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Abklrzungen:

AhR: Aryl-Hydrocarbon-Rezeptor

AMPK: AMP-aktivierte Proteinkinase
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ER: Ostrogenrezeptor
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KG: Kdrpergewicht
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MIP-2: macrophage inflammatory protein
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PPAR: Peroxisom-Proliferator-aktivierter Rezeptor
gCT: quantitatives Computertomogramm

ROS: reaktive Sauerstoffspezies

SD: Sprague Dawley

TG: Triglyceride

WHO: World-Health-Organization



1. Einleitung

Die vorliegende Doktorarbeit befasst sich mit den Auswirkungen von Estradiol
sowie Fraktionen und Subfraktionen (Ko/S1-S3, R1-R3) des Cimicifuga
racemosa-Extrakts BNO 1055 = CO001 (CR) auf Fettgewebe, Muskel-
gewebe und diverse Serumparameter der ovarektomierten (ovx) Ratte. Ovx
Sprague Dawley-Ratten (SD) wurden benutzt, da diese als vergleichbares
Tiermodell zu den Veranderungen im Knochengewebe und des
Fettmetabolismus der postmenopausalen Frau gesehen werden kdnnen
(Kalu 1991; Seidlova- Wuttke et al. 2010). Ebenso gilt dies fur die Effekte des
Ostrogenmangels auf das Muskelgewebe (Lowe et al. 2010).

Der Ostrogenmangel nach der Menopause resultiert in unterschiedlichen

negativen Folgen fir den Organismus der Frau. Im Speziellen sind dies:
- Osteoporose

- Hitzewallungen und Schweil3ausbrtiche

- Atrophie im Gewebe des Urogenitalsystems

- Depressionen

- Veranderungen im Fett- und Muskelstoffwechsel.

- Veradnderungen der Serumlipide (Carr 2003; Avis et al. 2005)

Die Hormonersatztherapie (HRT) ist durch unerwinschte Neben-
wirkungen, wie beispielsweise ein erhohtes Risiko, an einem Mamma-
Karzinom zu erkranken oder kardiovaskulare Folgeschaden zu erleiden, in
die Kiritik geraten (Writing Group for the Women's Health Initiative
Investigators 2002; Beral 2003), Daher suchte und sucht die Medizin nach

Alternativen.



Unter anderem wird die HRT erfolgreich dazu benutzt, Hitzewallungen
postmenopausaler Frauen zu behandeln (Brockie 2013). Studien haben aber bereits
gezeigt, dass neben der HRT auch die Inhaltsstoffe aus CR diese vegetativen
Beschwerden wahrend den Wechseljahren zu lindern vermdgen, und zwar
zum einen bei Ratten (Kapur et al. 2010), als auch beim Menschen (Shams
et al. 2010). Neben dieser Indikation hat sich das CR-Extrakt BNO1055
zunehmend auch bei anderen postmenopausalen Beschwerden als Alternative

zur konventionellen HRT erwiesen (siehe Abschnitt 1.3).

1.1 Das Klimakterium

Im Folgenden wird der Begriff Klimakterium néher erlautert.

- Das Klimakterium der Frau

Mit dem Begriff Klimakterium bezeichnet man die Zeit der hormonellen
Umstellung im Leben einer Frau vor und nach der Menopause. Als
Menopause ist definitionsgemald der Zeitpunkt der letzten Regelblutung
festgelegt. Dieser wird  rickwirkend ein  Jahr nach  derselbigen
festgestellt. Sobald die Zykluslange der Frau variiert, also wahrend der Monate
oder Jahre vor der tatsdchlichen Menopause, spricht man von
Perimenopause. Der hormonelle Lebensabschnitt nach der Menopause wird
auch als Postmenopause bezeichnet. Das durchschnittliche Alter der Frauen
zur Zeit der Menopause liegt bei 51 Jahren. Der perimenopausale Ubergang
dauert meist ungefahr 4-5 Jahre. In dieser Zeit kommt es durch die Atresie
der ovariellen Follikel und dem Einbif3en der Fahigkeit zur Produktion von

Ostrogenen und Progesteron zu einem Abfall der Serumkonzentration dieser



Hormone. Gleichzeitig steigt die Konzentration des Follikel-stimulierenden
Hormons (FSH).

Diese Hormonschwankungen kénnen, wie beschrieben, zu individuell unter-
schiedlich ausgepréagten Veranderungen im Stoffwechsel und Symptomen
fihren (Greendale et al. 1999; Nelson 2008).

- Das Klimakterium der Ratte

Die weibliche Ratte entwickelt, im Gegensatz zur Frau, unter normalen
Umstanden keinen klimakterischen Hormonzustand. Ratten haben schon nach
ungefahr drei Monaten ihre Geschlechtsreife erreicht. Sie entwickeln vom 16.
- 18. Monat ihres Lebens einen Hyperestrinismus und versterben kurze
Zeit spater. Ein Mangel an Geschlechtshormonen kann allerdings sehr gut
kunstlich herbeigefiihrt werden, beispielsweise durch Ovarektomie (Ovx). So
wird bei den Tieren ein Zustand erzeugt, der dem von Frauen im
Klimakterium &hnelt (Bellino 2000). Folgen einer Ovx sind bei der Ratte unter
anderem Gewichtszunahme, Veranderung der Blutfette (Zoth et al. 2010), Hot
Flashes (Merchenthaler et al. 1998) und Insulinresistenz (Saengsirisuwan et
al. 2009). Ovx Ratten zeigen also Merkmale des auch von uns teilweise
untersuchten Metabolischen Syndroms (Saengsirisuwan et al. 2009).

Ein Vorteil bei der Wahl der Ratte als Modell fir postmenopausale
Veradnderungen im Stoffwechsel ist, dass diese sehr schnell auf Einschnitte im
Hormonhaushalt reagiert (Kalu 1991; Frost und Jee 1992). Durch die kurze
Lebensspanne der Ratte entspricht 1 Monat im Leben einer Ratte ungefahr
2,5 Lebensjahren des Menschen (Andreollo et al. 2012), sodass wir in unserer
Versuchsdauer von 4 Wochen ungefahr einen Zeitraum von 2,5 Jahren in der
Entwicklung postmenopausaler Folgeerscheinungen im Stoffwechsel der Frau

imitieren kdnnen.



1.2 Der postmenopausale Lipid- und Muskelstoffwechsel

Da das Klimakterium der Frau beziehungsweise der damit vergesellschaftete
Mangel an Ostrogenen mit einem Wandel im Fett- und Muskelstoffwechsel
einhergeht, werde ich im Folgenden einige Aspekte inklusive der Ursachen
dieser Veranderungen naher erlautern. So kommt es im Rahmen der
hormonellen Verdnderungen geh&auft zum Auftreten von Sarkopenie und
Symptomen des Metabolischen Syndroms (Erlauterungen siehe unten). Die
Entwicklung der Serumlipide, deren Veranderung bei der Beschreibung des
Metabolischen Syndrom ebenfalls definiert sind, wurde bereits in der
Dissertation von Rehmann (2014) diskutiert, sodass ich diesen Aspekt, mit
Ausnahme des Leptinspiegels, in meiner Abhandlung nicht néher erlautern
werde. Da das Leptin in enger Verbindung zu dem in dieser Arbeit
untersuchten Fettgewebe steht (siehe unten), werde ich einige von Rehmann
bereits vertffentlichten Daten bezlglich des Leptins hier nochmals abbilden

und kurz diskutieren.

1.2.1 Sarkopenie

Sarkopenie bezeichnet einen ausgepragten Verlust an Muskelmasse sowie
Muskelkraft. Es wird geschatzt, dass ungefahr 25 % der Personen uber 70
Jahre und 40 % der Menschen ab dem 80. Lebensjahr von Sarkopenie
betroffen sind (Baumgartner et al. 1998). Die Abnahme an Muskelkraft ist bei
Frauen mit einem Abfall der Ostrogenkonzentration assoziiert (Baltgalvis et al.
2010). Allerdings lasst sich schwer beurteilen, in welchem Umfang der Verlust
an Muskelqualitdt durch normale Alterungsprozesse zu erklaren ist und
inwiefern der postmenopausal veranderte Hormonhaushalt der Frau eine Rolle

spielt. Erwdhnenswert dabei ist jedoch, dass die Zunahme an



intramuskularem Fett ohne Bezug zu einer Gewichtszunahme oder der
Zunahme an subkutanem Fettgewebe im Alter gesehen werden muss. Dies
bedeutet, dass die Abnahme an Muskelqualitat durch Fetteinlagerung auch bei
Personen beobachtet werden kann, welche im Alter an Gewicht verlieren.
Problematisch ist, dass die Zunahme von viszeralem Fettgewebe mit einer
Sekretion proinflammatorischer Zytokine einhergeht, welche die Muskel-
kontraktilitat negativ beeinflussen. Ob dieser Effekt auch im Zusammenhang
mit intramuskularem Fettgewebe steht und somit die Kontraktilitdt negativ
beeinflusst oder ob dieses Fettgewebe lediglich eine metabolische Dysfunktion
des Muskels darstellt, ist bisher unbekannt (Delmonico et al. 2009). Allerdings
weil3 man, dass Adipozyten von Fettkorpern an Gelenken die gleichen
negativen Eigenschaften beziglich der Zytokinausschittung besitzen wie
viszerale Adipozyten (Rai und Sandell 2011), sodass anzunehmen ist, dass
auch das intramuskulare Fettgewebe hierzu fahig ist. Ein weiterer Beweis flr
die entscheidende Rolle der Ostrogene im Muskelstoffwechsel stellt die
Tatsache dar, dass postmenopausale Frauen unter HRT in Kraftmessungen
signifikant besser abschnitten als Frauen ohne Substitution (Lowe et al. 2010).

Auch bei der Ratte kommt es nach Ovx zu Sarkopenie (Seidlova-Wuttke et al.
2010; Fonseca et al. 2012). Generell ist bei der Ursachenforschung jedoch
ebenfalls das im Alter meist deutlich herabgesetzte Ausmalfd an kdrperlicher
Aktivitat, Komorbiditdt sowie der Mangel an Nahrstoffzufuhr mit der
Nahrungsaufnahme zu beriicksichtigen. Insbesondere die korperliche Aktivitat
scheint eine nicht zu vernachlassigende Rolle einzunehmen. Fonseca et al.
(2012) fanden heraus, dass die Reduktion der MuskelfasergréfRe bei Ratten
nach Ovx vor allem durch eine verminderte kdrperliche Aktivitat und nicht
ausschlieBlich durch den verursachten Mangel an Ostrogenen hervorgerufen
wird. So waren ovx Ratten im Vergleich zu nicht ovx Ratten wesentlich
inaktiver. Des Weiteren ist auch bei Ratten und Mausen eine Abnahme der
Muskelkraft nach Ovx zu beobachten, welche durch Gabe von Estradiol

gemindert oder sogar aufgehoben werden konnte (Lowe et al. 2010).



Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Reduktion anaboler Stimuli auf
den Muskel wie Ostrogene, aber auch Androgene und das Wachstums-
hormon, der gleichzeitige Anstieg von Kkatabolen Zytokinen sowie
neuromuskulare Veranderungen (siehe folgende Abschnitte) in ihrer
Kombination zu dem beobachtbaren Verlust an Muskelgewebe im Alter,

insbesondere postmenopausal, beitragen.

1.2.2 Ostrogenmangel/Fettzunahme/Fettumverteilung

Nach der Menopause steigt bei der Frau das Risiko, die Kombination aus
Symptomen des Metabolischen Syndroms aufzuweisen, um 60 Prozent, auch
nach Relativierung einflussnehmender Faktoren, wie beispielsweise Alter,
korperliche Aktivitat und Einkommen. Der Name Metabolisches Syndrom fasst
vier Faktoren zusammen: Dyslipoproteindmie (erhdhte Plasma-Triglyceride
(TG), niedrige Plasmalevel von High-Density-Lipoprotein), steigende
Insulinresistenz, Zunahme an viszeralem Fettgewebe sowie Bluthochdruck.
Diese Faktoren erhohen die Wahrscheinlichkeit, eine kardiovaskulare
Erkrankung zu erleiden. Ungefahr

20-30 % der erwachsenen Bevdlkerung ist von diesem Syndrom betroffen. Die
Ursachen des metabolischen Syndroms sind vielfaltig, in der Pathophysiologie
spielen wohl vor allem viszerale Fettleibigkeit und Insulinresistenz eine Rolle
(Carr 2003). Zusatzlich wird deutlich, dass gleichzeitig die peri- und
postmenopausalen hormonellen Veradnderungen von  Bedeutung sind
(Janssen 2008; Lobo 2008). Bei Ratten wird, wie in Abschnitt 1.1. bereits
erwahnt, ahnlich der Frau, nach Ovx und folgendem Ostrogenmangel eine
Zunahme des Fettgewebes beobachtet (Seidlova-Wuttke et al. 2010; Abdel-
Hakim et al. 2014).

Die von viszeralen Adipozyten sezernierten proinflammatorischen Zytokine
beeinflussen nicht nur das Muskelgewebe, sondern fihren beim Menschen
ebenfalls Uber die Erhéhung von Cholesterol zu Bluthochdruck und

Arteriosklerose und damit zu einem erhéhten Risiko fur Herzerkrankungen und



Schlaganfallen (Bruce und Byrne 2009). Auch im Fettgewebe Ubergewichtiger
Ratten kommt es zu einer gesteigerten Expression proinlammatorischer Gene
(Padilla et al. 2014). Ostrogene kénnen die Ausschittung und Effekte dieser
Zytokine beeinflussen, und zwar sowohl am Menschen als auch an Mausen
(Schwenke 1998; Baltgalvis et al. 2010; Choi 2013). Ostrogene wirken jedoch
nicht nur indirekt Uber Zytokine, sondern auch direkt im Fettgewebe (Mayes
und Watson 2004). Schon 1978 haben Wade und Gray Ostrogenrezeptoren
(ER) im Fettgewebe von Ratten nachgewiesen. Diese haben &hnliche
Eigenschaften wie die Rezeptoren in den Fortpflanzungsorganen, sind
allerdings in geringerer Dichte vorhanden (Wade und Gray 1978). Genauso
konnte beim Menschen die Existenz von  Progesteron- und
Ostrogenrezeptoren in Fettgewebe belegt werden (Price und O'Brien 1993).
Zurzeit ist die genaue Pathophysiologie des metabolischen Syndroms
allerdings noch unzureichend geklart und es ist gut moglich, dass sich die
Entwicklung des Syndroms nicht auf einen bestimmten Pathomechanismus
reduzieren lasst (Grundy et al. 2005).

Leptin, ein Produkt der Adipozyten, ist ein Peptidhormon, welches in der
Regulation des Korpergewichts (KG) beim Menschen (Armellini et al.
2000) sowie bei der Ratte (Bojanowska und Nowak 2007) eine Rolle
spielt. Seine Aufgabe besteht in der Begrenzung der Nahrungsaufnahme
beziehungsweise des Hungergefihls. Leptin hemmt die Ausschittung des
Neuropeptids Y, welches Appetit-fordernd wirkt. Gleichzeitig hebt es die
Konzentration von Proopiomelanocortin  an, welches appetitziigelnde
Eigenschaften besitzt. Durch Zunahme von Fettdepots im Koérper steigt der
Leptinspiegel, was unter normalen Umstanden wiederum eine Abnahme
des Appetits bewirkt (Berg et al. 2010). Da in fettleibigen Menschen und Ratten
jedoch meist ebenfalls ein erhohter Leptinspiegel gemessen wird, ist
anzunehmen, dass es in diesen Individuen zu einer herabgesetzten Leptin-
Sensitivitat mit dementsprechend gestérter Regulation des Hungergefihls
gekommen ist (Friedman und Halaas 1998). Die Entwicklung des

Leptinspiegels im Zusammenhang mit der Postmenopause ist noch nicht ganz



geklart. So konnte einerseits eine Korrelation zwischen dem Leptinspiegel und
dem Ostrogenspiegel von Frauen beobachtet werden (Hardie et al. 1997).
Folgerichtig fanden Shimizu et al. (1997) heraus, dass der Leptinspiegel ab
dem Zeitpunkt der Menopause und dem daraus resultierenden Abfall der
Sexualhormone ebenfalls sinkt. Dieses Ergebnis konnte im Vergleich zwischen
pra- und postmenopausalen Frauen sowie zwischen Ratten vor
beziehungsweise nach Ovx beobachtet werden. Einer anderen Studie zufolge
kommt es postmenopausal zu einem steigenden Leptinspiegel, wahrscheinlich
verursacht durch die Zunahme an zentralem Fettgewebe und des KG (Di Carlo
et al. 2002). Insgesamt sind die Ergebnisse beziiglich des Leptinspiegels nach
Menopause und auch nach HRT in Studien sehr unterschiedlich.

Zusammenfassend gesagt, kommt es neben der Abnahme an metabolisch
aktivem Gewebe aufgrund von Verdanderungen im Hormon-, Zytokin- und
Enzymhaushalt postmenopausal zu einer Zunahme an Fettgewebe, inklusive

einer moglichen Entwicklung des Metabolischen Syndroms.



1.3 CR-Extrakt und bisher nachgewiesene Effekte

Cimicifuga racemosa (andere Bezeichnungen: Traubensilberkerze, Actaea
racemosa) ist eine Pflanze der Gattung Actaea und gehort zur Familie der
HahnenfuRgewéachse. lhre Heimat ist der Osten Nordamerikas (Wiersema
2005).

Als Arzneimittel dienen die unterirdischen Bestandteile: die Wurzeln und das
Rhizom. Die Pflanze dient vor allem der Behandlung klimakterischer
Beschwerden. Die Abteilung der Endokrinologie der Universitat Gottingen
hat sich Uber Jahre mit dem Extrakt CR BNO 1055 befasst (Seidlova- Wuttke
et al. 2003 a, b, c; Wuttke et al. 2006 a, b).

In verschiedenen Studien an Ratten und am Menschen konnte nachgewiesen
werden, dass Extrakte aus CR ahnlich positive Effekte auf klimakterische
Beschwerden wie Ostrogene besitzen. Dabei zeigen die Studien, dass die
Behandlung — im Gegensatz zu Ostrogenen - keine Proliferation des
Endometriums bewirkt (Seidlova-Wuttke et al. 2003 b; Wuttke et al. 2006 b;
Wauttke et al. 2014).

Bei Untersuchungen an ovx Ratten gibt es folgende Ergebnisse: So konnte das
CR-Extrakt in héheren Dosierungen (100mg/kg) das KG im Vergleich zur
Kontrollgruppe reduzieren. Die bei Ratten durch Ostrogene Uber eine
Hemmung des IGF1-Gens induzierte antiproliferative Wirkung am Herzen wird
bei CR nicht beobachtet (Seidlova-Wuttke et al. 2009). Ebenso reduziert es
die GroéfRenzunahme des sogenannten paratibialen Fettdepots (Seidlova-
Wauttke et al. 2003 a). Der Serumleptinspiegel wird von CR und Ostrogenen in
Korrelation zu der Grof3e des paratibialen Fettdepots reduziert (Seidlova-
Wouttke et al. 2003 b).

Schellenberg et al. (2012) zeigten in einem Versuch an Frauen im
Klimakterium, dass CR typische Beschwerden wie Hitzewallungen, psychische
Niedergeschlagenheit und Schlaflosigkeit zu lindern vermag.

Es konnte ebenfalls gezeigt werden, dass CR keine Wechselwirkungen mit

anderen Substanzen eingeht. Es gibt keine Hinweise auf mutagene,



karzinogene, teratogene oder giftige Eigenschaften von CR. Auch andere
schadliche Nebenwirkungen sind (mit Ausnahme eines Falles, siehe unten) nicht
bekannt (Liske 1998).

Bisher gibt es wenige Studien, die die Auswirkung von CR auf den Verlust an
Muskelmasse im Klimakterium untersucht hat. In einem Fallbericht Gber eine
Patientin, bei welcher ein Extrakt aus CR zur Linderung ihrer klimakterischen
Beschwerden eingesetzt wurde, kam es unter der Behandlung zu Asthenie
sowie erhohten Spiegeln von Kreatin-Phosphokinase und Laktat-
Dehydrogenase, was auf einen Muskelschaden hindeutet. Nach Absetzen des
Medikaments normalisierten sich diese Parameter sowie die klinische
Symptomatik. Es ist anzunehmen, dass das Extrakt aus CR bei dieser
Patientin zu dem Muskelschaden geftihrt hat. Trotzdem bleibt dies zum
jetzigen Zeitpunkt ein Einzelfall (Minciullo et al. 2006).

Die genauen Inhaltsstoffe der Pflanze waren bisher weitestgehend unbekannt.
Jetzt konnte die Firma Bionorica die Inhaltsstoffe identifizieren und hat diese
verschiedenen Fraktionen zugeordnet (siehe Material und Methoden).

Bisher weil3 man wenig dartber, welche dieser speziellen Inhaltsstoffe die
unterschiedlichen positiven Wirkungen auf die klimakterischen Beschwerden
herbeifihren, weshalb ich im Hauptteil meiner Dissertation diesen Aspekt

eingehend behandeln werde.

10



1.4 Mogliche Wirkungsweisen von CR

Auch Uber die genauen Angriffspunkte des CR-Extraktes wird weiter geforscht.
Das folgende Kapitel fasst kurz das bisherige Wissen Uber die
Wechselwirkung der Inhaltsstoffe mit verschiedenen Rezeptoren zusammen.

Es konnte bereits gezeigt werden, dass das Extrakt CR BNO 1055 nicht an
Estrogenrezeptoren bindet (Wuttke et al. 2006 b). Substanzen, die den ER
direkt besetzen, wurden also nicht identifiziert. Man mutmalf3t allerdings, dass
CR uber Ostrogen-Rezeptor(ER)-Enhancer- oder — Repressorgene wirken
und so modulatorischen Einfluss auf den ER nehmen kdnnte (Wuttke et al.
2006 a).

Es ist ebenfalls bekannt, dass CR-Extrakte an den AhR binden kénnen (Jarry
et a. 2007). Interaktionen zwischen dem CR-Extrakt und dem AhR/ARNT-
Komplex konnten ein Grund fir den antiosteoporotischen Effekt von CR-
Inhaltsstoffen sein (Wuttke et al. 2006 b).

Eine weitere Studie beschreibt, dass CR Uber Serotoninrezeptoren wirkt.
Serotoninrezeptoren befinden sich im Hypothalamus und kdnnen Hot Flashes
kontrollieren, ein Grund fir das Einsetzen von sogenannten Serotonin-
Reuptake-Inhibitoren bei Hot Flashes (Burdette et al. 2003). Der
Zusammenhang der Systeme des Serotonin- und Ostrogenhaushaltes ist
bekannt. Ostrogene filhren (ber verschiedene Mechanismen zu einer
erhohten Aktivitdt von Serotonin (Rybaczyk et al. 2005). Da also die
Ostrogene einen Teil ihrer Effekte Uber das Serotoninsystem auszutiben
scheinen, ist es mdglich, dass CR diese zumindest partiell durch Bindung
an Serotoninrezeptoren imitiert und auf diese Weise die Folgen des
postmenopausalen Ostrogenmangels zulindern vermag.

Weitere Studien weisen darauf hin, dass die Inhaltsstoffe von CR ebenso
Uber das Dopaminsystem wirken (Lohning et al. 1999; Jarry et al. 2003;
Nuntanakorn 2004).

Auch eine GABA-erge Stimulation konnte CR, und hierbei vor allem Actein

beziehungsweise Actein-dhnlichen Stoffen, nachgewiesen werden (Cicek et al.

11



2010; Strommer et al. 2014), sodass zentralnervose Mechanismen lber diesen

Rezeptor ebenso von Bedeutung bei der Wirkweise spielen kénnen.

Trotz dieses Wissens ist zurzeit noch nicht im Detail geklart, Gber welchen
Rezeptor und damit Uber welche Signalwege die spezifischen Effekte von CR

erzielt werden.
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1.5 Die Rolle des Serotonins im Fett- und Muskelstoffwechsel

Da herausgefunden wurde, dass CR, zumindest unter anderem, Uber das
Serotoninsystem wirkt, werde ich hier kurz auf die Rolle dieses

Neurotransmitters im Fett- und Muskelstoffwechsel eingehen.

Neben Leptin wirkt Serotonin inhibierend auf die Nahrungsaufnahme. Diese
Wirkung erfolgt unter anderem durch Rezeptoren in verschiedenen
Kerngebieten des Hypothalamus. In diesen Vorgang ist der 5HT,.-Rezeptor
involviert (Wright et al. 1995; Curzon et al. 1997; Nonogaki et al. 1998). Dies
wird daran deutlich, dass Knock-out-Mause, bei denen dieser Rezeptor fehlt,
eine gesteigerte Nahrungsaufnahme sowie ein héheres KG aufweisen. Der
Fakt, dass Leptin bei Mausen den Serotoninumsatz erhéht, lasst vermuten,
dass zumindest ein Teil der gewichtsreduzierenden Eigenschaften des Leptins
Uber die Beeinflussung des Serotoninsystems stattfindet (Calapai et al. 1999).
Leptin wirkt allerdings wahrscheinlich auch unabhangig von Serotonin,
zumindest unabhangig von oben genannten Rezeptorsubtyp. So konnte gezeigt
werden, dass Leptin bei diesen Knock-out-Mausen ebenfalls eine verminderte
Nahrungsaufnahme bewirkt (Nonogaki et al. 1998).

Im Skelettmuskel von Ratten fuhrt Serotonin in einer In-vitro-Studie zu

einer Hemmung des Proteinabbaus (Garber 1977).

13



1.6 Die Rolle von Dopamin im Energiehaushalt und

Muskelstoffwechsel

Wie bereits erlautert, wird ebenfalls eine Wirkung von CR Uber das
Dopaminsystem diskutiert.

Da ich in meiner Studie die Wirkung von CR unter anderem auf das Fett- und
Muskelgewebe untersuche und CR, wie beschrieben, dopaminerge
Eigenschaften besitzt, zeige ich im Folgenden die Zusammenhange zwischen
Dopamin und dem Energiehaushalt sowie dem Muskelgewebe.

Die Rolle des Dopamins im Energiehaushalt ist noch nicht hinreichend geklart.
Mause, die durch eine Inaktivierung der Thyrosin-Hydroxylase in dopami-
nergen Neuronen zu wenig Dopamin bilden, werden hypoaktiv und beginnen,
weniger Futter zu sich zu nehmen. Dabei ist noch unklar, ob dieser Effekt
durch einen Mangel an Motivation zur Nahrungsaufnahme, fehlerhafte
koordinative Fahigkeiten oder aufgrund einer unspezifischen Depression
zutage tritt (Szczypka 1999). Die Tatsache, dass die Wirkung von Dopamin auf
das Nahrungsverhalten innerhalb verschiedener Hirnregionen variiert, bedingt
ebenfalls, dass die Rolle von Dopamin in dieser Hinsicht weiterhin unsicher ist.
Beispielsweise scheinen dopaminerge Neurone des mesolimbischen Systems
von Ratten eine Art Belohnungssystem fur wohlschmeckende Nahrung zu
sein (Pothos et al. 1995). Im Nucleus arcuatus gelegene Neurone mit
Signalwegen in den Hypothalamus scheinen dagegen die Nahrungs-
aufnahme zu hemmen (Oltmans 1983). Eine In-vitro-Studie von Brunetti
et al. (1999) wiederum zeigt, dass Leptin die Ausschittung von Dopamin im
Hypothalamus hemmt und so einen Teil seiner Wirkung erzielt.

Auf den Muskel Ubt Dopamin nicht nur indirekt tUber Zentren im Gehirn
Kontrolle aus, sondern beeinflusst diese auch direkt tiber Dopaminrezeptoren
auf den Motoneuronen. So konnte in einem Tiermodell an SD-Ratten gezeigt
werden, dass Uber D;-dhnliche Rezeptoren ein exzitatorischer Effekt ausgeldst

werden kann (Schwarz und Peever 2011).
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In einem weiteren Tierversuch fanden Pierce et al. (2006) heraus, dass
Dopamin bei wiederholten isometrischen Kontraktionen des Diaphragmas die
Apoptose von Myozyten lindern sowie die Muskelkontraktilitat erhbhen konnte.

AulRerdem war Dopamin in der Lage, freie Radikale abzufangen.
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1.7 Ziel dieser Studie

Obwohl das Extrakt aus CR, wie in Abschnitt 1.4 beschrieben, eine wirksame
alternative medizinische Behandlungsoption fir klimakterische Beschwerden
bei Frauen darstellt und in Deutschland seit Gber 80 Jahren auf dem Markt ist,
weild man bisher wenig Uber die genauen Inhaltsstoffe und Wirkmechanismen,
vor allem die Fett- und Muskelmasse betreffend. Es ist also noch teilweise
ungeklart, welche genauen Einflisse das Extrakt auf den Fett- und den
Muskelmetabolismus ausiibt. Ebenso unerforscht ist die Frage, welche
Inhaltsstoffe der Pflanze gleichzeitig auch Wirkstoffe sind. Durch das
erstmalige Unterteilen des Gesamtextrakts in verschiedene Subfraktionen im
Rahmen des Bayerischen Forschungsprojektes AZ-838-08 der Universitat
Gottingen (Abt. fir Endokrinologie), der Firma Bionorica SE, Neumarkt, mit
den wissenschaftlichen Laboren in Innsbruck sowie der Universitat Wirzburg
(Orthopadisches Zentrum fur Muskuloskelettale Forschung), soll es mdglich
werden, die Wirkung der Pflanze auf klimakterische Beschwerden einer
Stoffklasse zuzuordnen und somit in Zukunft Patientinnen gezielter behandeln
zu konnen. Ebenso ist die Erkenntnis mdoglich, dass nur durch einen
synergistischen Effekt einiger oder sogar aller Inhaltsstoffe eine gewlnschte
Wirkung erzielt wird. Durch die Verbindung bisher erforschten Wissens Uber
die hier definierten Fraktionen mit den Beobachtungen unserer Studie wird
unter Umstanden ebenfalls erreicht, den verschiedenen Inhaltsstoffen ein zu
Grunde liegendes Wirkprinzip zuzuordnen. Somit versuchen wir in dieser
Studie zum einen herauszufinden, welche Stoffklasse therapeutisch
bedeutsame Effekte auf oben genannte KenngrtRRen erzielt, zum anderen
lasst sich gegebenenfalls spekulieren, auf welche Art und Weise das CR-

Extrakt diese Effekte erreichen konnte.
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2. Material und Methoden

2.1. Tierversuche

Den experimentellen Teil meiner Doktorarbeit habe ich unter Aufsicht von
Priv.—Doz. Dr. med D. Seidlovd—Wuttke zusammen mit den Medizin-

Studentinnen Vera Stahnke und Nicole Eder durchgeflnhrt.

2.1.1 Versuchstiere

Fir dieses Experiment wurden 100 SD-Ratten (Harlan-Winkelmann, Borchen)
untersucht. Die Erlaubnis, diesen Versuch durchzufiihren, wurde uns von der
Bezirksregierung Braunschweig 33.11.42504-04-043/08 erteilt.

Die Tiere (n=100, Alter: 3 Monate) wurden auf zwanzig Kafige aufgeteilt
(Makrolon®-Kafig Typ IV, Firma Tecniplast Deutschland GmbH,
Hohenpeil3enberg), jeweils 5 Tiere pro Kafig, 10 Tiere pro Gruppe, 10
Gruppen). Die Zuordnung zu den Kafigen wurde so gewahlt, dass das
Durchschnittsgewicht der Ratten vor dem Versuch in jedem Kafig im Schnitt
250 g = 15 g betrug. So konnte sichergestellt werden, dass alle Gruppen
einen ausgeglichenen Ausgangswert, zumindest auf das KG bezogen,
aufwiesen, um spatere Messdaten, wie zum Beispiel den Zuwachs an
Gewebe pro Gramm KG, besser miteinander vergleichen zu kénnen. Die Tiere
waren bei einer konstanten Raumtemperatur von 23 °Celsius, einer relativen
Luftfeuchtigkeit im Bereich zwischen 50 und 55% sowie mit Beleuchtung von
6.00 — 18.00 Uhr in der Zentralen Tierexperimentellen Einrichtung der
Universitat Gottingen untergebracht. Den Tieren stand jederzeit Wasser und
Futter zur Verfiugung. Zwecks Identifizierung wurde den Ratten ein
Transponder (Transponder-UNO MICRO-ID-System mit 1SO-Transponder,

Firma Uno- Roesvastaal BV, Zevenaar, Niederlande) subkutan in die
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Nackenregion implantiert. Mit einem Lesegerat (Gesreader Il GeS008: ISO-
kompatibler Taschenleser) konnte so jeder Ratte eine Nummer zugeordnet
werden. In einer Eingewthnungsphase von 4 Wochen wurden die Ratten
mit sojafreiem Futter (V 1354-000 ssniff R-Z, 10 mm, phytodstrogenarm,
Maus/Ratte, mit 21,7% Rohproteinanteil) gefittert.

2.1.2 Futter

Testsubstanz fur diesen Versuch war das CR-Extrakt BNO 1055 C001. Dieses
Extrakt erhielten wir von dem Projektpartner der Firma Bionorica SE. Das
Extrakt wurde in folgende Fraktionen mit entsprechenden Inhaltsstoffen

aufgetrennt:

Uberblick tUiber die in den Fraktionen enthaltenen Stoffklassen:

S1 — polare Saponine, Actein, Deoxyactein, Isoferulaséure

S2 — Hauptbestandteil: Actein, Deoxyactein, daneben: Methylserotonin

S3 — Hauptbestandteil: polare Saponine, daneben: Actein, Deoxyactein,
Methylserotonin

R1 — Hauptbestandteil: Kaffeesaure, daneben: Fukinolsaure, Zucker

R2 — Hauptbestandteil: Zimtsaurederivate,daneben: Saponin, Methylserotonin

R3 — Hauptbestandteil: Methylserotonin, Zimtsdurederivate

Unterschiede in der Dosierung der Wirkstoffe in den einzelnen Fraktionen sind
folgendermalRen zu erklaren: Die Zusammensetzung des urspringlichen
Extraktes C001, welche bereits in vorherigen Studien einen Effekt erzielen
konnte, wurde als BasisgroRe herangezogen. Bekannt war daher, welche
Konzentration des Gesamtextraktes C0O01 in vorherigen Versuchen notwendig
gewesen ist, um eine Wirkung zu beobachten. Gleichzeitig wurden die
prozentualen Anteile der einzelnen Wirkstoffe und Subfraktionen C001/S, S1-3

und CO001/R, R1-3 ermittelt. Nun konnte errechnet werden, welche

18



Inhaltsstoffmenge und Wirkstoffkonzentration in den einzelnen Fraktionen und
Subfraktionen enthalten sein musste, um den Anteil im bereits erprobten
Gesamtextrakt widerzuspiegeln und dadurch potentiell eine Wirkung zu

erzielen.

Es wurden folgende Konzentrationen an Inhaltsstoffen von der Firma

ssniff (Soest, Deutschland) in die sojafreie Basis eingemischt (siehe Tabelle 1):

Tabelle 1:

Futterfraktion Dosis (mg/kg Futter)
V 1354-000 ssniff R-Z phytodstrogenarm (Kontrollfutter)
Gesamtsaponinfraktion Sap 117,6
Saponinsubfraktion S1 31,2
Saponinsubfraktion S2 46,06
Saponinsubfraktion S3 46,04
Gesamtrestfraktion 382,35
Restsubfraktion R1 276,81
Restsubfraktion R2 75,37
Restsubfraktion R3 35,98
Estradiolvalerat 10

Einmal pro Woche wurde der Futterverbrauch pro Kafig gewogen und tber
den Mittelwert der Futterverbrauch pro Ratte und Tag bestimmt. Damit konnte
unter Bertcksichtigung der Wirkstoffmenge auch deren tagliche Einnahme
bestimmt werden. Eine Ubersicht Giber den durchschnittlichen Futterverbrauch

wahrend der kompletten 4 Wochen gibt Tabelle 3 (siehe Ergebnisse).
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2.1.3 Obduktion:

Nach 4-wdchiger Futter- und damit Wirkstoffapplikation und wiederholtem
Scan im qCT wurden die Tiere an zwei Vormittagen obduziert. Hierflr wurden
die Tiere randomisiert, in den Obduktionsraum gebracht und nach erfolgter
ldentifizierung mittels Transponder durch CO,-Gas narkotisiert. Anschlie3end
wurden die Ratten enthauptet, wobei das Blut aufgefangen wurde, um es flr
spatere Serumuntersuchungen verwenden zu kénnen. Der Uterus, das Herz
und andere Organe wurde entnommen, gewogen und bei -70 Grad C gelagert,

um sie histologisch aufarbeiten zu kdnnen.
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2.2 Messdatenerhebung

2.2.1 Quantitatives Computertomogramm (qCT)

Die Messungen mithilfe des qCT wurden durch mich und die beiden
Doktorandinnen insgesamt zweimal durchgefiihrt: Das erste Mal nach der
Adaptationsphase, diese Ergebnisse sind im CT1-Wert dargestellt. Im selben
Arbeitsschritt wurden die Tiere erneut gewogen. Nach Evaluation der
Ausgangsdaten wurden die gleichen Messungen nach 4-wdchiger Applikation
des Testfutters abermals durchgefthrt, dies ergab den CT2-Wert.

Die Messungen wurden mittels eines gqCT (Norland Stratec XCT Research
SA+, Firma Stratec Medizintechnik GmbH, Pforzheim) durchgefiihrt. Die fur
uns interessanten Parameter waren hierbei Muskelflache, Muskeldichte und
das sogenannte paratibiale Fettdepot. Dafiir wurden die Tiere mit Isofluran
(Forene®, Abbott, lllinois, USA) betaubt, gewogen und der linke Hinterlauf des
Unterschenkels mit dem qCT untersucht. Das Gerat hierfir wurde von der
Firma Stratec Medizintechnik GmbH (Pforzheim) fir Kleintiere entwickelt, um
mit dem speziellen Programm die Knochendichte zu ermitteln. Im Laufe der
Jahre wurde durch Bestreben der Abteilung der Endokrinologie die Software
um die Mdglichkeit, die Flache und Dichte von Muskel- und Fettgewebe zu
messen, erweitert. Dieses Mittel wurde nun genutzt, sodass nun diese

beiden Kompartimente (Fett und Muskel) Inhalt meiner Doktorarbeit sind.

Ablauf der qCT-Messung: Die Tiere wurden mit Isofluran (Forene®, Abbott)
per Inhalationsnarkosegeréat Penlon Sigma Delta, Penlon Ltd. Abingdon,
Oxon, UK, beatmet und betaubt.
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QuantitativeCT

— Epiphysenfuge=

Epiphvse Referenzline(RL)

Slicel (3,75 mm)vonRL

Metaphyse
Slice2 (4,25 mm)

Diaphyse
Slice3 (15 mm)

Paratibiales Fettdepot
Kortikalis

M.gastrocnemius
Durchschnittliche Tibialange: 5-6cm

Abb.1: Der Scanner wurde mithilfe einer Vorab-Ubersichtsaufnahme in Hohe der Epiphyse
der Tibia platziert und drei tomographische Schnittbilder im Abstand von 3,75 mm (Slicel),

4,25 mm (Slice 2) und 15mm (Slice 3) zu dieser Referenzlinie angefertigt.

Innerhalb dieser Schnittbilder wurde die Menge an Knochen, Muskelgewebe
und Fett errechnet. Dabei erfolgte eine Zusammenfassung von Slice 1 und 2,
da beide auf HG6he der Metaphyse lokalisiert sind, Slice 3 befindet sich
hingegen innerhalb der Diaphyse. Die Zuordnung der Gewebe wurde mittels

folgender Referenzwerte durchgefiihrt (Tabelle 2):

Tabelle 2:
Trabekularer o
Fett |Muskel Kortikalis
Knochen
Referenzwerte der
_ <40 |[40-99 >280 >710
Dichte (mg/cm?)

Nach der Messung wurden die Tiere zum Aufwachen in einen zweiten Kafig
gelegt und erst nach Beendigung der Narkose in ihre urspriinglichen Kafige
zuruckverlagert. Nach den gCT-Messungen vor Ovx sowie nach Versuchsende

konnten die ermittelten Daten mittels eines Computerprogramms (XCT5, 40;
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Stratec, Pforzheim) ausgewertet werden. Die fur diese Arbeit ermittelten

relevanten Parameter waren hierbei

die Flache des paratibialen Fettdepots (Gesamtquerschnittsflache der
Metaphyse abziglich der Flache von Knochen und Muskulatur), angegeben in

mm?2

die Dichte der Muskulatur, in dieser Arbeit festgelegt als rontgenologische
Dichte, abhéngig von der Menge an Elastinfasern pro Flache (in mg/cms3) im
Muskel

die Muskelflache (gesamter tibialer Querschnitt abzlglich der Flache von

Knochen und Fettgewebe), angegeben in mm?2

2.2.2 Serumparameter

Das durch die nach Versuchsende durchgeflhrte Dekapitation gewonnene
Blut wurde genutzt, um diverse Serumparameter zu untersuchen. Der fur
meine Arbeit relevante Parameter war Leptin. Die Serumuntersuchungen
wurden unter meiner Mithilfe von CTA Heidi Briggemann-Meyer und MTA
Sabine Lidemann durchgefihrt. Die Blutprobe wurde zentrifugiert (3000UpM)
und das Serum nun bei -20 °C fur weitere Analysen gelagert. Die
Leptinkonzentration wurde mittels eines spezifischen RIA mit handelstublichen

KITs untersucht.
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2.3 Ovarektomie

Die Ovx wurde von PD Dr. med. Seidlova-Wuttke durchgefihrt, um die Ratten

in einen postmenopausalen Zustand zu versetzen. Vorgehen:

Unter Isoflurannarkose (Forene®, Abbott, lllinois, USA) und Analgesie mit
Rimadyl® (Pfizer GmbH, Karlsruhe) wurden die Ratten im Anschluss an die
gCT—Messungen beidseitig ovx. Nach einer bilateralen Rasur des Abdomen
wurde die Haut in diesem Bereich inzidiert und anschlielend die Bauchhohle
eroffnet. Nach Verlagerung des Uterus und der Adnexe nach aufen wurden
die Ovarien mit einer Klemme unterbunden, anschlielRend mit einem Faden
ligiert und entfernt. Danach wurde der Uterus in die Bauchhohle
zurtckverlagert und die Wunde verschlossen. Hierfir wurden Muskulatur
und Peritoneum gemeinsam verndht (Vicryl®, Firma Ethicon, Norderstedt)
und die Haut im Folgenden mit Michel-Klammern® (Firma Martin, Tuttlingen)
verschlossen. Bis die Tiere wieder aus der Narkose erwacht waren, wurden
sie zur Beobachtung in einen zweiten Kéafig gelegt. Nachdem sichergestellt
war, dass die Wunden nicht nachbluteten, wurden die Ratten zurlick in ihre

jeweiligen Kafige gesetzt.
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2.4 Statistische Methoden

Fur die statistische Auswertung wurden die im qCT ermittelten Werte in die
Computersoftware PRISM® (GraphPadPrism 5.0, San Diego, USA)
Ubertragen. Mit dieser Software wurden Graphen zu den Ergebnissen erstellt
und statistische Werte berechnet. Zum Vergleichen der Daten wurden eine
One-way ANOVA nach Dunett (Varianzanalyse flr wiederholte Messung eines
Faktors) sowie teilweise ungepaarte beidseitige t-Tests durchgefuhrt, in der
die Durchschnittswerte der verschiedenen Gruppen mit denen der
Kontrollgruppe verglichen wurden. Als statistisch signifikant wurde hierbei
p<0.05 vorgegeben.

Korrelierte Werte basieren auf linearen Regressionsanalysen *<0,05 mit
PRISM®. Alle Auswertungen habe ich selbst durchgeftihrt.
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3. Ergebnisse

Die hier aufgefiihrten Angaben sind Teil einer gemeinsamen Studie, sodass
diese ebenfalls in den Doktorarbeiten anderer Kommilitonen zu finden sind.
Namentlich sind dies: Vera Stahnke, Nicole Eder, Maria Tschernov, Nina
Danilova, Robert Rehmann, Jessica Frank, Lisa Lange, Viktoria Bischek und

Hans Gratz, Nina Striebe, Maria Metten.

Eine Ubersicht Gber den durchschnittlichen Futterverbrauch und die damit
verbundene Wirkstoffaufnahme wahrend der kompletten 4 Wochen gibt
Tabelle 3.

Tabelle 3:

Futterfraktion Futtermenge (g/Tier/Tag) Wirkstoffeinnahme
(mg/Tier/Tag)

Sap 17,1 2,02

S1 18,3 0,57

S2 17,6 0,8

S3 19,56 0,9

Rest 19,03 7,27

R1 18,74 5,2

R2 18,71 1,4

R3 18,5 0,6

E2 10,8 0,11

Im Folgenden werden die Ergebnisse der beiden direkt benachbarten
Schnittebenen Slice 1 und Slice 2 jeweils zusammengefasst und ein Mittelwert

dieser beiden Ebenen angegeben. Die Schnittebene 3 wird extra aufgefthrt.
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3.1 Allgemeine Ergebnisse

- Futteraufnahme

Die Inhaltsstoffe der Pflanze Uben keinen deutlichen Effekt auf die Futter-
aufnahme bei den Ratten aus. In den Fraktionen lag der durchschnittliche
Futterverbrauch pro Ratte und Tag bei ungefahr 18 g. Lediglich die Ratten,
deren Futter Estradiol beigemischt wurde,

Nahrung zu sich (10,8 g pro Ratte und Tag). Insgesamt spiegeln diese Daten

den schon bekannten anorektischen Effekt von E2 wider (— Abbildung 2).

Der Effekt von E2, Saponin- und Restfraktion von CR und deren Subfraktionen (S1-3

und R1-3) bei der ovx Ratte (4 Wochen per Futter) auf:
durchschnittliche Futteraufnahme

251 *p<0,05 vs. Ko
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Abb. 2: Durchschnittliche Futteraufnahme wahrend der Versuchszeit pro Ratte und Tag innerhalb
der verschiedenen Fraktionen. Die Linie dient zum besseren Vergleich mit der Ko-Gruppe

nahmen signifikant weniger
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- Gewichtsverandung

Hier wurde vom KG der Ratten nach 4 Wochen Fitterung mit den CR-
Fraktionen und —Subfraktionen das Gewicht vor dem Versuch abgezogen, um
Gewichtsveranderungen innerhalb der Gruppen verifizieren zu kodnnen. Alle
Tiere verzeichnen einen ahnlichen Gewichtszuwachs (Kontrollgruppe:
+92 g). Keine der Testsubstanzen kann hierbei einen deutlichen Effekt erzielen.
Ausnahme bilden die Tiere der E2-Gruppe, welche an Gewicht verloren haben
(-14,5 g) und somit ein zur Kontrollgruppe signifikant abweichendes Ergebnis
zeigen (— Abbildung 3).

Der Effekt von E2, Saponin- und Restfraktion von CR und deren Subfraktionen
(S1-3 und R1-3) bei der ovx Ratte (4 Wochen per Futter) auf:
Gewichtszunahme

1507 *p<0,05 vs. Ko
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Abb. 3: Durchschnittliche Gewichtszunahme pro Ratte innerhalb der Subfraktionen (in g) nach 4

Versuchswochen. Die Linie dient zum besseren Vergleich mit der Ko-Gruppe
Obwohl die Tiere der Sap-Gruppe neben der E2-Fraktion am wenigstens

Futter aufgenommen haben, haben diese Ratten den grofiten

Gewichtszuwachs verzeichnet (97 g, keine Signifikanz).
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- Uterusgewicht

Bei der Untersuchung des Uterusgewichtes kamen wir zu den gleichen
Ergebnissen wie bisherige Studien: Wahrend E2 zu einer Hypertrophie des
Endo- und Myometriums fuhrt (0,22 g/100 g KG <« Kontrollgruppe: 0,03 g /
100 g KG), hat weder eine der CR-Fraktionen noch deren Fraktionen
beziehungsweise Subfraktionen nach 4 Wochen einen stimulierenden Effekt

auf das Uterusgewicht gezeigt (— Abbildung 4).

Der Effekt von E2, Saponin- und Restfraktion von CR und deren Subfraktionen
(S1-3 und R1-3) bei der ovx Ratte (4 Wochen per Futter) auf:
Uterusgewicht pro 100 g Korpergewicht

0.257 * *p<0,05 vs. Ko

0.20+
0.15+
0.10+
0.054
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Abb. 4: Durchschnittliche Veranderung des Herzgewichtes pro Ratte innerhalb der Subfraktionen (in g)
nach 4 Versuchswochen, heruntergerechnet auf 100 g Korpergewicht. Die Linie dient zum besseren
Vergleich mit der Ko-Gruppe
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3.2 Fettflache

Betrachtet man die Fettflache der Tiere in Slice 1 und 2 zum Zeitpunkt der CT-
Untersuchungen vor und nach der Futtergabe, so ist festzustellen, dass einzig
die Tiere aus der E2-Gruppe signifikant an Fettflache verloren haben
(-1,9 mm?). Daneben haben die Tiere der S2-Gruppe von allen anderen
Gruppen am wenigstens Fettfliche hinzugewonnen (19,3 mm? <
Kontrollgruppe: 23,9 mm?). Die Tiere, die mit der S1-Fraktion gefiittert wurden,
haben signifikant starker an Fettfliche hinzugewonnen (+ 30,4 mm?)
(— Abbildung 5).

Der Effekt von E2, Saponin- und Restfraktion von CR und deren Subfraktionen
(S1-3 und R1-3) bei der ovx Ratte (4 Wochen per Futter) auf:
Fettflachenzunahme (Flache CT2 minus Flache CT1) im tibialen Bereich,
Slice 1+2

401 *p<0,05 vs. Ko
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Abb. 5: Durchschnittliche Fettflichenzunahme pro Ratte innerhalb der Subfraktionen (in mm?) nach 4

Versuchswochen in Slice 1+2. Die Linie dient zum besseren Vergleich mit der Ko-Gruppe
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In Slice 3 haben die Ergebnisse die gleiche Tendenz, wenn auch in
unterschiedlicher Auspragung. Ebenso wie in den vorangegangen
Schnittebenen haben einzig die Tiere der E2-Fraktion signifikant weniger an
Fettflache zugelegt (— Abbildung 6):

Der Effekt von E2, Saponin- und Restfraktion von CR und deren Subfraktionen
(S1-3 und R1-3) bei der ovx Ratte (4 Wochen per Futter) auf:
Fettflachenzunahme (Flache CT2 minus Flache CT1) im tibialen Bereich,
Slice 3

*p<0,05 vs. Ko
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Abb. 6: Durchschnittliche Fettflachenzunahme pro Ratte innerhalb der Subfraktionen (in mmz) nach 4

Versuchswochen in Slice 3. Die Linie dient zum besseren Vergleich mit der Ko-Gruppe



Um Differenzen in der Ausgangsfettflache zu relativieren, habe ich die
prozentuale Fettflachen&dnderung betrachtet. Hier zeigte sich in Slice 1+2,
dass keine der Gruppen, die mit den CR-Fraktionen und Subfraktionen
gefuttert wurde, im Vergleich zur Kontrollgruppe (+134,3 % Fettflache)
verhaltnismalig signifikant mehr an Fettflache hinzugewonnen hat, trotz
teilweise grol3erer Fettflachenzunahme in mm2. [Dies ist durch eine erhohte
Ausgangsfettflache innerhalb dieser Gruppen zu erklaren, (nicht gezeigt)].
Neben der E2-Gruppe, welche wie erwahnt, an Gewicht verloren hat (- 4,1 %),
zeichnete sich vor allem die S2 (+ 93,5 %) - und R2-Gruppe (+ 88,9 %) durch
einen signifikant geringeren Fettflachenzuwachs (prozentual gesehen) aus
(— Abbildung 7).

Der Effekt von E2, Saponin- und Restfraktion von CR und deren Subfraktionen
(S1-3 und R1-3) bei der ovx Ratte (4 Wochen per Futter) auf:
Fettzunahme in % (Flache Fett CT2 / Flache Fett CT1 *100-100), slice 1+2

200~ *p<0,05 vs. Ko
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Abb. 7: Durchschnittliche Fettflichenzunahme pro Ratte innerhalb der Subfraktionen (in Prozent) nach
4 Versuchswochen in Slice 1+2. Die Linie dient zum besseren Vergleich mit der Ko-Gruppe. (Zum
Verstandnis: Die Formel ,Flache CT2 / Flache CT1 * 100 — 100“ bedeutet: Flache CT2 dividiert durch
die Flache CT1, multipliziert mit 100 minus 100)
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In Slice 3 war dieser Effekt nicht sichtbar. Hier zeigte sich nur in der E2-
Gruppe ein positiver Effekt auf den prozentualen Zugewinn an Fettflache
(10,5 % Fettflachenzunahme der E2-Gruppe im Vergleich zu 73,1 % Fett-
flachenzunahme der Kontrolltiere). In den anderen Fraktionen ist der
Fettflachenzugewinn im Verhéltnis zur Kontrollgruppe sogar tendenziell héher
(— Abbildung 8).

Der Effekt von E2, Saponin- und Restfraktion von CR und deren Subfraktionen
(S1-3 und R1-3) bei der ovx Ratte (4 Wochen per Futter) auf:
Fettzunahme in % (Flache Fett CT2 / Flache Fett CT1 *100-100), slice 3
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Abb. 8: Durchschnittliche Fettflachenzunahme pro Ratte innerhalb der Subfraktionen (in Prozent) nach
4 Versuchswochen in Slice 3. Die Linie dient zum besseren Vergleich mit der Ko-Gruppe. (Zum
Verstandnis: Die Formel ,Flache CT2 / Flache CT1 * 100 — 100* bedeutet: Flache CT2 dividiert durch
die Flache CT1, multipliziert mit 200 minus 100)
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In einem n&chsten Schritt wurden die Fettanteile der Ratten vor
Versuchsbeginn und nach Versuchsende miteinander verglichen. Dafir wurde
der prozentuale Fettanteil der Tiere innerhalb der Schnittebenen vor
Versuchsbeginn und nach der Ftterung betrachtet und die Differenz gebildet.
Die Tiere der E2-Gruppe haben, wie schon gesehen, innerhalb der 4 Wochen
an Fettgewebe verloren, sodass auch der Anteil an Fettgewebe abgenommen
hat. Bei den Tieren der Sap- und S2-Gruppe ist der Anteil an Fettgewebe
innerhalb der 4 Versuchswochen angestiegen, jedoch signifikant geringer als
bei den Kontrolltieren. Bei den Tieren der S1-Gruppe war die Differenz des
Fettanteils signifikant erhéht (— Abbildung 9).

Der Effekt von E2, Saponin- und Restfraktion von CR und deren Subfraktionen
(S1-3 und R1-3) bei der ovx Ratte (28 Tage per Futter) auf:
Fettgewebsanteil (%Fett CT2 minus %Fett CT1) im tibialen Bereich, Slice 1+2

101 x *n<0,05 vs. KO
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Abb. 9: Durchschnittliche Veranderung des Fettgewebeanteils pro Ratte innerhalb der Subfraktionen
(in Prozent) nach 4 Versuchswochen in Slice 1+2. Die Linie dient zum besseren Vergleich mit der Ko-

Gruppe
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In Slice 3 ergab diese Art der Berechnung ein sehr heterogenes Bild ohne

deutliche Differenzen. Lediglich die Tiere der R1-Gruppe hatten in diesem

Bereich einen signifikant grol3eren Anstieg des Fettanteils zu verzeichnen

(— Abbildung 10).

Der Effekt von E2, Saponin- und Restfraktion von CR und deren Subfraktionen
(S1-3 und R1-3) bei der ovx Ratte (28 Tage per Futter) auf:
Fettgewebsanteil (%Fett CT2 minus %Fett CT1) im tibialen Bereich, Slice 3

*p<0,05 vs. Ko
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Abb. 10: Durchschnittliche Veranderung des Fettgewebeanteils pro Ratte innerhalb der Subfraktionen

(in Prozent) nach 4 Versuchswochen in Slice 3. Die Linie dient zum besseren Vergleich mit der Ko-

Gruppe
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Eine weitere Moglichkeit, die Fettflachen besser miteinander vergleichen zu
konnen, war, die jeweilige Fettflache von CT1 und CT2 auf 100 g KG der
Ratten zu beziehen. Wenn man jetzt den dabei errechneten Wert des ersten
CT von dem des zweiten CT nach Versuchsende abzieht, kommt man zu
folgenden Ergebnissen:

Wie zu erwarten, konnten ebenso in dieser Berechnung die Tiere der E2-

Gruppe in Slice 1+2 eine positive Wirkung auf die Fettflache erzielen

(-0,13 mm?/100 g KG). Die Tiere, die mit der S2-Fraktion gefiittert wurden,
haben erneut innerhalb der CR-Fraktionen am wenigsten an Fettgewebe
hinzugewonnen (3,6 mm?%100 g KG) (— Abbildung 11). Es zeigt sich also ein
tendenziell &hnliches Bild wie in Graph 7, jedoch ohne Signifikanz. Lediglich
die Tiere der S1-Gruppe haben auch hier signifikant mehr an Fettgewebe

hinzugewonnen.

Der Effekt von E2, Saponin- und Restfraktion von CRund deren Subfraktionen
(S1-3 und R1-3) bei der ovx Ratte (4 Wochen per Futter) auf:
Fettflachenveranderung (bezogen auf 100 g Kérpergewicht), Slice 1+2
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Abb. 11: Durchschnittliche Veranderung der Fettflache pro Ratte innerhalb der Subfraktionen (in mm?)
nach 4 Versuchswochen in Slice 1+2, heruntergerechnet auf 100 g Kérpergewicht. Die Linie dient zum

besseren Vergleich mit der Ko-Gruppe

36



In Slice 3 gab es in dieser Berechnung keine signifikanten Unterschiede zur
Kontrollgruppe. Erwédhnenswert ist, dass die S2-Gruppe auch hier innerhalb
der CR-Fraktionen den geringsten Fettflachenzuwachs  aufweist
(— Abbildung 12).

Der Effekt von E2, Saponin- und Restfraktion von CR und deren Subfraktionen
(S1-3 und R1-3) bei der ovx Ratte (4 Wochen per Futter) auf:
Fettflachenverénderung (bezogen auf 100 g Kdrpergewicht), Slice 3
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Abb. 12: Durchschnittliche Veranderung der Fettflache pro Ratte innerhalb der Subfraktionen (in mmz)
nach 4 Versuchswochen in Slice 1+2, heruntergerechnet auf 100 g Kérpergewicht. Die Linie dient zum

besseren Vergleich mit der Ko-Gruppe



3.3 Herz, Skelettmuskel: Muskeldichte und Muskelflache

- Herzgewicht

Die Analyse des Herzgewichts hat ergeben, dass die Tiere aus der E2-Gruppe

ein signifikant geringeres Herzgewicht aufweisen. Um dieses Ergebnis zu

objektivieren, wurde das Herzgewicht auf 100 g KG umgerechnet. Auch hier

kamen wir zu diesem Resultat (Estradiolgruppe: 0,89 ¢g/100 g KG «

Kontrollgruppe: 1,14 g/100 g KG). Die CR-Fraktionen haben dagegen keinerlei

Einfluss auf das Herzgewicht (— Abbildung 13).

Der Effekt von E2, Saponin- und Restfraktion von CR und deren
Subfraktionen (S1-3 und R1-3) bei der ovx Ratte (4 Wochen per Futter) auf:

Herzgewicht pro 100 g Koérpergewicht

1.5+

1.0+

Herzgewicht nach 4 Wochen
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Abb. 13: Durchschnittliche Veranderung des Herzgewichtes pro Ratte innerhalb der Subfraktionen (in
g) nach 4 Versuchswochen, heruntergerechnet auf 100 g Kérpergewicht. Die Linie dient zum besseren

Vergleich mit der Ko-Gruppe
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- Muskeldichte

Bei dieser Untersuchung stellte sich heraus, dass fast alle Tiere innerhalb der

4 Wochen an Muskeldichte verloren haben (Ko: -1,34 %). Ausnahme bilden die
Tiere der E2-Fraktion (+1,2 %) und die der S2-Fraktion (+ 0,04 %), welche

einen leichten Zugewinn an Muskeldichte zeigen. Beide Gruppen erzielen

damit ein zur Kontrollgruppe signifikant abweichendes Ergebnis (— Abbildung

14).

Der Effekt von E2, Saponin- und Restfraktion von CR und deren Subfraktionen
(S1-3 und R1-3) bei der ovx Ratte (4 Wochen per Futter) auf:
Muskeldichteveranderung im tibialen Bereich (Slice 1+2)
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Abb. 14: Durchschnittliche Veranderung der Muskeldichte pro Ratte innerhalb der Subfraktionen (in %)

nach 4 Versuchswochen in Slice 1+2. Die Linie dient zum besseren Vergleich mit der Ko-Gruppe
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Beim Betrachten der Muskeldichtednderung in Slice 3 ergab sich ein sehr
heterogenes Bild, ohne, dass eine Futterfraktion signifikante Unterschiede zur
Kontrollgruppe aufgewiesen hat. Erwahnenswert ist, dass auch in dieser
Schnittflache das S2-Futter (+2 % Muskeldichte), verglichen mit den anderen
CR-Fraktionen, den positivsten Effekt auf die Muskeldichte erzielt (—
Abbildung 15).

Der Effekt von E2, Saponin- und Restfraktion von CRund deren Subfraktionen
(S1-3 und R1-3) bei der ovx Ratte (4 Wochen per Futter) auf:
Muskeldichteveranderung im tibialen Bereich, Slice 3
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Abb. 15: Durchschnittliche Veranderung der Muskeldichte pro Ratte innerhalb der Subfraktionen (in %)

nach 4 Versuchswochen in Slice 3. Die Linie dient zum besseren Vergleich mit der Ko-Gruppe
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- Muskelflache

Betrachtet man die Muskelflache, so erkennt man, dass nur die E2-Fraktion an
Muskelflache verliert (-8,6 mm?). Alle anderen Tiere verzeichneten einen
Zuwachs an Muskelflache. Dabei erreichten vor allem die Saponin-
(+ 64,9 mm?) und S3-Fraktion (+ 66 mm?) einen signifikant gréReren Gewinn
an Muskelflache als die Kontrollgruppe (+ 55,2 mm?). Die Tiere der R2-
Gruppe haben signifikant weniger an Muskelflache als die Kontrolltiere

hinzugewonnen (— Abbildung 16).

Der Effekt von E2, Saponin- und Restfraktion von CR und deren Subfraktionen
(S1-3 und R1-3) bei der ovx Ratte (4 Wochen per Futter) auf:
Muskelflachenanderung (Flache CT2 minus Flache CT1) im tibialen Bereich,
Slice 1+2
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Abb. 16: Durchschnittliche Veranderung der Muskelflache pro Ratte innerhalb der Subfraktionen (in
mm?®) nach 4 Versuchswochen in Slice 1+2. Die Linie dient zum besseren Vergleich mit der Ko-

Gruppe
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In Slice 3 konnte kein signifikanter Effekt des CR-Extraktes auf die
Muskelflache nachgewiesen werden. Auch hier war ausschlie3lich bei den
Tieren der E2-Gruppe ein Effekt im Sinne einer geringeren Muskelflachen-

zunahme zu sehen (— Abbildung 17).

Der Effekt von E2, Saponin- und Restfraktion von CR und deren Subfraktionen
(S1-3 und R1-3) bei der ovx Ratte (4 Wochen per Futter) auf:
Muskelflachenanderung (Flache CT2 minus Flache CT1) im tibialen Bereich,
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Abb. 17: Durchschnittliche Veranderung der Muskelflache pro Ratte innerhalb der Subfraktionen (in

mm2) nach 4 Versuchswochen in Slice 3. Die Linie dient zum besseren Vergleich mit der Ko-Gruppe



Prozentual betrachtet ergibt sich ein ahnliches Bild. Mit Ausnahme der E2-
Gruppe verzeichnen in Slice 1+2 alle Gruppen einen Gewinn an Muskelflache.
Die R2-Tiere (+ 23,1 %) weisen allerdings einen signifikant geringeren
Muskelflachenzuwachs als die Ko-Tiere (+ 33,4 %) auf. Alle anderen Gruppen

erzielen in dieser Berechnung ein vergleichbares Ergebnis (— Abbildung 18).

Der Effekt von E2, Saponin- und Restfraktion von CR und deren Subfraktionen
(S1-3 und R1-3) bei der ovx Ratte (4 Wochen per Futter) auf:
Muskelflachenzuwachs (Flache CT2 /Flache CT1 * 100 - 100) im tibialen Bereich,
Slice 1+2
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Abb. 18: Durchschnittliche Veranderung der Muskelflache pro Ratte innerhalb der Subfraktionen (in %)
nach 4 Versuchswochen in Slice 1+2. Die Linie dient zum besseren Vergleich mit der Ko-Gruppe.
(Zum Verstandnis: Die Formel ,Flache CT2 / Flache CT1 * 100 — 100“ bedeutet: Flache CT2 dividiert
durch die Flache CT1, multipliziert mit 200 minus 100)
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In Slice 3 haben neben der E2- (+ 3,59 %) und R2-Fraktion (+ 42,83 %)
auch die Tiere aus der R1-Gruppe (+ 39,75 %) prozentual signifikant weniger

Muskelflache als die Kontrolltiere hinzugewonnen (— Abbildung 19).

Der Effekt von E2, Saponin- und Restfraktion von CR und deren Subfraktionen
(S1-3 und R1-3) bei der ovx Ratte (4 Wochen per Futter) auf:
Muskelflachenzuwachs (Flache CT2 /Flache CT1 * 100 - 100) im tibialen Bereich,
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Abb. 19: Durchschnittliche Veranderung der Muskelflache pro Ratte innerhalb der Subfraktionen (in %)

nach 4 Versuchswochen in Slice 3. Die Linie dient zum besseren Vergleich mit der Ko-Gruppe. (Zum
Verstandnis: Die Formel ,Fladche CT2 / Flache CT1 * 100 — 100“ bedeutet: Flache CT2 dividiert durch
die Flache CT1 multipliziert mit 200 minus 100)
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3.4 Serumparameter

Diskutiert und gezeigt wird in meiner Arbeit der Blutspiegel des Leptins.
Bezuglich der Serumlipide, deren Ver&nderung wie beschrieben einen
wichtigen Faktor des Metabolischen Syndroms darstellt, verweise ich
wiederholt auf die Dissertation des Arbeitsgruppenmitgliedes Rehmann (2014),
in dessen Dissertation ebenfalls die unten aufgefiihrten Ergebnisse beziiglich
des Leptins abgehandelt wurden. Die Analysen wurden von Frau MTA Sabine
Lidemann und CTA Heidi Brigemann - Meyer analysiert. Sie wurden mir
sowie den Studenten meiner Arbeitsgruppe (siehe oben) von der Abteilung zur

Verfligung gestellt.
- Leptin

Betrachtet man die Leptinwerte, so fallen vergleichsweise grof3e Unterschiede
zwischen den Futterfraktionen auf. Der hochste Leptinwert wurde bei der Rest-
Gruppe (7,1 ng/ml), der niedrigste Wert, gleichzeitig signifikant niedriger als
der im Serum der Ko-Gruppe, wurde in der E2-Gruppe (2,3 ng/ml) gemessen
(— Abbildung 20).

Der Effekt von E2, Saponin- und Restfraktion von CR und deren Subfraktionen
(S1-3 und R1-3) bei der ovx Ratte (4 Wochen per Futter) auf:
Leptin im Serum
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Abb. 20: Durchschnittlicher Leptin-Wert im Serum innerhalb der verschiedenen Fraktionen nach 4

Versuchswochen. Die Linie dient zum besseren Vergleich mit der Ko-Gruppe
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Ob die beiden Parameter Leptinwert und Fettflache miteinander korrelieren,

wurde im Folgenden untersucht:

- Korrelation zwischen Leptinwert und Fettflache

Tragt man die Fettflache und die Leptinwerte gegeneinander auf, so bestéatigt
sich die vermutete Korrelation zwischen den beiden GroéRen (p-value two-
tailed: 0,0064) (— Abbildung 21).

Leptinwert, ng/dl

0 10 20 30 40
Fettflache, mm?

Abb. 21: Leptin-Wert und Fettfliche nach 4 Versuchswochen gegeneinander aufgetragen.
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4. Diskussion

Wie beschrieben, wurde bereits mehrfach der Nachweis erbracht, dass
Extrakte aus CR verschiedene Beschwerden von Frauen in  den
Wechseljahren zu lindern vermdgen. Beispielsweise konnte das Extrakt
CR BNO1055 in ovx Ratten die Entwicklung einer viszeralen Fettleibigkeit
verhindern (Seidlova-Wuttke et al. 2003 b). In dieser Studie wurde das Extrakt
nun in verschiedene Fraktionen unterteilt, um die potentiellen Wirkstoffe der
Pflanze verifizieren zu konnen. Dabei war vor allem interessant, ob die
Saponinfraktion oder die polarere Restfraktion flr die Wirkungen
verantwortlich ist. Speziell ging es nun hierbei vor allem um Effekte auf das
Muskel- und Fettgewebe sowie Leptin. Des Weiteren wurden das KG der
Ratten und ebenso das Gewicht von Herz und Uterus untersucht. Uber die
medizinische Bedeutung von Extrakten aus CR und ihren Inhaltsstoffen
speziell auf das Muskel-, aber auch das Fettgewebe, gibt es bisher erst wenige
Publikationen.

Da die auffalligsten Befunde in unserer Studie tberwiegend im metaphyséaren
Bereich, also in HOhe von Slice 1 und 2 zu beobachten waren und die
Ergebnisse in Slice 3 meist denen der ersten beiden Schnittbilder ahneln,
werde ich im Folgenden Uberwiegend auf die Befunde von Slice 1 und 2
eingehen. Da die Ergebnisse auf3erdem schon in Abschnitt 3 wiedergegeben

wurden, erfolgt hier lediglich eine Kurzdarstellung der wichtigsten Befunde.

4.1 Allgemeine Ergebnisse

Betrachtet man die Futteraufnahme der Tiere, so ist ersichtlich, dass bis auf
die E2-Gruppe alle Ratten uber die 4 Versuchswochen ungefahr die gleiche
Futtermenge pro Tag zu sich genommen haben, das bedeutet, es gab keinen
signifikanten Effekt der Fraktionen und Subfraktionen von CR auf den Appetit

der Ratten. Nur die Tiere mit dem EZ2-angereicherten Futter nahmen Uber
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die gesamten 4 Wochen im Durchschnitt signifikant weniger Nahrung als die
Kontrollgruppe zu sich. Dieses Ergebnis ist nicht unerwartet, da Ostrogene
Uber die Beeinflussung von Leptin und Serotonin die Nahrungsaufnahme
auch beim Menschen hemmen  (Quelle: http://user.medunigraz.at/
helmut.hinghofer-szalkay/V.7.htm 2013). In einer Studie an Nagetieren wurde
festgestellt, dass E2 auch unabhéngig von Leptin Uber eine verminderte
Futteraufnahme zu einer Reduktion des Korpergewichts fihrt (Gao et al.
2007). Gleiche Ergebnisse bezlglich der Futteraufnahme zeigte ebenfalls eine
Studie von Seidlova-Wuttke et al. (Seidlova-Wuttke et al. 2012 b).

Betrachtet man die Gewichtsveranderung wahrend der Versuchsdauer, so
erkennt man, dass alle Versuchsgruppen, mit Ausnahme der E2- Gruppe,
etwa gleich viel an Gewicht hinzugewonnen haben. Die Tiere, welche E2-
haltiges Futter zu sich genommen haben, nahmen an Gewicht leicht ab. Diese
Beobachtung ist passend zum Futterverbrauch der Tiere. Es ist bekannt,
dass Frauen nach der Menopause meist an Gewicht hinzugewinnen (Wing et
al. 1991), gleiches gilt fur die durch Ovx in einen postmenopausalen Zustand
versetzten Ratten in unserer Studie. Grund ist, wie in der Einleitung erlautert,
die Zunahme an Fettgewebe wund die gleichzeitige Abnahme an
Muskelmasse, verbunden mit einer Abnahme des Grundumsatzes. Allerdings
kann auch bei Frauen, die keinen Gewichtszuwachs verzeichnen, eine
Anderung der Korperfettverteilung beobachtet werden (Carr 2003). Im
Gegensatz dazu zeigt eine Studie von Jensen et al. (Jensen et al. 2003),
dass HRT (E2 und Progestogen) bei postmenopausalen Frauen den
Hinzugewinn an KG zu lindern vermag. In unserer Studie zeigen lediglich die
Tiere, bei welchen das Ostrogendefizit durch E2-haltiges Futter ausgeglichen
wurde, keinen Gewichtszuwachs. Dies beweist, dass E2 auch bei Ratten eine
wichtige Rolle in der Regulation des Koérpergewichts spielt. Die Fraktionen und
Subfraktionen des Extraktes CR BNO 1055 haben keinen Effekt auf das KG.
Allerdings konnte schon gezeigt werden (Seidlova-Wuttke et al. 2009), dass
das Gesamtextrakt CR BNO 1055 bei Ratten, ebenso wie E2 zu einer

signifikant geringeren Gewichtszunahme fihrt. In der genannten Studie von
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Seidlova-Wuttke et al. lag die Versuchsdauer allerdings bei 3 Monaten,
sodass die langere Applikationsdauer hier ursachlich fir das abweichende
Ergebnis sein konnte. Denkbar ist ebenfalls, dass nur der synergistische Effekt

von der unpolaren Sap- und der polaren Rest-Fraktion diesen Effekt ausubt.

Am Uterus werden nach Gabe der CR-Fraktionen keine ungewollten Folgen
beobachtet. Im Gegensatz hierzu ist ein signifikant proliferativer Effekt von E2
zu sehen. Diese Ergebnisse stimmen mit denen anderer Studien an Ratten
uberein (Seidlova-Wuttke 2003 b; Wuttke 2006 b). Ostrogene uben diesen
proliferativen Effekt am Endo- und Myometrium Uber Stimulation des ER-a
aus. Dies fuhrt an den Myozyten Uber IGF-1 zu einem mitogenen Effekt (Klotz
et al. 2000). Da bei den Versuchsratten diese Wirkung nicht beobachtet
werden konnte, ist zu vermuten, dass die Inhaltsstoffe von CR keine direkten
oder indirekten Effekte auf die IGF-1-Signalwege von Uterus (und Herzen,
siehe Abschnitt 4.3) ausiben. Dies ist ein grol3er Vorteil gegeniber der HRT
als Monotherapie mit E2 zur Therapie postmenopausaler Beschwerden, da
diese zu einer Hyperplasie des Endometriums bis hin zum Endometrium-Ca

fuhren kann (Greendale et al. 1999).
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4.2 Fettgewebe

Ovx Ratten werden fettleibig und entwickeln die Symptome des Metabolischen

Syndroms. Insgesamt steigt der Korperfettanteil, ebenso die Grél3e des Hoffa-

Fettkorpers im Knie. Es scheint also, dass die Zunahme an Fettgewebe in den

Extremitdten mit dem metabolischen Syndrom zusammenhangt (Seidlova-

Wuttke et al. 2012 a).

Um in diesem Zusammenhang mehr dartber zu erfahren, welche Wirkstoffe
fir Effekte am Fettgewebe verantwortlich sind, haben wir die Wirkung der
verschiedenen Fraktionen und Subfraktionen des CR BNO 1055-Extrakts auf
die Entwicklung der Fettflache im tibialen Bereich der Ratten uber die
Versuchszeit hin betrachtet. Dafiir wurde in einer ersten Berechnung die
Fettflache der Ratten vor Versuchsbeginn von der Fettflache nach 4 Wochen
Fltterung abgezogen (Abbildung 5+6). Wie bereits erlautert, ist bekannt, dass
der Mangel an Geschlechtshormonen nach Ovx zu einer Zunahme an Gewicht
und Fettmasse fiihrt. Ebenso kommt es nach der Menopause bei Frauen zu
Veranderungen im Fettmetabolismus. Die Gabe von Ostrogenen kann diese
Entwicklung bei Ratten verhindern. Auch bei Frauen fihrt eine HRT mit E2
alleine oder in Kombination mit Progesteron zu einer Abnahme viszeraler
Fettleibigkeit (Chen et al. 2005; Goss et al. 2012). Unklar ist bisher, ob dies
Uber die Wirkung am ER-a oder am ER-B geschieht, da fir beide Rezeptoren
dieser Effekt bereits postuliert wurde (Roesch 2006; Yepuru et al. 2010).

In vorangegangen Studien von Seidlova-Wuttke et al. (Seidlova-Wuttke et al.
2003 a, b) haben sowohl Ratten, welche E2-haltiges Futter, als auch Ratten,
die mit den veschiedenen CR-Fraktionen gefittert wurden, signifikant weniger
an paratibialem Fett hinzugewonnen. Winschenswert ware ein ahnlicher
Effekt durch die Gabe von im ldealfall einer speziellen Wirkstoffgruppe aus
CR ohne die geschilderten negativen Nebenwirkungen einer HRT mit

Ostrogenen.

Es fallt direkt ins Auge, dass sich bei allen Versuchsgruppen, mit Ausnahme

der Ostrogengruppe, das paratibiale Fettdepot vergroRert hat (vgl. Abbildung
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5). Dabei haben die Tiere aus der S1-Gruppe signifikant mehr an Fettmasse
hinzugewonnen als die Kontrolltiere, bei den mit E2-haltiger Nahrung
gefutterten Tieren war eine Verringerung ihrer Fettflache zu beobachten. Die

Tiere der S2-Gruppe verzeichnen einen deutlich, jedoch nicht signifikant

geringeren Fettflachenzuwachs in mm?. In Slice 3 verzeichnen ebenfalls
ausschlie3lich die Tiere der E2- Gruppe einen signifikant geringeren
Zuwachs an Fettflache (vgl. Abbildung 6).

Um eventuelle Unterschiede in der Ausgangsfettflache der Ratten zu
relativieren, wurde in einer zweiten Berechnung der prozentuale
Fettflachenzugewinn der Ratten untersucht (vgl. Abbildungen 7 + 8). Wie
zu erwarten, hatten auch in dieser Rechnung die Tiere der E2-Gruppe einen
signifikant geringeren Fettflachenzuwachs zu verzeichnen. Allerdings haben in
den ersten beiden Schnittebenen auch die Tiere der S2- und der R2-Gruppe
prozentual gesehen einen signifikant geringeren Zuwachs an Fettflache,
verglichen mit den Kontrolltieren. Bei den Ratten der S1- Gruppe registriert
man auch hier den gré3ten Zuwachs. Dies bedeutet, dass die Adipozyten
der S2- und R2-Gruppe innerhalb der 4 Wochen weniger TG gespeichert
haben oder aber eine geringere Proliferationsrate aufweisen.

Da alle Tiere mit Ausnahme der E2-Gruppe an Fettgewebe hinzugewonnen
haben, hat uns ebenfalls interessiert, wie sich der Fettanteil wahrend der 4

Wochen verandert hat. Hierzu wurde der Fettanteil des ersten CTs von dem
des zweiten CTs abgezogen. Auch hier zeigte sich, dass die S2-Gruppe einen
signifikant geringeren Anstieg in ihrem Fettanteil aufweist, ebenso die Sap-
Tiere (Abbildungen 9 + 10).

Um ebenfalls die Grolle der Tiere beziehungsweise ihr KG bei der
Betrachtung des Fettgewebes zu bertcksichtigen, wurde die Fettflache in
einem dritten Schritt auf 100 g KG umgerechnet. Die so errechnete Fettflache
bei Versuchsbeginn wurde nun wiederum von der auf 100 g KG bezogenen
Fettflache nach den 4 Versuchswochen abgezogen (vgl. Abbildungen 11 + 12).
So konnte sichergestellt werden, dass die Fettflachen nicht von der Grol3e der

Ratte beeinflusst und so die Ergebnisse verfalscht werden. Hierbei war das
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Ergebnis ahnlich der prozentualen Fettflachenveranderung, sodass diese
Tendenz wohl ein relativ gutes Bild der Fettgewebsentwicklung im paratibialen
Bereich gibt. Auch hier erzielt das S2- Futter das beste Ergebnis der CR-

Fraktionen.

Wenn man sich alle beschriebenen Berechnungen ansieht, so werden
folgende Aspekte deutlich: Einen durchgehend signifikanten Effekt auf die
Flache des Fettgewebes erzielt ausschliel3lich das mit E2 angereicherte Futter.
Die CR-Fraktionen konnten nicht im selben Umfang eine Vermehrung des
Fettgewebes verhindern. Trotzdem zeigt sich in den wohl aussagekraftigsten,
da prozentualen Berechnungen, dass vor allem die Saponinfraktion und dabei
im Speziellen das S2-Futter einen positiven und auch signifikanten Effekt auf
die Fettgewebezunahme der Ratten nach Ovx ausibt. Auch in den anderen
Berechnungen haben die Tiere, welche mit dem S2-Futter geflttert wurden,
eine tendenziell geringere VergroRerung des Fettgewebes im Vergleich zur
Kontrollgruppe aufgewiesen, auch, wenn dieses Ergebnis dort nicht signifikant
gewesen ist. Dagegen scheint die S1-Fraktion die Fettakkumulation eher zu
fordern.

Doch wie kommt es zu dieser Wirkung? Ostrogene wirken unter anderem,
indem nicht die Zahl, sondern vor allem die GroRe der Adipozyten bei ovx
Mausen reduziert wird. Diese Reduktion ist besonders im intra-
abdominalen, aber auch im subkutanen Fettgewebe zu beobachten.
Erstaunlich dabei ist, dass ovx Méause auch bei gleicher Nahrungsmenge eine
signifikante VergroRerung der Adipozyten im Vergleich zu mit E2 behandelten
ovx Mausen zeigen, E2 also auch unabh&ngig von der Energiezufuhr einer
AdipozytenvergrofRerung entgegenwirkt (D'Eon et al. 2005). Es scheint also
nicht ausschlie3lich die Menge an Nahrung die Zunahme an Fettmasse nach
der Menopause zu Dbeeinflussen, sondern auch die Aktivierung
beziehungsweise Deaktivierung verschiedener Signalwege im
Energiestoffwechsel. Dieser Aspekt wurde ebenfalls in unserer Studie

sichtbar, da die Tiere der Sap- beziehungsweise S2-Gruppe zwar einen Effekt
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auf das Fettgewebe, allerdings nicht auf die Futteraufnahme ausibten. Die
darin enthaltenen Inhaltsstoffe missen also, &hnlich wie E2, in irgendeiner
Form den Fettstoffwechsel beeinflussen. Die Wirkung der Ostrogene erfolgt
uber genomische sowie nicht-genomische Mechanismen. Uber Transkription
werden beim Menschen beispielsweise die beiden Enzyme Leptin und
Lipoproteinlipase (LPL) reguliert (Mayes und Watson 2004). Eine Behandlung
mit Ostrogenen kann daher Fettleibigkeit verhindern. Grundlage fur diese
Wirkung konnte unter anderem in der Regulation der besagten LPL liegen.
Diese ist ein Schlusselenzym in der Hydrolyse der TG in freie Fettsduren und
somit auch der Speicherung von Fett (Goldberg und Merkel 2001). So konnte
in weiblichen Ratten und auch beim Menschen nachgewiesen werden, dass
ein niedriger Ostrogenspiegel zu einer verstarkten Aktivitat der LPL fihrt,
wohingegen eine Ostrogengabe die LPL- Aktivitat senkt (Hamosh und
Hamosh 1975; Palin et al. 2003). Aul3erdem zeigte D’Eon et al. (2005) in
einer Studie an Nagern, dass Ostrogene zum einen die Acetyl-CoA
Carboxylase-1 und Fatty Acid Synthase (beide Enzyme bewirken Lipogenese)
hemmen sowie zum anderen die katecholamingetriggerte Lipolyse Uber eine
verstarkte Expression von Perilipin fordern. Des Weiteren fiihren Ostrogene
Uber verschiedene Mechanismen zu einer erhOohten Aktivitat von Serotonin
(Rybaczyk et al. 2005), welches, wie in Kapitel 1.5 beschrieben, ebenfalls zu
einer Hemmung der Nahrungsaufnahme fiihrt. Ostrogene fiihren daher also
zu einer Abnahme der Adipopzytengrolie.

Um zu erfahren, wie die CR-Fraktionen einen Effekt auf das Fettgewebe
ausuben, mussen die bisher bekannten Wirkweisen der Inhaltsstoffe
betrachtet werden. Neben der Sap- und der S2-Fraktion hat auch die R2-
Fraktion in einer Berechnung einen signifikant niedrigeren Fettgewebszuwachs
gezeigt und ansonsten vergleichbare Ergebnisse wie die Kontrolltiere erzielt.
Hauptinhaltsstoff der R2-Fraktion ist Zimtsdure. Sheng et al. zeigten, dass ein
Zimtextrakt bei Mausen die Expression von PPAR-a und -y steigert (Sheng et
al. 2008). Diese Rezeptoren spielen beim Menschen eine grol3e Rolle in der

Regulation des Kohlenhydrat- und Lipidstoffwechsels. PPAR- a fihrt
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beispielsweise Uber eine Erhohung der LPL-Aktivitdt (van Raalte et al. 2004)
sowie Uber eine Besserung der Insulinsensitivitdt und einer gesteigerten
Aufnahme von TG in Adipozyten zu einer Senkung des TG-Plasmalevels
sowie einer Zunahme der Adipozytenzellgré3e (Olefsky 2000; Steiner et al.
2001). Somit spielt diese Wirkung von Zimtsaure, welche zumindest zu
einer Hypertrophie der Adipozyten fiihren musste, in dieser Form und/oder
Dosierung anscheinend keine Rolle. Bei Betrachtung der Inhaltsstoffe der S2-
Fraktion stellt man fest, dass diese Uberwiegend aus Actein und Deoxyactein
sowie zu sehr geringen Teilen an Methylserotonin besteht. Allerdings gehoren
auch bei der S1-Fraktion, welche eine eher lipogene Wirkung zeigt, Actein und
Deoxyactein zu den Hauptbestandteilen. Die Unterschiede in den Ergebnissen
sind eventuell durch Differenzen in der Zusammensetzung beziehungsweise
der Konzentration der Inhaltsstoffe zu erklaren. Gegebenenfalls ist fur den
Effekt auf die Fettspeicherung im  Organismus eine gewisse
Plasmakonzentration an Actein oder Deoxyactein notwendig, die nur durch
das S2-Futter erreicht wurde. Ein weiterer Bestandteil des S2-Futters, das
Methylserotonin, war ebenfalls in der S3-Fraktion enthalten. Allerdings haben
die Tiere der S3-Fraktion vergleichbare Wirkstoffmengen wie die Tiere der S2-
Fraktion zu sich genommen, dabei jedoch keine Wirkung auf das Fettgewebe
ausgeubt. Da auch die in Kapitel 1.5 beschriebene appetithemmende Wirkung
in unserer Studie nicht beobachtet wurde, wird eine ausschlaggebende
Rolle von Methylserotonin in dem erzielten Effekt des S2-Futters auf das
Fettgewebe und auch generell in unserer Studie eher unwahrscheinlich. Die
polaren Saponine, Hauptbestandteil der S1- und S3- Fraktion, haben in
unserer Studie mutmallich keinen hemmenden Effekt auf die
Lipidspeicherung ausgeutbt. Dies ist etwas verwunderlich, da eine Studie von
Seidlova-Wuttke et al. zeigte, dass die Saponine des auch in unserer Studie
verwendeten CR-Extraktes BNO 1055 die Grol3e des paratibialen Fettdepots
bei ovx Ratten im Vergleich zur Kontrollgrupe signifikant zu senken
vermochten (Seidlova-Wuttke et al. 2012 a).
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Eine andere Untersuchung an Nagern zeigte eine durch Teesaponine
vermittelte Hemmung der Pankreaslipase und damit verbunden eine geringere
intestinale Absorption von Lipiden (Han et al. 2001). Dadurch kam es bei
Ratten, welche mit fettreicher Nahrung geflttert wurden, zu einem weniger
starken Anstieg von KG, parametrialem Fettgewicht und Adipozytenzellgrolie.
Auch eine andere Studie von Han et al. konnte darlegen, dass Saponine beli
Mausen, welche mit einer fettangereicherten Diat gefuttert wurden, KG und
Fettmasse reduzieren konnten (Han et al. 2002).

Zum Tell kdonnten die unterschiedlichen Ergebnisse der beiden Studien von
Han im Vergleich zu unserer Studie in andersartigen Ursachen der
Fettleibigkeit der Versuchstiere liegen. In diesen, von Han beschriebenen
Studien, bekamen die Versuchstiere eine lipidreiche Diat zugefihrt und ein
groRer Teil der Wirkung wurde dort wahrscheinlich durch eine Hemmung der
Pankreaslipase, verbunden mit einer geringeren Absorption dieser
Uberschissigen Fette (Han et al. 2001), herbeigefiihrt. Dagegen liegt die
Ursache bei dem durch Ostrogenmangel verursachten Hinzugewinn an
Fettgewebe, beziehungsweise der Umverteilung von Fettgewebe, wahr-
scheinlich vor allem an dem Wegfall der Hemmung verschiedener fur die
Fettspeicherung wichtiger Enzyme (siehe oben).

Da die S1-Fraktion sogar, ganz im Gegenteil, in einigen Berechnungen einen
groReren Hinzugewinn an Fettgewebe als die Kontrollgruppe aufweist, missen
hier Stoffe enthalten sein, die diese Entwicklung foérdern. Am  wahr-
scheinlichsten kommt hier Isoferularsdure in Betracht. Es wurde bewiesen,
dass diese, unter anderem durch Hemmung von IL-6 und TNF-q, eine sehr
hohe antientziindliche Potenz besitzt (Schmid et al. 2009). Isoferularsédure ist,
zumindest in-vitro, in der Lage, reaktive Sauerstoffspezies (ROS), welche die
Produktion von IL-6 und TNF-a erhdhen (Mokgobu et al. 2014), abzufangen
(Burdette et al. 2002; Kikuzaki et al. 2002). Aul3erdem hemmt Isoferularsaure
direkt einen Lipopolysaccharid (LPS) -induzierten Anstieg von IL-6 und TNF- a
im Vollblut gesunder Probanden (Schmid et al. 2009). Da diese beiden

Zytokine normalerweise, unter anderem durch Hemmung der LPL, eine
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Fettakkumulation unterdricken (Coppack et al. 2001), beziehungs-weise
selbst lipolytische Eigenschaften besitzen (Greenberg et al.1992; Trujillo et al.
2004; Chen et al. 2009), konnte dies ein Grund fur die lipogene Wirkung sein.
Alle diese, im letzten Absatz genannten, Studien wurden entweder an Nagern
oder in-vitro durchgefihrt, allerdings zeigen die Ergebnisse an menschlichen
Fettgewebe von Trujillo et al. (2004), dass Mause beziehungs-weise Nager
durchaus als Versuchstiere herangezogen werden konnen, um die
betreffenden Signalwege beim Menschen zu verstehen.

Es bleiben noch die beiden Stoffe Actein und Deoxyactein. Bisher wurde leider
wenig uber die Wirkung von Actein und Deoxyactein auf den Fettstoffwechsel
und die Speicherung von Lipiden erforscht. Von Actein ist, was unsere
Untersuchungen anbelangt, lediglich bekannt, dass es bei Ratten auf die
Cholesterolsynthese Einfluss nimmt und freie Fettsduren im Blut zu senken
vermag (Einbond et al. 2009 a). Interessant sind allerdings die Ergebnisse aus
Studien zu Deoxyactein, dem vorherrschenden Triterpen in CR. So konnte
gezeigt werden, dass Deoxyactein in gewissem Mal3e an den ER-B binden
kann (Onorato und Henion 2001). Der ER-B scheint eine wichtige Rolle in
der Regulation des Lipidstoffwechsels zu spielen. ER-B-Liganden reduzierten
bei ovx Ratten die abdominelle Fettmasse, sowie den Cholesterol- und
Leptinspiegel. Diese Wirkung entfaltet der ER- 3 Uber indirekte Hemmung des
PPAR-y, welcher beim Menschen eine Schlusselrolle im Lipidmetabolismus
beziehungsweise der Speicherung von Fetten spielt (Liang et al. 2002;
Tontonoz und Spiegelman 2008; Yepuru et al. 2010). Osteo-, Chondro-,
Myoblasten sowie Adipozyten stammen von der gleichen adulten Stammzelle
ab (Chamberlain et al. 2007). Die Aktivierung des PPAR-y fuhrt dabei zu einer
Differenzierung in Adipozyten (Kawai et al. 2010). Der Wirkstoff aus dem von
uns verwendeten Extrakt besitzt weder Affinitat zu ER-a, noch ER-B (Wuttke et
al. 2006 a). Trotzdem ist nicht auszuschlieBen, dass durch einen anderen
Mechanismus Uber Enhancer- oder Repressor-Gene Einfluss auf diese
Signalwege genommen wird, gegebenenfalls Uber den PPAR-y. Hierfur bedarf

es allerdings weiterer Studien, speziell mit den in unserer Studie verwendeten
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Actein- beziehungsweise Deoxyactein-Fraktionen, welche beispielsweise die
Effekte auf die PPARs untersuchen. Kontrovers sind in diesem
Zusammenhang Ergebnisse einer In-vitro-Studie von Einbond (2009 b), die
zu dem Ergebnis kommt, dass Actein die PPAR-y-Level erhoht.

Nicht nachvollziehbar bleibt auch das Ergebnis der R1-Fraktion (im Verhéltnis
zur Kontrollgruppe erhohte FettflachenvergréfZerung), welche allerdings auch
nur in einer Berechnung eine signifikante Abweichung erzielt hat. Eine In-vitro-
Studie von Hsu und Yen (2007), zeigt fur Kaffeesaure eine den TG-Gehalt der
Adipozyten sowie die GPDH-Aktivitat senkende Wirkung, ein wichtiges Enzym
beim Aufbau von Fettgewebe (Dulor et al. 1998). Lee et al. (2007) hat in einer
Studie mit Myoblasten von Ratten fur Kaffeesaurephenylester eine
Aktivitatssteigerung der AMPK und damit verbunden eine Steigerung der
Lipidoxidation nachgewiesen (Lee et al. 2007). Beide Effekte konnten der in
der R1-Fraktion enthaltenen Kaffeesaure also nicht nachgewiesen werden.
Gleiches gilt fir das Methylserotonin. Auch wenn, wie oben beschrieben,
serotonerge Effekte positiv auf den Lipidstoffwechsel wirken, scheint in
unseren Substanzen die Konzentration des Methylserotonins zu gering zu
sein (siehe oben), um messbare Auswirkungen zu erzielen.

Zusammenfassend kann man sagen, dass fir die schon in anderen Studien
beschriebene hemmende Wirkung auf die Fettspeicherung und damit auch auf
die Entwicklung von Symptomen des Metabolischen Syndroms (Seidlova-
Wuttke et al. 2012 a, b), vor allem Actein- und / oder Deoxyactein
verantwortlich zu sein scheinen. Die Zusammenhange in der Entwicklung der
verschiedenen Symptome des Metabolischen Syndroms sind allerdings sehr
komplex. Inwiefern beispielsweise die antiinflammatorischen Eigenschaften
des Deoxyacteins Einfluss auf die negativen Aspekte des Metabolischen
Syndroms nehmen, ist schwierig zu sagen. Der durch die Ausschuittung
proinflammatorischen  Zyokine hervorgerufene chronische Entziindungs-
zustand fuhrt einerseits zu Insulinresistenz und erh6htem Risiko fir
GefalRerkrankungen, andererseits inhibieren TNF-a und IL-6 die LPL, was zu

einer Reduzierung der Fettakkumulation fuhrt (Coppack 2001). Zumindest
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scheinen Signalwege aktiviert oder gehemmt zu werden, die einer
lipotrophischen Entwicklung entgegensteuern.

Es ist wohl nicht beziehungsweise nicht ausschlief3lich die Insulinresistenz,
wie urspringlich angenommen, Ausgangspunkt der Entwicklung des
Metabolischen Syndroms, sondern ebenfalls die vor allem zentrale
Fettleibigkeit, wie sie auch bei postmenopausalen Frauen haufig beobachtet
werden kann. Wie beschrieben, wirken Ostrogene unter anderem Uber eine
Hemmung des PPAR-y antilipothrophisch. Durch Antagonisierung des PPAR-y
wirden ebenfalls die von Adipozyten sezernierten proinflammatorischen
Zytokine reduziert werden. Gleichzeitig wirde man allerdings auch die
antiinflammatorischen (Tontonoz und Spiegelman 2008), antiarthero-
skerotischen und antihypertensiven (Sugawara et al. 2010) Wirkungen des
PPAR-y womoglich unterdriicken. Synthetisch hergestellte PPAR-y-Liganden,
wie Thiazolidindione, erhdhen zwar die Insulinsensitivitat, fuhren jedoch
dartber hinaus ebenso zu einer Zunahme der Fettakkumulation. Dabei gilt als
gesichert, dass die Fettakkumulation mit der PPAR-y-Aktivitat korreliert. Im
Gegensatz hierzu kann die Insulinsensitivitat sowohl durch die Aktivierung als
auch die Hemmung von PPAR-y gesteigert werden. Dies zeigt, dass es durch
eine kontrollierte, selektive Regulierung beziehungsweise auch Hemmung von
PPAR-y madglich ist, die Insulinsensitivitat zu steigern, ohne parallel die
Speicherung von Fett zu begtinstigen (Cock et al. 2004). Somit ware denkbar,
Uber gezielte Modulierung der PPARs, die Symptome des Metabolischen
Syndroms zu behandeln. Ob hierfiir die in unseren Fraktionen enthaltenen
Inhaltsstoffe, im Besonderen Actein und Deoxyactein, geeignete Mittel
darstellen, muss in weiteren Untersuchungen herausgefunden werden, da
diese Fragestellung weit Uber die Aussagekraft unseres Studiendesigns
hinausgeht. In diesem Zusammenhang kdnnte auch gezielt der Einfluss der in
der R1-Fraktion enthaltenen Kaffeesaure auf die PPARs untersucht werden.
Wichtig scheint vor allen Dingen die Reduzierung von abdominellen Fett-

gewebe, da auch Personen mit keiner oder kaum Insulinresistenz, bei
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ausreichend abdominellen Fettgewebe ein Metabolisches Syndrom entwickeln
kénnen (Ford 2002; Park et al. 2003).
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4.3 Herz, Skelettmuskel: Muskeldichte und Muskelflache

- Herzgewicht

Wie schon in einer friheren Studie an ovx Ratten beschrieben (Seidlova-
Wouttke et al. 2009), Uben die Fraktionen und Subfraktionen von CR keinen
Einfluss auf das Herzgewicht aus. Auch nach Relativierung der Unterschiede
im Korpergewicht durch Umrechnung der Organgewichte auf 100 g KG zeigte
sich dieses Ergebnis in unserer Studie (siehe Abbildung 13). Grundlage hierfir
ist wahrscheinlich die fehlende Wirkung auf das lokale IGF-1-System. E2
hingegen fuhrt zu einer signifikanten Abnahme des Herzgewichtes. Verursacht
wird dies durch einen antiproliferativen Effekt Uber Hemmung der IGF-1-
Genexpression im Herzen (Seidlova-Wuttke et al. 2009). Ob es neben der
Hypoplasie auch zu einer Hypotrophie durch E2 am Herzen kommt, lasst sich
nur histologisch beurteilen. Wir koénnen jedoch festhalten, dass die
Inhaltsstoffe von CR fur uns keine beurteilbaren negativen Effekte am Herzen
verursacht haben und somit unter diesem Aspekt gefahrlos eingesetzt werden
kénnen. Auch beim Menschen sind bisher keine kardiotoxischen Wirkungen

beschrieben worden.
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- Muskeldichte (siehe Abbildungen 14+15)

Da eine Verringerung der Muskeldichte durch zwei Faktoren erklart werden
kann, namlich zum einen, durch den Zugewinn an intramuskularem
Fettgewebe und zum anderen, durch die Abnahme an Muskelgewebe ohne
gleichzeitigen und gleichwertigen Verlust an Fettgewebe, werde ich im
Folgenden auf diese beiden Aspekte parallel eingehen.

Betrachtet man die Veranderung der Muskeldichte wahrend der vier Wochen,
so erkennt man den beschriebenen Verlust von Muskelqualitat in fast allen
Versuchsgruppen. Dabei hat die S1-Fraktion, passend zu der grof3en
Zunahme an extramuskularem Fettgewebe, einen vergleichsweise grof3en
Muskeldichteverlust zu verzeichnen, was bedeutet, dass es hier mutmalilich
auch zu einer Zunahme des intramuskuléaren Fettgewebes gekommen ist. Die
S2-Gruppe zeigt als einzige Fraktion, neben den mit E2 gefltterten Tieren, in
allen Schnittebenen eine Zunahme an Muskeldichte, was in den ersten beiden
Schnittebenen ein signifikant abweichendes Ergebnis von den Kontrolltieren
bedeutet. Die mit E2-haltiger Nahrung gefltterten Tiere erreichen einen
leichten Zugewinn an Muskeldichte, in Slice 1+2 ist dieser ebenfalls signifikant.
Die beobachtete Abnahme an Muskeldichte unter Ostrogenentzug spiegelt
damit unter anderem die bekannte Tatsache wider, dass es im Alter und mit
dem Abfall des Ostrogenspiegels bei Frauen sowie Ratten zu Fett-
einlagerungen in den Muskel und damit auch zur Abnahme der Muskelqualitat
kommt (Forsberg et al. 1991; Jubrias et al. 1997; Delmonico et al. 2009; Leite
et al. 2009). Auch Phillips et al. zeigten, dass der Verlust an
Muskelqualitat (gemessen als Kraft pro Muskelflache) bei Frauen friher
als bei Mannern und im Besonderen postmenopausal stark abnimmt,
dies jedoch durch HRT mit Ostrogenen vermieden werden kann (Phillips
et al. 1993). Die genaue Ursache fur diese Fetteinlagerung ist noch nicht
genau geklart, allerdings sind Fettleibigkeit und Diabetes Mellitus beim
Menschen mit einem steigenden Transport von langkettigen Fettsduren in den

Muskel assoziiert (Bonen et al. 2004). AuRerdem weil3 man durch eine Studie
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an Probanden, dass Immobilitdt zu einem vermehrten Einbau von Fett in den
Muskel fihrt (Marcus et al. 2010). Beides, die Zunahme an, vor allem
abdomineller, Fettmasse sowie die Abnahme an kdrperlicher Aktivitat lasst sich
postmenopausal bei Frauen (Poehlman et al. 1995; Poehlman 2002) und
Ratten (Seidlova-Wuttke et al. 2003 b; Fonseca et a. 2012) beobachten.

Dulor et al. zeigten in einer Studie am Muskel von Hasen, dass eine
Denervation von Muskelgewebe in einer Atrophie des Muskels sowie
Einlagerung von Fettgewebe resultiert. Dieses Fettgewebe exprimiert die
Enzyme LPL und GPDH, welche eine wichtige Rolle im weiteren Aufbau
von Fettgewebe spielen (Dulor et al. 1998). Interessant ist der
Zusammenhang zwischen Denervation und daraus resultierender Fett-
einlagerung aus folgendem Grund fir unsere Studie: Wie beschrieben, ist
Dopamin in der Lage, tUber D1-Rezeptoren Motoneurone zu aktivieren und so
einen exzitatorischen Effekt auf den Muskel auszuliben. So kdnnte Dopamin
sowohl eine Atrophie, als auch die damit verbundene Fetteinlagerung positiv
beeinflussen. Von Bedeutung ware dies, da in CR-Extrakten eine
dopaminerge Wirkung nachgewiesen wurde. Allerdings ist von Jarry et al.

bisher nur eine Affinitdt zum D2-Rezeptor belegt worden (Jarry et al. 2003).

Es ist anzunehmen, dass die Ursache fiir die postmenopausalen
Veranderungen im Muskel vielfaltiger Natur ist. Unter der Annahme, dass der
Ostrogenmangel bei der Ratte und der postmenopausalen Frau vergleichbare
Auswirkungen hat, lassen sich diverse Hypothesen aufstellen. Zum einen
fallen die Effekte von Ostrogenen auf das Muskelgewebe nach der Menopause
weg. So konnte in einer Studie an Mausen gezeigt werden, dass Ostrogene
physiologisch die AMPK im Muskel aktivieren und somit die TG-Synthese
hemmt. Im Gegensatz wird der Transport langkettiger Fettsauren in die
Mitochondrien und damit deren Oxidation gefordert (D‘Eon et al. 2005). Es
scheint, als behalten postmenopausale Frauen die Fahigkeit, Fett zu
speichern, kénnen allerdings, zumindest teilweise, dieses nicht mehr oxidieren
(Maltais et al. 2009), unter anderem wohl durch die Abnahme der AMPK-
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Aktivitdt. AufRerdem konnte sowohl in weiblichen Ratten, als auch beim
Menschen nachgewiesen werden, dass ein niedriger Ostrogenspiegel zu einer
verstarkten Aktivitat der LPL fihrt, wohingegen eine Ostrogengabe die LPL-
Aktivitat senkt (Hamosh und Hamosh 1975; Palin et al. 2003). Da dieses
Enzym nicht nur im Fettgewebe, sondern auch im Muskelgewebe eine hohe
Konzentration aufweist (Mayes und Watson 2004), spielt dessen gesteigerte
Aktivitat nach der Menopause mdglicherweise ebenfalls eine entscheidende
Rolle in der Fettakkumulation im Muskel.

Neben der Akkumulation von Fettgewebe im Muskel sind auch
proteinkatabole Mechanismen wichtig beim Verstdndnis der Entstehung von
Sarkopenie im Alter. In der Framing Heart-Studie konnte bewiesen werden,
dass es bei alteren Personen generell, also unabhéangig von klimakterischen
Veranderungen im Hormonhaushalt, zu einer Zunahme von IL-6 und IL-1Ra
(Rezeptor-Antagonist), nicht jedoch von IL-1 und TNF-a kommt (Roubenoff
et al. 1998). Auch an Ratten konnten Balage et al. (2010) im Serum ein im
Alter (20 Monate) leicht erhdhtes Level von Entzindungsmarkern messen.
Vor allem den Zytokinen IL-1, IL-6 und TNF-a wurden in Experimenten an
Ratten und Mausen Protein-katabole Eigenschaften zugeschrieben (Fong et al.
1989; Tsujinaka et al. 1997). Neben dem Anstieg im Alter scheinen allerdings
auch freie Sauerstoffradikale die Produktion von IL-6 und TNF-a zu erhdhen
(Choi 2013). Im Rahmen des Metabolischen Syndroms kommt es durch die
Fettleibigkeit sowohl beim Menschen (Vincent und Taylor 2006) als auch der
Ratte (Roberts et al. 2006) zu einer Uberproduktion freier Sauerstoff-
radikale, welche ihrerseits das Fortbestehen des Syndroms und damit
einhergehende kardiovaskuléare Erkrankungen fordern (Ando und Fojita 2009).
IL-1 und TNF-a fordern gegenseitig die eigene Hochregulierung und
stimulieren gleichzeitig die Sekretion von IL-6 (Morley et al. 2001). Es konnte
auch in Studien am Menschen gezeigt werden, dass diese Zytokine in der Lage
sind, Uber Jahre den Abbau von Muskelproteinen zu férdern (Roubenoff et al.

1994). Ebenso zeigen sowohl Frauen nach der Menopause als auch ovx
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Ratten eine leichte systemische Entziindungsreaktion, welche durch die Gabe
von E2 reduziert werden konnte (Abu-Taha et al. 2009).

In diesen Pathomechanismus kénnen Ostrogene also eingreifen, indem sie
zum einen die TNF-a- und IL-1-Spiegel senken und zum anderen freie
Sauerstoffradikale, welche die Produktion der Zytokine IL-6 und TNF-a
stimulieren, abfangen (Deshpande et al. 1997; Squadrito et al. 1997;
Schwenke 1998; Baltgalvis et al. 2010; Choi 2013).

Auch das Vitamin D spielt nach neueren Erkenntnissen eine Bedeutung fur die
intakte Muskelarbeit. Hier konnte gezeigt werden, dass ein Mangel an Vitamin
D in alteren Personen zu einer Atrophie von Typ 2-Muskelfasern fihrt
(Visser et al. 2003). Aulerdem kommt es durch den Mangel zu einer Zunahme
an intramuskularem Fettgewebe sowie einer VergrofRerung der interfibrillaren
Raume (Yoshikawa et al. 1979). Dies ist im Zusammenhang mit dem
Klimakterium insofern von Bedeutung, da Ostrogene fir eine verstarkte
Umwandlung von 25-Hydroxycholecalciferol (250HD) zu dem bioaktiven 1,25-
Dihydroxycholecalciferol (1,25-(OH)2D) sorgen (Gallagher etal. 1980).

- Muskelflache (Abbildungen 16 -19):

Positive Effekte auf die Muskeldichte kbnnen wie gesagt durch zwei Aspekte
erklart werden. Entweder erzielen die Wirkstoffe einen positiven Effekt auf den
Verlust von Muskelgewebe, sodass ein zeitgleicher Zugewinn an Fettgewebe
im Muskel nicht so sehr ins Gewicht fallt. Die zweite Mdglichkeit wére, dass
die Inhaltsstoffe den Zugewinn an intramuskularem Fettgewebe verhindern
oder abschwachen. Betrachtet man nun die Veranderung der Muskelflache
wahrend der vier Versuchswochen, so kommt man zu folgendem Ergebnis:

Alle Fraktionen, einschliel3lich der Kontrollgruppe, zeigen eine Zunahme an
Muskelflache. Dies bedeutet allerdings nicht automatisch, dass die Tiere auch

an Muskelgewebe hinzugewonnen haben, da der Zuwachs an Muskelflache
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auch durch den Hinzugewinn an intramuskuldrem Fettgewebe verursacht
werden kann.

Sieht man sich nun ausschlie3lich die Veranderung der absoluten Muskel-
flache an (Abbildungen 16 + 17), erkennt man in Slice 1+2 einen signifikant
grolBeren Anstieg bei der Sap- und S3-Fraktion. Prozentual gesehen
(Abbildungen 18 + 19), nehmen diese beiden Fraktionen allerdings nicht
Uberproportional mehr an Muskelflache zu. Des Weiteren gab es bei diesen
Fraktionen bekanntlich keine signifikanten Differenzen in der Anderung der
Muskeldichte zur Kontrollgruppe. Wir kdénnen also davon ausgehen, dass
diese Abweichung lediglich aufgrund einer groReren Ausgangsflache
aufgetreten und es daher bei den Adipozyten und Myozyten zu keiner im
Vergleich zur Kontrollgruppe gesteigerten Zunahme ihrer Zellzahl oder —grof3e
gekommen ist.

Auffallend ist allerdings, dass die R2-Fraktion signifikant weniger Muskelflache
als die Kontrollgruppe hinzugewonnen hat. Da die Entwicklung der
Muskeldichte bei beiden Gruppen ahnlich gewesen ist, muss das R2-Futter
einen negativen Einfluss auf den Muskelanabolismus ausgelbt haben. Es
bleibt die Frage, welcher der Inhaltsstoffe fur diese Wirkung verantwortlich ist.
Diese waren in der R2-Fraktion Zimtsaure, Saponine sowie Methylserotonin.
Zimt kann sowohl in Ratten als auch beim Menschen erwiesenermallen die
Insulinsensitivitat erhdhen (Imparl-Radosevich et al. 1998; Khan et al. 2003).
Damit ware Uuber eine gesteigerte Glukoseaufnahme am ehesten eine
anabole Wirkung zu vermuten. Allerdings konnten wir schon bei der
Untersuchung des Fettgewebes feststellen, dass die in unserem Futter
enthaltene Zimtsdure wohl keinen Einfluss auf die Insulinsensitivitat ausubt.
Auch andere Kenntnisse uber Zimtsaure konnen diese Wirkung nicht erklaren.
Saponine sind in gréReren Konzentrationen ebenfalls in den Fraktionen S1
und S3 vorhanden. Da dort keine vergleichbaren Einflisse zu beobachten
sind, ist ein Saponin-vermitteltes Eingreifen in den Muskelstoffwechsel
unwahrscheinlich. Serotonin ist der nachste Inhaltsstoff der R2-Fraktion. Die

maogliche Wirkweise des Serotonins ist allerdings etwas komplizierter. In einer
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In-vitro-Studie von Soliman et al. an Schweineadipozyten war Serotonin unter
gewissen Umstanden in der Lage, die Expression des proteinkatabolen
Zytokins IL-1 zu férdern (Solimann et al. 2010). Andererseits zeigte Garber,
ebenfalls in einer In-vitro-Studie, dass Serotonin den Proteinabbau verhindert
(Garber 1977). Bei Mausen konnte Serotonin die Glukoseaufnahme in den
Muskel steigern (Coelho et al. 2007) und damit den Proteinanabolismus
unterstttzen. Aus diesem Grund und da Serotonin ebenso wie die Saponine
auch in anderen Futterfraktionen vorkommt, in denen keine negative Wirkung
auf den Proteinanabolismus zu erkennen ist, scheint auch dieser Inhaltsstoff
nicht fir den beschriebenen Effekt verantwortlich zu sein. Wir kdnnen mit
unserer Studie daher nicht erklaren, welche Mechanismen hinter dieser
Beobachtung stehen.

Die S2-Fraktion zeigt einen vergleichsweise geringen Zuwachs, die mit E2-
haltigem Futter gefltterten Tiere verlieren sogar an Muskelflache. In welchem
Mal3e dies an Veranderungen im intramuskularen Fettgewebe und in wieweit
es an Verdnderungen im Muskelgewebe selbst liegt, lasst sich nicht genau
sagen. Da die E2-Fraktion auch leicht an Muskeldichte hinzugewonnen hat, ist
dieses Ergebnis auch durch eine leichte Abnahme an intramuskularem
Fettgewebe zu erklaren. Erklarungsansatze hierfir wurden bereits genannt.
Nach Betrachtung der Ergebnisse des S2- Futters auf den Muskel ist es
wahrscheinlich, dass die Inhaltsstoffe der S2- Fraktion ebenfalls nicht nur
positiv auf das extramuskulére, sondern auch auf den intramuskularen
Fettanteil wirken. Des Weiteren hat die S2-Gruppe als einzige Fraktion
gleichzeitig einen Muskelflachenanstieg ohne Muskeldichteverlust aufzu-
weisen. Die S2-Tiere haben also sicher an Muskelgewebe hinzugewonnen.
Inhaltsstoffe der S2-Fraktion waren vor allem Actein und Deoxyactein. Uber
welchem Mechanismus dieser Effekt auf das Fettgewebe erzielt werden
konnte, wurde bereits erlautert. Eine positive Wirkung auf den Muskel kdnnte
die S2-Fraktion ber die Beeinflussung des Calciumhaushaltes nehmen.
Man weil3, dass ein Mangel an Vitamin D zu einer Atrophie der Typ-2-

Muskelfasern fiihrt sowie die Zunahme an intramuskularem Fettgewebe
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fordert (siehe oben). Actein hingegen spielt eine Rolle in der Transkription
verschiedener flir den Calciumhaushalt relevanter Gene (Einbond et al. 2007
a; Einbond et al. 2007 b). AuBerdem koénnte der antioxidative Effekt von
Deoxyactein protektiv auf den Muskelabbau wirken, da, wie beschrieben,
proinflammatorische Enzyme negativ auf die Kontraktilitatt des Muskels
wirken und den Proteinkatabolismus fordern (Fong et al. 1989; Tsujinaka et al.
1997). Vor allem die katabolen Effekte von 1I-6 und TNF-a, welche von
Adiozyten sezerniert werden (Coppack 2001), konnten so gehemmt

beziehungsweise aufgehoben werden.

Des Weiteren wurde erlautert, dass Uber Modulierung der PPARs auch eine
insulinsensitivierende Wirkung erzielt werden kann, ohne parallel die
Speicherung von Lipiden zu fordern. Da eine im Alter zunehmende
Insulinresistenz wahrscheinlich eine wichtige Rolle in der Entwicklung von
Sarkopenie spielt (Rasmussen 2006), konnte auch dieser Aspekt, unter
Vorbehalt eines ausstehenden Nachweises Uber die Wirkung von Actein und
Deoxyactein auf die PPARs, bei dem muskelanabolen beziehungsweise

antikatabolen Effekt von Bedeutung sein.
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4.4 Leptin

Betrachtet man den Leptinspiegel im Blut der Ratten, so sieht man ein relativ
heterogenes Bild, wobei abermals nur die mit E2 gefitterten Tiere einen
signifikant niedrigeren Leptinspiegel im Vergleich zur Kontrollgruppe
aufweisen. Ebenfalls leicht, jedoch nicht signifikant niedrigere Leptinwerte als
die Kontrollgruppe haben die Tiere der Sap-Fraktion. Tendenziell erhdhte
Werte sind in den Gruppen S1, S3 sowie in der Gesamtrestfraktion zu
erkennen (Abbildung 20). Es ist bekannt, dass Leptin von den Adipozyten
produziert wird. Somit weisen Individuen mit einer hohen Fettmasse
normalerweise einen héheren Leptinspiegel auf, als solche mit einer geringen
Fettmasse (Mayes und Watson 2004). Um festzustellen, ob diese beiden
Werte miteinander in Verbindung gebracht werden koénnen, wurden die
Fettflache und die Leptinwerte der Ratten verglichen. Es konnte gezeigt
werden, dass diese Werte miteinander korrelieren (siehe Abbildung 21). Das
bedeutet, dass in unserer Studie, analog zu dem eben Beschriebenen, Ratten
mit einer geringen Fettflache im Durchschnitt auch einen geringeren Leptinwert
aufweisen. Zu dem gleichen Ergebnis kam schon eine Studie von Seidlova-
Wauttke et al. (2003 b) an ovx Ratten. Trotzdem ist die genaue Entwicklung des
Leptins nach der Menopause noch unklar. So konnte gezeigt werden, dass der
Leptinspiegel bei postmenopausalen Frauen sinkt (Rosenbaum et al. 1996),
eine andere Studie hingegen kommt zu dem Ergebnis, dass das Klimakterium
keinen Einfluss auf den Leptinspiegel ausibt (Hadji et al. 2000). Ebenso gibt es
unterschiedliche Ergebnisse bezlglich des Effektes einer HRT auf den
Leptinspiegel postmenopausaler Frauen (Konukoglu et al. 2000; Gower et al.
2000).

Die CR-Fraktionen nehmen wahrscheinlich nicht direkt Einfluss auf das Leptin,
sondern tun dies indirekt Uber Beeinflussung der Masse an Fettgewebe. In
einer In-vitro-Studie an Schweineadipozyten wurde gezeigt, dass Serotonin
die Leptinausschittung stimulieren kann. AuRerdem fordert Serotonin die

Adiponektinausschittung (Soliman et al. 2010). Adiponektin wiederum erhoht
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die Insulinempfindlichkeit (Hsu und Yen 2007). Da Insulin beim Menschen die
Ausschittung von Leptin stimuliert (Malmstrom et al. 1996), ist es also
wahrscheinlich, dass Serotonin die Leptinausschittung direkt aber
gegebenenfalls Uber Adiponektin, auch indirekt beeinflusst. So waére
anzunehmen, dass auch die R3-Fraktion einen stimulatorischen Effekt auf
die Leptinproduktion austbt, da dessen Hauptbestandteil das Serotonin ist. In
unserer Studie hat diese Fraktion jedoch keine sichtbare Wirkung auf diesen
Parameter.

Eine andere Studie von Seidlova—Wuttke et al. konnte zeigen, dass vor allem
die Saponinfraktion fur eine Reduktion des Leptinspiegels sorgt. Dies kbnnte
als Anhalt fur einen generellen, die Fettmasse reduzierenden Effekt der
Saponinfraktion dienen (Seidlova-Wuttke et al. 2012 a), welcher in unserer
Studie allerdings nicht gezeigt wurde.

Generell wird die Leptinausschittung von vielfaltigen Faktoren beeinflusst. So
wirken beispielsweise TNFa, das Insulin und Glukokortikoide in-vitro
stimulatorisch auf die Leptinausschittung. Kurzfristig beeinflusst ebenfalls die
Nahrungsaufnahme den Leptinspiegel. So sinkt wahrend des Fastens der
Level des Leptins. Grund hierfur ist wahrscheinlich der sinkende Insulinspiegel
sowie die Fahigkeit von Katecholaminen, die Leptinausschittung zu hemmen
(Fried et al. 2000). Daher ist schwer zu sagen, inwiefern und Uber welche

Wege die von uns untersuchten Inhaltsstoffe Einfluss zu nehmen vermogen.
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5. Schlussfolgerung

Bisher gibt es wenige Studien, die auf den Effekt der einzelnen in CR
enthaltenen Stoffklassen auf das Fett- und Muskelgewebe eingehen und noch
seltener ist der genaue Wirkmechanismus beschrieben.

In unserer Studie war keines der CR-Extrakte imstande, die Effekte durch das
E2-haltige Futter im selben Umfang zu imitieren. Dieser Aspekt ist allerdings
bei der Wirkung auf das Endo- und Myometrium ausdriicklich gewollt. Jedoch
konnten wir Stoffklassen identifizieren, die eine winschenswerte Wirkung auf
das Fettgewebe und in eingeschranktem Umfang auch auf den Muskel
erzielen.

Die durch den Hormonmangel hervorgerufenen Umstellungen im Fett-
stoffwechsel wurden am positivsten durch das Futter der S2-Fraktion
beeinflusst. Obwohl nicht in allen Ergebnissen beziehungsweise
Berechnungen ein signifikantes Ergebnis zu beobachten ist, senkt das S2-
Extrakt in unserer Studie deutlich den Zugewinn an Fettmasse. Es kann
angenommen werden, dass vor allem Actein und Deoxyactein fir diesen
Effekt verantwortlich sind. Uber den genauen Wirkmechanismus, welcher fiir
den antilipotrophischen Effekt verantwortlich ist, kbnnen wir mittels dieser
Studie nur spekulieren. Die antiinflammatorischen Eigenschaften des
Deoxyactein sind mutmallich nicht, zumindest nicht direkt, hierfur
verantwortlich, allerdings koénnte Deoxyactein sich so positiv auf
kardiovaskulare Begleiterkrankungen des Metabolischen Syndroms auswirken.
Da allerdings der chronische Entzindungszustand im Rahmen des
Metabolischen Syndroms eine wichtige Rolle fir dessen Aufrechterhaltung
spielt, konnten die antiinflammatorischen Eigenschaften das Metabolische
Syndrom und die damit einhergehenden Veranderungen im Stoffwechsel
generell positiv beeinflussen. Der mit dem metabolischen Syndrom
einhergehende chronische Entztindungszustand scheint auflerdem ein

wichtiger Faktor in der Entwicklung einer Insulinresistenz zu sein. TNF-q,
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eines der von Adipozyten sezernierten Zytokine, hemmt beispielsweise die
Ausschittung von Adiponektin, welches die Insulinsensitivitdt erhoht (Kern
et al. 2003; Wisse 2004). Ostrogene hemmen normalerweise diese
Mechanismen, indem freie Radikale, welche die Produktion der Zytokine IL-6
und TNF-a stimulieren, direkt abgefangen werden (siehe oben). Gleichzeitig
verhindert es die gegenseitige Hochregulation dieser proinflammatorischen
Enzyme (Schwenke 1998) und wirkt so der Entwicklung kardiovaskularer
Erkrankungen entgegen. Diese antiinflammatorische Funktion kdnnte von
Deoxyactein und anderen entzindungshemmenden Stoffen im CR-Extrakt
Ubernommen werden.

Allerdings kénnten auch andere Eigenschaften des Deoxyacteins oder der
andere Inhaltsstoff, Actein, flr die positive Wirkung auf das Fettgewebe
verantwortlich sein.

Die S1-Fraktion hat tendenziell den Zugewinn an Fettgewebe geférdert. Ob
durch die antiinflammatorischen Fahigkeiten der Inhaltsstoffe andere
Symptome des Metabolischen Syndroms, wie Dbeispielsweise die
Insulinresistenz Gber Hemmung von TNFa reduziert werden kénnen (siehe
oben), wére ein Ansatz fur weiterfihrende Studien.

Auf das Muskelgewebe scheint lediglich die S2-Fraktion positiv Einfluss
genommen zu haben, indem die Einlagerung von Fett deutlich reduziert
wurde. Die antioxydativen Qualitaten des Deoxyactein kbnnten sich auch hier
durch Neutralisierung der katabolen Zytokine TNF-a, IL-1 und IL-6
ausgezeichnet haben. Das bedeutet, dass sich auch hier vor allem die beiden
Inhaltsstoffe Actein und Deoxyactein als positiv flr postmenopausale
Veranderungen im Muskelgewebe erweisen.

Gleichzeitig konnten durch die Behandlung mit Inhaltsstoffen aus CR keine
negativen Nebenwirkungen auf die Muskulatur von Uterus und Herz

beobachtet werden, ein Vorteil gegeniiber der HRT mit Ostrogenen.

Schwierig wird es, wenn man nicht nur die Wirkstoffe, sondern auch deren

Wirkweise aufschlisseln mochte. Da die CR-Fraktionen teilweise die
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Beschwerden, hervorgerufen durch postmenopausalen Ostrogenmangel, zu
lindern vermogen, liegt es nahe, die durch Ostrogene beeinflussten
Signalwege genauer zu betrachten, um dadurch auch N&heres uber die
Wirkweise des CR-Extraktes zu erfahren. In der Diskussion wurden
verschiedene, durch Ostrogene beeinflusste Enzyme und deren Wirkung
naher erlautert, um so gleichzeitig auch Hinweise auf die Art und Weise zu
erfahren, mit der das CR-Extrakt potentiell in den Stoffwechsel eingreifen
kbnnte. Trotzdem ist bisher nicht geklart, wie die in CR enthaltenen Stoffe
gewisse Effekte der Ostrogene imitieren. Grund ist die mangelnde Bindung an
ERs durch CR. Allerdings ist zu erwagen, dass die Inhaltsstoffe aus CR Uber
,Umwege“ die gleichen Signalwege wie Ostrogene aktivieren oder hemmen.
Daneben lasst sich feststellen, dass die Inhaltsstoffe aus CR unter anderem
generellen Einfluss auf ROS und damit Stress-induzierte Signalwege im Korper
nehmen. Ob und in welchem Ausmald dieser Aspekt von Bedeutung bei
Erforschung der genauen Wirkweise ist, lasst sich durch unser Studiendesign
allerdings nicht sagen. Einige Effekte von CR sind allerdings durchaus mit
dessen antioxidativen Eigenschaften in Einklang zu bringen. Ebenso wurde
von Jarry et al. eine Wirkung auf D2-Rezeptoren nachgewiesen. So
spielt eventuell auch dieser Aspekt eine Rolle bei der Wirkung des CR-
Extraktes. Bisher wurde allerdings keinem speziellen Inhaltsstoff eine Bindung
an diesem Dopaminrezeptor nachgewiesen.

Auch ein Eingriff in die Signalwege der PPARs durch Inhaltsstoffe aus
CR eine wesentliche Rolle spielen.

Zu guter Letzt kdonnten Effekte ebenso Uber Steigerung der kdrperlichen
Aktivitat erzielt werden. Es wurde erwahnt, dass dieser Aspekt ebenfalls eine
Rolle im Fettmetabolismus generell und auch bei der Fetteinlagerung in den
Muskel spielt. Allerdings haben wir den Bewegungsumfang der Ratten mit

dieser Studie nicht untersuchen kénnen.

In unserer Arbeit konnte nicht gezeigt werden, dass oder ob es Wirkstoffe in

CR gibt, die zu einer differenzierten Behandlung des metabolischen Syndroms
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genutzt werden kdnnten, da unter anderem wenig Einfluss auf die Serumlipide
(siehe auch Rehmann 2014) beobachtet werden konnte und die Wirkung auf
die Insulinsensitivitat in unserer Studie nicht direkt untersucht wurde.
AulB3erdem sind die Zusammenhange des Metabolischen  Syndroms,
wie erwahnt, sehr kompliziert. Die potentiell nitzlichsten Inhaltsstoffe sind
vor allem Actein und Deoxyactein, gegebenenfalls koénnten auch die
Eigenschaften der Isoferularsdure genutzt werden. Weitere Forschungen utber
die Beeinflussung gewisser Rezeptoren beziehungsweise Enzyme durch diese
Stoffe kdnnten neuere Erkenntnisse Uber die Wirkweise der CR-Fraktionen
liefern.

Ebenfalls erwahnt werden sollte, dass es in unserer Studie im Vergleich zu
anderen Studien mit den gleichen Stoffklassen teilweise zu unterschiedlichen
Ergebnissen gekommen ist. Zu den mdoglichen Grinden wurde im jeweiligen
Fall direkt Stellung bezogen. Generell koénnen pharmakokinetische
Eigenschaften im Organismus der Ratte zu Differenzen zwischen In-vitro- und
In-vivo-Studien fuhren. Mangelnde oder andersartige Umwandlung der Stoffe
im Metabolismus wiirden so in einer fehlenden oder andersartigen Wirkung
resultieren. Damit wird gleichzeitig die Applikationsart zu einer Fehlerquelle.
Nicht sicher ist ebenfalls, inwiefern alle von uns verwendeten Inhaltsstoffe von
der Ratte resorbiert werden. Weitere Ursachen fiir anderslautende Ergebnisse
sind Differenzen in der Applikationsdauer und der Wirkstoffdosierung. Auch
das Alter der fur die Studien verwendeten Ratten spielt eine Rolle in der
Reaktion auf die pharmakologische Behandlung. Ein weiterer, sehr wichtiger
Aspekt, welcher die unterschiedlichen Wirkungen zwischen den Fraktionen und
Subfraktionen erklart, ist folgender: In der Phytotherapie ist es nicht moglich,
vorherzusagen, wie zwei Substanzen im Zusammenspiel wirken, auch wenn
der Effekt jeder einzelnen Substanz fir sich alleine genommen bekannt ist.
Umgekehrt bedeutet dies, dass es gegebenenfalls nicht mdglich ist, eine
einzelne Substanz fur eine bestimmte Wirkung ausfindig machen zu kdnnen,
da haufig diese Wirkung nur durch das Zusammenspiel mehrerer Stoffe bewirkt

wird.
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