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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Klimakterium der Frau: Hormonelle Situation, Klimakterisches

Syndrom und Komorbiditdten in der Perimenopause

Im Alter zwischen 45 und 55 Jahren kommt es bei Frauen durch eine physiologische, nicht
kompensierbare Follikelatresie zum Erliegen der ovariellen Funktion (Burger et al. 2002).
Gekennzeichnet ist dieser Zeitraum von ZyklusunregelmaRigkeiten und vegetativen
Beschwerden. Der Zeitpunkt der letzten Regelblutung wird retrospektiv als Menopause
bezeichnet. Die Zeit um die Menopause, vom Beginn unregelmaRiger Zyklen bis ein Jahr
nach der Menopause, wird als Perimenopause oder auch Klimakterium der Frau (gr.
klimaktér ,,Stufenleiter, kritischer Zeitpunkt im Leben®) bezeichnet. Im Anschluss folgt die

Postmenopause.

Die Follikelatresie fiihrt zu niedrigen Ostrogenspiegeln und erhdhten Spiegeln von
follikelstimulierendem (FSH) und luteinisierendem Hormon (LH) (Burger et al. 2002). Eine
vergleichbare hormonelle Situation wird bei beidseits ovarektomierten Ratten
beobachtet und macht diese zu einem haufig verwendeten Vergleichsmodell im
Tierversuch. Neben der beschriebenen hormonellen Umstellung kommt es bei vielen
alternden Frauen parallel zu einer Vitamin D-(VD)-Mangelsituation (Gloth et al. 1995;

Vitezova et al. 2015).

Im Rahmen der perimenopausalen hormonellen Umstellung entwickeln mehr als die
Halfte der Frauen klimakterische Beschwerden (Powell et al. 2008). Neben vegetativen
Symptomen wie Hitzewallungen und SchweilRausbriichen gehort die vulvovaginale
Atrophie zu den haufigsten Symptomen. Des Weiteren kann es zu depressiven
Verstimmungen, Schlaf- und Konzentrationsstoérungen sowie zu Kopfschmerzen und
Libidoverlust kommen. Atrophien u. a. an Brust, Uterus und Haut sind ebenfalls mogliche

Folgen (Vortherms 2006; Nelson 2008).

Eine Gewichtszunahme bei vielen Frauen verdeutlicht zudem die appetit- und
gewichtsreduzierende Wirkung der Ostrogene (Gao et al. 2007). In der Folge steigt mit
der Menopause die Inzidenz des Metabolischen Syndroms (Lobo 2008), wozu neben der
abdominellen Fettleibigkeit der arterielle Hypertonus, die Dyslipiddmie und die
Insulinresistenz im Sinne eines Diabetes mellitus Typ Il (DM II) gehéren (Carr 2003).

1
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Langfristig fiihrt der Ostrogenmangel auRerdem zu einer fortschreitenden Osteoporose
(Greendale et al. 1999; Wuttke et al. 2002). Besteht zudem Uber eine gewisse Zeit eine
VD-Mangelsituation, resultiert ein erheblich erhdhtes Frakturrisiko (Buchebner et al.

2014).

1.2 Hormonersatztherapie und ihre Risiken

Seit Ende der 1960er Jahre besteht fiir Frauen mit klimakterischen Beschwerden die
Moglichkeit der therapeutischen Hormonsubstitution (Rhoades 1967). Zunachst wurden
die Symptome des Ostrogenmangels mit einer Ostrogenmonotherapie (ET) therapiert,
spater wurde die auch heute noch gebriuchliche kombinierte Gabe von Ostrogen und
Gestagen (EPT) bei Frauen mit intaktem Uterus eingefiihrt. Sie soll ebenfalls einen
absoluten oder relativen Hormonmangelzustand ausgleichen. Bei hysterektomierten
Frauen kann auf die uterusschitzende Gestagensubstitution verzichtet werden. Mithilfe
dieser Hormonersatztherapie (HRT) kénnen die haufigsten klimakterischen Symptome
wie Hitzewallungen und SchweiRausbriiche am effektivsten gelindert werden (Nelson
2008). AuRerdem sind glinstige Auswirkungen einer HRT auf das Metabolische Syndrom
beschrieben (Salpeter et al. 2006). Zur Behandlung oder Pravention einer klinisch
relevanten Osteoporose ist die HRT dagegen keine Erstlinientherapie. Soll es zu einer
Verbesserung der osteoporotischen Veranderungen kommen, misste die HRT Uber Jahre
hinweg verabreicht werden und gilt aufgrund der Nebenwirkungen in dieser Hinsicht

nicht als Therapie der Wahl.

Denn schon friih war eine Assoziation zwischen der HRT und einem erhdhten Risiko von
Krebserkrankungen bekannt (Hoover et al. 1976; Ross et al. 1980). Allerdings fihrten erst
die Veroffentlichungen von Studien wie der Placebo-kontrollierten Woman’'s Health
Initiative (WHI) (Rossouw et al. 2002) in den USA und der prospektiven Kohortenstudie
Million Woman Study (Beral 2003; Beral et al. 2005) aus England zu einem neuen Diskurs
Uber die Vor- und Nachteile dieser Behandlungsform. Das Endometriumkarzinomrisiko
unter ET steigt mit zunehmender Dauer der Anwendung und ist auch noch mindestens
funf Jahre nach Absetzen der Therapie um einen zwei- bis zehnfachen Faktor erhoht

(Emons et al. 2000). Unter EPT sinkt die Wahrscheinlichkeit einer Endometriumsentartung
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dagegen gegeniiber einem nicht behandelten Patientinnenkollektiv sogar leicht (Beral et
al. 2005). Entsprechend zeigen histologische Untersuchungen von Endometriumsproben
von Probandinnen nach EPT eine klassische Endometriumsatrophie im Gegensatz zu stark
hypertrophierten Zellen und mitunter atypisch veranderten Zellen nach ET (Horn et al.

2005).

Die Datenlage zum Mammakarzinomrisiko ist hingegen nicht eindeutig. Einig scheinen
sich die Wissenschaftlerlnnen dariber zu sein, dass es unter einer EPT zu einer Zunahme
der Inzidenz von Mammakarzinomen kommt (Beral 2003; Prelevic et al. 2005). Das Risiko
unter einer ET wird unterschiedlich bewertet. In der englischen Million Woman Study, der
franzosischen E3-N-Studie und der deutschen MARIE (Mammakarzinom-Risikofaktoren-
Erhebung) kam es auch unter einer ET zu einer erhdhten Brustkrebsinzidenz (Beral 2003;
Fournier et al. 2008; Flesch-Janys et al. 2008). Dem gegentiber stehen Ergebnisse anderer
Studien wie auch der amerikanischen WHI, welche unter ET ein signifikant niedrigeres
Brustkrebsrisiko im Vergleich zur Placebogruppe zeigen konnten (Conner et al. 2008;
LaCroix et al. 2011; Gurney et al. 2014). Diese teils widerspriichliche Datenlage erschwert
eine fundierte Aussage bezlglich der Auswirkungen auf das Brustkrebsrisiko (Shapiro
2007). Ebenfalls konnte bislang noch nicht eindeutig beantwortet werden, ob die
Hormonzufuhr Tumorzellen direkt induziert oder ob eine Ostrogentherapie bei
pradisponierten Frauen zu einem beschleunigten Krebsverlauf/-ausbruch fuhrt (Dietel et

al. 2005).

1.3 Ostrogene im Stoffwechsel

Bei der Frau werden Ostrogene in den Granulosazellen des Ovars und wihrend der
Schwangerschaft in der Plazenta gebildet. Da die fiir den letzten Syntheseschritt
verantwortliche Aromatase auBerdem im Fettgewebe, im Uterus und in der Brustdriise
exprimiert wird, kann hier ebenfalls eine Umwandlung von Androstendion bzw.
Testosteron zu Ostrogenen katalysiert werden (Nelson und Bulun 2001). Da das Ostron
(E1) im Vergleich zu den anderen Ostrogenen besonders durch die periphere Konversion
von Androgenen entsteht, (iberwiegt in der Postmenopause physiologisch das E1.

Ostradiol (E2) ist dagegen das potenteste und pramenopausal bedeutendste Ostrogen.
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Durch einen hohen first-pass-effect kommt es bei den natirlich vorkommenden
Ostrogenen zu einer schnellen Inaktivierung in der Leber. Bei einer oralen Applikation
werden daher synthetisch veranderte Ostrogene wie das Ostradiolbenzoat eingesetzt, um

eine bessere systemische Wirkung zu erzielen.

17-B Ostradiol (Abb. 1) besteht aus 18 Kohlenstoffatomen, welche im A-Ring zu einer
aromatischen Struktur, dem Phenolring, verbunden sind. Dieser Aromat sowie eine
weitere Hydroxylgruppe am D-Ring sind entscheidend fiir die Bindungsfahigkeit am

Ostrogenrezeptor (ER).

HO

Abbildung 1: Chemische Struktur des wichtigsten Ostrogens in der Primenopause 17- B
Ostradiol (erstellt mit ACD/ ChemSketch)
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Abbildung 2: Chemische Struktur des synthetisch hergestellten Ostradiol-(17 B)-3-
benzoats (erstellt mit ACD/ ChemSketch)

H

Abbildung 3: Chemische Struktur des haufigsten Ecdysteroids 20-OH-Ecdyson (erstellt mit
ACD/ ChemSketch)
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Abbildung 4: Chemische Struktur des VD (Calcitriol) (erstellt mit ACD/ ChemSketch)

1.3.1 Wirkmechanismen und Effekte von Ostrogen

Die klassische Signallibertragung der Steroidhormone erfolgt Uber intrazellulare
Rezeptoren, welche nach Ligandenbindung selbst zu Transkriptionsfaktoren an der DNA

werden.

Die bekannten Ostrogenrezeptoren ERa und ERB gehdren zur Superfamilie der nukledren
Rezeptoren (NR) (Matthews und Gustafsson 2003; Germain et al. 2006). Neben
strukturellen Ahnlichkeiten ist diesen Rezeptoren gemein, dass sie ihre Wirkung erst nach
einer Dimerisierung entfalten kénnen. ERa und ERB homo- bzw. heterodimerisieren
miteinander zu ERaa, ERBB bzw. ERaB. Zu den NR gehoéren u. a. der VD-Rezeptor (VDR),
der bei Arthropoden nachgewiesene EcR (vgl. Abschnitt 1.4), der Retinoid-X-Rezeptor
(RXR), der Peroxisom-Proliferator-aktivierte Rezeptor (PPAR) sowie noch eine Vielzahl

weiterer Rezeptoren (Zhang et al. 2004; Germain et al. 2006; Lafont und Dinan 2003).

ERa und ERB binden E2 mit etwa gleich hoher Affinitdt (Kuiper et al. 1997). Sie
unterscheiden sich jedoch hinsichtlich ihrer physiologischen Funktion und ihres

Verteilungsmusters:
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Im Tiermodell zeigte sich, dass der ERa v. a. fiir die Zellproliferation verantwortlich ist,
wahrend dem ERP antiproliferative und differenzierungsférdernde Eigenschaften
zugeschrieben werden (Wuttke et al. 2007). ERa wird vorrangig im Uterus (Pelletier 2000;
Pelletier et al. 2000; Wang et al. 2000), in der Brustdriise (Wang et al. 2000), in der Vagina
und in der Leber (Pelletier 2000) exprimiert. ERB dominiert dagegen in der Harnblase, den
Speicheldrisen, im Gefdafendothel und in der Lunge (Pelletier 2000). AuBerdem
exprimieren einige Organe je nach Gewebetyp sowohl ERa als auch ERB (Pelletier 2000;
Pelletier et al. 2000). Eine organselektive Wirkung wird dariiber hinaus entscheidend
durch Genregulatoren wie Coaktivatoren und -repressoren vermittelt (Shang und Brown
2002; McDonnell 2004). Diesen Effekt versucht man sich mit dem Einsatz von selektiven
Ostrogenrezeptormodulatoren  (SERMS)  zunutze zu machen, welche eine
nebenwirkungsarme Therapie der Osteoporose in Hinblick auf negative Folgen fir
Mamma- und Uterusgewebe ermdglichen (Seidlova-Wuttke et al. 2010a; Seidlova-Wuttke

et al. 2010b).

Nichtgenomische Wirkmechanismen der Ostrogene sind ebenfalls beschrieben. So fiihrt
E2 bei der Frau und bei der Ratte bspw. zu einer vermehrten Freisetzung von
Wachstumsfaktoren wie insulin-like growth factor 1 (IGF1) (Seidlova-Wuttke et al. 2010b;
Wuttke und Seidlova-Wuttke 2011). Diese Botenstoffe fiihren para- und autokrin Gber
den Phosphoinositid-3-Kinase/Akt (PI3K/Akt)-Signalweg zu einer Proliferation von
Epithelium sowie Endo- und Myometrium (Zhang et al. 1998; Zhu und Pollard 2007).

Vor dem Hintergrund ihrer proliferationsférdernden Wirkung kénnen Ostrogene einen
Einfluss auf die Entwicklung von malignen Erkrankungen ausiiben. So zdhlen sie zu den
Hauptrisikofaktoren fiir die Entstehung von Endometriumkarzinomen (Brinton et al.
2005). lhr Einfluss auf die Entstehung von Mammakarzinomen muss differenziert

betrachtet werden und ist Gegenstand aktueller Forschung (siehe Abschnitt 1.2).

Im Folgenden soll der Einfluss von Ostrogen auf die besonders hormonsensitiven Organe

Uterus und Mamma naher erldutert werden.
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1.3.2 Wirkungen von Ostrogen auf den Uterus

Die klassische proliferationsférdernde Wirkung von Ostrogenen und anderen ER-
Agonisten auf den Uterus wird Uber den ER vom Subtyp a vermittelt, welcher in allen
Uterusschichten exprimiert wird (Pelletier et al. 2000). Neben der verstarkten
Proliferation der kubischen Zellen des Uterusepithels kommt es unter Ostrogeneinfluss

zur Bildung von Sekretionsproteinen wie Lactoferrin (Winuthayanon et al. 2010).

Durch diese uterotrophen Wirkungen kann es zu Epithelatypien kommen, welche
Vorstufen eines endometrioiden Adenokarzinoms sein kénnen (Cirisano et al. 2000), bzw.
mit einem erhohten Risiko fiir maligne Transformation verbunden sind (Lacey et al. 2010).
Eine alleinige E2-Substitution in der Postmenopause flihrt dementsprechend zu einem
erhohten Endometriumkarzinomrisiko (Wuttke et al. 2002).

In Endometriumkarzinomzellen konnten im Unterschied zu Brustkrebszellreihen auch ER-
unabhdngige Mechanismen gefunden werden, die (ber eine PI3K/Akt-Aktivierung zu
Proliferationsvorgangen fiihren (Lee et al. 2005; Guo et al. 2006).

Physiologischerweise atrophiert der Uterus in der Postmenopause unter dem

verringerten E2-Einfluss.

1.3.3 Wirkungen von Ostrogen auf die Mamma

ER werden sowohl in duktalen und lobuldren Epithelzellen als auch im Stroma der
Brustdriise exprimiert (Gabrielson et al. 2016). Im Unterschied zum Uterusgewebe ist der
ER fiir den Ostrogeneinfluss auf die Brust nach heutigem Kenntnisstand unverzichtbar
(Feng et al. 2007; Winuthayanon et al. 2010). Wahrend der pubertdren Brustentwicklung
stimuliert E2 die Ausbildung und das Wachstum von duktalen Strukturen. Bei Mausen
konnte dieser stimulierende Effekt nach lokal applizierter Gabe von E2 ebenfalls auch
noch nach Ovarektomie nachgewiesen werden (Daniel et al. 1987). Durch eine Zunahme
von periduktalem Binde- und Fettgewebe und eine verstarkte Vaskularisation unter E2-
Einfluss kommt es zu einem GroBenwachstum der Brust. Die Differenzierung von Duktus
und Lobuli sowie die Ausdifferenzierung der Alveolarzellen zu sekretorischen Zellen ist

dagegen abhangig vom Progesteroneinfluss (Russo und Russo 1996; Silberstein 2001).
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Unter einer reinen Zufiitterung von E2 l3dsst sich bei weiblichen Ratten eine multifokale
oder diffus lobuloalveoldare Hyperplasie beobachten (Biegel et al. 1998). Ein
morphologisch dhnliches Bild zeigt sich unter dem Einfluss von Phytodstrogenen, wobei
hier nicht ein ERa-agonistischer Wirkmechanismus, sondern eine Hyperprolaktindmie

ursachlich erscheint (Lucas et al. 2007).

Durch einen Hypodstrogenismus bzw. E2-Antagonismus kommt es dagegen zu einer
zunehmenden Atrophie des Brustparenchyms und Involution durch Fettgewebe, wobei

duktale wie lobuldre Strukturen betroffen sind (Hutson et al. 1985; Lucas et al. 2007).

Die genauen Bedingungen der Karzinogenese in Bezug auf den Ostrogeneinfluss sind
Gegenstand aktueller Forschung. Ein Zusammenhang zwischen einer langanhaltenden
endogenen Ostrogenexposition und einem steigenden Brustkrebsrisiko scheint jedoch mit
Blick auf bekannte Risikofaktoren wie friihe Menarche, spate Menopause und Adipositas
in der Perimenopause offensichtlich (Messina und Wood 2008). Ebenso weisen
therapeutische Erfolge durch den Einsatz von Antidstrogenen, Aromatasehemmern,
Ovarektomie und gonadotropin-releasing-hormone-(GnRH)-Analoga auf die Bedeutung

von Ostrogenen im Rahmen der Mammakarzinomentstehung hin (Santen 2002).

1.4 Ecdysteroide

20-OH-Ecdyson (Ecd) ist der haufigste Vertreter der Ecdysteroide, wobei liber 300 weitere
strukturelle Analoga bekannt sind (Lafont und Dinan 2003; Dinan und Lafont 2006). Es
wird in natirlicher Form von Arthropoden (GliederfiiRler), Pflanzen, Pilzen und Algen
produziert (Dinan 2009). Bei Schmetterlingen spielt Ecd eine Rolle in der Metamorphose
von der Larve bis zum adulten Stadium. Zudem kommt Ecd bei Pflanzen z. B. in Spinat
(Spinacia oleracea) und Quinoa (Chenopodium quinoa) in hoheren Konzentrationen vor
(Bathori et al. 2008). Ecd konnte 1954 erstmals in seiner reinen Form isoliert werden
(Butenandt und Karlson 1954). Einige Jahre spater wurde die chemische Struktur (Abb. 3)
beschrieben (Huber und Hoppe 1965; Dinan und Lafont 2006). Im Jahr 2008 gelang es
dann, Ecd als aktiven Bestandteil der osteoprotektiv wirksamen Pflanze Tinospora

cordifolia zu identifizieren (Kapur et al. 2008).
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1.4.1 Wirkmechanismen von Ecdyson

Ecd kommt unter physiologischen Umstanden nicht im Stoffwechsel von Saugetieren vor
(Dinan und Lafont 2006; Bathori et al. 2008). Nach Aufnahme Ecd-haltiger Nahrungsmittel
ist jedoch eine entsprechende Konzentration im Blut nachweisbar (Dinan und Lafont
2006). Ein spezifischer Ecdysteroidrezeptor (EcR) wurde bei Sdugetieren im Gegensatz zu
Arthropoden bislang allerdings nicht identifiziert (Seidlova-Wuttke et al. 2010a). Selbst in
hohen Konzentrationen konnte fiir Ecd in Radioligandenbindungsassays keine Affinitat zu
den bei Saugetieren vorkommenden Steroidhormonrezeptoren nachgewiesen werden
(Bathori et al. 2008; Seidlova-Wuttke et al. 2010a; Kapur et al. 2010). Bei dem intrazellular
vorliegenden EcR der GliederfiBer handelt es sich um einen Komplex aus zwei
unterschiedlichen Proteinen, EcR und ultraspiracle protein (USP), welche nach
Ligandenbindung heterodimerisieren und eine genomische Zellantwort vermitteln (Yao et
al. 1993). Der EcR gehért ebenfalls zu den NR (Lafont und Dinan 2003). Das Aquivalent des
USP bei Vertebraten ist das RXR-Protein (Oro et al. 1990; Gorelick-Feldman et al. 2008;
Evans und Mangelsdorf 2014). Da RXR-Proteine Dimerisierungspartner fiir viele andere

nukledre Steroidrezeptoren sind, ist hierliber ein Einfluss von Ecd denkbar.

Dass Ecd moglicherweise auch Uber eine Interaktion mit dem VDR wirkt, wird schon
langer diskutiert (Kuzmenko et al. 1997; Lafont und Dinan 2003). Ecd und VD sind
entwicklungsbiologisch der gleichen Subfamilie zuzuordnen (Gronemeyer und Laudet
1995). Im Vergleich der jeweiligen chemischen Struktur ist VD unter den menschlichen
Steroidhormonen dem Ecd am &dhnlichsten. Hierdurch und mithilfe des conformational
ensemble model der Steroidhormone lassen sich potenzielle allobiotische Effekte des Ecd
moglicherweise auch an alternativen Bindungsstellen des membranstiandigen VDRs

vermuten (Mizwicki et al. 2004; Toth et al. 2010).

Wirkungen Uber nicht genomische Mechanismen wie den PI3K/Akt-Signalweg wurden
bereits fir verschiedene Ecdysteroide beschrieben (Oehme et al. 2006; Kizelsztein et al.
2009). In hamatopoetischen Zellen wirkten Ecd-Analoga (Muristerone A und Ponasterone
A) auf diesem Weg antiapoptotisch (Constantino et al. 2001). Dagegen zeigte sich in der
humanen Kolonkarzinomzellreihe RKO ein pro-apoptotischer Effekt unter Muristeron A

(Oehme et al. 2006). Diese unterschiedliche gewebeabhingige Wirkweise dhnelt den

10
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ebenfalls zellspezifischen pro- bzw. antiapoptotischen Eigenschaften der humanen

Steroidhormone (Pushkala und Gupta 2001).

1.4.2 Wirkungen von Ecdyson auf den Organismus

Eine anabole Wirkung von Ecd auf den Proteinstoffwechsel konnte 1968 erstmalig in
Leberzellen von Mausen nachgewiesen werden (Okui et al. 1968; Otaka et al. 1968).
Nachfolgende Studien reproduzierten diesen Effekt auch bei anderen Tierarten wie
Ratten, Schweinen und Schafen (Téth et al. 2008; Dinan 2009). Auch in humanen und
murinen Skelettmuskelzellen kam es in In-vitro-Versuchen unter Ecd zu einer
dosisabhangigen Steigerung der Proteinbiosynthese (Gorelick-Feldman et al. 2008).
Diskutiert wird auch hier eine direkte oder indirekte Aktivierung der PI3K/Akt-
Signalkaskade (Gorelick-Feldman et al. 2008; Gorelick-Feldman et al. 2010). Eine direkte
GroRenzunahme der Muskelfasern wurde bei Ratten beobachtet (Toth et al. 2008). Auch
zur Therapie vegetativ klimakterischer Beschwerden wird Ecd diskutiert. So konnte Ecd
Uber einen neuronalen Wirkmechanismus am GABA (Gamma-Aminobuttersidure)-
Rezeptor bei ovarektomierten Ratten Hitzewallungen lindern (Tsujiyama et al. 1995; Puri

et al. 2012).

Darliber hinaus Ubt Ecd einen positiven Effekt auf die Auspragung des Metabolischen
Syndroms aus. Bei Nagetieren konnte Ecd neben einer Reduzierung des
Serumcholesterins bspw. auch antidiabetisch Uber eine Verminderung von
Hyperglykimien ohne Anderung des Insulinspiegels wirken (Kizelsztein et al. 2009;
Sundaram et al. 2012). AuBerdem lasst sich unter Ecd-Einfluss eine Abnahme der
Korperfettmasse beobachten (Kizelsztein et al. 2009; Seidlova-Wuttke et al. 2010b).
Seidlova-Wuttke et al. zeigten, dass bei den ovarektomierten Versuchstieren unter Ecd-
Applikation die gravierendste Gewichtszunahme zu verzeichnen war. Quantitative
Computertomographiemessungen (qCT) konnten allerdings belegen, dass dieses
Phdanomen der starken anabolen Wirkung auf die Muskelmasse zuzusprechen war. Das
paratibiale Fett - als Surrogatparameter fir den viszeralen Fettanteil - minimierte sich
dagegen (Seidlova-Wuttke et al. 2010b). Durch eine Abnahme des viszeralen Fettanteils

ware durch Ecd auch ein positiver Effekt auf die Koronare Herzkrankheit (KHK), den DM I,

11



1 Einleitung

das Polyzystische Ovarsyndrom (PCOS) und die Karzinomentstehung denkbar (Wuttke
und Seidlova-Wuttke 2013).

Aullerdem zeigten sich in mehreren Studien an Tiermodellen osteoprotektive Effekte von
Ecd vergleichbar mit der Wirkung von VD (Gao et al. 2008; Kapur et al. 2010; Seidlova-
Wuttke et al. 2010a; Seidlova-Wuttke et al. 2010b).

1.5 Vitamin D

Menschen und Nagetiere sind in der Lage endogen aus Cholesterol oder Gber aus der
Nahrung aufgenommenes Cholecalciferol Ulber verschiedene Zwischenstufen VD zu
synthetisieren. In der Leber entsteht zundchst aus Cholesterol 7-Dehydro-cholesterol
(Pro-VD). AnschlieBend kommt es in der Haut u.a. im Rahmen einer photochemischen
Reaktion mit UV-B-Strahlen zur Bildung von Cholecalciferol (Vitamin D3). Fiur die
physiologisch aktive Form des VD-Hormons (Calcitriol; 1,25(0OH),-D3) muss das
Cholecalciferol im Korper noch in Leber und Niere bzw. in anderen Gewebe durch

ortsstandige Hydroxylasen hydroxyliert werden.

Dann kann VD als hochaffiner Ligand an den VDR binden. Der VDR kann mit dem RXR wie
auch mit dem PPAR sowohl heterodimerisieren und als Transkriptionsfaktor
genmodulatorisch wirken. Ein genomischer Effekt findet sich Stunden bis Tage spater

(Toth et al. 2010).

Neben diesem Wirkprinzip existiert noch eine schnelle, nicht genomische Zellantwort.
Diese wird Uber plasmamembrangebundene VDR vermittelt. Uber intrazellulire
Signalkaskaden mittels verschiedener Botenstoffe (Inositoltriphosphat (IP3), 1,2-
Diacyglycerin (DAG), zyklisches Guanosinmonophosphat (cGMP)) ist VD so bspw. in der
Lage, den Kalziumhaushalt direkt zu beeinflussen. Insbesondere wurde dieser rasche
Wirkeffekt in Darm- und Skelettmuskelzellen beobachtet (Nemere et al. 1984; Toth et al.
2010). Ein vergleichbarer Effekt konnte auch fiir Ecd beobachtet werden (Toth et al.
2010). In Pankreaszellen konnte (ber eine ebenfalls durch [P3 vermittelte

Signaltransduktion eine Anregung der Insulinsekretion durch VD nachgewiesen werden
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(Norman 2006). AuRerdem erhoht VD die Insulinsensibilitdt von Muskelzellen und fiihrt

somit zu einem sinkenden Glukosespiegel und zu erhéhter Muskelkraft (Zhou et al. 2008).

1.5.1 Wirkungen von Vitamin D auf den Organismus

VD spielt eine entscheidende Rolle im Mineralstoffwechsel, indem die Aufnahme von
Kalzium und Phosphat aus dem Darm sowie deren Einbau in die Knochensubstanz
angeregt werden (Holick 2007). Mittlerweile wird jedoch eine Vielzahl extraossarer
Wirkungen diskutiert, z. B. positive Effekte auf Stoffwechselerkrankungen wie Diabetes
mellitus, Autoimmunerkrankungen, Fett- und Glukosestoffwechsel, eine Steigerung der
Muskelkraft bis hin zur Reduktion von Tumorerkrankungen (Dusso et al. 2005; Bouillon et

al. 2008; Anagnostis et al. 2015).

VDR und ortsstandige Hydroxylasen zur Aktivierung der Vorstufen zu VD lassen sich in
beiden Zielorganen des vorliegenden Versuchs, Uterus und Mamma, bei Ratten und
Menschen nachweisen (Johnson et al. 1996; Holick 2007; Agic et al. 2007). AuRerdem
werden VDR in der Skelett- als auch in der glatten Muskulatur exprimiert (Bischoff et al.

2001; Halder et al. 2013).

Nach Ligandenbindung wirkt der VDR als Transkriptionsfaktor in der Genexpression und
nimmt direkten Einfluss auf das Wachstum, die Differenzierung und Apoptose von
benignen und malignen Zellen (Bergada et al. 2014). In humanen Ovarien fiihrt VD zu
einer erhohten Syntheserate von E2, E1 und Progesteron (Parikh et al. 2010). VDR-
knockout-Ratten haben dementsprechend eine um 75 % verminderte Fruchtbarkeit
(Johnson und Deluca 2001). Auch Mause zeigten in einer VD-Mangelsituation durch eine
VDR-Mutation eine Gonadeninsuffizienz in Form einer verminderten Follikulogenese und
einer Uterushypoplasie (Yoshizawa et al. 1997; Kinuta 2000). Durch einen Ausgleich des
Kalziumhaushaltes sowie eine E2-Substitution war dieses Phanomen jedoch reversibel

(Lerchbaum und Obermayer-Pietsch 2012).

Der Einfluss von VD auf Zellproliferation und Differenzierung wird auch im
Zusammenhang mit Erkrankungen des Uterus untersucht. So fand sich kein protektiver

Zusammenhang zwischen einer VD-reichen Erndhrung bzw. einem hohen VD-Spiegel im
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Blut und dem Risiko von Endometriumskarzinomen (Liu et al. 2013). Allerdings lasst sich
bei Patientinnen mit Endometriumkarzinom oder Endometriose im Vergleich zu gesunden
Probandinnen eine erhohte Expression von VDR und Hydroxylasen nachweisen (Agic et al.
2007). Ein Einfluss von VD auf Proliferation und Differenzierung im Rahmen von

Endometriumserkrankungen erscheint somit denkbar.

Auch in Bezug auf Pravention und Therapie von Brustkrebserkrankungen werden die
antiproliferativen und differenzierungsfordernden Eigenschaften des VD diskutiert
(Banerjee und Chatterjee 2003; Artaza et al. 2010). Im Brustgewebe von Méausen konnte
gezeigt werden, dass VDR besonders stark in differenziertem und weniger stark in
proliferativem Gewebe exprimiert wird (Zinser et al. 2002). Die Brustdriisen von VDR-
knockout-Mausen erwiesen sich als signifikant groRer und schwerer im Vergleich zum
Wildtyp durch eine hohere Anzahl an undifferenzierten terminal end buds (TEB),
verstarktes duktales Wachstum und eine gesteigerte Aufzweigung der einzelnen

Drisenlappen (Zinser et al. 2002).

Bei postmenopausalen Frauen ist wiederholt ein reziprokes Verhaltnis von VD-Spiegel und
dem Auftreten von Brustkrebs nachgewiesen worden (Wang et al. 2013; Kim et al. 2014).
In einer prospektiven Fall-Kontroll-Studie (EPIC) mit 2782 Patientinnen konnte diese

positive Assoziation fiir Anwenderinnen einer HRT bestatigt werden (Kihn et al. 2013).

1.6 Das verwendete Tiermodell

Ein Klimakterium gibt es bei der Ratte nicht. Auch unterscheiden sich Lebenserwartung
und Reproduktionsphasen von Ratten und Menschen erheblich (Bellino 2000). Durch eine
Ovarektomie der Ratte lasst sich aber eine mit der menschlichen Postmenopause
vergleichbare Hormonmangelsituation simulieren. Diese fiihrt wie auch beim Menschen
zu Ostrogenabhangigen Veranderungen bspw. zu Atrophien am Urogenitaltrakt und an
der Brustdrise (Vortherms 2006). Ebenso kommt es bei den Tieren kurze Zeit nach der
Ovarektomie zu einer Veranderung der Knochensubstanz im Sinne einer Osteoporose

(Bellino 2000).
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Ein Zeitraum von drei Monaten bei Ratten entspricht ungefdhr 7,5 Jahren beim Menschen
(Andreollo et al. 2012). Die ovarektomierte Sprague-Dawley (SD)-Ratte in diesem
Versuchszeitfenster stellt ein etabliertes Tiermodell in der medizinischen Forschung der

Postmenopause der Frau dar (Kalu 1991).

Unter physiologischen Bedingungen erfolgt die endogene E2-Produktion bei Ratten fast
ausschlieBlich in den intakten Ovarien, da den Ratten das Enzym 17-a-Hydroxylase fiir die
adrenale Androgensynthese fehlt (van Weerden et al. 1992). Dennoch ist eine
extragonadale E2-Produktion in geringem AusmalR moglich, wie langsam wieder
ansteigende E2-Spiegel im Blut nach Ovarektomie bei Ratten vermuten lassen. Diese
Zunahme zeichnet sich jedoch erst nach vier Monaten ab (Zhao et al. 2005), weshalb

dieser Effekt im vorliegenden Versuch nicht zum Tragen kommen sollte.

Ratten kénnen ebenso wie Menschen Vorstufen von VD (iber pflanzliche und tierische
Nahrung aufnehmen sowie lber verschiedene Zwischenstufen selbst produzieren. Fir die
photochemische Umwandlung in der Haut brauchen die Tiere jedoch ebenfalls UV-B-
Licht. Da unter normalen Umstanden keine UV-B-Wellen im kinstlichen Licht vorhanden
sind, ist eine endogene VD-Produktion bei den Versuchstieren und damit eine

Beeinflussung der Ergebnisse unwahrscheinlich.

1.6.1 Der Uterus bei Ratte und Frau

Der histologische Aufbau des Uterus ist bei der Ratte und der Frau vergleichbar. Er
gliedert sich in vier Schichten: Epithel, Endo-, Myo- und Perimeterium. Das Endometrium
der Frau besteht aus einem einschichtigen Zylinderepithel und Drisengewebe und wird
noch einmal unterteilt in das stark zyklisch beeinflusste, dem Lumen zugewandte Stratum
functionale und das schmale Stratum basale. Das Epithel der Ratte, welches ebenfalls
zyklusabhéangig stimuliert wird (Spencer et al. 2005), entspricht dem Stratum functionale
der Frau. Das Myometrium wird bei beiden Uteri dominiert durch longitudinal, zirkular
und schrag verlaufende glatte Muskelfasern (Broderick und Broderick 1990). Der
wesentliche Unterschied zwischen dem Uterus der Ratte und der Frau liegt im

makroskopischen Aufbau. Bei der Ratte handelt es sich um einen Uterus duplex mit zwei
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getrennten Cornus (Horner) und kurzem Corpus. Im Gegensatz dazu hat die Frau in der

Regel eine einfach angelegte Gebarmutter (Uterus simplex).

1.6.2 Die Brustdriise bei Ratte und Frau

Im Unterschied zur weiblichen Ratte mit in der Regel sechs paarig angelegten Brustdriisen
(Russo und Russo 1996) besitzt die Frau normalerweise nur eine paarig angelegte
Brustdriise. Die Brustdriise ist bei Frau und weiblicher Ratte aufgebaut aus
duktuloalveoldren Epithelien und bindegewebigen Anteilen. Die epithelialen Strukturen
bilden sich bei der weiblichen Ratte ab der zweiten Lebenswoche und bei der Frau kurze

Zeit nach der Menarche aus (Russo und Russo 1978; Russo et al. 1990).

Die Funktionseinheiten der Brustdriise werden Lobuli genannt. lhre Bezeichnung ist
abhangig von Alveolenanzahl und Grad ihrer Differenzierung. Lobulus 1 (Lb 1) bezeichnet
die am wenigsten differenzierte lobuldare Struktur und setzt sich aus finf bis zehn
Alveolae zusammen (Russo et al. 2001). Bei einer Gruppe von zehn bis zwanzig Alveolae

spricht man von Lobulus 2 (Lb 2) (Fritz et al. 1998).

Der Grad der Differenzierung der Brustdrise nimmt bei der weiblichen Ratte mit dem
Lebensalter zu. Bei der Frau ist der Differenzierungsgrad dagegen primar abhangig von
hormonellen Einfllissen wie Schwangerschaft und Stillzeit und korreliert nicht so stark mit
dem Alter (Russo et al. 1990). Die am wenigsten differenzierten Lb 1 dominieren vor den
etwas komplexeren Lb 2 die Morphologie bei nulliparen Frauen aller Altersstufen (Russo
et al. 1994). Die Lb1 der Frau sind das Aquivalent zu den Funktionseinheiten der
weiblichen Ratte, den TEBs. Eine besondere gemeinsame Eigenschaft dieser Einheiten ist
die hohe Hormonsensitivitat und Proliferationsfahigkeit, welche sie empfanglich fiir eine
maligne Transformation macht (Russo und Russo 1996).

Der Grad der Differenzierung nimmt von Lb 1 zu 2 zu, wahrend die Proliferationsrate
abnimmt. Demnach wére Brustgewebe mit einer deutlichen Pradominanz von Lb 1 im
Gegensatz zu Lb2 empfanglicher fir neoplastische Verdanderungen. In malignen
Brustldsionen bei Frauen konnte gezeigt werden, dass hohe Proliferationsaktivitat
(Mitoserate, Proliferationsmarker) stark assoziiert ist mit einer schlechten Prognose (van
Diest et al. 2004).
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1.7 Zielsetzung

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit Alternativmaoglichkeiten zur weitverbreiteten
HRT in Verbindung mit einer VD-Substitution. Durch glnstige Auswirkungen auf
postmenopausale Beschwerden sowie osteoprotektive Effekte ist E2 ein wichtiger
Bestandteil der hormonellen Behandlung von Frauen im Klimakterium. Neben diesen
positiven Eigenschaften fihrt E2 allerdings auch zu einer gesteigerten Proliferation in

Uterus und Mamma mit dem erhdhten Risiko einer malignen Transformation.

Als mogliche Alternative in der Behandlung klimakterischer Beschwerden gilt das
Phytosteroid Ecd. Versuche am Tiermodell konnten osteoprotektive Eigenschaften und
einen glnstigen Einfluss auf Symptome des Klimakterischen Syndroms sowie auf das
Metabolische Syndrom belegen. Erste Studien an Menschen zeigten diesbeziiglich
ebenfalls positive  Auswirkungen. Ein uterotropher und damit potenziell
risikovermittelnder Effekt konnte bislang nicht nachgewiesen werden. Die tatsachliche

Wirkweise auf den menschlichen Organismus ist bislang weitgehend ungeklart.

Auch VD vermittelt osteoprotektive Eigenschaften, hat einen positiven Effekt auf das
Metabolische Syndrom und kann auf bestimmte Zellreihen antiproliferativ sowie
differenzierungsférdernd wirken. Weiterhin gibt es Hinweise, dass Ecd und VD aufgrund

ihrer molekularen Ahnlichkeit Interaktionen auf Rezeptorenebene aufweisen.

Aus diesen Griinden ist eine Untersuchung von VD in Kombination mit den spezifischen

Testsubstanzen Ecd und E2 lohnenswert.

Als besonders 0Ostrogensensible und dementsprechend gut geeignete Testorgane im
Hinblick auf potenziell unerwiinschte Nebenwirkungen werden dabei Brust- und

Uterusgewebe untersucht.
Zusammenfassend widmet sich die Arbeit folgenden Fragestellungen:

1.) Bestatigt sich der fehlende uterotrophe Effekt von Ecd?
2.) Welchen Einfluss hat Ecd auf das Gewebe der Brustdriise?
3.) Welchen Einfluss hat VD in Kombination mit der klassischen oder alternativen

HRT?
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchsaufbau

Als Versuchstiere dienten 67 weibliche SD-Ratten (Fa. Winkelmann, Borchen). Eine
Genehmigung fiir die tierexperimentellen Versuche fand durch die Bezirksregierung

Braunschweig unter dem Aktenzeichen 33.11.42504-04-043/08 statt.

Die Versuche beinhalteten eine Reihe von Organentnahmen und Messungen. Da ich an
der Toétung der Tiere und der Organgewinnung nicht beteiligt war, wurden mir die Organe
Uterus und Mamma zur histologischen Aufarbeitung und Auswertung freundlicherweise
zur Verflgung gestellt. Pro Kafig (Makrolonkafige vom Typ IV, Fa. Tecnisplast Deutschland
GmBH, HohenpreiBberg) wurden jeweils finf Tiere gehalten. In einer
Eingewohnungsphase erhielten die Ratten zunachst phytodstrogenarmes, sojafreies
Futter ,EFR/M, E 150000-04“ (ssniff® Spezialdidten GmbH, Soest) ohne besondere
Zusatze. Ebenso stand den Tieren Wasser zur freien Verfligung. Als Zeitgeber fir den
zirkadianen Rhythmus wurde das kinstliche Licht von 6-18 Uhr eingeschaltet. Die
Raumtemperatur lag bei 23°C und die relative Luftfeuchtigkeit bei 50-55%. Eine
Gruppenzuordnung der Ratten erfolgte zu Beginn in Abhdngigkeit vom jeweiligen
Korpergewicht, sodass das mittlere Gewicht einer Gruppe im Vergleich untereinander
annadhernd Ubereinstimmte. Zu Beginn des Versuchs wogen die einzelnen Tiere zwischen

245 und 295 g.

2.2 Versuchsgruppen

Die Einteilung der Versuchsgruppen sah, neben einer Gruppe mit intakten Ratten, sechs
weitere Gruppen mit ovarektomierten Tieren vor. Die Testsubstanz Ecd wurde in den
Versuchsgruppen als Monotherapie (ovx, Ecd-VD) sowie in Kombination mit VD
(ovx, Ecd+VD) verabreicht. Als Referenzgruppe zu der Ecd-Gruppe erhielten die ebenfalls
ovarektomierten Tiere der Versuchsgruppen: ovx, E2+VD und ovx, E2-VD das in der HRT
etablierte E2 in Kombination mit als auch ohne VD. Die Tiere der Gruppen: ovx, +VD und

ovx, -VD bekamen neben dem VD keine weiteren Testsubstanzen verabreicht, um die
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Auswirkungen einer Ovarektomie hormonell gleichbedeutend mit dem Zustand der
Postmenopause beurteilen zu kénnen. Die sieben Ratten der Gruppe intakt, +VD wurden
wahrend des Versuchs nicht ovarektomiert und erhielten das Basisfutter mit einer VD-

Anreicherung.

Tabelle 1: Versuchsgruppen

Gruppengrofle Gruppe Futterart

n=7 intakt, +VD nicht ovarektomiert, Basisfutter mit
VD

n=10 ovx, +VD ovarektomiert, Basisfutter mit VD

n=10 ovx, -VD ovarektomiert, Basisfutter ohne VD

n=10 ovx, Ecd+VD ovarektomiert, Basisfutter mit VD
und Ecd

n=10 ovx, Ecd-VD ovarektomiert, Basisfutter ohne VD
mit Ecd

n=10 ovx, E2+VD ovarektomiert, Basisfutter mit VD
und E2

n=10 ovx, E2-VD ovarektomiert, Basisfutter ohne VD
mit E2

2.3 Versuchsablauf

Im Alter von ungefahr drei Monaten wurden die Ratten in die Tierstdlle des Gottinger
Universitatsklinikums geliefert. Nach einer kurzen Eingewdhnungsphase von 12-18 Tagen
wurden alle Versuchstiere mit Ausnahme der Ratten der Gruppe intakt, +VD in
Isoflurannarkose (Forene®, Abbott, Illinois, USA) ovarektomiert. Zur Identifizierung der
einzelnen Tiere wurde den Ratten wahrenddessen ein Transpondersystem ,IPPT-300“
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(Emsikon Jung GmbH, Fastinning) subkutan im Bereich des Nackens eingesetzt. Mithilfe
eines Lesegerdts (Gesreader Il GeS008: 1SO-kompatibler Taschenleser) war somit eine
eindeutige Zuordnung moglich. AnschlieRend wurden sie gruppenspezifisch fiir drei
Monate mit den jeweiligen Testsubstanzen gefiittert. Im Rahmen von parallel
stattfindenden Untersuchungen osteoporotischer Veranderungen fanden zweimalig q CT-
Untersuchungen der lebenden Tiere statt. Zum Ende der Testphase wurden die Ratten
obduziert. Unterschiedliche Organe wurden zu Forschungszwecke entnommen und das
dabei gewonnene Blut auf bestimmten Serumparameter (z. B. Cholesterin, Leptin und

Glukose) untersucht.

Histologische Aufarbeitung

Auswertung

N
7

5 Alter der Ratten in Monaten

e == Ankunft der Tiere
wi== Ovarektomie
Obduktion

»
o
O sl

Abbildung 5: Zeitlicher Versuchsablauf

2.3.1 Ovarektomie

Unter Inhalationsnarkose wurden den Ratten im Alter von ca. 3,5 Monaten auf beiden
Seiten die Ovarien entfernt, um eine endogene Produktion von Ostrogenen zu
unterbinden. Die postoperative Analgesie erfolgte mit dem nicht-steroidalen
Antiphlogistikum Rimadyl. Zur Vorbereitung auf diesen operativen Eingriff wurden die
Tiere am Abdomen beidseits rasiert und an selbiger Stelle die Haut anschlieRend inzidiert.
Zur Eroffnung der Bauchhohle praparierte man schichtweise Muskulatur und Peritoneum
voneinander und konnte somit den Uterus mit den Adnexen darstellen. Um die Ovarien

besser abklemmen zu kénnen, wurden diese mit dem Uterus kurzzeitig nach aulien
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verlagert. Die mithilfe einer Pean-Klemme unterbundenen Ovarien wurden anschlieRend
entfernt. Nachdem der Uterus auf mogliche Blutungen kontrolliert worden war, erfolgte
die Ruckverlagerung in die Bauchhohle. Muskulatur und Peritoneum wurden mit einer
Vicryl®-Naht (Firma Ethicon, Norderstedt) vernaht. Der abschlieBende Hautverschluss
erfolgte mit Michel-Klammern® (Firma Martin, Tuttlingen). Eine Gruppe von sieben Tieren

wurde nicht ovarektomiert, sondern diente als intakte Vergleichsgruppe.

2.3.2 Applikation der Wirkstoffe

Nach der Ovarektomie erhielten die Ratten je nach Gruppenzugehorigkeit (siehe Tab. 1)
eine unterschiedliche Futterzusammensetzung. Innerhalb der Gruppen wurden die Ratten
auf jeweils zwei Kafige zu je funf Tieren mit ungefahr gleichen mittleren Gewichten
aufgeteilt. Die Tiere erhielten entweder ein VD-reiches oder VD-armes Basisfutter. Bei
beiden Basisfuttermitteln handelte es sich um sojafreie Experimentalkontrollfuttermittel
(EF R/M) ohne sonstige versuchsrelevante Zusatze in 10 mm-Pellets (ssniff® Spezialdiaten
GmbH, Soest). Die genaue Futterzusammensetzung kann dem Anhang entnommen
werden (Tab. 5 und 6). Die weiteren Testsubstanzen Ecd (Changzhou Dahua Corporation,
China) mit Spinat (Iglo GmbH, Hamburg) und E2 (Sigma-Aldrich, USA) wurden dem
Basisfutter entsprechend angereichert. Die Testsubstanzen wurden ausnahmelos oral,
d.h. mit der Futteraufnahme verabreicht. Die Zusammenstellung und Dosis der
Testsubstanzen wurde liber den Versuchszeitraum nicht gedndert. Die durchschnittliche
tagliche Futteraufnahme wurde ab dem Zeitpunkt der Ovarektomie bestimmt. Dazu
wurde im wochentlichen Rhythmus das noch vorhandene Futter von der zur Verfiigung
gestellten Futtermenge subtrahiert und anschlieBend durch die Anzahl der jeweiligen
Tiere und Tage dividiert. Anhand der Futtermenge konnte ebenfalls auf die mittlere
aufgenommene Substanzmenge pro Tag geschlussfolgert werden. Die Dosis der einzelnen
Extrakte im Futter setze sich wie folgt zusammen Ostradiolbenzoat (E2): 10 mg/kg Futter,
Ecd: 3 g/kg Futter angereichert in Spinatpulver: 1 g/kg Futter und VD: 1500 IE/kg Futter.
Fir Ratten wird eine VD-Dosis von 1000 IE/kg Futter empfohlen (National Research

Council 1995). Der Anteil im VD-armen Futter lag bei < 5 IE/kg Futter.
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Nach einem Applikationszeitraum von drei Monaten mit den jeweiligen speziellen
Extrakten wurde eine zweite g CT-Messung an der Tibiametaphyse durchgefiihrt, bevor

am 8.7.2010 alle Versuchstiere mit Kohlendioxid narkotisiert und dekapitiert wurden.

2.3.3 Histomorphologische Aufarbeitung der Gewebe

Die weitere technische Aufarbeitung der Organe wurde von der Medizinisch-Technischen
Assistentin Frau H. Briiggemann-Meyer (Arbeitsgruppe Experimentelle Endokrinologie der
Universitat Gottingen) begleitet. Als Doktorandin wurde ich unter ihrer Anleitung mit dem
Zuschneiden und Farben der Prdparate vertraut. Nach der Obduktion wurden die
entnommenen Organe zundchst bei -70°C in flissigem Stickstoff tiefgefroren. Zur
Weiterverarbeitung wurden die Prdparate nach dem Auftauen fir maximal 72 h in
10 % iger Formalinldsung fixiert. AnschlieRend wurden die Organe unter flieBendem
Wasser fuir 30 min gespiilt. Bevor die gereinigten Gewebe in Paraffin eingebettet werden
konnten, mussten sie aufgrund der hydrophoben Eigenschaft dieses Mediums in einer
aufsteigenden Alkoholreihe entwdassert werden (siehe Tab. 7 im Anhang). Durch Xylol
wurde der Alkohol im Verlauf dann wieder entfernt. Anschliefend konnten die Organe
mithilfe einer Einbettungsmaschine (EG 1140 A, Leica, Solms) in mit flissigem
Paraffinwachs gefiillte Metallschablonen gegeben werden. Zum vollstandigen Trocknen
der Blocke wurden diese auf einer Kiihlplatte (EG 1140 C, Leica, Solms) gelagert. Fiur die
weitere Verarbeitung wurden die Organblocke erneut bei -20°C tiefgefroren. Am
Mikrotom (RM 2135, Leica, Solms, Fabriknummer: 2794/10.2000, Kat. Nr.: 050029802)
konnten das Uterus- und Mammagewebe dann jeweils in 3-5um dinne
Transversalschnitte zugeschnitten werden. Mit besonderer Vorsicht wurden die noch in
Paraffin eingebetteten Gewebe in ein warmes Wasserbad zum Strecken gegeben, bevor
sie auf Glasobjekttrager (SuperFrost® Plus, Menzel GmbH, Braunschweig) aufgezogen
werden konnten. Hierbei wurden mittlere unbeschadigte Schnitte favorisiert. Im
Anschluss wurden die bestlickten Objekttrager wiederholt zum Strecken fiir einige
Minuten auf eine Warmeplatte gelegt. In einem Brutschrank mit einer Innentemperatur

von 37 °C folgte abschlieRend eine Trocknung fiir weitere 24 Stunden.
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2.3.4 Farbemethodik — Hamatoxylin- und Eosin-Farbung (HE-Farbung)

Zur Darstellung der einzelnen Strukturen und Gewebe wurden diese mit einer HE-Farbung
angefarbt. Alle sauren, also basophilen Zellbestandteile wie bspw. Zellkerne, werden
durch Hamatoxylin blau angefarbt. Nach einer anschlieBenden Gegenfarbung erscheinen
vor allem die proteinreichen Verbindungen wie das Zytoplasma durch den synthetisch

hergestellten Farbstoff Eosin in Rottonen.

Fiir die Ermittlung eines idealen Farbeschemas bezliglich der einzelnen Zeiten wurden
zunachst Probefarbungen durchgefiihrt. Weitere Einzelheiten zur durchgefiihrten HE-
Farbung sind dem methodischen Anhang in Tab. 8 zu entnehmen. Abschlielend wurde

jedes Praparat zum Schutz mit einem Deckglaschen.

2.3.5 Histologische Auswertung

Die histomorphologische Auswertung von Uterus- und Mammagewebe fand an einem
hochaufldsenden Mikroskop der Firma Zeiss (Axiophot, Carl Zeiss AG, Jena) statt. Uber
eine im Mikroskop integrierte digitale Kamera (Olympus ColorView, Soft Imaging System
GmbH, Minster) konnten parallel Aufnahmen gemacht werden. Die Auswertung und
Bearbeitung des Fotomaterials am Computerbildschirm erfolgte dann anschlieRend
mithilfe einer Computersoftware analySIS 3.0 (Soft Imaging System GmbH), welche
ebenfalls direkt mit Mikroskop und Kamera verbunden war. Die Messergebnisse wurden
in  Exceltabellen (Microsoft Office Excel 2007, Microsoft Corporation, USA)

zusammengetragen. Von jedem Versuchstier wurden jeweils zwei Schnitte bearbeitet.

2.3.6 Auswertung Uterus

Neben den makroskopischen Verdanderungen (Uterusgewicht) wurden die einzelnen
mikroskopischen Kompartimente wie Epithel, Endo- und Myometrium genauer
untersucht. Als Zeichen einer positiven Stimulation durch eine Testsubstanz wurde eine
Breitenzunahme angesehen. Die Schichtbreite wurde mithilfe der Abstandsmessfunktion
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der analySIS-Software gemessen. Die Epithelausdehnung wurde an jedem der zwei
Objekttrager pro Ratte mindestens 20-mal gemessen. Fir die anschlieBende statistische
Bearbeitung wurden alle 400 Messungen einer Gruppe berlicksichtigt. Dabei wurde fir
die jeweilige Tierauswahl einer Gruppe ein Mittelwert gebildet. Die Auswertungen des
Epithels fanden fast ausschlieflich bei 50-facher VergroRerung statt. Wenige Ausnahmen
bildeten Praparate mit stark proliferierten Epithelzellen, welche in kleineren

VergroRerungen erfasst wurden.

Die Breite des Endo- sowie Myometriums wurde mit 6,25-facher VergroRerung
ausgemessen. Sowohl Endo- als auch Myometrium wurden pro Objekttrager mindestens
15-mal gemessen. Jeder Versuchsgruppe wurden auch hier im Anschluss an das Messen

die jeweiligen zugehorigen 300 Werte zugeordnet.

Abbildung 6: Ubersicht der einzelnen gemessenen Kompartimente am Ausschnitt eines
Rattenuterus im Querschnitt (Messbalken entspricht 200 um)

2.3.7 Auswertung Mamma

Die Aufnahmen vom Mammagewebe erfolgten zundchst in einer 3,125-fachen
VergroRerung. Uber das Zusammenfiigen mehrerer Einzelbilder konnte das eigentliche

Gesamtbild des Gewebequerschnitts dargestellt werden. Anhand dieses Bildes konnte die
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Gesamtflache des Schnitts gemessen werden. Diese Gesamtfliche beinhaltete neben
Fettgewebe mit den typischen Strukturen der Mamma wie Duktus und Lb auch Driisen-
und Muskelgewebe. Die ermittelten Strukturen wurden nicht im Verhaltnis zum
vorhandenen Fettgewebe, sondern zur gesamten Durchschnittsflache gesetzt. Durch die
Vielzahl der Messungen waren dennoch verwertbare Ergebnisse zu erwarten. Fir eine
Ubersichtliche Auszahlung der mammaren Strukturen wie Duktus, Lb 1 und 2 wurde die
Gesamtschnittfliche in vier Quadranten aufgeteilt. Unterschiedliche Mikroskop-
einstellungen ermdglichten dann ein sicheres Erkennen histologischer Besonderheiten.
Die Anzahl der einzelnen Strukturen wurde abschlieBend ebenfalls in Excel Tabellen

zusammengetragen.

Die Bearbeitung der einzelnen histologischen Schnitte von Uterus- und Mammagewebe
unter dem Mikroskop erfolgte ohne Kenntnis der Gruppenzugehorigkeit der
Versuchstiere. Erst im ndchsten Schritt wurden die entsprechend nummerierten

Objekttrager ihren Gruppen zugeordnet.

Die jeweilige Zuordnung der einzelnen histologischen Strukturen richtete sich nach
vorbeschriebenen Definitionen aus der Literatur. Als Lb 1 wird eine histologische Struktur
ab einem Zusammenschluss von 5-10 Alveolen bzw. Acini bezeichnet. Ein Lb 2 wird mit
11-20 Alveolen beschrieben. Das lichtmikroskopische Korrelat eines Duktus ist eine
tubulare Struktur, welche mit einem ein- oder zweischichtigen Epithel ausgekleidet ist.
Fur eine bessere Vergleichbarkeit wurden die Strukturen (Duktus, Lb 1 und 2) pro 1 mm?

dargestellt.

2.3.8 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung und das Erstellen der Graphen wurde mithilfe der Software
Graph Pad Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego, USA) durchgefihrt. Alle
Messergebnisse aus den Exceltabellen wurden in das Statistikprogramm Ubertragen und
mittels Diagrammen visualisiert. AuRerdem wurden die Messungen in den jeweiligen
Gruppen gemittelt und der Standardfehler der Mittelwerte (SEM) berechnet. Die

jeweiligen Mittelwerte werden im Verlauf in der Regel mit + SEM angegeben. Die
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Ergebnisse wurden mit einer einfachen Varianzanalyse (one-way-ANOVA) auf ihre
Signifikanz untersucht. Dieses erfolgte unter der Annahme einer Normalverteilung. Das
Signifikanzniveau wurde hierbei auf 5% festgelegt. Ein multipler Vergleichstest nach
Dunnett schloss sich der Varianzanalyse an. Verglichen wurden sowohl die jeweiligen
Versuchsgruppen mit den intakten Tieren, den Kontrollgruppen (ovx, +VD/-VD), den
Gruppen mit Ecd (ovx, Ecd+VD/-VD) und mit E2 (ovx, E2+VD/-VD) als auch die einzelnen

Versuchsgruppen untereinander in An- oder Abwesenheit von VD.

Bei allen Messungen wurden einheitlich die gleichen Versuchsgruppenkonstellationen auf

Signifikanz getestet. Signifikante Ergebnisse wurden wie folgt gekennzeichnet:

Tabelle 2: Signifikanzlegende

* vs. intakt, +VD

+ vs. ovx, +VD

vs. ovx, -VD

H vs. ovx, Ecd+VD

~ vs. ovx, Ecd-VD

vs. gleiche Gruppe +VD
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3 Ergebnisse

3.1 Futteraufnahme und Gewichtszuwachs

Uber den Versuchszeitraum von Ovarektomie bis Obduktion wurden die durchschnittliche
tagliche Futteraufnahme und der Gewichtsverlauf der Versuchstiere ermittelt (siehe Abb.
7 und 8). Mit Ausnahme der E2 substituierten Tiere nahmen alle ovarektomierten Tiere
gegenlber den intakten Tieren eine tendenziell héhere Futtermenge auf. In den
Versuchsgruppen ovx, E2+VD/-VD war die tagliche durchschnittliche Futteraufnahme
dagegen mit 12,99 £+ 0,3 g (ovx, E2+VD) bzw. 12,18 + 0,4 g (ovx, E2-VD) signifikant geringer
als die der intakten Tiere. Gegeniiber den Tieren der Versuchsgruppen mit E2-haltigem
Futter nahmen die Tiere unter Ecd-Substitution im Mittel 3-4 g/ Tier/ Tag und damit
signifikant mehr Futter auf. Die durchschnittliche Futteraufnahme zwischen den
ovarektomierten Kontrolltieren (ovx, +VD/-VD) und den mit Ecd gefltterten Tieren
unterschied sich dagegen nicht wesentlich (16,18 g Tag/ Tier). VD fiihrte in Kombination
mit Ecd und E2 zu einer tendenziell, aber nicht signifikant gesteigerten Futteraufnahme

(siehe Abb. 7).
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*p < 0,05 vs. intakt,+VD

+p < 0,05 vs. ovx,+VD

° p <0,05vs. ovx, -VD

# p < 0,05 vs. ovx, Ecd+VD

~p < 0,05 vs. ovx, Ecd-VD

" p < 0,05 vs. gleiche Gruppe +VD
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Abbildung 7: Der Effekt von VD in Kombination mit Ecd und E2 (3 Monate per Futter) auf
die tagliche Futteraufnahme eines Versuchstieres in g. Dargestellt sind die Mittelwerte
und der Standardfehler (7<n<10; one-way-ANOVA und Dunnett-Test).

Eine genaue Ubersicht (ber die einzelnen Gruppen und die aufgenommenen

Substanzmengen bietet folgende Tabelle:
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Tabelle 3: Durchschnittliche Substanzaufnahme pro Tier

Versuchsgruppe Substanzaufnahme
(Tier/ Tag)

ovx, +VD 24,051EVD

ovx, -VD 0,00

ovx, E2+VD 0,130 mg E2
19,51EVD

ovx, E2-VD 0,128 mg E2

ovx, Ecd+VD 50,88 mg Ecd

16,9 mg Spinatpulver

25,4 1EVD

ovx, Ecd-VD 46,2 mg Ecd

15,40 mg Spinatpulver

intakt, +VD 22,6 IEVD

Der jeweils positive Delta Body Weight-Wert belegt die Gewichtszunahme aller
Versuchstiere von der Ovarektomie bis zur Obduktion (siehe Abb. 8). Das
durchschnittliche Ausgangsgewicht in den Gruppen zum Zeitpunkt der Ovarektomie
betrug 266g. Die Gewichtszunahme der Versuchsgruppen schwankte zwischen
20,37+17,41 g (ovx, E2-VD) und 105,9 + 16,77 g (ovx, +VD). Alle ovarektomierten Tiere
ohne exogenen E2-Einfluss nahmen signifikant mehr im Vergleich mit den intakten Ratten
zu. Der Gewichtsverlauf der unter E2-Substitution stehenden Ratten war mit Ausnahme
der intakten Tiere im Vergleich zu allen anderen Versuchsgruppen signifikant

unterschiedlich.
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Am meisten nahmen die ovarektomierten Kontrollgruppen zu. Die Gewichtszunahme bei
den Tieren unter Ecd-Substitution war ebenfalls deutlich. Allerdings fiihrte hier ein VD-
Mangel in Kombination mit Ecd zu einer signifikant geringeren Gewichtszunahme im
Vergleich zu den ovarektomierten Kontrolltieren sowie zu der Gruppe ovx, Ecd+VD. In den
anderen Versuchsgruppen konnte dagegen kein Einfluss durch VD objektiviert werden

(siehe Abb. 8).

*p < 0,05 vs. intakt,+VD

+p < 0,05 vs. ovx,+VD

°p <0,05vs. ovx, -VD

#p < 0,05 vs. ovx, Ecd+VD

~p < 0,05 vs. ovx, Ecd-VD

" p <0,05 vs. gleiche Gruppe +VD
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Abbildung 8: Der Effekt von VD in Kombination mit Ecd und E2 (3 Monate per Futter) auf
die absolute Gewichtszunahme in g vom Zeitpunkt der Ovarektomie bis zur Obduktion.
Dargestellt sind die Mittelwerte und der Standardfehler (7<n<10; one-way-ANOVA und
Dunnett-Test).
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*p < 0,05 vs. intakt,+VD

+p < 0,05 vs. ovx,+VD

°p <0,05vs. ovx -VD

# p < 0,05 vs. ovx, Ecd+VD

~p < 0,05 vs. ovx, Ecd-VD

" p < 0,05 vs. gleiche Gruppe +VD
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Abbildung 9: Der Effekt von VD in Kombination mit Ecd und E2 (3 Monate per Futter) auf
das absolute Korpergewicht der Ratte in g zum Versuchsende. Dargestellt sind die
Mittelwerte und der Standardfehler (7<n<10; one-way-ANOVA und Dunnett-Test).

Die Darstellung der absoluten Tiergewichte zum Ende des Versuchszeitraums zeigt
dhnliche Verhdltnisse wie die der Gewichtszunahme. Es ergab sich jedoch kein
signifikanter Einfluss in der An- oder Abwesenheit von VD in Kombination mit Ecd (siehe

Abb. 9).

Die unter endo- oder exogenem E2-Einfluss stehenden Ratten frallen pro 1g
Gewichtszunahme im Durchschnitt mit 35,81+3,1g (intakt, +VD), 44,78+3,49g
(ovx, E2+VD) und 48,61+ 7,34 g (ovx, E2-VD) deutlich mehr als die Ratten unter Ecd-
Substitution bzw. die ovarektomierten Kontrolltiere. Bei diesen nicht unter E2-Einfluss
stehenden Tieren flihrten schon wesentlich geringere Futtermengen zu einer

Gewichtszunahme.

Eine VD-Zufuhr zeigte innerhalb keiner Versuchsgruppe signifikante Unterschiede.
Auffallig war jedoch in der Ecd-Gruppe, dass die Tiere in einer VD-Mangelsituation unter

Ecd-Substitution fur eine Gewichtszunahme tendenziell mehr fressen mussten. In der
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Gegenliberstellung der Versuchsgruppen unter Ecd- und E2-Therapie zeigte sich mit und
ohne VD eine jeweils signifikant hohere Futteraufnahme pro Gewichtszunahme bei den

Tieren mit E2-Substitution (siehe Abb. 10).

*p < 0,05 vs. intakt,+VD

+p < 0,05 vs. ovx,+VD

°p <0,05vs. ovx -VD

#p <0,05 vs. ovx, Ecd+VD

~p <0,05 vs. ovx, Ecd-VD

" p <0,05 vs. gleiche Gruppe +VD
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Abbildung 10: Der Effekt von VD in Kombination mit Ecd und E2 (3 Monate per Futter) auf
die aufgenommene Futtermenge, die zu 1 g Gewichtszunahme fihrte. Dargestellt sind die
Mittelwerte und der Standardfehler (7<n<10; one-way-ANOVA und Dunnett-Test).

3.2 Uterusgewichte

In Abb. 11 sind die durchschnittlichen absoluten Uterusfeuchtgewichte der jeweiligen
Versuchsgruppen abgebildet. Die Rattenuteri waren unter exogener E2-Stimulation
gegeniber den anderen ovarektomierten Versuchsgruppen signifikant schwerer. Dabei
zeigte sich kein signifikanter Unterschied zu dem &strogen- und progesteronreichen
Milieu der intakten Versuchsgruppe. Die Uterusgewichte der mit Ecd +VD/-VD gefiitterten
Tiere (durchschnittlich 0,112 £ 0,003 g/ 0,119 + 0,004 g) lagen signifikant unter jenen der
mit E2 +VD/-VD gefltterten Ratten (durchschnittlich 0,571+0,03 g/ 0,505+ 0,04 g).

AuBerdem zeigte eine Ecd-Substitution in Bezug auf das Uterusgewicht keinen
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signifikanten Unterschied zu den ovarektomierten Kontrolltieren. In keiner
Gruppenkonstellation erbrachte die Kombination mit VD signifikant bedeutsame

Ergebnisse (siehe Abb. 11).

*p < 0,05 vs. intakt,+VD

+p < 0,05 vs. ovx,+VD

°p <0,05vs. ovx, -VD

#p < 0,05 vs. ovx, Ecd+VD

~p < 0,05 vs. ovx, Ecd-VD

" p < 0,05 vs. gleiche Gruppe +VD
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Abbildung 11: Der Effekt von VD in Kombination mit Ecd und E2 (3 Monate per Futter) auf
das absolute Uterusfeuchtgewicht in g. Dargestellt sind die Mittelwerte und der
Standardfehler (7<n<10; one-way-ANOVA und Dunnett-Test).

Die Darstellung der Uterusgewichte in Bezug auf 100 g Korpergewicht zeigt eine dhnliche
Verteilung wie die der absoluten Uterusfeuchtgewichte. Auch die statistische Auswertung

zeigte keine abweichenden Ergebnisse (siehe Abb.12).
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*p < 0,05 vs. intakt,+VD

+p < 0,05 vs. ovx,+VD

°p <0,05vs. ovx -VD

# p < 0,05 vs. ovx, Ecd+VD

~p < 0,05 vs. ovx, Ecd-VD

" p < 0,05 vs. gleiche Gruppe +VD
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Abbildung 12: Der Effekt von VD in Kombination mit Ecd und E2 (3 Monate per Futter) auf
das Uterusgewicht in Gramm pro 100 g Korpergewicht. Dargestellt sind die Mittelwerte
und der Standardfehler (7<n<10; one-way-ANOVA und Dunnett-Test).

3.3 Histomorphometrische Analyse des Uterus

3.3.1 Epithelium

In der histometrischen Analyse der Epitheldicke (siehe Abb. 13) waren sowohl im
Vergleich zu beiden ovarektomierten Kontrollgruppen als auch gegenilber den
Versuchsgruppen mit Ecd-Substitution sowie unter endo- als auch exogenem E2-Einfluss
signifikant héhere Werte zu beobachten. Das breiteste Epithel konnte bei den Tieren der
Versuchsgruppe ovx, E2+VD (24,91 + 2,04 um) gemessen werden. Die Versuchstiere unter
Ecd-Einfluss zeigten keine Zunahme der Epitheldicke im Vergleich zu den ovarektomierten
Kontrolltieren (ovx, Ecd+VD: 10,97 +0,4 um; ovx, +VD: 10,67 +0,5 um; ovx, Ecd-VD:
9,81+ 0,54 um; ovx, -VD: 11,2 + 0,55 um). Ein VD-Defizit fihrte in keiner der Gruppen zu

signifikanten Unterschieden.
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*p < 0,05 vs. intakt,+VD

+p < 0,05 vs. ovx,+VD

°p <0,05 vs. ovx, -VD

# p < 0,05 vs. ovx, Ecd+VD

~p < 0,05 vs. ovx, Ecd-VD

" p < 0,05 vs. gleiche Gruppe +VD
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Abbildung 13: Der Effekt von VD in Kombination mit Ecd und E2 (3 Monate per Futter) auf
die Epitheldicke (um) im Uterus. Dargestellt sind die Mittelwerte und der Standardfehler
(7£n<10; one-way-ANOVA und Dunnett-Test).

Bei den histometrischen Messungen fielen zusatzlich morphologische Besonderheiten
auf. So zeigte sich das Epithel unter E2-Einfluss hoch proliferativ, teilweise mehrschichtig
mit einer Vielzahl von zytoplasmatischen Vakuolen (siehe Abb. 14 G). Diese Vakuolen
konnen als Zeichen fir eine rasche Zellproliferation angesehen werden. Bei den
ovarektomierten Kontrolltieren (ovx, +VD/-VD) sowie bei den Tieren unter Ecd-
Substitution dominierte dagegen ein relativ flaches, homogen imponierendes Epithel mit

runden bis ovalen Zellkernen (siehe Abb. 14 B-E).

Die folgenden histologischen Aufnahmen zeigen Epithelausschnitte der einzelnen Uteri

der jeweiligen Versuchsgruppen.
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Abbildung 14 A-G: Epitheldicke in den Versuchsgruppen (Messbalken entspricht 20 um)

A:intakt, +VD: stark stimuliertes hochprismatisches Epithel mit vereinzelter Vakuolenbildung;
B: ovx, +VD; C:ovx,-VD; D:ovx, Ecd+VD; E:ovx, Ecd-VD: maRig stimuliertes einfach kubisches
Epithel; F: ovx, E24VD; G: ovx, E2-VD: hoch stimuliertes hochprismatisches Epithel ebenfalls mit
vereinzelten zyto-plasmatischen Vakuolen und multiplen Nukleoli

3.3.2 Endometrium

Unter endo- sowie exogenem E2-Einfluss ergab sich ein vergleichbarer Effekt auf das
Endometrium wie beim Epithelium. Im Vergleich zur innersten Uterusschleimhaut waren
dagegen die Endometriumsmessungen bei den Tieren unter Ecd in Abwesenheit von VD
(ovx, Ecd+VD: 276,9 £ 11,09 um) signifikant breiter gegenliber den Kontrolltieren mit VD
(ovx, +VD: 242,3+7,68 um). Dieser Unterschied war jedoch deutlich schwacher
ausgepragt als unter E2-Substitution. Die Endometriumsbreite der ovarektomierten
Ratten unter exogenem E2-Einfluss war deutlich breiter als die beider unter Ecd
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stehenden Versuchsgruppen. Der Einfluss von VD erbrachte wiederholt keine

signifikanten Unterschiede innerhalb aller Gruppen (siehe Abb. 15).

*p < 0,05 vs. intakt,+VD

+p < 0,05 vs .ovx,+VD

°p <0,05vs. ovx -VD

# p < 0,05 vs. ovx, Ecd+VD

~p <0,05 vs. ovx, Ecd-VD

" p < 0,05 vs. gleiche Gruppe +VD
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Abbildung 15: Der Effekt von VD in Kombination mit Ecd und E2 (3 Monate per Futter) auf
die Endometriumdicke (um). Dargestellt sind die Mittelwerte und der Standardfehler
(7£n<10; one-way-ANOVA und Dunnett-Test).

3.3.3 Myometrium

Auch in der histometrischen Untersuchung des Myometriums zeigte sich ein
vergleichbares Bild unter endo- und exogenem E2-Einfluss wie schon in den anderen
beiden Uterusschichten. Wiederholt war der Unterschied zwischen den mit E2 und Ecd
substituierten Tieren jeweils mit oder ohne VD signifikant unterschiedlich. Dabei war das
Myometrium unter E2 signifikant breiter als unter einer Ecd-Applikation. Das
Myometrium der Tiere unter Ecd-Substitution zeigte sich nicht signifikant unterschiedlich
zu beiden ovarektomierten Kontrollgruppen. Die Anwesenheit von VD erbrachte ebenfalls

keine signifikanten Unterschiede innerhalb der jeweiligen Gruppen (siehe Abb. 16).
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*p < 0,05 vs. intakt,+VD

+p < 0,05 vs. ovx,+VD

°p <0,05vs. ovx, -VD

# p < 0,05 vs. ovx, Ecd+VD

~p <0,05vs. ovx, Ecd-VD

" p < 0,05 vs. gleiche Gruppe +VD
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Abbildung 16: Der Effekt von VD in Kombination mit Ecd und E2 (3 Monate per Futter) auf
die Myometriumdicke (um). Dargestellt sind die Mittelwerte und der Standardfehler
(7sn<10; one-way-ANOVA und Dunnett-Test).
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3.4 Histologische Analyse der Mamma
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Abbildung 17: Darstellung der einzelnen mammaren Strukturen (ovx, -VD): Lobulus 1
(Messbalken entspricht 100 um)

Abbildung 18: Darstellung der einzelnen mammaren Strukturen (ovx, -VD): Lobulus 2
(Messbalken entspricht 100 um)

Die histologischen Einheiten Lb 1 und 2 setzen sich aus einer unterschiedlichen Anzahl
von Alveolen bzw. Acini zusammen und unterscheiden sich im Grad der Differenzierung

und Proliferationsneigung. Lb 1 besteht aus 5-10 Alveolen (Russo et al. 2001) (siehe
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Abb. 17). Ein Zusammenschluss von 10-20 Alveolen wird als Lb 2 definiert (Fritz et al.
1998) (siehe Abb. 18).

Die Ergebnisse der histologischen Auswertung der Brustdriise beziehen sich jeweils auf

die relative Anzahl gemessen auf 1 mm? Gewebe.

Abbildung 19: Darstellung der einzelnen mammaren Strukturen (ovx, -VD): Duktus
(Messbalken entspricht 100 um)
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Abbildung 20: Histologische Aufarbeitung von Mammagewebe (ovx, Ecd+VD): relativ
wenige epitheliale Strukturen (Messbalken entspricht 500 pum)
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Abbildung 21: Histologische Aufarbeitung von Mammagewebe (ovx, E2+VD): starke
Stimulation auf epitheliale Strukturen (Messbalken entspricht 500 um)

3.4.1 Lobulus 1

Im Vergleich sowohl zu den ovarektomierten Kontrolltieren als auch zu den mit Ecd-
substituierten Tieren waren die Lb 1 pro mm? unter exogenem E2-Einfluss in Anwesenheit
von VD signifikant erh6ht (siehe Abb. 22). In der Gegeniiberstellung der Versuchsgruppen
ovx, E2-VD und ovx, Ecd-VD zeigte sich dagegen kein signifikanter Unterschied. Ansonsten
verhielt sich der E2-Einfluss ohne VD vergleichbar mit der kombinierten Applikation von
E2 und VD. Gegeniiber den intakten Tieren zeigte sich die Anzahl der Lb 1 ebenfalls
erhoht, wobei dieser Unterschied nur in Kombination mit VD als signifikant anzusehen

war.

Unter Substitution von Ecd zeigte sich die Anzahl der Lb 1 nicht signifikant unterschiedlich
zu den ovarektomierten Kontrolltieren. Es fiel jedoch eine tendenziell erhéhte Anzahl
unter gleichzeitiger VD-Defizienz auf. Ein signifikanter Einfluss von VD innerhalb einer

Versuchsgruppe wurde nicht beobachtet (siehe Abb. 22).
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*p < 0,05 vs. intakt,+VD

+p < 0,05 vs. ovx,+VD

°p <0,05vs. ovx, -VD

# p < 0,05 vs. ovx, Ecd+VD

~p <0,05 vs. ovx, Ecd-VD

" p < 0,05 vs. gleiche Gruppe +VD
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Abbildung 22: Der Effekt von VD in Kombination mit Ecd und E2 (3 Monate per Futter) auf
die Anzahl der Lobulus 1 pro 1 mm? Fliche. Dargestellt sind die Mittelwerte und der
Standardfehler (7<n<10; one-way-ANOVA und Dunnett-Test).

3.4.2 Lobulus 2

Die durchschnittliche Anzahl der Lb 2 pro mm? war im Vergleich zu der Anzahl der Lb 1

pro mm?

in allen Versuchsgruppen deutlich geringer ((z.B.: ovx, +VD:
0,72+0,63 Lb 1/ mm? bzw. 0,06 + 0,07 Lb 2/ mm?), vgl. auch Tab. 4, Abb. 22 und 23.).
Unter E2- und VD-Substitution kam es beziiglich beider Strukturen zur gréBten Anzahl an
lobuldren Strukturen (siehe Tab. 4). Die durchschnittliche Anzahl der Lb 1 pro mm? betrug
dabei 3,28 + 2,09. Im Gegensatz dazu beschrankte sich die Anzahl der Lb 2 pro mm? unter
gleichen Bedingungen auf 0,44 +0,51. Lediglich die ovarektomierten Tiere unter E2- und
VD-Substitution wiesen signifikant hohere Lb 2-Zahlen im Vergleich zu beiden
Kontrollgruppen auf. Einen signifikanten Unterschied im Hinblick auf die Anzahl der Lb 2

gegenlber den intakten Tieren gab es in keiner Versuchsgruppe. Im Vergleich der E2- und

Ecd-Tiere untereinander kam es lediglich unter der gleichzeitigen VD-Substitution zu

42



3 Ergebnisse

einem signifikanten Unterschied, wobei hier die gleichzeitige Applikation von E2 mit VD
wiederholt stark stimulierend wirkte. Im Gegensatz dazu zeigte sich im direkten Vergleich
zwischen Ecd und E2 jeweils ohne VD kein signifikanter Unterschied der Lb 2 pro mm?2.
Der Einfluss von VD war tendenziell eher uneinheitlich und in allen Konstellationen
innerhalb der Testgruppen jeweils nicht signifikant (siehe Abb. 23).

* p< 0,05 vs intakt,+VD

+ p< 0,05 vs ovx,+VD

° p< 0,05 vs ovx, -VD

# p< 0,05 vs ovx, Ecd+VD

~ p< 0,05 vs ovx, Ecd-VD
" p< 0,05 vs gleiche Gruppe +VD
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Abbildung 23: Der Effekt von VD in Kombination mit Ecd und E2 (3 Monate per Futter) auf
die Anzahl der Lobulus 2 pro 1 mm? Fliache. Dargestellt sind die Mittelwerte und der
Standardfehler (7<n<10; one-way-ANOVA und Dunnett-Test).

3.4.3 Duktus

Bei den intakten wie auch den Tieren unter E2-Substitution zeigte sich gegeniiber den
anderen Versuchstieren eine signifikant hohere Anzahl an Duktus (siehe Abb. 24). Die
durchschnittliche Anzahl der Duktus pro mm? betrug in den jeweiligen Gruppen
1,78 +0,32 (intakt, +VD), 2,0+ 0,41 (ovx, E2+VD) und 2,0 £0,39 (ovx, E2-VD) gegeniiber
den ovarektomierten Kontrolltieren mit durchschnittlich 0,28 + 0,08 Duktus (vgl. Tab. 4).
Der Effekt von Ecd im Hinblick auf die Duktusanzahl erbrachte keine signifikanten

Unterschiede gegeniliber den ovarektomierten Kontrolltieren. Im Vergleich der mit Ecd
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und E2 substituierten Tiere waren die Ergebnisse unabhangig von VD in der E2-Gruppe
signifikant hoher. Der Einfluss von VD bezlglich der durchschnittlichen Duktusanzahl

erwies sich in keiner Konstellation als statistisch relevant (siehe Abb. 24).

*p < 0,05 vs. intakt,+VD

+ p < 0,05 vs. ovx,+VD

°p <0,05 vs. ovx, -VD

# p < 0,05 vs. ovx, Ecd+VD

~p <0,05 vs. ovx, Ecd-VD

" p < 0,05 vs. gleiche Gruppe +VD
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Abbildung 24: Der Effekt von VD in Kombination mit Ecd und E2 (3 Monate per Futter) auf
die Duktusanzahl pro 1mm? Flache. Dargestellt sind die Mittelwerte und der
Standardfehler (7<n<10; one-way-ANOVA und Dunnett-Test).

Die folgende Abb. 25 stellt die prozentualen Verhaltnisse der Mammastrukturen in der
jeweiligen Versuchsgruppe dar. Dabei ist die gesamte Anzahl aller tatsachlich gezahlten
Strukturen pro Flache in der jeweiligen Versuchsgruppe mit 100 % gleichgesetzt. In allen
Versuchsgruppen dominierten die lobuldren gegeniber den duktalen Strukturen. Unter
E2-Einfluss nahm der Anteil der Duktus gegeniiber den Lb sichtbar zu. Am eindeutigsten

war dies bei den intakten Tieren zu beobachten.
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Abbildung 25: Prozentualer Anteil von Lobulus 1/ 2 und Duktus auf die Gesamtanzahl der
gezahlten mammaren Strukturen der jeweiligen Versuchsgruppen

Tabelle 4: Anzahl der einzelnen Strukturen

intakt, ovX, ovX, ovX, ovX, ovX, ovX,
+VD +VD -VD Ecd+VD Ecd-VD E2+VD E2-VD
Lb1 1,77 0,72 0,95 1,08 1,74 3,28 2,43
Lb 2 0,32 0,06 0,12 0,08 0,26 0,44 0,14
Summe der 2,09 0,78 1,07 1,16 2 3,72 2,57
lobuloalveoldren
Strukturen
Duktus 1,78 0,28 0,28 0,45 0,5 2,01 2,01
Summe der 3,78 1,06 1,35 1,61 2,5 5,73 4,58
tubuloalveolaren
Strukturen
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4 Diskussion

4.1 Postmenopause und klassische Hormonsubstitution im Tierversuch

Die ovarektomierten SD-Ratten erwiesen sich im vorliegenden Versuch als geeignetes
Tiermodell zur Untersuchung einer mit der Postmenopause der Frau vergleichbaren

Situation:

Eine gesteigerte Nahrungsaufnahme nach Ovarektomie ist in Untersuchungen an Ratten
und Mausen bereits gezeigt worden (Roesch 2006). Dieser Effekt bestatigte sich bei den
ovarektomierten Tieren des vorliegenden Versuchs. Lediglich unter E2-Substitution ergab
sich eine signifikant geringere Nahrungsaufnahme gegenilber den Vergleichstieren, was

ebenfalls im Einklang mit bisherigen Forschungsergebnissen steht (Santollo et al. 2013).

Uber den Versuchszeitraum nahmen alle Ratten an Gewicht zu. Dass eine Ovarektomie
nicht nur zu einer hoheren Futteraufnahme, sondern auch zu einer gesteigerten
Gewichtszunahme gegeniber Kontrolltieren fihrt, ist bereits friih beschrieben worden
(Wade et al. 1985; Richard 1986). Ursachlich hierfir ist eine Fettakkumulation (Poehiman
et al. 1995). Dementsprechend verzeichneten die ovarektomierten Tiere (ovx, +VD/-VD)
im vorliegenden Versuch die stdrkste Gewichtszunahme gegenliber den intakten

Kontrolltieren.

E2 ist in der Lage, diesem Effekt entgegenzuwirken (Zoth et al. 2010), folglich nahmen die
Versuchstiere unter E2-Substitution im Vergleich zu den anderen Ratten signifikant am
wenigsten an Gewicht zu. Auch bei postmenopausalen Frauen konnte durch eine HRT mit
E2 eine positive Wirkung auf die Entwicklung eines Ubergewichts belegt werden

(Gambacciani et al. 1997; Salpeter et al. 2006).

Der Gewichtszuwachs im Verhaltnis zur Futteraufnahme kann als Parameter fir den
metabolischen Umsatz angesehen werden. Da ein hoher Grundumsatz als ein protektiver
Faktor im Zusammenhang mit der Entwicklung gynakologischer Tumoren wie
Endometrium- (Cust 2011) und Mammakarzinom (Gao et al. 2009) gilt, ware hier ein

positiver Einfluss nach Ovarektomie bzw. in der Postmenopause der Frau von Vorteil.
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Unter E2-Substitution nahmen die Versuchstiere signifikant mehr Futter pro 1g
Gewichtszuwachs auf als die ovarektomierten Kontrollen und die unter Ecd-Einfluss
stehenden Tiere, sie zeigten somit einen erhéhten Grundumsatz. In dieser Beobachtung
spiegeln sich bekannte positive Effekte einer E2-Substitution auf den Energiestoffwechsel
wider, welche sich auch in einer gilinstigen Beeinflussung z.B. des Metabolischen

Syndroms aulSern.

Dieser Aspekt von E2 mag auf das Gesamtrisiko der Entwicklung gynakologischer
Tumoren Einfluss haben, jedoch spielt die direkte hormonelle Wirkung auf die

hormonsensiblen Zielorgane hierbei wohl die entscheidende Rolle.

Uterus:

Im vorliegenden Versuch konnte ein uterotropher Effekt bei den mit E2 substituierten
Tieren im Sinne von signifikant erhéhten Uterusgewichten beobachtet werden. Dies
spiegelt Ergebnisse aus Voruntersuchungen gemal dem Uterotrophic Assay fir Nager der

OECD wider (Owens et al. 2003; Kanno et al. 2003).

Ebenso fiihrte E2 in allen Kompartimenten zu einer signifikant breiteren jeweiligen
Schichtdicke im Vergleich zu den Kontrolltieren (ovx, +VD/ -VD). Dabei waren Epithel und
Endometrium gegeniiber den ovx, +VD Tieren ungefahr gleichstark verdickt. Beim
Myometrium war der Einfluss von E2 zwar noch signifikant, aber nicht so stark
ausgepragt. Dies deckt sich mit Ergebnissen anderer Arbeiten (Seidlova-Wuttke 2004).
Moglicherweise wird der ER im Epithel und Endometrium gegeniiber dem Myometrium
vermehrt exprimiert, sodass es hier zu einer deutlicheren Stimulation unter E2 kommt.
Ob es sich hierbei um eine GrolRenzunahme infolge einer Hyperplasie oder Hypertrophie
handelte, war durch die angewandte Methodik nicht eindeutig zu bestimmen. Zu Beginn
einer Stimulation fiihrt E2 zunichst durch eine Odematisierung des Uterusgewebes zu
einer GréRenzunahme im Sinne einer Hypertrophie (He et al. 2013). Dariiber hinaus kann
E2 im Uterusepithel von Ratten zu einer verstarkten Zellteilung, d. h. einer Hyperplasie
fihren und hat somit auch mitogene Eigenschaften (Zhang et al. 1998; Groothuis et al.
2007). Als hinweisend auf eine mogliche Zellproliferation bei den untersuchten Tieren
konnten die auffallig vielen zytoplasmatischen Vakuolen (siehe Abb. 14 G) unter E2-
Einfluss in den Epithelzellen gesehen werden (Rimoldi et al. 2007).
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Durch das Ostrogen- und progesteronreiche Milieu war das Epithel und Endometrium der
intakten Tiere signifikant breiter im Vergleich zu den ovarektomierten Kontrollgruppen,
wobei die intakte ovarielle Funktion zu einer signifikant geringeren Epitheldicke als bei
den Tieren unter exogener E2-Stimulation fiihrte. Die Endometriumdicke war in beiden
Gruppen dagegen nahezu gleich. Modglicherweise ist dies Uber einen starkeren
protektiven Progesteroneinfluss auf das Epithel gegeniiber dem Endometrium zu
erklaren. Eine Protektion, die nach Ovarektomie bzw. in der Postmenopause verloren

geht.

Bei den ovarektomierten-Kontrolltieren fihrte der fehlende E2-Einfluss erwartungsgemaf

zu einer Atrophie von Epithel-, Endometriums- und Myometriumszellen.

Mamma:

In der Verteilung der lobuloalveoldren Strukturen zeigte sich die Anzahl der Lb 1 pro mm?
bei allen Versuchstieren gegeniber den differenzierteren Lb2 erhdht. Ein
Zusammenschluss von 5-10 Alveolen bzw. Acini ist definiert als Lb 1 (Russo et al. 2001).
Lb 2 setzt sich aus 10-20 Alveolen zusammen (Fritz et al. 1998). Erwartungsgemall wurden
bei keiner der nulliparen Ratten Lb3 beobachtet, da diese nur wahrend einer
Schwangerschaft bzw. unter einer damit vergleichbaren hohen kurzzeitigen E2-Exposition
ausgebildet werden (Russo und Russo 2008). Dieses Verteilungsmuster deckt sich mit
anderen experimentellen Studien an Ratten und ist ebenfalls bei nulliparen Frauen jeden
Alters oder bei postmenopausalen Frauen zu beobachten(Russo und Russo 1996; Russo et

al. 2001).

Bei den ovarektomierten Tieren als Modell der postmenopausalen Situation ohne endo-
oder exogenen E2-Einfluss fiel eine verminderte Anzahl aller epithelialen Strukturen in
der Brustdrise auf. Dies kdnnte im Sinne einer Involution der mammaren Epithelien nach

Erliegen der ovariellen Funktion gedeutet werden:

Mit Beginn der Postmenopause kommt es bei der Frau zu einer schrittweisen
Umstrukturierung der Brustdrise. Diese ist gekennzeichnet durch eine epitheliale
Strukturrickbildung und eine Zunahme an interstitiellem Bindegewebe (Sohn et al. 2001).
Das Phanomen der Involution ist in humanen (Henson und Tarone 1993; Russo et al.

2007) und in tierexperimentellen Untersuchungen nachgewiesen worden (Russo und
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Russo 1996; Masso-Welch et al. 2000), der genaue Mechanismus ist jedoch noch
ungeklart (Sohn et al. 2001; Khodr et al. 2014; Figueroa et al. 2014).

Ein histologisches Korrelat fiir das Ausmal dieser Involution ist nicht klar definiert. Die
Anzahl der Acini pro Flacheneinheit als Parameter flir noch vorhandene epitheliale
Strukturen ist in der Literatur jedoch wiederholt beschrieben worden und diente im

vorliegenden Versuch ebenfalls als Grundlage (Milanese et al. 2006; Figueroa et al. 2014).

Die exogene E2-Exposition fihrte bei den ovarektomierten Ratten zu einer erhdhten
Anzahl von Lb1 sowohl gegeniiber den ovarektomierten als auch den intakten
Kontrolltieren. Lb2 waren unter E2-Substitution gegeniber den ovarektomierten
Kontrolltieren ebenfalls erhoht, jedoch war dieser Unterschied lediglich unter VD-
Kombination signifikant. Dies erklart sich durch eine hohere E2-Sensitivitdt niedrig

differenzierter Lb 1 (Russo et al. 2001).

Der tatsachliche E2-Einfluss auf die lobuloalveolaren Strukturen scheint dabei weniger
einen stimulierenden, differenzierungsférdernden Charakter zu haben, sondern beruht
eher auf einer Hemmung von Apoptose und damit einer verminderten Involution nach

der Menopause bzw. Ovarektomie (Khodr et al. 2014).

Dieser Effekt durch E2 auf die lobuloalveoldren Strukturen ovarektomierter Ratten kann
womoglich mit einem erhdhten Brustkrebsrisiko in Verbindung gesetzt werden (Rimoldi
et al. 2007). Auch bei der Frau steht eine verminderte Involution von lobuldren Strukturen

im Verdacht, das Brustkrebsrisiko zu steigern (Milanese et al. 2006; Figueroa et al. 2014).

Der endogene E2-Einfluss bei den intakten Tieren fihrte durch das dementsprechende
Ausbleiben einer Involution ebenfalls zu héheren Anzahlen lobuloalveoldrer Strukturen
im Vergleich zu den ovarektomierten Tieren, jedoch blieben diese hinter denen der mit
E2-substituierten Tiere zuriick. Somit kénnte zusatzlich zur verzégerten Involution auch
von einem direkt proliferationsfordernden Effekt von E2 ausgegangen werden, wobei
auch ein dosisabhangiger Effekt und der zusatzliche Einfluss von Gestagen bei den

intakten Tieren zu beriicksichtigen sind.

Direkt proliferations- oder differenzierungsfordernde Auswirkungen hat E2 im
Brustgewebe im eigentlichen Sinne nur auf die duktal-epithelialen Strukturen (Russo und
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Russo 1996). Die duktalen Strukturen waren dementsprechend unter endo- wie exogener
E2-Stimulation gegeniliber den ovarektomierten Tieren sowohl absolut als auch im
Verhiltnis zu den lobuloalveoldren Strukturen signifikant starker ausgepragt. Dies steht

im Einklang mit friheren Beobachtungen (Cardy 1991; Lucas et al. 2007).

Bei den ovarektomierten Tieren kam es dagegen in allen Gruppen ohne E2-Einfluss zu
einem eindeutig verminderten duktalen Anteil im Verhaltnis zu den lobuldren Strukturen.
Diese Beobachtung unterstreicht nochmals die stimulierende Wirkung von E2 auf das

duktale Wachstum (Silberstein 2001; Sternlicht 2006).

Die Beschreibung tatsachlicher dynamischer Verdanderungen in den Brustdrisen der
Versuchstiere im Sinne einer voranschreitenden oder ausbleibenden Involution ist jedoch
aufgrund eines fehlenden zeitlichen Vergleichswerts spekulativ. Die Ergebnisse der
einzelnen Versuchsgruppen konnten lediglich untereinander verglichen und im Hinblick
auf eine mogliche dynamische Tendenz vor dem Hintergrund bestehender

wissenschaftlicher Erkenntnisse diskutiert werden.

4.2 Alternative Therapie mit Ecdyson

Bisher konnte in Geweben von Sdugetieren kein EcR beschrieben worden. Es gibt jedoch
zahlreiche Hinweise darauf, dass Ecd sehr wohl unterschiedliche Effekte im
Saugetierorganismus hat. Bei Arthropoden und Schmetterlingen heterodimerisert der EcR
mit dem Protein USP. Das Homolog fiir USP beim Menschen ist der RXR, welcher daher
moglicherweise eine Schlisselrolle fiir die Wirkweise von Ecd spielt (Lafont und Dinan

2003).

Beziglich der Gewichtszunahme zeigte sich unter alleiniger Ecd-Substitution ein
vergleichbar glinstiger Effekt wie unter einer E2-Therapie. Im Vergleich zu beiden
ovarektomierten Kontrollgruppen (ovx,+VD/-VD) zeigte sich der Gewichtszuwachs unter
alleiniger Ecd-Substitution signifikant geringer. In Kombination mit VD war dieser
Unterschied hingegen kaum erkennbar. Innerhalb der Ecd-Gruppe fiihrte VD ebenfalls zu
einem signifikanten Unterschied. Dieser Effekt von Ecd ist nicht vorbeschrieben, allerdings

wurde Ecd bisher auch nicht im Rahmen eines (manifesten) VD-Mangels getestet.
50



4 Diskussion

Die Futteraufnahme der mit Ecd substituierten ovarektomierten Ratten war vergleichbar
zu jener der ovarektomierten Kontrolltiere. Der deutlich geringere Gewichtszuwachs
unter Ecd-Monotherapie spricht daher fiir eine giinstigere Stoffwechsellage, vergleichbar

mit jener der ovarektomierten Tiere unter E2-Therapie.

Im Vergleich zu den intakten Tieren nahmen die ovarektomierten Ratten unter Ecd-
Substitution sowohl in Kombination mit VD als auch in Monotherapie jedoch signifikant
mehr an Gewicht zu. Eine Gewichtszunahme unter Ecd-Substitution ist in der Regel
begriindet durch eine Zunahme der Muskelmasse und eine Abnahme des
Korperfettanteils (Wuttke und Seidlova Wuttke 2011; Wuttke und Seidlova-Wuttke 2013),
wohingegen ovarektomierte Ratten ohne Hormonsubstitution eine Gewichtszunahme mit
verringerter Muskelmasse (Sarkopenie) und erhéhtem Koérperfettanteil entwickeln (Wade
et al. 1985; Tagliaferri et al. 2015). Zu diesem Aspekt liegen q CT-Daten sowie
histologische Untersuchungen aus der gleichen Versuchsreihe vor. Diese dokumentieren
geringere paratibiale Fettanteile und eine vergrofRerte Muskelflaiche unter Ecd-
Substitution (Dannenberg 2013). Da sich die paratibialen Fettanteile anndhernd
proportional zu den abdominellen Fettdepots verhalten, sind sie als sensitiver
Surrogatparameter anerkannt (Seidlova-Wuttke et al. 2003; Seidlova-Wuttke et al.
2010b). Insgesamt ist also ein positiver Effekt von Ecd auf den Fettstoffwechsel zu
verzeichnen. In diesem Zusammenhang ist auch ein giinstiger Einfluss von Ecd auf die
Entwicklung eines Metabolischen Syndroms im Tiermodell wie auch beim Menschen zu

sehen (Seidlova-Wuttke et al. 2010b).

Dieser positive Effekt von Ecd in Monotherapie, d. h. in diesem Fall ohne VD, auf den
Gewichtsverlauf bei SD-Ratten ist in dieser Form erstmalig beschrieben worden. Unter
einer kombinierten Ecd- und VD-Substitution kam es diesbeziiglich ebenso wie in
Vorversuchen zu keinem signifikanten Unterschied gegenlber der ovarektomierten

Kontrollgruppe (Seidlova-Wuttke et al. 2010b).

In anderen tierexperimentellen Studien an Mausen filihrte eine orale Ecd-Applikation in
Verbindung mit einer hochkalorischen Diat zu einer geringeren Gewichtszunahme als bei
den Tieren mit einer rein hochkalorischen Nahrung, allerdings gilt zu beachten, dass bei

diesen Tieren zusadtzlich zum Ecd auch die endogene E2-Produktion Einfluss auf den
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Gewichtsverlauf genommen haben diirfte. Mittels einer Dual-Rontgen-Absorptiometrie
konnte bei diesen Versuchstieren ebenfalls ein deutlich geringerer Fettgewebeanteil
unter Ecd-Substitution gemessen werden. Moglicherweise spielt eine in
Rattenhepatozyten gezeigte Reduzierung der Blutzuckerspiegel Uber einen PI3K-
Signalweg durch Ecd eine Rolle (Kizelsztein et al. 2009). Insgesamt erscheint Ecd in Bezug

auf Korpergewicht und Stoffwechsellage als geeignete Therapieoption im Klimakterium.

Der Einfluss diatetischer und metabolischer Faktoren auf die Karzinogenese ist in Tier-
und Menschenstudien etabliert worden (Russo et al. 1990; Hursting und Dunlap 2012). So
kann eine kalorienreiche Nahrung, insbesondere durch einen hohen Fettanteil, bei Ratten
zu einer gehauften Inzidenz und einer reduzierten Latenz von Tumoren der Mamma
fihren (Russo et al. 1990). Auch bei postmenopausalen Frauen konnte ein
Zusammenhang diesbeziiglich gezeigt werden (Thiébaut et al. 2007). Ein direkter Einfluss
der Erndhrung auf die Entwicklung von Endometriumkarzinomen ist nicht eindeutig
belegt. Gesichert ist jedoch eine hohe Korrelation mit dem Vorliegen einer Adipositas. So
erhoht sich das relative Risiko flr Frauen um 1,59 pro Steigerung des body mass index
(BMI) um 5 kg/m?. Das Risiko in Abhdngigkeit vom BMI in der Postmenopause an

Brustkrebs zu erkranken, ist im Vergleich etwas geringer (Renehan et al. 2008).

Ecd mit seinem beschriebenen Wirkprofil ware somit als protektiver Faktor in diesem
Zusammenhang denkbar. Ein direkter Einfluss auf Uterus oder Mamma ist jedoch

ebenfalls im Rahmen dieser Arbeit untersucht worden:

Uterus:

Ein mit den Tieren unter E2-Substitution vergleichbar hohes Uterusgewicht war unter
Ecd-Einfluss nicht zu verzeichnen. Die Uterusgewichte der Versuchstiere unter Ecd-
Substitution waren vielmehr nicht signifikant unterschiedlich zu denen der
ovarektomierten Kontrolltiere. Die Betrachtung der Uterusgewichte pro 100g
Korpergewicht sollte zusatzlich den Einfluss der KorpergroRe auf das Uterusgewicht
ausblenden. Auch in Betrachtung des relativen Uterusgewichtes zeigte sich kein
uterotropher Effekt von Ecd. Demnach bestatigt der vorliegende Versuch die Ergebnisse
aus Vorversuchen (Seidlova-Wuttke et al. 2010a; Seidlova-Wuttke et al. 2010b; Kapur et
al. 2010).
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Auch die Epithelschicht der Uteri zeigte sich unter Ecd-Substitution mit dem der
ovarektomierten Kontrolltiere vergleichbar. Ein E2-artiger Einfluss im Sinne einer
proliferationsférdernden Eigenschaft konnte hier also ebenfalls nicht beobachtet werden.
Rein rechnerisch zeigte sich unter einer Ecd-Monotherapie zwar ein signifikant
verbreitertes Endometrium im Vergleich zu der Kontrollgruppe ovx, +VD, jedoch war das
Ausmald der Endometriumverbreiterung unter E2-Zufuhr deutlich groer. Eine E2-artige

Wirkung scheint daher in dieser Hinsicht ebenfalls nicht vorzuliegen.

Eine proliferationsfordernde Wirkung von Ecd auf das Myometrium konnte ebenfalls
nicht nachgewiesen werden. Die muskuldre Schichtdicke des Uterus unter Ecd zeigte sich

vielmehr nicht unterschiedlich gegeniiber den ovarektomierten Kontrolltieren.

Dabei hatte das im vorliegenden Versuch verwendete Ecd-Prdaparat im Einklang mit
bisherigen wissenschaftlichen Erkenntnissen zu einer Wachstumsstimulation der
Skelettmuskulatur der Versuchstiere gefiihrt (Dannenberg 2013). Grundsatzlich scheint
mit dem verwendeten Ecd-Prdparat also eine muskuldre Stimulation moglich zu sein, die

sich jedoch auf das Myometrium nicht auswirkt.

Eine Erklarung konnte im Unterschied zwischen der unwillkiirlich innervierten glatten

Uterusmuskulatur vom single unit Typ und der quergestreiften Skelettmuskulatur liegen:

In Skelettmuskelzellen kann z.B. IGF-1 Uber eine Aktivierung des PI3K/Akt-Signalweg
einen regulierenden Einfluss auf Proliferation und Regeneration einnehmen (Bathori et al.
2008). Da Ecd und Analoga ebenfalls stimulierend auf die Singaltransduktion von PI3K/Akt
wirken, ist hieriiber moglicherweise ein vergleichbarer Effekt denkbar (Constantino et al.
2001; Oehme et al. 2006; Dinan und Lafont 2006; Gorelick-Feldman et al. 2008). Inwiefern

diese Mechanismen auch auf die glatte Muskulatur ibertragbar sind, ist jedoch unklar.

Erganzend wird vermutet, dass Ecd seine anabole Wirkung liber eine Erhdéhung des
intrazelluldaren Kalziumspiegels entfaltet (Bathori et al. 2008). So konnte Ecd im Rahmen
eines VD-Mangels einen erhohten intrazellularen Kalzium- und verminderten
Adenosintriphsophat (ATP)-Spiegel in Skelettmuskelzellen von Ratten ausgleichen
(Kholodova et al. 1997). In Bezug auf die Schichtdicke des Myometriums hatte ein Mangel

an VD jedoch keinen Einfluss auf die Wirkung von Ecd.
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In Zusammenschau der Gewichtsmessungen und der histopathologischen Analyse
erscheint ein proliferationsférdernder und damit potenziell risikoreicher Effekt von Ecd
auf die Gewebe des Rattenuterus eher unwahrscheinlich. Dies erscheint im Hinblick auf
eine mogliche Therapie des Klimakterischen Syndroms wiinschenswert. Eine Abhangigkeit
von der An- oder Abwesenheit von VD liel8 sich anhand der uterinen Parameter nicht

erkennen.

Mamma:

Ahnlich den ovarektomierten Kontrolltieren war bei den Ratten unter kombinierter Ecd-
und VD-Therapie eine erniedrigte Anzahl lobuloalveoldarer Strukturen im Sinne einer
Involution zu verzeichnen. Dem gegeniiber stand eine tendenziell erhéhte Anzahl an
epithelialen Strukturen (Lb1 und 2) unter einer Ecd-Monotherapie. Wie bei den
metabolischen Parametern scheint die Wirkung von Ecd auch in diesem Zusammenhang
von der An- oder Abwesenheit von VD abhdngig zu sein und hier einen eher

proliferationsfordernden Charakter zu haben.

Die Ecd-Analoga Muristeron A und Ponasteron A kénnen in humanen
Kolonkarzinomzellen dosisabhdngig vor einem Fas- und tumor necrosis factor related
apoptosis inducing ligand (TRAIL)-vermittelten Zelltod schitzen und somit
apoptosehemmend wirken (Oehme et al. 2006). Da Involutionsprozesse in der murinen
Brustdriise ebenfalls durch Fas-Liganden und TRAIL-induzierte Apoptosemechanismen
gefordert werden (Sohn et al. 2001), ware eine involutionshemmende Einflussnahme
durch Ecd denkbar. Die Anzahl der Lb 1 und Lb 2 unter Ecd-Monotherapie lag ungefahr
auf dem Niveau der intakten Tiere, blieb jedoch hinter dem der mit E2 substituierten
Ratten zuriick. Eine Aussage Uber einen direkt proliferationsférdernden Charakter von Ecd
auf die epithelialen Brustdrisenstrukturen oder dazu ob lediglich involutionshemmende
Mechanismen greifen, ldsst sich aus den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit nicht

ableiten.

Auf die Anzahl der Duktus hatte die Gabe von Ecd weder in alleiniger noch in mit VD
kombinierter Therapie einen Einfluss, vielmehr zeigte sich eine vergleichbare Reduktion

wie bei den ovarektomierten Kontrollen. Damit stand eine Substitution von Ecd bezliglich
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dieses sehr hormonsensiblen Merkmals in deutlichem Gegensatz zur Verabreichung von

E2.

Insgesamt scheint Ecd in Hinblick auf die Brustdriise selektive proliferationsféordernde und
damit potenziell risikoreiche Eigenschaften zu haben, die jedoch nicht im Bereich des

Risikoprofils einer E2-Substitution liegen.

4.3 Der Einfluss von Vitamin D-Substitution oder -Mangel

Ein glinstiger Effekt von VD auf Blutzuckerspiegel und Fettstoffwechsel und damit indirekt
auch auf das Kérpergewicht ist mehrfach beschrieben worden (Major et al. 2007; Adams
und Hewison 2010; Sorkin et al. 2014). Dieser positive Einfluss liel} sich im vorliegenden
Versuch in Bezug auf Parameter wie Futteraufnahme, Gewichtsverlauf und metabolische
Situation nicht reproduzieren. Lediglich in der Ecd-Gruppe zeigten sich VD-abhangige
Unterschiede, wobei der glinstige Effekt auf Futtermenge und Gewichtszunahme
ausgerechnet unter einem VD-Mangel verzeichnet wurde und wohl eher auf die Ecd-

Wirkung zurlickzufiihren ist.

Ein Erklarungsansatz fiir den ganzlich fehlenden positiven Einfluss der VD-Zugabe in allen
Gruppen konnte das im Vergleich zu den Vorversuchen neuartig zusammengesetzte
Basisfutter bieten. Alle Tiere des vorliegenden Versuchs nahmen bei geringerer
Futteraufnahme im Vergleich zu Vorversuchen mehr an Gewicht zu (Seidlova-Wuttke et
al. 2010a; Seidlova-Wuttke et al. 2010b). Dies ist moglicherweise Folge des hoheren
Zucker- und Kaloriengehalts des neu eingesetzten Futters. Ein konsekutiv hdherer
Korperfettanteil konnte zu einer Akkumulation des lipophilen Hormons VD im Fettgewebe
und damit zu einer Einschrankung seiner hormonellen Wirksamkeit gefiihrt haben (Adams

und Hewison 2010).

Uterus:

VDR wird in allen Uterusschichten sowohl bei der Frau als auch bei der Ratte exprimiert
(Johnson et al. 1996; Vienonen et al. 2004) . Ein durch Genmanipulation hervorgerufener
VDR-Verlust fiihrt im Tierversuch unter bestimmten diatetischen Voraussetzungen lber

eine eingeschrankte Follikulogenese zu einer Uterushypoplasie. VD bt somit einen
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indirekten Einfluss auf die Trophik des Uterus aus. Durch eine E2-Substitution erwies sich
dieser Zustand als reversibel (Yoshizawa et al. 1997).

Ein statistisch signifikanter Einfluss von VD auf das Uterusgewicht oder die Schichtdicken
der einzelnen Kompartimente konnte in dieser Arbeit jedoch in keiner der
Versuchsgruppen nachgewiesen werden. Die absoluten und relativen
Uterusfeuchtgewichte sowie die histometrisch untersuchten Gewebe zeigten in keiner
der Konstellationen mit VD einen signifikanten Unterschied zu einer VD-Mangelsituation.
Jedoch fielen unter einer kombinierten E2- und VD-Substitution tendenziell héhere
Uterusfeuchtgewichte sowie breitere Schichtdicken in den einzelnen
Uteruskompartimenten auf. Ursachlich fir diese Tendenz kdnnte ein durch VD wie auch
durch E2 hervorgerufener Anstieg der IGF-1-Sekretion sein (Yoshizawa et al. 1997). Die
tatsachlich aufgenommenen durchschnittlichen E2-Mengen Uber das Futter waren dabei
in An- oder Abwesenheit von VD anndhrend gleich (ovx, E2+VD: 0,130 mg E2; ovx, E2-VD:
0,128 mg E2).

Mamma:

In experimentellen Studien an Brustkrebszellreihen konnte fiir VD eine anti-proliferative
Wirkung gezeigt werden (Zinser et al. 2002; Deeb et al. 2007), indem VD bspw. die ER-
Dichte herunterregulierte (Swami et al. 2000). Bei VDR-knockout-Mausen erwiesen sich
aulRerdem Involutionsprozesse im Vergleich zu den Wildtyp-Tieren als verlangsamt und es
konnte ein vergrolRertes Brustgewebe mit diversen Aufzweigungen und einem
verstarkten Duktuswachstum beobachtet werden (Zinser et al. 2002). Die Rolle von
VD/VDR als mogliche therapeutische Option in der Behandlung und Prdvention von
Mammkarzinomen wird dementsprechend vielfach diskutiert und untersucht (Welsh et
al. 2003; Welsh 2007; Anderson et al. 2010).

Vor diesem Hintergrund erscheint die in diesem Versuch beobachtete relativ hohe Lb 2-
Anzahl unter einer kombinierten VD- und E2-Therapie insbesondere im Vergleich zu einer
Monotherapie mit E2 nicht plausibel. Anscheinend konnte VD in diesem Zusammenhang
seine antiproliferative Wirkung nicht entfalten. Der Unterschied fallt zwar nicht statistisch

signifikant aus, die Tendenz ist jedoch nicht zu leugnen.
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4.4 Mogliche kompetitive Wirkmechanismen von Ecdyson und Vitamin D

Insgesamt schien die An- oder Abwesenheit von VD im diesem Versuch lediglich auf die
Wirksamkeit von Ecd einen reproduzierbaren Einfluss zu haben. Mehrere untersuchte
Parameter deuten einen Einfluss von VD auf den Effekt von Ecd an. Ecd schien auf
Parameter wie Stoffwechsellage, Gewichtszuwachs und Anzahl der Lobuli der Brustdriise

nur unter einem VD-Mangel eine tendenziell 6strogenartige Wirkung zu entfalten.

Ursachlich flir diese Beobachtung kénnten kompetitive Interaktionen zwischen Ecd und
VD auf Rezeptorebene sein, zumal der genaue Wirkmechanismus von Ecd auf zellularer
Ebene noch nicht komplett geklart ist. Da ein EcCR beim Menschen und bei der Ratte
bislang nicht nachgewiesen werden konnte, gibt es moglicherweise Interaktionen mit
anderen (nukledren) Rezeptoren, die dem EcR strukturell dhnlich sind (Koelle et al. 1991).
Neben dem bereits erwdhnten VDR steht bei Vertebraten der RXR als Homolog des USP
im Blickpunkt (Thomas et al. 1993; Palli et al. 2005).

Die strukturelle Ahnlichkeit von Ecd und VD im Rahmen des conformational ensemble
model machen allobiotische Effekte und Interaktionen von Ecd an VDR bzw. RXR denkbar
(Norman et al. 2004). Eine Rezeptoraffinitat fir Ecd an diese Rezeptoren konnten
allerdings bislang mittels Radioligandenbindungsassays nicht nachgewiesen werden,
sodass es sich bei dem Erklarungsansatz eines Ecd/RXR bzw. Ecd/VDR Liganden-
Rezeptorkomplex um einen hypothetischen Gedanken handelt. Interaktionen Uber
membrangebundene oder -assozierte Rezeptoren oder intrazelluldre Signalkaskaden
erscheinen aulRerdem moglich (Schlattner et al. 2006; Toth et al. 2010). Eine gemeinsame
intrazellulare Endstrecke verschiedener Signalkaskaden (z. B. PI3K/Akt) kénnte ebenfalls
kompetitive Effekte und damit einen modulatorischen Einfluss von VD auf die
Wirksamkeit von Ecd und umgekehrt zur Folge haben. Die Folge all dieser potenziellen
Interaktionen konnte sein, dass Ecd nur dann seine volle Wirkung entfaltet, wenn
gemeinsame Rezeptoren und Interaktionspartner nicht durch VD besetzt sind.

Eine Erklarung fir eine gewebeabédngige (unterschiedliche) Wirkung von Ecd in
Abhdngigkeit von VD kann zudem womoglich mit einer organselektiven bzw.
stoffwechselprozessabhangigen unterschiedlichen Rezeptormodulation zusammen-

hangen. So ist es denkbar, dass Ecd und VD in Kombination teilweise aktivierend und an
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anderer Stelle hemmend wirken kdnnen und somit unterschiedliche Effekte erzielen, wie
z. B. an Skelett- und Uterusmuskulatur beobachtet.

Weitere bekannte Dimerisierungspartner von RXR, die Einfluss auf den Lipid- und
Kohlenhydratstoffwechsel nehmen, sind die PPAR. Auch (iber eine PPAR-Interaktion
waren gewebeabhangige, teilweise gegenlaufige Effekte denkbar, da PPAR abhangig vom
Dimerisierungspartner und Co-Faktoren sowohl die Aktivierung als auch die Inhibierung

einer Genexpression hervorrufen konnen (Ricote und Glass 2007).

4.5 Einfluss der Futterzusammensetzung

Das fir den vorliegenden Versuch modifizierte und erstmalig verwendete Futter mit einer
erhohten Kalorienmenge (iber eine Steigerung des Kohlenhydrat- (Glukose und Starke)
sowie Fettanteils hatte moglicherweise einen entscheidenden Einfluss auf die Ergebnisse
des vorliegenden Versuchs. So wurde im Durchschnitt bei allen Tieren der einzelnen
Versuchsgruppen eine niedrigere mittlere Futteraufnahme im Vergleich zu friheren

Versuchen beobachtet (Seidlova-Wuttke et al. 2010a; Seidlova-Wuttke et al. 2010b).

Das Basisfutter (+VD/-VD) des vorliegenden Versuchs beinhaltete 12,9 bzw. 10,8 % Zucker
und jeweils 46,8 % Starke. Dem gegenliber steht das in den Vorversuchen eingesetzte
Basisfutter mit einem deutlich niedrigeren jeweiligen Anteil von 3% Zucker und
34 % Starke (Seidlova-Wuttke et al. 2010a; Seidlova-Wuttke et al. 2010b). AuRerdem
verfligte das neu zusammengesetzte Futter Gber einen hohen Anteil des Milchproteins
Kasein, welches zu einem schnellen Sattigungsgefiihl fiihren kann (Abou-Samra et al.

2011).

Moglicherweise ist das Futter des vorliegenden Versuches verantwortlich fir die
signifikant hohere Gewichtszunahme bei gleichzeitig signifikant geringerer taglicher

Futteraufnahme.

Konkret fraSen die Ratten der Gruppe ovx, +VD in einem der Vorversuche durchschnittlich
17,32 g/Tier/Tag und wogen am Versuchsende 324,7+21,47 g (Ausgangsgewicht:
250+ 10 g) (Seidlova-Wuttke et al. 2010b). Demgegeniiber war die Futteraufnahme der

58



4 Diskussion

Tiere im vorliegenden Versuch der Gruppe ovx,+VD 16,03 g/Tier/Tag und das
Korpergewicht vor der Obduktion 381,1+ 7,28 g.

Da Ecd in einer mittleren Dosierung von 3 g/kg Futter in den vorherigen Versuchen die
besten Ergebnisse im Hinblick auf metabolische Effekte und Auswirkungen auf den
Knochen erzielte, wurde diese Dosierung fiir das jetzige Experiment lbernommen
(Seidlova-Wuttke et al. 2010b). Ebenso wurde die Dosierung von E2 (10 mg/kg Futter)

beibehalten.

Da die Ratten mit dem neuen Basisfutter aber deutlich weniger fralen, nahmen bspw. die
Tiere unter einer kombinierten Ecd- und VD-Therapie insgesamt nur 50,88 mg Ecd
(Vorversuch: 56,58 mg Ecd) auf (Seidlova-Wuttke et al. 2010b). Die relative Dosis von Ecd
(ovx, Ecd+VD) pro 1g Korpergewicht lag mit 0,137 mg/g deutlich niedriger als im
Vorversuch (0,170 mg/g). Somit ist die Einschatzung der Wirkung von Ecd, insbesondere

im Vergleich mit bisherigen Versuchen nur eingeschrankt moéglich.

Auch die weiter oben diskutierte potenziell eingeschrankte Verfligbarkeit des lipophilen
Hormons VD durch eine eher unginstige Stoffwechselsituation mit einem hdoheren
Korperfettanteil kénnte auf die Vergleichbarkeit der Ergebnisse mit friiheren

Erkenntnissen einen Einfluss gehabt haben.

59



5 Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

Klimakterische Beschwerden und osteoporotische Veranderungen betreffen in einer
alternden Gesellschaft immer mehr Patientinnen. Behandlungsmethoden wie die HRT
oder die VD-Substitution sind dabei seit langem etablierte therapeutische Optionen.
Insbesondere die HRT steht jedoch aufgrund des signifikanten Nebenwirkungsprofils in
der Diskussion, sodass es eine Nachfrage nach alternativen Therapien gibt. Auch
Praparate wie z. B. Ecd werden hinsichtlich ihres therapeutischen Nutzens untersucht.
Natlrlich stellt sich auch bei diesen Ersatzpraparaten die Frage nach Risiken und
Nebenwirkungen, insbesondere im Hinblick auf den Fett- und Energiestoffwechsel sowie

hormonsensible Organe wie Uterus und Mamma.

Anhand der vorliegenden tierexperimentellen Studie an ovarektomierten Ratten wurde
erstmalig die Wirkung von Ecd in Abhangigkeit von VD erprobt. Die ovarektomierte Ratte
stellt dabei ein anerkanntes Tiermodell der postmenopausalen Frau dar. Es wurde sowohl
die kombinierte Substitution von Ecd und VD als auch die Monotherapie dieser
Testsubstanzen untersucht. Als Positivkontrollgruppe der herkémmlichen HRT galten zwei
weitere Testgruppen mit E2 in Mono- oder Kombinationstherapie mit VD. Ovarektomierte
Tiere ohne zusatzliche Hormonsubstitution bildeten eine Negativkontrollgruppe. Als
weitere Vergleichsgruppe fiir die postmenopausale Situation unter VD-Einfluss diente die
Gruppe ovx, +VD. Wahrend des Versuchs wurden Aussagen zur Futteraufnahme und
Gewichtszunahme getroffen. Im Anschluss daran wurden die Uterusfeuchtgewichte

bestimmt und das Uterus- und Mammagewebe histologisch untersucht.

Erfreulicherweise konnte im vorliegenden Versuch bestatigt werden, dass Ecd nicht
uterotroph wirkt. Weder die Uterusfeuchtgewichte noch die histologischen Messungen
zeigten signifikante Ergebnisse im Sinne einer proliferationsférdernden Wirkung. Auch
eine Ostrogenartige und damit potenziell risikoférdernde Wirkung auf mammare

Strukturen konnte nicht nachgewiesen werden.

Allerdings flihrte die Ecd-Monotherapie im Vergleich zu den Kontrollgruppen zu glinstigen

Effekten auf den Energiestoffwechsel und den Gewichtsverlauf.
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Ein beziiglich mehrerer untersuchter Parameter signifikanter Einfluss von VD zeigte sich
lediglich in der kombinierten Therapie mit Ecd. Auf Energiestoffwechsel und
Gewichtsverlauf schien die Wirkung von Ecd erst im Rahmen eines VD-Mangels zum
Tragen zu kommen, was sich eventuell mit kompetitiven Rezeptorinteraktionen erklaren
lasst. Die Wirkung von Ecd auf Uterus und Mamma schien insgesamt jedoch nicht von VD

abhangig zu sein.

Davon abgesehen fiihrte die An- oder Abwesenheit von VD auch in den anderen

Testgruppen zu keinen signifikanten Veranderungen.

Eine potenziell ungiinstige Stoffwechselsituation aufgrund eines vergleichsweise hohen
Energiegehaltes des verwendeten Futters hat moglicherweise auf die Ergebnisse des
vorliegenden Versuchs einen verzerrenden Einfluss gehabt. Die Tiere fraRen im Vergleich
deutlich weniger, nahmen jedoch mehr an Gewicht zu. Dies flihrte zu einer geringeren
Wirkstoffaufnahme und zu einem erhéhten Korperfettanteil. Insbesondere im Hinblick
auf die Vergleichbarkeit mit friheren Versuchen ist hier eine Einschrankung der

Bewertbarkeit der vorliegenden Ergebnisse maoglich.
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Tabelle 5: Futterzusammensetzung Basisfutter mit VD

Rohndhrstoffe [Prozent] Mineralstoffe [Prozent]
Trockensubstanz 95,2 Kalzium 0,9
Rohprotein 20,8 Phosphor 0,63
Rohfett 4,2 Natrium 0,19
Rohfaser 5 Magnesium 0,21
Rohasche 5,6 Kalium 0,97
N-freie Extraktstoffe 59,4
Starke 46,8 Energie [MJ/kg]
Zucker 10,8 Bruttoenergie 18
Vitamine per kg Spurenelemente per kg
Vitamin A 15.000 IE Eisen 166 mg
Vitamin D3 1.500 IE Mangan 98 mg
Vitamin E 150 mg Zink 65 mg
Vitamin K 20 mg Kupfer 14 mg
Vitamin C 30 mg lod 1,2 mg
Thiamin (B1) 16 mg Selen 0,14 ng
Riboflavin (B2) 16 mg Cobalt 0,15 mg
Pyridoxin (B6) 18 mg
Cobalamin (B12) 30 ug Aminosduren [Prozent]
Nicotinsaure 49 mg Lysin 1,71
Pantothensaure 56 mg Methionin 0,73
Folsaure 19 mg Met+Cys 0,82
Biotin 310 pg Threonin 0,93
Cholin-Cl 1.040 mg Tryptophan 0,27
Inositol 80 mg Arginin 0,76
Histidin 0,66
Fettsduren [Prozent] Valin 1,42
C 14:0 0,02 Isoleucin 1,09
C16:0 0,45 Leucin 2,05
Cle:1 0,02 Phenylalanin 1,11
Cc18:0 0,19 Phe+Tyr 2,22
c18:1 1,07 Glycin 0,43
c18:2 2,12 Glutaminsaure 4,69
c18:3 0,26 Asparaginsaure 1,55
C20:0 0,02 Prolin 2,39
Alanin 0,68
Serin 1,24
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Tabelle 6: Futterzusammensetzung Basisfutter ohne VD

Rohndhrstoffe [Prozent] Mineralstoffe [Prozent]
Trockensubstanz 95,1 Kalzium 0,34
Rohprotein 20,8 Phosphor 0,22
Rohfett 4,2 Natrium 0,19
Rohfaser 5 Magnesium 0,21
Rohasche 4 Kalium 0,67
N-freie Extraktstoffe 61,2
Starke 46,8 Energie [MJ/kg]
Zucker 12,9 Bruttoenergie 18
Vitamine per kg Spurenelemente |per kg
Vitamin A 15,000 IE Eisen 166 mg
Vitamin D3 <5IE Mangan 98 mg
Vitamin E 150 mg Zink 65 mg
Vitamin K 20 mg Kupfer 14 mg
Vitamin C 30 mg lod 1,2 mg
Thiamin (B1) 16 mg Selen 0,14 mg
Riboflavin (B2) 16 mg Cobalt 0,15 mg
Pyridoxin (B6) 18 mg
Cobalamin (B12) 30 ug Aminosduren [Prozent]
Nicotinsaure 49 mg Lysin 1,71
Pantothensaure 56 mg Methionin 0,73
Folsaure 19 mg Met+Cys 0,82
Biotin 310 pg Threonin 0,93
Cholin-Cl 1.040 mg Tryptophan 0,27
Inositol 80 mg Arginin 0,76
Histidin 0,66
Fettsduren [Prozent] Valin 1,42
C14:0 0,02 Isoleucin 1,09
c16:0 0,45 Leucin 2,05
Cc1l6:1 0,02 Phenylalanin 1,11
Cc18:0 0,19 Phe+Tyr 2,22
c18:1 1,07 Glycin 0,43
C18:2 2,12 Glutaminsaure 4,69
Cc18:3 0,26 Asparaginsaure 1,55
C20:0 0,02 Prolin 2,39
Alanin 0,68
Serin 1,24
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6 Anhang

Tabelle 7: Organentwdsserung

Losung Einwirkzeit
50%-Alkohol 1 Std
75%-Alkohol 1 Std 20 Min
75%-Alkohol 1 Std 20 Min
96%-Alkohol 1 Std 20 Min
96%-Alkohol 1 Std 20 Min
100%-Alkohol 1 Std 20 Min
100%-Alkohol 1 Std 20 Min
100%-Alkohol 1 Std 20 Min
Xylol 1 Std 20 Min
Xylol 1 Std 20 Min
Paraffin 1 Std
Paraffin 1 Std
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6 Anhang

Tabelle 8: Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Lésung Einwirkzeit
Xylol 5 Min
Xylol 5 Min
Xylol 5 Min
Ethanol 100% 2 Min
Ethanol 100% 2 Min
Ethanol 100% 2 Min
Ethanol 96% 2 Min
Ethanol 96% 2 Min
Ethanol 75% 2 Min
Agua destilliert 2 Min
Hamatoxylin 1 Min
Leitungswasser 10 Min
Agua destilliert 2 Min
Eosin 30 Sec
Agua bidest 5-10 Sec
Ethanol 75% 30 Sec
Ethanol 96% 30 Sec
Ethanol 96% 30 Sec
Ethanol 100% 1 Min
Ethanol 100% 1 Min
Ethanol 100% 2 Min
Xylol 5 Min
Xylol 5 Min
Xylol 5 Min
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