der Fall. Am ehesten liegt
demnach eine U-férmige Dosis-Wirkungsbeziehung vor mit Ausbleiben eines signifikanten
Effekts unter sehr hohen und sehr niedrigen Ecd-Konzentrationen.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Dosierungen in dem vorliegenden
Versuch zu niedrig gewahlt wurden, um einen cholesterinsenkenden Effekt im Serum zu
erreichen. Es ist jedoch nicht auszuschlie3en, dass es in den vorliegenden Konzentrationen
zu einer Reduktion der Cholesterinwerte in der Leber kommt, da Lupien et al. [1969] unter
sehr niedrigen Dosierungen eine cholesterinsenkende Wirkung in der Leber durch Ecd

nachweisen konnte, wahrend die Cholesterinwerte im Serum unverandert blieben.
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45.2. Triacylglycerin (TAG)

TAGs werden im Korper in den Adipozyten des weillen Fettgewebes als Depotfett zur
Energielieferung gespeichert. Mit zunehmendem Alter kommt es zu einer Zunahme der TAG-
Werte im Blut. TAGs haben einen atherogenen Effekt und erhdhen ahnlich wie Cholesterin
das Risiko fur eine KHK [Sarwar et al. 2007]. Die Hypertriacylglycerinamie tritt h&ufig
gemeinsam mit weiteren Symptomen im Rahmen des MetS auf (siehe Kapitel 1.1.3., S. 3).

4.5.2.1. Triacylglycerinwerte der mannlichen Ratten

Es sind keine Unterschiede in den TAG-Werten im Serum zwischen den intakten und den
Kontrolltieren sichtbar (Abb. 26). Dies stimmt mit den bisher bekannten Effekten von
Androgenen auf die TAG-Werte beim Menschen nicht tberein. In mehreren Studien konnte
durch die Gabe von Androgenen die TAG-Konzentrationen im Blut bei den
Versuchsteilnehmern reduziert werden. Dies war sowohl bei hypogonadalen Méannern der
Fall [Swerdloff und Wang 2003] als auch bei Bodybuildern [Thompson et al. 1989].
Thompson et al. [1989] vermuten eine TAG-reduzierende Wirkung durch Androgene am
ehesten Uber die Aktivierung der HL und der LPL. Diese Einfliisse konnten allerdings nur bei
oraler Applikation und bei supraphysiologischen Dosierungen gesehen werden. Passend zu
diesen Erkenntnissen sind die niedrigen Testosteronspiegel beim alternden Mann mit
erhohten TAG-Werten assoziiert [Zmuda et al. 1997, Simon D et al. 1997]. In
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der vorliegenden Studie fuihrte allerdings in einem
Versuch mit mannlichen kastrierten Ratten sogar die Gabe von Testosteron in
supraphysiologischen Konzentrationen zu keinen signifikanten Veranderungen der TAG-
Werte im Serum [Vanderschueren et al. 2000]. Dies ware kongruent zu den Beobachtungen
von Peinado-Onsurbe et al. [1993], der in orchiektomierten Ratten keinen signifikanten Effekt
von Androgenen auf die LPL-Aktivitat feststellen konnte und somit die TAG-Konzentrationen
unbeeinflusst blieben. Ob tatsachlich ein Unterschied im TAG-Metabolismus zwischen Ratte
und Mensch vorhanden ist oder ob die Diskrepanzen zwischen dieser Studie und den
bisherigen Ergebnissen Uber die androgene Wirkung auf die TAG-Werte beim Menschen auf
die unterschiedlichen Studiendesigns zurickzufihren ist, bedarf genauerer Erforschung.

Unter dem Einfluss von Ecd kommt es zu keinen Veréanderungen der TAG-Werte im Serum
(Abb. 26). Dieses Ergebnis stimmt mit denen vorheriger Versuche Uberein. Bei weiblichen
ovarektomierten Ratten fiihrte eine dreimonatige Applikation von Ecd ebenfalls zu keinen
signifikanten Unterschieden gegeniiber der unbehandelten Kontrollgruppe [Seidlova-Wuttke
et al. 2010a]. Der Mechanismus, tber den Ecd den Lipidmetabolismus beeinflusst, ist bisher
noch nicht genau erforscht. So soll Ecd die Aktivitdt der Triacylglycerinlipase des

Fettgewebes und der Leber bei Ratten reduzieren [Catalan et al. 1985]. Diese Wirkung ist
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entgegengesetzt des Einflusses von Androgenen auf die Triacylglycerinlipase (s.o0.).
Vorausgesetzt Testosteron ubt seinen TAG-reduzierenden Effekt Uber eine Aktivierung der
Triacyglycerinlipase aus, muisste Ecd Uber eine Hemmung dieses Enzyms zu einer
Zunahme der TAG-Werte fuhren. Dies kann in der vorliegenden Arbeit in den vorliegenden
Konzentrationen nicht beobachtet werden, kdnnte jedoch bei anderen Dosierungen oder
Applikationsformen der Testsubstanz der Fall sein. Ecd ist des Weiteren in der Lage uber die
Hemmung der Triacylglycerinlipase die Konzentration freier Fettsauren im Serum zu
reduzieren und somit das Risiko fur die Entwicklung einer Insulinresistenz zu vermindern

sowie der Entstehung des MetS entgegenzuwirken.

4.5.2.2. Triacylglycerinwerte der weiblichen Ratten

Es sind keine Veranderungen der TAG-Werte zwischen den Versuchsgruppen vorhanden
(Abb. 30). Ecd beeinflusst demnach in den vorliegenden Konzentrationen nicht die TAG-
Werte. Dies ist in Ubereinstimmung mit einem vorherigen Versuch mit weiblichen Ratten, bei
dem es ebenfalls zu keinen Unterschieden zwischen den mit Ecd behandeltenTieren und
den Kontrolltieren kam [Seidlova-Wuttke et al. 2010a].

Dieser Effekt von Ecd ist von Vorteil im Vergleich zu einer HRT mit Ostrogenen, da es unter
einer Substitution von E, sowohl bei ovarektomierten Ratten als auch bei postmenopausalen
Frauen zu einer Erh6hung der TAG-Werte kommt und somit zu einer Steigerung des KHK-
Risikos [Seidlova-Wuttke et al. 2010a, Karjalainen et al. 2000]. Die TAG-Zunahme unter E,-
Substitution ist auf eine vermehrte Synthese von TAGs in der Leber und deren Freisetzung
in Lipoproteinen zuruckzufihren [Weinstein et al. 1986]. Zusatzlich hemmt E, die LPL des
Fettgewebes, wodurch weniger TAGs in das Fettgewebe aufgenommen werden [Hamosh
und Hamosh 1975]. Dies hat eine Reduktion der Fettmasse zur Folge, allerdings entsteht
dadurch auf der anderen Seite ein unerwiinschtes Lipidprofil mit erh6htem Risiko fir KHK.

45.3. Low- density Lipoprotein (LDL)

Das Cholesterin in LDL gilt umgangssprachlich als das ,schlechte” Cholesterin, da LDL bei
der Pathogenese einer Atherosklerose eine ursachliche Rolle spielt (siehe Kapitel 1.3.3.,
S. 11). Das LDL-C macht beim Menschen den gréf3ten Teil des Gesamtcholesterins aus
[Lundeen et al. 1997]. Entscheidend fir den LDL-Katabolismus ist der LDL-Rezeptor und
dessen Dichte [Kostner & Méarz 1995]. Mit zunehmendem Alter kommt es aufgrund einer
verminderten Expression der LDL-Rezeptoren zu einem reduzierten Abbau der LDL-Partikel

und somit zu einer Steigerung der LDL-Werte im Blut [Ericsson et al. 1991].
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45.3.1. LDL-Konzentrationen der mannlichen Ratten

In Ubereinstimmung mit bisherigen Studienergebnissen zeigt Abb. 27 erhohte LDL-
Serumwerte bei den Kontrolltieren im Vergleich zu den intakten Tieren. Es konnte mehrfach
nachgewiesen werden, dass reduzierte Testosteronspiegel mit erhdhten LDL-
Serumkonzentrationen assoziiert sind [Simon D et al. 1997]. Demnach fuhrt auch die TRT
bei Androgendefizit zu einer Reduktion der LDL-Werte [Tenover 1992, Uyanik et al. 1997,
Zgliczynski et al .1996].

Es sind keine signifikanten Unterschiede in den LDL-Konzentrationen zwischen den
verschiedenen mit Ecd behandelten Gruppen und der Kontrollgruppe zu erkennen (Abb. 27).
Bisher wurde nur in einem Versuch in vivo die Wirkung von Ecd auf die LDL-Werte von
weiblichen Ratten untersucht, in dem unter der niedrigsten Dosierung der Testsubstanz von
durchschnittlich 18 mg/Tier/d signifikant niedrigere Werte beobachtet werden konnten
[Seidlova-Wuttke et al. 2010a]. Hohere Konzentrationen von Ecd hatten keine Auswirkungen.
Der LDL-reduzierenden Effekt kann in der vorliegenden Arbeit nicht bestatigt werden. Da es
sich jedoch in diesem Versuch um mannliche und nicht um weibliche Ratten handelt, kbnnen
auch bei anderen Konzentrationen ebenfalls eine reduzierende Wirkung erwartet werden.
Weitere Arbeiten mit niedrigeren Konzentrationen kdnnen diese Vermutung Uberprifen. Der
Wirkmechanismus, Uber welchen Ecd die LDL-Werte senkt, ist bisher unbekannt.
Moglicherweise nimmt Ecd ahnlich wie die Sexualhormone Einfluss auf die Expression des

LDL-Rezeptors, welches in zukiinftigen Versuchen untersucht werden kénnte.

45.3.2. LDL-Konzentrationen der weiblichen Ratten

Auch bei den weiblichen Ratten sind keine Unterschiede zwischen den einzelnen
Versuchsgruppen zu beobachten (Abb. 31). Ecd hat demnach in den vorliegenden
Konzentrationen keinen Einfluss auf die LDL-Konzentrationen im Blut. In einem vorherigen
Versuch mit ebenfalls ovarektomierten Ratten fihrte die niedrigste Ecd-Dosierung
(18 mg/Tier/d) zu geringeren Werten im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe
[Seidlova-Wuttke et al. 2010a]. Allerdings wurden die Konzentrationen in der vorliegenden
Studie zu niedrig gewahlt, um ebenfalls einen LDL-reduzierenden Effekt aufzuweisen. Unter
Berlcksichtigung dieser Erkenntnisse kann von einer U-férmigen Dosis-Wirkungsbeziehung
von Ecd auf die LDL-Werte ausgegangen werden. Es ist bekannt, dass Ostrogene iiber eine
Stimulation der Expression des LDL-Rezeptors in der Leber [Cooper et al. 1987, Parini et al.
1997] zu einer vermehrten Elimination von LDL aus dem Blut fiihren [Chao et al. 1979]. Dies
erklart die postmenopausalen Zunahme des LDL durch den Ostrogenmangel [Jensen et al.
1990]. Ob Ecd ebenfalls tber eine Aktivitatssteigerung des LDL-Rezeptors die LDL-Werte im

Blut senkt, ist zu Uberprufen.
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4.5.4. High-density Lipoprotein (HDL)

Fur den Rucktransport Uberschiissigen Cholesterins aus der Peripherie zur Leber, wo es
Uber den Umbau zu Gallenséduren ausgeschieden wird, ist das HDL verantwortlich. Daher
werden hohe Serumwerte an HDL als prognostisch ginstig fir atherosklerotische
Erkrankungen eingestulft.

Da bei der Ratte das HDL-C den groR3ten Teil des Gesamtcholesterins ausmacht und nicht
wie beim Menschen das LDL-C [Lundeen et al. 1997], fihren Verénderungen der HDL-
Konzentrationen zu Schwankungen des Gesamtcholesterins. Dieser Unterschied zwischen

Ratte und Mensch ist bei der Bewertung der Ergebnisse zu beachten.

45.41. HDL-Konzentrationen der mannlichen Ratten

Die intakten Ratten weisen signifikant niedrigere HDL-Werte im Serum auf als die
Kontrolltiere (Abb. 28). In mehreren Studien konnte eine direkte reduzierende Wirkung von
Testosteron auf die HDL-Konzentrationen nachgewiesen werden [Thompson et al. 1989,
Bagatell et al. 1994]. Dieser Einfluss zeigt sich auch in den geschlechtsspezifischen
Unterschieden in den Plasmaproteinen: Manner weisen niedrigere HDL-Konzentrationen im
Vergleich zu Frauen auf [Carr et al. 2001]. Am ehesten ist eine Reduktion der HDL durch
Testosteron auf eine gesteigerte Aktivitat der HL und des SR-B1 zurlckzufhren. Dadurch
kommt es zu einer vermehrten Aufnahme von HDL in die Hepatozyten und dessen
Ausscheidung [Tikkanen und Nikkila 1987, Langer et al. 2002]. Allerdings wurde in einigen
Versuchen kein Effekt von Testosteron auf die HDL-Werte beobachtet. Dies war v.a. der Fall,
wenn die substituierte Form des Testosterons zu E, aromatisiert wurde. Es ist bekannt, dass
E, Uber die Hemmung der HL die HDL-Werte erhoht [Brinton 1996]. Der Einfluss der
Aromatisierung auf die HDL-Werte konnte in einer Studie von Zmuda et al. [1993] bestatigt
werden. Durch die zusatzliche Gabe von Aromataseinhibitoren konnten geringere Werte an
HDL erreicht werden als durch die alleinige Gabe von Testosteron.

Es kann daher zusammengengefasst werden, dass endogenes Testosteron nur einen sehr
geringen, nicht signifikanten, reduzierenden Effekt auf die HDL-Konzentrationen austbt,
wenn es zu E, aromatisiert wird. Durch die Hemmung der Aromatisierung kann durch
Testosteron eine Reduktion der HDL-Werte beobachtet werden. Bei den intakten mannlichen
Ratten kam es trotz der Mdglichkeit der Aromatisierung von endogenem Testosteron zu E,
zu signifikant niedrigeren HDL-Werten, da anders als beim Menschen, E, in der Ratte zu
einer Abnahme der HDL-Konzentrationen fuhrt [Lundeen et al. 1997].

Unter dem Einfluss von Ecd in den vorliegenden Konzentrationen konnen keine
Unterschiede zwischen den einzelnen behandelten Gruppen und der Kontrollgruppe

beobachtet werden (Abb. 28). Jedoch ist eine Tendenz zu héheren HDL-Werten unter der
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hochsten Dosierung zu erkennen. Dies lasst vermuten, dass eine weitere Steigerung der
Dosis zu einer signifikanten Veranderung fihrt. In Ubereinstimmung mit dieser Vermutung
kam es in einem Vorversuch mit weiblichen Ratten nur unter der héchsten Dosierung von
116mg/Tier/d zu signifikant hdheren HDL-Werten im Vergleich zur Kontrollgruppe [Seidlova-
Wauttke et al. 2010a].

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass in dem vorliegenden Versuch wahrscheinlich
Zu niedrige Dosierungen bei den mannlichen Ratten vorliegen, um einen signifikanten Effekt

Zu erzielen.

45.4.2. HDL-Konzentrationen der weiblichen Ratten

Auch bei den HDL-Werten im Serum der weiblichen Ratten zeigen sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen den verschiedenen Versuchsgruppen (Abb. 32). Wahrscheinlich
liegen auch hier wie bei den méannlichen Ratten zu niedrige Dosierungen vor. Bisher konnte
unter hoheren Ecd-Dosierungen eine Zunahme der HDL-Werte beobachtet werden
[Seidlova-Wuttke et al. 2010a].

Der Mechanismus, Uber den Ecd HDL erhéht, ist bisher unerforscht. Es konnte jedoch
gezeigt werden, dass Ecd die Aktivitdt der HL hemmt [Catalan et al. 1985]. Ebenfalls tber
die Hemmung dieses Enzyms fiihrt E, beim Menschen zu einer Steigerung der HDL-Werte
[Brinton 1996]. Ob Ecd tatsachlich Gber eine reduzierte Aktivitat der HL Einfluss auf HDL
nimmt, muss noch untersucht werden.

Als Fazit kann jedoch gesagt werden, dass Ecd in htheren Konzentrationen Uber eine

Steigerung der HDL-Werte einen gefalRprotektiven Effekt besitzt.

4.5.5. Geschlechtsabhéangiger Vergleich der 3-Ecdysonwirkung auf die Serumlipide

Im Gegensatz zur Haut kann bei der Untersuchung der Serumlipide kein
geschlechtsspezifischer Unterschied der Ecd-Wirkung beobachtet werden.

Sowohl das Gesamtcholesterin als auch LDL bleiben durch die Gabe von Ecd bei beiden
Geschlechtern unter allen Dosierungen unbeeinflusst (Abb. 25, 27, 29, 31), wahrend in
einem Vorversuch mit weiblichen Ratten eine signifikant reduzierende Wirkung sowohl auf
das Gesamtcholesterin als auch auf die LDL-Konzentrationen unter 18 mg Ecd/Tier/d
nachgewiesen werden konnte [Seidlova-Wuttke et al. 2010a]. Ahnliches kann auch bei den
HDL-Konzentrationen beobachtet werden, die in dem vorliegenden Versuch bei allen
Gruppen unter Ecd unverandert sind (Abb. 28 und 32), jedoch in dem Vorversuch mit
weiblichen Tieren unter 116 mg Ecd/Tier/d eine signifikante Erh6hung aufweisen
[Seidlova-Wuttke et al. 2010a]. Die Triacylglycerinwerte hingegen sind sowohl in dem

vorliegenden Versuch als auch in dem oben genannten Vorversuch bei beiden
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Geschlechtern unter allen Dosierungen unbeeinflusst (Abb. 26, 30) [Seidlova-Wuttke et al.
2010a].

Zusammenfassend konnte in dem erwahnten Vorversuch bei weiblichen Ratten eine
signifikante Wirkung von Ecd auf die Gesamtcholesterin-, LDL- und HDL-Werte beobachtet
werden, wahrend im vorliegenden Versuch sowohl bei den mannlichen als auch bei den
weiblichen Tieren unter keiner Dosierung ein Effekt nachweisbar ist. Eine mogliche Erklarung
koénnte sein, dass bei den ménnlichen Versuchstieren andere Daosierungen notwendig sind,
um den beobachteten Effekt wie bei den weiblichen Ratten aus dem Vorversuch zu
erreichen. Diese Uberlegung kann jedoch mit diesem Versuch und den vorliegenden

Dosierungen nicht bewiesen werden.

4.6. Leptin

Leptin ist ein Hormon, das die Nahrungsaufnahme und den Energieverbrauch abhéngig von
der Kdrperfettmasse reguliert. Es wird als Feedback Uber den aktuellen Korperfettanteil von
den Adipozyten des weil3en Fettgewebes produziert. Eine Zunahme der Kdrperfettmasse
geht demnach mit erhéhten Leptinspiegeln einher [Considine et al. 1996]. Dabei weisen beim
Menschen die Leptinkonzentrationen im Serum eine starkere Korrelation mit dem
subkutanen als mit dem viszeralen Fettgewebsanteil auf [Chop et al. 2002, Montague et al.
1997, Van Harmelen et al. 1998]. Dies erklart sich zum einen dadurch, dass das subkutane
Fettgewebe den gréfiten Anteil des menschlichen Kérperfetts ausmacht [Ahima 2006], zum
anderen weist das subkutane Fettgewebe die hohere Sekretionsrate an Leptin auf
[Montague et al. 1997]. Bei der Ratte jedoch findet die Leptinproduktion hauptsachlich im
viszeralen Fettgewebe statt [Machinal et al. 1999].

Da aufgrund bildgebender Untersuchungen, die wahrend des Versuchszeitraums dieser
Studie durchgefuihrt wurden, keine signifikanten Veranderungen in den Leptinspiegeln der
weiblichen Ratten zu erwarten waren, wurden nur die Leptinspiegel der mannlichen

Versuchstiere gemessen und ausgewertet.

4.6.1. Leptinspiegel der méannlichen Ratten

Die Kontrollgruppe weist im Vergleich zu allen anderen Versuchsgruppen die hodchsten
Leptinspiegel auf (Abb. 33). Somit verhalten sich die Leptinspiegel der mannlichen Ratten
proportional zu der subkutanen Fettschichtdicke, die ebenfalls bei den Kontrolltieren die
hochsten Werte erreicht (Abb. 14).

In zahlreichen Studien zeigte sich eine negative Korrelation zwischen Testosteronspiegeln
und Leptinkonzentrationen im Serum [Behre et al. 1997, Jockenhdvel et al. 1997, Luukaa et

al. 1998]. So weisen Maéanner mit einem Androgenmangel im Vergleich zu intakten
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Versuchsteilnehmern héhere Leptinspiegel auf, welche durch eine Androgenersatztherapie
auf normale Werte gesenkt werden konnen [Behre et al. 1997, Jockenhtvel et al .1997].
Diese androgene Wirkung auf den Leptinhaushalt konnte auch eine Erklarung fur die
niedrigeren Werte bei Mannern gegeniber Frauen nach Korrektur des Korperfettanteils sein
[Rosenbaum et al. 1996]. Bei Ratten fiihrt die Orchiektomie und der daraus resultierende
Testosteronmangel ebenfalls zu einer Zunahme der Leptinwerte [Pinilla et al. 1999].
Allerdings ist diese Korrelation nach Anpassung an das Kdérpergewicht nicht mehr signifikant.
Es ist daher nicht eindeutig geklart, ob die Erhéhung der Leptinspiegel bei Androgenmangel
vielmehr durch eine Zunahme des Kérperfettanteils verursacht wird oder ob Androgene, wie
Jockenhdvel et al. [1997] annimmt, eine direkte Wirkung auf die Leptinproduktion nehmen.

Ahnlich wie bei den Androgenen kann durch die Gabe von Ecd der Leptinspiegel der
mannlichen Ratten gesenkt werden. Dabei ist die Wirkung unter niedrigen Dosierungen
starker ausgepragt als unter der hdchsten (Abb. 33). Parallel dazu weisen die Gruppen
Ecd 11+orx und Ecd 22+orx auch diinnere subkutane Fettschichten als die Gruppe mit der
hochsten Dosierung (Ecd 67+orx) auf (Abb. 14). In Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen
konnten in einer vorherigen Arbeit mit gonadektomierten weiblichen Ratten ebenfalls
niedrigere Leptinspiegel unter Einfluss von Ecd beobachtet werden [Seidlova-Wuttke et al.
2010a]. Am ehesten ist dieser Effekt auf die fettreduzierende Wirkung von Ecd
zurtckzufuhren [Seidlovd-Wuttke et al. 2010a]. Da ein proportionales Verhaltnis zwischen
Korperfett und Leptinspiegel besteht, geht eine Verringerung des Korperfettanteils mit
niedrigeren Leptinwerten einher. [Maffei et al. 1995, Considine et al. 1996]. Jedoch ist eine
direkte Wirkung von Ecd auf die Leptinproduktion in den Adipozyten nicht ausgeschlossen.
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5. Zusammenfassung

Aufgrund der steigenden Zahl alter Menschen und der damit verbundenen zunehmenden
Inzidenz altersbedingter und Sexualhormonmangel-assoziierter Beschwerden und
Erkrankungen wird vermehrt an neuen Therapieoptionen geforscht, die eine
nebenwirkungsarmere Alternative zur Hormonersatztherapie darstellen. Dabei erweisen sich
die sogenannten Ecdysteroide zunehmend als eine geeignete Behandlungsmdglichkeit.
Ecdysteroide, deren Hauptvertreter Ecd ist, gehéren zu den Steroidhormonen der
Arthropoden. Sie zeigten jedoch schon mehrfach einen positiven Effekt auch auf den
Saugetiermetabolismus. So konnte bisher in einigen Tierversuchen unter anderem eine
protektive Wirkung von Ecd auf den Ostrogendefizit-bedingten Knochenverlust gezeigt
werden. Zuséatzlich zeichnen sich Ecdysteroide durch ihren Vorteil einer geringen akuten
Toxizitdt und nur wenig ausgepragter Nebenwirkungen aus. Bisher wurden die Versuche
Uberwiegend an weiblichen Ratten durchgefiinrt, sodass die Effekte beim maéannlichen
Geschlecht nur sehr wenig erforscht sind. Aufgrund dieser bisherigen Erfahrungen mit der
Testsubstanz Ecd setzte sich die vorliegende Studie das Ziel, einen mdéglichen protektiven
Effekt auf die Haut und die Serumlipide mannlicher und weiblicher hormondefizienter SD-
Ratten zu untersuchen. Zu diesem Zweck wurde gonadektomierten Ratten mit Aushnahme
der Kontrollgruppe und der intakten Tieren Uber einen Zeitraum von drei Monaten die
Testsubstanz Ecd oral Uber das Futter verabreicht. Die Wirkungen auf die jeweiligen
Schichtdicken der Epidermis, der Dermis, der subkutanen Fettschicht und der subkutanen
Muskelschicht wurden histomorphometrisch sowie die Proliferation in der Epidermis und in
der Haartalgdriseneinheit immunhistochemisch ausgewertet. Die Bestimmung der
Serumlipide und der Leptinspiegel erfolgte mithilfe der enzymatischen Fluoreszenzmessung.
Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass Ecd konzentrationsabh&angig eine positive
Wirkung auf die Haut von Ratten hat. Unter der héchsten Dosierung von 67 mg/Tier/d zeigt
sich eine positive Wirkung von Ecd auf die Epidermisdicke ménnlicher Ratten. Dahingegen
fuhren sehr niedrige Konzentrationen der Testsubstanz von 11 mg/Tier/d bei den mannlichen
und ab 10 mg/Tier/d bei den weiblichen Tieren zu einem gegensatzlichen Effekt auf die
Epidermis mit einer Reduktion der Schichtdicke. Da jedoch die Keratinozytenproliferation bei
den mannlichen Ratten unter allen Dosierungen signifikant erhoht ist, fuhrt Ecd gleichzeitig
auch zu einem vermehrten Zellverlust bzw. —untergang, der in niedrigen Konzentrationen
gegenuber der Zellvermehrung tberwiegt und somit in einer diinneren Epidermis resultiert.
Ahnlich dem Einfluss auf die epidermale Proliferationsrate stimuliert Ecd
konzentrationsabhangig auch in der Haartalgdriiseneinheit die Zellteilung. Dieser Effekt wird
in den Gruppen Ecd 22+orx und Ecd 67+orx signifikant. Beziglich der Dermis fuhrt Ecd
zwischen beiden Geschlechtern zu gegensatzlichen Effekten. Wéhrend es bei den

weiblichen Ratten unter der hoéchsten Dosierung (10mg/Tier/d) zu einer signifikanten
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5 Zusammenfassung

Dickenzunahme kommt, ist bei den mannlichen Tieren unter allen Dosierungen eine
Dickenabnahme zu beobachten. Da jedoch auch die intakten Tiere eine dunnere Dermis
gegenuber der Kontrollgruppe aufweisen, kann eine diinnere Dermis nicht in jedem Fall mit
einer negativen Wirkung von Ecd gleichgesetzt werden. Am ehesten spricht eine dinnere
Dermis in diesem Fall fir einen qualitativ positiven Effekt von Ecd. Die ausgepragteste
Wirkung hat Ecd auf das subkutane Fettgewebe, das als ein Risikofaktor fur die Entstehung
des MetS gilt. Bei beiden Geschlechtern resultieren alle vorliegenden Konzentrationen in
einer signifikant dinneren Fettschicht. Bei den mannlichen Tieren werden sogar ahnlich
geringe Fettmassen wie bei den intakten Tieren erreicht. Die niedrigeren Konzentrationen
zeigen dabei eine starkere fettreduzierende Wirkung als die héheren. Diese Beobachtung
zeigt eine positive Wirksamkeit von Ecd im Hinblick auf das MetS. Die subkutane
Muskelschicht ist bei den mannlichen Ratten unter der Applikation von Ecd dinner als bei
den Kontrolltieren. Dieser Effekt entspricht nicht der bekannten anabolen Wirkung von Ecd
auf die Skelettmuskulatur. Bei den weiblichen Tieren liegen zu niedrige Konzentrationen der
Testsubstanz vor, um einen Einfluss von Ecd auf die subkutane Muskelschicht zu
beobachten.

Neben den Effekten auf die Haut zeigt Ecd eine Beeinflussung des Leptinspiegels bei den
mannlichen Ratten. Dieser nimmt parallel zur Reduktion der subkutanen Fettschicht unter
Ecd ab.

Ein signifikanter Einfluss auf die Serumlipide kann trotz der bisher mehrfach beschriebenen
hypocholesterolamischen Wirkung von Ecd weder bei den mannlichen noch bei den
weiblichen Versuchstieren beobachtet werden. Bei den mannlichen Ratten der Gruppe Ecd
11+orx sind dennoch Tendenzen zu niedrigeren Gesamtcholesterinwerten zu erkennen. Eine
Steigerung der Dosierung fuhrt zu einem leichten Anstieg des Serumcholesterins. Diese
Zunahme ist am ehesten durch Veranderungen des HDL beeinflusst, da es bei Ratten den
groften Teil des Gesamtcholesterins ausmacht. Bei den weiblichen Ratten bleiben die HDL-
Werte durch die niedrige Ecd-Applikation unbeeinflusst. Zusammenfassend bleiben die
Serumlipide unter den vorliegenden Ecd-Konzentrationen unverédndert. Es sind allerdings
Tendenzen einer protektiven Wirkung zu erkennen. Der optimale Wirkungsbereich liegt
demnach nicht in den gewéhlten Dosierungen. Im Vergleich zu den Nebenwirkungen einer
HRT kann als Vorteil von Ecd genannt werden, dass die Serumlipide nicht negativ im Sinne
eines erhohten atherosklerotischen Risikos beeinflusst werden.

Ecd zeigt eine unterschiedliche Wirkung auf die Haut zwischen den beiden Geschlechtern.
Da bei den Tieren, denen die Testsubstanz appliziert wurde, aufgrund der Gonadektomie
keine Produktion der Sexualhormone mehr vorliegt, die einen geschlechtsabhéngigen
Unterschied erklaren kdnnten, kann von einer geschlechtsspezifischen Wirkung von Ecd auf

dieses Organ ausgegangen werden. Eine ebenfalls geschlechtsspezifische Wirkung auf die
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5 Zusammenfassung

Serumlipide konnte dahingegen nicht beobachtet werden. Da der genaue Wirkmechanismus
von Ecd im Saugetiermetabolismus bisher ungeklart ist, ist auch eine mdgliche Erklarung fur
diese Beobachtung nicht eindeutig.
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6 Methodischer Anhang

6. Methodischer Anhang

6.1. Futterzusammensetzung
ssniff® R-Z Phytoestrogenarm (sojafrei)

Rohnéahrstoffe [%] | 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 | lod 2,2mg
N freie Extraktstoffe | 52,2 Selen 0,4 mg
Starke 34,0 | Aminosauren [%] | Cobalt 2,2mg
Zucker 3,0 | Lysin 1,22

Methionin 0,44 | Vitamine pro kg
Fettsauren [%] | Met+Cys 0,83 | Vitamin A 15.000 IE
C12:.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 5mg
Cc1l6:1 0,01 | Histidin 0,51 | Thiamin 18 mg
C 18:.0 0,08 | Valin 1,25 | Riboflavin 22 mg
c18:1 0,82 | Isoleucin 1,03 | Pyridoxin 20 mg
C18:2 2,26 | Leucin 1,95 | Cobalamin 100 ug
c18:3 0,22 | Phenyalanin 1,21 | Nicotinsaure 120 mg
C 20:0 0,01 | Phe+Tyr 2,20 | Pantothenséaure 40 mg
C20:1 0,02 | Glycin 1,05 | Folsaure 7 mg
C 20:5 - Glutaminsaure 3,96 | Biotin 460 ug
C 22:6 - Asparaginsaure 2,18 | Cholin-ClI 2.380 mg

Prolin 1,53 | Inositol 100 mg

Alanin 1,26

Serin 1,17

Tab. 3: Zusammensetzung des Futters sniff® R-Z Phytoestrogenarm (sojarfrei) der Firma sniff Spezialitdten, Soest.
(Dieses Mischfutter enthalt genetisch veranderte Mais-, Kartoffelprotein- und Zuckerriibenschnitzelprodukte.)

Testsubstanzhaltiges Futter enthalt zuséatzlich folgende Konzentrationen an

3-Ecdyson:
Testsubstanz | mg/kg Futter
3-Ecdyson 0,2
3-Ecdyson 0,5
3-Ecdyson 1
3-Ecdyson 3
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6 Methodischer Anhang

6.2. Histologische Methoden

Organentwasserung und Fixierung in Paraffinblécken

Substanz Einwirkzeit
50%iger Alkohol 60 min
75% iger Alkohol 80 min
75% iger Alkohol 80 min
96% iger Alkohol 80 min
96% iger Alkohol 80 min
100% iger Alkohol 80 min
100% iger Alkohol 80 min
100% iger Alkohol 80 min
Xylol 80 min
Xylol 80 min
Paraffin 60 min
Paraffin 60 min

Hamatoxylin-Eosin (H.E.)-Féarbung der Hautschnitte

Substanz Einwirkdauer
Xylol 5 min
Xylol 5 min
Xylol 5 min
Ethanol 100% 2 min
Ethanol 100% 2 min
Ethanol 100% 2 min
Ethanol 96% 2 min
Ethanol 96% 2 min
Ethanol 75% 2 min
Aqua dest 2 min
Hamatoxylin 35-60 sek
FlieRendes Leitungswasser 10 min
Aqua dest 2 min
Eosin 40-60 sek
Aqua dest 5-10 sek
Ethanol 75% 30 sek
Ethanol 96% 30 sek
Ethanol 96% 30 sek
Ethanol 100% 1 min
Ethanol 100% 1 min
Ethanol 100% 2 min
Xylol 5 min
Xylol 5 min
Xylol 5 min
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6 Methodischer Anhang

Immunhistochemische anti-PCNA-Farbung (beginnend mit Paraffinschnitten)

10.

11.

12.

13.
14.

15.

16.

17.

18.
19.

20.
21.

22.

23.

24.
25.

26.
27.

Entfernung des Paraffins mithilfe von Xylol (3x5min)

Rehydrierung in absteigender Alkoholreihe: 2x100%, 2x96%, 1x75% fir jeweils 2
Minuten

Destilliertes Wasser fur 5 Minuten

Objekttrager in Kunststofftrager einsortieren und komplett mit 0,01 M Citratpuffer
(pH 6) bedecken

In der Mikrowelle bei 750 Watt fiir 5 Min. kochen

Verloren gegangenes Volumen auffillen und 1 Min. bei Raumtemperatur stehen
lassen

Schritt 5 wiederholen

Verloren gegangenes Volumen auffillen und 20 Min. bei Raumtemperatur abkihlen
lassen

Objekttrager fur 3 Min. in destilliertes Wasser stellen

Dehydrierung in aufsteigender Alkoholreihe: 1x75%, 2x96%, 3x100% fur jeweils 2
Minuten (Nicht in Xylol!)

Uberschiissigen Puffer von Objekttragern abtrocken, das Gewebe darf hierbei nicht
austrocknen

Abblocken der Peroxidase-Aktivitat mit 3% H,O, in Methanol fur 30 Min. (ca.
1000pl/Schnitt) (Methanol 90ml +10ml H,O, 30 vol.)

Rehydrierung in absteigender Alkoholreihe: 2x100%, 2x96%, 1x75% flr jeweils 2
Minuten (Objekttrager in extra Athanol-Kivette wegen Verschleppung)

Destilliertes Wasser 3 Minuten

PBS (phosphate buffered saline) 2x5 Min., leicht schiitteln (PBS zwischen beiden
Schritten wechseln)

Blocken der unspezifischen Bindung: 1% Ziegenserum in PBS (+ 1% Rinderserum)
(500ul pro Objekttrager fir 30 Minuten)

(fur 3ml: 400l Rinderserum 7,5% + 30ul normales Ziegenserum + 2570 pl PBS 1x)
Waschen mit PBS (Spritzflasche) 2x5 Min., leicht schitteln, PBS jeweils erneuern,
Negativkontrolle in Extra-Kivette (nur 2. Antikorper)

Erster Antikorper in Arbeitsverdiinnung zugeben (1:800 PCNA), 30 Min.,

200 uL/Schnitt (bei Ubernacht-Inkubation 400pul/Schnitt)

Mit PBS waschen und in PBS geben, 2x5 Min., leicht schitteln

Zweiter Antikdrper (Rabbit-Mouse) fir 30 Min.. Keine Verdiinnung notwendig (mit
Alufolie abdecken)

Mit PBS waschen und 2x5 Min. in PBS stehen lassen, leicht schitteln
DAB-Reagenz fur 10-15 Min., in Abhangigkeit zur Farbentwicklung (200ul/ Schnitt)
(20ul DAB-L6Gsung in 1ml Puffer)

In destilliertem Wasser waschen und fur 3 Minuten in destilliertem Wasser stehen
lassen

Hamatoxylin fur ca. 17-20 sec., anschlielend Objekttrager in Leitungswasser-Kivette
geben, diese fur 10 Min. unter flieRendem Leitungswasser wassern

Dest. Wasser fur 2 Minuten

Dehydrierung in aufsteigender Alkoholreihe, 1x75%, 2x96%,3x 100% fur jeweils 2
Minuten

Xylol 3x5 Min.

Objekttrager eindecken mit Klebstoff (DePeX)
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6 Methodischer Anhang

6.3. Ergebnisse aus der vorherigen Doktorarbeit Uber Effekte von B-Ecdyson auf die
Haut

(von Caroline Ehrhardt, Arbeitsgruppe Endokrinologie, Universitatsmedizin Géttingen,
Gottingen 2009)

KO
(ovx, sf) intakt, sf  Ecd 18 Ecd 57 Ecd 118
Epidermisdicke [pm] ‘ 12,06 12,52 12,47 12,25 12,82*
Dermisdicke [um] ‘ 556,1 527* 577,5 552,2 590,2*
Subcutane Fettschicht
[um] 687,6 374* 582,7* 582,4* 617,2*
Muskelschicht [um] ‘ 218,8 216,9 226.,9 220,8 243,6*

Proliferation epidermaler
Keratinozyten 18,86/500 |44/500 37,55/500 |35,13/500 |30,22/500

*p<0.05 vs KO (ovx, sf) bei 18, 57 und 118 mg Ecd/Tier/d

ovX, oVX, oVX,
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