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1. Einleitung

In Deutschland ist mittlerweile jeder Vierte von einer Konstellation aus
stoffwechselbedingten  Erkrankungen Dbetroffen, die in der Literatur als
"Metabolisches Syndrom" zusammengefasst wird (Schipf et al. 2010). Die so
genannten  Volkskrankheiten  Arterieller ~ Hypertonus, Dyslipoproteinamie,
stammbetonte Adipositas und Diabetes mellitus bilden dabei ein Cluster, welches
insbesondere wegen der bedeutsamen Erh6hung des kardiovaskularen Risikos mit
einer gesteigerten Mortalitdtsrate einhergeht. Aufgrund seiner schleichenden
Entwicklung und oft erst spaten Erkennung spricht man auch vom "tédlichen
Quartett". Infolge von zunehmender Fehlernahrung und Bewegungsmangel drangt
sich das Metabolische Syndrom in den Wohlstandsgesellschaften immer mehr ins
Zentrum des klinischen und letzlich auch wirtschaftlichen Interesses (WHO 2002;
Yusuf et al. 2005).

Heute weil3 man, dass Fett, insbesondere das Bauchfettdepot, im Stoffwechsel eine
wichtige Funktion als endokrine Drise einnimmt. Es stellt dem Kdrper Hormone und
Apokine zur Verfugung, die wesentlich fir die Entstehung von Adipositas-
assoziierten Erkrankungen mitverantwortlich sind (Pasquali et al. 2003). Daher liegt
es nahe, dass eine Reduktion vor allem des viszeralen Fettgewebes das Risiko fur
Erkrankungen zu senken vermag, die dem Metabolischen Syndrom zuzuordnen sind.
Fur eine Vielzahl von Patientinnen in den Wechseljahren stellt die durch den
Ostrogenmangel bedingte Anreicherung von Bauchfettgewebe also nicht nur ein
kosmetisches Problem dar. Uberhaupt verursacht das Klimakterium, die Phase des
"hormonellen Umbruchs”, Veranderungen, die fur die betroffene Frau eine
malf3gebliche Beeintrachtigung der Lebensqualitat darstellen konnen (Blumel et al.
2000). In der vorliegenden Arbeit wurde am Modell der ovariektomierten (ovx)
Sprague-Dawley-Ratte (S.D.-Ratte) neben abdominellem und paratibialem Fettdepot
auch die Korpertemperatur untersucht. Denn Hitzewallungen gehéren zu den
Hauptproblemen, wegen derer menopausale Frauen medizinische Hilfe suchen
(Kronenberg 1990).



1.1 Das Klimakterium

Das Klimakterium bezeichnet die natirliche Ubergangsphase zwischen der
terminierenden Geschlechtsreife und dem Senium im Leben einer Frau. Als
Menopause wird nach aktueller Definition der Zeitpunkt im Klimakterium verstanden,
an dem die letzte uterine Blutung 12 Monate zurickliegt (Greendale et al. 1999;
Goretzlehner et al. 2003). Da sich im Klimakterium die ovarielle Funktion allmahlich
erschopft, was mit einer Abnahme der Ostrogenproduktion in den Gonaden
einhergeht, ist die postmenopausal gebildete Menge an Ostrogenen im Durchschnitt
viel geringer als im reproduktiven Alter (Kuller et al. 1990). Die vorherrschenden
klimakterischen Symptome reichen von Schweif3ausbrichen und Hitzewallungen
Uber vaginale Trockenheit, Schlafstorungen und depressive Verstimmungen bis hin
zu manifesten Organstorungen (Hammar et al. 1984).

Die weibliche Ratte erreicht unter physiolologischen Umstanden kein Klimakterium.
Ab dem Erreichen des etwa 15. Lebensmonats beginnt flr sie ein hyperodstrogener
Hormonzustand, bevor sie nach etwa weiteren drei Monaten gemald der
Lebenserwartung von ca. 2 Jahren verstirbt. Um die weibliche Ratte trotzdem in den
hormonellen Zustand einer klimakterischen Frau zu versetzen, bietet es sich an, ihr
die Ovarien operativ zu entfernen. Durch dieses Prinzip ist die ovx Ratte zu einem
etablierten Modell in der experimentellen endokrinologischen Forschung geworden
(Bellino 2000). Verglichen mit anderen Ublichen Tiermodellen der Forschung, wie
z.B. Affen, Ziegen, Schafen oder Schweinen, erreicht die Ratte nach Ovariektomie
(Ovx) wesentlich schneller einen postmenopausalen Hormonzustand. Das begunstigt
sie insbesondere fir Forschungsdesigns, die fur einen kurzen Zeitraum konzipiert
sind, da sie relativ schnell auf Verdnderungen durch Hormonsubstitution und
hormonelle Defizite anspricht (Kalu 1991; Frost und Jee 1992). Mit der wichtigste
Faktor fur die Ratte als Modell ist jedoch, dass ihre endokrinen Regulationskreise
denen des Menschen sehr ahnlich sind (Liu und Bachmann 1998).



1.2 Das Fettgewebe

Makroskopisch lasst sich Fettgewebe in weil3es (univakuolares) und braunes
(plurivakuolares) Fettgewebe unterteilen. Weil3es Fettgewebe kann in seiner
Funktion sowohl als Energiespeicher, Warmeisolator oder Druckpolster dienen und
unterliegt in erster Linie hormoneller Regulation (Lullmann-Rauch 2006). Das weil3e
Fettgewebe lasst sich weiterhin in subkutanes und viszerales Fettgewebe
differenzieren. Subkutanes Fettgewebe findet sich vor allem in der Unterhaut von
Bauch und GesalR. Viszerales Fettgewebe ist in der Bauchhohle eingelagert
(Fanghénel et al. 2003). Zu- bzw. Abnahme der Fettmasse werden durch Anzahl und
Volumen der univakuolaren Adipozyten bestimmt. Neben ihrer Speicherfunktion fur
den Energiehaushalt regulieren sie in bedeutendem MalRe die Leptin- und
Zytokinausschittung ins Blut und produzieren Steroidhormone (Guerre-Millo 2003).
Die vorliegende Arbeit zielt auf die Untersuchung des weil3en Fettgewebes ab,
welches, abhéngig vom subkutanen oder viszeralen Verteilungstyp, entscheidenden
Einfluss auf das Morbiditats- und Mortalitatsrisiko nimmt (Vague 1947). Die
Differenzierung der Fettverteilungstypen findet sich in Kapitel 1.4.2 im
Zusammenhang mit der Klassifikation der Adipositas.

Da sich die Fettgewebe der Ratte abhangig von ihrer Gewebelokalisation hinsichtlich
ihres Stoffwechsels unterscheiden, wurden in der vorliegenden Arbeit zwei
verschiedene Fettgewebe hinsichtlich ihrer Flache mittels quantitativer
Computertomographie (QCT) untersucht (Rodriguez-Cuenca et al. 2005). Zum einen
das viszerale ("schlechte") Fettgewebe und zum anderen das paratibiale ("gute")
Fettgewebe. Als paratibiales Fettgewebe wird in unserer Abteilung das Fettdepot des
distalen Unterschenkels bezeichnet, welches anatomisch als subfasziales Fett
definiert ist und dem "guten" weil3en Fettgewebe zuzuordnen ist (Seidlova-Wuttke et
al. 2003 b; Seidlova-Wuttke 2010 b). Aufgrund seiner Expression der
Ostrogenrezeptoren ERa und ERB gilt das paratibiale Fettdepot als besonders
Ostrogensensibel (Seidlova-Wuttke et al. 2003 a; Seidlova-Wuttke et al. 2008). Die
gCT-Aufnahmen erfassen im gesamten tibialen Querschnitt mit Fett, Muskel und
Knochen insgesamt drei Kompartimente, von denen nur das Fettgewebe Inhalt der
vorliegenden Arbeit ist.

Das viszerale Fett der Ratte wird ebenfalls dem weil3en Fettgewebe zugeordnet

(Fruhbeck und Gomez-Ambrosi 2002). In der vorliegenden Arbeit wird der Begriff
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viszerales Fettgewebe als das "schlechte" Fettgewebe definiert (Gabriely et al.
2002; Fain et al. 2004). Bei der Ratte ist das viszerale Fettgewebe kleiner und
weniger stoffwechselaktiv als das subkutane Fettdepot (Tchernof et al. 2006).

In der internationalen Literatur ist man sich dahingehend einig, dass sowohl
viszerales als auch paratibiales Fettdepot einer Regulation durch Ostrogene
unterliegen. Es hat sich gezeigt, dass beide Gewebe nach Ovx der Ratten an Masse
zunehmen (Seidlova-Wuttke et al. 2003 a; Seidlova-Wuttke et al. 2008; Rachon et al.
2008).

1.3 Serumparameter

Im Folgenden findet sich eine kurze Vorstellung der fur diese Arbeit relevanten

Serumparameter.

1.3.1 Glukose

Glukose ist fur Séugetiere ein lebenswichtiger Brennstoff. Abgesehen von Zeiten
langer Nahrungskarenz stellt es praktisch den einzigen Brennstoff fur ihr Gehirn dar.
Als Glykogen liegt die Glukose gekettet als Speicherform in Leber und
Skelettmuskulatur vor und kann schnell mobilisiert werden. Die kontrollierte
Freisetzung halt die Blutglukose zwischen den Mahlzeiten auf einem konstanten
Spiegel. So wird gewahrleistet, dass das Gehirn stets ausreichend versorgt ist. Bei
zu hohen Blutzuckerspiegeln wird dem Korper Uber Insulin die Notwendigkeit zur
Entfernung der Glukose signalisiert und eine Umwandlung in Glykogen oder Fett
stimuliert (Berg et al. 2007).

1.3.2 Insulin

Insulin als wichtigstes anaboles Hormon wird aus dem Vorlaufermolekil Proinsulin in
den B-Zellen der Bauchspeicheldriise synthetisiert und in Sekretgranula gespeichert
(Kitabchi 1977). Durch ein Ansteigen des Glukosespiegels im Blut wird eine pulsatile
Ausschuttung bewirkt, welche uber Beeinflussung des Kohlenhydrat-, Lipid- und
Proteinstoffwechsels schnell und effizient eine Senkung des Blutzuckerspiegels
herbeifhrt. (Meier et al. 2006; Loffler und Petrides 2007).



1.3.3 Insulinresistenz und HOMA-Index

Die durch Insulin induzierte Glukoseaufnahme in die Zellen von Fettgewebe und
Muskulatur ist im Wesentlichen fiur die Senkung des Blutzuckerspiegels
verantwortlich (Loffler und Petrides 2007). Als Insulinresistenz bezeichnet man eine
reduzierte oder aufgehobene Wirkung des Insulins an der Zielzelle. Die Folge ist ein
erhohter Insulinbedarf (Bonara et al. 1998). Beim Diabetes mellitus Typ 2 zeigt sich
im zeitlichen Ablauf der Ereignisse eine Insulinresistenz bereits mehrere Jahre vor
der Manifestation einer Hyperglykamie.

Um sich diese Tatsache praventivdiagnostisch zunutze zu machen, wird in der
endokrinologischen Klinik der HOMA-Index nach Matthews herangezogen, welcher
die Serumparameter Insulin und Glukose beinhaltet (Matthews et al. 1985):

HOMA-Index = Nuchtern-Insulin (uU/ml) x Nuchtern-Glukose (mg/dl) / 405.

Die Beurteilung erfolgt anhand des Referenzbereichs. Demnach besteht bei einem
Index <1 keine Insulinresistenz. Ein Index >2 gibt einen Hinweis auf eine
maoglicherweise bestehende Insulinresistenz. Bei einem Index von >2,5 ist eine
Insulinresistenz sehr wahrscheinlich. Der Durchschnittswert bei Typ-2-Diabetikern
liegt bei >5,0 (Rudenski et al. 1991). Eine Absicherung der Insulinresistenz kann mit
der zuséatzlichen Messung des intakten Proinsulins erzielt werden (Pfltzner und Forst
2004).

1.3.4 Cholesterol

Cholesterol ist sowohl Bestandteil von Zellmembranen und Lipoproteinen als auch
Ausgangsstoff fur die Biosynthese von Steroidhormonen und Gallensauren.
Storungen im Verwertungskreislauf oder ein Uberangebot kénnen zu einer
vermehrten Ablagerung des Cholesterols in den GefalRwanden fiuhren und stellen
damit einen Risikofaktor fur deren Verkalkung dar. (Singer und Nicholson 1972;
Kuchinskiene und Carlson 1982; Stone und Evans 1992).



1.3.5 HDL

HDL (high density lipoproteins) haben die Funktion des Cholesteroltransports aus der
Peripherie zurtick zur Leber, wo tUberschiissiges Cholesterol fur die Biosynthese der
Gallenflissigkeit genutzt wird (Arbeeny et al. 1987; Mackinnon et al. 1987). HDL
werden somit gemeinhin als "gute" Fette angesehen, da sie durch ihren Abtransport
des Cholesterols einer tbermafigen Akkumulation desselben vorbeugen und damit
das Arteriosklerose-Risiko zu senken vermégen (Tall 2008; Libby et al. 1996). Bei
der Ratte sind sie, im Gegensatz zum Menschen, das Lipoprotein mit dem grof3ten
Anteil an Cholesterol (Windler et al. 1980; Lundeen et al. 1997).

1.3.6 LDL

Die LDL (low density lipoproteins) bilden sich aus der in der Leber synthetisierten
Vorstufe VLDL und besitzen beim Menschen einen besonders hohen Anteil an
Cholesterol. Ein hoher LDL-Spiegel im Blut geht daher mit einem erh6hten Risiko fur
die Verkalkung peripherer GefalR3e einher (Nelson und Cox 2005). Beim Menschen
machen sie den gr60Rten Anteil der Lipoproteine im Blut aus. Im Gegensatz dazu
sind die LDL der Ratte nur in geringem Mal3e vertreten. Ihr dominantes Lipoprotein
sind die HDL (Windler et al. 1980; Lundeen et al. 1997).

1.3.7 Triglyzeride

Triglyzeride sind Ester und bestehen aus einem Molekul Glyzerin sowie drei
Fettsauren. Nach Aufnahme in die Enterozyten des Dunndarms werden sie in
Chylomikronen verpackt und Uber den Lymphweg in den Kreislauf abgegeben (Igbal
et al. 2003; Lee 1986). Unter Aktivitat der Lipoproteinlipase geben Chylomikronen
freie Fettsduren an die Zellen in der Peripherie ab (Blanchette-Mackie et al. 1989).
Ubriggebliebene Partikel, so genannte "Remnants”, werden zur Leber transportiert
und von Hepatozyten aufgenommen (Faria et al. 1996). Eine Synthese der
Triglyzeride ist auch endogen, vor allem in der Leber, mdglich. Fertige Triglyzeride
verlassen die Leber verpackt in VLDL, um in die Peripherie zu gelangen (Kay und
Entenman 1961). Funktionell sind Trigylzeride Energielieferanten, die bei Bedarf



durch Lipolyse im Fettgewebe mobilisiert werden. In ihrer gespeicherten Form
verweilen sie als Depotfett im Adipozyten (Langin et al. 2005).

1.4 Metabolisches Syndrom

Seit der Erstbeschreibung des Syndroms im Jahr 1923 durch Kylin wurden
verschiedene Ansatze fur Definitionen erbracht (Kylin 1923). Die Deutsche
Adipositas-Gesellschaft (DAG) richtet sich aktuell nach der Definition der American
Heart Association (AHA) und des National Heart, Lung and Blood Institute (NHLBI)
aus dem Jahr 2004. Hierbei ist das Vorliegen von drei der insgesamt funf Kriterien fur
die Definition des Metabolischen Syndroms erforderlich. Herangezogen werden
einerhohter Taillenumfang, erhdhte Serum-Triglyzeride und Serum-LDL, erniedrigtes
Serum-HDL, Bluthochdruck und eine erhéhte Nuchternglukose (Grundy et al. 2005).
Seinen Ursprung hat das Metabolische Syndrom haufig in der Auspragung mehrerer
genetischer Faktoren. Allerdings wird das Syndrom meist erst durch
Verhaltensumstdnde wie Fehlerndhrung, korperliche Inaktivitdt, Stress oder
Alkoholabusus klinisch manifest. Die Diagnosestellung ohne das Vorliegen einer
Fettleibigkeit ist selten. 80% aller Patienten sind Ubergewichtig (Despres 2001).
Insbesondere die abdominellen Depots spielen in der Herausbildung von
Insulinresistenzen und Dyslipidamien eine entscheidende Rolle und so gehen diese
Morbiditaten oft mit der Adipositas einher (Jahnke 1969).

1.4.1 Dyslipidamie

Die Dyslipidamie bezeichnet eine Verschiebung in der Zusammensetzung der
Blutfette. Charakteristisch fir die Dyslipidamie beim Metabolischen Syndrom ist nach
AHA/NHLBI-Definition eine Hypercholesterinamie (>200 mg/dl), einhergehend mit
vermehrten Triglyzeriden (>150 mg/dl) und LDL (>150 mg/dl) sowie verminderten
HDL (<50 bei Frauen; <40 bei Mannern) (Klose 2002; Grundy et al. 2005). Diese Art
der Fettstoffwechselstdrung tritt besonders haufig bei Patienten auf, deren viszerales
Fettgewebe vermehrt ist (Despres 1991). Im Vergleich der Serumlipide von Ratte
und Mensch ist zu beachten, dass sie sich in der Dominanz ihrer Lipoproteine
unterscheiden. Wie bereits erwahnt, ist bei der Ratte das HDL vorherrschend und



speichert den grol3ten Teil des Cholesterols. Beim Menschen wird die dominante
Rolle vom LDL eingenommen (Windler et al. 1980; Lundeen et al. 1997).

Die Serumwerte von Ratte und Mensch lassen sich dennoch gut vergleichen, da
bereits in einer Vielzahl von Forschungsarbeiten gemeinsame Veranderungen,

beispielsweise durch E2, aufgezeigt werden konnten (Bein 2010).

1.4.2 Adipositas

Fur die Definition der Adipositas wurde in der Vergangenheit der so genannte
Quetelet-Index herangezogen, welcher besser bekannt ist als "Body Mass Index"
(BMI). Statur- und geschlechtsunabhangig bildet er den Quotienten aus
Korpergewicht (in kg) und quadrierter KérpergroRe (in m?) (Quetelet 1870). Da der
BMI aber trotz seiner Korrelation mit der Korperfettmasse weder die Verteilung des
Fetts noch die Muskelmasse mit einschliel3t, wird zur genaueren Adipositas-
Klassifikation der Taillenumfang herangezogen, da er ein Mald fur das viszerale
Fettgewebe darstellt. Demzufolge spricht man bei einem Taillenumfang von = 88 cm
bei Frauen und = 102 cm bei Mannern von einer abdominellen Adipositas (Lean et
al., 1995). Eine weitere Methode zur genaueren Klassifizierung bietet sich durch die
Taille-Hufte-Relation (WHR, waist-hip-ratio). Hierzu werden der Taillenumfang
zwischen Rippenbogen und Beckenkamm sowie der Huftumfang auf Hohe des
Trochanter major gemessen. Bei einem Taille/Hufte-Verhaltnis von > 0,85 bei Frauen
und > 1,0 bei Mannern liegt eine abdominelle Adipositas vor (Wenzel 2002). Die
Unterscheidung von Bauch- und Huftfettgewebe hat klinisch extrem hohe Relevanz,
da die Fettverteilung einen malf3geblichen Faktor fir Gesundheitsrisiken darstellt.
Das fur das mannliche Geschlecht typische androide Fettverteilungsmuster
(Apfeltyp) ist gekennzeichnet durch eine verstarkte Anreicherung von abdominellem
Fettgewebe.

Das fur das weibliche Geschlecht typische gynoide Fettverteilungsmuster (Birnentyp)
bezeichnet dagegen eine gesteigerte Akkumulation von Fettgewebe in Huft- und
Oberschenkelregion (Hauner 1999). Ein Ostrogenmangel, wie er im Klimakterium
stattfindet, fuhrt bei einer Vielzahl der Frauen einen androiden Fettverteilungstyp
herbei (Hsu et al. 2006; Zillikens et al. 2010).

10



Gynoider Typ (Birnentyp ) Androider Typ (Apfeltyp)

Abbildung 1. Fettverteilungstypen Gynoider und Androider Typ (Bild: Moritz Pettenkofer, 2012).

1.5 Vasomotorische Symptomatik im Klimakterium

Die Homoostase der Korpertemperatur beruht auf einer komplexen Regulation im
Zusammenspiel von Korperkerntemperatur, zentralem Nervensystem und
peripherem Gefal3system (Deecher 2005). Eine Stérung des Gleichgewichts kann zu
thermoregulatorischer Dysfunktion fuhren. Beispiele, die mit einer Erh6hung der
Korperkerntemperatur einhergehen, sind Fieber und Hyperthermie. Fieber wird
ausgeldst durch ein Ansteigen der Zytokinproduktion und ist von der Hyperthermie
insofern abzugrenzen, dass es eine kontrollierte Hyperthermie im Rahmen der
hypothalamischen Sollwertregulation darstellt (Silbernagl und Lang 2005). Die
klassische  Hyperthermie dagegen kann, entgegen der kdrpereigenen
Temperatursollwerte, durch exogene Einflisse oder durch schwankende bzw.
abnehmende ovarielle Hormonspiegel zustande kommen (Hensel 1973; Silbernagl
und Lang 2005; Maswood et al. 2006). Hitzewallungen im Sinne einer
thermoregulatorischen Dysfunktion betreffen daher vor allem klimakterische Frauen
(Couzi et al. 1995; Rossmanith und Rubberdt 2008).
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1.5.1 Die Korpertemperatur der Ratte

Es existieren nur wenige Forschungszentren, die sich mit der Temperaturmessung
von Ratten beschéaftigen und sich dariber hinaus unterschiedlicher Messverfahren
bedienen. Das in der Abteilung und fur die vorliegende Arbeit verwendete
Transpondersystem misst die Temperatur subkutan und kopfnah im Nackenbereich
der Tiere. Im Gegensatz zur telemetrischen Messung ist das Verfahren sehr viel
zeitaufwandiger. In vorangehenden Untersuchungen ergaben sich mit diesem
Messverfahren fir intakte weibliche Ratten subkutane Korpertemperaturen im
Bereich von 37,5 + 0,4°C (Puri et al. 2011; Kapur et al. 2010 b). Im vorliegenden
Versuch lagen die Temperaturen noch etwas hoher bei durchschnittlich 38,7 °C bei
den intakten Tieren. Demnach liegt die mittlere physiologische Kdérpertemperatur der
Ratte um 1-2°C héher als die des Menschen.

1.5.2 Die Thermoregulation

Neuroendokrines und somatomotorisches System bilden zusammen mit dem
vegetativen Nervensystem den bidirektionalen Regelkreis der Thermoregulation
(Deecher 2005). Resultierend ist die von der Aulentemperatur unabh&ngige
Konstanthaltung der Koérperkerntemperatur, was die vollstandige Organintegritat
gewahrleistet (Charkoudian 2003).

Dem Hypothalamus, insbesondere seiner Area preoptica, wird eine tUbergeordnete
thermoregulatorische Kontrollfunktion beigemessen (Crawshaw et al. 1985; Boulant
und Dean 1986; Romanovsky 2007). Hier wird die Kérperkerntemperatur sensorisch
mit oberen und unteren Sollwerten fir Schwitzen bzw. Frieren abgeglichen
(Freedman 2001; Charkoudian 2003). Der Temperaturbereich innerhalb dieser
beiden Schwellwerte definiert die thermoneutrale Zone (Cabanac und Massonnet
1977). lhre Grenzen konnen tagesrhythmisch variieren (Deecher 2005; Hensel
1973). Schwitzen und Kaltezittern sind als thermoregulatorische Reaktionen zu
verstehen, welche die Konstanthaltung der Korpertemperatur innerhalb der
Sollwerte, wenn notig, bewirken (Deecher 2005).

Die Temperatur im Korperkern wird durch Temperatursensoren an inneren Geweben
und Nervenfasern der Haut erfasst (Frank et al. 2000; Simon 2000; Romanovsky
2007). Uber afferente Signalwege wird die Information an das ZNS fortgeleitet, wo
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die Verarbeitung Uber Neurotransmitter, insbesondere Monoamine und GABA,
stattfindet (Rossmanith und Rubberdt 2009). Die thermosensiblen Neurone des
praoptischen Hypothalamus induzieren indirekt tGber sympathische Nervenfasern
Signale zur Vasodilatation bzw. -konstriktion im peripheren Gefal3system, was die
thermoregulatorischen Reaktionen wie Schwitzen und Kaltezittern auslost (Bruck und
Zeisberger 1990; Zhang et al. 1997; Boulant 2000).

1.5.3 Hitzewallungen

Hitzewallungen (hot flushes, hot flashes) sind als Teil der vasomotorischen
Symptome (VMS) zu verstehen. Nach der North American Menopause Society
(NAMS 2004) bilden VMS damit einen Uberbegriff fiir die Symptome von
Hitzewallungen und Nachtschweil3, die in individuell unterschiedlichem Ausmalf}
auftreten kdnnen.

Erste Symptome machen sich oft in der frihklimakterischen Phase, d.h. etwa ab dem
50. Lebensjahr bemerkbar. Auch noch zehn Jahre nach der Menopause leiden etwa
10% der betroffenen Frauen an Hitzewallungen, deren Haufigkeit und Intensitat sehr

unterschiedlich sein kénnen (National Institutes of Health 2005).

1.5.4 Definition und Symptomatik

Hitzewallungen sind definiert als in der Regel 1-5 (maximal 20 Minuten) andauernde
und vorubergehende, jedoch wiederkehrende Episoden von Hyperthermie der Haut
und erhdhter Schweil3absonderung. Diese betreffen insbesondere Oberkérper und
Gesicht und reichen von einem Warmegefuhl bis hin zur intensiven Hitzeempfindung.
Oft sind sie begleitet von einer Rotung der Haut. Gelegentlich sind Hitzewallungen
von Kalteempfinden und Schittelfrost gefolgt. Als Nachtschweil3 werden
Hitzewallungen bezeichnet, die nachts und mit erhohter Schweil3sekretion auftreten
(NAMS 2004). Starke nachtliche Schweil3attacken fihren oftmals zu Schlafstorungen
(Woodward und Freedman 1994). Desweiteren gehen Hitzewallungen héaufig mit
vegetativen Beschwerden wie Druckgefiihl im Kopf oder Brustkorb, innerer Unruhe,
Ubelkeit, Tachykardie oder Tachypnoe einher (Kronenberg 1990).
Fur die Definition der Hitzewallungen bei Ratten gibt es verschiedene Anséatze,
abhéangig vom jeweiligen Temperaturmessverfahren. Fir die vorliegende Arbeit sind
13



die Ergebnisse aus vorangegangenen Studien unserer Abteilung relevant, welche
mit dem gleichen Transpondermessystem subkutan an ovx Kontrolltieren erhoben
wurden. Es konnte gezeigt werden, dass die ovx Ratte ein sinnvolles Modell fir
Studien an Hitzewallungen darstellt, da die hot flushes in mehr oder weniger
regelmaiigem Intervall von 20-40 Minuten auftraten, wahrend sie bei inktakten
Tieren nicht beobachtet wurden (Kapur et al. 2010 b). Dabei wurde ein Ansteigen der
subkutanen, kopfnahen Ko&rpertemperatur um etwa 1°C verglichen mit der
Ausgangstemperatur als hot flush gewertet. Der Peak hielt in der Regel 5 Minuten an
(Kapur et al. 2010 b; Puri et al. 2011).

1.5.5 GnRH-Pulsgenerator und Hitzewallungen

Menopausal und postmenopausal finden sich deutlich erhéhte Konzentrationen der
Gonadotropine LH und FSH im Serum. Die Sekretion der Gonadotropine wéahrend
des Klimakteriums ist pulsatil, also durch Freisetzungsepisoden, gesteuert. Die
hdchsten LH- und FSH-Spiegel treten in der frihen Menopause auf. (Rossmanith et
al. 1990; Rossmanith und Ulrich 1993; Rossmanith und Rubberdt 2008). Es besteht
eine bemerkenswerte Korrelation zwischen pulsatiler LH-Freisetzung und dem
Auftreten von Hitzewallungen. Es ist bekannt, dass der GnRH-Pulsgenerator unter
Ostrogenmangel eine erhohte Aktivitat zeigt (O'Byrne und Knobil 1993). Besonders
wichtig fur die Regulation des Pulsgenerators sind die Neurotransmitter Serotonin,
Dopamin, Noradrenalin und nicht zuletzt GABA. Unter hypotstrogenen Bedingungen
scheinen diese als "Transmitter-Cocktail" auf benachbarte thermoregulatorische
Nervenzellen des Hypothalamus uberzuspringen. Dieser Ubersprung duBert sich in
der Peripherie vasodilatatorisch und als Episode von Hitzewallungen, welche
deshalb simultan zur pulsatilen LH-Freisetzung auftritt (Tataryn et al. 1980; DeFazio
et al. 1984; Smith und Jennes 2001; Sturdee 2008; Kapur et al. 2010 b).

Somit ist davon auszugehen, dass allgemein jene Substanzen, die die Aktivitat von
Neurotransmittern zu regulieren bzw. zu inhibieren vermogen, potenziell wirksam in
der Behandlung von Hitzewallungen sind. Am Modell der ovx Ratte konnte gezeigt
werden, dass der Neurotransmitter GABA sowie GABAerge Stoffverbindungen in
Ostrogensensitiven Neuronen der Area preoptica die Hemmung der gesteigerten
Aktivitat des GnRH-Pulsgenerators bewirken (Mansky et al. 1982; Fligge et al. 1986;
Herbison et al. 1991).
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1.6 Die Therapieansatze im Vergleich

1.6.1 Ostrogene

Das fiir den Organismus bedeutendste Ostrogen ist das 17p-Ostradiol (E2). Seine
Synthese erfolgt zum grof3ten Teil in den Gonaden, also den Ovarien der Frau und
den Hoden des Mannes. Desweiteren findet auch in der Plazenta, der
Nebennierenrinde und zu kleinerem Teil im Fett-, Muskel- und auch Nervengewebe
E2-Produktion statt (Zhao et al. 2005; Ghosh et al. 2009). Um menopausalen
Ostrogenmangelerscheinungen  medikamentds entgegenzuwirken, spielt die
Hormonersatztherapie (HRT, hormone replacement therapy) mit einer Kombination
aus Ostrogen- und Progesteronpraparaten eine groRe Rolle in der Behandlung der
klimakterischen Beschwerden wie z.B. Hitzewallungen. Neurone des Hypothalamus,
insbesondere der Area preoptica, verfigen tber Steroidrezeptoren und unterliegen
somit einer sensiblen Beeinflussung durch Ostrogene (Woolley und McEwen 1993;
Boulant 2000). Auf diese Weise greifen sie in neuronale Regelkreise ein, die von
thermoregulatorischer Relevanz sind (McEwen 2002). Unter HRT konnten
Hitzewallungen erfolgreich gemindert werden, da die Hyperaktivitdt des GnRH-
Pulsgenerators durch die Ostrogensupplementation renormalisiert werden konnte
(Loprinzi et al. 2009).
Im Lipidstoffwechsel spielt E2 pra- und postmenopausal eine wichtige Rolle. In
Studien an ovx Ratten, die im Rahmen des Versuchs E2-substituiert wurden, konnte
eine Verminderung von HDL, LDL und Cholesterol gezeigt werden (Kuller et al. 1990;
Liu und Bachmann 1998). Grund dafir ist eine E2-stimulierte vermehrte Expression
des LDL-Rezeptors in der Leber, was wiederum zu einer gesteigerten Endozytose
der LDL in die Hepatozyten und damit zu einem Absinken der LDL im Serum fuhrt
(Cooper et al. 1987; Parini et al. 1997; Parini et al. 2000). Auf gleiche Art und Weise
bewirkt E2 auch postmenopausal eine Verminderung der Serumlipide.

Die in Studien beschriebene karzinogene Wirkung der HRT auf das
Mammagewebe sowie der Anstieg des Risikos fur kardiovaskulare Erkrankungen
(Rossouw et al. 2002; Beral 2003) fuhrten zur Suche nach geeigneten Alternativen.
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1.6.2 20-Hydroxyecdyson

Die im Experiment verwendete Testsubstanz 20-Hydroxyecdyson (p-Ecdyson, E20,
Ecd) gehort zur Gruppe der Ecdysteroide und wird in der vorliegenden Arbeit als Ecd
bezeichnet. Erstmalig beschrieben wurde Ecd im Jahr 1954 von Butenandt und
Karlson als ein "Metamorphosehormon der Insekten in kristallisierter Form"
(Butenandt und Karlson 1954). Im Laufe der Nachforschungen wurden die
Ecdysteroide jedoch nicht mehr nur aus Arthropoden, sondern vielmehr auch aus
Pflanzen gewonnen (Dinan et al. 2001). Saugetiere hingegen sind nicht in der Lage,
Ecd selbst zu produzieren. Als Lebensmittel gebrauchliche Pflanzen, wie
beispielsweise Spinat oder Quinoa, enthalten hohe Anteile des Phytoecdysteroids
(Zhu et al. 2001; Findeisen 2005). Ein Ecdysteroidrezeptor, wie er bei Arthropoden
existiert, konnte beim S&uger nicht identifiziert werden (Dinan und Lafont 2006).
Nicht zuletzt deswegen bleibt der genaue Wirkmechnismus von Ecd in Saugern
bislang nicht hinreichend verstanden. Sicher ist aber, dass Ecd nicht an
Ostrogenrezeptoren zu binden vermag (Kapur et al. 2010 a; Seidlova-Wuttke et al.
2010 a; Seidlova-Wuttke et al. 2010 b), da es keinerlei stimulierende Wirkung auf das
Uterusgewebe besitzt. Laut Kriterien der OECD ist Ecd somit als Wirkstoff ohne
Ostrogene Aktivitat definiert (Owens und Koeter 2003). Auch eine Wirkung von Ecd
auf Androgenrezeptoren konnte nicht beschrieben werden (Dinan und Lafont 2006).
Zu seinen Effekten zahlt unter anderem eine hypoglykamische und somit
antidiabetische Wirkung (Yoshida et al. 1971; Kizelsztein et al. 2009). Auch Effekte
von Ecd auf Serumlipide konnte vielfach gezeigt werden. Beobachtet wurde dabei
ein Absinken des Serum-Cholesterins und der freien Fettsduren im Blut (Mironova et
al. 1982; Catalan et al. 1985).

Fur die vorliegende Arbeit ist die hemmende Wirkung von Ecd auf vasomotorische
Symptomatik von besonderer Relevanz (Puri et al. 2011). Sowohl in vitro als auch in
vivo ist fur Ecd ein stimulierender Einfluss auf GABAerge Signalwege gezeigt worden
(Tsujiyama et al. 1995; Okada et al. 1998). Die Hemmung der thermosensitiven
Neurone des Hypothalamus durch GABA ist der bedeutendste therapeutische Ansatz
zur Linderung von Hitzewallungssymptomatik in ovx Ratten (Puri et al. 2011).
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Abbildung 2. Strukturformel von 20-Hydroxyecdyson

1.7 Zielsetzung

Die Untersuchung der Effekte von Ecd und E2 auf die Kdrpertemperatur und das
abdominelle und paratibiale Fettgewebe der ovx Ratte unter zuséatzlicher Betrachtung
relevanter Serumparameter ist Inhalt der vorliegenden Dissertation. Die ovx S.D.-
Ratte wurde dabei als Versuchstier ausgewahlt, da sie in der endokrinologischen
Forschung ein etabliertes Modell fir die klimakterische Frau darstellt (Bellino 2000).
Auch in unserer Abteilung wird sie seit Jahren erfolgreich als Modell fur Studien
bezlglich Osteoporose und Osteoarthritis (Seidlova-Wuttke et al. 2008; Kapur et al.
2010 a), dem Metabolischen Syndrom (Seidlova-Wuttke et al. 2010) und
klimakterischen Beschwerden (Ehrhardt et al. 2010; Kapur et al. 2010 b; Puri et al.
2011) eingesetzt.

Folgenden Fragen sollen in der vorliegenden Arbeit beantwortet werden:

1. Welchen Einfluss haben die Testsubstanzen Ecd und E2 auf das viszerale und
paratibiale Fettgewebe von S.D.-Ratten nach einer kurzfristigen Applikation von nur
vier Wochen? Gibt es dabei unterschiedliche Effekte in den verschiedenen
Fettdepots?

2. Besteht ein regulatorischer Einfluss von Ecd und E2 auf die Serumlipide und
Insulin und Glukose von S.D.-Ratten nach nur vierwochiger Wirkstoffapplikation?
Kann anhand des HOMA-Index bei Ecd- und E2-Tieren ein Anhalt fur eine mogliche

Insulinresistenz gefunden werden?

3. Zeigt Ecd innerhalb von zwei Wochen einen Effekt auf die Thermoregulation von

S.D.-Ratten? Wie aul3ern sich die Effekte und wie anhaltend zeigen sie sich?
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2. Material und Methoden

Die Untersuchungen fanden vom 16. Marz 2011 (qCT1) bis 30. April 2011
(Obduktion) unter Aufsicht von Priv.-Doz. Dr. med. Dana Seidlova-Wuttke und unter
Genehmigung der Bezirksregierung Braunschweig 33.11.42504-04-043/08 in der
Zentralen Tierexperimentellen Einrichtung der Universitatsmedizin Gottingen statt
und wurden von meinem Co-Doktoranden Matthias Schumann und mir zu gleichen
Anteilen selbststandig durchgefiihrt. Abbbildung 3 gibt einen zeitlichen Uberblick
Uber den Versuchszeitraum.
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| ' \
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Abbildung 3. Zeitlicher Uberblick der Ereignisse tber den gesamten Versuchszeitraum. Die
initiale gCT-Messung aller Tiere (qCT 1) fand ca. zwei Wochen vor Ovx statt. Anschlieend
folgte die Applikation der Wirkstoffe Giber 4 Wochen mit den Temperaturmessungen (Temp.).
Die Temperatur der intakten Tiere wurde nur einmal drei Tage nach Beginn der
Wirkstoffapplikation gemessen. Am Ende des Testzeitraums wurden alle Tiere erneut im qCT
(qCT 2) gemessen und zwei Tage spater getdtet und obduziert (Obd.).

Skizze: Moritz Pettenkofer, 2012.

2.1 Tierversuche

2.1.1 Versuchstiere

Untersucht wurden 40 S.D.-Ratten (Harlan-Winkelmann, Borchen), welche auf acht
Kafige (Makrolon®-Kéafig Typ IV, Firma Techniplast Deutschland GmbH,
Hohenpeil3enberg) zu je funf Tieren verteilt wurden. Das bedeutet, dass wahrend der
Versuchszeit jeweils zwei Kéfige mit der gleichen Substanz gefittert wurden (4

Gruppen a 10 Ratten). Zu Versuchsbeginn hatten die Tiere ein Alter von ca. drei
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Monaten. Unter konstanten Raumbedingungen (Temperatur von 23° C und relative
Luftfeuchtigkeit zwischen 50 und 55%) wurden die Tiere separat vom
Untersuchungslabor gehalten. Unter automatischer Regulation wurde der Raum der
Versuchstierunterbringung Uber den gesamten Zeitraum der Versuchstierhaltung
taglich von 6.00 Uhr bis 18.00 Uhr beleuchtet. Die Tiere erhielten zu ihrer freien
Verfugung Futter uber eine Raufe und Wasser uber eine Trinkflasche. Der
wochentliche Futterwechsel und das Wiegen des Restfutters wurden von Matthias
Schumann und mir eigenstandig durchgefuhrt. Das Gewicht jeder einzelnen Ratte zu
Versuchsbeginn betrug jeweils zwischen 227 und 284 g. Vor der ersten
Verabreichung des speziellen Futters tauschten wir einige der Tiere gemal ihres
individuellen Kdrpergewichts mit Tieren aus anderen Kafigen, um ein ausgewogenes
Gesamtgewicht der Ratten jedes einzelnen Kafigs zu erzielen. So wurde ein
Referenzwert ermittelt, der es erlaubte, die im Laufe des Versuchs gemessenen
Korpergewichte, und den damit verbundenen Zuwachs an Gewebe, vergleichbar zu

machen.

2.1.2 Ovariektomie (Ovx)

Die Dbilaterale Ovariektomie fand nach der ersten qCT-Messung unter
Isoflurannarkose (Forene® , Abbott, lllinois, USA) und postoperativer Analgesie mit
Rimadyl® (Pfizer GmbH, Karlsruhe) unter operativer Leitung von Priv.-Doz. Dr. med.
Seidlova-Wuttke statt. Es assistierten Matthias Schumann und ich. Zunachst erfolgte
eine Rasur des Abdomens im Bereich der Ovarien. Nach beidseitigen Inzisionen
wurde der Peritonealraum der Ratte er6ffnet um Uterus und Adnexe mittels Pinzette
nach Auf3en zu verlagern. Die Ovarien wurden erst abgeklemmt und dann vom
Gewebe getrennt. Anschlieend wurde der Uterus wieder in die Bauchhoéhle
zuruckverlagert. Beim Wundverschluss wurden Muskeln und Peritoneum zusammen
vernaht (Vicryl®, Firma Ethicon, Norderstedt) und der Hautschnitt mit Michel-
Klammern® (Firma Martin, Tuttlingen) verschlossen. Um eine Nachblutung der
Wunden auszuschlieRen wurden die Ratten nach Ende der Isoflurangaszufuhr in

einen separaten Kafig gesetzt, in welchem sie unter Beobachtung erwachten.
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2.1.3 Applikation der Wirkstoffe

Alle Versuchstiere erhielten in der Eingewohnungsphase bis zwei Wochen vor
Versuchsbeginn sojafreie Nahrung. Somit war eine vergleichbare &strogenfreie
Ausgangssituation fur jedes Tier gewadhrleistet. Zwei Wochen vor Beginn des
Versuchs erfolgte dann eine Umstellung auf das ebenfalls sojafreie Kontrollfutter
ssniff® EF R/M Kontrolle (E 15000-04, 10 Pellets, ssniff® Spezialititen GmbH,
Soest)

Im Anschluss an die Ovx am 28. Méarz 2011 teilten wir eigenhéandig die Versuchstiere
gemal ihres Gewichts in vier Gruppen a 10 Tiere auf. Die Ausgangsgewichte der
einzelnen Tiere wurden im Rahmen der gCT-Messung ermittelt (siehe 2.1.4). Bei der
Einteilung in die Gruppen wurde darauf geachtet, dass jedes der 5 Tiere eines Kafigs
in etwa das gleiche mittlere Korpergewicht hatte. Die einzelnen Testsubstanzen
wurden schlie3lich nach Ovx per Futter gegeben (ssniff® Spezialititen GmbH,

Soest) und bildeten 4 Gruppen:

- EF R/M sojafreies Kontrollfutter bei Ko,ovx Tieren

- EF R/M sojafreies Kontrollfutter bei intakten Tieren

- EF R/M ecdysonhaltiges sojafreies Futter bei Ecd,ovx Tieren (3g/kg Futter)
- EF R/M 0Ostradiolhaltiges Futter bei E2,0vx Tieren (10 mg/kg Futter)

Das Futter stand den Tieren uber den Versuchszeitraum von 4 Wochen per Raufe
zur Verfugung.

Wahrend der Versuchslaufzeit wurde von uns alle 7 Tage vormittags die Menge des
in der Raufe udbrigen Futters gewogen, um die mittlere aufgenommene
Nahrungsmenge pro Tier und Tag zu ermitteln. Exakte Mengenangaben sind der

Tabelle 3 zu entnehmen.
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Tabelle 1. Mittlere Futteraufnahme eines Versuchstieres pro Tag in Gramm und die damit
durchschnittlich aufgenommene Substanz pro Tier/Tag in Milligramm.

Testsubstanz Futtermenge (g/Tier/Tag) | Substanzmenge
(mg/Tier/Tag)

EF R/M sojafrei (Ko,ovx) 18,66 -

EF R/M sojafrei (intakt) 16,38 -

EF R/M Ecd (Ecd,ovx) 21,90 65,7

EF R/M E2 (E2,0vX) 15,48 0,1548

2.1.4 Ablauf von Transponderimplantation und qCT-Messung

Gemessen wurde mittels eines quantitativen Computertomographen (Norland Stratec
XCT Research SA+, Firma Stratec Medizintechnik GmbH, Pforzheim). Unter
Anleitung von Priv.-Doz. Dr. med. Dana Seidlova-Wuttke wurden die im Folgenden
beschriebenen Handlungen eigenstadndig von Matthias Schumann und mir
durchgefuhrt.

Es wurden zwei qCT-Messungen vorgenommen um den Effekt der Futteraufnahme
auf die Gewebeanteile Fett, Knochen und Muskel zu quantifizieren. Fur die
vorliegende Arbeit sind die qCT-Ergebnisse fiir das Fettgewebe relevant. Knochen
und Muskulatur sind Inhalt der Dissertationsarbeit von Matthias Schumann. Die erste
Messung erfolgte praovx und die zweite nach der vierwdchigen Applikation der
Wirkstoffe. Bereits eine Stunde vor Messbeginn brachten wir den jeweiligen Kéfig
samt der zu messenden Tiere zum Eingewohnen in das Untersuchungslabor. Dort
herrschten mit einer Raumtemperatur von 23°C und einer relativen Luftfeuchtigkeit
zwischen 50 und 55% die gleichen Bedingungen wie im Raum der
Versuchstierunterbringung.

Die Tiere wurden von uns einzeln zur gqCT-Messung herangezogen und daflr
zunachst mittels Isofluran-Gas (Forene®, Abbott, Illinois, USA) narkotisiert.
AnschlieBend wurde das Tier gewogen. Das hierbei ermittelte Kérpergewicht wurde
als Anfangsgewicht festgelegt. Es folgte die subkutane Implantation eines
Transpondersystems (IPPT-300, ELAMS PLEXX, Elst, Niederlande) im
Nackenbereich. Jeder einzelne der insgesamt 40 Transponder war fir eine

individuelle Kennzahl von 1 bis 40 programmiert und mit einem Thermosensor
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ausgestattet, was eine Identifizierung und  gleichzeitige = subkutane
Temperaturmessung der Ratte durch ein elektronisches Lesegerat (ELAMS PLEXX
System, Elst, Niederlande) ermdglichte. Die GroRe der Transponder (14 mm Lange
und 2,2 mm Breite) erlaubte die Implantantion mit Hilfe einer Hohlnadel. So konnte
der Transponder ohne Komplikation an gewinschter Stelle zwischen Dermis und
subdermaler Fettschicht eingepflanzt werden. Der Transponder sendete ein
konstantes elektromagnetisches Signal aus, welches vom stabartigen elektronischen
Lesegerat innerhalb von zwei Sekunden erfasst wurde, wenn das Lesegerét 1-3 cm
Uber der Implantationsstelle gehalten wurde. So konnte die Information Uber
Identifikation und subkutaner Korpertemperatur erfasst werden, ohne die sich frei
bewegende Ratte aus ihrem Umfeld zu nehmen.

Fur die qCT-Messung wurde die identifizierte Ratte seitlich auf eine Messvorrichtung
gelegt. Fur die paratibiale Messung wurde der linke Ful3 unmittelbar oberhalb des
Malleolus mit einer Klemme fixiert um ein stets gleich lokalisiertes Schnittbild auf
Hahe der tibialen Metaphyse zu gewahrleisten (siehe Abbildung 4). Die eigentliche
Messdauer der qCT der Tibia betrug etwa 15 Minuten pro Tier. Anschliel3end wurde
das Tier unter Narkose aus der Vorrichtung entfernt und in eine eigens fur die
Abdomen-Messung zugeschnittene Plastikvorrichtung gelegt. Das Tier lag hierbei auf
dem Rucken. Die Orientierung zur richtigen Platzierung des Tieres im qCT erfolgte
anhand der Hohe der Beckenkdmme bei L4/L5. Die Messung dauerte etwa 10
Minuten pro Tier. Nach Abschluss der Abdomen-Messung wurde die
Narkosegaszufuhr ausgeschaltet und das Tier aus der Vorrichtung gelost. Zur
Akklimatisierung stand ein mit Zellstoff gepolsterter Aufwachkéfig bereit, in dem das
Tier unter Beobachtung wieder erwachte. Das Prinzip der qCT-Messung wurde in
vorangegangenen Arbeiten der Abteilung bereits mehrere Male beschrieben. Zum
Verstandnis wird in Kapitel 2.2.1 ein Uberblick gegeben.

2.1.5 Ablauf der Temperaturmessung

Auch die Temperaturmessungen wurden von Matthias Schumann und mir
eigenstandig nach Anleitung von Priv.-Doz. Dr. med. Dana Seidlova-Wuttke
durchgefiihrt. Drei Tage nach Ovx wurde zunéchst die Temperatur der 10 intakt
gebliebenen Tiere gemessen, um im weiteren Verlauf Vergleichswerte zu den ovx

Ratten zu erhalten. Die ovx Ratten wurden zweimal gemessen. Die erste Messung
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fand 7 Tage nach Ovx statt und die zweite Messung weitere 7 Tage spéater. Die
Messungen erfolgten bei konstanten Raumbedingungen von 23-25°C und einer
relativen Luftfeuchtigkeit zwischen 50 und 55 % im Untersuchungslabor mittels
subkutan implantierten, temperatursensitiven Transpondern (IPPT-300) des ELAMS
PLEXX Systems (Elst, Niederlande). Die Transponder waren dieselben, welche vor
Versuchsbeginn zur numerischen Identifizierung der einzelnen Ratten genutzt
wurden (Zum Ablauf der Implantation siehe 2.1.2.). 30 Minuten vor Beginn der
Messung wurden die Tiere zur Eingewohnung ins Untersuchungslabor gebracht, wo
sie spielerisch mit dem Lesegerat vertraut gemacht wurden. Der implantierte
Transponder sendet ein konstantes elektromagnetisches Signal aus, welches
Informationen zur Identifikation und subkutanen Korpertemperatur der Ratte
beinhaltet. Die Informationen wird innerhalb von zwei Sekunden erfasst , wenn das
digitale Lesegerat im Abstand von etwa 1-3 cm uber die Ratte gehalten wird. So
konnten die Ratten sich wéahrend des Versuchs in ihrem gewohnten Umfeld frei
bewegen. Zur Erleichterung der Unterscheidung wurden die Tiere auf dem
Ruckenfell unterschiedlich farblich markiert. Ein kompletter Messdurchlauf dauerte
zwei Stunden und beinhaltete pro Tier mindestens 20 Messungen im 5-Minuten-
Intervall. Pro Intervall wurde jede Ratte einmal gemessen. Untersucht wurde
vormittags zwischen 10.00 und 12.00 Uhr, da die Tiere in diesem Zeitraum am
ruhigsten waren. Zeitgleich wurden pro Durchlauf zwei Kéfige a 5 Tiere gemessen.

2.1.6 Obduktion

Die Obduktion der Versuchstiere erfolgte an einem Vormittag zwischen 8.30 und 12
Uhr im Anschluss an die vierwochige Applikation der Wirkstoffe und der
abschlieRenden qCT-Messung unter Leitung von Priv.-Doz. Dr. med. Dana Seidlova-
Wuttke und Prof. Dr. med. Wolfgang Wuttke. Ihnen assistierten die Doktorandinnen
der Abteilung Maria Tschernova und Lea Lass. Die Tiere wurden zunachst im Raum
der Versuchstierunterbringung randomisiert und mittels ELAMS PLEXX-System (Elst,
Niederlande) von Mathhias Schumann und mir identifiziert. Dann wurden die Tiere
von uns einzeln und nacheinander in den Obduktionsraum gebracht, wo die
Dekapitation von Prof. Dr. rer. nat. Hubertus Jarry unter vorangegangener CO.-
Narkose durchgefihrt wurde. Es wurde tibiales Knochengewebe sowie Fett- und
Muskelgewebe konserviert. Organgewebe wurde fur die histologische Auswertung
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als Inhalt weiterer Arbeiten der Abteilung gewonnen. Das Blut wurde fir die
Serumdiagnostik aufgefangen.

2.1.7 Serumdiagnostik

Fur die vorliegende Arbeit wurden die fiur die Diagnostik des Metabolischen
Syndroms relevanten Serumparameter Glukose, Insulin, Cholesterol, HDL, LDL und
Triglyzeride erhoben. Das im Rahmen der Obduktion aufgefangene Blut wurde zu
diesem Zwecke mit dem Analysegerat Hitachi 902 automatic analyzer (Boehringer,
Mannheim) analysiert und die Parameter bestimmt. Serum-Vergleichswerte mit
Tieren praovx existieren nicht, da dies eine Totung der Tiere zur lediglichen

Bestimmung der Serumwerte verlangt hatte.

2.2 Auswertung

2.2.1 Ermittelte Parameter der gCT-Messung

In mehreren Publikationen der Abteilung wurde das Prinzip der qCT-Messung schon
genau beschrieben (Seidlova-Wuttke et al., 2010 b). An dieser Stelle soll trotzdem
eine kurze Ubersicht der ausgewerteten Parameter erfolgen.

Die quantitativen CT-Messungen fokussierten sich in zwei voneinander getrennten
Messungen zum einen auf die Tibia und zum anderen auf das Abdomen in Hohe
L4/L5. Beide Messvorgange wurden an allen 40 Versuchstieren jeweils einmal
Praovx und dann zum Versuchsende nach der vierwdchigen Wirkstoffapplikation
durchgefuihrt. Mit Hilfe eines Computerprogramms (XCT5,40; Stratec, Pforzheim)
nahmen Matthias Schumann und ich die Auswertung der in den Messungen
erhobenen Daten vor. Um die Flache des paratibialen Fettdepots zu bestimmen
wurde der Gesamtquerschnitt des Unterschenkels genommen, abzuglich der
Knochen und Muskeln. Aquivalent dazu erfolgte die Bestimmung des abdominellen
Fettdepots durch den Gesamtquerschnitt des Abdomens auf Hohe L4/L5, abzuglich
des Knochen- und Muskelgewebes. Als Fettgewebe definiert wurde in der
Auswertung ein Gewebe mit einer Dichte von bis zu 40 mg/cm®. Eine héhere Dichte
von 40 - 99 mg/cm® gab definitonsgemaR einen Hinweis auf das Vorliegen von

Muskulatur. Gewebedichten zwischen 200 und 400 mg/cm® bezeichneten
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trabekulares Knochengewebe. Die in Ebene 3 ermittelte kortikale Dichte des
Knochens lag im Bereich oberhalb von 710 mg/cm?®. Die Abbildung 4a dient zur
Veranschaulichung von Messlinie und Dichtebereichen bei der qCT-Auswertung.
Jede einzelne Messung der Tibia wurde in drei spezifischen Ebenen vorgenommen
(3.75, 4.25 und 15 mm distal vom Referenzpunkt entfernt). Die Ebenen 1 und 2
dienten dabei der Betrachtung von trabekularem Knochengewebe sowie Muskel- und
Fettgewebe. Die Ebene 3 lieferte Werte zur Auswertung der Kortikalis.

Die Messungen des Abdomenquerschnitts wurden in drei Ebenen und jeweils 0,1
mm proximal und kaudal von der Referenzlinie entfernt, durchgefuhrt. Die zu
bestimmenden Parameter waren auch hierbei in Ebene 1 und 2 trabekuléar und in

Ebene 3 kortikal. Die Abbildung 4b zeigt die Messpunkte des Abdomenquerschnitts.

Tibia

Muskulatur

L~

; . e : Messlinien, E bene
0,5mm RN ot A W F i ‘ 1+2

—— Referenzlinie

- ~ , (‘:‘ _%,, - t‘/\ﬂ’
Fett Muskel Trabekula K ortikalis

Abbilduna 4a. Messlinie und Dichtebereiche bei der aCT - Auswertuna am Beispiel der Tibia.
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Abbildung 4b. Messlinie bei der aCT - Auswertung des Abdomen-Scans.

2.2.2 Statistische Methoden der qCT-Auswertung

Anhand der Computersoftware PRISM® (GraphPadPrism 5.0, San Diego, USA)
erstellten Matthias Schumann und ich die den mittels qCT erhobenen Daten
zugehorigen Graphen und deren Analyse. Hierbei wurde eine Varianzanalyse fir die
wiederholte Messung eines Faktors (ANOVA) sowie ein multipler Vergleichstest nach
Dunnett herangezogen. Dabei erfolgte stets ein Vergleich der jeweiligen
Substanzgruppe mit der Kontrollgruppe. Ein ungepaarter T-Test wurde letztlich
genutzt, um die Mittelwerte einer Gruppe mit denen der Kontrollgruppe gezielt
vergleichen zu konnen. Ein Signifikanzniveau von P<0,05 war fur jede einzelne
Analyse fest bestimmt. Miteinander Kkorrelierte Werte basieren auf linearen
Regressionsanalysen.

2.2.3 Statistische Methoden zur Auswertung der Temperaturmessung

Die mittels ELAMS PLEXX-System (Elst, Niederlande) erhobenen Daten wurden von
Priv.-Doz. Dr. med. Dana Seidlovd-Wuttke in das Computerprogramm Excel
(Microsoft, USA) eingelesen. Sortiert wurden die Temperaturwerte nach den
jeweiligen Wirkstoffgruppen und nach Messdatum. Die statistische Analyse mittels
Varianzanalyse (ANOVA) und multiplem Vergleichstest nach Dunnett, sowie die
graphische Darstellung, wurden von Matthias Schummann und mir mit der Software
PRISM® (GraphPadPrism 5.0, San Diego, USA) durchgefiihrt. Der entstandene
Graph ermoglichte die Betrachtung der subkutanen Korpertemperatur im Verlauf von
zwei Stunden. Ein ungepaarter T-Test mit einem festgelegten Signifikanzniveau von
P<0,05 wurde herangezogen, um die Mittelwerte der Kontrollgruppe mit einer
anderen Gruppe zu vergleichen.
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3. Ergebnisse

Im Folgenden werden die Ergebnisse vorgestellt, die sich bei der Auswertung der
gCT fur das Fettgewebe und mittels subkutaner Transpondermessung fur die
Kdrpertemperatur von S.D.-Ratten gezeigt haben. Dabei stehen die Effekte der per
Futter verabreichten Wirkstoffe Ecd und E2 im Fokus der Untersuchungen. Die
Serumwerte wurden aus dem nach Ende der vierwochigen Wirkstoffapplikation im
Rahmen der Dekapitation aufgefangenen Blut ermittelt. Somit existieren keine

Vergleichswerte zu Praovx.

3.1 Korpergewicht und Futteraufnahme

Der Effekt von Ecd und E2 bei intakten
und ovx S.D.-Ratten (4 Wochen per Futter) auf:

Korpergewicht *p<0,05 Vs Praovx
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Abbildung 5. Die mittleren Korpergewichte aller Tiere vor Versuchsbeginn (Praovx) und nach
Versuchsablauf in den einzelnen Gruppen.

Die Abbildung 5 zeigt die durchschnittlichen Kérpergewichte der einzelnen Gruppen
nach vierwochiger Applikation der Wirkstoffe im Vergleich zu Praovx. Das

durchschnittliche Korpergewicht aller Tiere lag praovx bei 254,1 g. Die jeweiligen
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Gruppen waren mit ihrem mittleren Gewicht zwischen 249,1 und 261,4 g keinen
signifikanten Schwankungen unterlegen. Die Ecd-Gruppe hat nach Versuchsablauf
mit einem mittleren Korpergewicht von 332,7 g noch etwas mehr Gewicht zugelegt
als die Kontrollgruppe mit 327,9 g. Die E2-Gruppe konnte als einzige kein
Signifikanzniveau erreichen und hielt das Korpergewicht nahe dem Ausgangsgewicht
bei 263,4 g. Die Abbildungen 5 und 6 sind identisch mit den entsprechenden
Graphen in der Arbeit von Matthias Schumann, da sie demselben Versuch

entstammen.
Der Effekt von Ecd und E2 bei intakten und
ovx S.D.-Ratten (4 Wochen per Futter) auf:
mittlere Kérpergewichtszunahme (A BW)
#p<0,05 vs Ko, ovx
23,5% 26,7%
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Abbildung 6. Die mittlere Korpergewichtszunahme von S.D.-Ratten uber den Versuchszeitraum
(A BW, delta body weight) in Gramm. In den Ké&stchen findet sich die prozentuale Zu- bzw.
Abnahme im Vergleich zu Préaovx.

Abbildung 6 zeigt den jeweiligen Gewichtszuwachs (A BW) der einzelnen Gruppen
Uber den Zeitraum der Wirkstoffapplikation. Der Gewichtszuwachs ist nicht ganz
proportional zur mittleren Futteraufnahme (g/Tier/Tag) zu verstehen. Die Tiere der
Ecd-Gruppe fralRen mit 21,9 g/Tier/Tag im Schnitt am meisten und verzeichneten

kongruent dazu den grofdten Gewichtszuwachs (26,7%). Jedoch war die
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Futteraufnahme der E2-Tiere mit 15,48 g/Tier/Tag ahnlich der intakten Tiere mit
16,38 g/Tier/Tag, obgleich sich hier deutliche Differenzen im A BW zeigten. Die
intakten nahmen um 9,6% an Gewicht zu, wahrend die E2-Tiere um 2,2%
abnahmen. Beide Gruppen konnten damit ein Signifikanzniveau verglichen mit der
Kontrollgruppe erreichen. Die Ecd-Gruppe zeigte aufgrund der starken

Gewichtszunahme kein Signifikanzniveau verglichen mit der Kontrollgruppe.

3.2 Fettgewebe

3.2.1 Flache des viszeralen Fettdepots

Der Effekt von Ecd und E2 bei intakten
und ovx S.D.-Ratten (4 Wochen per Futter) auf:
Flache des viszeralen Fettdepots
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Abbildung 7. Flache des viszeralen Fettdepots von intakten und ovx S.D.-Ratten vor Versuchsbeginn
(Préovx) und nach vierwdchiger Applikation der jeweiligen Testsubstanz. Die mittlere Fettflache der
Ecd-Tiere zeigte im Vergleich zu den Kontrolltieren 16% weniger Masse und erreichte damit ein
Signifikanzniveau. Die Abbildung verdeutlicht, dass die E2-Gruppe als einzige eine signifikante
Abnahme der Fettflache im Vergleich zu Praovx verzeichnen konnte. Alle anderen Gruppen nahmen
signifikant zu.

29




Die Abbildung 7 zeigt die Flachen des viszeralen Fettgewebes der einzelnen
Gruppen im Vergleich. Mit Ausnahme der E2-Gruppe zeigten alle anderen Gruppen
einen signifikanten Zuwachs im Vergleich mit Praovx. Den groften Zuwachs an
Fettflache verglichen mit Praovx zeigten dabei die Kontrolltiere. Die E2-Tiere zeigten
als einzige Gruppe eine Abnahme im Vergleich zu Préaovx und hatten damit
gegentuber der Kontrollgruppe den geringsten Zuwachs. Die Ecd-Gruppe hatte zwar
nicht die vergleichsweise niedrigere Fettgewebsflache der E2-Gruppe, jedoch war
ihre viszerale Fettfliche um 16% niedriger als die der Kontrollgruppe und erreichte
damit ebenfalls ein Signifikanzniveau. Die intakten Tiere haben tber die gesamte
Versuchslaufzeit vergleichsweise wenig an Fettflache zugenommen und lagen

deutlich signifikant unter dem Wert der ovx Kontrollgruppe.

Korrelation delta Kérpergewicht (A BW)
und Flache des viszeralen Fettdepots
aller S.D.-Ratten nach vierwdchiger Wirkstoffapplikation

750+

Viszerales Fettdepot (mm ?)

Is slope significantly non-zero?
290+ F 41.76
° DFn, DFd 1.000, 38.00
P value < 0.0001
Deviation from zero? Significant
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Abbildung 8. Korrelation der mittleren Kérpergewichtszunahme (A BW) und der Flache des
viszeralen Fettgewebes aller S.D.-Ratten (n=40) nach vierwdchiger Wirkstoffapplikation. Es
besteht ein signifikanter linearer Zusammenhang.

Wie Abbildung 8 verdeutlicht, besteht ein signifikanter linearer Zusammenhang
zwischen der Gewichtszunahme und der Flache des viszeralen Fettgewebes aller
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Tiere Uber den Versuchszeitraum. Da die Tiere der E2-Gruppe uber den
vierwochigen Versuchszeitraum eine Gewichtsabnahme verzeichneten, zeigen sich

in der Grafik Ordinatenwerte im negativen Bereich.

3.2.2 Anteil des viszeralen Fettdepots

Der Effekt von Ecd und E2 bei intakten
und ovx S.D.-Ratten (4 Wochen per Futter) auf:
Prozentualer Anteil des viszeralen Fettdepots

am Gesamtquerschnitt der qCT-Ebene
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Abbildung 9. Prozentualer Anteil des viszeralen Fettdepots am abdominellen Querschnitt von
intakten und ovx S.D.-Ratten vor Versuchsbeginn (Préaovx) und nach vierwochiger Applikation
der jeweiligen Testsubstanz. Die Gewebeanteile von Fett, Muskel und Knochen ergeben
zusammen 100%. Im Vergleich zur Kontrollgruppe nahmen alle Versuchsgruppen im Laufe
des Versuchs signifikant ab. Dabei hielt die Ecd-Gruppe annéhrend das Niveau der intakten
Tiere und errreichte so ein Signifikanzniveau verglichen mit der Kontrolgruppe. Die E2-

Gruppe zeigte im Vergleich mit Préovx und Kontrollgruppe eine signifikante Abnahme des
Bauchfettanteils.

Die Abbildung 9 zeigt den Anteil des viszeralen Fettgewebes am Abdomen-
Querschnitt, wobei die Anteile Fett- Muskel und Knochengewebe zusammen 100 %
ergeben. Es zeigt sich eine signifikante prozentuale Zunahme der Kontrollgruppe
gegenuber Praovx. Im Vergleich mit den Kontrolltieren zeigten alle Versuchsgruppen
eine signifikant geringere Zunahme des Bauchfettanteils. Hierbei verzeichnete die
E2-Gruppe den grofiten messbaren Erfolg. Die Ecd-Gruppe behielt nach
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Versuchsende ungefahr den gleichen Anteil an Bauchfettgewebe wie die intakten
Tiere. Verglichen mit Praovx zeigte sich keine signifikante Veranderung des Anteils
unter Ecd. Die einzige Gruppe, die eine signifikante Abnahme des viszeralen
Fettdepots im Vergleich mit Praovx verzeichnen konnte, war die E2-Gruppe.
Entsprechend zeigte sie verglichen mit der Kontrollgruppe den geringsten Zuwachs.

3.2.3 Flache des paratibialen Fettdepots

Der Effekt von Ecd und E2 bei intakten
und ovx S.D.-Ratten (4 Wochen per Futter) auf:
Flache des paratibialen Fettdepots

*p<0,05 vs Praovx

#p<0,05 vs Ko, ovx
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Abbildung 10. Flache des paratibialen Fettdepots von intakten und ovx S.D.-Ratten. Die Ecd-Gruppe
erreichte im Vergleich mit der Kontrollgruppe keine signifikante Minderung. Dagegen erzielten die E2-
Gruppe eine signifikante Reduktion der paratibialen Fettflache im Vergleich zu Prdovx und
Kontrolltieren.

Abbildung 10 zeigt den gr6f3ten Zuwachs an paratibialer Fettflache, verglichen mit
Praovx, bei den Tieren der Kontroligruppe. Die Abnahme der Ecd-Gruppe im
Vergleich mit den Kontrolltieren fiel zu gering aus und erreichte somit kein
Signifikanzniveau. Die E2-Gruppe konnte eine signifikante Abnahme der paratibialen
Fettflache im Vergleich zur Kontrollgruppe (62% des Kontrollgruppenwertes) und zu
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Préaovx erreichen. Die intakten Tiere nahmen im Vergleich zu Praovx signifikant zu

und im Vergleich mit den Kontrolltieren signifikant ab.

Korrelation delta Kérpergewicht (A BW)
und Flache des paratibialen Fettdepots
aller S.D.-Ratten nach vierwdchiger Wirkstoffapplikation

45=

Paratibiales Fettdepot (mm?)
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Is slope significantly non-zero?
A BW (g) F 45.00
DFn, DFd 1.000, 38.00
P value < 0.0001
Deviation from zero? Significant

Abbildung 11. Korrelation der mittleren Koérpergewichtszunahme (A BW) und der Flache des
paratibialen Fettgewebes aller S.D.-Ratten (n=40) nach vierwochiger Wirkstoffapplikation. Es besteht
ein signifikanter linearer Zusammenhang.

Bezogen auf die Flache des Fettgewebes der distalen Tibia liel3 sich ein signifikanter
Zusammenhang mit der Kodrpergewichtszunahme aller S.D.-Ratten Uber den
Versuchszeitraum feststellen, wie Abbildung 11 verdeutlicht.
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3.2.4 Anteil des paratibialen Fettdepots

Der Effekt von Ecd und E2 bei intakten
und ovx S.D.-Ratten (4 Wochen per Futter) auf:
Prozentualer Anteil des paratibialen Fettdepots

am Gesamtquerschnitt der qCT-Ebene
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Abbildung 12. Prozentualer Anteil des paratibialen Fettdepots am tibialen Querschnitt von intakten
und ovx S.D.-Ratten vor Versuchsbeginn (Préovx) und nach vierwdchiger Applikation der jeweiligen
Testsubstanz. Die Gewebeanteile von Fett, Muskel und Knochen ergeben zusammen 100%. Der
paratibiale Fettanteil der Ecd-Gruppe zeigte gegenilber der Kontrollgruppe kein Signifikanzniveau.
Die E2-Gruppe konnte den Fettanteil im Vergleich zu Préovx reduzieren und zeigte den geringsten
prozentualen Zuwachs im Vergleich mit der Kontrollgruppe.

Abbildung 12 verdeutlicht, dass allein die E2-Gruppe eine Abnahme des paratibialen
Fettanteils gegenuber der Praovx-Gruppe bewirken konnte. Im Vergleich mit der
Kontrollgruppe zeigte sie entsprechend den geringsten prozentualen Zuwachs. Die
Ecd-Gruppe erreichte als einzige kein Signifikanzniveau im Vergleich mit der
Kontrollgruppe, wenngleich der Anteil etwas geringer ausfiel.
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3.3 Serumparameter
3.3.1 Serum-Glukose

Abbildung 13 zeigt, dass die einzelnen Gruppen untereinander keine signifikanten
Unterschiede in der Blutglukosekonzentration aufweisen.

Der Effekt von Ecd und E2 bei intakten
und ovx S.D.-Ratten (4 Wochen per Futter) auf:
Serum-Glukose

#p<0,05 vs Ko, ovx
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Abbildung 13. Effekt auf die Serum-Glukose von intakten und ovx S.D.-Ratten nach vierwdchiger
Wirkstoffapplikation. Es lasst sich kein signifikanter Unterschied unter den einzelnen Versuchsgruppen
feststellen. Die intakten Tiere und die Tiere der E2-Gruppe haben eine tendenziell niedrigere Serum-
Glukose als die Tiere der Kontroll- und der Ecd-Gruppe.
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3.3.2 Serum-Insulin

Der Effekt von Ecd und E2 bei intakten
und ovx S.D.-Ratten (4 Wochen per Futter) auf:

Serum-Insulin
#p<0,05 vs Ko, ovx
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Abbildung 14. Effekt auf das Serum-Insulin von intakten und ovx S.D.-Ratten nach vierwdchiger
Wirkstoffapplikation. Die E2-Tiere erreichten als einzige Gruppe ein Signifikanzniveau im Vergleich mit

der Kontrollgruppe.

Die Insulinspiegel nach Versuchsende waren bei Kontroll- und intakter Gruppe auf
ahnlich niedrigem Niveau. Die Ecd-Gruppe konnte dagegen zwar einen hoheren
Insulinspiegel aufweisen, erreichte jedoch kein Signifikanzniveau verglichen mit der
Kontrollgruppe. Einzig die E2-Gruppe zeigte einen signifikant héheren Spiegel des
Serum-Insulins verglichen mit den Kontrolltieren. Dies ist Abbildung 14 zu

entnehmen.
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3.3.3 HOMA-Index

Tabelle 2. HOMA-Index zur Bestimmung der Insulinresistenz bei intakten und ovx S.D.-Ratten nach
vierwochiger Wirkstoffapplikation: <1 = normal, >2 = Hinweis auf mdgliche Insulinresistenz, >2,5 =

Insulinresistenz sehr wahrscheinlich, >5,0 = Durchschnittswert bei Typ 2-Diabetikern.

Serumwert Ko, ovx Intakt, sf Ecd, ovx E2, ovx
Glukose (mg/dl) 145,3 136,3 145,7 136,2
Insulin (U/ml) 2,03 2,21 4,49 8,02
HOMA-Index 0,7 0,7 1,6 2,7

Tabelle 4 zeigt, dass die E2-Gruppe mit einem HOMA-Index von 2,7 deutlich tber

dem Cut-off flr eine

Insulinresistenz lag. Die Ecd-Gruppe lag mit 1,6 im

hochnormalen Bereich. Die intakten Tiere und die Tiere der Kontrollgruppe lagen mit

einem Index von jeweils 0,7 im Normbereich. Es ist anzunehmen, dass im

vorliegenden Versuch die Tiere zum Zeitpunkt der Dekapitation nicht ntchtern

waren, da ihnen im Rahmen des Versuchsaufbaus zu jederzeit eine freie Verfliigung

des Futters gewahrleistet wurde. Nuchtern-Blutwerte flr Glukose und Insulin stellen

eine Grundvoraussetzung fir die standardisierte Berechnung des HOMA-Index beim

Menschen dar.
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3.3.4 Serum-Cholesterol

Der Effekt von Ecd und E2 bei intakten
und ovx S.D.-Ratten (4 Wochen per Futter) auf:

Serum-Cholesterol
#p<0,05 vs Ko, ovx
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Abbildung 15. Effekt auf das Serum-Cholesterol von intakten und ovx S.D.-Ratten nach vierwdchiger
Wirkstoffapplikation. Die Ecd-Gruppe konnte im Gegensatz zur E2-Gruppe und den intakten Tieren
keinen signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe aufweisen.

Abbildung 15 verdeutlicht, dass der Cholesterolspiegel im Serum der E2-Gruppe im
Vergleich mit den Tieren der Kontrollgruppe am signifikant geringsten ausfiel.
Ebenfalls ein Signifikanzniveau verglichen mit der Kontrollgruppe erreichten die
intakten Tiere, wenngleich ihr Cholesterolspiegel vergleichsweise héher war als bei
den E2-Tieren. Die Ecd-versorgten Tiere konnten kein Signifikanzniveau im

Vergleich mit der Kontrollgruppe erzielen.
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3.3.5 Serum-HDL

Die Ecd-Gruppe erreichte in ihrer Wirkung auf die Serum-HDL keinen signifikanten
Unterschied im Vergleich mit den Kontrolltieren, wenngleich in Abbildung 16 ein
tendenziell hoherer Spiegel zu sehen ist. Insgesamt waren die Serumwerte der HDL
bei der Ecd- und der Kontrollgruppe am hdchsten. Intakte und E2 verzeichneten
beide einen signifikant niedrigeren Spiegel der Serum-HDL im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Dabei zeigte die E2-Gruppe den geringsten Serumwert.

Der Effekt von Ecd und E2 bei intakten
und ovx S.D.-Ratten (4 Wochen per Futter) auf:
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Abbildung 16. Effekt auf das Serum-HDL von intakten und ovx S.D.-Ratten nach vierwdchiger
Wirkstoffapplikation. Die Ecd-Gruppe konnte im Vergleich mit der Kontrollgruppe kein
Signifikanzniveau erreichen. Die E2-Gruppe zeigte einen deutlich niedrigeren HDL-Spiegel im Serum
als die Kontrollgruppe.
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3.3.6 Serum-LDL

Der Effekt von Ecd und E2 bei intakten
und ovx S.D.-Ratten (4 Wochen per Futter) auf:

Serum-LDL #p<0,05 vs Ko, ovx
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Abbildung 17. Effekt auf das Serum-LDL von intakten und ovx S.D.-Ratten nach vierwdchiger
Wirkstoffapplikation. Intakte und E2 Tiere zeigten signifikante Veranderungen im Vergleich mit der
Kontrollgruppe.

Abbildung 17 zeigt den deutlich gringeren LDL-Serumspiegel der E2-Gruppe im
Vergleich mit den Kontrolltieren. Ebenfalls signifikant niedriger fiel der Serumwert der
LDL fur die intakten Tiere aus, wenngleich nicht annahrend im Ausmal} der E2-
Gruppe. Die Ecd-versorgten Ratten konnten trotz tendenziell geringerem Serum-LDL

im Vergleich zur Kontrollgruppe kein Signifikanzniveau erreichen.
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3.3.7 Serum-Triglyzeride

Betrachtet man die Triglyzeride, so lasst sich allein fur die E2-Gruppe im Vergleich
mit den Kontrolltieren ein signifikant hoherer Serumspiegel beobachten. Eine leichte
Tendenz fur einen geringeren Triglyzeridwert im Blut verglichen mit den
Kontrolltieren zeigt Abbildung 18 fir die Ecd-Gruppe, wenngleich sie dabei kein
Signifikanzniveau erreichte. Die intakten Tiere zeigten im Vergleich zur

Kontrollgruppe einen tendenziell hbheren Serumwert.

Der Effekt von Ecd und E2 bei intakten
und ovx S.D.-Ratten (4 Wochen per Futter) auf:
Serum-Triglyzeride
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Abbildung 18. Effekt auf die Serum-Triglyzeride von intakten und ovx S.D.-Ratten nach vierwdchiger
Wirkstoffapplikation. Allein der E2-Gruppe konnte ein signifikant hoherer Spiegel im Vergleich mit der

Kontrollgruppe nachgewiesen werden. Die Ecd-Gruppe erreichte kein Signifikanzniveau gegenuber
der Kontrollgruppe.
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3.4 Korpertemperatur

Temperaturveranderungen einzelner S.D.-Ratten , 1 Woche nach Ovx
(subkutan gemessen mittels IPPT-300, ELAMS PLEXX)

=@— Ko, ovx
—=— |ntakt, sf
—a— Ecd, ovx
—— E2, ovx

Temperatur (°C)

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 2
Scans (alle 5 Minuten)
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Abbildung 19. Die Temperaturverlaufe einzelner S.D.-Ratten, gemessen 1 Woche nach Ovx im 5-
Minuten-Takt in einem Messzeitraum von 2 Stunden. Die Kontrollgruppe zeigt einen fur hot flushes
charakteristischen Verlauf.

Die mittlere subkutane Koérpertemperatur der Kontrolltiere lag eine Woche nach Ovx
bei 38,7°C. Wenngleich die mittlere Temperatur damit genauso hoch lag wie bei den
intakten Tieren, so konnte dennoch bei einzelnen Kontrolltieren im Verlauf der
Messung episodische Fluktuationen mit Temperaturpeaks beobachtet werden.
Ahnliche episodische Schwankungen fanden sich in den anderen Gruppen nicht
(siehe Abbildung 19). Die Ecd- und die E2-Gruppe erzielten beide eine signifikant
geringere Korpertemperatur verglichen mit der Kontrollgruppe in Woche 1. Dabei
erzielte die E2-Gruppe einen starkeren Effekt als die Ecd-Gruppe und hatte mit
37,7°C eine etwa um 1°C geringere mittlere Temperatur im Vergleich mit der
Kontrollgruppe. Die Ecd-Gruppe wies dagegen mit 38,2°C einen um 0,5°C
geringeren Temperaturwert als die Kontrollgruppe auf.

In der zweiten Woche nach Ovx lag die mittlere subkutane Kérpertemperatur der

Kontrolltiere etwas niedriger als in der Vorwoche. Dennoch lieRen sich sowohl fur die
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Ecd- als auch fur die E2-Gruppe eine im Vergleich mit der Kontrollgruppe weiterhin
signifikant geringere subkutane Temperatur messen. E2 zeigte hierbei einen um
1,1°C und Ecd einen um 0,4°C geringeren Temperaturwert verglichen mit der
Kontrollgruppe der gleichen Woche. Abbildung 20 verdeutlicht dies.

Mittelwerte der Korpertemperaturen von S.D.-Ratten
(subkutan gemessen mittels IPPT-300 ELAMS PLEXX-System)
im Vergleich Gber 2 Wochen

#p<0,001 vs Ko, ovx gleiche Woche
*p<0,05 vs Intakt
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Abbildung 20. Effekt auf die mittlere subkutane Korpertemperatur von ovx S.D.-Ratten im Vergleich mit
intakten Tieren Uber einen Zeitraum von 2 Wochen nach Ovx. Eine Minderung der mittleren
Korpertemperatur im Vergleich zur Kontrollgruppe zeigte sich bei Ecd- und E2-versorgten Tieren.
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4. Diskussion

Die fur die vorliegende Arbeit durchgefiihrten Experimente sollten viszerales und
paratibiales Fettgewebe der Ratte bezuglich ihrer Einflisse durch Ecd und E2
untersuchen sowie thermoregulatorische Effekte der Testsubstanzen hinsichtlich
postmenopausaler Hitzewallungen aufdecken. Dafur wurden die Versuchstiere
(n=40) in vier Gruppen unterteilt und Uber einen Zeitraum von vier Wochen mit den
jeweiligen Testsubstanzen per Futter versorgt.

Es bleibt anzumerken, dass sich einige der diskutierten Effekte im vorliegenden
einmonatigen Versuch nicht nachweisen liel3en, welche am gleichen Tiermodell in
dreimonatigen Versuchsdesigns jedoch signifikant waren. Als méglicher Grund kann

die kurzere Dauer der Verabreichung der Testsubstanzen gewertet werden.

4.1 Analyse von Futteraufnahme und Korpergewicht

Den grol3ten Gewichtszuwachs im Vergleich zu Praovx verzeichnete die Ecd-Gruppe
(+26,7% vgl. mit Praovx), welche kongruent dazu auch den grof3ten Futterverbrauch
aufwies. Allerdings zeigte sie keine signifikante Zunahme gegeniber der ovx
Kontrollgruppe (+23,5% vgl. mit Préovx), die eine annahernd gleich hohe
Futteraufnahme verzeichnete. Diese Ergebnisse decken sich mit denen eines
zwolfwochigen Versuchs der Abteilung (Seidlova-Wuttke et al. 2010 b).
Bekanntermalien ist die Gewichtszunahme der ovx Kontrolltiere auf eine vermehrte
Fettanreicherung zurlickzufihren (Seidlova-Wuttke et al. 2011). Dahingegen ist der
groBe Gewichtszuwachs der Ecd-versorgten Tiere vielmehr das Resultat eines
vermehrten Muskelwachstums bei zusatzlich geringerer Fettanreicherung (Dinan und
Lafont 2006; Gorelick-Feldman et al. 2008; Seidlova-Wuttke et al. 2010 b).

In der vorliegenden Studie wies die E2-Gruppe als einzige eine leichte
Gewichtsabnahme (-2,2% vgl. mit Prdovx) auf. Interessanterweise war ihre
durchschnittliche Futteraufnahme (15,48 g/Tier/Tag) ahnlich der von intakten Tieren
(16,38 g/Tier/Tag), welche immerhin um ca. 10%, verglichen mit Praovx, an Gewicht
zulegten. Auch hier konnten die Resultate eines zwoélfwochigen Versuchs bereits
nach vierwdchiger Applikation bestatigt werden (Seidlova-Wuttke et al. 2010 b). Eine
Erklarung fur die Reduktion des viszeralen Fettdepots durch E2 ist die effektive

Reduktion der Fettdepots bei erhohter lokomotorischer Aktivitat der Tiere. Eine
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Vermehrung der Muskulatur, die das Gewicht steigern konnte, wurde unter E2 bisher
nicht nachgewiesen (Seidlova-Wuttke et al. 2010 b).

4.2 Analyse der fettgeweblichen Untersuchung mit qgCT

Im Folgenenden findet sich die Diskussion der Fragestellung Nr. 1 (siehe
Zielsetzung).

4.2.1 Effekte auf viszerales Fettgewebe

Das viszerale Fettgewebe wurde in der vorliegenden Arbeit als Teil des Kdrperfettes
am gesamten Querschnitt des Bauchraumes auf HOohe L4/L5, exklusive Muskulatur
und Knochengewebe, ausgewertet. Die Werte ergaben sich aus drei festgelegten
Schnittebenen im Bauchraum. Zusatzlich wurde der Fettanteil am intraabdominellen
Gesamtquerschnitt in Prozent angegeben.
Mit einziger Ausnahme der E2-versorgten Tiere, die im Verlauf sogar eine Abnahme
der Fettflache zeigten, haben alle weiteren Gruppen im Vergleich zu Préovx
signifikant an viszeralem Fett zugelegt. Die Kontrollgruppe verzeichnete dabei den
mit Abstand grof3ten Zuwachs an Fettgewebe. Damit konnten wir im vorliegenden
vierwochigen Experiment &ahnliche Ergebnisse verschiedener Studien erzielen,
welche die vermehrte Anreicherung von Fettgewebe bei ovx Ratten in langer
angelegten  Versuchsdesigns nachweisen konnten. Ursachlich  far die
Fettgewebsanreicherung kann der Verlust der Ovarien gesehen werden (Rachon et
al. 2008; Babaei et al. 2010; Seidlova-Wuttke et al. 2011). Eine vergleichbar starke
Anreicherung des Bauchfettdepots, im Zusammenhang mit dem klimakterischen
Hormonzustand, findet sich auch beim Menschen und geht mit der Entwicklung des
Metabolischen Syndroms einher (Carr 2003). Verbunden mit den Risiken, die das
viszerale Fett durch seine Funktion als endokrine Drise birgt, ist es durchaus als
"bOses" Fettgewebe des menschlichen Korpers zu verstehen (Pasquali et al. 2003).
Wie erwahnt, zeigten im vorliegenden Versuch die E2-versorgten Tiere eine
signifikant geringere Fettgewebsflache im Vergleich zu Praovx und zur
Kontrollgruppe. Damit konnten wir auch fur die E2-Gruppe dieselben Effekte bereits
nach 4 Wochen nachweisen, die bereits aus zwolfwochigen Versuchen bekannt
waren (Seidlova-Wuttke et al. 2010 b). Grund fur die Abnahme des Fettgewebes ist
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u.a. die Steigerung der lokomotorischen Aktivitat. Sie ist als nachfolgender Effekt auf
die Wirkung des Ostrogens an den im Fettgewebsdepot vorhandenen
Ostrogenrezeptoren zuriickzufiihren (Seidlova-Wuttke et al. 2003 a; Seidlova-Wuttke
et al. 2008; Rachon et al. 2008).

Besonderes Augenmerk gilt im vorliegenden Versuch dem Effekt der Ecd-Gruppe auf
das viszerale Fett. Zwar konnte sie im Vergleich mit den ovx Kontrolltieren keine
ahnlich geringere Zunahme der Fettflache bewirken, wie es bei den Tieren der E2-
Gruppe zu sehen war. Jedoch zeigte die Ecd-Gruppe 16% weniger Fettflache und
lieferte damit ein deutlich signifikantes Ergebnis im Vergleich mit der ovx
Kontrollgruppe. Aus dem zwolfwoéchigen Versuch der Abteilung war uns dieser Effekt
bereits bekannt (Seidlova-Wuttke et al. 2010 b). Wir konnten nun beweisen, dass
auch eine vierwochige Applikation bereits eine signifikant geringere Anreicherung an
viszeralem Fettgewebe unter Ecd liefern kann. Der genaue Wirkmechanismus ist
noch unklar. Eine Wirkung an Ostrogenrezeptoren kann jedoch aufgrund der
fehlenden Effekte auf das Uterusgewebe ausgeschlossen werden (Owens und
Koeter 2003). Die mittlere Korpergewichtszunahme korrelierte bei allen Tieren Gber
den Versuchszeitraum signifikant mit der viszeralen Fettflache.

Eine Korpergewichtszunahme ging bei unseren Versuchstieren also stets mit einer
Anreicherung von viszeralem Fettgewebe einher. Eine Abnahme des
Korpergewichts, wie sie bei E2-Tieren zu sehen war, bedeutete entsprechend auch
eine Abnahme des viszeralen Fettgewebes.

Um zu untersuchen, ob eine Anreicherung der Fettflache auch mit einem erhéhten
Fettgewebsanteil am Gesamtquerschnitt einer gCT-Ebene des Bauches einhergeht,
wurden Fett-, Muskel- und Knochengewebe zueinander prozentual in Relation
gesetzt. Den grof3ten Fettanteil im Abdomen zeigte die Kontrollgruppe (32,7%), den
geringsten die E2-Gruppe (21,3%). Die Ecd-Gruppe (27,4%) wies einen um 16%
geringeren Bauchfettanteil als die Kontrollgruppe auf und schaffte es zudem, diesen
im Vergleich zu Préaovx (26,1%) nicht signifikant zu steigern. Ecd ist demnach in der
Lage, ohne Gstrogenabhangige Aktivitdt bei ovx Ratten eine geringere Anreicherung

des viszeralen Fettgewebes zu bewirken.
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4.2.2 Effekte auf paratibiales Fettgewebe

Bei der qCT-Untersuchung des paratibialen Fettgewebes wurde nach vierwdchiger
Wirkstoffapplikation bereits eine signifikante Zunahme an Fettmasse bei den
Kontrollgruppentieren im Vergleich mit Praovx aufgezeigt. Damit bewiesen wir eine
ahnlich starke paratibiale Fettgewebsakkumulation bei ovx Ratten noch deutlich
schneller, verglichen mit einem zwolfwdchigen Versuchsdesign (Seidlova-Wuttke et
al. 2010 b).

Erwartungsgemald konnte in unserem Versuch bei der E2-Gruppe eine signifikante
Abnahme der paratibialen Fettflache im Vergleich mit Prdovx beobachtet werden.
Entsprechend zeigte sich eine deutlich geringere Zunahme im Vergleich mit der
Kontrollgruppe. Gleiches galt fir den prozentualen Anteil am Gesamtquerschnitt des
Unterschenkels. Damit besteht Kongruenz unserer Ergebnisse mit den Resultaten
vorangegangener Studien, welche die E2-induzierte paratibiale Fettreduktion auf die
Expression der Ostrogenrezeptoren ERa und ERB zurtickfihren. Das paratibiale
Fettgewebe verfugt Uber beide Rezeptoren, was mit einer hohen Ostrogensensitiviat
einhergeht. Die nachfolgenden Wirkungen auf den Organismus &uf3ern sich u.a. in
einer gesteigerten lokomotorischen Aktivitat (Seidlova-Wuttke et al. 2003 a; Seidlova-
Wuttke et al. 2008; Rachon et al. 2008).

Auch unter Ecd-Gabe konnte an ovx Ratten bereits eine geringere Zunahme von
paratibialer Fettflache und Fettanteil beschrieben werden. In unserem Versuch zeigte
sich dieser Effekt gegentuber der Kontrollgruppe jedoch nicht signifikant. Ecd- und
Kontrollgruppe nahmen &hnlich viel an Flache zu und auch im prozentualen Anteil
am Gesamtquerschnitt der Tibia zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen
den beiden Gruppen. In diesem Fall konnten wir im Zeitraum von vier Wochen also
nicht die Effekte beobachten, die in der Vergleichsstudie tiber zwolf Wochen erbracht
wurden (Seidlova-Wuttke et al. 2010 b), was die unterschiedliche Applikationsdauer
als Ursache vermuten lasst.

Definitiv anzunehmen ist, dass viszerales und paratibiales Fettgewebe im Korper der
Ratte jeweils unterschiedlicher Regulation unterliegen. Der genaue Mechanismus
bleibt unklar. Eine Existenz von Ecd-Rezeptoren, wie beispielsweise bei

Arthropoden, konnte an Saugetieren nicht nachgewiesen werden.
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4.3 Analyse der Serumparameter

Die Analyse der Serumparameter, insbesondere der Blutfette, Insulin und Glukose,
hat in der Diagnostik des Metabolischen Syndroms einen hohen Stellenwert. Zudem
stellt die S.D.-Ratte stellt ein gutes Modell zur Untersuchung dieser Parameter dar
(Bellino 2000). Im Folgenden findet sich die Diskussion der Fragestellung Nr. 2

(siehe Zielsetzung).

4.3.1 Effekte auf Serum-Glukose

Im vorliegenden Versuch konnte bei keiner der Gruppen eine signifikante
Beeinflussung der Serum-Glukose durch die Testsubstanzen oder durch Ovx
beobachtet werden. Alle Spiegel befanden sich im Dekapitationsblut im Normbereich
(134 — 219 mg/dl = 7,44 — 12,16 mmol/l) (Van Zuphten et al. 1995). Ein diabetogener
Effekt, wie er fir das Metabolische Syndrom typisch ware, liel3 sich demnach fir
keine Gruppe nach nur vierwochiger Versuchsdauer nachweisen. Allerdings lie3en
sich diese auch in einer zwdlfwochigen Vergleichsstudie nicht beweisen (Mdiller
2007).

4 .3.2 Effekte auf Serum-Insulin

Unser Versuch konnte bei der Kontrollgruppe keine signifikante Verdnderung des
Serum-Insulins gegenuber den intakten Tieren feststellen. Ein Effekt auf die
Insulinausschittung nach Ovx war demnach nicht gegeben. Die Ecd-Gruppe
erreichte gegenuber der Kontrollgruppe ebenfalls kein Signifikanzniveau. Einzig fur
die E2-Gruppe konnte ein signifikanter Antieg des Insulinspiegels im
Dekapitationsblut, verglichen mit der Kontrollgruppe, gemessen werden. Ahnliche
Ergebnisse fanden sich in einem 28-tdgigen Versuch mit Mausen (Naaz et al. 2002).
Nach Berechnung des HOMA-Index (siehe Kapitel 3.3.3.) bedeutet dies ein
wahrscheinliches Vorliegen einer Insulinresistenz bei E2-versorgten Tieren und einen
hochnormalen Wert bei Ecd-versorgten Tieren. Eine erwartungsgemali
identifizierbare Insulinresistenz anhand des HOMA-Index fur die Tiere der
Kontrollgruppe, wie sie an postmenopausalen Frauen gezeigt werden konnte, fand
sich im vorliegenden Versuch nicht (Santen et al. 2010; NAMS 2010).
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4.3.3 Effekte auf Serum-Cholesterol

Das hohe Serum-Cholesterol macht die ovx Ratte im Zusammenhang mit der
vermehrten Bildung von Fettgewebe zu einem besonders geeigneten Model fur
Studien des Metabolischen Syndroms. Auch unsere Ergebnisse haben gezeigt, dass
die Kontrollgruppe einen, verglichen mit den intakten Tieren, erhdhten
Cholesterolspiegel aufwies. Damit erbringt unser Versuch nach vier Wochen die
Resultate aus Studien, welche einen Serum-Cholesterolanstieg nach 22 Wochen
bewiesen (Meli et al. 2004). Der genaue Mechanismus, der letztlich eine
Ostrogenmangel-bedingte  Hypercholesterinamie  verursacht, ist noch nicht
hinreichend verstanden. Eine madgliche Erklarung sei die aufgrund des
Ostrogenmangels niedrigere Aktivitat des Enzyms 7a-Hydroxylase, welches
Cholesterol in Gallensauren umwandelt (Lucas et al. 2000).

E2 ist bekanntermalRen in der Lage, an postmenopausalen Patientinnen und ovx
Ratten eine gesteigerte Fettgewebsakkumulation zu verhindern und den
Cholesterolspiegel im Serum zu senken (Bartels et al. 2007; Rachon et al. 2008;
Redinger 2008). Dies konnte im vorliegenden Versuch bereits nach 4 Wochen
Wirkstoffapplikation festgestellt werden.

Dagegen zeigte sich Uber diesen verhaltnismafig kurzen Versuchszeitraum keine
signifikante Veranderung des Cholesterols bei Ecd-Tieren. Ahnliche Resultate mit
Ecd lieferte Seidlova-Wuttke bereits in der Uber 12 Wochen angelegten Studie. Darin
wurden Ecd-versorgte Tiere in drei Gruppen unterteilt und erhielten jeweils
unterschiedliche Dosierungen Ecd (18, 56 und 116 mg/Tier/Tag). Nur die Gruppe mit
der geringsten Ecd-Dosis konnte eine leichte, aber signifikante, Senkung des
Cholesterols im Vergleich mit der Kontrollgruppe erzielen. Im vorliegenden Versuch
lag die applizierte Dosis von Ecd bei durchschnittlich 65,7 mg/Tier/Tag. So konnte
entsprechend der Vergleichsstudie auch nach 4 Wochen kein signifikanter Effekt
registriert werden (Seidlova-Wuttke et al. 2010 b). Im Vergleich mit der
internationalen Literatur sind unsere Resultate nur eingeschrankt beurteilbar, da die
erhobenen Daten sowohl Uber andere Versuchszeitrdume als auch teilweise mit
anderen Rattenmodellen oder Ecd-Dosierungen gewonnen wurden (Mironova et al.
1982; Catalan et al. 1985).
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4.3.4 Effekte auf Serum-HDL

Die HDL bilden das bei Ratten vorherrschende Lipoprotein und enthalten den
groRten Anteil an Cholesterol. Demnach geht der Anstieg der Serum-HDL bei der
Ratte Hand in Hand mit dem Anstieg des Cholesterols (Bein 2010). Unsere Resultate
zeigten eine Erhdhung der Serum-HDL bei der Kontrollgruppe im Vergleich mit den
intakten Tieren.

Der Effekt von Ecd auf das Serum-HDL fiel im vorliegenden Versuch, verglichen mit
der Kontrollgruppe, nicht signifikant aus. Dieses Resultat deckt sich mit Ergebnissen
aus der bereits mehrfach zum Vergleich herangezogenen 12-Wochen-Studie
(Seidlova-Wuttke et al. 2010 b). Dort ergab sich lediglich eine signifikante Erh6hung
des HDL-Spiegels bei den Tieren, welche die hochste Dosis Ecd (116 mg/Tier/Tag)
erhielten. Da in wunserem Versuch die durchschnittich aufgenommene
Substanzmenge fur Ecd mit 65,7 mg/Tier/Tag deutlich niedriger war und die
Applikationsdauer nur vier Wochen betrug, waren unsere nicht-signifikanten
Ergebnisse erwartungsgemaln (Seidlova-Wuttke et al. 2010 b).

E2 dagegen erbrachte im vorliegenden Versuch die im 12-Wochen-Versuch
beobachteten  signifikant  geringeren  HDL-Serumspiegel gegentber der
Kontrollgruppe bereits nach vier Wochen (Seidlova-Wuttke et al. 2010 b). Der
niedrige Serumwert lasst sich durch die unter E2 vermehrte Expression von LDL-
Rezeptoren begriinden. Diese haben eine priméare Affinitdt zu Apo-E, das in Ratten
sowohl in LDL als auch HDL vorhanden ist. Mit der Bindung der Lipoproteine an den
Rezeptor erfolgt ein Absinken ihrer Serum-Werte (Chao et al. 1979; Parini et al.
1997).

4.3.5 Effekte auf Serum-LDL

Ein signifikant héherer LDL-Serumspiegel bei ovx Ratten im Vergleich zu intakten
Tieren wurde bereits mehrfach beschrieben (Van Lenten et al. 1983) und findet auch
in der vorliegenden Studie erneut Bestéatigung. Gleicher Effekt wurde auch bei
postmenopausalen Frauen festgestellt (Suda et al. 1998). Ostrogenmangel bewirkt
eine ohnehin altersbedingte Minderung der Expression von LDL-Rezeptoren, was
einen Anstieg des LDL-Spiegels im Blut zur Folge hat (Pickar et al. 1998).
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Bei unserer Ecd-Gruppe waren die Serum-LDL im Vergleich mit der Kontrollgruppe
nur in geringem Mal3e und nicht signifikant niedriger. In der zum Vergleich
herangezogenen 3-Monats-Studie kam es ausschlief3lich in der Gruppe mit der
geringsten Ecd-Dosisapplikation (18 mg/Tier/Tag) zu einer signifikanten Abnahme
der LDL im Serum. Die héheren Dosen zeigten keine signifikanten Effekte. An dieser
Stelle sei darauf verwiesen, dass die Ratten in unserem Versuch eine
durschschnittliche Ecd-Dosis von 65,7 mg/Tier/Tag zu sich nahmen und die
Applikationsdauer von Ecd nur vier Wochen betrug (Seidlova-Wuttke et al. 2010 b).
Dagegen konnte die E2-Gruppe in unserem Versuch schon nach der vierwdchigen
Versuchsdauer einen deutlich signifikant niedrigeren LDL-Serumwert, verglichen mit
der Kontrollgruppe, verzeichnen. Ahnliche Resultate lieferten neben der
zwolfwochigen Vergleichsstudie von Seidlova-Wuttke et al. auch verschiedene
andere Publikationen mit unterschiedlichen Versuchsdauern (Kuller et al. 1990; Liu
und Bachmann 1998; Seidlova-Wuttke et al. 2010 b). Bei E2-Substitution wird die
Bildung von LDL-Rezeptoren in der Leber gesteigert. Folglich gelangen mehr im
Blutkreislauf zirkulierende LDL in die Hepatozyten, und der Serum-Spiegel sinkt ab
(Cooper et al. 1987; Parini et al. 1997; Parini et al. 2000). Diese Art der
Lipidregulation findet sich auch im pramenopausalen ¢strogenen Hormonzustand
und ist von groBer Relevanz fur die E2-abhangige geringere Anreicherung der
Fettdepots (Meli et al. 2004). Die signifikant niedrigeren LDL-Serumwerte bei den
intakten Tieren, verglichen mit der ovx Kontrollgruppe, sind auch im vorliegenden
Versuch zu beobachten gewesen, allerdings nicht in dem Ausmal’ wie bei den E2-
Tieren. Die genaue Begrundung hierfur ist nicht klar. Unwahrscheinlich ist jedoch
eine derart starke Einflussnahme der Ostrogen-Zyklusphasen bei Ratten wie bei
Menschen, dass ein so deutlicher Unterschied zwischen intakter und E2-Gruppe,
resultieren wirde (Kuller et al. 1990; Bein 2010). Da die E2-Serumspiegel der Ratten
in der vorliegenden Arbeit nicht bestimmt wurden, ist ein Vergleich der Gruppen
hinsichtlich ihrer Zyklusphasen nicht méglich. Zudem ware die Validitat eines solchen
Vergleichs fraglich, da die oral applizierte Form von E2 einer zu starken intestinalen
wie hepatischen Verstoffwechselung unterliegt, als dass ein hoher E2-Spiegel im
Serum messbar ware (Nahoul et al. 1993).
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4.3.6 Effekte auf Serum-Triglyzeride

In der vorliegenden Arbeit fand sich bei Betrachtung der Serum-Triglyzeride fur die
ovx Kontrolltiere kein signifikanter Effekt verglichen mit den intakten Tieren.
Ein Effekt von Ecd, verglichen mit der Kontrollgruppe, blieb ebenfalls aus. In der
internationalen Literatur finden sich abweichende Resultate. So beschrieben Catalan
et al. (1985) sowie Slama und Lafont (1995) einen Anstieg der Triglyzeride unter
Ecd-Zufuhr. In einer aktuelleren Studie von Hamden et al. (2008) konnte dagegen ein
Absinken des Triglyzeridspiegels bei S.D.-Ratten unter Phytoecdysteroidgabe
gezeigt werden. Als mogliche Ursache fur die Abnahme der Serum-Triglyzeride wére
das vermehrte Muskelwachstum unter Ecd zu sehen, da die gesteigerte
Stoffwechselaktivitat des Muskelgewebes einen positiven Effekt auf die Senkung des
Triglyzeridspiegel haben kdnnte (Syrov et al. 2008; Seidlova-Wuttke et al. 2010 b).
Die E2-Gruppe hatte im vorliegenden Versuch als einzige nach Ende der
vierwdchigen Versuchsdauer signifikant hohere Serum-Triglyzeride verglichen mit
der Kontrollgruppe. Ahnliche Forschungsergebnisse, die unter E2-Applikation bei
Ratten einen Triglyzerid-Anstieg zeigen, lassen sich in der Literatur auch nach
langeren Versuchszeitraumen finden (Meli et al. 2004; Seidlova-Wuttke et al. 2005).
Auch bei postmenopausalen Frauen konnte unter Ostrogenersatztherapie eine
Anhebung der Serum-Triglyzeride beobachtet werden (Walsh et al. 1991). An dieser
Stelle ist zu erwahnen, dass die unter 4.2. beschriebene deutlich geringere
Fettgewebsanreicherung unter E2 u.a. anhand des erhdhten Serumspiegels der
Triglyzeride erklarbar gemacht werden kann. Zwar ist die Bildung der Triglyzeride in
der Leber unter E2 stimuliert, und es kommt zu einer erhdhten Freisetzung in VLDL
(Weinstein et al. 1986), jedoch findet sich ebenso eine E2-abhangige Hemmung der
Lipoproteinlipase. Letztere ist fur die Spaltung der Lipoproteine zur Aufnahme in die
Zellen der Peripherie zustandig, weshalb unter E2 weniger Triglyzeride in die
Adipozyten gelangen, um Depotfett zu bilden. In der Folge mobilisieren die
Fettdepots ihre Fettsauren zur Energiegewinnung (Pedersen et al. 1992).
Allerdings lassen sich in der internationalen Literatur auch Studien finden, die
keinerlei Effekte von E2 auf ovx Tiere und klimakterische Frauen aufzeigen konnten
(Kim et al. 1994; Suda et al. 1998).
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4.4 Analyse der Korpertemperatur

Klimakterische Frauen mit Metabolischem Syndrom haben nicht selten unter
vasomotorischer Symptomatik zu leiden (Gold et al. 2000). Im Folgenden findet sich

die Diskussion der Fragestellung Nr. 3 (siehe Zielsetzung).

In verschiedenen Studien konnte bereits gezeigt werden, dass die ovx Ratte ein
geeignetes Modell fur die Untersuchung vasomotorischer Symptomatik darstellt, da
sich an ihr die episodisch auftretenden Erh6hungen der Hautttemperatur
entwickelten, welche als hot flushes - Phasen zu interpretieren sind (Kapur et al.
2010 b; Puri et al. 2011). Da fur die Messmethodik international kein einheitliches
Verfahren standardisiert ist, wurden fur die Diskussion der Ergebnisse in erster Linie
Resultate herangezogen, die mit dem gleichen Messverfahren, der subkutanen
Temperaturmessung uber Transponder (IPPT-300, ELAMS PLEXX), erhoben
wurden. Puri et al. (2011) vertffentlichten eine Studie, in der mit diesem
Messverfahren erstmalig positive Effekte von Ecd an ovx Ratten festgestellt werden
konnten. Die S.D.-Ratten der Ecd-Gruppe erhielten im Versuch von Puri et al. (2011)
nach dreiwochiger Einnahme von sojafreiem Kontrollfutter eine einmalige akute
intravendse Ecd-Injektion (5 mg) wahrend der dreistiindigen Temperaturmessung, an
welche sich eine zweiwdchige chronische Applikation von Ecd per Futter (73,2
mg/Tier/Tag) anschloss. Eine i.v.-Applikation wurde im vorliegenden Versuch nicht
durchgefuihrt. Die Applikation per Futter war in unserem Versuch mit 65,7
mg/Tier/Tag etwas geringer, was jedoch bei gleicher Ecd-Konzentration (3g/Kg) auf
eine geringere Futteraufnahme der Tiere zurlickzufuhren ist.
Wie bei Puri et al. (2011) konnten auch bei unseren intakten Tieren keine hot flushes
- Phasen beobachtet werden, wenngleich die mittlere Korpertemperatur unserer
intakten (38,7°C) um ca. 1,0°C hoher lag als bei den Ratten im Versuch von Puri et
al. (2011). So konnte, im Gegensatz zur Studie von Puri et al. (2011), eine Woche
nach Ovx kein signifikanter Anstieg der Korpertemperatur der Kontrolltiere gemessen
werden.
Die mittlere Korpertemperatur der Kontrollgruppe lag im vorliegenden Versuch bei
38,7°C, was in etwa dem Mittelwert der Kontrollgruppe der Puri-Studie (38,4°C)
entspricht (Puri et al. 2011). Da einige unserer Kontrolltiere eindeutig die typischen
Fluktuationen mit Temperaturpeaks von mehr als 1,0°C zeigten, die als
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Hitzewallungen zu werten sind, scheinen mogliche Messartefakte an dieser Stelle
eher ausgeschlossen als bei den intakten Tieren. An dieser Stelle sei anzumerken,
dass in einer Studie von Williams et al. (2010), mit telemetrischem Messverfahren
am Schwanz der Tiere, auch an intakten Ratten Temperaturanstiege mit Amplituden
von 8,0°C und hoher gemessen wurden. Das telemetrische Messverfahren gehort zu
einer der gebrauchlichsten internationalen Methoden zur Erfassung von
Hitzewallungen in tierexperimentellen Studien. Mit gleichem Verfahren wurden in
Versuchen von Berendsen et al. (2001) und Pawlyk et al. (2006) auch bei ovx Ratten
Temperaturpeaks als Hitzewallungen interpretiert, die, &ahnlich der Studie von
Williams et al. (2010), sehr viel hoher lagen als die Werte unserer Kontroligruppe. Da
die Werte unserer Kontrollgruppe sich jedoch im Niveau derer von Puri et al. (2011)
befanden, liegt die Vermutung nahe, dass die unterschiedliche Verfahrensweise fur
die hohe Varianz verantwortlich ist.

Bei der Ecd-Gruppe konnte im vorliegenden Experiment eine signifikante
Temperaturreduktion im Vergleich mit der Kontrollgruppe verzeichnet werden. Dabei
hatten die Ecd-Tiere in Woche 1 nach Ovx eine um 0,5°C geringere mittlere
Kdrpertemperatur als die Tiere der ovx Kontrollgruppe. In Woche 2 wurde eine
erneute Senkung, diesmal um ca. 0,3°C zur Vorwoche, festgestellt. Somit konnten
wir bei einer Applikation von Ecd per Futter schon nach einer Woche signifikante
Ergebnisse beobachten, was die Erwartungshaltung in Hinblick auf das
Phytoecdysteroid bezlglich der Linderung von vasomotorischer Symptomatik erfillte,
wenngleich nicht in dem Ausmal} der E2-Gruppe.

Die mittleren Temperaturwerte der E2-Gruppe lagen in unserem Versuch in den
Wochen 1 und 2 jeweils unter 38°C und somit signifikant unter den Werten der
Kontrollgruppe. Ahnliche Resultate fur E2 lieferte die Studie von Puri et al. (2011). In
Woche 2 konnten wir an unseren E2-Tieren noch einen weiteren Temperaturabfall
messen. Dahingegen blieb ihre mittlere Temperatur im Versuch von Puri et al. (2011)
tber zwei Wochen konstant.

Da Ecd auch im vorliegenden Versuch keinerlei Effekte auf das Uterusgewebe
austiibte und somit nicht an Ostrogenrezeptoren zu binden vermag, ist von anderen
Rezeptormechanismen auszugehen. Entscheidend fur die Wirkung von Ecd auf die
Thermoregulation in den Gehirnen von Ratten ist sein Effekt auf die GABAerge
Stoffwechselaktivitdt. Ecd stimuliert die Aktivitat des GABA-Syntheseenzyms
Glutamatdecarboxylase (GAD) und induziert somit indirekt die GABAerge Hemmung

54



von Neuronen im Hypothalamus. Durch diese Hemmung wird die Hyperaktivitat des
Pulsgenerators gedrosselt (Mansky et al. 1982; Fliigge et al. 1986; Tsujiyama et al.
1995; Okada et al. 1998).

Auch Gabapentin, eine GABAerge Substanz, welche klinisch zur Behandlung bei
Epilepsie indiziert ist, konnte Erfolge bei der Linderung von vasomotorischer
Symptomatik an ovx Ratten erbringen (Leventhal et al. 2005). Auch an Frauen, die
postmenopausal oder chirurgisch einen Verlust der Ovarialfunktion erfahren haben,
konnten in verschiedenen Studien signifikante Effekte von Gabapentin zur
Besserung von Hitzewallungen beobachtet werden (Guttuso et al. 2003; Hayes et al.
2011).
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5. Zusammenfassung

Das Metabolische Syndrom ist infolge der zunehmenden Fehlerndhrung und
mangelnden korperlichen Betéatigung ein stetig wachsendes Problem der
Wohlstandsgesellschaft geworden. Insbesondere die Anreicherung des viszeralen
Fettgewebes wurde als grol3er Risikofaktor fur die Entstehung von Adipositas-
assoziierten Erkrankungen identifiziert. Entscheidenden Einfluss auf die Entwicklung
des Syndroms hat unter anderem das Klimakterium. Postmenopausale
Mehranreicherung, insbesondere des viszeralen Fettgewebes, ist ebenso die Antwort
auf die ostrogenarme klimakterische Situation wie auch die Entwicklung von VMS.
Dem vorliegenden Versuch liegt die Fragestellung zugrunde, ob und auf welche
Weise, der Wirkstoff Ecd im Vergleich mit E2 der postmenopausalen
Fettanreicherung und Hitzewallungen entgegenzuwirken vermag. Die einzelnen
Testsubstanzen wurden den S.D.-Ratten (n=40) tber einen Versuchszeitraum von
vier Wochen per Futter verabreicht.

Klar gezeigt werden konnte eine signifikante Beeinflussung des viszeralen
Fettgewebes unter Gabe von Ecd nach nur vier Wochen Wirkstoffapplikation. Diese
zeigte sich in einer deutlich geringeren Mehranreicherung von viszeralem
Fettgewebe im Vergleich zur Kontrollgruppe. So kdnnte der Wirkstoff Ecd also in
Zukunft in der Medikation zur Prophylaxe dstrogenmangelbedingter Fettleibigkeit
bzw. des Metabolischen Syndroms eine bedeutende Rolle spielen.

Bei den Serumparametern Glukose, Insulin, Cholesterol, HDL, LDL und TG konnten
im vorliegenden Versuch keine signifikanten Effekte von Ecd erhoben werden.

Nicht zuletzt zeigte Ecd im vorliegenden Versuch einen signifikanten Effekt auf die
mittlere subkutane Korpertemperatur. Die Ecd-Ratten zeigten schon eine Woche
nach Ovx eine um ca. 0,5°C geringere Temperatur, verglichen mit der ovx
scheinbehandelten Kontrollgruppe, welche klare hot flushes aufwies. Da Ecd in
unserem Versuch keine Effekte auf das Uterusgewebe zeigte, ist von einem durch
GABA regulierten Wirkmechanismus udber eine Beeinflussung des GnRH-
Pulsgenerators auszugehen. Unter dem Aspekt der durch E2 verursachten
Nebenwirkungen stellt Ecd eine wirksame Alternative in der Behandlung
klimakterischer Hitzewallungen dar.

Im Ganzen hat die Wirksubstanz Ecd erneut ihre vielversprechende Rolle als
Alternativwirkstoff zu E2 unterstrichen.
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