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Meinen Eltern



,Food is an important part of a balanced diet.”

Fran Lebowitz
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EINLEITUNG 1

I Einleitung

1. Ubergewicht als Krankheit

Wihrend des grofiten Teils der Geschichte der Menschheit galten Kérpergewichtszuwachs
und Anreicherung von Fettgewebe als Zeichen von Gesundheit und Wohlstand. Auf der
Grundlage unsteter Nahrungsmittelversorgung war der hauptsdchliche Gesichtspunkt in
Bezug auf Erndhrung die Zufuhr von ausreichend Energie (World Health Organization
2000). Heutzutage jedoch sind in vielen Lédndern die beherrschenden Themen der
Erndhrung bewusster Gewichstverlust und Bemiihungen um das Erreichen von
Normalgewicht, denn Ubergewicht und Fettleibigkeit bedrohen die Gesundheit von
Menschen in weiten Teilen der Erde. 1997 hat die Weltgesundheitsorganisation (World
Health Organization, WHO) die Folgen von Ubergewicht und Adipositas als globales
Problem anerkannt. Seit 1995 wird als probate anthropometrische Methode zur groben
Erfassung des Erndhrungszustandes der Body-Mass-Index (BMI) verwendet (WHO 1995;
James 2008). Der BMI, der bereits im 19. Jahrhundert entwickelt wurde, ist der Quotient
aus Korpermasse in Kilogramm dividiert durch das Quadrat der Korpergrofle in Metern
(Quetelet 1869). Als Normalgewicht wird ein BMI zwischen 18,50 und 24,99 angesehen;
als tibergewichtig gelten Individuen mit einem BMI groRer oder gleich 25, und ab einem
BMI von 30 spricht man von Adopositas (WHO 1995; National Institutes of Health 1998;
WHO 2000). Diese Festlegung ist willkiirlich und basiert auf der Erkenntnis, dass
tiberschiissiges Korperfett und erhthte BMI zu einem Anstieg der Morbiditat und
Mortalitét fiihren (Berrington de Gonzalez et al. 2010). Es ist erwiesen, dass Ubergewicht
und Adipositas zu den Hauptursachen zahlreicher kardiovaskuldrer, maligner,
endokrinologischer und muskuloskelettaler Krankheitsbilder zdhlen (Willett et al. 1999;
Haslam und James 2005; Poirier et al. 2006; Brown et al. 2009; Guh et al. 2009; Pi-Sunyer
2009).

Die Privalenz des Ubergewichts und der Adipositas hat in den letzten Jahrzehnten
weltweit zugenommen; Schdtzungen der WHO zufolge gab es 2005 1,6 Milliarden
iibergewichtige und adipose Erwachsene (15 Jahre und dlter) weltweit und 2008 waren
mehr als zwei Drittel der erwachsenen US-Amerikaner und fast 60 % aller erwachsenen
Deutschen iibergewichtig bzw. adipés (Wang und Lobstein 2006; WHO 2006; Max-
Rubner-Institut 2008; Flegal et al. 2010; Nguyen und El-Serag 2010). Wiirde die Zunahme
der Privalenz des Ubergewichts und der Adipositas in Zukunft weiter so fortschreiten wie
in den vergangenen 30 Jahren, so gdbe es im Jahr 2048 keine normalgewichtigen US-

Amerikaner mehr (Wang et al. 2008).
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Einher mit dieser enormen Entwicklung geht die Steigerung der durch Ubergewicht und
Adipositas entstehenden Kosten fiir das 6ffentliche Gesundheitswesen (Finkelstein et al.
2005). 2006 gingen bespielsweise mehr als 6% der Ausgaben im Gesundheitswesen der
Europédischen Region der WHO auf Adipositas zuriick. Die indirekten Kosten durch den
Verlust an Leben, an Produktivitdt und entsprechenden Einkommen werden mindestens
doppelt so hoch geschitzt (WHO/Europe 2006).

Dieser weltweiten Dimension des Ubergewichts und der Adipositas (global obesity,
,»globesity), die mit ihren Folgen sogar den seit zwei Jahrhunderten anhaltenden Trend zu
wachsender Lebenserwartung umkehren konnte, wird durch vielgestaltige Malnahmen
begegnet, denn Ubergewicht und Adipositas gelten nach wie vor als vermeidbare Ursachen
von Krankheit — auch wenn sie, in den USA z. B., mittlerweile die zweithdufigsten
vermeidbaren Ursachen von Krankheit und Tod darstellen (Deitel 2002; Olshansky et al.
2005; Brawer et al. 2009). So finden sich verschiedenste Ansdtze wie Didtformen,
Bewegungsprogramme, Aufklarungskampagnen, Entwicklungen der Pharmakologie und
Chirurgie, sozialpsychologische und stddtebauliche Projekte zur Bekdmpfung von
Ubergewicht und Adipositas, sowie weit iiber 100000 wissenschaftliche Arbeiten (National
Library of Medicine 2010) zu diesem Thema. All diese staatlichen, wirtschaftlichen und
privaten Anstrengungen haben die Entstehung der heutigen Prdvalenz nicht verhindern
konnen. Unter den zahllosen erdachten Didtformen erfreuten sich in den westlichen
Landern in jiingerer Vergangenheit besonders diejenigen mit drastischer Reduzierung des
Kohlenhydratanteils grofer Beliebtheit; 2004 folgte jeder elfte US-Amerikaner einer
solchen Didt (Kaufman 2005).

2. Nahezu kohlenhydratfreie Didten

Ist der Anteil der Kohlenhydrate am Energiegehalt einer Didt bei Erwachsenen im Bereich
von 20 — 60 Gramm pro Tag bzw. unter 20% der gesamten Kalorienaufnahme pro Tag, so
spricht man von nahezu kohlenhydratfreien Didten (low-carbohydrate diets); bei der
Sonderform very low-carbohydrate diets ist die Kohlenhydrataufnahme meist auf unter
20 Gramm pro Tag reduziert, jedoch ist die Nomenklatur uneinheitlich. In beiden
Erndhrungsformen ist der Anteil der Protein- und vor allem der Fettfraktion entsprechend
erh6ht (Adam-Perrot et al. 2006; Last und Wilson 2006). Very low-carbohydrate diets
werden seit den 1970er Jahren meist in Form der nach Robert Atkins benannten Atkins
Diét, die sich durch einen stark erniedrigten Anteil an Kohlenhydraten bei sehr hohem

Fettanteil (nahezu kohlenhydratfreie fettreiche Didt, low-carbohydrate high-fat diet,
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LCHFD) auszeichnet, vor allem im anglo-amerikanischen Raum zur Gewichtsreduktion
propagiert (Atkins 1972). In der sog. Induktionsphase der Atkins Diét ist diese eine
ketogene Didt, d. h. der Kohlenhydratanteil der Nahrung ist derart eingeschréankt, dass zur
Deckung des Energiebedarfs in der Leber Fettsduren zu Ketonkorpern abgebaut werden.
Zu den Ketonkorpern zédhlen Acetoacetat, Aceton und (-Hydroxybutyrat; sie kdnnen die
Blut-Hirn-Schranke passieren und so an Stelle von Glukose als Energielieferant der
Neuronen dienen. In einer aktuellen Untersuchung unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt
werden, dass zur Induktion einer ketotischen Stoffwechsellage bei Ratten nicht nur ein
geringer Kohlenhydratanteil, sondern auch ein hoher Fett- bei einem geringen Proteinanteil
notwendig sind (Bielohuby et al. 2011). Jenseits der bewusst herbeigefiihrten Ketose im
Rahmen einer LCHFD tritt diese Stoffwechsellage als Hungerzustand nach Phasen
langerer Nahrungs- bzw. Kohlenhydratkarenz (Kohlenhydratzufuhr unter 20 g/d) ein
(Persson 2008; Wylie-Rosett und Davis 2009).

Aufer als Didten zur Gewichtsreduktion finden LCHFD Anwendung zur Behandlung von
bestimmten Formen kindlicher Epilepsien, wo durch die Ketose eine Reduktion der
Anfallshaufigkeit erreicht werden kann (Huffman und Kossoff 2006). Dariiber hinaus
scheinen LCHFD positive Effekte in der Behandlung anderer neurologischer, insbesondere
neurodegenerativer Erkrankungen wie Morbus Alzeimer und Morbus Parkinson zu haben
(Baranano und Hartman 2008).

Die Wirksamkeit von LCHFD hinsichtlich einer Reduktion des Koérpergewichts, vor allem
bei adipésen Patienten, wurde in zahlreichen Studien gezeigt (Foster et al. 2003; Gardner
et al. 2007; Shai et al. 2008; Westman et al. 2008). Die haufigen subjektiv empfundenen
unerwiinschten Wirkungen, wie z. B. Obstipation durch den geringen Anteil von
Ballaststoffen an der Nahrung oder Ermiidungserscheinungen durch die ketotische
Stoffwechsellage, haben der Begeisterung fiir diese Didt keinen Abbruch getan (Ghoshal
2007; White et al. 2007; Scott 2009). Doch das Verstindnis dieser Didt und ihrer
Mechanismen und somit auch die wissenschaftliche Grundlage ihrer Befiirwortung sind
keinesfalls gegeben. Naheliegenderweise wurden aufgrund der stark zu Gunsten des
Fettanteils verdnderten Zusammensetzung dieser Erndhrungsform zahlreiche Bedenken
gedullert (Joost 2003; Astrup et al. 2004; Bantle et al. 2008; Wylie-Rosett und Davis 2009;
Wolfram 2010).

In einer Reihe von Studien an zumeist iibergewichtigen Erwachsenen konnte jedoch
gezeigt werden, dass zu den kurzfristigen Auswirkungen von LCHFD trotz erhthtem

Fettverzehr paradoxerweise erniedrigte Serumwerte von Triglyzeriden, Gesamtcholesterin



EINLEITUNG 4

und low-density-lipoprotein sowie ein Anstieg von high-density-lipoprotein zéhlen.
Ebenso wurde von reduzierten Niichternwerten fiir Insulin und Glukose sowie von einer
Senkung des Blutdrucks und verschiedener mit Atherosklerose assoziierter
Inflammationsparameter berichtet (Westman et al. 2002; Brehm et al. 2003; Samaha et al.
2003; Sondike et al. 2003; Meckling et al. 2004; Sharman et al. 2004; Sharman und Volek
2004). Mit wenigen Ausnahmen gibt es aber keine Daten, die eine giinstige Entwicklung
von kardiovaskuldren Risikofaktoren (z. B. Reduktion des Koérpergewichts, Verbesserung
des Lipidprofils) unter einer LCHFD nach einer Anwendung von mehr als 12 Monaten
zeigen (Shai et al. 2008; Sacks et al. 2009). Uberdies muss angenommen werden, dass der
erhohte Fettanteil von LCHFD mit einer erhthten Aufnahme von gesattigten und trans-
Fettsduren einhergeht, was die Entstehung kardiovaskuldrer Risikofaktoren begiinstigt
(Boden et al. 1994; Damjanovic und Barton 2008). Bei der o. g. Reduktion
kardiovaskulédrer Risikofaktoren unter LCHFD ist ferner zu bedenken, dass bei Nagern
gezeigt werden konnte, dass die Entstehung von Atherosklerose unter einer LCHFD
unabhédngig von gingigen Biomarkern fiir diese Entwicklung ist (Foo et al. 2009). Neben
einem unklaren Einfluss auf das kardiovaskuldre Risiko konnen mit LCHFD weitere
unerwiinschte Wirkungen einhergehen. So ist z. B. durch den bei solchen Didten meist
erhohten Fleischkonsum eine Steigerung des Risikos der Entstehung kolorektaler
Karzinome wahrscheinlich (Chao et al. 2005).

Ferner ist aufgrund der eingeschrankten Nahrungsauswahl und der Reduktion des Verzehrs
von Obst die Gefahr einer Unterversorgung mit Ballaststoffen, Vitaminen und
Mineralstoffen gegeben.

Zusatzlich kann unter LCHFD die renale Kalziumausscheidung erh6ht sein und es konnte
in klinischen Studien konnte gezeigt werden, dass LCHFD zu Osteopenie, Osteoporose
und zu einer Einschrankung des Knochenwachstums fiihren (Hahn et al. 1979; Westman et
al. 2002; Bergqvist et al. 2008). In Tiermodellen ging der unter einer LCHFD gestorte
Knochenstoffwechsel (Retardierung des longitudinalen Wachstums und der Mineralisation
des Knochens) zudem mit einer Reduktion der Serumkonzentration des insulin-like growth
factor I (IGF-I) einher (Bielohuby et al. 2009).

Es ist bekannt, dass Didtformen mit hohem Fettanteil die zirkulierende
Somatostatinkonzentration erhthen und die Wachstumshormonkonzentration erniedrigen
konnen (Penman et al. 1981; Cappon et al. 1993). Passend hierzu konnten wir, in

veroffentlichten und unveréffentlichten Voruntersuchungen unserer Arbeitsgruppe, an
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Ratten zeigen, dass unter Fiitterung einer LCHFD die Serumkonzentrationen von IGF-I-

und Wachstumshormon (growth hormone, GH) reduziert sind (Caton et al. 2009).

3. Die somatotrope Achse

Wachstumshormon, auch Somatotropin oder somatotropes Hormon genannt, ist ein
Peptidhormon und wird in der Adenohypophyse gebildet. Die Regulation der Bildung und
Freisetzung von GH (siehe Abb. 1-1) geschieht primar {iber zwei Peptidhormone aus dem
Hypothalamus: durch den Einfluss von Somatoliberin (growth hormone releasing
hormone, GHRH) wird die Freisetzung von GH stimuliert und Somatostatin (growth
hormone inhibiting hormone, GHIH) hemmt diesen Vorgang (Schweikert 2001). Dartiiber
hinaus wird die GH-Sekretion von Ghrelin, einem Peptidhormon, das hauptsdchlich in der
Magenschleimhaut und im Pankreas produziert wird, als peripherem Regulator stimuliert
(Kojima et al. 1999). Die spontane Sekretion von GH aus der Adenohypophyse in den
Blutkreislauf ist pulsatil und unterliegt einer zirkadianen Rhythmik (Wajnrajch 2005;
Goldenberg und Barkan 2007).

Fiir Wachstumshormon besteht eine Speziesspezifitdt, wobei das GH hoher entwickelter
Arten, z. B. humanes Wachstumshormon, auch bei nieder entwickelten Arten biologisch
wirksam ist, jedoch nicht umgekehrt (Knobil und Greep 1959). Die zellulére
Signaltransduktion erfolgt in mehreren Schritten, die mit der spezifischen Bindung an
einen Membranrezeptor beginnen (Kelly et al. 2001). Dieser Wachstumshormonrezeptor
besteht aus einer extrazelluldren, einer transmembranen sowie einer intrazelluldren
Doméne. Letzere ist mit einer intrazelluldren Signalkaskade, bestehend aus einem
Netzwerk von Kinasen, gekoppelt und vermittelt so die biologische Antwort. In
Abhédngigkeit der Konzentrationen des zirkulierenden GH werden in peripheren Zellen —
hauptsdchlich in Hepatozyten — Wachstumsfaktoren (Somatomedine) gebildet.

Die sog. Somatomedinhypothese besagte, dass die Wirkung von GH ausschliellich durch
endokrin aktives IGF-I vermittelt wird, dessen Synthese in der Leber durch GH stimuliert
wird (Salmon und Daughaday 1957; Daughaday et al. 1972). Diese Theorie hat aufgrund
zahlreicher widerspriichlicher Beobachtungen Modifikationen erhalten. Heute weil$ man,
dass einerseits ein Teil der GH-Wirkung iiber Somatomedine — hauptsdchlich {iber
Somatomedin C (veraltet, heute: IGF-I) — vermittelt wird, wobei die Bildung von IGF-I
zum Teil auch extrahepatisch (Knochen, Muskulatur etc.) erfolgt. Andererseits besitzt GH

auch eine direkte Wirkung auf verschiedene Zellen und Gewebe (Berneis und Keller 1996;
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Mauras und Haymond 2005). Im Sinne eines negativen Feedbacks wird die hypophysére
Sekretion von GH durch IGF-I gehemmt.

Die Stimulation der Zelldifferenzierung, die proliferativen Effekte und die Stimulation des
Langenwachstums sind hauptsachlich von IGF-I vermittelt, wahrend GH selbst vielféltige,
komplexe Wirkungen auf den Stoffwechsel induziert (Le Roith et al. 2001; Vijayakumar et
al. 2010). Im Kohlenhydratmetabolismus entfaltet exogen verabreichtes GH anfangs eine
insulindhnliche Wirkung, wobei der blutzuckersenkende Effekt unabhéngig von Insulin ist.
Langerfristige Gaben von GH setzen die Sensibilitdt peripherer Gewebe fiir Insulin herab
(Insulinresistenz) und kénnen so eine Hyperinsulindmie induzieren (Fineberg und Merimee
1974; Kostyo und Reagan 1976). Im Fettstoffwechsel stimuliert GH hauptsdchlich die
Lipolyse und bewirkt so einen Anstieg der freien Fettsduren und der Triglyzeride (Carrel
und Allen 2000). Umgekehrt hemmen freie Fettsduren und Triglyzeride die Sekretion von
GH. Im Rahmen des Proteinmetabolismus wirkt GH vor allem anabol; es steigert die
Proteinsynthese und den Aminosédurentransport in die Zellen und wirkt zugleich dem

antiproteolytischen Effekt von Insulin entgegen (Fryburg et al. 1992).

Hypothalamus GHRH GHIH

Ry 7

Hypophyse
\ Knochen
Leber Muskel
Zielgewebe
Pankreas Fettgewebe
— |IGF-|
Gastrointestinales Ghrelin

Gewebe

Abb. 1-1:  Schematische Darstellung des GH-IGF-Regelkreises (vereinfacht)
(©: Stimulation, ©: Inhibition)
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4. Leptin

Leptin ist ein Proteohormon, welches hautpsachlich in Adipozyten produziert wird (Zhang
et al. 1994). In geringen Mengen konnte eine Produktion in braunem Fettgewebe, der
Plazenta, den Ovarien, dem Skelettmuskel, der Magenschleimhaut, dem Brustepithel, dem
Knochenmark, der Hypophyse und der Leber nachgewiesen werden (Margetic et al. 2002).
Die Sekretion von Leptin ist pulsatil und folgt einer zirkadianen Rhythmik (Sinha et al.
1996; Licinio et al. 1997). Der Wirkzusammenhang des 1994 entdeckten Leptins mit
seinen komplexen neuroendokrinen Mechanismen ist noch nicht génzlich verstanden. Im
zentralen Nervensystem entfaltet Leptin seine Wirkung durch Bindung an Rezeptoren im
Hypothalamus und anderen Regionen (Scott et al. 2009). Die Konzentration des
zirkulierenden Leptin korreliert mit dem BMI (Considine et al. 1996; Ostlund et al. 1996;
Friedman und Halaas 1998). Ferner wirkt Leptin auf das Immunsystem, die Angiogenese
und ist an der Regulation des Knochenwachstums beteiligt (Sierra-Honigmann et al. 1998;
Takeda et al. 2002; Papathanassoglou et al. 2006). Es hat eine Schliisselfunktion im
Energiehaushalt und in der Regulation der Nahrungszufuhr inne, wobei es appetithemmend
wirkt (Williams et al. 2009). Bei Adipositas kann es im Rahmen einer Hyperleptindmie zu
einer partiellen, erworbenen Leptin-Resistenz bzw. -Toleranz kommen, bei der die
biologischen Effekte von Leptin weitgehend ausbleiben (Mark et al. 2002; Myers et al.
2008; Mantzoros et al. 2011).

5. Ziel dieser Arbeit
Die weltweit zunehmende Pridvalenz von Ubergewicht und Adipositas hat zur
massenhaften Anwendung verschiedenster Malnahmen zur Bekdampfung dieses
Krankheitsbilds gefiihrt. Jedoch haben viele der ergriffenen Malnahmen, so auch eine der
weltweit populdrsten Didtformen, die LCHFD, ihre Popularitdt nicht durch gesichertes
Wissen tiber ihre Wirkungsweise erlangt.
Ausgehend von Beobachtungen unserer Arbeitsgruppe, dass unter LCHFD eine
Suppression der somatotropen Achse erfolgt, sollte im Rahmen dieser Arbeit nun die
Umkehrbarkeit dieses Zusammenhangs im Rahmen von drei Studien an einem
Rattenmodell untersucht werden.
Hierbei sollten insbesondere folgende Fragen beantwortet werden:

—  Welchen Effekt auf die Korpergewichtsentwicklung, die Kérperzusammensetzung,

sowie die Serumkonzentrationen von Leptin und IGF-I hat die Gabe verschiedener
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Dosen Wachstumshormon im Vergleich zur Gabe der Kontrollsubstanz bei Ratten,
die mit normaler Nagerkost erndhrt werden?

— Wie wirkt sich die Gabe von Wachstumshormon bei Ratten, die eine LCHFD
erhalten, auf die Korpergewichtsentwicklung, die Kérperzusammensetzung sowie
die Serumkonzentrationen von Leptin und IGF-I aus?

— Lassen sich die unter Fiitterung einer LCHFD beobachteten Auswirkungen auf die
Korpergewichtsentwicklung, die Korperzusammensetzung, den Energieumsatz,
sowie die Serumkonzentrationen von Leptin, IGF-I und Wachstumshormon durch

die Gabe von Wachstumshormon antagonisieren?
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II Material und Methoden

1. Tiermodell, Haltung und Tétung

Fiir alle drei Versuche wurden méannliche Ratten des Stammes Wistar (Crl:WI outbred,
Charles River Laboratories Germany GmbH, Sulzfeld) verwendet. Alle Tiere wurden auf
Standard-Kleintierstreu in Einzelboxen aus Makrolon (Eurostandard Typ III, Tecniplast
Deutschland GmbH, HohenpeiRlenberg), mit Kafigdeckeln aus Metall, in einem separaten
Raum des Tierstalls der Medizinischen Klinik und Poliklinik IV gehalten. Vor Beginn der
Messungen wurde eine 14-tdgige Adaptationsphase eingehalten. Die Tiere wurden in
dieser Zeit an alle Personen und Materialien, mit denen sie wahrend des eigentlichen
Versuches regelmdllig Kontakt hatten, gewohnt. So wurden den Tieren wéhrend dieser
Phase auch regelmélig Injektionen der Kontrollsubstanz verabreicht. Vor Studie 3
verbrachten alle Tiere zur Gewéhnung abwechselnd Zeit in dem Kaéfig mit dem speziellen
Kunststoffdeckel, welcher fiir die kalorimetrischen Messungen dieser Studie zur Kontrolle
des Luftflusses notwendig war. Wéhrend der Phase der Eingewthnung und wahrend der
Versuche herrschten stets standardisierte Bedingungen (siehe Tabelle 2-1). Wahrend der
Dunkelphase wurde im Tierstall bei Fiitterung, Reinigung und Injektionsbehandlung nur
Rotlicht verwendet, da dieses von Ratten kaum wahrgenommen werden kann (Weiss et al.

1996).

Licht-Dunkel-Regime | 12h/12h
kiinstliches Licht von 23 bis 11 Uhr

Lufttemperatur* 20,5+ 0,8 °C

Luftfeuchtigkeit* 62 +4,2%

Zugang zu Frischwasser | Ad libitum per Nippeltranke

Tab. 2-1: Haltungsbedingungen der Tiere.
* Mittelwerte + Standardabweichung; wahrend allen Studien taglich erfasst

Den mit dem Standard-Trockenfuttermittel gefiitterten Tieren wurde das Futter in einem
Futterkorb im Deckel der Box angeboten; bei den Tieren, die die LCHFD bekamen, wurde

das Futter, das aufgrund des hohen Fettanteils eine pastdose Konsistenz hat, in

Porzellanschalen im Kéfig platziert. Alle Tiere hatten, unabhdngig vom verwendeten
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Futter, identische Bedingungen im Kifig (Nippeltrdanke, Porzellanschale, Futterkorb). Die
Einstreu sowie Frischwasser wurden ein Mal pro Woche gewechselt.

Am Ende jeder Studie wurden alle Tiere getotet. Zuvor wurde jedes Tier fiir sechs Stunden
geniichtert, und jeweils unmittelbar vor der Tétung aus dem Tierstall in einen benachbarten
Raum zur Narkotisierung und anschliefend in einen weiteren Raum zur Dekapitation
gebracht. Die Narkose erfolgte durch Inhalation von Isofluran (Forene®, Abbott GmbH &
Co. KG, Wiesbaden) in einem separaten Behdlter; sobald die Tiere das Bewusstsein
verloren hatten, wurden sie mit einer Guillotine (Eigenfabrikat) dekapitiert.

Alle Tierversuche fanden mit Genehmigung der Regierung von Oberbayern statt
(Aktenzeichen 55.2-1-54-2531.6-47-05). Die Entsorgung der getoteten Tiere erfolgte nach
Gewinnung des Probenmaterials gemald den Bestimmungen des

Tierkorperbeseitigungsgesetzes (BGBI 2001).

2. Lebendgewichtbestimmung

Alle Tiere wurden ab ihrer Lieferung tdglich in der ersten Stunde der Dunkelphase
gewogen. Um eine moglichst genaue Bestimmung des Gewichts zu gewdhrleisten, wurde
eine Waage (Sartorius CP 2201, Sartorius AG, Géttingen) mit dynamischer Wéagefunktion
(20 aufeinander folgende Messungen innerhalb von zwei Sekunden und Errechnung des
Mittelwerts) benutzt, wodurch Verfdlschungen durch Bewegungen der Versuchstiere
minimiert wurden. Die Gewichtsangaben in Gramm wurden auf eine Nachkommastelle

genau erfasst.

3. Futter, Pair Feeding

Wihrend der Eingewodhnungsphase wurden alle Tiere mit einem pelletierten
Standardtrockenfuttermittel (Standard Lab Chow, im Folgenden ,,Chow* genannt, ssniff
Spezialdidten GmbH, Soest) gefiittert. Im Verlauf der Studien erhielten alle Tiere je nach
Gruppenzugehorigkeit entweder weiterhin Chow oder eine pastose LCHFD (im Folgenden
,LCHFD*“ genannt, ssniff Spezialdidten GmbH, Soest). Die Zusammensetzungen der
beiden Didten sind in Tabelle 2-2 dargestellt. Beiden Kostformen waren Vitamine und
Mineralstoffe gemaRl den Vorgaben des National Research Council zugesetzt (NRC 1995).
Per Nippeltranke hatten alle Tiere ad libitum Zugriff auf Frischwasser.

Friihere Studien mit dieser LCHFD haben gezeigt, dass diese Kostform im Vergleich mit
Chow von Ratten bevorzugt wird und mit LCHFD gefiitterte Tiere bei ad libitum

angebotener Nahrung héhere Mengen (etwa 20% mehr) an Kalorien konsumieren. Deshalb
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wurde in den Studien mit LCHFD durch pair feeding gewahrleistet, dass die
aufgenommene Nahrung aller Gruppen den gleichen Brennwert enthélt. Taglich wurde zu
Beginn der Dunkelphase zundchst bei den Tieren der Chow-Gruppen die durchschnittliche
Futteraufnahme durch Wiegen des vom Vortag verbliebenen Futters bestimmit.
AnschlieBend wurde die darin enthaltene Energie errechnet und ermittelt, welcher Menge
LCHFD dieser Brennwert entspricht und die entsprechende isokalorische Menge dieser
Didt den Tieren der LCHFD-Gruppen zu Beginn der Dunkelphase verabreicht. Am
Folgetag wurde jeweils kontrolliert, ob die Tiere der LCHFD-Gruppen die ihnen
angebotene Nahrung vollstandig verzehrt haben, was an allen Tagen der betroffenen

Studien der Fall war.

Chow LCHFD
Kohlenhydrate 58 % 1,3%
Fett 9 % 94 %
Protein 33 % 4,2 %
Energiedichte 3,04 kcal/g 7,5 kcal/g
Tab. 2-2: Zusammensetzung der verwendeten Didten; Prozentangaben stellen den Anteil am

Energiegehalt der Kostformen dar

4. Wachstumshormon und Kontrollsubstanz

Bei dem im Rahmen der vorgestellten Studien verwendeten Wachstumshormonpraparat
handelt es sich um ein rekombinantes humanes Wachstumshormon, das in Escherichia
coli exprimiert wurde (Norditropin, Novo Nordisk Pharma GmbH, Mainz). Als
Kontrollsubstanz wurde dasselbe Volumen destilliertes Wasser (Aqua ad iniectabilia
[Aqua ad ini.]) verabreicht (Ecoflac plus, B. Braun Melsungen AG, Melsungen). Beide
Substanzen wurden subkutan mit sterilen Einwegspritzen (BD Micro-Fine+ 30G, Becton
Dickinson GmbH, Heidelberg) appliziert. Hierzu wurde der Kopf der Tiere der Hand
fixiert und die Injektion im Bereich des Riickens vorgenommen (s. Abb. A-1 im Anhang).
Um lokale Akkumulationen der verabreichten Substanzen sowie Reaktionen des Gewebes,
die die Resorption beeinflussen konnten (Fibrosierungen), zu vermeiden, wurden die
Injektionen an wechselnden Stellen vorgenommen. Hierzu wurde folgendes Schema
entwickelt: Auf der in Bauchlage fixierten und von dorsal betrachteten Ratte wurden vier

Punkte am Riicken, entsprechend den Uhrzeiten 3, 6, 9 und 12 Uhr eines Zifferblatts,
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festgelegt (s. Abb. A-2 im Anhang). Nun wurde, beginnend bei ,,12 Uhr“, die Einstichstelle

bei jeder Injektion im Uhrzeigersinn gewechselt.

5. Kalorimetrie
In Studie 3 wurden in einem Kaloriemetriesystem (CaloSys Calorimetry Module, TSE
Systems GmbH, Bad Homburg) die Parameter Energieumsatz und respiratorischer

Quotient mittels indirekter Kalorimetrie im offenen System bestimmt.

a) Indirekte Kalorimetrie — Grundlagen

Bei der indirekten Kalorimetrie erfolgt die Bestimmung der von einem Organismus
produzierten Energie nicht in Form von Messung der produzierten Warme (direkte
Kalorimetrie), sondern durch die Ermittlung des verbrauchten Sauerstoffs (O,) und der
Produktion von Kohlenstoffdioxid (CO;). Die Menge des produzierten Sauerstoffs ist ein
Mal fiir die Energie- bzw. Warmeproduktion, weil Energie auf zellulirer Ebene unter
Normalbedingungen hauptsachlich durch den oxidativen Abbau der Né&hrstoffe aus der
Nahrung bzw. der korpereigenen Energiespeicher gewonnen wird und die
Speicherkapazitdt des Korpers fiir Sauerstoff sehr gering ist (Schutz 1997; Noack 1999;
Grote 2000).

Das Verhdltnis von Sauerstoffaufnahme und Kohlendioxidabgabe wird als respiratorischer
Quotient (RQ) bezeichnet. Da der oxidative Abbau der Makrondhrstoffe nach einer im
Prinzip verstandenen Stochiometrie erfolgt, l1dsst sich jedem Nahrstoff ein bestimmtes
Verhdltnis an Kohlendioxidproduktion und Sauerstoffverbrauch zuordnen (Jeukendrup und
Wallis 2005). Somit kann aus dem respiratorischen Quotienten in Kenntnis der
physiologischen Brennwerte der utilisierten Nahrstoffe der Energieumsatz berechnet
werden. Zur exakten Berechnung benotigt man als Mal3 des Proteinkatabolismus zusétzlich
die Stickstoffausscheidung im Urin, jedoch kann man den Energieumsatz auch ohne diese
GroRe mittels verschiedener Formeln berechnen. Das im Rahmen dieser Arbeit verwendete
Messsystem berechnet den Energieumsatz automatisch aus den Messwerten der

Atemgasanalyse basierend auf der Gleichung von Weir (Weir 1949).

b) Aufbau und Betrieb der metabolischen Kifige
Das verwendete Kalorimetriesystem ist eine kommerziell erhdltliche Anlage zur indirekten

Kalorimetrie bei Labornagern. Der schematische Aufbau ist in Abbildung 2-1 dargestellt.
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Abb. 2-1: Schematischer Aufbau des Kalorimetriesystems. Kéfig 2 ist exemplarisch zur

Gasanalyse angeschlossen.

Das System besteht aus einer Control Unit, die Sensoren zur Ermittlung der
Konzentrationen von O, und CO; enthédlt. Uber eine von der Control Unit angesteuerte
Pumpe wird Raumluft mit einer konstanten Durchflussrate von ca. 2 I/min durch die vier
Messkéfige gepumpt (offenes System). Die Schlauchverbindungen zwischen den Kéafigen
und der Control Unit sind mit einer Weiche so angeordnet, dass abwechselnd Proben aus
den vier Messkdfigen genommen werden kénnen. Die Control Unit, die auBerdem die
Temperatur misst, steht in Verbindung mit einem Computer, mit dessen Software
(LabMaster CaloSys, TSE Systems GmbH, Bad Homburg) die Anlage gesteuert wird
sowie alle Messwerte aufgezeichnet und abgeleitete Groéen (Sauerstoffverbrauch,
Kohlendioxidproduktion und Energieumsatz, s. 0.) berechnet werden.

Die Tiere blieben fiir die Messungen in ihrer Box, allerdings wurde der Kéafigdeckel durch
einen luftdicht schlieBenden Kunststoffdeckel ersetzt; die Wasserflasche mit Nippeltranke
sowie ein Futterkorb fiir Chow waren an diesem Deckel befestigt. Alle Messkafige wurden
kontinuierlich mit Raumluft durchstromt. Nacheinander wurden fiir jeweils drei Minuten
die Konzentrationen von O, und CO; in einem der vier Kéfige gemessen. AuRerdem wurde

fiir ebenfalls drei Minuten die entsprechende Zusammensetzung der Raumluft analysiert,
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so dass ein Messzyklus 15 Minuten in Anspruch nahm. Um die Messgenauigkeit zu
erhbhen wurde zur Vermeidung von Kondenswasser der Luft des jeweils mit der
Sensoranlage verbundenen Kifigs Luftfeuchtigkeit entzogen und der Luftstrom zusétzlich
gefiltert. In der in die Control Unit geleitete Luft wurde mit einem Infrarot-Gassensor die
Konzentration von CO, und mit einem Sensor aus zwei Zirkonium-stabilisierten
Elektroden die Konzentration von O, bestimmt. Die Sensoren wurden in regelméfigen
Abstdnden durch Kalibrierung gegen ein standardisiertes Testgas geeicht.

Alle Datensétze, in denen der RQ Werte von unter 0,5 und tiber 1,5 betrug, wurden nicht in
die Analyse miteinbezogen (offensichtliche Fehlmessungen). Aufgrund der zirkadianen
Rhythmik des Aktivitdtsniveaus der Ratten werden die Ergebnisse der Messungen des
respiratorischen Quotienten und des Energieumsatzes getrennt nach Lichtphase

(Ruhephase) und Dunkelphase (Aktivphase) ausgewertet.

6. Gewinnung und Aufbereitung des Probenmaterials
Unmittelbar nach der Dekapitation erfolgte die Gewinnung der Probenmaterialien Blut und

Fettgewebe.

a) Serum

Zur Gewinnung von Serum wurde sofort nach der Tétung das jeweils dekapitierte Tier fiir
einige Sekunden iiber ein Trichtersystem platziert und das aus den Karotiden und
Halsvenen austretende Blut in ein R6hrchen mit einem Gerinnungsaktivator (S-Monovette
Serum Gel, Sarstedt AG & Co, Niimbrecht) aufgefangen. Gemall den Angaben des
Herstellers wurde das verschlossene Réhrchen mehrmals vorsichtig geschwenkt um das
gewonnene Vollblut mit dem Gerinnungsaktivator zu vermischen. Anschliefend wurde bis
zur vollstindigen Gerinnung der Probe das Rohrchen 15 Minuten aufrecht bei
Raumtemperatur gelagert und fiir 10 Minuten mit 3000 Umdrehungen pro Minute bei 15°C
zentrifugiert (Jouan GR422, Thermo Electron Deutschland GmbH & Co. KG, Karlsruhe).
Der Uberstand (Serum) des zentrifugierten Materials wurde abpipettiert und in speziellen
Roéhrchen (CryoTube, Nunc GmbH & Co KG, Langenselbold) bei -80 °C bis zur weiteren
Verwendung tiefgefroren (Heraeus Herafreeze BasicFreezer, Thermo Electron
Deutschland GmbH & Co. KG, Karlsruhe). Aufgrund Materialmangels konnten in

Einzelfédllen Untersuchungen nicht durchgefiihrt werden.
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b) Bestimmung des Korperfettanteils

Die entbluteten Tiere wurden auf den Riicken gelegt und das Abdomen mit einer
Stichinzision und einem Schnitt in der Medianen erdffnet (s. Abb. A-3 im Anhang). Das
Skrotum wurde von inguinal er6ffnet, sein Inhalt mobilisiert und das rechte epididymale
Fettgewebe von Samenstrang, Nebenhoden und Hoden abprépariert und dessen Gewicht
bestimmt (s. Abb. A-4 im Anhang). Nach einer Mobilisation des Magen-Darm-Pakets
wurde lber einen Zugang kaudal der Leber das Retroperitoneum eroffnet und das die
rechte Niere umgebende perirenale Fettkompartiment von der Niere gelost und ebenfalls
gewogen (s. Abb. A-5 und A-6 im Anhang). Auflerdem wurde das rechte inguinale
subkutane Fett mittels eines Skalpells mit breiter Klinge von der Innenseite der Bauchwand
bis auf die Dermis abprépariert (s. Abb. A-7 im Anhang). Als kraniale Begrenzung dieses
Fettkompartiments wurde die Hohe des Xiphoids definiert; das so gewonnene Fettgewebe

wurde ebenfalls sofort gewogen.

7. Biochemische Methoden

a) Immunoassays — Grundlagen

Immunoassays sind immunologische Nachweisverfahren, die die Fahigkeit der
spezifischen Bindung von Antikérpern und Antigenen nutzen, um letztere in biologischen
Proben zu quantifizieren. Man unterscheidet grundsdtzlich kompetitive Immunoassays,
welche eher fiir die Messung relativ kleiner Molekiile geeignet sind, und die in dieser
Arbeit verwendeten Sandwich-Immunoassays, die heutzutage in aller Regel zur
Bestimmung von grolen Eiweimolekiilen eingesetzt werden. In beiden Assaysystemen
erfolgt die Quantifizierung des Antigens in der Probe durch Vergleich des Signals mit dem
Signal einer Standardreihe mit bekannten Antigenkonzentrationen. Zur Signalgebung
werden verschiedene Detektionstechniken eingesetzt: Radioaktivitdt (Radioimmunoassays,
immunradiometrische Assays), Fluoreszenz (immunfluorometrische ~ Assays,
Fluoreszenzimmunoassays), Chemilumineszenz (Lumineszenzimmunoassays, immuno-
luminometrische Assays) sowie Kolorimetrie (enzymgekoppelte Immunadsorptionstests,

enzyme linked immunosorbent assays (ELISA))(Goldsby et al. 2003).

b) Durchfithrung
Alle Hormonwerte wurden mit kommerziell erhédltlichen Assay Kits und gemal den
Regeln der guten Laborpraxis bestimmt (OECD 1999). Die tiefgefrorenen Proben wurden

vor Beginn des jeweiligen Assays bei Raumtemperatur vollstandig aufgetaut. Neben der
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Messung der aus den Studien gewonnenen Proben wurden in den Assay Kits enthaltene
Standardkonzentrationen zur Erstellung einer Standardkurve sowie Kontrollproben
gemessen. Alle Messungen wurden immer in zweifacher Ausfiilhrung vorgenommen. Die
Messung der Absorption bei den jeweiligen Wellenldngen und die Umrechnung dieser
Werte in Konzentrationen gemdl der Standardkurve wurden mit einem Photometer

durchgefiihrt (Tecan Spectra II, Tecan trading AG, Ménnedorf, Schweiz).

c¢) Leptin

In den Studien 1 und 2 wurde Leptin mit einem ELISA gemessen (DSL ACTIVE Murine
ELISA Kit, Diagnostic Systems Laboratories Inc., Webster, USA). Bei diesem Assay
werden die Serumproben simultan mit einem auf einer Mikrotiterplatte fixierten und mit
einem mit Meerrettichperoxidase (horseradish peroxidase, HRP) markierten Anti-Leptin-
Antikorper inkubiert. Nach einer weiteren Inkubation mit dem  Substrat
Tetramethylbenzidin (TMB) wird die enzymatische Farbreaktion mit einer sauren
Stopplésung angehalten und das Absorptionsvermégen der gefarbten Losung bei 450 und
620 nm Wellenldnge photometrisch bestimmt. Die Hormonkonzentration ist proportional
der Intensitdt der Farbreaktion. Dieser Assay besitzt eine Intra-Assay-Genauigkeit von
5,4 — 6,9 % und eine Inter-Assay-Genauigkeit von 3,8 — 4,7 % (Angaben des Herstellers).
Fiir Studie 3 wurde zur Bestimmung der Serumleptinkonzentrationen ein anderer ELISA
(m/rLeptin-ELISA Kit, Mediagnost, Reutlingen) verwendet. Die Serumproben wurden hier
mit einem auf einer Mikrotiterplatte fixierten und mit einem biotinylierten Anti-Leptin-
Antikorper inkubiert. Nach einer weiteren Inkubation mit einem Enzymkonjugat
(Peroxidase-markiertes Streptavidin) sowie einer Substratlésung (TMB) und Zugabe einer
Stopplésung wurde die Farbreaktion durch Messung der Absorption bei 450 und 620 nm
Wellenldnge photometrisch quantifiziert. Der Test besitzt eine Intra-Assay-Genauigkeit
von unter 4,4 % und eine Inter-Assay-Genauigkeit von unter 4,7 % (Angaben des

Herstellers).

d) IGF-I

In allen Studien wurde die Konzentration von IGF-I im Serum mittels eines ELISA
(OCTEIA Rat/Mouse IGF-I IEMA, IDS Immunodiagnostic Systems Limited, Boldon, UK)
gemessen. Das IGF-I aus den Proben bindet an einem auf einer Mikrotiterplatte fixierten
Anti-IGF-I-Antikoérper und wird mit einem zweiten, biotinylierten Anti-IGF-I-Antikdrper

inkubiert. Anschliefend wird an Avidin gebundene HRP zugegeben und die Farbreaktion
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mit TMB in Gang gesetzt; mit 0,5-molarer Salzsdure als Stopplosung wird die Reaktion
gestoppt und die Farbintensitdt bei 450 und 650 nm Wellenldnge gemessen. Der Test
besitzt eine Intra-Assay-Genauigkeit von 4,3 — 7,3 % und eine Inter-Assay-Genauigkeit

von 6,3 — 8,8 % (Angaben des Herstellers).

e) GH

Die Serumkonzentration von GH wurde in Studie 3 mit einem ELISA (ACTIVE
Mouse/Rat Growth Hormone ELISA, Diagnostic Systems Laboratories Inc., Webster,
USA) gemessen. Die Serumproben wurden mit einem auf einer Mikrotiterplatte fixierten
und mit einem mit HRP markierten Anti-GH-Antikorper inkubiert. Nach einer weiteren
Inkubation mit dem Substrat (TMB) wird die enzymatische Farbreaktion mit einer sauren
Stopplésung angehalten und die Absorption der gefarbten Losung bei 450 und 620 nm
Wellenldnge photometrisch bestimmt. Der Test besitzt eine Intra-Assay-Genauigkeit von
2,23 — 8,61 % und eine Inter-Assay-Genauigkeit von 3,43 — 8,95 % (Angaben des

Herstellers).

8. Statistische Analyse

Alle statistischen Berechnungen der im Rahmen dieser Arbeit erhobenen Daten wurden
mit spezieller Software (SPSS 16.0 und PASW Statistics 17.0, SPSS Inc., Chicago, USA)
durchgefiihrt. Zunédchst wurden hiermit immer die Gruppen einer Studie mit dem Kruskal-
Wallis-H-Test auf das Vorliegen von signifikanten Unterschieden beziiglich der gepriiften
Testvariable untersucht. Konnte ein signifikanter Unterschied nachgewiesen werden,
wurden jeweils zwei Gruppen der Studie mit dem Mann-Whitney-U-Test gepriift.

Die Angabe des Signifikanzwerts p bezieht sich immer auf die asymptotische Signifikanz
(zweiseitig) des jeweils durchgefiihrten Signifikanztests. Als Signifikanzgrenze wurde eine
Irrtumswahrscheinlichkeit von weniger als 5 % (p < 0,05; ,,signifikant“) bzw. von weniger

als 1 % (p < 0,01; ,,hochsignifikant®) festgelegt.

9. Studiendesign

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei Pilotstudien (Studie 1 und 2) und ein
Hauptexperiment (Studie 3) durchgefiihrt. Die Einteilung der Tiere einer Studie in die
jeweiligen Gruppen erfolgte vor Studienbeginn nach Akklimatisation der Tiere anhand des
Korpergewichts, so dass in allen Gruppen der jeweiligen Studie das mittlere

Korpergewicht anndhernd identisch war (weight-matched groups).
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a) Studie 1

Ziel von Studie 1 war es, den Einfluss einer zehntdgigen GH-Gabe bei gesunden,
normalgewichtigen Tieren auf die Korpergewichtsentwicklung, den Korperfettanteil,
Leptin, und IGF-I zu bestimmen. Hierzu wurden zwolf Tiere auf drei Gruppen a vier Tiere
verteilt; das mittlere Gewicht der Tiere betrug bei Beginn der Studie 384,2 + 10,6 g
(enstprechend einem Lebensalter von ca. zehn Wochen). Alle drei Gruppen wurden mit
Chow gefiittert und erhielten zweimal tdglich (jeweils zu Beginn und gegen Ende der
zwolfstiindigen Dunkelphase) eine Injektion; die Tiere der Gruppe 1 erhielten Injektionen
der Kontrollsubstanz (Control), wahrend den Tieren der Gruppen 2 und 3 GH injiziert
wurde (s. Tab. 2-3). Die GH-Dosis in Gruppe 2 betrug 0,06 mg/d (GH low dose) und in
Gruppe 3 0,6 mg/d (GH high dose), entsprechend einer Dosis von ca. 0,15 mg/kg/d
(Gruppe 2) und 1,5 mg/kg/d (Gruppe 3).

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3
Diat Chow Chow Chow
Iniektionen Control GH low dose GH high dose
) (Aqua ad ini.) (0,06 mg/d) (0,6 mg/d)
Tab. 2-3: Kostform und Injektionen der Gruppen in Studie 1
b) Studie 2

In Studie 2 wurde untersucht, ob und in welcher Dosis die Gabe von GH den Einfluss einer
LCHFD auf die Entwicklung des Korpergewichts, den Korperfettanteil, Leptin und IGF-I
in einem Zeitraum von 16 Tagen kompensiert. Hierzu wurden zwolf gesunde,
normalgewichtige Tiere auf drei Gruppen a vier Tiere verteilt; das mittlere Gewicht der
Tiere betrug bei Beginn der Studie 371,2 + 11,4g (entsprechend einem Lebensalter von ca.
neun Wochen). Alle Tiere erhielten zwei Mal tdglich (jeweils zu Beginn und gegen Ende
der zwolfstiindigen Dunkelphase) eine Injektion; die Tiere der Gruppe 1 erhielten
Injektionen der Kontrollsubstanz (Control) wahrend den Tieren der Gruppen 2 und 3 GH
injiziert wurde (s. Tab. 2-4; Dosis in Gruppe 2 ca. 0,15 mg/kg/d [GH low dose] und in
Gruppe 3 ca. 1,5 mg/kg/d [GH high dose]). Die Tiere in Gruppe 1 fungierten als
Kontrollgruppe und wurden mit Chow gefiittert, wahrend die Tiere in den Gruppen 2 und 3
LCHFD erhielten. Da diese Studie primdr der Dosisfindung einer GH-Gabe auf die
genannten Endpunkte diente, wurde keine zusdtzliche Kontrollgruppe (LCHFD mit

Injektionen der Kontrollsubstanz) mitgefiihrt.
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Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3
Diat Chow LCHFD LCHFD
Iniektionen Control GH low dose GH high dose
) (Aqua ad ini.) (0,06 mg/d) (0,6 mg/d)
Tab. 2-4: Kostform und Injektionen der Gruppen in Studie 2
c¢) Studie 3

In dieser Studie wurde an insgesamt 32 gesunden, normalgewichtigen Tieren untersucht,
ob sich die bekannten Effekte der LCHFD auf die Entwicklung des Korpergewichts, den
Korperfettanteil, Leptin, IGF-I und GH durch die hochdosierte Gabe von GH aufheben
lassen. Fiir diese 16-tdgige Studie wurden die Tiere in vier Gruppen a acht Tiere aufgeteilt;
das Gewicht der Tiere betrug zu Beginn der Studie 448,3 + 23,2 g, was einem Alter von ca.
zwOlf Wochen entspricht. Die Gruppen 1 und 2 erhielten Chow und die Gruppen 3 und 4
LCHFD. Alle Tiere erhielten zweimal tdglich (jeweils zu Beginn und gegen Ende der
zwolfstiindigen Dunkelphase) eine Injektion; die Tiere der Gruppen 1 und 3 erhielten
Injektionen der Kontrollsubstanz (Control) wahrend den Tieren der Gruppen 2 und 4 GH
(0,9 mg/d [GH high dose], entsprechend einer Dosis von ca. 2 mg/kg/d) injiziert wurde (s.
Tab. 2-5).

Des Weiteren wurde in dieser Studie bei vier Tieren jeder Gruppe vor Beginn (Baseline)
und vor Beendigung der Studie (Post) der Energieumsatz mittels indirekter Kalorimetrie
bestimmt. Eine Messung dauerte jeweils 48 Stunden, mit zwei Unterbrechungen (jeweils
zu Beginn der Dunkelphase zur Messung des Korpergewichts und zur Injektion). Bei der
ersten Unterbrechung wurde den Tieren die komplette Tagesdosis (doppelte Injektion)
verabreicht, um den Messvorgang der Kalorimetrie nicht am Ende der Dunkelphase erneut

pausieren zu miissen.

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppe 4
Diat Chow Chow LCHFD LCHFD
Iniektionen Control GH high dose Control GH high dose
) (Aqua ad ini.) (0,9 mg/d) (Aqua ad ini.) (0,9 mg/d)
Tab. 2-5: Kostform und Injektionen der Gruppen in Studie 3
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IIT Ergebnisse

A Studie 1: Dosisabhdngige Effekte von Wachstumshormon unter Chow

1. Entwicklung des Korpergewichts

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3
Chow, n Chow, n Chow, n
Control GH low dose GH high dose
Verdnderung des
Korpergewichts (%) 51+0,8 4 6,2+ 1,6 4 9,5+ 1,0 4

Tab. 3-1: Mittlere Verdnderungen des Korpergewichts relativ zur Basalmessung (definiert als

100 %). Mittelwerte + Standardabweichung

Die Entwicklung des Koérpergewichts der Versuchstiere in Studie 1 ist in Tabelle 3-1 und
Abbildung 3-1 dargestellt. In allen Gruppen haben die Tiere ihr Kérpergewicht im Verlauf
der Studie vergrolert. Beide mit Wachstumshormon behandelten Gruppen weisen im
Vergleich zu der mit Kontrollsubstanz behandelten Gruppe einen gréeren Zuwachs auf.
Der Unterschied der Gewichtszunahme zwischen den Gruppen ist statistisch signifikant
(p = 0,021). Die Korpergewichtszunahme der mit der geringen Dosis Wachstumshormon
behandelten Tiere (Gruppe 2) unterscheidet sich nicht signifikant wvon der
Gewichtsverdanderung der mit Kontrollsubstanz behandelten Tiere (Gruppe 1) (p = 0,386),
jedoch besteht ein signifikanter Unterschied zwischen der mit der hohen Dosis
Wachstumhormon behandelten Gruppe (Gruppe 3) und der mit Kontrollsubstanz
(Gruppe 1) sowie der mit der niedrigen Dosis Wachstumshormon behandelten Gruppe

(Gruppe 2) (jeweils p = 0,020).
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Abb. 3-1: Mittlere Verdanderungen des Korpergewichts relativ zur Basalmessung (definiert als

100 %). Mittelwerte + Standardabweichung. * p < 0,05

2. Korperzusammensetzung

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3
Chow, n Chow, n Chow, n
Control GH low dose GH high dose
Fettmasse (%) 3,9+0,3 4 4,0+0,3 4 3,9+04 4

Tab. 3-2:

100 %). Mittelwerte + Standardabweichung

Der durchschnittliche

Anteil

der

Summe der

exstirpierten

Fettdepots

Mittlere Anteile der exstirpierten Fettgewebe am Korperendgewicht (definiert als

dam

Gesamtkorpergewicht der Tiere aus Studie 1 ist in Tabelle 3-2 und Abbildung 3-2
dargestellt. In allen 3 Gruppen fand sich ein anndhernd identischer Fettanteil. Die

geringfiigigen Unterschiede sind statistisch nicht signifikant (p = 0,735).
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Anteil der exstirpierten Fettgewebe (%)

Abb. 3-2:

Gruppe 2

100 %). Mittelwerte + Standardabweichung

3. Hormonwerte

Gruppe 3

Mittlere Anteile der exstirpierten Fettgewebe am Korperendgewicht (definiert als

a) Leptin
Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3
Chow, n Chow, n Chow, n
Control GH low dose GH high dose
Leptin (ng/ml) 1,2+0,4 3 0,9+0,4 4 1,1+04 3
Tab. 3-3: Mittlere Serumleptinkonzentrationen. Mittelwerte + Standardabweichung

Die Serumkonzentrationen von Leptin der drei Gruppen unterscheiden sich geringfiigig. Es

fanden sich keine statistisch signifikanten Unterschiede (p = 0,408; s. Tab. 3-3 u. Abb.

3-3).




ERGEBNISSE

23

1,8
1,6 1
1,4
1,2 4
1,0 1
0,8
0,6

0,4 1

Leptinkonzentration im Serum (ng/ml)

0,2 1

0,0 -

Abb. 3-3:

b) IGF-I

Gruppe 1

Gruppe 2

Gruppe 3

Mittlere Serumleptinkonzentrationen. Mittelwerte + Standardabweichung

Gruppe 1

Chow,
Control

Gruppe 2

Chow,
GH low dose

Gruppe 3

Chow,
GH high dose

IGF-I (ng/ml)

1691,9 + 2429

1728,4 + 246,3

1750,5 + 182,1

Tab. 3-4:

Mittlere IGF-I-Konzentrationen im Serum. Mittelwerte + Standardabweichung

Die mittleren IGF-I-Werte der Tiere aller 3 Gruppen sind nahezu identisch (Tabelle 3-4 u.

Abb. 3-4); die Unterschiede sind statistisch nicht signifikant (p=0,874).
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Abb. 3-4:
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Mittlere IGF-I-Konzentrationen im Serum. Mittelwerte + Standardabweichung
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B Studie 2: Dosisabhdngige Effekte von Wachstumshormon unter LCHFD

1. Entwicklung des Korpergewichts

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3
Chow, n LCHFD, n LCHFD, n
Control GH low dose GH high dose
Verdnderung des
Korpergewichts (%) 129+ 1,7 4 45+11 4 3,9+ 1,0 4
Tab. 3-5: Mittlere Verdnderungen des Korpergewichts relativ zur Basalmessung (definiert als

100 %). Mittelwerte + Standardabweichung

Die Entwicklung des Koérpergewichts der Versuchstiere in Studie 2 ist in Tabelle 3-5 und
Abbildung 3-5 dargestellt. Beide mit Wachstumshormon behandelten und mit LCHFD
gefiitterten Gruppen (Gruppen 2 und 3) weisen eine im Vergleich zu der mit Chow
gefiitterten und mit Kontrollsubstanz behandelten Gruppe (Gruppe 1) eine deutlich
geringere Korpergewichtszunahme auf. Der Unterschied zwischen den Gruppen ist
statistisch signifikant (p = 0,023). Der Unterschied zwischen Gruppe 1 und Gruppe 2 ist
statistisch signifikant (p = 0,021), ebenso der Unterschied zwischen der Gruppe 1 und 3 (p
=0,021). Zwischen den beiden mit LCHFD gefiitterten Gruppen, die Wachstumshormon in
niedriger (Gruppe 2) und hoher (Gruppe 3) Dosis injiziert bekamen, besteht kein
signifikanter Unterschied (p = 0,564).
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Abb. 3-5: Mittlere Verdanderung des Korpergewichts relativ zur Basalmessung (definiert als

100 %). Mittelwerte + Standardabweichung. * p < 0,05
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2. Korperzusammensetzung
Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3
Chow, n LCHFD, n LCHFD, n
Control GH low dose GH high dose
Fettmasse (%) 3,8+0,4 4 42 +0,4 4 3,7+0,7 4

Tab. 3-6: Mittlere Anteile der exstirpierten Fettgewebe am Korperendgewicht (definiert als

100 %). Mittelwerte + Standardabweichung

Der durchschnittliche Anteil der Summe der exstirpierten Fettdepots am Gesamtkdrper-
gewicht der Tiere aus Studie 2 ist in Tabelle 3-6 und Abbildung 3-6 dargestellt. Zwischen
den beiden mit GH behandelten, mit LCHFD-gefiitterten Gruppen und der mit
Kontrollsubstanz behandelten Gruppe besteht kein statistisch signifikanter Unterschied
(p =0,531).

5,

Anteil der exstirpierten Fettgewebe (%)

Gruppe 1

Gruppe 2 Gruppe 3

Abb. 3-6: Mittlere Anteile der exstirpierten Fettgewebe am Korperendgewicht (definiert als

100 %). Mittelwerte + Standardabweichung.
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3. Hormonwerte

a) Leptin
Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3
Chow, n LCHFD, n LCHFD,
Control GH low dose GH high dose
Leptin (ng/ml) 0,8 +0,3 3 1,8+£0,3 4 2,1+0,7
Tab. 3-7: Mittlere Serumleptinkonzentrationen. Mittelwerte + Standardabweichung

Die mit Chow gefiitterte und mit Kontrollsubstanz behandelte Gruppe (Gruppe 1) weist
deutlich niedrigere Leptinkonzentrationen im Serum als die beiden mit LCHFD gefiitterten
und mit Wachstumshormon behandelten Gruppen (Gruppen 2 und 3) auf. Die
durchschnittliche Serumleptinkonzentration der mit der hohen Dosis Wachstumshormon
behandelten Gruppe (Gruppe 3) liegt etwas hoher als die der mit der niedrigeren Dosis
behandelten Tiere (Gruppe 2) (s. Tab 3-7 u. Abb. 3-7). Die statistische Analyse dieser
Leptinkonzentrationen zeigt einen gerade signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen
(p = 0,049). Der Unterschied zwischen den Gruppen 1 und 2 ist statistisch nicht signifikant
(p = 0,057), der Unterschied zwischen Gruppe 1 und Gruppe 3 hingegen ist signifikant (p =
0,034). Die beiden mit LCHFD gefiitterten und mit Wachstumshormon behandelten
Gruppen (Gruppen 2 und 3) weisen einen geringen, statistisch nicht signifikanten

Unterschied auf (p = 0,773).

3,0 1

2,5

2,0 1

1,5 1

Leptinkonzentration im Serum (ng/ml)

Gruppe 1 Gruppe 2

Gruppe 3

Abb. 3-7:  Mittlere Serumleptinkonzentrationen. Mittelwerte + Standardabweichung. * p < 0,05
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b) IGF-1
Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3
Chow, n LCHFD, n LCHFD, n
Control GH low dose GH high dose
IGF-I (ng/ml) 1568,8 +186,4 | 4 | 1117,3+54,2 | 4 | 1066,0 +264,9 | 4
Tab. 3-8: Mittlere IGF-I-Konzentrationen im Serum. Mittelwerte + Standardabweichung

Die Mittelwerte der IGF-I-Konzentrationen im Serum der 3 Gruppen dieser Studie sind in
Tabelle 3-8 und Abbildung 3-8 dargestellt; sie unterscheiden sich statistisch signifikant
(p = 0,025). Die mit Chow gefiitterte und mit Kontrollsubstanz behandelte Gruppe 1 weist
die hochste durchschnittliche IGF-I-Konzentration auf und unterscheidet sich sowohl von
der mit LCHFD gefiitterten und mit der niedrigen Dosis Wachstumshormon behandelten
Gruppe 2 (p = 0,029) als auch von der mit LCHFD gefiitterten und mit der hohen Dosis
Wachstumshormon behandelten Gruppe 3 (p = 0,029) signifikant. Zwischen den beiden
mit LCHFD gefiitterten und mit Wachstumshormon behandelten Gruppen (Gruppen 2

und 3) besteht ein minimaler Unterschied, der statistisch nicht signifikant ist (p = 1,000).
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Abb. 3-8: Mittlere IGF-I-Konzentrationen im Serum. Mittelwerte + Standardabweichung.
*
p <0,05



ERGEBNISSE 29

C Studie 3: Vergleich der Effekte von Wachstumshormon unter Chow und
LCHFD

1. Entwicklung des Korpergewichts

1 2 3 4
Gruppe Chow, Chow, LCHFD, LCHFD,
Control GH high dose Control GH high dose
n 8 8 8 8
Verdnderung des 58+ 1,2 16,4 + 2,4 1,2+ 1,4 -2,8 + 3,6
Korpergewichts (%)

Tab. 3-9: Mittlere Verdanderungen des Korpergewichts relativ zur Basalmessung (definiert als
100%). Medianwerte + Standardabweichung

Die Entwicklung des Koérpergewichts der Versuchstiere in Studie 3 ist in Tabelle 3-9 und
Abbildung 3-9 dargestellt. Zwischen den Gruppen besteht ein statistisch hochsignifikanter
Unterschied (p < 0,001). Alle Gruppen auller der mit LCHFD erndhrten und mit GH
behandelten Gruppe weisen einen Zuwachs des mittleren Korpergewichts auf. In der mit
Chow erndhrten und mit GH behandelten Gruppe (Gruppe 2) ist die Zunahme am
hochsten.

Alle Tiere der beiden mit Chow gefiitterten Gruppen (Gruppen 1 und 2) haben ihr
Korpergewicht gesteigert, wobei in der mit Wachstumshormon behandelten Gruppe
(Gruppe 2) ein groRerer Gewichtszuwachs als in der mit Kontrollsubstanz behandelten
Gruppe (Gruppe 1) zu verzeichnen ist; der Unterschied zwischen diesen beiden Gruppen
ist hochsignifikant (p = 0,001). Gruppe 1 unterscheidet sich zudem von der anderen mit
Kontrollsubstanz behandelten Gruppe (Gruppe 3) hochsignifikant (p < 0,001). Auch der
Unterschied der beiden mit Wachstumshormon behandelten Gruppen (Gruppen 2 und 4) ist
hochsignifikant (p < 0,001), wobei die mit Chow gefiitterte Gruppe (Gruppe 2) von allen
Gruppen den hochsten Gewichtszuwachs verzeichnet und die Tiere der mit LCHFD
gefiitterten Gruppe (Gruppe 4) als einzige ihr mittleres Gewicht reduziert haben. Die
andere mit LCHFD gefiitterte Gruppe (Gruppe 3), die mit Kontrollsubstanz behandelt
wurde, hat im Mittel ihr Korpergewicht geringfiigig vermehrt, weist jedoch zu der mit
Wachstumshormon behandelten und mit LCHFD gefiitterten Gruppe (Gruppe 4) keinen
signifikanten Unterschied auf (p = 0,141). Der Unterschied zwischen der mit LCHFD
erndhrten und mit GH behandelten Gruppe (Gruppe 4) und der mit Chow erndhrten und
mit Kontrollsubstanz behandelten Gruppe (Gruppe 1) ist hochsignifikant (p = 0,001).
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Gruppe 2

Gruppe 3

Gruppe 4

Box-Whisker-Plot der Verdnderung des Korpergewichts relativ zur Basalmessung

(definiert als 100 %). Die obere Begrenzung eines Kastens (Box) entspricht dem
ersten Quartil, der Strich in den Kasten stellt den Median dar und die untere
Begrenzung eines Kasten entspricht dem dritten Quartil. Die von dem Kasten
ausgehenden Linien (Whisker) enden nach oben beim Maximum und nach unten
beim Minimum. ** p < 0,01

2. Korperzusammensetzung

1 2 3 4
Gruppe Chow, Chow, LCHEFD, LCHED,
Control GH high dose Control GH high dose
n 8 8 7 8

Tab. 3-10:

100%). Medianwerte + Standardabweichung

Mittlere Anteile der exstirpierten Fettgewebe am Korperendgewicht (definiert als

Der mittlere Anteil der Summe der exstirpierten Fettdepots am Gesamtkorpergewicht der

Tiere aus Studie 3 ist in Tabelle 3-10 und Abbildung 3-10 dargestellt. Zwischen den

Gruppen besteht ein signifikanter Unterschied (p = 0,012).

Wihrend sich die beiden mit Chow gefiitterten Gruppen (Gruppen 1 und 2) nicht

signifikant unterscheiden (p = 0,6), ist der Unterschied zwischen den mit LCHFD

gefiitterten Gruppen (Gruppen 3 und 4) signifikant, wobei die mit Kontrollsubstanz
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behandelte Gruppe (Gruppe 3) den hochsten Fettanteil aller Gruppen aufweist (p = 0,011).

Diese Gruppe unterscheidet sich auch von der anderen mit Kontrollsubstanz behandelten

Gruppe (Gruppe 1) signifikant (p = 0,015). Die beiden mit GH behandelten Gruppen

(Gruppen 2 und 4) unterscheiden sich nicht signifikant (p = 0,834). Der Unterschied

zwischen der mit LCHFD erndhrten und mit GH behandelten Gruppe (Gruppe 4) und der

mit Chow erndhrten und mit Kontrollsubstanz behandelten Gruppe (Gruppe 1) ist minimal

und statistisch nicht signifikant (p = 0,674).

Anteil der exstirpierten Fettgewebe (%)

==

Gruppe 1

Abb. 3-10:

Gruppe 2

Gruppe 3

Gruppe 4

Box-Whisker-Plot der Anteile der exstirpierten Fettgewebe am Korperendgewicht

(definiert als 100 %). Die obere Begrenzung eines Kastens (Box) entspricht dem
ersten Quartil, der Strich in den Késten stellt den Median dar und die untere
Begrenzung eines Kasten entspricht dem dritten Quartil. Die von dem Kasten
ausgehenden Linien (Whisker) enden nach oben beim Maximum und nach unten
beim Minimum. * p < 0,05

3. Hormonwerte

a) Leptin
1 2 3 4
Gruppe Chow, Chow, LCHFD, LCHFD,
Control GH high dose Control GH high dose
n 8 8 7 8
Leptin (pg/ml) 1017,2 £ 579,1 | 1032,4 + 442,8 | 1944,2 £+ 677,4 | 1119,5 + 727,6
Tab. 3-11: Mittlere Serumleptinkonzentrationen. Medianwerte + Standardabweichung
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Die mittleren Serumleptinkonzentrationen der vier Gruppen sind in Tabelle 3-11 und
Abbildung 3-11 dargestellt. Wéhrend die Gruppen 1, 2 und 4 dhnliche Werte aufweisen,
liegt der Wert der mit LCHFD gefiitterten und mit Kontrollsubstanz behandelten Gruppe
(Gruppe 3) hoher. Die statistische Analyse ergab einen signifikanten Unterschied zwischen
den Gruppen (p = 0,035).

Wihrend sich die beiden mit Chow gefiitterten Gruppen statistisch nicht signifikant
unterscheiden (p = 1,000), besteht zwischen den beiden mit LCHFD gefiitterten Gruppen
ein signifikanter Unterschied (p = 0,028). Uberdies ist der Unterschied zwischen der mit
LCHFD gefiitterten und mit Kontrollsubstanz behandelten Gruppe (Gruppe 3) und der mit
Chow gefiitterten und mit Kontrollsubstanz behandelten Gruppe (Gruppe 1) statistisch
signifikant (p = 0,015). Die mit LCHFD ernéhrte und mit GH behandelte Gruppe (Gruppe
4) unterscheidet sich von der mit Chow erndhrten und mit Kontrollsubstanz behandelten

Gruppe (Gruppe 1) kaum; es besteht kein statistisch signifikanter Unterschied (p = 0,916).
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Abb. 3-11: Box-Whisker-Plot der Serumleptinkonzentrationen. Die obere Begrenzung eines

Kastens (Box) entspricht dem ersten Quartil, der Strich in den Kaésten stellt den
Median dar und die untere Begrenzung eines Kasten entspricht dem dritten Quartil.
Die von dem Kasten ausgehenden Linien (Whisker) enden nach oben beim
Maximum und nach unten beim Minimum. * p < 0,05
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b) IGF-I
1 2 3 4
Gruppe Chow, Chow, LCHFD, LCHFD,
Control GH high dose Control GH high dose
n 8 8 8 8
IGF-I (ng/ml) 1478,2 + 166,7 | 1568,9 + 138,3 | 1047,2 £ 126,9 | 1110,5 = 223,7
Tab. 3-12: Mittlere IGF-I-Konzentrationen im Serum. Medianwerte + Standardabweichung

Die IGF-I-Serumkonzentrationen der vier Gruppen sind in Tabelle 3-12 und Abbildung
3-12 dargestellt. Beide mit LCHFD gefiitterten Gruppen (Gruppen 3 und 4) weisen im
Vergleich zu den mit Chow gefiitterten Gruppen (Gruppen 1 und 2) reduzierte IGF-I-Werte
auf. Der Unterschied zwischen den 4 Gruppen ist statistisch hochsignifikant (p < 0,001).

Zwischen den beiden mit Kontrollsubstanz behandelten Gruppen (Gruppen 1 und 3)
besteht ein hochsignifikanter Unterschied (p = 0,002), ebenso zwischen den beiden mit
Wachstumshormon behandelten Gruppen (Gruppe 2 und Gruppe 4) (p=0,007). Die
Unterschiede zwischen den mit gleichem Futter gehaltenen Tieren sind nicht signifikant.
Weder die beiden mit Chow erndhrten Gruppen (Gruppe 1 und 2) unterscheiden sich
signifikant (p = 0,172), noch besteht zwischen den mit LCHFD erndhrten Gruppen
(Gruppe 3 und 4) ein signifikanter Unterschied (p = 0,505). Zwischen der mit LCHFD
erndhrten und mit GH behandelten Gruppe (Gruppe 4) und der mit Chow erndhrten und
mit Kontrollsubstanz behandelten Gruppe (Gruppe 1) besteht beziiglich ihrer mittleren

IGF-I-Serumkonzentrationen ein hochsignifikanter Unterschied (p = 0,016).
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Abb. 3-12: Box-Whisker-Plot der IGF-I-Konzentrationen im Serum. Die obere Begrenzung
eines Kastens (Box) entspricht dem ersten Quartil, der Strich in den Késten stellt
den Median dar und die untere Begrenzung eines Kasten entspricht dem dritten
Quartil. Die von dem Kasten ausgehenden Linien (Whisker) enden nach oben beim
Maximum und nach unten beim Minimum. ** p < 0,01
¢) GH
1 2 3 4
Gruppe Chow, Chow, LCHFD, LCHFD,
Control GH high dose Control GH high dose
n 7 7 7 8
GH (ng/ml) 80,4 £ 96,0 51,4 + 76,3 65,9 £ 94,2 300,5 = 317,2
Tab. 3-13: Mittlere GH-Konzentrationen im Serum. Mittelwerte + Standardabweichung

Die mit LCHFD gefiitterte und mit humanem Wachstumshormon behandelte Gruppe

(Gruppe 4) weist im Vergleich zu den anderen Gruppen einen erhohten mittleren

Spontanwert fiir Nager-Wachstumshormon auf (s. Tab. 3-13 u. Abb. 3-13). Der

Unterschied zwischen den Gruppen ist nicht signifikant (p = 0,171).
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Abb. 3-13: GH-Konzentrationen im Serum
4. Kalorimetrische Parameter
a) Respiratorischer Quotient
1 2 3 4
Gruppe Chow, Chow, LCHFD, LCHED,
Control GH high dose Control GH high dose
n 4 4 4 4
Baseline RQ 1,01 £ 0,03 1,03 £ 0,03 1,03 £ 0,04 1,03 £ 0,03
Post RQ 1,05 £ 0,03 1,05 £ 0,02 0,86 + 0,02 0,85+ 0,03
Verinderung des RQ 0,04 + 0,02 0,03 +0,03 -0,17 £ 0,05 -0,17 £ 0,03
Tab. 3-14: Mittlere RQ in der Lichtphase. Mittelwerte + Standardabweichung
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1 2 3 4
Gruppe Chow, Chow, LCHED, LCHEFD,
Control GH high dose Control GH high dose
n 4 4 4 4
Baseline RQ 1,05 £ 0,03 1,07 £ 0,02 1,07 £ 0,03 1,07 £ 0,01
Post RQ 1,06 + 0,02 1,08 + 0,01 0,83 £ 0,01 0,82 £ 0,01
Tab. 3-15: Mittlere RQ in der Dunkelphase. Mittelwerte + Standardabweichung

Die Werte der RQ aus Studie 3 sind in Tabelle 3-14 und Abbildung 3-14 (Lichtphase) und
in Tabelle 3-15 und Abbildung 3-15 (Dunkelphase) dargestellt.

Bei den Messungen wéhrend der Lichtphase zeigt sich im Verlauf der Studie eine
Abnahme des respiratorischen Quotienten in den mit LCHFD gefiitterten Gruppen
(Gruppen 3 und 4), wahrend die respiratorischen Quotienten der beiden mit Chow
gefiitterten Gruppen (Gruppen 1 und 2) minimal zunehmen. Die statistische Analyse ergab
einen hochsignifikanten Unterschied zwischen den vier Gruppen (p = 0,009) beziiglich der
Verdnderungen des respiratorischen Quotienten.

Signifikant ist der Unterschied dieser Verdnderungen der beiden mit Kontrollsubstanz
behandelten Gruppen (Gruppe 1 und 3; p = 0,020) sowie zwischen den beiden mit
Wachstumshormon behandelten Gruppen (Gruppen 2 und 4; p = 0,020). Zwischen den
beiden Gruppen, die jeweils dieselbe Diét erhielten, sind die Unterschiede statistisch nicht
signifikant: Weder die beiden mit Chow gefiitterten Gruppen (Gruppe 1 und 2; p = 0,486),
noch die mit LCHFD gefiitterten Gruppen (Gruppe 3 und 4; p = 1,000) weisen signifikante
Unterschiede auf. Die Abnahme des RQ in der mit LCHFD erndhrten und mit GH
behandelten Gruppe (Gruppe 4) stellt im Vergleich zu der Verdnderung des RQ in der mit
Chow erndhrten und mit Kontrollsubstanz behandelten Gruppe (Gruppe 1) eine
signifikante Verdnderung dar (p = 0,019).

Ein dhnliches Bild ergab die Analyse der Verdnderungen der wahrend der Dunkelphase
gemessenen respiratorischen Quotienten. Wahrend in den beiden mit LCHFD gefiitterten
Gruppen 3 und 4 die respiratorischen Quotienten im Lauf der Studie sanken, blieben die

Werte in den mit Chow gefiitterten Gruppen anndhernd konstant. Eine statistische Analyse
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der Verdnderungen des RQ ergab signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen
(p =0,010). Wie wdahrend der Lichtphase, ist auch hier der Unterschied dieser
Verdanderungen der beiden mit Kontrollsubstanz behandelten Gruppen (Gruppe 1 und 3)
signifikant (p = 0,029), ebenso der zwischen den beiden mit Wachstumshormon
behandelten Gruppen (Gruppe 2 und 4; p = 0,029). Ebenso sind die Unterschiede in dieser
Phase zwischen den beiden Gruppen, die jeweils dieselbe Diit erhielten, statistisch nicht
signifikant: Weder die beiden mit Chow gefiitterten Gruppen (Gruppe 1 und 2; p = 1,000),
noch die mit LCHFD gefiitterten Gruppen (Gruppe 3 und 4; p = 0,886) weisen signifikante
Unterschiede auf. Die Abnahme des RQ in der mit LCHFD erndhrten und mit GH
behandelten Gruppe stellt auch hier, wie in der Lichtphase, im Vergleich zur mit Chow
erndhrten und mit Kontrollsubstanz behandelten Gruppe eine signifikante Verdnderung dar

(p = 0,021).
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Abb. 3-14: Mittlere Verdanderungen des RQ in der Lichtphase.
Mittelwerte + bzw. - Standardabweichung. * p < 0,05



ERGEBNISSE 38
0,20 T
o 0,10 «
s
S 0,00
(o))
=
B -0,10
i
(0]
>
-0,20
-0,30 -
Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppe 4
Abb. 3-15: Mittlere Verdanderungen des RQ in der Dunkelphase.
Mittelwerte + bzw. - Standardabweichung. * p < 0,05
b) Energieumsatz
1 2 3 4
Gruppe Chow, Chow, LCHFD, LCHFD,
Control GH high dose Control GH high dose
n 4 4 4 4
Baseline Energie- 4,73+0,18 500+0,16 | 4,83+0,.21 5,04 + 0,19
umsatz (kcal/kg/h)
Post Energieumsatz | 453+0,08 | 498+0,10 | 451+023 5,13 + 0,47
(kcal/kg/h)
Verdnderung des
Energieumsatzes -0,19+ 0,12 -0,01 £ 0,16 -0,33 £ 0,15 0,09 + 0,62
(kcal/kg/h)
Tab. 3-16: Mittlere Energieumsétze in der Lichtphase. Mittelwerte + Standardabweichung
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1 2 3 4
Gruppe Chow, Chow, LCHFD, LCHFD,
Control GH high dose Control GH high dose

n 4 4 4 4
Baseline Energie- 6,30 + 0,23 6,61 + 0,06 6,39 + 0,27 6,24 + 0,15
umsatz (kcal’kg/h)
Post Energieumsatz | ¢ 28 + 0,38 6,51 +0,16 5,94 + 0,31 6,82 + 0,46
(kcal/kg/h)
Veranderung des
(kcal/kg/h)

Tab. 3-17: Mittlere Energieumsétze in der Dunkelphase. Mittelwerte + Standardabweichung

Der Energieumsatz der Tiere aus Studie 3 sind in Tabelle 3-16 und Abbildung 3-16
(Lichtphase) sowie in Tabelle 3-17 und Abbildung 3-17 (Dunkelphase) dargestellt.

Die Messungen wdhrend der Lichtphase zeigen im Verlauf der Studie eine Abnahme des
Energieumsatzes in den Gruppen 1, 2 und 3. Die mit Wachstumshormon behandelte und
mit LCHFD gefiitterte Gruppe 4 hingegen weist als einzige eine Zunahme des
Energieumsatzes auf. Die Unterschiede zwischen den Gruppen sind statistisch nicht
signifikant (p = 0,231).

Ebenso hat der Energieumsatz wdhrend der Dunkelphase im Lauf der Studie in den
Gruppen 1, 2 und 3 abgenommen, wahrend er einzig in Gruppe 4 zugenommen hat. In
dieser Phase sind die Unterschiede zwischen den Gruppen statistisch signifikant
(p =0,013). Beide Gruppen, die mit Kontrollsubstanz behandelt wurden (Gruppen 1
und 3), weisen eine Verringerung des Energieumsatzes auf, wobei in der mit LCHFD
gefiitterten Gruppe der stdarkste Riickgang des Energieumsatzes zu verzeichnen ist; die
Unterschiede zwischen diesen beiden Gruppen unterscheiden sich signifikant (p = 0,043).
Auch zwischen den beiden mit Wachstumshormon behandelten Gruppen (Gruppen 2 und
4) besteht ein signifikanter Unterschied (p = 0,043), wobei die mit Chow gefiitterte Gruppe
ihren Energieumsatz geringgradig verringert hat und die mit LCHFD gefiitterte Gruppe
einen deutlichen Zuwachs des Energieumsatzes aufweist. Bei beiden mit Chow gefiitterten
Gruppen (Gruppen 1 und 2) ist eine Abnahme des Energieumsatzes zu verzeichnen; der
Unterschied zwischen den Gruppen ist statistisch nicht signifikant (p = 0,564). Hingegen
ist der Unterschied zwischen den beiden mit LCHFD gefiitterten Gruppen (Gruppen 3
und 4) statistisch signifikant (p = 0,021); wdhrend die Tiere der mit Kontrollsubstanz
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behandelten Gruppe 3 eine Verringerrung des Energieumsatzes aufweisen, hat sich der
Energieumsatz der mit GH behandelten Tiere in Gruppe 4 erhoht. Diese Erhohung des
Energieumsatzes der mit LCHFD erndhrten und mit GH behandelten Gruppe (Gruppe 4)
unterscheidet sich von der mit Chow erndhrten und mit Kontrollsubstanz behandelten

Gruppe (Gruppe 1) signifikant (p = 0,043).
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Abb. 3-16: Mittlere Verdnderungen des Energieumsatzes in der Lichtphase.
Mittelwerte + bzw. — Standardabweichung
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Abb. 3-17: Mittlere Verdanderungen des Energieumsatzes in der Dunkelphase.
Mittelwerte + bzw. - Standardabweichung. * p < 0,05
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IV Diskussion

Ziel der Studien war die Untersuchung des Einflusses der Gabe von GH auf physiologische
Effekte, die eine LCHFD nach vorausgegangenen Experimenten auf die Kérpergewichts-
entwicklung, die Kérperzusammensetzung, sowie die zirkulierenden Leptin- und IGF-I-
Konzentrationen bei Ratten hat. AuSerdem wurde der Einfluss einer LCHFD mit und ohne
GH-Gabe auf den respiratorischen Quotienten, den Energieumsatz und die Serum-

Konzentration von GH ermittelt.
Die wichtigsten Ergebnisse der vorliegenden Arbeit waren:

= Die unter Fiitterung einer LCHFD erniedrigten Serumkonzentrationen von IGF-I

waren durch die Gabe von GH nicht anzuheben.

= Die unter LCHFD beobachtete retardierte Korpergewichtsentwicklung konnte

durch die Gabe von GH nicht normalisiert werden.

*» Der unter LCHFD erhohte Korperfettanteil konnte durch die Gabe von GH

erniedrigt werden.

* Die Verminderung des Energieumsatzes unter Fiitterung einer LCHFD konnte

durch die Gabe von GH wahrend der Dunkelphase kompensiert werden.

1. Ergebnisse der Pilotstudien

In den Pilotstudien wurden die Grundlagen fiir das Hauptexperiment geschaffen. Es konnte
gezeigt werden, dass das verabreichte GH-Prdparat im verwendeten Nagermodell wirksam
ist. So zeigten die Tiere in Studie 1 unter GH-Gabe sowohl in der niedrigeren (Gruppe 2)
als auch in der hoheren Dosis (Gruppe 3) einen deutlichen, statistisch signifikanten
Gewichtszuwachs. In dieser Studie konnten jedoch keine signifikanten Effekte der GH-
Gabe auf die Koérperzusammensetzung und die Serumkonzentrationen von IGF-I und
Leptin beobachtet werden. In Studie 2 gelang es, durch die Gabe von GH den chirurgisch
bestimmten Korperfettanteil der mit LCHFD gefiitterten Tiere auf das Niveau der mit
Chow gefiitterten Tiere zu senken. Ferner zeigte sich, dass die Wirkungen der LCHFD auf
die Korpergewichtsentwicklung sowie auf die Serumkonzentrationen von IGF-I und Leptin
durch die verabreichten GH-Dosen (0,06 mg/d bzw. 0,6 mg/d) nicht merklich beeinflusst
werden konnten. Aus diesem Grund wurde in Studie 3 in den mit GH behandelten Gruppen

eine hohere Dosis (0,9 mg/d) injiziert.
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2. Entwicklung des Korpergewichts

In allen Studien war ein deutlicher, statistisch (hoch)signifikanter, anaboler Effekt des
verabreichten GHs unter Chow zu sehen. Diese Stimulation des Wachstums durch GH
wird klinisch seit Jahrzehnten im Rahmen der Therapie einer GH-Defizienz erfolgreich
angewendet (Mauras 2009).

Im Vergleich hierzu war die Entwicklung des Koérpergewichts der mit LCHFD erndhrten
Tiere retardiert. Dieser Befund gleicht den Ergebnissen unserer Vorarbeiten bei Nagern
und den Beobachtungen zur Wachstumsentwicklung bei Kindern, die aufgrund schwerer
Epilepsien eine LCHFD einhalten miissen (Vining et al. 2002; Groesbeck et al. 2006;
Bielohuby et al. 2009; Caton et al. 2009). Bemerkenswert ist, dass diese Beeintrachtigung
der Gewichtszunahme in den Studien 2 und 3 unter einer Fiitterung mit LCHFD durch die
Gabe von GH nicht zu beheben war — die Entwicklung des Korpergewichts unter LCHFD

liel§ sich durch die GH-Injektionen nicht stimulieren.

3. Korperzusammensetzung

Die von uns bereits mehrfach beobachtete Erhtéhung des Korperfettanteils trotz Abnahme
des Gesamtkorpergewichts unter einer Fiitterung von LCHFD konnte bestédtigt werden; im
Hauptexperiment fiihrte die Zufuhr von LCHFD ohne GH-Injektion im Vergleich zu der
mit Chow gefiitterten Gruppe (ebenfalls ohne GH) zu einer signifikanten Erhéhung des
Anteils der exstirpierten Fettdepots am Gesamtkdrpergewicht (Caton et al. 2009). Der
Versuch, diese durch die LCHFD bedingte relative Erhéhung des Korperfetts durch die
Verabreichung von GH abzuwenden, gelang. Der chirurgisch bestimmte Anteil des
Korperfetts war in der mit LCHFD erndhrten und mit GH behandelten Gruppe im
Vergleich zu der mit LCHFD erndhrten und mit Kontrollsubstanz behandelten Gruppe
signifikant erniedrigt. In klinischen Studien konnte bereits gezeigt werden, dass sowohl
erhohte Spiegel von endogenem Wachstumshormon (bei Akromegalie) als auch
therapeutisch  verabreichtes Wachstumshormon (z. B. bei GH-Defizienz) den
Korperfettanteil reduziert, wobei die Wirkung auf viszerales Fett am ausgeprédgtesten
erscheint (Chrisoulidou et al. 2000; Nam et al. 2001; Cummings und Merriam 2003;
Pasarica et al. 2007; Freda et al. 2008).

Der lipolytische Effekt der GH-Gabe konnte bei einer Fiitterung mit Chow in keiner der
Studien gezeigt werden. Gemdll des Wirkmechanismus von GH wiére prinzipiell ein
solcher Effekt auch unter Chow zu erwarten (Carrel und Allen 2000). Es ist zu

beriicksichtigen, dass GH-defiziente Patienten, die in klinischen Studien durch die Gabe
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von GH eine Steigerung der Lipolyse erfahren, vor der Behandlung, wie auch die mit
LCHFD gefiitterten Nager, eine erhohte Fettmasse aufweisen. Der Korperfettanteil der mit
Chow gefiitterten Tiere hingegen ist a priori nicht erhoht, was vermutlich begriindet,
warum in dieser Gruppe kein lipolytischer Effekt erzielt werden kann.

Es ist moglich, dass die Summe der chirurgisch entfernten epididymalen, perirenalen und
inguinalen Fettdepots nicht reprédsentativ fiir das Gesamtkorperfett ist. Da jedoch in den
Studien 1 und 3 die durchschnittlichen Anteile der exstirpierten Fettdepots in ihrer
Verteilung den Serumleptinspiegeln, deren hauptsdchliche BestimmungsgroBe der
Korperfettanteil ist, stark dhneln, ist von einer positiven Korrelation des Gewichtsanteils
der exstirpierten Fettdepots und des Korperfettanteils auszugehen (Considine et al. 1996;
Ostlund et al. 1996; Friedman und Halaas 1998). So enstprechen die im Vergleich zu den
anderen Gruppen des Hauptexperiments signifikant hoheren Leptinwerte in der mit
LCHFD gefiitterten und mit Kontrollsubstanz behandelten Gruppe dem signifikant htheren
Anteil der exstirpierten Fettgewebe am Korpergewicht in dieser Gruppe. Auch in Studie 1
entspricht das Ergebnis der Bestimmung der Leptinkonzentrationen im Serum dem
Ergebnis des chirurgischen Verfahrens, welches sich ferner im Schrifttum als Methode zur
Messung des Korperfettanteils in vergleichbaren Tiermodellen findet (Kinzig und Taylor
2009). Dartiberhinaus konnten wir im Rahmen einer nachfolgenden Studie zeigen, dass der
durch chirurgische Entfernung von Fettdepots ermittelte Korperfettanteil mit dem
magnetresonanztomographisch bestimmten Korperfettanteil positiv korreliert (Caton et al.
2012). Die Diskrepanz des durch chirurgische Entfernung der Fettdepots bestimmten
Korperfettanteils mit den mittleren Serumleptinkonzentrationen in Studie 2 ist somit am
ehesten auf die relativ geringe Fallzahl in dieser Pilotstudie zuriickzufiihren. Uberdies ist
zu beachten, dass Leptin bei Nagern je nach Fettkompartiment unterschiedlich exprimiert
werden kann und zudem einer pulsatilen Sekretion mit zirkadianer Rhythmik unterliegt,
was jeweils zu einer Verzerrung der Korrelation des Serumleptinspiegels mit dem

Korperfettanteil fithren kann (Sinha et al. 1996; Licinio et al. 1997; Margetic et al. 2002).

4. GH und IGF-I

Trotz der z. B. an der Korpergewichtsentwicklung erwiesenen Wirksamkeit des
verabreichten ~GH-Prdparats konnte laborchemisch keine Erhéhung der GH-
Serumkonzentrationen durch die Injektionen von GH nachgewiesen werden. Diese
Beobachtung ist plausibel, denn einerseits bindet der Anti-GH-Antikdrper des verwendeten

Assays Ratten- bzw. Maus-GH spezifisch und erkennt daher das verabreichte humane
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Wachstumshormon nicht. Andererseits ist natiirlich zu beachten, dass einzelne, spontane,
GH-Werte auf Grund der zirkadianen Rhythmik der GH-Sekretion nur sehr begrenzt
aussagefdhig sind (Wajnrajch 2005). Es ist anzunehmen, dass durch die GH-Gabe die
korpereigene Sekretion von GH inhibiert wird und so bei den mit GH behandelten Tieren
am ehesten niedrigere korpereigene GH-Spiegel vorliegen miissten. Die zur genaueren
Analyse nétigen GH-Profile wurden hier jedoch nicht durchgefiihrt, da der therapeutische
Effekt der GH-Gabe den eigentlichen Gegenstand dieser Arbeit darstellt.

Auch die Serumkonzentrationen von IGF-I lielen sich durch die GH-Injektionen kaum
beeinflussen. Unter einer Erndhrung mit Chow gelang sowohl in Studie 1 als auch in
Studie 3 im Vergleich zu den mit Kontrollsubstanz behandelten Tieren eine geringfiigige,
statistisch nicht signifikante Erhohung der mittleren IGF-I-Spiegel durch die Gabe von
GH. Auch unter einer Erndhrung mit LCHFD gelang keine Erh6hung der erniedrigten IGF-
I Spiegel durch die Gabe von GH. Mit der hier durch die Gabe von GH erreichten
unwesentlichen, statistisch nicht signifikanten Erhohung der mittleren IGF-I-
Konzentrationen blieben diese unter dem Niveau der Referenzgruppe.

Die in den Studien 2 und 3 festgestellte Erniedrigung der Serumkonzentrationen von IGF-I
unter LCHFD bei Ratten wurde von uns bereits mehrfach beobachtet (Caton et al. 2009;
Caton et al. 2012). Durch die exzessive Zufuhr von Fett {iber die Nahrung bei LCHFD
steigt die Konzentration freier Fettsduren im Serum, wodurch die Sekretion des lipolytisch
wirksamen Wachstumshormons gehemmt wird und der Hauptstimulus fiir die Produktion
von IGF-I entféllt (Hesch et al. 1994). In Folge hemmt die so beférderte Erhohung des
Korperfettanteils, wobei der Vermehrung von viszeralem Fett eine zentrale Bedeutung
zuzukommen scheint, die Ausschiittung von GH weiter (Veldhuis et al. 1995; Clasey et al.
2001). Einerseits ist diese Regulation durch eine Verminderung des GH-Sekretagogums
Ghrelin vermittelt, andererseits scheint Leptin eine direkte IGF-I-senkende Wirkung zu
haben (Tschop et al. 2001; Martin et al. 2007).

GemadlS der bekannten biologischen Wirkung von humanem GH bei Menschen wére auch
im Nagermodell — entgegen den Ergebnissen der hier vorgestellten Studien — eine IGF-I-
Erhohung nach einer Verbreichung von humanem GH zu erwarten gewesen (Knobil und
Greep 1959; Schweikert 2001). In der Literatur findet sich in vergleichbaren Tiermodellen
jedoch meist nur dann ein Anstieg der IGF-I-Konzentration bei Ratten, wenn GH in noch
hoheren Dosen verabreicht wurde (Matejka und Bengtsson 1998; Johansen et al. 2005; An
und Xiao 2007). Entsprechend ist anzunehmen, dass sich der fehlende Effekt der GH-Gabe

auf die Konzentration von IGF-I in den hier vorgestellten Studien einerseits durch die
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vergleichsweise geringe Dosis erkldrt, andererseits IGF-I bei gesunden Nagern generell
kein guter pharmakodynamischer Marker zu sein scheint. In der Tat lassen Arbeiten an
hypophysektomierten und scheinoperierten Ratten vermuten, dass ein Anheben der IGF-I-
Spiegel nur bei GH-defizienten Tieren, sprich bei solchen mit a priori erniedrigten IGF-I-
Spiegeln, nicht aber bei Tieren mit normalem Hormonhaushalt, méglich ist (Domene et al.
1993) .

5. Kalorimetrie

Der in Studie 3 ermittelte RQ hat sich in den mit LCHFD gefiitterten Gruppen unabhéngig
von der Licht- bzw. Dunkelphase signifikant verringert, wahrend er in den mit Chow
gefiitterten Gruppen beinahe unverdndert blieb. Auf Grund der nahezu ausschlief8lich aus
Fett bestehenden LCHFD (vgl. Tab. 2-2) wire sogar ein noch niedriger Wert des RQ zu
erwarten (Jeukendrup und Wallis 2005). Jedoch kann die verwendete Methode der
indirekten Kalorimetrie in gewissen Stoffwechsellagen, so auch in der Ketose, RQs
ergeben, die die tatsdchlichen Verhéltnisse der oxidierten Substrate auch bei relativ langen
Messperioden verzerrt widergeben (Schutz 1997). Dariiberhinaus kann trotz regelmafiger
Eichung der Sensoren nicht von einer absoluten Messgenauigkeit des Systems
ausgegangen werden. Ebenso ist durch die Errechnung des RQ ohne tatsdchliche Messung
der Stickstoffausscheidung eine mogliche Fehlerquelle gegeben. Insgesamt jedoch ist unter
der Fiitterung mit LCHFD ein gegeniiber Chow deutlich erniedrigter RQ gegeben, was
sehr plausibel ist.

Die Verdanderungen des Energieumsatzes wahrend der Studie unterschieden sich zwischen
den Gruppen in der Lichtphase nicht signifikant, in der Dunkelphase aber schon. Der im
Vergleich zu der mit Chow gefiitterten und mit Kontrollsubstanz behandelten Gruppe
signifikant verringerte Energieumsatz der mit LCHFD gefiitterten und mit
Kontrollsubstanz behandelten Gruppe ist passend zur Koérperzusammensetzung, denn der
gemessene erhohte Korperfettanteil sowie die erhohten Leptinwerte dieser Gruppe sind als
Hinweise auf eine reduzierte fettfreie Korpermasse zu werten, welche die
Hauptbestimmungsgroffe des Energieumsatzes darstellt (Webb 1981). Auch in
Vorgangerstudien haben wir bereits mehrfach einen erhohten Korperfettanteil und eine
Verringerung des Energieumsatzes bei Ratten, die mit einer LCHFD erndhrt wurden,
beobachtet, wobei andere Autoren von einer Erhohung des Energieumsatzes bei Nagern
unter vergleichbaren Didten berichteten (Kennedy et al. 2007; Caton et al. 2009; Bielohuby

et al. 2011). Ein moglicher Mechanismus fiir die beobachtete Verrringerung des
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Energieumsatzes ist die Erniedrigung des Aktivitdtsniveaus unter einer solchen
Erndhrungsform (Bandini et al. 1994; Murphy et al. 2005; Murphy und Burnham 2006).
Da in dieser Studie keine Messung der lokomotorischen Aktivitdt vorgenommen wurde,
kann man tiiber den Einfluss des Aktivititsniveaus nur spekulieren. Zwar spricht die
Tatsache, dass signifikante Unterschiede zwischen den Verdnderungen des
Energieumsatzes der Gruppen ausschlieflich wéhrend der Dunkelphase nachweisbar
waren, aufgrund der zirkadianen Rhythmik des Aktivitdtsniveaus bei Ratten fiir einen
Einfluss der lokomotorischen Aktivitit. Doch im Gegensatz zu allen anderen Gruppen
nahm der Energieumsatz dieser Gruppe auch in der Lichtphase zu, wenngleich die
Unterschiede der Verdanderung des Energieumsatzes in dieser Periode keine statistische
Sigifikanz erreichten. Die in anderen Studien erhobenen Daten beziiglich des Effekts einer
Gabe von GH bzw. einer erhohten intrinsischen GH-Produktion auf das Aktivitdtsniveau
bei Nagern sind widerspriichlich. Wéahrend manche Autoren von einer Erhéhung der
spontanen lokomotorischen Aktivitdt berichten, beschreiben andere ein verringertes
Aktivitdtsniveau bei erhohten GH-Spiegeln, weshalb von einer untergeordneten Rolle des
Aktivitdtsniveaus bei der Verdnderung des Energieumsatzes unter der Gabe von GH bei
Nagern auszugehen ist (Alvarez und Cacabelos 1993; Soderpalm et al. 1999; Bielohuby et
al. 2011). Die Messungen der Fettdepots sowie der Leptinspiegel in der mit LCHFD
gefiitterten und mit GH behandelten Gruppe — in der sich der Energieumsatz im Lauf des
Experiments nicht nur auf das Mall der mit Chow gefiitterten und mit Kontrollsubstanz
behandelten Gruppe erhoht hat, sondern den hochsten Energieumsatz aller Gruppen
aufwies — lassen auf einen anderen Grund fiir die Erhéhung des Energieumsatzes
schlieBen. So lieR sich der Anteil des Korperfetts in dieser mit LCHFD erndhrten Gruppe
durch die Gabe von GH auf das Niveau der Kontrollgruppe senken; sowohl das
chirurgische Verfahren zur Bestimmung der Fettanteile als auch die Bestimmung der
Leptinspiegel erbrachten einen signifikanten Unterschied zu der mit LCHFD erndhrten und
mit Kontrollsubstanz behandelten Gruppe. Es ist somit wahrscheinlich, dass die
signifikante Erhohung des Energieumsatzes in der mit LCHFD erndhrten und mit GH

behandelten Gruppe Ausdruck der lipolytischen Wirkung des verabreichten GH ist.
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6. Schlussfolgerungen

Die erhobenen Daten zeigen eine teilweise Kompensation der Wirkungen einer LCHFD
auf die somatotrope Achse durch die Gabe von GH im Nagermodell. Wahrend das
Anheben der IGF-I-Spiegel und die Stimulation der Korpergewichtsentwicklung durch
GH-Gabe unter einer LCHFD nicht méglich waren, konnte der Korperfettanteil durch die
Injektionen gesenkt werden. Mit Bezug auf die unterschiedlichen Wirkmechanismen von
GH lieB sich also mit der Lipolyse nur ein direkter Effekt des GH beobachten, wihrend die
indirekten, IGF-I-vermittelten Wirkungen von GH ausblieben — die Signalkaskade der
Somatomedine zur Vermittlung der GH-Wirkung scheint unter einer Fiitterung von
LCHFD beeintrachtigt. In fritheren Studien wurde bereits beschrieben, dass Nager im
Hungerzustand eine Verringerung der hepatischen Bindungsstellen fiir GH aufweisen,
welche die beobachteten erniedrigten IGF-I-Konzentrationen erkldaren konnten (Baxter et
al. 1981; Postel-Vinay et al. 1982). Es ist anzunehmen, dass die diesem Phdnomen unter
Nahrungskarenz zu Grunde liegenden Mechanismen auch unter einer ketotischen
Stoffwechsellage wirken. So konnten wir in nachfolgenden und teilweise vertffentlichten
Arbeiten zeigen, dass der hepatische Wachstumshormonrezeptor bei Fiitterung mit LCHFD
einer Down-Regulation unterliegt (Bielohuby et al. 2011). Diese hepatische GH-Resistenz
ware fiir sich eine Erkldrung fiir die erniedrigten Serum-IGF-I-Spiegel, da die Leber den
Hauptsynthesort von IGF-I darstellt.

Etabliert ist damit ein Modell, an dem direkte GH- und indirekte IGF-I- vermittelte Effekte
nutritiv unterschiedlich beeinflusst werden — wéhrend unter Fiitterung einer LCHFD
indirekte, also IGF-I-vermittelte Wirkungen einer GH-Gabe ausbleiben, kdnnen direkte
GH-Effekte erzielt werden. Die beschriebene Antagonisierung der Zunahme des
Korperfettanteils unter einer Fiitterung mit LCHFD durch die Gabe von GH deutet darauf
hin, dass die vergroBerten Fettdepots bei Tieren, die mit einer solchen Didt gefiittert
werden, zumindest teilweise durch eine Erniedrigung der GH-Sekretion bedingt sind.

Trotz dieser im Tiermodell gezeigten prinzipiellen Umkehrbarkeit der Vermehrung des
Korperfettanteils ist aufgrund der beschriebenen, durch GH-Gabe nicht reversiblen
Wirkungen einer LCHFD, wie Retardierung der Korpergewichtsentwicklung, eine solche
Didtform beim Menschen nur nach strenger Indikationsstellung anzuwenden. So sollte zum
Beispiel eine LCHFD als didtetische Therapie einer Epilepsie bei Kindern durch die nicht
durch GH-Gabe beeinflussbare Wachstumsverzogerung &uerst kritisch hinterfragt
werden. Ebenso miissen unerwiinschte Wirkungen einer GH-Supplementation, wie die

Erhohung der Wahrscheinlichlichkeit der Entstehung von Malignomen, bei der
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Entscheidung fiir oder gegen eine solche Therapie in Erwdgung gezogen werden (Laron
2011).

Dariiber hinaus ist zu erwarten, dass andere, im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht
erfasste, IGF-I-vermittelte physiologische Effekte unter einer LCHFD ebenfalls einer
Supprimierung unterliegen. In einer anderen Studie konnten wir z. B. bei Nagern bereits
zeigen, dass unter der auch in der vorliegenden Arbeit verwendeten Diidt eine
Beeintrachtigung des  Knochenstoffwechsels mit einer = Verminderung des
Langenwachstums sowie der Knochendichte auftritt (Bielohuby et al. 2009). Zur
endgiiltigen Beurteilung solcher Erndhrungsformen, sei es zur Therapie der Adipositas
oder von Anfallsleiden bei Kindern, bedarf es weiterer Studien, die die Wirkungen von

LCHPFD bei Menschen untersuchen.
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V Zusammenfassung

Um der weltweit zunehmenden Prdavalenz der Adipositas und ihrer Komorbiditdten
gegenzusteuern, werden verschiedene Interventionen diskutiert. Zu den beliebtesten
Erndhrungsformen, die zu Gewichtsverlust fithren, zdhlen die sog. low-carbohydrate high-
fat diets (LCHFD). Die Wirkmechanismen dieser Didt sind trotz beschriebener
Wirksamkeit sowohl hinsichtlich einer Reduktion des Kérpergewichts bei Erwachsenen,
als auch zur Therapie bestimmter Epilepsieformen bei Kindern, bislang nicht vollstdndig
aufgeklart.

Ausgehend von Beobachtungen unserer Arbeitsgruppe, dass unter LCHFD eine
Suppression der somatotropen Achse erfolgt, wurde im Rahmen dieser Arbeit die
pharmakologische Umkehrbarkeit dieses Zusammenhangs im Rahmen von drei Studien an
einem Rattenmodell (Wistar, mannlich) untersucht.

In einer ersten Pilotstudie (Studie 1) wurden subkutane Injektionen verschiedener Dosen
Wachstumshormon (GH; 0,06 mg/d und 0,6 mg/d) an Ratten, die normale Nagerkost
(Chow; 58 % Kohlenhydrate, 9 % Fett; 33 % Protein) erhielten, verabreicht. Ratten, die
entweder mit einer LCHFD (1,3 % Kohlenhydrate, 94 % Fett, 4,2 % Protein) oder Chow
gefiittert wurden, erhielten in einer zweiten Pilotstudie (Studie 2) verschiedene Dosen GH
(0,06 mg/d und 0,6 mg/d). In diesen jeweils 10-tdgigen Pilotstudien wurde die Wirkung der
GH-Gaben auf die Entwicklung des Korpergewichts, den durch Extraktion von Fettdepots
chirurgisch bestimmten Korperfettanteil sowie die Serumkonzentrationen von Leptin und
IGF-I an jeweils zwolf Tieren untersucht. Im Hauptexperiment (Studie 3) wurden 32 Tiere
(in 4 Gruppen a 8 Tiere) fiir 16 Tage entweder mit Chow oder mit LCHFD gefiittert, sowie
entweder mit GH (ca. 0,9 mg/d) oder Injektionen einer Kontrollsubstanz (Aqua ad
iniectabilia) behandelt. Untersucht wurde, ob sich die bekannten Effekte einer LCHFD auf
die Entwicklung des Korpergewichts, den chirurgisch bestimmten Korperfettanteil, sowie
die Serumkonzentrationen von Leptin, insulin-like growth factor I (IGF-I) und GH durch
die hochdosierte subkutane Gabe von GH aufheben lassen. Des Weiteren wurden im
Hauptexperiment mittels indirekter Kalorimetrie vor Beginn und vor Beendigung der
Studie der respiratorische Quotient (RQ) sowie der Energieumsatz bestimmt.

Es zeigte sich, dass eine unter Fiitterung mit LCHFD auftretende Retardierung der
Korpergewichtsentwicklung durch die Gabe von GH nicht kompensiert werden kann.
Ebenso konnten die durch eine LCHFD erniedrigten Serumkonzentrationen von IGF-I
durch Gabe von GH nicht angehoben werden. Jedoch konnte die Erhéhung des

Korperfettanteils als Effekt einer LCHFD durch die Gabe von GH antagonisiert werden.
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Der RQ nahm bei einer LCHFD unabhéngig von einer GH-Gabe ab, und zwar sowohl in
der Licht- als auch in der Dunkelphase. Der Energieumsatz wahrend der Dunkelphase
konnte unter Fiitterung einer LCHFD durch die Gabe von GH gesteigert werden.
Zusammenfassend konnten im Rahmen der vorgestellten Studien, also durch die Gabe von
GH unter Fiitterung einer LCHFD, direkte GH-Effekte erzielt werden, wéhrend indirekte,
d. h. IGF-I-vermittelte Wirkungen ausblieben. Die erfolgreiche Kompensation der
Zunahme der Korperfettanteils bei Fiitterung einer LCHFD durch die Gabe von GH deutet
darauf hin, dass Teil der Erklarung des vergroerten Fettanteils bei LCHFD-gefiitterten
Tieren eine erniedrigte Sekretion von GH ist.

Die gezeigte Suppression der somatotropen Achse unter LCHFD, welche durch die Gabe
von GH partiell kompensiert werden kann, ist mit potentiell schwerwiegenden Folgen
behaftet. Es bedarf daher weiterer Studien an Menschen, um die Konsequenzen einer
solchen Diét zur Reduktion des Koérpergewichts und als Therapie kindlicher Anfallsleiden

besser abschitzen zu konnen.
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Aqua ad ini. Aqua ad iniectabilia

BMI Body Mass Index

CO, Kohlenstoffdioxid

EIA enzymgekoppelter Inmunadsorptionstest
ELISA enzyme-linked immunosorbent assay
GH growth hormone

GHIH growth hormone inhibiting hormone
GHRH growth hormone releasing hormone
HRP horseradish peroxidase

IGF-1 insulin-like growth factor I

LCHFD low-carbohydrate high-fat diet

n Grole der Stichprobe

0, Sauerstoff

p Signifikanzwert

RQ respiratorischer Quotient

SD standard deviation

TMB Tetramethylbenzidin

WHO World Health Organization
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2. Laparatomie

Abb. A-3: Laparatomie entlang der Linea alba

3. Bestimmung des Korperfettanteils

Abb. A-4: Entnahme des rechten epididymalen Fettdepots (mit Pinzette gehalten).
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Entnahme des rechten perirenalen Fettdepots (mit Pinzette gehalten)
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Abb. A-7:

/,;

Entnahme des rechten inguinalen Fettdepots (mit Pinzette gehalten)
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