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1 EINLEITUNG

Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich mit der Entwicklung neuer Arzneimittel zur Therapie

von Ubergewicht.

1.1 Definition und Grenzwerte fiir Ubergewicht
Ubergewicht wird als eine iiber das NormalmaB hinausgehende Vermehrung des Korperfetts
definiert, die zu einer Erhohung des Korpergewichts fiihrt. Sie wird ab einem bestimmten

Grad Adipositas genannt.
1.1.1 Body Mass Index (BMI)

Der Body Mass Index (BMI) ist eine von der WHO standardisierte einfache Darstellung zur
einheitlichen Klassifizierung von Unter-, Ubergewicht und Adipositas bei Erwachsenen [1,2].
Die BMI-Werte sind dabei unabhéngig vom Alter und identisch fiir beide Geschlechter. Sie
werden definiert als Gewicht in Kilogramm dividiert durch die GroBe im Quadrat (kg/m?). So
hat beispielsweise ein Erwachsener mit 80 kg und einer Gréf3e von 1,85 m einen BMI von
23,4 [BMI = 80 kg / (1,85 m)* = 23.4].

Tabelle 1-1: Internationale Klassifizierung von Unter-, Ubergewicht und Adipositas
dargestellt als BMI

Klassifikation BMI (kg/m?)
Prinzipielle Unterteilung Zusatzliche Unterteilung
Untergewicht <18,50 <18,50
Starkes Untergewicht <16,00 <16,00
Mittleres Untergewicht 16,00 - 16,99 16,00 - 16,99
Leichtes Untergewicht 17,00 - 18,49 17,00 - 18,49
: 18,50 - 22,99
Normalgewicht 18,50 - 24,99
23,00 - 24,99
Ubergewicht >25,00 >25,00
2 -27,4
Priadipositas 25,00 - 29,99 500 -27.49
27,50 - 29,99
Adipositas >30,00 >30,00
30,00 - 32,49
Adipositas Grad | 30,00 - 34-99 ’ ’
32,50 - 34,99
35,00 - 37,49
Adipositas Grad II 35,00 - 39,99 ’ ’
37,50 - 39,99
Adipositas Grad III >40,00 240,00
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1.1.2  Messung des Taillenumfangs

Bestimmte Formen des Fettverteilungsmusters gehen mit einem erhohten Risiko fiir Stoff-
wechsel- bzw. Herz-Kreislauferkrankungen einher [3,4]. Die Messung des Taillenumfangs ist
dabei eine einfache und von der Grofle unabhiangige Methode zur Bestimmung des intraabdo-
minalen Fetts und damit des individuellen Risikos. Sie korreliert stark mit dem BMI und der
sog. waist-to-hip-ratio [5,6].

Tabelle 1-2: Geschlechtsspezifischer Taillenumfang und das Risiko damit verbundener
Folgekrankheiten

Risiko von Taillenumfang (cm)
Folgekrankheiten Manner Erauen
erhoht >99 >80
stark erhoht >102 >88

1.1.3  Pravalenz und Ursachen von Ubergewicht

Ubergewicht hat weltweit epidemischen Charakter erreicht. So sind bereits 66% der erwach-
senen Amerikaner iibergewichtig, davon 32% adip6s, und davon wiederum 5% extrem adipds
(BMI 240). In Deutschland sind 44% tibergewichtig bzw. 18% fettleibig (Europa: 43% tiber-
gewichtig, 17% adip0s) [2,7,8]. Betrachtet man dabei die Populationen im mittleren Alter von
45 bis 59, steigen die Zahlen sogar auf hohere Werte an [9]. Die stetige Zunahme der Zahl der
tibergewichtigen Kinder stellt ein besonderes Problem dar, da diese Kinder im Erwachse-

nenalter kaum mehr Normalgewicht erreichen [10-13].

Grundsitzlich ist Ubergewicht die Konsequenz aus vermehrter Energieaufnahme und vermin-
derter Energiecabgabe {iber einen lingeren Zeitraum hinweg. Daraus resultiert eine positive
Energiebilanz. Diese wird in der Regel nicht nur einseitig beeinflusst, sondern es spielen stets

mehrere Faktoren auf beiden Seiten zusammen, wie im Folgenden dargestellt:
1.1.4  Positive Energiebilanz

Erhohte Aufnahme an fett- und zuckerhaltigen Nahrungsmitteln fiihrt in Kombination mit
korperlicher Inaktivitidt (Fernsehen, Computerspiele) zu einer positiven Energiebilanz und
damit zur Gewichtszunahme [14,15]. Angebot von Nahrung im Uberfluss und Anderungen im
Essverhalten wie zu schnelles Essen, nichtliches Essen und ,,snacking* scheinen eine grofle

Rolle zu spielen [16].



Einleitung 3

1.15 Genetik

Auch wenn es erwiesenermallen Menschen mit einer erhohten Neigung zur Fetteinlagerung
gibt [17,18], stellt die Krankheit Adipositas eine multifaktorielle Erkrankung dar. Von rein
genetischen Ursachen miissen Einfliisse wie die Weitergabe von Erndhrungsgewohnheiten
von Eltern an Kinder, das kulturelle und sozio6konomische Umfeld, abgegrenzt werden. Tat-
sdchlich gibt es genetische Defekte, z.B. ein angeborenes Defizit an Leptin, die zu einer here-

ditdren Adipositas fithren [19]. Ihr Anteil an der epidemischen Adipositas ist jedoch minimal.
116 Medikamente

Glukokortikoide, manche steroidale Kontrazeptiva, Antidiabetika auf Basis der Sulfonylharn-
stoffe, Insulin, trizyklische Antidepressiva, Lithium oder Neuroleptika steigern den Appetit

und konnen zu einer vermehrten Nahrungsaufnahme fiihren.
1.1.7  Nikotinentzug

Das verringerte Korpergewicht ist eine wichtige Motivation fiir das Rauchen insbesondere bei
jungen Frauen [20]. Es beruht nicht nur auf der Appetithemmung, sondern auch auf weiteren
groBtenteils noch ungeklirten Einfliissen auf den Energiestoffwechsel [21]. Die regelmiBig
bei Rauchentwohnung zu beobachtenden Gewichtszunahmen treten selbst bei kontrollierter
Nahrungsaufnahme, also auch ohne vermehrten Verzehr von Siiligkeiten, Niissen etc., auf
und sind eine Folge des Nikotinentzugs und nicht allein durch den Wegfall der Appetit-

hemmung durch Nikotin zu erklaren.
1.1.8  Hormonelle Erkrankungen

Hormonelle Erkrankungen wie Hypothyreose, der M. Cushing bzw. das Cushing-Syndrom

oder bestimmte Hypothalamustumoren konnen ebenfalls zu Ubergewicht fiihren.

1.2 Mit Ubergewicht assoziierte Erkrankungen

Die mit Adipositas assoziierten Erkrankungen sind vielfiltig. Angefangen bei weniger lebens-
gefahrlichen Erkrankungen wie Gallensteine oder Gicht fiihren sie iiber ein erhdhtes Risiko
fiir Diabetes, Krebs oder Herz-Kreislauferkrankungen zu einer mehr oder weniger deutlichen
Herabsetzung der Lebenserwartung [2,22,23]. Die mit Ubergewicht assoziierte vorzeitige
Sterberate steigt mit zunehmendem Gewicht und mit verminderter physischer Aktivitit an
[24-26]. Es wurde auflerdem eine direkte Assoziation von Adipositas und Mortalitét, vor

allem bei jlingeren Individuen (<55 Jahre) beobachtet [27].
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121 Krebs

Ubergewicht wird mit einem erhdhten Risiko fiir bestimmte Krebsarten in Verbindung ge-
bracht: bei Méannern mit dem Kolonkarzinom [28] und dem Adenocarcinom der Speiserohre
[29], bei Frauen mit dem postmenopausalen Brustkrebs [30] und dem Endometriumkarzinom,
sowie bei beiden Geschlechtern mit dem Nierenzellkarzinom [31]. Neueste Studien lassen ei-
ne generelle Rolle von Ubergewicht in der Kanzerogenese vermuten und damit ein insgesamt
erhohtes Risiko fiir alle Krebsarten als Todesursache. So schitzt man, dass jahrlich in den
USA ca. 90.000 und in Europa 36.000 Todesfdlle durch Krebs vermieden werden, wenn

Mainner und Frauen ihre Normalgewichte halten konnten [29,32,33].
1.2.2  Psychische Stérungen

Depression und Gewicht sind komplex miteinander verkniipft. Verschiedene soziale Faktoren
wie Diskriminierung, Arbeitslosigkeit und Unzufriedenheit mit dem eigenen Korper kdnnen
bei Ubergewichtigen Depressionen hervorrufen. Umgekehrt kénnen Depressionen auch zu
Ubergewicht fiihren, z.B. durch die medikamentdse Behandlung mit Antidepressiva. Studien
zeigen, dass Adipositas das Risiko spdter an Depressionen zu erkranken deutlich erhoht

[2,34,35].
1.2.3  Metabolisches Syndrom und Dyslipidamie

Adipositas kann mit einer Dyslipiddmie, d.h. erhdhten Plasmatriglyzeridspiegeln, niedrigen
HDL- und hohen LDL-Apo-B-Werten einhergehen [36]. Die Verdanderungen werden haufig in
Gesellschaft mit hoher intraabdominaler Fetteinlagerung beobachtet. In diesem Zusammen-

hang hat man das so genannte metabolische Syndrom definiert:

- Bauchbetonte Adipositas: Taillenumfang Ménner 2102 cm, Frauen: 288 cm
- Hypertriglyzeriddmie: 21,69 mmol/L

- Erniedrigte HDL-Spiegel: <1,04 mmol/L (Ménner), <1,29 mmol/l (Frauen)
- Bluthochdruck: >130/85 mm Hg

- Erhohte Niichternglucose: >6,1 mmol/L

Das metabolische Syndrom ist weit verbreitet unter libergewichtigen Erwachsenen und
adiposen Kindern, die Privalenz steigt mit steigendem Gewicht an [37]. Es ist auerdem ein
Risikofaktor fiir die Entwicklung eines Diabetes mellitus Typ II und fiir Herz-Kreislauf-
erkrankungen [38].

1.2.4  Osteoarthritis

Die Inzidenz von Osteoarthritis ist in adipdsen Individuen erhdht und eine gingige Ursache

von Schmerzen und Behinderung. Erhohte mechanische Belastung zusammen mit metabo-
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lischen Faktoren wie vermehrte Ausschiittung von Hormonen, Zytokinen und Wachs-

tumsfaktoren aus dem Fettgewebe sollen hierfiir Ausldser sein [39,40].
1.2.5 Diabetes Mellitus Typ Il

Uber 90% aller diagnostizierten Fille von Diabetes Mellitus Typ II sind mit Ubergewicht ver-
gesellschaftet [23]. Auch scheint das Risiko an Diabetes Typ II zu erkranken mit steigendem
Gewicht und Lange des Zeitraums der Adipositas anzusteigen. AnschlieBender Gewichtsver-
lust soll die Inzidenz der Erkrankung senken [41,42]. Trotzdem haben neueste Studien
gezeigt, dass das Risiko im Laufe des Lebens an Diabetes Typ II zu erkranken auch nach
erfolgter Gewichtsabnahme in vorher iibergewichtigen Individuen immer noch erhéht ist im

Vergleich zu Personen, die niemals {ibergewichtig waren [43].
1.2.6  Herz- und Kreislauferkrankungen

Unter den Todesursachen nehmen weltweit die Herz-Kreislauferkrankungen den ersten Platz
ein [2]. Dabei stellt die Adipositas nicht nur einen groBen und auBerdem unabhingigen
Risikofaktor flir die Entwicklung einer koronaren Herzkrankheit (KHK) dar [44,45], sondern
sie ist auch unmittelbar mit den anderen Hauptrisikofaktoren wie Hypertension und erhéhten
Blutcholesterinwerten vergesellschaftet [22,36]. Dabei steigt die Inzidenz fiir erhéhten Blut-
druck schon mit nur geringer Gewichtszunahme an [46]. Kontrollierte Studien haben gezeigt,
dass stark adipose Individuen mit dilatativer Kardiomyopathie durch eine Pradisposition zu

Arrhythmien auBlerdem ein erhohtes Risiko fiir einen plétzlichem Herztod haben [23,47].

1.3 Pharmakotherapie des Ubergewichts

Da Ubergewicht insgesamt ein vermeidbares Risiko darstellt und geringe Gewichtsabnahmen
bereits Senkungen in Mortalitit und Morbiditit von 5-10% bewirken [48-50], ist eine
Behandlung von Ubergewicht notwendig und wichtig. Als ersten Schritt im Sinne einer
Pravention mit ,,public health* Aspekt sind bereits nationale [51-53] und internationale [2,54]
Konzepte in Planung und Ausfiihrung, die sich an folgendem Leitfaden orientieren: ,,Obesity-
Management“ = positive Beeinflussung des Bewegungs- und Erndhrungsverhaltens. Da
jedoch in verschiedenen Studien konventionelle Methoden wie Didt und Sport alleine zur
Bekimpfung von Ubergewicht entweder keinen, oder nur kurzfristigen Effekt zeigten [55],
und auch chirurgische Interventionen wie Magenverkleinerung oder das Setzen eines Magen-
bands zwar einen guten langfristigen Erfolg aufweisen, aber bis jetzt nur stark adipdsen Indi-
viduen vorbehalten sind [56,57], treten medikamentdse Behandlungsmethoden immer mehr in

den Vordergrund. Bisher sind zwei Kategorien bekannt und etabliert, die Appetitziigler und
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die Lipasehemmer. Neuerdings kommen Therapiekonzepte hinzu mit Angriff an spezifischen

Rezeptoren und Verdnderungen des Fett- und Energiestoffwechsels auf molekularer Ebene.
1.3.1  Appetitzigler

Unter den Appetitziiglern werden 3 Formen unterschieden:

1.3.1.1 Noradrenerge Wirkstoffe

Die Medikamente Phentermin, Diethylpropion, Phendimetrazin und Benzphetamin wirken
tiber eine Erhohung der Ausschiittung von appetithemmenden Neurotransmittern im ZNS
(z.B. Serotonin, Dopamin) und sind derzeit nur in den USA zur Kurzzeitbehandlung (<12
Wochen) von Ubergewicht empfohlen. In Europa (ausgenommen Schweiz) wurden sie wegen

eines ungiinstigen Nutzen/Risiko-Verhiltnisses vom Markt genommen.
1.3.1.2 Serotonerge Wirkstoffe

Die beiden Medikamente Fenfluramin und Dexfenfluramin, die iiber eine Stimulation der
Freisetzung und Hemmung der Wiederaufnahme von Serotonin wirken, wurden 1997 vom
Markt genommen, da eine Assoziation mit Herzklappenfehlern und pulmonalem Uberdruck

beobachtet wurde [58].
1.3.1.3 Gemischt serotonerg-noradrenerge Wirkstoffe

Sibutramin (Reductil®) hemmt die Wiederaufnahme von Adrenalin und Serotonin, aber
weniger Dopamin. In Kombination mit einer kalorienarmen Diét und vermehrter kdrperlicher
Aktivitdt zeigte Sibutramin in einer Dosis zwischen 10 und 15 mg in mehreren klinischen
Studien im Vergleich zu Placebo einen klinisch relevanten gewichtsreduzierenden Effekt, an-
haltend auch iiber zwei Jahre hinweg. Zusétzlich wurden die Serumtriglyzeride und das HDL
positiv beeinflusst [59-62]. Das Arzneimittel ist in Deutschland zur Behandlung adipdser

Patienten unter drztlicher Aufsicht zugelassen [63].
1.3.2  Lipasehemmer

Orlistat (Xenical® = Tetrahydrolipstatin; Strukturformel in Abbildung 1-1), ein semisyntheti-
sches Derivat von Lipstatin, ist ein potenter und selektiver Hemmstoff der gastrointestinalen
Lipasen, die eine entscheidende Rolle in der Fettverdauung im Magen und oberen Diinndarm
spielen. Es hemmt die gastrische und pankreatische Lipase durch kovalente Bindung an den
aktiven Serinresten [64]. In Verbindung mit der Aufnahme fettreicher Nahrung hemmt
Orlistat partiell die Hydrolyse der Triglyzeride und vermindert die anschlieBende Resorption

von Monoglyzeriden und freien Fettsduren. Ein Teil der zugefiihrten Nahrungsfette (ca. 30%)
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wird deshalb mit dem Stuhl wieder ausgeschieden (Abbildung 2-2) [65-67]. In Verbindung
mit einer milden, hypokalorischen Didt kommt es zu einem weiteren Kalorienverlust von ca.

200 keal [68].

Abbildung 1-1: Strukturformel von Orlistat

physiologischer Ablauf

Trlglyzerlde Monoacylglycerol

Die Micellenbildung fuhrt zur

Absorption von ca. 90% der
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Abbildung 1-2: Hemmung der Fettabsorption unter Behandlung mit Orlistat [69].
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In verschiedenen Langzeitstudien zeigte Orlistat nicht nur einen groferen Gewichtsverlust im
Vergleich zu Placebo, sondern auch eine verminderte Rate an Wiederzunahme. Auflerdem
wurden leichte Senkungen in den Blutdruckwerten, Niichterninsulinwerten, Gesamtchol-
esterin- und LDL-Spiegeln unabhédngig vom Gewichtsverlust beobachtet [70-72]. In neuesten
Studien wurde zusitzlich gezeigt, dass Orlistat als Zusatz zu einer hypokalorischen Didt und
vermehrter physischer Aktivitit signifikant die Inzidenz eines Diabetes Typ II senkte [42].
Das Medikament ist in Deutschland seit Juli 1998 zur Behandlung von adiposen Patienten in

Kombination mit einer leicht hypoklalorischen Kost zugelassen [73].
1.3.3  Neue Substanzen in klinischer Erprobung

An dieser Stelle soll im Besonderen auf zwei Substanzen eingegangen werden, die aktuell in
klinischen Studien mit {ibergewichtigen Patienten auf ihre Wirksamkeit und Vertréglichkeit

hin getestet werden.
1.3.3.1 CB; Rezeptorantagonisten (Rimonabant):

Marihuana, die weibliche Pflanze von Cannabis sativa, ist eine der dltesten Kulturpflanzen
der Welt. Sie wurde schon vor Tausenden von Jahren auf vielen Teilen der Erde angebaut und
zur Linderung von Krdmpfen, rheumatischen und menstruationsbedingten Beschwerden ange-
wendet [74]. Marihuana ist seit den sechziger Jahren die am héufigsten illegal konsumierte
Droge weltweit [75]. Mechoulam et al. gelang 1964 die vollstindige chemische Ent-
schliisselung seines psychoaktiven Agens, dem A’-Tetrahydrocannabinol [76]. Inzwischen
sind vielzdhlige Cannabis sativa-Analoga entwickelt worden, unter anderem Dronabinol,
welches in den USA seit iiber 20 Jahren von der food and drug administration (FDA) als
appetitsteigerndes und antiemetisches Medikament bei fortgeschrittenen Stadien von AIDS

oder Krebs zugelassen ist [77].

Erst in den letzten zwei Jahrzehnten wurde das therapeutische Potential des Endocannabinoid-
systems genauer erforscht [78] und durch die Identifikation ihrer Rezeptorsubtypen CB;
[79,80] und CB, [81] besser verstanden. Beide gehoren zur Klasse der Gi Protein gekoppel-
ten Rezeptoren und zeigen Affinitit zu verschiedenen endogenen Cannabinoiden, von wel-
chen Arachidonylethanolamid (Anandamid) und 2-Arachidonoylglycerol (2-AG) am genaues-
ten erforscht sind [82-84]. Der CB,-Subtyp findet sich vor allem in sekundéren Organen des
Immunsystems (Lymphknoten, Milz, Thymus oder Tonsillen) und auf Zellen, die der Immun-
abwehr dienen, wie Makrophagen, B-Lymphozyten und Natiirlichen Killerzellen [81,85]. Die

CB;—Rezeptoren finden sich vor allem in Gehirnregionen wie Kortex, Hippocampus, Basal-
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ganglien und Cerebellum [86], aber auch in peripheren Geweben wie Harnblase, Hoden,

Prostata, Gastrointestinaltrakt, Herz, Lunge, Fettgewebe u.a. [81,85,87,88].

Der appetitsteigernde Effekt von Marihuana ist bereits seit Jahrzehnten bekannt [89]. Im
Laufe weiterer Forschungen sind Hinweise auf eine Funktion des Endocannabinoidsystems in
der Regulation des Essverhaltens aufgetreten. So induzierten A’-THC, Anandamid und 2-AG
in verschiedenen Tiermodellen eine Hyperphagie [90,91]. Dieser Effekt wird durch den CB;—
Subtyp vermittelt, da er durch den CB;—Rezeptorantagonisten SR141716 aufgehoben werden
konnte. Selektive Blockade des CB;—Rezeptors bewirkte eine verminderte Futteraufnahme
[92-97], v.a. fiir SiiBigkeiten [98,99], zusétzlich eine Aktivierung der Thermogenese und eine
Verbesserung der Bluttfettwerte in adipésen Miusen [100,101], und stimulierte die Expres-
sion von Acrp 30 (Adiponectin) mRNA im Fettgewebe von adipdsen fa/fa Ratten [88]. CB,/°
knockout Mause zeigen durch spontan verminderte Futteraufnahme eine geringere Korper-
gewichtszunahme [102,103]. Di Marzo et al. [104] zeigten eine leptingesteuerte Downregula-
tion von Anandamid und 2-AG im Hypothalamus. Leptin spielt eine Schliisselrolle im Fiitte-
rungsverhalten und in der Korpergewichtsregulation. Die Erkenntnisse {iber das Zusammen-
spiel von Leptin und Endocannabinoidsystem erdffnen neue Aspekte in Bezug auf Verstind-

nis und Erforschung des komplexen Systems des Energiehaushaltes.

» Nucleus accumbens
verminderter Antrieb zur
Nahrungsaufnahme

Hypothalamus
appetitziigelnder Effekt

Gastrointestinaltrakt
Ausldsen eines Sattigungsgefihls L
durch Angriff an den CB,-Rezeptoren

potentielle
Wirkmechanismen
von
CB-Inhibitoren

Fettgewebe
Stimulation von Adiponectin
Inhibierung der Lipogenese

(LPL-Aktivitat)

Muskeln

erhohte Glucose- o ——
aufnahme e
Leber

> noch nicht bekannt

Abbildung 1-3: Potentielle Angriffspunkte und Wirkmechanismen von CB1-Inhibito-
ren [105].

LPL=Lipoproteinlipase
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Gegenstand aktueller klinischer Studien ist besonders Rimonabant (= SR141716, Strukturfor-
mel siche Abbildung 1-4), ein selektiver CB;_Antagonist, welcher 1994 erstmals von Rinaldi-
Carmona et al. [106] synthetisiert wurde. Rimonabant (Acomplia® von Sanofi-Aventis) ist
seit September 2006 in Deutschland zur medikamentdsen Behandlung adipdser (BMI >30
kg/m?) oder iibergewichtiger Patienten (BMI >27 kg/m?) mit zusitzlichen kardiovaskuliren
Risikofaktoren wie Diabetes Typ II oder Dyslipiddmie zugelassen [107].
CH, O
Cl
74 N
/
N—N

Ir=z

Cl

Cl

Abbildung 1-4: Strukturformel von Rimonabant

Die Wirksamkeit von Rimonabant wurde im RIO-Programm (Rimonabant in Obesity) getes-
tet, welches sich aus 4 klinischen Phase-III-Studien mit unterschiedlicher Laufzeit zusammen-
setzte (RIO North-America und RIO Europe: 2-Jahres-Studien, RIO-Lipids und RIO-Diabe-
tes: 1-Jahres-Studien). Insgesamt wurden mehr als 6.600 Patienten in die Studien eingeschlos-
sen, welche entweder einen BMI von >30 kg/mz, oder einen tber 27 kg/m2 mit behandelter
oder unbehandelter (RIO-Lipids) Dyslipidimie und mit oder ohne gleichzeitig bestehender
Hypertonie aufwiesen. In RIO-Diabetes wurde die Wirksamkeit von Rimonabant bei Patien-
ten mit Diabetes Typ II getestet, welche mit Metformin oder Sulfonylharnstoffen behandelt
wurden. Wihrenddessen erhielten die Teilnehmer eine leicht hypokalorische Didt und wurden
dariiber hinaus angehalten, ihre korperliche Aktivitit zu steigern. Im Vergleich zu Placebo
zeigte Rimonabant in einer Dosis von 20 mg/Tag einen bestdndig anhaltenden Gewichtsver-
lust, reduzierte den Hiiftumfang, erhohte die HDL-Werte und die Insulinsensitivitit, und
erniedrigte die Serumtriglyzeride. AuBBerdem konnte im zweiten Jahr in der zu Rimonabant re-
randomisierten Gruppe der erworbene Gewichtsverlust im Vergleich zu Placebo gehalten
werden. Trotz der oben genannten Ergebnisse wird der Erfolg durch eine hohe Abbruchrate
von 50% getriibt und es sind weitere Studien zur Langzeitwirkung und -sicherheit notig [108-
111]. Zur Zeit wird Rimonabant auch in Studien als Substanz zur Raucherentwohnung getes-
tet (STRATUS - Studies with Rimonabant and tobacco use), fiir diesen Zweck gilt jedoch die

Zulassung vorerst nicht.
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Es sind zahlreiche neue Praventionsstudien geplant, darunter:

CRESCENDO: Comprehensive rimonabant evaluation study of cardiovascular endpoints and
outcomes. In dieser Studie soll gezeigt werden, ob Rimonabant bei 17.000 Patienten mit
abdomineller Adipositas oder anderen kardiovaskuldren Risikofaktoren die Inzidenz und/oder

Mortalitdt von Infarkten und Schlaganfillen vermindern kann.

AUDITOR: Atherosclerosis underlying development assessed by intima-media thickness in
patients On rimonabant. Es nehmen 600 adipdse Patienten mit zusitzlichen kardiovaskuldren
Risikofaktoren teil. Ziel der Studie ist die Messung der Verdnderungen der Intima-Media-

Dicke der Halsschlagader.

STRADIVARIUS: Strategy to reduce atherosclerosis development involving administration
of rimonabant - the intravascular ultrasound Study. Primérer Endpunkt ist das intravasal mit
Ultraschall gemessene Atheromvolumen in den Herzkranzgefdlen bei 800 Patienten mit

metabolischem Syndrom und/oder Nikotinabusus.

SERENADE: Study evaluating rimonabant efficacy in drug-naive diabetic patients. Aufge-
nommen wurden 264 iibergewichtige Patienten mit einem unbehandelten, neu diagnostizier-
ten Diabetes. Die Therapiedauer betrug sechs Monate, im Mittelpunkt stand die Kontrolle des
HbAlc-Wertes.

ARPEGGIO: Study evaluating rimonabant efficacy in insulin-treated diabetic patients. Getes-
tet wurde der Effekt von Rimonabant auf die HbA1c-Werte iiber 48 Wochen bei mit Insulin
behandelten Diabetikern [112].

1.3.3.2 Topiramat

Topiramat ist ein sulfamatsubstituiertes Monosaccharid (Strukturformel siehe Abbildung 1-5),
welches derzeit in Deutschland unter dem Namen Topamax” fiir die Indikation Epilepsie und
unter dem Namen Topamax” Migrine zur Migrineprophylaxe [113-116] im Handel ist. Es
entfaltet seine Wirkung iiber die zustandsabhingige Blockade der spannungsabhingigen
Natriumkanéle [117-121], die Modulation von ,,high-voltage* aktivierten Calciumkanilen des
L-Typs [122], die Erhohung der GABA-AKktivitit an den A-Rezeptoren [123], die Antagoni-
sierung von Glutamat am Kainat-Rezeptor [124,125] und die Aktivierung der Kaliumleitfa-
higkeit [126]. AuBerdem hemmt es einige Untertypen der Carboanhydrase, vor allem die Sub-
typen I, IV und weniger V [127-129]. Im Gegensatz zu den meisten anderen Antiepileptika
[128,129] fiihrt Topiramat in der klinischen Anwendung [130-134] und in Versuchen an Rat-

ten und Miusen zu Gewichtsverlust [135-140]. AuBerdem wird zur Zeit unter anderem Wirk-
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samkeit in adipésen Individuen mit Bluthochdruck [141] oder Diabetes Typ II [142], bei
essentiellem Tremor [143], bipolaren [144] oder affektiven Storungen [145], Alkohol- und
Nikotinabhéngigkeit [ 146-148] und Binge-Eating-Disorder untersucht [149,150].

\
0=8=0
0
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Abbildung 1-5: Strukturformel von Topiramat

1.4 Die Rolle von Carboanhydrasehemmern in der de novo Lipogenese

Die Carboanhydrase (CA) ist ein ubiquitdres zinkhaltiges Enzym, das die reversible Hydrata-

tion von Kohlendioxid katalysiert:
CO, + H,0 <> HCOy+ H'.

Diese Reaktion ist unter anderem wichtig flir essentielle physiologische Austauschprozesse
von Anionen in Niere, Lunge, Magen, Bauchspeicheldriise und im Ziliarkorper des Auges. Es
sind mindestens sechszehn Subtypen bekannt, deren Hemmung oder Aktivierung im Men-
schen Angriffspunkte fiir medikamentdse Behandlungsmdglichkeiten darstellt. Zur Zeit fin-

den sie Anwendung in der Therapie von Glaukom, Epilepsie und Tumoren [151].

Tabelle 1-2: Uberblick tiber die Carboanhydrase-1soenzyme und ihre subzellulare
Lokalisation [151].

CA-lsoenzym subzellulare Lokalisation
CA I, IT*, I1T*, VII, XIII, CARP VIII CARP X, CARP XI Zytosol

CA 1V, XV membrangebunden

CA VA* VB* Mitochondrium

CA VI Sekretion in Speichel/Milch
CA IX, XII, XIV transmembranér

CA=Carboanhydrase; CARP=Carbonic anhydrase related protein; * Expression u.a. im Adipozyten



Einleitung 13

Die Subtypen I, II, III und IV befinden sich im Zytosol, und V im Mitochondrium. Die Sub-
typen I, III und V werden unter anderem in den Adipocyten exprimiert (Tabelle 1-3) [152-
155]. Verschiedene Studienergebnisse mit CA-Inhibitoren lassen eine Rolle der Carboanhy-
drase im Stoffwechsel der Adipocyten und in der hepatischen de novo Lipogenese vermuten
[153,156,157]. Moglicherweise stellt die Carboanhydrase im Adipozyten Bicarbonat als
Substrat fiir die Pyruvat-Carboxylase im Rahmen der Gluconeogenese bereit, welche wie-
derum tiberschiissiges Citrat fiir die Fettsduresynthese bereitstellt. Durch die Hemmung dieses
Mechanismus zeigte sich in kultivierten Adipozyten eine verminderte Lipogenese [127]. Zu-
satzlich zu diesen Ergebnissen wurden auBerdem Gewichts- und Appetitverlust als Neben-

wirkungen unter Behandlung mit Carboanhydrasehemmern beobachtet [158,159].

BMI = 30 Weiterfiihrende
Beratung
oder
BMI 25-29,9 und 2 Risikofaktoren Diat
oder - Fortschritt sichtbar | Ja Verhaltenstherapie
Taillenumfang >89 cm fiir Frauen "| oder Ziel erreicht? "| Korperliche Aktivitat
oder Regelmalige
>102 fiir Manner und = 2 Risikofaktoren Uberwachung von
Gewicht, BMI und

Taillenumfang

Nein

Ja

Besteht weiterhin
Motivation zum
Gewichtsverlust?

Gemeinsame

Definition
Nein von Zielen ut\d
Entwicklung eines Nein
Behandlungs-
Motivierung und Beratung konzeptes Suche nach

fiir Gewichtsverlust
und Kontrolle der
Risikofaktoren

Erklarung
fur den fehlenden
Gewichtsverlust

Instruktion zum Halten
des Gewichts
Information Uber weitere
Risikofaktoren
WeiterfUhrung der
regelmafigen
Kontrolle von Gewicht, BMI
und Taillenumfang

Zielsetzung
Anweisung des
Patienten zum
Gewichtsverlust von
10% des
Korpergewichtes,
oder 0,5 — 1 kg/Woche
in 6 Monaten

Option 1

BMI 25-29,9 und >
= 2 Risikofaktoren Onti >
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BMI = 35 und
2 2 Risikofaktoren
oder BMI =2 40
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Abbildung 1-6: Aktuelle Guidelines in der Behandlung von Adipositas [69].
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1.5  Aktuelle Guidelines im ,,Obesity-Management*
Die Abbildung 1-6 zeigt die aktuellen Guidelines in der Therapie der Adipositas [160]. Es

wird je nach individuellem Fall eine Kombinationstherapie aus einer Anderung des Lebens-

stils mit Didt und Sport zusitzlich zu einer wirksamen medikamentosen Behandlung

empfohlen [60,70,161-163].

1.6 Ziele der Arbeit
1.6.1 Versuch1

In der Behandlung chronischer Krankheiten sind medikamentdse Kombinationstherapien aus
verschiedenen therapeutischen Klassen zur Wirkungsverstirkung oder zur Verminderung
unerwiinschter Nebeneffekte wie z.B. bei der Behandlung einer Hypertonie oder eines Diabe-
tes mellitus schon lange etabliert. Die heutige klinische Erfahrung in der Therapie von Uber-
gewicht zeigt, dass auch dort hdufig ein einzelner Wirkmechanismus eines bestimmten Medi-
kaments nicht ausreicht, um einen anhaltenden und ausreichend starken Gewichtsverlust zu
erreichen. Deshalb sind Uberlegungen gerechtfertigt, unterschiedlich wirkende Medikamente
zu kombinieren, um zufriedenstellende Ergebnisse zu erhalten. Es erscheint sinnvoll, ein peri-
pher wirkendes Medikament mit einem zentral wirksamen zu kombinieren, um eventuelle
starke ZNS-Nebenwirkungen zu relativieren. Versuch 1 der vorliegenden Arbeit erforscht die
Wirksamkeit von SLV319, einem selektiven CB; Rezeptorantagonisten in Kombination mit
Orlistat (Xenical®™), einem bekannten und sich schon im Handel befindlichen wirksamen
Inhibitor der gastrointestinalen Lipase. Es wurden Korpergewichtsentwicklung, Futter- und
Wasseraufnahme, Blutwerte und Zusammensetzung der Karkasse im Tierversuch mit mann-
lichen Wistarratten untersucht. Das Ziel der Studie war die Erforschung einer eventuellen

Wirkungsverstirkung von SLV319 in Kombination mit Orlistat.
1.6.2  Versuch 2

Zur Zeit sind Carboanhydrasehemmer als Therapeutika bei Glaukom, Epilepsie und bei
Tumoren in Anwendung. Dabei ist die Hemmung bestimmter Subtypen der CA von Bedeu-
tung. So werden beispielsweise in der Behandlung des Glaukoms die Suptypen II und XII ge-
hemmt, in der der Epilepsie die Subtypen VII und II. Versuch 2 untersucht ein mogliches
Potential dieses Mechanismus in der Therapie der humanen Adipositas. Neueste Ergebnisse
zeigen, dass dort die Hemmung des Subtyps V verantwortlich ist, welches unter anderem
durch das Medikament Topiramat geschieht. Es sind bereits in zahlreichen Studien verschie-
dene Auswirkungen von Topiramat auf Fress- und Trinkverhalten, Korperzusammensetzung

und Blutwerte festgestellt worden. Dennoch ist nicht vollstindig verstanden, durch welchen
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seiner vielen Wirkmechanismen der Energiehaushalt beeinflusst wird. Versuch 2 dieser Arbeit
soll Klarheit iiber einen eventuellen Einfluss der Hemmung der Carboanhydrase bringen. Die
vorliegende Studie erforscht somit die Auswirkungen von SLV335, einem neuen Carboanhy-
drasehemmer, auf Korpergewicht, Futter- und Wasseraufnahme bei weiblichen Wistarratten
im Vergleich zu Topiramat, und damit die potenziellen Einsatzmoglichkeiten in der Pharma-

kotherapie von Ubergewicht.
1.6.3  Versuch 3

Versuch 3 untersucht die Auswirkungen von SLV330, einem neuen CB;-Antagonisten im
Vergleich zu Rimonabant, das sich schon im Handel befindet. Letzteres hat bereits in einer
Reihe von Tiermodellen einen appetitvermindernden Effekt gezeigt (s.0.). In vorhergehenden
Studien im Solvay-Labor (personliche Kommunikation, nicht verdéffentlicht) wurde jedoch
festgestellt, dass die Wirksamkeit von SLV330 entweder durch verminderte Bioverfiigbarkeit
und/oder durch zu schnelle Ausscheidung der Substanz eingeschriankt war. Um die Biover-
fiigbarkeit als einen moglichen Einflussparameter auszuschalten, wurden in der vorliegenden
Studie sowohl SLV330 als auch Rimonabant intraperitoneal verabreicht. Also sollen hier die
Effekte von SLV330 auf Korpergewicht, Futter- und Wasseraufnahme und besonders auf die
Blutwerte bei minnlichen Wistarratten im Vergleich zu Rimonabant dargestellt werden. Mit
Hilfe mehrere Blutabnahmen iiber einen Zeitraum von 10 Stunden hinweg wurde versucht,

besondere Erkenntnisse im Wirkmechanismus beider Substanzen im Vergleich zu gewinnen.
1.6.4 Versuch4

Versuch 4 beschiftigt sich mit den Auswirkungen von Topiramat auf den Energiehaushalt. In
vorausgehenden Studien mit Zuckerratten aus dem Solvay-Labor (nicht verdffentlicht,
personliche Kommunikation) zeigte sich ein Gewichtsverlust lediglich {iber eine Verminde-
rung an Korperwasser, einem eventuellen diuretischen Effekt des Topiramats. Es wurde bei
diesen Tieren, die mit kohlenhydratreicher Nahrung gefiittert worden waren, keine Auswir-
kung auf den Fettgehalt festgestellt. Infolgedessen untersucht der vorliegende Versuch die
Wirkung von Topiramat an Zuckerratten, die durch Gabe einer zucker- und fettreichen Diét
fettleibig gemacht werden, ein Umstand, der die klinische Situation mdéglicherweise besser

widerspiegelt.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Rahmenbedingungen

Die Versuche waren von der Regierung Oberbayern genehmigt. Der experimentelle Teil
sowie die statistische Auswertung wurden im Walther-Straub-Institut der Ludwig-Maxi-
milians-Universitdt Miinchen durchgefiihrt, die Analyse der Blutproben durch die Firma LPT,
Hamburg, und die Carcass-Analyse durch die Firma RenaSci Consultancy Ltd., Nottingham,

England. Die Versuche wurden von der Firma Solvay, Hannover, beauftragt und finanziert.

2.2 Material

Insgesamt beinhaltet die Arbeit 4 Versuche, die im Zeitraum November 2003 bis Mai 2004
durchgefiihrt wurden (Versuch 1: November/Dezember 2004; Versuch 2: Februar/Mirz

2003). Versuch 3 und 4 fanden zeitgleich im selben Raum statt (April/Mai 2004).

2.2.1 Tierversuche

2.2.1.1 Tiere

Spezies: Ratten

Stamm: Wistar Unilever, HsdCpb:WU (Versuche 1-3)
Geschlecht: ménnlich (Versuche 1 und 3) oder weiblich (Versuch 2)
Alter bei Lieferung: 6-7 Wochen

Gewicht bei Lieferung:

160-180 g (Versuche 1 und 3), 140-160 g (Versuch 2)

Lieferant: Harlan Winkelmann, Borchen

Spezies: Ratten

Stamm : Zuckerratten, HsdHIr:Zucker-fa/fa (Versuch 4)
Geschlecht: méinnlich

Alter bei Lieferung: 6-7 Wochen

Gewicht bei Lieferung: 175-205 g

Lieferant:

2.2.1.2 Tierfutter

Harlan Winkelmann, Borchen

Experimentalfutter, fett- und zuckerreich, hergestellt von ssniff Spezialdidten GmbH, Soest,
auf Basis der RD Western Diet D-12079B von Research Diet, USA (4.70 kcal/g: Fett 40,3%
kcal, Kohlenhydrate 42,7% kcal, Proteine 17% kcal).
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2.2.1.3 Tierhaltung

Polycarbonat-Kéfig Typ II (B/T/H = 207/265/140 mm) mit Raufe und Trinkflasche (Ehret
GmbH, Emmendingen)

Einstreu: Weichholzgranulat, Lignocel 3-4 (ssniff Spezialdidten GmbH, Soest)
2.2.1.4 Tagliches Wiegen

Waage fiir Tiere: 1-2000 g, 0,5 g Skala (Bizerba, Balingen)
Waage fiir Futter und Wasser:  0,1-200 g, 0,1 g Skala (Mettler-Toledo, Giessen)

2.2.1.5 Tagliche Behandlung

Spritzen: Polypropylen, 1 ml (Braun, Melsungen)
Knopfkaniilen: Volumen 0,07 ml (Hauptner, Solingen)
Magnetriihrer (IKA, Staufen)

2.2.1.6 Totung der Versuchstiere

Tabelle 2-1: Verwendete Materialien zum Toten der Versuchstiere

Versuch 1 Versuch 2 und 4 Versuch 3
Schere Ether-Box Schere
Rohrchen Glasspritze Rohrchen
Papiertiicher Kaniile Papiertiicher
Stoppuhr Heparin Stoppuhr
Gefrierbeutel Rohrchen Gefrierbeutel
CO,-Box Papiertiicher CO,-Box
Zentrifuge Stoppuhr Zentrifuge
Pipetten Gefrierbeutel Pipetten
CO,-Box
Zentrifuge
Pipetten

2.2.1.7 Aufbewahrung

Tiefkiihltruhe, - 20 °C (GFK, Labor Schubert, Schwandorf)
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2.3 Chemikalien
2.3.1 Verabreichte Substanzen

Orlistat

Rimonabant

SLV319

SLV330
SLV335

Topiramat

Tetrahydrolipstatin, (1S)-1-{[[(3S,4S)-3-Hexyl-2-0x0-4-oxetanylmethyl}do-
decyl(2S)-2-formylamino-4-methylpentanoat isoliert von Solvay aus Xenical®

(B 10550341; S 10147906)

SR 141716A, N-Piperidinyl-5-(4-chlorophenyl)-1-(2,4-dichlorophenyl)-4-me-
thylpyrazole-3-carboxamide isoliert von Solvay aus Acomplia® (B 10720098;
S 10065936)

(4S)-3-(4-Chlorophenyl)-4,5-dihydro-4-phenyl-N-methyl-N'-[ (4-chlorophenyl)
sulphonyl]-1H-pyrazol-1-carboximidamid (B 10715932; S 20199346)

Solvay Versuchssubstanz (B 10720313; S 20212990)
Solvay Versuchssubstanz (B 10718462; S 10194443)

2,3:4,5-Di-O-Isopropyliden-B-D-fructopyranosesulfamat isoliert von Solvay
aus Topamax® (B 10706768; S 10084654)

2.3.2  Losungsmittel

Aqua dest (Reinstwasser) filtriertes deionisiertes Wasser, Membrapur, Bodenheim

Labrasol (Batch N° 31132, Gattefoss¢, Weil am Rhein, Deutschland)

Carboxymethylcellulose (CMC) (medium viscosity, C-4888, Sigma, Taufkirchen,

Deutschland)

Pluronic F-68 (10%) (P5556-100ML, Sigma, Tautkirchen, Deutschland)

Polyethylenglykol (PEG), Lutrol E 400, BASF, Ludwigshafen

Tabelle 2-2: Verwendete Chemikalien

Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 Versuch 4
Orlistat Topiramat Rimonabant Topiramat
SLV319 SLV335 SLV330 --

CMC PEG-CMC CMC PEG-CMC
Pluronic -- -- --
Labrasol -- -- --
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Alle Kontrolltiere erhielten die jeweilig in den Versuchen verwendeten Losungsmittel ohne

Substanzen (Placebo).

2.4 Herstellen der Losungen / Suspensionen

Die Losungen wurden jeweils fiir eine Woche angesetzt. Als Applikationsvolumen wurde
1 ml/kg Korpergewicht gewéhlt, damit bei dem zu erwartenden Hochstgewichten der Ratten
von 500 g (Wistarratten) oder 700 g (Zuckerratten) geniigend Spielraum blieb, um bei Ver-
wendung von 1 ml Spritzen eine sichere Reserve fiir Applikationsfehler und den Verbleib im
Totraum der Knopfkaniilen (0,07 ml) zu haben. Die Losungen wurden bei Raumtemperatur
unter stindigem Riihren auf Magnetriihrern aufbewahrt, auf welchen sie zur Behandlung auf
Korpertemperatur (ca. 37 °C) angewdrmt wurden. Die Losungen wurden anschlieend mit
1 ml Spritzen appliziert, an welche die Knopfkaniilen mit einem Volumen von 0,07 ml zur

Schliindelung der Tiere angeschlossen wurden.

2.4.1 Versuchl

2.4.1.1 Vehikellosung

Als Vehikel (Placebo) diente:

1%iges CMC + 0,5%iges Pluronic: Gruppen Kontrolle und Orlistat im 1. Schliindeldurchgang

e 25%iges Labrasol: Gruppen Kontrolle, SLV319-3 und SLV319-10 im 2. und 3.
Schliindeldurchgang

Tabelle 2-3:  Erstellen der Vehikellosung fur Versuch 1

Versuch Sehlindedurchgang || o S1vS193
bzw. SLV319-10)

Anzahl der Tiere 16 24

Dosis 10 mg/ml

Applikationsvolumen 1 ml/kg KG

Volumen fiir 1 Woche 100 ml

Volumen CMC lg -

Volumen Pluronic 5ml --

Volumen CMC gesamt 95 ml --

Volumen Labrasol -- 25 ml

Volumen Aqua dest 100 ml 75 ml
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Fiir die 1%ige Carboxymethylcellulose-Losung wurde je nach gewiinschtem Volumen eine
bestimmte Menge CMC in einem entsprechenden Volumen destilliertem Wasser gelost. Dies
geschah unter 2 Stunden Riihren bei 50 © C auf einem Magnetriihrer. Anschlieend wurde
eine dem Volumen Pluronic entsprechende Menge der Losung abgenommen (z.B. 5 ml) und
das entsprechende Volumen Pluronic (z.B. 5 ml) zugefiigt. Danach wurde die Losung tliber 24
Stunden gertihrt. Fiir die Labrasol-Vehikellosung wurde eine bestimmte Menge Labrasol 1:4

mit Aqua dest verdiinnt.

Die zum Vorversuch benétigten Vehikellosungen wurden nach dem gleichen Schema ange-

setzt. Die Tiere erhielten in allen Versuchen die 1%ige CMC-Losung.
2.4.1.2 SLV319-Suspension
Es wurden 2 verschieden konzentrierte SLV319-Suspensionen verwendet:

e 3 mg SLV319/ml Suspension fiir die Gruppe SLV319-3 und SLV319-3+Orlistat im
Schliindeldurchgang 1

e 10 mg SLV319/ml Suspension fiir die Gruppe SLV319-10 und SLV319-10+Orlistat
im Schliindeldurchgang 1

Pulverisiertes SLV319 wurde unter zusétzlicher Verwendung von Pluronic in der 1%igen
CMC Losung suspendiert. Zuerst wurde eine bestimmte Menge SLV319 durch Zugabe von
Pluronic angeldst, dies wurde durch zehn Minuten Riihren auf einem beheizbaren Magnet-
rithrer (50 °C) erreicht. Dann wurden die entsprechende Menge der 1%igen CMC-Ldsung

zugegeben.

Tabelle 2-4: Erstellen der SLV319-Suspensionen fir Versuch 1

Versuch 1: SLV319-3 bzw. SLV319-10 bzw.
SLV319-3 + Orlistat SLV319-10 + Orlistat

Anzahl der Tiere 16 16

Dosis 3 mg/ml 10 mg/ml

Applikationsvolumen 1 ml/kg KG

Volumen fiir I Woche 100 ml

Menge SLV319 03g lg

Volumen CMC 95 ml

Volumen Pluronic 5ml
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2.4.1.3 Orlistat-L6sung

e 50 mg Orlistat/ml Losung fiir die Gruppen Orlistat, SLV319-3+Orlistat bzw. SLV319-

10+Orlistat im Schliindeldurchgang 2 und 3

Zuerst wurde kristallines Orlistat zu einer bestimmten Menge Labrasol unter stindigem
Riihren bei 40 °C auf dem beheizbaren Magnetriihrer (20-30”) gegeben, bis sich alle Kristalle

in Losung befanden. AnschlieBend wurde eine entsprechende Menge Aqua dest zugegeben,

unter stindigem Riihren (30’) bei 40 °C.

Tabelle 2-5:  Erstellen der Orlistat-Losung fir Versuch 1

Versuch 1: Orlistat, SLV319-3 + Orlistat bzw. SLV319-10 + Orlistat
Anzahl der Tiere 24

Dosis 50 mg/ml

Applikationsvolumen 1 ml/kg KG

Volumen fiir 1 Woche 200 ml

Menge Orlistat 10g

Volumen Labrasol 50 ml

Volumen Aqua dest 150 ml

242 Versuch 2

2.4.2.1 Vehikellosung

e fiir die Kontrolle: 2%ige PEG-CMC-L&sung

Zur Herstellung der 2% Polyethylenglykol (PEG) enthaltenden Vehikellosung wurde einem

bestimmten Volumen der 1%igen CMC-Losung das entsprechende Volumen fliissiges PEG

zugesetzt (nach 2 Stunden Riihren bei 50 °C auf Magnetriihrer).

Tabelle 2-6: Erstellen der Vehikellosung fur Versuch 2

Versuch 2: Kontrolle
Anzahl der Tiere 8
Dosis 10 mg/ml
Applikationsvolumen 1 ml/kg KG
Volumen fiir I Woche 100 ml
Volumen CMC lg
Volumen PEG 2 ml
Volumen CMC gesamt 98 ml
Volumen Aqua dest 100 ml
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2.4.2.2 Topiramatlésung
Es wurden drei verschieden konzentrierte Topiramat-Suspensionen verwendet:

e T30:
» die Morgensuspension mit 10 mg Topiramat/ml Suspension
» die Abendsuspension mit 20 mg Topiramat/ml Suspension

e T60:
» die Morgensuspension mit 20 mg Topiramat/ml Suspension
» die Abendsuspension mit 40 mg Topiramat/ml Suspension

e T100:
» die Morgensuspension mit 33,3 mg Topiramat/ml Suspension

» die Abendsuspension mit 66,6 mg Topiramat/ml Suspension

Pulverisiertes Topiramat wurde unter zusétzlicher Verwendung von PEG in der 1%igen CMC
Losung gelost. Zuerst wurde z.B. 1 g Topiramat durch Zugabe von 2 ml PEG innerhalb einige
Minuten bei 40 °C angeldst. Nach der Zugabe von 98 ml 1%ige CMC-Losung wurde diese

Suspension fiir 24 Stunden in einem geschlossenen Erlenmeyer bei 60-70 °C geriihrt.

Tabelle 2-7:  Erstellen der Topiramat-Suspensionen fur Versuch 2

Versuch 2: T 30 T 60 T 100
Anzahl der Tiere 8

Dosis 10 20 20 40 333 66,6
Morgens/Abends mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml
Applikationsvolumen 1 ml/kg KG

Volumen fiir 1 Woche 100 ml

Menge Topiramat lg 2g 2g 4g 333g | 6,66¢
Volumen CMC 98 ml

Volumen PEG 2 ml

2.4.2.3 SLV335-Suspension
Es wurden jeweils drei verschieden konzentrierte SLV335-Suspensionen verwendet:

e SLV30:
» die Morgensuspension mit 10 mg SLV335/ml Suspension
» die Abendsuspension mit 20 mg SLV335/ml Suspension
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e SLV 60:

» die Morgensuspension mit 20 mg SLV335/ml Suspension

» die Abendsuspension mit 40 mg SLV335/ml Suspension

e SLV100:

» die Morgensuspension mit 33,3 mg SLV335/ml Suspension

» die Abendsuspension mit 66,6 mg SLV335/ml Suspension

Fiir diese Suspensionen wurde pulverisiertes SLV335 unter zusitzlicher Verwendung von

PEG in der 1%igen CMC Losung gelost. Dies geschah schrittweise in gleicher Weise wie

oben fiir die Topiramat-Suspension beschrieben.

Tabelle 2-8: Erstellen der SLV335-Suspensionen fur Versuch 2

Versuch 2: SLV335-30 SLV335-60 SLV335-100
Anzahl der Tiere 8

Dosis 10 20 20 40 33,3 66,6
Morgens/Abends mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml
Applikationsvolumen 1 ml/kg KG

Volumen fiir I Woche 100 ml

Menge SLV335 lg 2g 2g 4¢g 333g | 6,66¢
Volumen CMC 98 ml

Volumen PEG 2 ml

24.3 Versuch 3

2.4.3.1 Vehikellosung:

o fiir die Kontrolle: 1%ige CMC-Ldsung

Tabelle 2-9:  Erstellen der Vehikellosung fur Versuch 3

Versuch 3: Kontrolle
Anzahl der Tiere 8
Dosis 10 mg/ml
Applikationsvolumen 1 ml/kg KG
Volumen fiir 1 Woche 100 ml
Volumen CMC lg
Volumen Aqua dest 100 ml
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Fiir die 1%ige Carboxymethylcellulose-Losung wurde je nach gewiinschtem Volumen eine
bestimmte Menge CMC in einem entsprechenden Volumen destilliertem Wasser gelost. Dies

geschah unter 2 Stunden Riihren bei 50 °C auf einem Magnetriihrer.

2.4.3.2 SLV330-Suspension

Es wurden zwei verschieden konzentrierte SLV330-Suspensionen verwendet:
e SLV330 (3 mg/kg KG und 10 mg/kg KG)

Pulverisiertes SLV330 wurde in der 1%igen CMC Ldsung suspendiert und anschlieBend 12

Stunden in einem geschlossenen Erlenmeyer bei ca. 50 °C gertihrt.

Tabelle 2-10: Erstellen der SLV330-Suspensionen fur Versuch 3

Versuch 3: SLV330-3 SLV330-10
Anzahl der Tiere 8 8
Dosis 3 mg/ml 10 mg/ml
Applikationsvolumen 1 ml/kg KG

Volumen fiir | Woche 100 ml

Menge SLV335 03¢ lg
Volumen CMC lg

Volumen Aqua dest 100 ml

2.4.3.3 Rimonabant-Suspension
e Rimonabant (3 mg/kg KG und 10 mg/kg KG)

Pulverisiertes Rimonabant wurde in der 1%igen CMC Losung suspendiert und anschlieBend

12 Stunden in einem geschlossenen Erlenmeyer bei ca. 50 °C gertihrt.

Tabelle 2-11: Erstellen der Rimonabant-Suspensionen fur Versuch 3

Versuch 3: Rimonabant-3 Rimonabant-10
Anzahl der Tiere 8 8

Dosis 3 mg/ml 10 mg/ml
Applikationsvolumen 1 ml/kg KG

Volumen fiir 1 Woche 100 ml

Menge Rimonabant 03¢ lg
Volumen CMC lg

Volumen Aqua dest 100 ml
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2.4.4  Versuch 4
2.4.4.1 Vehikellosung:
o fiir die Kontrolle: 2%ige PEG-CMC-L6sung
2.4.4.2 Topiramatlésung
Es wurden zwei verschieden konzentrierte Topiramat-Suspensionen verwendet:

e T30:
» die Morgensuspension mit 10 mg Topiramat/ml Suspension
» die Abendsuspension mit 20 mg Topiramat/ml Suspension

e T100:
» die Morgensuspension mit 33,3 mg Topiramat/ml Suspension

» die Abendsuspension mit 66,6 mg Topiramat/ml Losung

Die Herstellung der Losungen entspricht Versuch 2.

2.5 Durchftihrung der Tierversuche

Insgesamt wurden 4 Versuche durchgefiihrt. Versuch 3 und Versuch 4 fanden zeitgleich im
selben Raum statt. In Versuch 1, Versuch 2 und Versuch 3 wurden etwa 6-7 Wochen alte
mannliche (Versuch 1 und Versuch 3) oder weibliche (Versuch 2) Wistarratten verwendet, in
Versuch 4 6-7 Wochen alte minnliche Zuckerratten. In Tabelle 2-16 findet sich eine

Auflistung der wesentlichen Behandlungs- und Messparameter der einzelnen Versuche.
2.5.1 Haltung und Ernéahrung der Tiere

Der Tierstall war an eine automatische Klimaanlage angeschlossen, welche einen zehnfachen
Raumluftaustausch pro Stunde gewéhrleistete. Die Lufttemperatur lag bei 21+2 °C. Mittels
einer automatischen Zeitschaltuhr wurde ein 12 Stunden Tag-Nacht-Rhythmus simuliert (in
Versuch 1: Licht von 22.00 Uhr bis 10.00 Uhr, bei Bedarf wurde fiir Behandlungs- und
Futterentnahmezeiten in der Dunkelphase der Raum mit 3 Rotlichtlampen beleuchtet; in
Versuch 2, Versuch 3 und Versuch 4: Licht von 7.00 Uhr bis 19.00 Uhr). Wihrend des
Versuches wurden die Tiere einzeln in Polykarbonatkéfigen gehalten, die mit einem Edel-
stahldeckel mit durchgehender Futterraufe versehen waren. Die Kéifige wurden mit Weich-
holzgranulat eingestreut, welches alle drei Tage gewechselt wurde. Die Aufstellung der Grup-
pen erfolgte auf vier iibereinander angebrachten, iiber die ganze Linge des Raumes reichen-
den Regalen. Die Kifige wurden nach einem bestimmten Schema positioniert, welches die

gleichmiBige Verteilung der Tiere im Raum sicherstellte, und somit im Mittel fiir die ver-
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schiedenen Gruppen gleiche Licht- und Luftzugsbedingungen galten. Ein moglicher Einfluss
dieser beiden Parameter auf die Ergebnisse wurde dadurch minimiert. Das fett- und zucker-
reiche Futter wurde den Ratten in die Raufe des Deckels gelegt. Der tdgliche Futterverzehr
wurde durch Einwaage der vorgelegten Futtermenge (je 30 g in den Versuch 1 bis 3 und 50 g
in Versuch 4) und Riickwaage der nach 24 Stunden verbliebenen Menge bestimmt. Die Trink-
wasserversorgung (Leitungswasser) erfolgte ad libitum iiber Trinkeflaschen mit aufgesetzten
Trankenippeln, welche taglich gewogen und alle 2-3 Tage gereinigt und nachgefiillt wurden.
Durch Riickwaage der Trankeflaschen nach 24 Stunden wurde die tigliche Wasseraufnahme

bestimmt.
2.5.2  Adaptationsphase

Nach der Anlieferung wurde der Allgemeinzustand der Tiere adspektorisch gepriift, bevor sie
zur GewoOhnung an die neue Umgebung in Einzelkdfigen eingestallt wurden. Die ad libitum
Versorgung der Tiere mit Futter und Trinkwasser wihrend dieser Zeit wurde durch tégliche

Kontrolle sichergestellt.
In Versuch 1 erfolgte auBerdem eine 2 Wochen dauernde Tag-Nacht-Umstellung.
2.5.3  Vorversuch

Es folgte in Versuch 1, Versuch 2 und Versuch 4 eine 7 Tage dauernde und in Versuch 3 eine
14 Tage dauernde Vorversuchszeit (= Tag —7 bis —1 bzw. Tag — 14 bis —1) zur Stabilisierung

des tiglichen Korpergewichtzuwachses, der Futter- und der Wasseraufnahme.
2.5.3.1 Dokumentation des Korpergewichts, des Futter- und des Wasserverbrauchs

Wihrend dieser Vorbehandlungszeit wurden tiglich morgens zum gleichen Zeitpunkt die
Tiere gewogen. Dabei wurde das Gewicht der Ratten auf fiinf Gramm genau, der tigliche

Futter- und Wasserverbrauch jeweils auf ein Gramm genau bestimmt.
2.5.3.2 Gruppeneinteilung und Randomisierung

In Versuch 1 erfolgte am 4. Tag nach Beginn der Vorschliindelung (s.u.) die Zuteilung der
Tiere zu einer der sechs Behandlungsgruppen (Kontrolle, SLV319-3, SLV319-10, Orlistat,
SLV319-3+Orlistat, SLV319-10+Orlistat, N = 8), d.h. an Tag — 3 (Kontrolle und SLV319-3),
-4 (SLV319-10 und Orlistat) und -5 (SLV319-3+Orlistat und SLV319-10+Orlistat).

Im Gegensatz dazu wurden alle Tiere in Versuch 2 die ersten Tage der Vorversuchsphase
»anonym® ad libitum gefiittert, und erst am Tag —3 (Kontrolle und Topiramat (T) 30), -4 (T 60
und T 100), -5 (SLV335-30 und SLV335-60) und —6 (SLV335-100) vor Beginn der Vor-



Material und Methoden 27

schliindelung (Tag -3) den einzelnen Behandlungsgruppen zugeteilt (Kontrolle, T 30, T 60,
T 100, SLV330-30, SLV335-60, SLV335-100, N=8).

Im Gegensatz zu den anderen Versuchen erfolgte bei Versuch 3 eine 13 Tage dauernde Vor-
versuchszeit, in der die Tiere ebenfalls ,,anonym‘ ad libitum gefiittert wurden und dann am
Tag —3 (Kontrolle und SLV330-3), Tag -4 (SLV330-10 und Rimonabant, R-3) bzw. Tag -5
(R-10) vor Beginn der Vorbehandlung (Tag -3) den einzelnen Gruppen zugeteilt wurden
(Kontrolle, SLV330-3, SLV330-10, R-3, R-10, N=8).

In Versuch 4 erfolgte der Vorversuch entsprechend Versuch 2, d.h. die Tiere wurden
ebenfalls die ersten Tage der Vorversuchsphase ,,anonym* ad libitum gefiittert und dann am
Tag -3 (Kontrolle und T-30) und -4 (T-100) vor Beginn der Vorschliindelung (Tag -2) den
einzelnen Behandlungsgruppen zugeteilt (Kontrolle, T-30, T-100, N=8).

In allen vier Versuchen wurden die Tiere einer Gruppe jeweils von 1 bis 8 nummeriert. Bei
der Gruppeneinteilung wurde darauf geachtet, dass das mittlere Gewicht der vier Gruppen
anndhernd gleich war. Es fand aber keine gezielte Randomisierung in Hinblick auf die

Korpergewichte der einzelnen Tiere statt.
2.5.4  Vorbehandlung

In allen vier Versuchen wurden alle Tiere vor Beginn des Hauptversuches mit einer 1%igen
CMC-Losung (1 ml/’kg KG) behandelt. In den Versuch 1, 2 und 4 erhielten die Ratten die

Losung iiber eine Schlundsonde, in Versuch 3 intraperitoneal (i.p.).

Es wurde fiir die Dauer von 7 Tagen (Versuch 1) bzw. 3 Tagen (Versuche 2- 4) vorbehandelt,
dabei wurde sich jeweils an das gleiche Zeitprotokoll gehalten (s.u.) wie es im Hauptversuch

Anwendung fand.

Diese Vehikelbehandlung vor Beginn des eigentlichen Versuches wurde durchgefiihrt, um die
Tiere an das Einfiihren der Schlundsonde oder an das i.p. Spritzen zu gewdhnen. Somit sollten
eventuelle Einfliisse auf das Korpergewicht und die Futter-/Wasseraufnahme zu Beginn des

Hauptversuchs vermieden werden.
255 Hauptversuch

An diese Vorversuchszeit schloss sich der 28-tdgige (Versuche 1, 2 und 4) bzw. 14-tigige
(Versuch 3) Hauptversuch an. Der Tag der ersten Behandlung wurde jeweils als Tag 0 festge-

legt. Von diesem Tag an wurden die Tiere je nach Gruppenzugehorigkeit wie folgt behandelt:
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2.5.5.1 Versuch1l
Es fanden 3 Schliindeldurchgiinge statt (s.u.):

Schliindeldurchgang 1:

e Kontrolle und Orlistat erhielten ein gewichtsadaptiertes Volumen (1 ml/kg KG) der
Vehikellosung (1% CMC + 0,5% Pluronic)

e SLV319-3 und SLV319-3+Orlistat erhielten 3 mg/kg KG SLV319 durch Gabe eines
gewichtsadaptierten Volumens (1 ml/kg KG) der entsprechenden SLV319-Suspension

e Gruppe SLV319-10 und SLV319-10+Orlistat erhielten 10 mg/kg KG SLV319 durch
Gabe eines gewichtsadaptierten Volumens (1 ml/’kg KG) der entsprechenden SLV319-

Suspension

Schliindeldurchgang 2+3:

e Kontrolle, SLV319-3 und SLV319-10 erhielten ein gewichtsadaptiertes Volumen
(1 ml/kg KG) der Labrasol-Lésung

e Orlistat, SLV319-3+Orlistat und SLV319-10+Orlistat erhielten 50 mg/kg KG Orlistat
durch Gabe eines gewichtsadaptierten Volumens (1 ml’kg KG) der entsprechenden
Orlistat-Losung

Tabelle 2-12: Zeitprotokoll Gber Schliindelung und Futterung in Versuch 1

Versuch 1 Schlindelung 1 Schlindelung 2 Schliundelung 3
Zeit: 8.00 Uhr 9.00 Uhr 14.30 Uhr
Gruppe: (Lichtphase) (Lichtphase) (Dunkelphase)
Kontrolle CMC Vehikel Labrasol Vehikel Labrasol Vehikel
SLV319-3 3 mg/kg SLV319 Labrasol Vehikel Labrasol Vehikel
SLV319-10 10 mg/kg SLV319 Labrasol Vehikel Labrasol Vehikel
Orlistat CMC Vehikel 50 mg/kg Orlistat 50 mg/kg Orlistat
SLV319-3+Orlistat 3 mg/kg SLV319 50 mg/kg Orlistat 50 mg/kg Orlistat
SLV319-10+Orlistat | 10 mg/kg SLV319 50 mg/kg Orlistat 50 mg/kg Orlistat

Fatterung 1 (2,5 h) Fatterung 2 (2,5 h)

Die Tiere erhielten jeweils nach Schliindeldurchgang 2 und 3, also nach Gabe von entweder
Labrasol-Vehikel oder Orlistat-Losung genau fiir 2,5 Stunden Futter ad libitum. Wasser

wurde die ganze Versuchszeit ad libitum zur Verfiigung gestellt.
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Dokumentation des Koérpergewichts, des Futter- und der Wasserverbrauchs

Die wihrend der Vorbehandlung begonnene tdgliche Dokumentation der Korpergewichte, des
Futterverbrauchs und der Trinkwasseraufnahme wurde im Hauptversuch fortgefiihrt. Morgens
wurde zuerst der Wasserverbrauch bestimmt, anschlieBend jedes Tier gewogen und ent-
sprechend seines Korpergewichtes geschliindelt. Fiir jede Ratte wurde dabei eine Minute ge-
rechnet. Folglich betrug die Dauer fiir einen Schliindeldurchgang ca. 50 Minuten. Im An-
schluss an Schliindelung 1 folgte unmittelbar Schliindeldurchgang 2. Die letzte Schliindelung
wurde in der Dunkelphase durchgefiihrt, dabei galt das am Vormittag bestimmte Gewicht als

Grundlage fiir das Schliindelvolumen.

Um gleiche Bedingungen fiir alle Gruppen zu gewihrleisten, wurde ein Rotationsprinzip ent-
wickelt, demzufolge jeden Tag eine andere Gruppe zuerst geschliindelt wurde. Wenn z. B. an
Tag x die Gruppe A die erste war, gefolgt von Gruppe B usw. und Gruppe F die zuletzt
behandelte Gruppe war, dann wurde am Tag x+1 mit Gruppe F begonnen, es folgte Gruppe A
und zuletzt folglich die Gruppe E. Dabei wurde fiir jede Ratte individuell eine Fiitterungszeit
von 2,5 Stunden eingehalten. Es wurde also taglich jeweils ab 11.30 Uhr und ein zweites Mal
ab 17.00 Uhr pro Minute aus dem jeweilig zugehorigen Kéfig Futter entnommen und der

Verbrauch bestimmt.
Blutentnahme, T6tung und Aufbewahrung der Tiere am Versuchsende

Die Tiere waren zur Blutentnahme niichtern. Das Futter wurde ihnen in der vorangehenden
Nacht 17 Stunden vor der geplanten Blutentnahme entzogen (Tag 27; 17.00 Uhr). Am Tag 28
wurde am Ende der Lichtphase, 2 Stunden nach dem 1. Schliindeldurchgang, die Blutabnah-
me vorgenommen. Zur Vasodilatation wurde der Schwanz einige Minuten in warmen Wasser
massiert, bevor die Schwanzspitze um 1 cm gekappt wurde. Das Vollblut (ca. 1 ml) wurde in
Probenrohrchen aufgefangen und fiir ca. 20 Minuten bei Raumtemperatur gelagert, um die
Blutgerinnung zu gewihrleisten. Bei der anschlieBenden Zentrifugation (10 Min., 3500 x g
bei 4 °C) wurde das Serum von der Zellfraktion getrennt, in separate Probenrdhrchen pipet-
tiert (ca. 0,5 ml) und bis zur weiteren Aufarbeitung fiir die Bestimmung von Glucose, Insulin,
freiem und Gesamtcholesterin, HDL, LDL und Triglyzeride, sowie der nicht-veresterten Fett-

sduren bei -20 °C gelagert.

Die Ratten wurden unmittelbar nach der Blutentnahme in einer CO,-Kammer getotet, die Ka-
daver einzeln in Gefrierbeutel verpackt und anschlieBend gruppenweise bei -20 °C eingefro-

ren.
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2.5.5.2 Versuch 2

In Versuch 2 fanden zwei Schliindeldurchginge statt. Die Tiere wurden nach folgendem

Schema je nach Gruppenzugehorigkeit behandelt:

e Die Kontrollgruppe erhielt zweimal tiglich ein gewichtsadaptiertes Volumen (1 ml/kg
KG) der Vehikellosung (2%ige PEG-CMC-L6sung).

e Die mit Topiramat behandelten Tiere erhielten tdglich morgens 10, 20 oder 33,3
mg/kg KG und abends 20, 40 oder 66,6 mg/kg KG Topiramat, durch Gabe eines ge-
wichtsadaptierten Volumens (1 ml/’kg KG) der entsprechenden Topiramat-Suspension.

e Die mit SLV335 behandelten Tiere erhielten tdglich morgens 10, 20 oder 33,3 mg/kg
KG und abends 20, 40 oder 66,6 mg/kg KG SLV335, durch Gabe eines gewichts-
adaptierten Volumens (1 ml/kg KG) der entsprechenden SLV335- Suspension.

e Die Tiere erhielten Futter und Wasser ad libitum

Die Tagesdosen (30, 60 und 100 mg/kg KG fiir Topiramat und SLV335) wurden zweimal
taglich im acht Stunden Intervall (ca. 9 Uhr und 17 Uhr) verabreicht. Dabei wurde morgens
ein Drittel und abends zwei Drittel der Dosis gegeben. Die Begriindung fiir dieses Vorgehen
liegt in der Pharmakokinetik des Topiramats. Aus Griinden der Gleichbehandlung wurde

dieses Schema auf SLV335 und die Kontrolltiere iibertragen.

Tabelle 2-13: Zeitprotokoll Gber Schlindelung in Versuch 2

Versuch 2 Schlindelung 1 Schlindelung 2

Zet: 9.00 Uhr 17.00 Uhr
Gruppe:

Kontrolle PEG-CMC-Vehikel PEG-CMC-Vehikel
SLV335-30 10 mg/kg KG SLV335 20 mg/kg KG SLV335
SLV335-60 20 mg/kg KG SLV335 40 mg/kg KG SLV335
SLV335-100 33,3 mg/kg KG SLV335 66,6 mg/kg KG SLV335
T30 10 mg/kg KG Topiramat 20 mg/kg KG Topiramat
T 60 20 mg/kg KG Topiramat 40 mg/kg KG Topiramat
T 100 33,3 mg/kg KG Topiramat | 66,6 mg/kg KG Topiramat

Dokumentation des Kdérpergewichts, des Futter- und der Wasserverbrauchs

Wie in Versuch 1 wurde morgens zuerst der Wasserverbrauch bestimmt, anschlieend jedes

Tier gewogen, geschliindelt und der jeweilige Futterverbrauch bestimmt. Um einen even-
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tuellen Einfluss des genauen Schliindelzeitpunktes innerhalb dieses Zeitfensters zu verringern
wurde entsprechend dem Rotationsverfahren in Versuch 1 jeden Tag mit einer anderen

Gruppe begonnen und die jeweilige erste Gruppe am nichsten Tag als Letzte geschliindelt.
Nichternsetzen, Blutentnahme, Tétung und Aufbewahrung am Versuchsende

In diesem Versuch waren die Tiere zur Blutentnahme ebenfalls niichtern (Tag 28). Das Futter
wurde ihnen in der vorangehenden Nacht 12 Stunden vor der geplanten Blutentnahme

entzogen. Wasser wurde bis zum Ende ad libitum bereitgestellt.

Die zuerst geplante Blutentnahme aus den Schwanzvenen wurde wegen zu geringer Ausbeute
nach der zweiten Ratte abgebrochen und auf die Entnahme per Herzpunktion umgestellt.
Dazu wurden die Ratten fiir ca. 1 Minute durch Ether betdubt und das Blut mittels einer
heparinisierten Glaskaniile direkt aus der rechten Herzkammer entnommen (ca. 3 ml).
AnschlieBend wurde bei der Zentrifugation (10 Minuten, 3500 x g bei 4 °C) das Plasma von
der Zellfraktion getrennt, in separate Probenréhrchen pipettiert (ca. 1,5 ml) und bis zur weite-
ren Aufarbeitung fiir die Bestimmung von Glucose, Insulin, freiem und Gesamtcholesterin,

HDL, LDL und Triglyzeride, sowie der nicht-veresterten Fettsduren bei -20 °C gelagert.

Entsprechend Versuch 1 wurden die Tiere unmittelbar nach der Blutentnahme in einer CO,-
Kammer getotet, die Kadaver einzeln in Gefrierbeutel verpackt und anschlieBend gruppen-

weise bei -20 °C eingefroren.
2.5.5.3 Versuch 3
In Versuch 3 wurden die Tiere tdglich morgens einmal i.p. gespritzt:

e Die Kontrollgruppe erhielt ein gewichtsadaptiertes Volumen (1 ml/kg KG) der Vehi-
kellosung (1%ige CMC-Losung).

e Die mit SLV330 (3 oder 10 mg/kg) behandelten Tiere erhielten ein gewichts-
adaptiertes Volumen (1 ml/kg KG) der entsprechenden SLV330- Suspension

e Die mit Rimonabant (3 oder 10 mg/kg) behandelten Tiere erhielten ein gewichts-
adaptiertes Volumen (1 ml/kg KG) der entsprechenden Rimonabant- Suspension

e Die Tiere erhielten Futter und Wasser ad libitum

Dokumentation des Kdérpergewichts, des Futter- und der Wasserverbrauchs

Hier wurde ebenfalls morgens zuerst der Wasserverbrauch bestimmt, anschlieBend jedes Tier

gewogen, dann 1.p. gespritzt und gleichzeitig der jeweilige Futterverbrauch bestimmt.
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Tabelle 2-14: Zeitprotokoll Gber die Behandlung (i.p.) in Versuch 3

Versuch 3 Behandlung (i.p.)
Zeit 8.00 Uhr
Gruppe:

Kontrolle CMC-Vehikel
SLV330-3 3 mg/kg KG SLV330
SLV330-10 10 mg/kg KG SLV330
R-3 3 mg/kg KG Rimonabant
R-10 10 mg/kg KG Rimonabant

Blutentnahme, T6tung und Aufbewahrung der Tiere am Versuchsende

Am Tag 28 wurden pro Ratte 4 Blutentnahmen vorgenommen: eine Stunden vor dem
morgendlichen i.p. Spritzen und 2, 5 und 8 Stunden nach dem Spritzen. Bis zur Behandlung
hatten die Tiere uneingeschrinkten Zugang zu Futter und Wasser, d.h. die erste Blutentnahme
(-2) erfolgte nicht niichtern. Bei den folgenden Blutentnahmen waren die Ratten zunehmend

niichtern.

Zur Vasodilatation wurde der Schwanz einige Minuten in warmen Wasser massiert, bevor die
Schwanzspitze um 1 cm gekappt wurde. Das Blut (ca. 0,5 ml) wurde pro Entnahme in Pro-
benréhrchen aufgefangen und fiir ca. 20 Minuten bei Raumtemperatur gelagert, um die Blut-
gerinnung zu gewahrleisten. Bei der anschlieBenden Zentrifugation (10 Minuten, 3500 x g bei
4 °C) wurde das Serum von der Zellfraktion getrennt, in separate Probenr6éhrchen pipettiert
(ca. 0,2 ml) und bis zur weiteren Aufarbeitung fiir die Bestimmung von Glucose, Insulin,
freiem und Gesamtcholesterin, HDL, LDL und Triglyzeride, sowie der nicht-veresterten

Fettsduren bei -20 °C gelagert.

Die Tiere wurden unmittelbar nach der 4. Blutentnahme in einer CO,-Kammer getotet, die
Kadaver einzeln in Gefrierbeutel verpackt und anschlieBend gruppenweise bei -20 °C einge-

froren.
255.4 Versuch4

In Versuch 4 fanden 2 Schliindeldurchgénge statt. Die Tiere wurden nach folgendem Schema

je nach Gruppenzugehorigkeit behandelt:

e Die Kontrollgruppe erhielt zweimal tiglich ein gewichtsadaptiertes Volumen (1 ml/kg

KG) der Vehikellosung (2%ige PEG-CMC-L6sung).
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e Die mit Topiramat behandelten Tiere erhielten tdglich morgens 10, oder 33,3 mg/kg
KG und abends 20 oder 66,6 mg/kg KG Topiramat, durch Gabe eines gewichts-

adaptierten Volumens (1 ml/kg KG) der entsprechenden Topiramat- Suspension.

Die Tagesdosen (30 und 100 mg/kg KG fiir Topiramat) wurden entsprechend Versuch 2 zwei-
mal tiglich im acht Stunden Intervall (ca. 9 Uhr und 17 Uhr) verabreicht.

Tabelle 2-15: Zeitprotokoll Gber die Schlindelung in Versuch 4

Versuch 4 Schliindelung 1 Schliindelung 2

Zeit 9.00 Uhr 17.00 Uhr

Gruppe:
Kontrolle PEG-CMC-Vehikel PEG-CMC-Vehikel
T30 10 mg/kg KG Topiramat 20 mg/kg KG Topiramat
T 100 33,3 mg/kg KG Topiramat | 66,6 mg/kg KG Topiramat

Dokumentation des Koérpergewichts, des Futter- und der Wasserverbrauchs

Hier wurde ebenfalls morgens zuerst der Wasserverbrauch bestimmt, anschlieend jedes Tier

gewogen, dann geschliindelt und gleichzeitig der jeweilige Futterverbrauch bestimmt.
Blutentnahme, T6tung und Aufbewahrung der Tiere am Versuchsende

Das Vorgehen zum Versuchsende fand entsprechend Versuch 2 statt.

2.6  Analytik

In allen Versuchen wurden die eingefrorenen Serum- oder Plasmaproben zur Bestimmung
von Glucose, Insulin, freiem und Gesamtcholesterin, HDL, LDL und Triglyzeriden, sowie der
nicht-veresterten Fettsduren auf Trockeneis zu LPT Hamburg geschickt. In den Versuchen 1
und 4 wurden die eingefrorenen Rattenkadaver zur Analyse Fett-, Protein-, Wasser- und
Aschegehalts im Korper ebenfalls auf Trockeneis nach Nottingham zu RenaSci Consultancy

Ltd. geschickt.

2.7  Statistische Auswertung der Daten

Die in den Tierversuchen gewonnen Daten iiber Korpergewicht, Futter- und Wasserverbrauch
wurden in die Datenblitter des Tabellenkalkulationsprogramms Microsoft fiir Windows Excel
2003 (Microsoft, Seattle, USA) eingetragen. Anhand dieser Basisdaten wurden zusitzliche
Berechnungen (Prozent-, Kumulativ-, Relativwerte) ausgefiihrt und es wurden die Mittel-
werte, die Standardabweichungen (standard deviation = SD) und die Standardabweichungen

vom Mittelwert (standard error = SE) berechnet.
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Die statistische Analyse wurde mit dem Programm WinSTAT fiir Excel (Greulich Software,
Staufen) angefertigt. Nach Priifung auf Normalverteilung wurde der statistische Vergleich auf
signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen mit der einfaktoriellen Varianzanalyse (one-
way-ANOVA) ausgefiihrt und anschlieBend mit Bonferroni korrigiert, welches ein ange-
passtes Signifikanzniveau und die kritische Spannweite fiir jedes der Gruppenpaare anhand

einer t-Verteilung berechnet.

Alle Eichkurven und Abbildungen wurden mit dem Programm GraphPad Prism V.4.0
(GraphPad Inc., San Diego, USA) erstellt. Soweit nicht anders angegeben, werden die Ergeb-
nisse als Mittelwerte mit der Standardabweichung vom Mittelwert (SE) dargestellt.

Die tégliche Futter- und Wasseraufnahme wurde entweder als g/Tag oder ml/Tag oder als
g/kg KG oder ml/kg KG oder als kumulative relative Futter-/'Wasseraufnahme dargestellt. Die
Korpergewichte wurden entweder als Absolutwerte (g), oder relativ zum Gewicht des Vor-

tages (% KG, z.B. bezogen auf Tag 0) dargestellt.

Die Ergebnisse der Blutproben wurden als Boxplot entweder in mmol/l oder pg/l dargestellt
und mit der einfaktoriellen Varianzanalyse (one-way-ANOVA) und Bonferroni ausgewertet.
Dabei entspricht die waagerechte Linie innerhalb des Rechtecks bzw. der Box dem Median
der jeweiligen Variablen. Die unteren und oberen Begrenzungen der Box représentieren die
25. bzw. 75. Perzentile. Entsprechend liegen 50% aller Messwerte der betreffenden Variablen
innerhalb des Rechtecks und 50% auBerhalb. Die auBlerhalb der Box vertikal angeordneten
Spannweitenlinien (Whisker) markieren die 5. und 95. Perzentile. Rote Kreuze symbolisieren
Minimum bzw. Maximum des Datensatzes. Die Insulinsensitivitit wurde nach QUICKI

definiert [ 164], einem quantitativen Insulinsensitivitdtsberechnungsindex:
QUICKI=1/[log (Ip)+log (Go)]; lo/Go=Niichterninsulin/-glucose

Die Variablen der Carcass-Analyse wurden wie folgt festgelegt: Carcass-Gewicht (g),
Wasser, Fett, Asche und Proteine (je relativ in % und absolut in g pro Tier). Sie wurden
mittels einer einseitigen Kovarianzanalyse (ANCOVA) mit dem Grundkdrpergewicht von
Tag 1 als Kovariable dargestellt. Dabei wurden multiple Vergleiche zur Kontrolle fiir SLV319
(Versuch 1) und Topiramat (Versuch 4) mit dem Williams-Test, fiir Orlistat mit einem
multiplen t-Test, und fiir SLV319+Orlistat (Versuch 1) mittels eines separaten Williams-Tests
ausgefithrt. Die Konfidenzintervalle wurden gemdf der Methode nach Channon und

McEntegart festgelegt [165].
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3 ERGEBNISSE

3.1  Versuch 1: Untersuchung von SLV319 und Orlistat einzeln und in
Kombination an Wistarratten

In Versuch 1 sollte die Wirkung des neuen CB;-Rezeptorantagonisten SLV319 alleine und in
Kombination mit Orlistat, einem bekannten Hemmer der gastrointestinalen Lipase, im Modell

der extrem kalorienreich erndhrten Wistarratte (Western Diet) untersucht werden.

Die Randomisierung erfolgte am 4. Tag nach Beginn der Vehikelgabe. Die Zuteilung zu einer
der sechs Behandlungsgruppen erfolgte an Tag —3 fiir Kontrolle und SLV319-3, an Tag —4 fiir
SLV319-10 und Orlistat und an Tag —5 fiir SLV319-3 + Orlistat und SLV319-10 + Orlistat

vor Beginn des Experiments (Tag 0).

Im Laufe des Hauptversuches verstarb jeweils ein Tier in der Kontrollgruppe an Tag 23, in
der SLV319-3 Gruppe an Tag 8 und in der SLV319-10 Gruppe an Tag 14 aus nicht erklar-
baren Griinden. Diese wurden anschlieBend aus allen graphischen Darstellungen und statisti-

schen Analysen ausgeschlossen.
3.1.1 Korpergewicht

In Versuch 1, der mit Wistarratten durchgefiihrt wurden, zeigte die Entwicklung des Korper-
gewichts der Tiere den in Abbildung 3-1 und Abbildung 3-2 dargestellten Verlauf. Es sind die
absoluten Korpergewichte flir den gesamten Versuch (Tag —7 bis Tag 28) und das prozentuale
Korpergewicht der Ratten jeweils im Vergleich zu Tag 0 dargestellt. Abbildung 3-3 zeigt die
gesamte Korpergewichtszunahme im Hauptversuch bis zu dem letzten Tag der ad libitum

Fiitterung (Tag 27).

Wihrend des 7-tdgigen Vorversuchs mit Vehikelgabe konnte ein kontinuierlicher Korperge-
wichtszuwachs in allen Gruppen beobachtet werden, aufer in der spéter mit SLV319 3 mg/kg
gefiitterten Gruppe, welche einen Gewichtsverlust an Tag -6 und -5 (-0,9%) verzeichnete,
auflerdem auch fiir die Tiere der zukiinftigen Orlistat 50 mg/kg-Gruppe, welche ebenfalls an
Tag —7 und —6 (-0,9%; Abbildung 3-1) an Gewicht abgenommen haben. Im Gegensatz dazu
wurden die Korpergewichte der anderen Gruppen nicht durch die Vehikelgabe beeinflusst,
lediglich in der Kontrollgruppe fiihrte sie zu einem voriibergehenden Stopp an Gewichts-
zunahme am ersten Tag.Von Tag 0 an bis zum Ende des Experiments verzeichnete die
Kontrollgruppe einen kontinuierlichen Zuwachs an Gewicht (Tag 27: 29% Korper-
gewichtszuwachs und 82,9 + 7,14 g Gesamtzunahme; Abbildung 3-1).
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Die Behandlung mit SLV319 3 mg/kg fiihrte zundchst bis Tag 6 (+8%) zu einem stetigen
Korpergewichtszuwachs, welcher von einer Periode der weiteren Gewichtszunahme gefolgt
wurde, in welcher lediglich an den Tagen 7 und 8 (-1%), 10 und 11 (-3%) und 18 (-1%) eine
akute Abnahme an Gewicht beobachtet werden konnte. Am Ende der Studie an Tag 27 ver-
zeichneten die Ratten 15% Korpergewichtszuwachs und 41,4 + 6,6 g Gesamtzunahme, 50%
im Vergleich zur Kontrolle (Kontrolle=100%, p<0,05).

In der Gruppe, welche mit der hoheren Dosierung von SLV319 (10 mg/kg) behandelt wurde,
konnte eine geringere Unterdriickung des Korpergewichtszuwachses beobachtet werden, als
in der Gruppe mit der niedrigeren Dosierung (3 mg/kg). Abgesehen von einem leichten Abfall
in den ersten Tagen zeigte die SLV319-10 Gruppe bis Tag 12 einen Verlauf parallel zur
Kontrollgruppe. AnschlieBend blieb das Gewicht konstant, mit Ausnahme eines leichten Ge-
wichtsverlustes an Tag 15 und 16, den sie schlieBlich in den nidchsten Tagen wieder aufholten.
Im Vergleich zur SLV319-3 Gruppe nahmen die Tiere in der ersten Hilfte des Experiments
schneller zu, ab Tag 12 wurde dann der Kdorpergewichtsunterschied zwischen den beiden
Gruppen immer geringer und letztendlich néherten sich die Kurven ab Tag 22 so einander an,
dass am Ende der Studie kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Dosierungen
von SLV319 festgestellt werden konnte. An Tag 27 zeigten die Ratten der SLV319-10 Grup-
pe 17% Korpergewichtszuwachs und 47,9 £ 5,1 g Gesamtzunahme, welches 58% im Ver-

gleich zur Kontrolle darstellt.

Unter Behandlung mit Orlistat 50 mg/kg konnte ein relativ kontinuierlicher Gewichtszuwachs
beobachtet werden. Die Ratten zeigten an Tag 27 +13% an Korpergewichtszuwachs, 39,4 +
11,4 g Gesamtzunahme, welches 47% im Vergleich zur Kontrolle darstellt (p<0,05).

Die Tiere, die gleichzeitig mit SLV319-3 +Orlistat behandelt wurden, zeigten folgenden Ver-
lauf: Sie nahmen wihrend der ersten Tage kaum zu und anschlieend konnte fiir den Rest der
Studie ein leichter Korpergewichtszuwachs beobachtet werden, welcher an Tag 15 bis 16
(<1%) und 23 (-1%) von einer Abnahme unterbrochen wurde. Ihr hochstes Korpergewicht
wurde am Ende der Studie verzeichnet (Tag 27): +7% an Korpergewichtszuwachs, 20,0 +
12,4 g Gesamtzunahme, 24% im Vergleich zur Kontrolle (p<0,001). Somit war die Gesamt-
zunahme geringer als in den Gruppen, die entweder mit SLV319 oder Orlistat alleine behan-

delt wurden, auch wenn keine statistische Signifikanz festgestellt werden konnte.

Die Kombinationsgruppe von SLV319-3 mit Orlistat zeigte einen dhnlichen Effekt wiahrend
des Hauptversuches wie die nur mit Orlistat alleine behandelten Tiere: Sie nahmen wéhrend

der ersten 13 Tage zu (+9%), auBBer an Tag 5 (-1%). AnschlieBend nahmen sie an den Tagen
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14 bis 16 ab (-3%), erholten sich an Tag 17 und nahmen bis zum Ende des Experiments stetig
zu. An Tag 27 zeigten sie +12% Korpergewichtszuwachs, 34,4 + 6,2 g Gesamtzunahme,
welches 41% im Vergleich zu Kontrolle darstellt (p<0,01).

Die Kombinationsgruppe von SLV319-10 mit Orlistat fiihrte zu einem weniger intensiven
Gewichtszuwachs als die alleinige Behandlung mit SLV319-10. Obwohl die Unterdriickung
des Korpergewichtszuwachses geringer ausgepréigt war, als in der Kombination von Orlistat
mit der niedrigeren Dosierung von SLV319 (3 mg/kg), konnte doch keine statistische Signi-

fikanz zwischen den Gruppen erreicht werden.

Abbildung 3-3 zeigt die statistischen Unterschiede zwischen den Gruppen an Tag 27: mit
Ausnahme der SLV319-10 Gruppe zeigten alle anderen Behandlungsgruppen signifikante
Unterschiede zu Kontrolle (SLV319-3 und Orlistat: p<0,05; SLV319-10+Orlistat: p<0,01;
SLV319-3+O0rlistat: p<0,001).
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Abbildung 3-1: Kdorpergewichte der Wistarratten in Versuch 1 (MW<SE).

Von Tag 0 an erhielten die Ratten tdglich 3 Schliindeldurchgénge: Schliindeldurchgang 1:
Kontrolle und Orlistat erhielten Vehikel (1% CMC + 0,5% Pluronic), SLV-3 und SLV-
3+Orlistat erhielten 3 mg/kg KG SLV319, und SLV 10 und SLV 10+Orlistat erhielten 10
mg/kg KG SLV319; Schliindeldurchgang 2+3: Kontrolle, SLV-3 und SLV-10 erhielten
Labrasol-Losung, Orlistat, SLV-3+Orlistat und SLV-10+Orlistat erhielten 50 mg/kg KG
Orlistat. Nach Schliindeldurchgang 2 und 3 erhielten die Tiere jeweils fiir genau 2,5 Stun-
den Futter ad libitum.
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Abbildung 3-2: Prozentuale Veréanderung der Kdrpergewichte der Wistarratten im

100+

Gesamtzunahme (g)

Vergleich zu Tag 0 in Versuch 1 (MW4+SE).

I Kontrolle (N=7) I Orlistat (N=8)
BN SLV319-3 (N=7) 1 SLV319-3+Orlistat (N=8)
B SLV319-10 (N=7) M SLV319-10+Orlistat (N=8)

Abbildung 3-3: Gesamte Kdrpergewichtszunahme der Wistarratten wahrend des vier-

wadchigen Hauptversuchs in Versuch 1 (Tag 27) (MW4+SE).

Signifikant verschieden zur Kontrolle: * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001
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3.1.2 Futteraufnahme

Die Ratten wurden nur zweimal pro Tag fiir 2,5 Stunden geflittert. Das erste Mal am Morgen
gegen Ende der Lichtphase nach der zweiten Schliindelung, das zweite Mal am Abend
wiéhrend der Dunkelphase. Die gesamte tdgliche Futterauthahme ist in der Abbildung 3-4 dar-
gestellt, die Abbildung 3-5 zeigt die Futteraufnahme relativ zum Korpergewicht (g/kg KQG).
Die hohe Variabilitit in der Futteraufnahme wurde von vergleichbaren Schwankungen in der
Wasseraufnahme begleitet. Um einen besseren Uberblick iiber die behandlungsbezogenen
Effekte auf die Futteraufnahme zu gewéhrleisten, wurde in den Abbildungen 3-6 bis 3-11 eine
wochentliche Darstellung gewéhlt (Vorversuch: Tage -6 bis -1, 1. Woche: Tage 0 bis 6, 2.
Woche: Tage 7 bis 13, 3. Woche: Tage 14 bis 20, 4. Woche: Tage 21 bis 27).

In der Vorversuchswoche konnten keine signifikanten Unterschiede in der Futteraufnahme
zwischen den Gruppen festgestellt werden (Abbildung 3-6). Eine leichte Tendenz zu erhohter
Futteraufnahme wihrend der Abendfiitterung zeigte sich bereits bei vier der sechs Gruppen,

wenn auch der Effekt viel schwicher war als im Hauptversuch.

Wihrend des vierwdchigen Hauptversuchs zeigten alle Gruppen eine erhdhte Futteraufnahme
am Abend (Abbildung 3-7). Die Behandlung mit SLV319 reduzierte den Futterverzehr gegen-
iiber der Kontrolle am Morgen und etwas weniger ausgeprigt auch am Abend. In den ersten
beiden Wochen war der Effekt stirker nach der niedrigeren Dosis als nach der hohen Dosis.
Die Orlistatgabe erhohte dagegen mit Ausnahme der Abendfiitterung in der ersten Woche den
Futterverzehr durchgehend, die Unterschiede erreichten Signifikanzniveau fiir die Morgenfiit-
terung in der letzten Woche. Aufer in der ersten Woche war Orlistat auch in der Lage den
reduzierenden Effekt der SLV319-Behandlung auf den Futterverzehr nicht nur aufzuheben,

sondern sogar gegeniiber der Kontrolle zu steigern, am starksten in der zweiten Woche.

Fasst man die Morgen- und Abendfiitterung zusammen (Abbildung 3-8), dann bestitigt sich
die verminderte Futteraufnahme unter SLV319-Behandlung und die Erh6hung durch Orlistat
(signifikant verschieden zur Kontrolle in der 3. Woche). Die alleinige Behandlung mit der
niedrigeren Dosis von SLV319 (3 mg/kg) reduzierte die Futteraufnahme am stérksten, sie
schwichte auch in der Kombination mit Orlistat den Futterverzehr gegeniiber der alleinigen
Orlistatbehandlung ab, jedoch abgesehen von der ersten Woche nicht mehr unter die Werte
der Kontrollen. Die hohere Dosis von SLV319 (10 mg/kg) senkte die Futteraufnahme am
starksten in der 3. Woche. Nur in dieser Woche war auch bei Kombination mit Orlistat eine

geringe, nicht signifikante Verminderung des durch Orlistat erhohten Futterverzehrs zu sehen.
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Abbildung 3-4: Futteraufnahme der Wistarratten in Versuch 1 (MW<+SE).
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Abbildung 3-5: Futteraufnahme relativ zum Kérpergewicht der Wistarratten in Ver-
such 1 (MW=SE).
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Abbildung 3-6: Futteraufnahme der Wistarratten in Versuch 1 wahrend des VVorver-

suchs getrennt nach Morgen (m)- und Abendfutterung (a) (MW<+SE).
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Abbildung 3-7: Wadchentliche Futteraufnahme der Wistarratten in Versuch 1 wahrend

des vierwdchigen Hauptversuchs getrennt nach morgens (m) und
abends (a) (MW=SE).

* Signifikant verschieden zur Kontrolle: p<0,05
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Abbildung 3-8: Wadchentliche Futteraufnahme der Wistarratten in Versuch 1 wahrend
des Hauptversuchs (MW<SE).

Signifikant verschieden * zur Kontrolle (p<0,05), ® zu SLV319-3 (p<0,05) und ¢ zu
SLV319-10 (p<0,01).

Die Futteraufnahme relativ zum Korpergewicht der Tiere (Abbildungen 3-5, 3-9 und 3-10),
zeigt ein weitgehend gleiches Ergebnis. Der Effekt von SLV319 ist etwas weniger ausgepragt
als bei den absoluten Werten. Im Vergleich zur Kontrollgruppe verminderte SLV319-3 die
Futteraufnahme nur an einigen wenigen Tagen in den ersten 2 Wochen, und nur vereinzelt
iiber die 4 Wochen hinweg fiir die hohere Dosierungsgruppe. In der wochentlichen Darstel-
lung ergeben sich etwas geringe Varianzen innerhalb der einzelnen Gruppen und die Unter-
schiede zwischen Orlistat und der Kontrolle (3. und 4. Woche, p<0,001), zwischen den
Kombinationstherapien und der Kontrolle (SLV319-3+Orlistat: 4. Woche p<0,05; SLV319-
10+Orlistat: 2. Woche, p<0,05; 4. Woche, p<0,01) und zwischen Orlistat und SLV319
(SLV319-3 vs. Orlistat: 2., 3. und 4. Woche p<0,001; SLV319-10 vs. Orlistat: 3. und 4.
Woche p<0,001) erreichen 6fter Signifikanzniveau (Abbildung 3-10).

Die Kurve fiir die kumulative relative Futteraufnahme (Abbildung 3-11) trennt deutlich die
mit Orlistat alleine oder in Kombination mit SLV319 behandelten Gruppen von den Kontroll-
tieren und den mit SLV319 alleine behandelten Tieren. Uber den gesamten Hauptversuch (bis
Tag 27) war die relative Gesamtfutteraufnahme in allen mit Orlistat behandelten Gruppen
signifikant hoher als in der Kontrollgruppe, wihrend der reduzierende Effekt der alleinigen

Behandlung mit SLV319 gegeniiber der Kontrolle nicht signifikant war (Abbildung 3-12).
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Abbildung 3-9: Waochentliche Futteraufnahme relativ zum Korpergewicht der Wistar-
ratten in Versuch 1 wahrend des vierwochigen Hauptversuchs, getrennt
nach morgens (m) und abends (a) (MW=zSE).

Signifikant verschieden (p<0,05) * zur Kontrolle, ® zu SLV319-3 und ¢ zu Orlistat.
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Abbildung 3-10: Wochentliche Futteraufnahme relativ zum Koérpergewicht der Wistar-
ratten in Versuch 1 pro Woche wahrend des Hauptversuchs (MW=SE).

Signifikant verschieden zur Kontrolle: * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, zu SLV319-3:

® p<0,05, * p<0,001 zu SLV319-10: © p<0,05,  p<0,01, “° p<0,001 und zu Orlistat:

4dd h<0,001
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Abbildung 3-12: Gesamte Futteraufnahme relativ zum Korpergewicht der Wistarratten

in Versuch 1 wahrend des vierwdchigen Hauptversuchs (Tag 27)
(MW=SE).
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3.1.3 Wasseraufnahme

Die Wasseraufnahme wurde téglich um 9.00 Uhr morgens bestimmt. Sie unterlag dhnlich der
Futteraufnahme iiber den Zeitraum der ganzen Studie hinweg starken Schwankungen inner-
halb der Gruppen (Abbildung 3-13). Nur die mit SLV319-3 behandelten Ratten tranken weni-
ger als die Kontrolltiere, mit einem konstanten Abfall der Wasseraufnahme wihrend der ers-
ten 11 Tage. Die Orlistatgruppen tranken am meisten, davon an erster Stelle die Ratten, die
mit SLV319-10+Orlistat behandelt wurden, anschlieBend die Orlistatgruppe, gefolgt von den
Tieren, die SLV319-3+Orlistat erhielten.

Die Darstellung der Wasseraufnahme relativ zum Korpergewicht (Abbildung 3-14) zeigt ei-
nen weitgehend dhnlichen Verlauf bei etwas geringerer Streuung. Der im Vergleich zur Kon-
trolle negative Effekt von SLV319-3 auf die Wasseraufnahme ist weniger augenscheinlich.
Die gesamte Wasseraufnahme iiber den vierwochigen Hauptversuch (Abbildung 3-15) wie
auch die kumulative Wasseraufnahme (Abbildung 3-16), beide relativ zum Korpergewicht be-
trachtet, wurde gegeniiber der Kontrolle durch die niedrige Dosis von SLV319 leicht verrin-
gert, durch die hohe Dosis von SLV319 dagegen geringfiigig erhoht, beide Effekt waren je-
doch nicht signifikant. Dagegen erhohte die Orlistatbehandlung die Wasseraufnahme signifi-
kant gegeniiber der Kontrolle. SLV319-3 bzw. SLV319-10 hatte auch in Kombination mit
Orlistat wieder eine gegensétzliche Wirkung, leichte Hemmung durch die niedrige Dosis und
minimale Stimulation durch die hohe Dosis. Auch diese Effekte waren nicht signifikant

gegeniiber der alleinigen Orlistatgabe.

Der unmittelbare Vergleich der gesamten Futter- und Wasseraufnahme im Hauptversuch er-
gibt, dass mit Ausnahme der Behandlung mit SLV319-10 alle Ratten, die weniger bzw. mehr
als die Kontrollgruppe gefressen haben, auch weniger bzw. mehr als diese getrunken haben
(Abbildung 3-17). Die Quotienten aus Wasser- und Futteraufnahme (Kontrolle: 1,52;
SLV319-3: 1,47; SLV319-10: 1,74; Orlistat: 1,59; SLV319-3+Orlistat: 1,57; SLV319-10+Or-
listat: 1,63) zeigen am deutlichsten die Stimulation der Wasseraufnahme durch die hohe Dosis

von SLLV319, die den grofiten Unterschied zur Kontrolle (+14,5%) aufweist.

Abbildung 3-18 zeigt, dass wihrend des ganzen Experiments die Kurven fiir Wasser- und Fut-
teraufnahme in allen Gruppen die gleichen Tendenzen zeigen, Perioden der erhéhten Futter-

aufnahme wurden von erhohter Wasseraufnahme begleitet und umgekehrt.
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Abbildung 3-13: Wasseraufnahme der Wistarratten in Versuch 1 (MW<+SE).
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Abbildung 3-14: Wasseraufnahme relativ zum Koérpergewicht der Wistarratten in
Versuch 1 (MW+SE).
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Abbildung 3-15: Gesamte Wasseraufnahme relativ zum Kérpergewicht der Wistar-
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Abbildung 3-16: Kumulative Wasseraufnahme relativ zum Kdérpergewicht der Wistar-

ratten in Versuch 1 wahrend des Hauptversuchs (MW=SE).
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Abbildung 3-17: Vergleich der Gesamtaufnahme von Futter (F) und Wasser (W) der
Wistarratten in Versuch 1 (MW+SE).
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Abbildung 3-18: Wasseraufnahme (ml) und Futteraufnahme (g) der Wistarratten in
Versuch 1 im Vergleich (MW=SE).
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3.1.4  Analyse der Blutproben

Die Behandlungen hatten zahlreiche Einfliisse auf die Blutwerte. Die Daten sind nachfolgend
als Box Plots dargestellt. Die Insulinsensitivitdt wurde nach QUICKI definiert, einem quanti-
tativen Insulinsensitivititsberechnungsindex (QUICKI=1/[log (Ip)+log (Go)]; 1o/Go=Niichtern-

insulin/-glucose) [165]. In Tabelle 3-1 sind die statistischen Auswertungen zusammengefasst.
3.1.4.1 Gesamtcholesterin

Orlistat hatte keinen Effekt auf das Gesamtcholesterin im Serum (Abbildung 3-19). Dagegen
senkte die Behandlung mit SLV319 dosisabhingig den Gesamtcholesterinspiegel um 10%
(3 mg/kg) und 19% (10 mg/kg). In Kombination mit Orlistat war der SLV319-Effekt abge-
schwicht. Keiner der Effekte erreichte jedoch statistische Signifikanz (Tabelle 3-1).

Gesamtcholesterin
|:| 25-75% Vertrauensbereich = Median + Minimal-/Maximalwert

3,3

L

3.1
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1,5 T T T T
Kontrolle SLV 3 SLV 10 Orlistat ~ SLV 3+0rli SLV 10+0Orli

Abbildung 3-19: Gesamtcholesteringehalt der Blutprobe in mmol/I

MW=SD (N): Kontrolle: 2,57+0,23 (7); SLV-3: 2,30+0,42 (7); SLV-10: 2,09+0,14 (7);
Orlistat: 2,56+0,30 (8); SLV-3+Orlistat: 2,31+0,44 (8); SLV-10+Orlistat: 2,28+0,45 (8).

3.14.2 LDL

Die LDL-Werte im Serum wurden durch SLV319 nicht beeinflusst, auch die Erhdhung um
25% durch Orlistat war nicht signifikant (Abbildung 3-20).

3.143 HDL

Die HDL-Spiegel im Serum waren in allen Gruppen hdher als bei den Kontrollen (+103% bei
Orlistat; +40% bei SLV319-10; +57% bei SLV319-10+Orlistat; +45% bei SLV319-3 und
+42% bei SLV319-3+O0rlistat). Nur die deutliche Erhohung in der Orlistatgruppe war signi-
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fikant gegentiber der Kontrolle (p<0,001) und der Kombination mit SLV319-3 (p<0,05). Die
Unterschiede zwischen SLV319-3 und SLV319-10, alleine oder in Kombination mit Orlistat

erreichten keine Signifikanz (Tabelle 3-1).
LDL

|:| 25-75% Vertrauensbereich = Median + Minimal-/Maximalwert
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Abbildung 3-20: LDL-Gehalt der Blutprobe in mmol/I

MW4+SD (N): Kontrolle: 0,25+0,07 (7); SLV-3: 0,28+0,09 (7); SLV-10: 0,24+0,06 (7);
Orlistat: 0,32+0,05 (8); SLV-3+Orlistat: 0,29+0,06 (8); SLV-10+Orlistat: 0,32+0,13 (8).

HDL
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Abbildung 3-21: HDL-Gehalt der Blutprobe in mmol/I
MW=SD (N): Kontrolle: 0,86+ 0,18 (7); SLV-3: 1,25 0,39 (7); SLV-10: 1,21+ 0,27 (7);

Orlistat: 1,75+0,21 (8); SLV-3+Orlistat: 1,22 + 0,46 (8); SLV-10+Orlistat: 1,34 + 0,17 (8).
3.1.4.4 Freies Cholesterin

Die alleinige Behandlung sowohl mit SLV319 (dosisabhédngig -37% bei SLV319-3 und -58%
bei SLV319) als auch mit Orlistat (-44%) senkte die Serumkonzentration von freiem Choles-
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terin. Trotzdem konnte kein additiver Effekt bei gleichzeitiger Behandlung mit Orlistat und
SLV319 beobachtet werden. Wegen der hohen Streuungen erreichten die Unterschiede keine
Signifikanz (Tabelle 3-1).

freies Cholesterin

|:| 25-T5% Vertrauensbereich = Median + Minimal-/Maximalwert
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Abbildung 3-22: Gehalt an freiem Cholesterin der Blutprobe in mmol/Il

MW=SD (N): Kontrolle: 1,34+0,48 (7); SLV-3: 0,87+0,56 (7); SLV-10: 0,58+0,15 (7);
Orlistat: 0,77+0,39 (8); SLV-3+Orlistat: 0,99+0,80 (8); SLV-10+Orlistat: 0,98+0,56 (8)

3.1.4.5 Triglyzeride

Alle Einzelbehandlungsgruppen fiihrten zu einem signifikanten Abfall des Triglyzeridspiegels
in den Serumproben (Tabelle 3-1), am stérksten ausgeprédgt in der Orlistat Gruppe (-74%).
Dagegen konnte keine Dosisabhédngigkeit bei SLV319 (-58% bei SLV319-3 und -61% bei
SLV319-10) beobachtet werden. Die Kombinationsbehandlung von SLV319 mit Orlistat
zeigte keine additiven Effekte, die Unterschiede waren wegen der hoheren Streuung nicht

mehr signifikant zur Kontrolle.
3.1.4.6 Nicht-veresterte Fettsduren

Nur die Einzelbehandlungsgruppen fiihrten zu einem Abfall der NEFA-Spiegel in den Serum-
proben, jedoch ohne signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen (Abbildung 3-24,
Tabelle 3-1). Dies war am stirksten ausgeprigt in den SLV319 Gruppen (jeweils -38%).
Wiederum konnte kein additiver Effekt bei Kombination von SLV319 und Orlistat festgestellt

werden.
3.1.4.7 Insulin

Die Niichterninsulinwerte im Serum wurden durch SLV319 und Orlistat gegensitzlich be-

einflusst (Abbildung 3-25). Orlistat erhohte die Insulinspiegel (+84%, n.s.), SLV319 lieB sie
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dosisabhingig um 35% und 96% abfallen. Bei Kombination von Orlistat mit SLV319
dominierte der stimulierende Effekt von Orlistat, es konnten fast ebenso hohe Insulinwerte
beobachtet werden wie mit Orlistat alleine. Signifikant waren die Unterschiede zwischen
SLV319-3 und SLV319-3+O0rlistat (p<0,05) sowie zwischen SLV319-10 und SLV-10+Orli-

stat (p<<0,001).
Triglyzeride

|:| 25-75% Vertrauensbereich = Median + Minimal-/Maximalwert
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Abbildung 3-23: Triglyzeridgehalt der Blutprobe in mmol/I

MW=SD (N): Kontrolle: 5,10+1,46 (7); SLV-3: 2,15£1,43 (7); SLV-10: 2,01+0,58 (7);
Orlistat: 1,35+0,54 (8); SLV-3+Orlistat: 2,93 +3,26 (8); SLV-10+Orlistat: 2,49+ 1,47 (8).
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Abbildung 3-24: Gehalt an nicht-veresterten Fettsduren der Blutprobe in mmol/I

MW=SD (N): Kontrolle: 2,11+0,68 (7); SLV-3: 1,31+0,37 (7); SLV-10: 1,30+0,18 (7);
Orlistat: 1,50+0,42 (8); SLV-3+Orlistat: 1,68+0,84 (8); SLV-10+Orlistat: 1,61+0,40 (8).
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Abbildung 3-25: Insulingehalt der Blutprobe in pg/l

MW=SD (N): Kontrolle: 0,57+0,57 (7); SLV-3: 0,39+0,36 (7); SLV-10: 0,02+ 0,02 (7);
Orlistat: 1,08+0,48 (8); SLV-3+Orlistat: 1,13+0,37 (8); SLV-10+Orlistat: 1,20+0,54 (8).

3.1.4.8 Glucose

Die Effekte von SLV319 und Orlistat auf die Insulinwerte finden kein Aquivalent in den
Glucosespiegeln (Abbildung 3-26). Die leichte Anhebung durch Orlistat (+21%) und der Ab-
fall durch SLV319-10 (-10%) zeigten keine Signifikanz (Tabelle 3-1).

Glucose

|:| 25-75% Vertrauensbereich = Median + Minimal-/Maximalwert
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Abbildung 3-26: Glucosegehalt der Blutprobe in pg/I

MW=SD (N): Kontrolle: 5,26+0,23 (7); SLV-3: 5,65+1,23 (7); SLV-10: 4,76+0,67 (7);
Orlistat: 6,41+0,94 (8); SLV-3+Orlistat: 5,73+1,14 (8); SLV-10+Orlistat: 5,81+0,76 (8).



Ergebnisse 55

3.1.4.9 Insulinsensitivitat

Die von den Niichterninsulin- und Glucosekonzentrationen abgeleiteten QUICKI-Werte
schwankten stark innerhalb der Kontrolle (Abbildung 3-27). Die hohe Dosis von SLV319
verbesserte die Insulinsensitivitét signifikant im Vergleich zur Kontrolle (+56%; p<0,01) und
auch zur niedrigen Dosis (+66%; p<0,01; Tabelle 3-1). Alle mit Orlistat behandelten Ratten
zeigten eine Verschlechterung der Insulinsensitivitdt (-33% gegeniiber der Kontrolle) bei nur
sehr geringen Schwankungen der QUICKI-Werte. Der Unterschied war signifikant zwischen
der Einzelbehandlung mit SLV319-10 und der Kombination SLV319-10+Orlistat (p<0,001).

Insulinsensitivitat

0 [ ] 2575%Verrauenchersich  — Median + Minirral-iM aximalwert
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0,7 1o el D —————————————————
0p | | ————— 5
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Kantrolle SLy a3 SLv 10 Crlistat SLV 3+Crli SV 10+Crli

Abbildung 3-27: Insulinsensitivitat der Blutprobe

MW=SD (N): Kontrolle: 0,44+0,21 (7); SLV-3: 0,41+0,16 (7); SLV-10: 0,68+0,14 (7);
Orlistat: 0,29+0,02 (8); SLV-3+Orlistat: 0,2940,01 (8); SLV-10+Orlistat: 0,2940,02 (8).



56

Ergebnisse

JueIJIuSIS JYOIU = 'S'U

su su su su su | su su s U 1R1S1110+0T-ATSABISIO
su 'S 'Su su SU | "G00 'S 'Su 's'u 1eISIIO+E-ATIS/ARISIIO
T00'0 TO0'0 'S'u Su 'S'u 'S'u S'u S'u s'u 1e1SIAO+0T-AT1S/0T-A\T1S
su 500 's'u s'u su | osu | osu su su 1EISIO+E-ATS/E-ATTS
100 S'u STu STu s s S'u 'S'u S'u 0T-AT1S/S-AT1S
su su su su su | su su su s 1e1S1140+0T-AT1S/2]|041UO0D]
su su su su su | su su su U Te1SI10+E-AT1S/311041U0 D
Su STu STu Su 10'0 | T00'O STu STu 'S'u 1€1S1]10/3]]011U0 >
T0°0 su su su G0°0 su su su su OT-AT1S/3]1041U0H
su SU SU S'u Go'0 | s'u SU ST 'S £-A1S/3]1041U0D
IRUARIBUSS |y | waan | UHIRIOUO | o) | qan | @ | ssosoi9 | uaissioyd
-uInsu| sala.y

“T YONSJaA Ul 8149 A-d 18P ANIXa4103-1u01iajuog pun YAONY HW a11amIn|g 18p Buniamsny syasnsnels :T-¢ aj|aqeL




Ergebnisse 57

3.1.5 Carcass-Analyse

Die Carcass-Gewichte der Tiere waren zwischen 1,3 g (Kontrolle) und 15,7 g (SLV319-10+
Orlistat) geringer als die 2 Stunden vor der Toétung und noch vor der ersten Blutabnahme
bestimmten Lebendgewichte (Tabelle 3-2A). Auch bei den Carcass-Gewichten zeigte sich bei
der niedrigen Dosis von SLV319 alleine und in Kombination mit Orlistat ein stirkerer
Gewichtsverlust gegeniiber der Kontrollgruppe als bei der hohen Dosis (Abbildung 3-28,
Tabelle 3-3B).

Entsprechend der Gewichtsverluste nahmen auch die absoluten Gewichte der hauptsidchlichen
Korperbestandteile, Wasser, Fett, Protein und Asche bei allen behandelten Ratten im Ver-
gleich zur Kontrollgruppe ab (Tabelle 3-2A). Der Beitrag zur gesamten Gewichtsabnahme
war aber sehr unterschiedlich (Abbildung 3-28, Tabelle 3-2B). Der relative Anteil des Was-
sers am Gewicht der Carcasse stieg in allen Gruppen signifikant an, mit nur geringen Unter-
schieden (1,8 bis 3,0%) zwischen den Gruppen. Dagegen verringerte sich der Fettanteil deut-
lich, insbesondere bei allen mit SLV319 behandelten Tieren (-3,6 bis -4,9%). Auch die leichte
Erh6éhung des Proteinanteils um 0,7 bis 1,5% erreichte in allen Testgruppen Signifikanz
gegeniiber der Kontrolle. Der quantitativ unbedeutsame Aschegehalt war behandlungsbedingt

ebenfalls erhoht, die minimalen Unterschiede (0,06 bis 0,24%) waren nicht signifikant.

In der Tabelle 3-3 sind die Ergebnisse der Carcass-Analysen noch mal in Relation zum
Gewichtsverlust durch die verschiedenen Behandlungen zusammengefasst. Obwohl das Fett
bei den Kontrollen nur ein Viertel des Korpergewichts ausmacht, tragen die Fettverluste bei
den SLV319-behandelten Ratten stirker zum gesamten Gewichtsverlust bei, als das Korper-
wasser. Bei SLV319-3 gehen 44,6% auf das Konto des Fettverlusts und nur 41,5% sind durch
Abnahme des Wassergewichts bedingt, bei SLV-319-10 sind dies sogar 51,4% (Fett)
gegeniiber nur 36,9% (Wasser). Dies ist bei Orlistat nicht der Fall, Wasser triagt hier zu 48%,
das Fett nur zu 34,6% zum Gewichtsverlust bei. In der Kombination schwéicht Orlistat den

relativen Effekt von SLV319 auf die Fettverluste ab.
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Abbildung 3-28: Effekt von SLV319 und Orlistat, alleine oder in Kombination gegeben,

auf das Carcass-Gewicht der Wistarratten und die prozentualen Antei-
le von Wasser, Fett, Protein und Asche in Versuch 1 (MW=SE).

Signifikant verschieden zur Kontrolle : *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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3.2 Versuch 2: Untersuchung von SLV335 und Topiramat an Wistar-
ratten

Es wurde die Wirkung eines neuen Carboanhydrasehemmers mit der Wirkung von Topiramat

im Modell der extrem kalorienreich erndhrten Wistarratte (Western Diet) verglichen.

Die Randomisierung fand am 5. Tag des Vorversuchs statt. Die Zuteilung zu einer der sieben
Behandlungsgruppen erfolgte somit an Tag —3 fiir Kontrolle und T 30, an Tag —4 fiir T 60 und
T 100, an Tag -5 fiir SLV335-30 und SLV335-60, und an Tag -6 fiir SLV335-100 vor Beginn
des Experiments (Tag 0).

3.21  Kdorpergewicht

In Versuch 2 zeigte die Entwicklung des Korpergewichts der Tiere den in Abbildung 3-29 bis
Abbildung 3-32 dargestellten Verlauf. Es sind die absoluten Korpergewichte flir den gesam-
ten Versuch (Tag — 7 bis Tag 28) und das prozentuale Korpergewicht der Ratten jeweils im
Vergleich zu Tag 0 dargestellt. Abbildung 3-33 zeigt die gesamte Zunahme der Korper-
gewichte im Hauptversuch bis zum letzten Tag der ad libitum Fiitterung (Tag 27).

Wihrend der Vorversuchswoche, die auch die dreitdgige Vorschliindelung mit Vehikelgabe
einschloss, nahmen alle Tiere kontinuierlich an Gewicht zu, mit Ausnahme der Ratten der
spateren SLV335-30 Gruppe, welche voriibergehend an Tag -4 an Gewicht verloren (< 1%).
Die Vehikelgabe selbst beeinflusste die Wachstumsrate der Tiere nicht, auler in der spéteren
SLV335-100 Gruppe, die am dritten Tag der Vehikelgabe einen minimalen Einbruch ihres
Korpergewichts zeigten (Abbildung 3-29).

Mit Ausnahme einer minimalen Abnahme des Korpergewichts am ersten Tag des Experi-
ments nahmen die Tiere der Kontrollgruppe bis zu Tag 27 an Gewicht zu (+18% Korperge-
wichtszuwachs und 37,5+3 g Gesamtzunahme; Abbildungen 3-29 und 3-30), mit lediglich ei-
nem kleinen Einbruch an Tag 15 (-1%). Die Behandlung mit Topiramat fiithrte zu einem star-
ken Abfall des Kdrpergewichts am ersten Behandlungstag (T 30 —1,6%, T 60 —1,8%, T 100
-2,4%:;). Die T 30 Gruppe erholte sich sofort am nédchsten Tag und kehrte auf ihr Ausgangs-
gewicht von Tag 0 zuriick, wdhrend die T 60 und T 100 Tiere vier Tage bendtigten.
Anschlieffend zeigten die T 30 und T 60 Ratten in etwa eine dhnlich gleichméBige, aber im
Vergleich zur Kontrolle geringere Gewichtszunahme bis zum Ende der Studie. Lediglich an
Tag 22 und Tag 24 konnte in den T 60 Ratten ein kleiner Gewichtsverlust beobachtet werden.
Die beiden Gruppen mit den niedrigeren Dosierungen von Topiramat erreichten schlieBlich
ihr hochstes Gewicht an Tag 27 (T 30: +11% / 23,1+4 g, 62% im Vergleich zur Kontrolle;
T 60: +11% /22,543 g, 60% im Vergleich zur Kontrolle; Abbildungen 3-30 und 3-33).



Ergebnisse 62

2501
1 & Kontrolle
2403, 160 zuullNE
—-T 100 [ A
= 2307 A
? = '
% 220 V aE= i
% L7
o) %‘” v
o 210+ —~E L, A
e‘ R 1'{" /
:0 ‘i l _({ 4
X &~
200+ ]
] ava
] ’,,ffa
1904 L*
] = Futterentzug
1801 |Beginn der Vehikelschlindelung (20-'00 U'hr) '
8 6 4 -2 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28
|
Vorversuch Tag

Abbildung 3-29: Kérpergewichte der Wistarratten in Versuch 2: Behandlung mit
Topiramat (N=8; MW+SE).
Von Tag 0 an erhielten die Ratten tdglich 2 Schliindeldurchgénge: Die Kontrollgruppe er-
hielt zweimal tdglich Vehikel (2%ige PEG-CMC-Losung), die Topiramat- bzw. SLV335-
Gruppe morgens 10, 20 oder 33,3 mg/kg KG und abends 20, 40 oder 66,6 mg/kg KG
Topiramat bzw. SLV333. Die Tiere erhielten Futter und Wasser ad libitum.
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Abbildung 3-30: Prozentuale Veranderung der Korpergewichte der Wistarratten im
Vergleich zu Tag 0 in Versuch 2: Behandlung mit Topiramat (N=8;
MW=SE).
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Ein dhnlicher, aber etwas unregelméBigerer Verlauf zeigte sich bei der hochsten Topiramat-
dosis. Die T 100-Ratten erreichten ihr hochstes Gewicht an Tag 23 (+9%) und hatten am Ende
der Studie an Tag 27 ein etwas geringere Gewicht (+8% / 15,6+4,6 g, 42% im Vergleich zur
Kontrolle, p<0,01). Alle Topiramatgruppen blieben wéhrend der ganzen Studie stets unterhalb

der Kurve der Kontrolltiere.

Die Behandlung mit SLV335 fiihrte nicht zu dem fiir Topiramat typischen akuten Gewichts-
verlust an Tag 1 (Abbildungen 3-31 und 3-32). Bei den SLV335-30-Ratten stagnierte die
Gewichtszunahme in den ersten 3 Tagen, anschlieBend verlief die Entwicklung mit Ausnahme
von einem kleinen Abfall an Tag 4 und Tag 12 parallel zur Kontrollgruppe. Sie erreichten ihr
hochstes Gewicht an Tag 27 (+15% / 30,643,5 g, 82% im Vergleich zur Kontrolle). Die
Behandlung mit den beiden hoheren Dosierungen, SLV335-60 und SLV335-100; fiihrte zu
einem weniger intensiven, dafiir aber ldnger anhaltenden Gewichtsverlust als die Behandlung
mit Topiramat. Die Ratten erreichten ihr Ausgangsgewicht von Tag 0 erst wieder an Tag 9
(SLV335-60) bzw. 14 (SLV335-100). Auch anschlieBend blieben die Gewichtszunahmen
deutlich und dosisabhingig hinter jener der Kontrollgruppe zuriick. Die SLV335-60-Ratten
erreichten ihr hochstes Korpergewicht an Tag 27 (+9% / 18,1439 g, 48% im Vergleich zur
Kontrolle, p<0,05). Die SLV335-100 Tiere folgten im Verlauf etwa den T 100-Ratten, er-
reichten ihr hochstes Gewicht an Tag 23 (+4%) und endeten an Tag 27 auf einem etwas gerin-

geren Level (+3% / 5,6+4,3 g, 15% im Vergleich zur Kontrolle, p<0,001).

Abbildung 3-33 stellt die statistische Auswertung des Gesamtkorpergewichtzuwachses dar:
Die Behandlung mit SLV335 zeigt eine klare Dosisabhédngigkeit und zur Kontrolle statistisch
signifikante Unterschiede bei den beiden hoheren Dosen (SLV335-60: p<0,05, SLV335-100:
p<0,001). Bei der Topiramatbehandlung gab es keinen Unterschied zwischen den beiden
niedrigeren Dosen, statistisch signifikante Unterschiede zur Kontrolle wurde nur mit der

hochsten Topiramatdosis (T 100, p<0,001) erreicht.
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Abbildung 3-31: Kérpergewichte der Wistarratten in Versuch 2: Behandlung mit

SLV335 (N=8; MW4SE).
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Abbildung 3-32: Prozentuale Veranderung der Korpergewichte der Wistarratten im

Vergleich zu Tag 0 in Versuch 2: Behandlung mit SLV335 (N=8;
MW=SE).



Ergebnisse 65

SN
(@]
|

H Kontrolle

T30 e SLV335-30
mmTe0 m SLV335-60
T 100 B SLV/335-100

SN
o
1

= =2 NN DN O W
OO O O O Oo1r O O,
PN [ T T W T T U T W W W O A W AN

Gesamtzunahme (g)

04

Abbildung 3-33: Gesamte Korpergewichtszunahme der Wistarratten wahrend des vier-
wochigen Hauptversuchs in Versuch 2 (Tag 27) (N=8; MW<+SE).
Signifikant verschieden zu Kontrolle: * p<0,05; *** p<0,001; zu SLV335-30: **° p<0.001.

3.2.2  Futteraufnahme

In Versuch 2 verédnderte sich die Futteraufnahme im Verlauf des Versuches wie im Folgenden
beschrieben und in den Abbildungen 3-35 bis 3-38 dargestellt. Es sind jeweils die absoluten
Werte in g und jene im Verhéltnis zur Korpergewichtsentwicklung dargestellt (g/kg KG).
Einen besseren Uberblick iiber die behandlungsbezogenen Effekte gibt die Darstellung der
wochentlichen Futteraufnahme in den Abbildungen 3-34, 3-9 und 3-40 (1. Vorversuchs-
woche: Tage -12 bis -7; 2. Vorversuchswoche: Tage -6 bis -1; 1. Woche: Tage 0 bis 6; 2.
Woche: Tage 7 bis 13, 3. Woche: Tag 14 bis 20; 4. Woche: Tage 11 bis 27). Abbildung 3-41

zeigt die statistische Auswertung der gesamten relativen Futteraufnahme im Hauptversuch.

Die Futteraufnahme wurde téglich um 9.00 Uhr bestimmt. Sie zeigte wiahrend der ganzen
Studie groBe Schwankungen. Wéhrend des Vorversuchs war die Futteraufnahme aller Tiere
dhnlich mit Ausnahme in der spdteren T 60 Gruppe, die an Tag -6 sehr wenig fral3en (Abbil-
dung 3-35). Die Vehikelgabe bewirkte in allen Gruppen eine leichte Abnahme der Futterauf-
nahme, auBler in der Kontrollgruppe und der spéiteren SLV335-100 Gruppe. Die Futterauf-
nahme in der gesamten Vorversuchswoche war bei allen spateren Behandlungsgruppen gerin-

ger als bei der Kontrolle (signifikant bei der die T 30-Gruppe, p<0,01), ausgenommen der
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spateren SLV335-100 Gruppe, die einen signifikant hoheren Futterverzehr hatte als die Kon-
trollen (p<0,05, Abbildung 3-34)
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Abbildung 3-34: Futteraufnahme der Wistarratten wahrend des Vorversuchs in
Versuch 2 (N=8; MWzSE).

Signifikant verschieden zu Kontrolle: * p<0,05, ** p<0,01, zu T 30: bb p< 0,01,
zu SLV335 30: ° p<0,001, zu SLV335-60: ™ p<0,001.

An Tag 0 waren die Ausgangswerte aller Gruppen in etwa vergleichbar. Die Kontrollgruppe
zeigte ein sehr variables Fressverhalten, stets auf einem hdoheren Level als die restlichen
Gruppen, auller in der dritten Woche, in der sie weniger fraBen und gleichzeitig die Futterauf-
nahme in den T 60, T 100 und SLV335-30 Ratten anstieg. Die Topiramatbehandlung fiihrte in
allen Gruppen zu einem einschneidenden Abfall der Futteraufnahme an Tag 1. Die Ratten
erholten sich sogleich am darauf folgenden Tag, blieben aber anschlieend stets unter den
Ausgangswerten von Tag 0 (Abbildungen 3-35 und 3-36). Aus der wochentlichen Perspektive
betrachtet fraBen die T 30 Ratten genauso wenig wie die T 60 und T 100 Tiere, jedoch ange-
sichts ihrer sehr viel geringeren Futteraufnahme im Vorversuch, zeigten sie eine relativ kon-
stante, insgesamt geringe Futteraufnahme in der ganzen Studie (Abbildungen 3-34 und 3-39).
Die Behandlung mit T 60 und T 100 zeigte einen scheinbaren Wirkungsverlust in der
3. Woche, auch weil die Kontrollgruppe weniger fral3. In der letzten Woche stieg die Futter-
aufnahme der T 60 und T 100 Tiere wieder an, so dass sich in allen Topiramatgruppen die
Werte in etwa gleich darstellten. Somit war die Futteraufnahme in allen Topiramatgruppen
signifikant unterschiedlich zur Kontrolle in der ersten und zweiten Woche, und zusétzlich fiir

T 30 und T 60 auch in der vierten Woche. Zusammengefasst war die kumulative Aufnahme in
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allen Gruppen 87-89% im Vergleich zur Kontrolle, alle Topiramatgruppen fralen in etwa

gleiche Mengen, stets unterhalb der Kurve der Kontrolltiere.
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Abbildung 3-35: Absolute Futteraufnahme der Wistarratten in Behandlung mit
Topiramat in Versuch 2 (N=8; MW=<SE).
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Abbildung 3-36: Futteraufnahme relativ zum Koérpergewicht der Wistarratten in
Behandlung mit Topiramat in Versuch 2 (N=8; MW=<SE).
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Die Behandlung mit SLV335-60 und SLV335-100 fiihrte wie Topiramat zu einem akuten
Einbruch der Futteraufnahme an Tag 1 (Abbildungen 3-37 und 3-38). In den SLV335-30-
Ratten zeigte sich dieser Effekt um einen Tag verzdgert, sie fraBen am ersten Tag kurzfristig
sogar etwas mehr. Alle SLV335 Gruppen zeigten weiterhin niedrige Aufnahmen fiir die erste
Woche, anschlieBend erholten sie sich zu unterschiedlichen Werten hin. Wahrend der letzte
10 Tage des Experiments zeigte sich die Futterautnahme der SLV335-30 Gruppe dhnlich zur
Kontrolle, wohingegen die SLV335-100 und die SLV335-60 sich auf niedrigeren Werten im
Vergleich zur Kontrolle bewegten. Die tdgliche Futteraufnahme war besonders am Ende der
ersten und Anfang der zweiten Woche in allen SLV335 Gruppen sehr groBen Schwankungen
unterworfen. Die wochentliche Darstellung zeigt eine signifikant geringere Futteraufnahme
aller SLV335 Gruppen im Vergleich zur Kontrolle in der ersten und zweiten Woche, bei der
hochsten Dosis auch in der dritten und vierten Woche (Abbildungen 3-34 und 3-39).
Insgesamt war — im Gegensatz zu Topiramat — eine deutliche Dosisabhidngigkeit zu erkennen
(signifikante Unterschiede in der dritten Woche: SLV335-100 vs. SLV335-60 p<0,05;
SLV335-100 vs. SLV335-30 p<0,01 und in der vierten Woche: SLV335-100 vs. SLV335-30
p<0,001), welche auch in der Abbildung 3-41 fiir die gesamte Futteraufnahme relativ zum
Korpergewicht bis Tag 27 dargestellt sind und bei der alle SLV335 Gruppen signifikant unter
dem Kontrollwert liegen. Uber die gesamte Studie hinweg errechnet sich fiir die SLV335
Tiere eine kumulative Aufnahme von 91%, 85% und 77% im Vergleich zur Kontrolle (jeweils

fiir 30, 60 und 100 mg/kg).

Die Futteraufnahme in Relation zur Korpergewichtsentwicklung betrachtet zeigt weniger

ausgeprigte Effekte als in der absoluten Darstellung (Abbildungen 3-36, 3-38 und 3-40).
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Abbildung 3-37:

Futteraufnahme der Wistarratten in Behandlung mit SLV335 in
Versuch 2 (N=8; MW<SE).
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Abbildung 3-38:

Futteraufnahme relativ zum Kdérpergewicht der Wistarratten in
Behandlung mit SLV335 in Versuch 2 (N=8; MW<+SE).
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Abbildung 3-39: Waochentliche Futteraufnahme der Wistarratten in Versuch 2 wahrend
des vierwdchigen Hauptversuchs (N=8; MW+SE).

Signifikant verschieden zu Kontrolle: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; zu SLV335-30: *
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Abbildung 3-40: Wochentliche Futteraufnahme relativ zum Korpergewicht der Wistar-
ratten in Versuch 2 wahrend des Hauptversuchs (N=8; MW<+SE).

Signifikant verschieden zu Kontrolle: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001;
zu SLV335-30: % p<0,01; **° p<0,001.
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Abbildung 3-41: Gesamtfutteraufnahme relativ zum Kdérpergewicht der Wistarratten in
Versuch 2 wahrend des Hauptversuchs bis Tag 27 (N=8; MW=SE).

Signifikant verschieden zu Kontrolle *p<0,05; ** p<0,01 ***p<0,001; zu SLV335-30: °°
p<0,001; zu SLV335-60: f p<0,05;

3.2.3 Wasseraufnahme

Den Einfluss der Behandlungen mit Topiramat und SLV335 auf die Wasseraufhahme der
Wistarratten in Versuch 2 zeigen die Abbildungen 3-42 bis 3-45. Es sind jeweils die absoluten
Werte in ml und jene im Verhéltnis zur Korpergewichtsentwicklung dargestellt (ml/kg KG).
Abbildung 3-46 zeigt die statistische Auswertung der gesamten relativen Wasseraufnahme im

Hauptversuch bis Tag 28.

Die Wasseraufnahme wurde tiglich um 9.00 Uhr morgens bestimmt. Sie zeigte grofBe
Schwankungen {iber den gesamten Zeitraum der Studie hinweg, einschlieBlich des Vorver-
suchs mit Vehikelgabe. Die Kontrollgruppe verzeichnete ein mehr oder weniger konstantes
Trinkverhalten liber die Studie hinweg. Die Wasseraufnahme schwankte um + 5 ml, blieb
jedoch stets unterhalb des Levels der Topiramatgruppen. Die Topiramatbehandlung fiihrte
trotz verminderter Futteraufnahme zu einem starken Anstieg der Wasseraufnahme. Dabei war
in der ersten Woche der Anstieg am hochsten bei gleichzeitig geringster Futteraufnahme
(Abbildung 3-35), bevor Wasseraufnahme schrittweise wieder bis zum Ende der Studie auf
die Ausgangswerte von Tag 0 abfielen. Die Abbildung 3-46 fiir die gesamte Wasseraufnahme
zeigt die Reihenfolge T 100 > T60 = T30 >> Kontrolle, wihrend im Gegensatz dazu die Fut-
teraufnahme keine signifikante Dosisabhéngigkeit zeigte (Abbildung 3-41). Alle Topiramat-

gruppen erreichten statistische Signifikanz im Vergleich zur Kontrolle.
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Abbildung 3-42: Wasseraufnahme der Wistarratten in Versuch 2: Behandlung mit
Topiramat (N=8; MW+SE).
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Abbildung 3-43: Wasseraufnahme relativ zum Koérpergewicht der Wistarratten in
Versuch 2: Behandlung mit Topiramat (N=8; MW<+SE).

Der Effekt von SLV335 auf die Wasseraufnahme war im Vergleich zu Topiramat geringer
ausgepragt, es wurde ein nicht-signifikanter Anstieg in der SLV335-60 Gruppe beobachtet,
jedoch keinerlei Anderung in Behandlung mit SLV335-30 oder SLV335-100. Es zeigten sich
keine signifikanten Unterschiede zur Kontrolle am Ende der Studie (Abbildung 3-46), auch
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wenn leichte Tendenzen zu einem Anstieg der Wasseraufnahme in der letzten Woche in der

SL.V335-60 und SLV335-100 Gruppe beobachtet werden konnten.
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Abbildung 3-44: Wasseraufnahme der Wistarratten in Versuch 2: Behandlung mit
SLV335 (N=8; MW4SE).
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Abbildung 3-45: Wasseraufnahme relativ zum Kérpergewicht der Wistarratten in
Versuch 2: Behandlung mit SLV335 (N=8; MW=SE).
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Abbildung 3-46: Gesamt Wasseraufnahme relativ zum Kdrpergewicht der Wistarratten
in Versuch 2 wahrend des Hauptversuchs bis Tag 28 (N=8; MW=zSE).
Signifikant unterschiedlich zu Kontrolle :* p<0,05; ** p<0,01;

3.2.4  Analyse der Blutproben

Die Behandlung hatte zahlreiche Einfliisse auf die Blutwerte. Die Daten sind als Box Plots
dargestellt. Die Insulinsensitivitdt wurde nach QUICKI definiert, einem quantitativen Insulin-
sensitivitdtsberechnungsindex (QUICKI=1/[log (Ip)*log (Go)]; Io/Ge=Niichterninsulin/-gluco-
se) [164]. Die Unterschiede zwischen den Gruppen zeigen zum Teil deutliche Tendenzen,
erreichen aber keine statistische Signifikanz.

Gesamtcholesterin
|:| 25-T5% Vertrauensbereich = Median + Minimal-/Maximalwert
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Abbildung 3-47: Gesamtcholesteringehalt der Blutproben in mmol/l.

MW=SD (N=8): Kontrolle: 1,99+0,47; SLV335-30: 1,80+0,34; SLV335-60: 1,77+0,33;
SLV335-100: 1,62+0,38; T 30: 2,08+0,65; T 60: 2,68+1,04; T 100: 2,46+0,42.
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3.2.4.1 Gesamtcholesterin

SLV335 senkte die Gesamtcholesterinspiegel im Plasma, und Topiramat erhohte diese im

Vergleich zur Kontrolle.
3.24.2 LDL

Keine der SLV335-Gruppen zeigte einen Effekt auf die LDL-Werte, wohingegen Topiramat
diese im Vergleich zur Kontrolle erh6hte ohne eine Dosisabhédngigkeit erkennen zu lassen

(T 30 und T 100: +33%, T 60: +19%).

LDL

|:| 25-T5% Vertrauensbereich = Median + Minimal-/Maximalwert
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Abbildung 3-48: LDL-Gehalt der Blutproben in mmol/Il

MW=SD (N=8): Kontrolle: 0,23+0,12; SLV335-30: 0,23+0,07; SLV335-60: 0,20+0,07;
SLV335-100: 0,23+0,07; T 30: 0,31+0,11; T 60: 0,28+0,05; T 100: 0,26+0,04.

3.24.3 HDL

Die HDL-Werte wurden unterschiedlich beeinflusst: eine leichte dosisabhédngige Erhohung
konnte durch Topiramat beobachtet werden (T 100: +17% im Vergleich zur Kontrolle),
wohingegen die beiden niedrigeren Dosierungsgruppen von SLV335 keinen Effekt zeigten.

Lediglich SLV335-100 zeigte eine Abnahme um 21% im Vergleich zur Kontrolle.
3.2.4.4 Freies Cholesterin

Genau wie bei HDL beschrieben, zeigten die Cholesterinwerte eine leichte Erh6hung unter
Topiramatbehandlung und nur sehr geringe Abnahme unter SLV335-Behandlung. In beiden

Féllen war keine Dosisabhéngigkeit erkennbar.
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Abbildung 3-49: HDL-Gehalt der Blutproben in mmol/I
MW=SD (N=8): Kontrolle: 1,11+;0,18 SLV335-30: 1,12+0,27; SLV335-60: 1,10+0,25;
SLV335-100: 0,88+0,19; T 30: 1,15+0,21; T 60: 1,17+0,29; T 100: 1,30+0,21.

freies Cholesterin
|:| 25-75% Vertrauensbereich = Median + Minimal-/Maximalwert
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Abbildung 3-50: Gehalt an freiem Cholesterin der Blutproben in mmol/I

MW=SD (N=8): Kontrolle: 0,53+0,35; SLV335-30: 0,46+0,09; SLV335-60: 0,48+0,21;
SLV335-100: 0,48+0,20; T 30: 0,75+0,44; T 60: 0,72+0,37; T 100: 0,65+0,13.

3.2.4.5 Triglyzeride

AuBer in der T 60-Gruppe fiihrten alle Behandlungen zu einer Abnahme der Triglyzeridlevel
im Vergleich zur Kontrolle (-33% bei T 30, -21% bei T 100, -23% bei SLV335-30, -37% bei
SLV335-60 und —47% bei SLV335-100).
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Triglyzeride
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Abbildung 3-51: Triglyzeridgehalt der Blutproben in mmol/I.

MW=SD (N=8): Kontrolle: 1,45+0,39; SLV335-30: 1,11+0,48; SLV335-60: 0,91+0,44;
SLV335-100: 0,77+0,25; T 30: 0,98+0,44; T 60: 1,45+0,61; T 100: 1,15+0,47.
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Abbildung 3-52: Gehalt an nicht-veresterten Fettsduren der Blutproben in mmol/I.

MW=SD (N=8): Kontrolle: 1,23+0,27; SLV335-30: 1,21+0,44; SLV335-60: 0,99+0,26;
SLV335-100: 0,89+0,30; T 30: 1,28+0,47; T 60: 0,98+0,29; T 100: 1,18+0,22.

3.2.4.6 Nicht-veresterte Fettsduren

Im Gegensatz zu den Triglyzeridwerten, konnte bei der Topiramatbehandlung lediglich bei

der mittleren Dosis eine Abnahme der NEFA-Werte im Plasma gesehen werden (TO: -20,8%).
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Die Behandlung mit SLV335 zeigte einen dosisabhingigen Effekt: Noch keine Verdnderung
bei SLV335-30 und leichte Erniedrigungen bei den hoheren Dosierungen (SLV335-60: -20%
und SLV335-100: -27%).

3.2.4.7 Insulin

Die Plasmainsulinlevel zeigten grole Schwankungen und keinerlei Dosisabhidngigkeit bei den
beiden Testsubstanzen. Wahrend es in der T 30-Gruppe (+124) und SLV335-60-Gruppe
(+70%) zu einer Erhohung der Insulinwerte im Vergleich zur Kontrolle kam, wurde bei

SLV335-30 (-47%), T 60 (-26%) und T 100 (-21%) eine Erniedrigung gesehen.

Insulin

|:| 25-75% Vertrauensbereich = Median + Minimal-/Maximalwert
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Abbildung 3-53: Insulingehalt der Blutproben in pg/l.

MW=SD (N=8): Kontrolle: 0,90+1,02; SLV335-30: 0,48+0,16; SLV335-60: 1,52+1,67;
SLV335-100: 0,81+0,41; T 30: 2,00+1,47; T 60: 0,67+0,21; T 100: 0,71+0,33.

3.2.4.8 Glucose

Die gegensitzlichen Effekte auf die Insulinwerte spiegelten sich nicht in den Glucosewerten
wider, die deutlich geringere Schwankungen zeigten und mit Ausnahme der T 100-Gruppe bei

allen Behandlungen eine leichte Erh6hung gegeniiber der Kontrollgruppe verzeichneten.
3.2.4.9 Insulinsensitivitat

Die QUICKI Werte, welche die Niichternwerte von Insulin und Glucose widerspiegeln,
zeigten innerhalb der Kontrollgruppe grofe Schwankungen. Die stabileren Werte der Topi-
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ramat- und SLV335-behandelten Tiere zeigten geringfiigige Abnahmen gegeniiber den Kon-

trollwerten, die aber keine statistische Signifikanz erreichten.

Glucose
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Abbildung 3-54: Glucosegehalt der Blutprobe in pg/I

MW=SD (N=8): Kontrolle: 6,75+1,63; SLV335-30: 7,16+0,59; SLV335-60: 7,49+0,79;
SLV335-100: 7,42+0,62; T 30: 6,94+0,67; T 60: 7,06:0,64; T 100: 6,61+0,82.
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Abbildung 3-55: Insulinsensitivitat der Blutproben (QUICKI-Werte)

MW=+SD (N=8): Kontrolle: 0,36+0,16; SLV335-30: 0,32+0,02; SLV335-60: 0,29+0,03;
SLV335-100: 0,30+0,02; T 30: 0,27+0,03; T 60: 0,30+0,02; T 100: 0,31+0,02.
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3.3  Versuch 3: Untersuchung von SLV330 und Rimonabant an Wistar-
ratten

Dieser Versuch diente dem Vergleich der Wirkungsstirke eines neuen CB;-Antagonisten,
SLV330, mit Rimonabant (R). Wegen der unsicheren Bioverfiigbarkeit von SLV330 wurden
beide Substanzen téglich einmal am Morgen intraperitoneal an extrem kalorienreich gefiitterte

Wistarratten verabreicht.

Die Randomisierung fand am 10. Tag des Vorversuchs statt. Die Zuteilung zu den Behand-
lungsgruppen erfolgte vor Beginn des Experiments (Tag 0) an Tag —3 fiir die Kontrollen, an

Tag -4 bzw. -5 fiir SLV330-3 und SLV330-10 sowie an Tag -6 und -7 fiir R-3 und R-10.
3.3.1 Korpergewicht

Die Abbildungen 3-56 bis 3-59 zeigen die Entwicklung des Korpergewichts der Tiere im Ver-
such 3. Es sind die absoluten Korpergewichte flir den gesamten Versuch (Tag —12 bis Tag 14)
und das prozentuale Korpergewicht der Ratten jeweils im Vergleich zu Tag 0 dargestellt. Die

gesamte Korpergewichtszunahme im Hauptversuch (Tag 0 bis Tag 14) zeigt Abbildung 3-60.

Wihrend des zwdlftdgigen Vorversuchs nahmen alle Ratten kontinuierlich an Gewicht zu.

Die Vehikelgabe beeinflusste die Wachstumsrate der Tiere nicht.

Die Kontrolltiere zeigten von Tag 0 bis Tag 14 eine regelméfBige Gewichtszunahme (+20%
Korpergewichtszuwachs entsprechend 58,1+4,1 g; Abbildung 3-61). Die SLV330-Behand-
lung fiihrte nur in der hdoheren Dosierung am ersten Behandlungstag zu einem akuten
Gewichtsverlust (-4,5%). Die Ratten dieser Gruppe erholten sich innerhalb von zwei Tagen
und nahmen anschlieend bis zum Ende der Studie kontinuierlich an Gewicht zu (+6% /
19,4+4,4 g, 30% im Vergleich zur Kontrolle, p<0,001; Abbildungen 3-56 und 3-57). Die
niedrigere Dosis von SLV330 fiihrte lediglich zu einem Innehalten des Korpergewichts-
zuwachses in den ersten zwei Tagen des Hauptversuchs, woraufthin die Tiere letztendlich
unter stetiger Zunahme an Tag 14 ihr hochstes Gewicht erreichten (+15% / 43,1+3,7 g, 75%
im Vergleich zur Kontrolle, p<0,001; Abbildung 3-60). Die Wachstumsrate der SLV330
behandelten Tiere blieb stets unterhalb derer der Kontrollgruppe.

Die Behandlung mit Rimonabant fiihrte in beiden Dosierungen zu einem Kdorpergewichts-
verlust, der am ersten Behandlungstag in der hoheren Dosierung stirker war (< 1% bei R-3
und 1,4% bei R-10) und am zweiten Tag noch ausgeprigter wurde (-4,3% im Vergleich zu
Tag 0), als sich die R-3 Ratten schon wieder erholt hatten. Danach nahmen beide Gruppen

kontinuierlich an Gewicht zu und erreichten ihr Maximum an Tag 14 (R-3: +13% / 39.4+4 g,
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63% im Vergleich zur Kontrolle, p<0,001; R-10: +8% / 24,4+3,3 g Gesamtzunahme, 40% im
Vergleich zur Kontrolle, p<0,001, Abbildungen 3-58 und 3-59). Auch die Wachstumsrate der

Rimonabant behandelten Tiere blieb stets unterhalb derer der Kontrollgruppe.
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Abbildung 3-56: Korpergewichte der Wistarratten in Versuch 3: Behandlung mit

SLV335 (N=8; MW+SE).
Von Tag 0 an wurden die Tiere tdglich morgens einmal i.p. gespritzt: die Kontrollgruppe

erhielt Vehikellosung (1%ige CMC-Lo6sung), die SLV330-Gruppen 3 oder 10 mg/kg KG
SLV330. Die Tiere erhielten Futter und Wasser ad libitum
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Abbildung 3-57: Prozentuale Veranderung der Korpergewichte im Vergleich zu Tag 0
der Wistarratten in Versuch 3: Behandlung mit SLV335 (N=8;
MW4+SE).
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Abbildung 3-58: Kdrpergewichte der Wistarratten in Versuch 3: Behandlung mit Rimo-

nabant (N=8; MW=SE).
R3 bzw. R10: 3 bzw. 10 mg/kg KG Rimonabant.
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Abbildung 3-59: Prozentuales Veranderung der Korpergewichte im Vergleich zu Tag 0
der Wistarratten in Versuch 3: Behandlung mit Rimonabant (N=8;

MW4<SE).

Abbildung 3-60 stellt die statistische Auswertung des Gesamtzuwachses der Gruppen an Tag

14 dar: ausgenommen der SLV330-3 Tiere zeigten alle Gruppen signifikante Unterschiede zur

Kontrolle (R-3: p<0,05, SLV330-10 und R-10: p<0,001). Auch der Unterschied zwischen

SLV330-10 und SLV330-3 erreichte statistische Signifikanz (p<0,001).
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Abbildung 3-60: Gesamte Korpergewichtszunahme der Wistarratten wahrend des zwei-
wadchigen Hauptversuchs in Versuch 3 (N=8; MW+SE).
Signifikant verschieden zu Kontrolle: * p<0.05, *** p<0,001; zu SLV330-3: bbb p<0,001.

3.3.2 Futteraufnahme

Der Einfluss von SLV330 und Rimonabant auf den Futterverzehr der Ratten ist in den Abbil-
dungen 3-61 bis 3-64 jeweils als absolute Werte in g und im Verhéltnis zur Korpergewichts-
entwicklung dargestellt (g/kg KG). Die Abbildung 3-65 zeigt die statistische Auswertung der
gesamten relativen Futteraufnahme von Tag 0 bis 14. Um einen besseren Uberblick iiber die
behandlungsbezogenen Effekte auf die Futterauthahme zu gewéhrleisten, wurde in der Abbil-
dung 3-66 eine wochentliche Darstellung gewihlt (1. Vorversuchswoche: Tage -12 bis -7; 2.
Vorversuchswoche: Tage -6 bis 0; 1. Woche: Tage 1 bis 8; 2. Woche: Tage 9 bis 15).

Die Futteraufnahme wurde tiglich um 9.00 Uhr bestimmt. Sie war wihrend des Vorversuchs
in allen Gruppen dhnlich und schwankte um + 3 g. Dabei wurden die Tiere durch die Vehikel-
gabe nicht beeinflusst. Die wochentliche Futteraufnahme zeigte dhnliche Strukturen fiir alle
Gruppen mit Ausnahme der 1. Vorversuchswoche in der die beiden spiter mit Rimonabant

behandelten Gruppen signifikant weniger fralen als die Kontrollen (p<0,01; Abbildung 3-65).

An Tag 0 war die Futteraufnahme in allen Gruppen vergleichbar. In der Kontrollgruppe zeig-
ten sich im Hauptversuch keine signifikanten Unterschiede im Vergleich zum Vorversuch.
Sowohl die SLV330- als auch die Rimonabantbehandlung fiihrte am ersten Tag zu einem
akuten, dosisabhidngigen Einbruch der Futteraufnahme (Abbildungen 3-61 und 3-63). Der
Effekt von Rimonabant war dabei starker als der von SLV330. Bereits am zweiten Tag nahm
der Futterverzehr wieder zu auer bei der Gruppe R-10, welche einen noch tieferen Einbruch
an Tag 2 verzeichnete bevor auch sie wieder aufholte. Die wdchentliche Darstellung

(Abbildung 3-66) der Futteraufnahme zeigt diesen behandlungsbezogenen Effekt nur in der
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ersten Woche. In der darauf folgenden Woche kompensierten alle Gruppen ihren Appetit-

verlust wieder vollstidndig. Ein statistischer Unterschied zeigte sich nur in der 1. Woche fiir
folgende Gruppen: SLV330-10 vs. Kontrolle (p<0,001), SLV330-10 vs. SLV330-3 (p<0,01),
R-10 vs Kontrolle (p<0,001), R-3 vs. Kontrolle (p<0,01) und R-10 vs. R-3 (p<0,001).
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Abbildung 3-61: Futteraufnahme der Wistarratten in Versuch 3: Behandlung mit
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Abbildung 3-62: Futteraufnahme relativ zum Kdérpergewicht der Wistarratten in

Versuch 3: Behandlung mit SLV335 (N=8; MW<SE).
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Futteraufnahme relativ zum Kdérpergewicht der Wistarratten in
Versuch 3: Behandlung mit Rimonabant (N=8; MW<+SE).

Die kumulative relative Futteraufnahme war in allen Gruppen geringer als jene der Kontrolle

und zeigte auBBerdem eine Dosisabhéngigkeit in den Topiramat- und SLV335 Gruppen. An

Tag 14 konnten statistische Unterschiede zur Kontrolle fiir SLV330-10, R-3 (jeweils p<0,01)
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und R-10 (p<0,001) verzeichnet werden, und auBBerdem zwischen SLV330-3 vs SLV330-10
und R-3 vs R-10 (jeweils p<0,05; Abbildung 3-70).
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Abbildung 3-65: Wochentliche Futteraufnahme relativ zum Koérpergewicht der Wistar-
ratten in Versuch 3 wahrend des zweiwodchigen Vor- und des zwei-
waochigen Hauptversuchs (N=8; MWzSE).

Signifikant verschieden zu Kontrolle: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; zu SLV330-3: *
(p<0,01); zu R-3: “ (p<0,001);
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Abbildung 3-66: Gesamtfutteraufnahme relativ zum Kérpergewicht der Wistarratten in
Versuch 3 wahrend des zweiwdchigen Hauptversuchs an Tag 14 (N=8;
MW=SE).
Signifikant verschieden zu Kontrolle: ** p<0,01; *** p<0,001; zu SLV330-3: b (p<0,05);
zu R-3: ¢ (p<0,05);
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3.3.3  Wasseraufnahme

Die Wasseraufnahme in Versuch 3 wird in den Abbildungen 3-67 bis 3-70 als absolute Werte
in ml und im Verhéltnis zur Korpergewichtsentwicklung dargestellt (ml/’kg KG). Die Abbil-
dung 3-71 zeigt die statistische Auswertung der gesamten Wasserauftnahme relativ zum Kor-

pergewicht im Hauptversuch.

Die Wasseraufnahme wurde tdglich um 9.00 Uhr morgens bestimmt. Sie zeigte wihrend des
ganzen Versuchs grofle Schwankungen. Wahrend der ersten Woche des Hauptversuches tran-
ken die Tiere weniger als wahrend der Vorversuchszeit und dies war bei den beiden héheren
Dosen von SLV330 und Rimonabant deutlicher ausgeprigt. AnschlieBend erholten sich alle
Gruppen wihrend der zweiten Behandlungswoche und erhdhten die Wasseraufnahme bis zum

Ende, ohne jedoch aber die gleichen Werte wie an Tag 0 zu erreichen.

Die Gesamtwasseraufnahme (Abbildung 3-71) im Hauptversuch zeigt dhnliche Strukturen wie
der Futterverzehr (Abbildung 3-66) mit Ausnahme der niedrigen Dosis von SLV330, bei der
die Wasseraufnahme im Vergleich zur Kontrolle leicht erhdht war, im Gegensatz zur Futter-
aufnahme, welche sich leicht erniedrigt zeigte. Dies erreichte jedoch keine statistische Signifi-
kanz zur Kontrolle. Lediglich die hohe Rimonabantdosis reduzierte die Gesamtwasseraufnah-

me signifikant gegeniiber der Kontrolle (p<0,05).
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Abbildung 3-67: Wasseraufnahme der Wistarratten in Versuch 3: Behandlung mit
SLV335 (N=8; MW+SE).
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Abbildung 3-68: Wasseraufnahme relativ zum Kérpergewicht der Wistarratten in
Versuch 3: Behandlung mit SLV335 (N=8; MW<SE).
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Abbildung 3-70: Wasseraufnahme relativ zum Koérpergewicht der Wistarratten in
Versuch 3: Behandlung mit Rimonabant (N=8; MW<+SE).
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Abbildung 3-71: Gesamtwasseraufnahme relativ zum Korpergewicht der Wistarratten
in Versuch 3 wahrend des zweiwdchigen Hauptversuchs (Tag 14) (N=8;
MW=SE).
Signifikant verschieden zu Kontrolle *p<0,05; zu SLV330-3: ® (p<0,05)

3.3.4  Analyse der Blutproben

Die Behandlung hatte zahlreiche Einfliisse auf die Blutwerte. Die Daten sind als Box Plots
dargestellt. Die Insulinsensitivitdt wurde nach QUICKI definiert, einem quantitativen Insulin-
sensitivitidtsberechnungsindex (QUICKI=1/[log (Ip)+log (Go)]; lo/Go=Niichterninsulin/-

glucose) [164]. In Tabelle 3-4 ist die statistische Auswertung zusammengefasst.
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3.3.4.1 Gesamtcholesterin

Die Cholesterinwerte im Serum zeigten gro3e Schwankungen, vor allem in der Kontrollgrup-
pe. Die Rimonabantbehandlung zeigte keine Dosisabhidngigkeit. Die niedrigere Dosierung
von SLV330 zeigte keinerlei Effekt, jedoch konnte in der SLV330-10 Gruppe eine leichte
Tendenz zu erniedrigten Cholesterinkonzentrationen beobachtet werden (signifikant verschie-
den zu R-10 eine Stunde vor der letzten i.p. Behandlung). Nach der i.p. Behandlung sanken
die Cholesterinspiegel in der SLV330-3 Gruppe ab, und blieben in den beiden Rimonabant-
gruppen, sowie in der SLV330-10 Gruppe auf einem leicht geringeren Level im Vergleich zur
Kontrolle. Die Werte der letzten beiden Blutabnahmen (+5 und +8) zeigten keinerlei signifi-

kante Unterschiede zwischen den Gruppen.
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Abbildung 3-72: Gesamtcholesteringehalt der Blutproben in Versuch 3 in mmol/l.

3.34.2 LDL

SLV330-3 zeigte keinerlei Effekt auf die LDL-Werte im Vergleich zur Kontrolle. In den
SLV330-10 Ratten waren die LDL-Spiegel anfangs hoher als in der Kontrollgruppe, sanken
nach der i.p. Behandlung unter die Kontrollwerte ab, jedoch ohne statistische Signifikanz zu
zeigen. Beide Dosierungen der Rimonabantgruppen zeigten eine statistisch signifikante

Absenkung der LDL-Konzentrationen in der Blutabnahme zwei Stunden nach der i.p.
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Behandlung und blieben in der R-3 Gruppe auf einem niedrigen Level, welches in der hohen

Dosierung jedoch nicht gehalten werden konnte.
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Abbildung 3-73: LDL-Gehalt der Blutproben in Versuch 3 in mmol/I.
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Abbildung 3-74: HDL-Gehalt der Blutproben in Versuch 3 in mmol/Il.
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3.34.3 HDL

Die HDL-Werte wurden unterschiedlich durch die verschiedenen Behandlungen beeinflusst.
SLV330 bewirkte eine leichte nicht signifikante dosisabhidngige Erniedrigung, wéihrend die
Rimonabantbehandlung in der niedrigeren Dosierung keinen Effekt zeigte, dafiir aber in der
R-10 Gruppe zu signifikanten Erhdhungen im Vergleich zur Kontrolle, R-3 und SLV330-10
Gruppe fiihrte.

3.3.4.4 Freies Cholesterin

Das freie Cholesterin wurde durch beide Behandlungen leicht erniedrigt. Diese Effekte waren
nicht dosisabhingig und nur in der ersten Blutabnahme, die noch vor der letzten i.p. Behand-
lung stattfand (-1), statistisch verschieden zu Kontrolle.
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Abbildung 3-75: Gehalt an freiem Cholesterin der Blutproben in Versuch 3 in mmol/I.

3.3.4.5 Triglyzeride

Rimonabant senkte die Triglyzeridwerte mehr oder weniger stark im Vergleich zur Kontrolle.
Der Effekt war dosisabhéngig und die Werte in der R-10 Gruppe signifikant unterschiedlich
zur Kontrolle fiir die Blutabnahmen +2, +5, +8 (Tabelle 3-4). Bei der niedrigen SLV330-
Dosis waren die Triglyzeride bei der ersten Blutabnahme (-1) erhoht. Die leichten Absenkun-
gen nach der letzten SLV330-Behandlung waren nicht dosisabhéngig und nicht signifikant.
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Triglyzeride
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Abbildung 3-76: Triglyzeridgehalt der Blutproben in Versuch 3 in mmol/l.
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Abbildung 3-77: Gehalt an nicht-veresterten Fettsduren der Blutproben in Versuch 3 in
mmol/I.
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3.3.4.6 Nicht-veresterte Fettsauren

Die Behandlungen senkten die NEFA-Werte in allen Gruppen im Vergleich zur Kontrolle
tiber den gegebenen Zeitraum, jedoch ohne eine deutliche Dosisabhéngigkeit zu zeigen. Diese

Erniedrigung war am stirksten in der Gruppe R-10 ausgeprégt.

3.3.4.7 Insulin

Die Insulinwerte im Serum zeigten groe Schwankungen mit einer Tendenz zur Erhdhung
iber die Zeit hinweg, jedoch ohne statistische Signifikanz zur Kontrolle zu entwickeln. Wah-
rend SLV330 keine dosisabhdngigen Unterschiede zeigte, wurden die Insulinspiegel durch
R-10 im Vergleich zu R-3 gesenkt (signifikant 2 und 5 Stunden nach der i.p. Behandlung).
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Abbildung 3-78: Insulingehalt der Blutproben in Versuch 3 in pg/l.

3.3.4.8 Glucose

Die Effekte auf die Insulinwerte im Serum spiegeln sich in den Glucosewerten wider, welche

die gleichen Tendenzen mit jedoch deutlich geringeren Schwankungen zeigten.
3.3.4.9 Insulinsensitivitat

Die aus den Niichterinsulin- und —glucosewerten abgeleiteten QUICKI Werte nahmen bei
allen Tieren iiber die Zeit hinweg ab. Nur die hohe Rimonabantdosis verbesserte die

Insulinsensitivitit im Vergleich zur Kontrolle, wenn auch nicht statistisch signifikant.



Ergebnisse

95

Glucose
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Abbildung 3-79: Glucosegehalt der Blutproben in Versuch 3 in pg/l.
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Abbildung 3-80: Insulinsensitivitat der Blutproben in Versuch 3 (QUICKI-Werte).
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Tabelle 3-4: Statistische Auswertung der Blutwerte von Versuch 3

Die folgende Tabelle beschreibt die statistische Auswertung der Blutwerte mit ANOVA, und
der Bonferroni Korrektur der p-Werte jeweils eine Stunde bevor (-1), zwei (+2), fiinf (+5)
oder acht (+8) Stunden nach der letzten morgendlichen i.p. Behandlung. Die erste und zweite

Blutabnahme (-1 und +2) sind rot, und die Dritte und Vierte (+5 und +8) schwarz markiert

Gesamtcholesterin in Versuch 3:

Gruppe Kontrolle | SLV330-3 | SLV330-10 R-3 R-10
+5 +8 +5 +8 +5 +8 +5 +8
Kontrolle ns. | ns. | ns. | ns. | ns. | ns. | ns. | ns.
SLV330-3 n.s. | n.s. ns. | ns. | ns. | ns. -- --
SLV330-10 n.s. | ns. | ns. | n.s. -- -- n.s. | n.s.
R-3 ns. | ns. | ns. | ns. -- -- n.s. | n.s.
R-10 n.s. | n.s. -- -- 0,01 | n.s. | n.s. | n.s.
-1 +2 -1 +2 -1 +2 -1 +2

LDL in Versuch 3:

Gruppe Kontrolle | SLV330-3 | SLV330-10 R-3 R-10
+5 +8 +5 +8 +5 +8 +5 +8

Kontrolle ns. | ns. | ns. | ns. | 0,05 | ns. | ns. | ns.
SLV330-3 n.s. | n.s. ns. | n.s. {0,001]| 0,01 -- --
SLV330-10 n.s. | ns. | ns. | n.s. -- -- n.s. | n.s.
R-3 ns. | 0,01 | ns. | 0,01 -- -- 0,001 | 0,01
R-10 n.s. | 0,05 -- -- 0,05 | 0,05 | n.s. | n.s.

-1 +2 -1 +2 -1 +2 -1 +2

HDL in Versuch 3:

Gruppe Kontrolle SLV330-3 | SLV330-10 R-3 R-10
+5 +8 +5 +8 +5 +8 +5 +8

Kontrolle ns. | ns. | ns. | ns. | ns. |ns. n.s. | n.s.
SLV330-3 n.s. n.s. n.s. | n.s. | ns. |n.s. -- --
SLV330-10 n.s. ns. | ns. | n.s. -- -- 10,001 0,01
R-3 n.s. n.s. | ns. | n.s. -- -- n.s. | 0,05
R-10 0,01 | 0,05 | -- -- 10,001]0,001| 0,01 | 0,01

-1 +2 -1 +2 -1 +2 -1 +2
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Tabelle 3-4, Fortsetzung

Triglyzeride in Versuch 3:

Gruppe Kontrolle SLV330-3 | SLV330-10 R-3 R-10
+5 +8 +5 +8 +5 +8 +5 +8
Kontrolle ns. | ns. | ns. | ns. | n.s n.s. {0,001 0,01
SLV330-3 0,01 n.s. n.s. | n.s. | n.s n.s - -
SLV330-10 n.s. n.s. | n.s n.s -- -- 0,05 | n.s.
R-3 n.s n.s n.s n.s -- -- 0,05 | 0,05
R-10 n.s 0,001 | -- -- n.s. | 0,01 | n.s. | 0,05
-1 +2 -1 +2 -1 +2 -1 +2
Freies Cholesterin in Versuch 3:
Gruppe Kontrolle SLV330-3 | SLV330-10 R-3 R-10
+5 +8 +5 +8 +5 +8 +5 +8
Kontrolle ns. | ns. | ns. | ns. | ns. | ns. | ns. | ns
SLV330-3 0,001 n.s. n.s. | ns. | n.s n.s - -
SLV330-10 0,05 ns. | 0,05 | ns -- -- n.s n.s
R-3 0,05 ns. | 0,05 | ns -- -- n.s n.s
R-10 0,05 n.s. -- -- n.s n.s. | n.s n.s.
-1 +2 -1 +2 -1 +2 -1 +2
Nicht-veresterte Fettsauren in Versuch 3:
Gruppe Kontrolle SLV330-3 | SLV330-10 R-3 R-10
+5 +8 +5 +8 +5 +8 +5 +8
Kontrolle ns. | 0,05 | ns. | ns. | 0,05 | 0,05 ] 0,05 | 0,01
SLV330-3 n.s n.s. n.s. | ns. | ns. | ns. -- --
SLV330-10 n.s n.s. | n.s n.s. -- -- n.s n.s
R-3 n.s 0,05 | n.s n.s -- -- n.s n.s
R-10 0,001 | 0,01 -- -- n.s n.s. | n.s n.s.
-1 +2 -1 +2 -1 +2 -1 +2
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Tabelle 3-4, Fortsetzung

Insulin in Versuch 3:

Gruppe Kontrolle | SLV330-3 | SLV330-10 R-3 R-10
+5 +8 +5 +8 +5 +8 +5 +8
Kontrolle ns. | ns. | ns. | ns. | ns. | ns. | ns. | ns
SLV330-3 n.s n.s n.s. | ns. | ns. | n.s -- --
SLV330-10 n.s. | ns. | ns. | ns. - -- n.s. | ns.
R-3 n.s n.s n.s. | 0,05 -- -- 0,05 | n.s.
R-10 n.s n.s -- -- ns. | ns. | ns. | 0,05
-1 +2 -1 +2 -1 +2 -1 +2
Glucose in Versuch 3:
Gruppe Kontrolle SLV330-3 | SLV330-10 R-3 R-10
+5 +8 +5 +8 +5 +8 +5 +8
Kontrolle ns. | ns. | ns. | ns. | ns ns | n.s n.s
SLV330-3 0,05 |ns. ns. | ns. | ns. | 0,01 - --
SLV330-10 0,01 |ns. [0,001| n.s. -- -- n.s. | n.s.
R-3 n.s. |n.s. ns. [0,001| -- -- 0,05 10,001
R-10 n.s. |n.s. -- -- ns. | ns. [0,001| n.s.
-1 +2 -1 +2 -1 +2 -1 +2
Insulinsensitivitat in Versuch 3:
Gruppe Kontrolle | SLV330-3 | SLV330-10 R-3 R-10
+5 +8 +5 +8 +5 +8 +5 +8
Kontrolle ns. | ns. | ns. | ns. | ns. | ns. | ns. | ns
SLV330-3 n.s. | 0,05 n.s. | ns. | n.s n.s - --
SLV330-10 n.s. | ns. | ns. | ns. -- -- n.s n.s
R-3 ns. | n.s n.s. | 0,01 -- -- n.s n.s
R-10 n.s. | n.s. -- -- n.s. | ns. | 0,05 | n.s.
-1 +2 -1 +2 -1 +2 -1 +2
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3.4  Versuch 4: Untersuchung von Topiramat an Zuckerratten

Im Vergleich zu friiheren Untersuchungen mit Topiramat an Zuckerratten wurde in diesem
Versuch anstelle des kohlehydratreichen Futters eine so genannte Western Didt mit hohem

Fettanteil verwendet.

Die Randomisierung fand am 5. Tag des Vorversuchs statt. Die Zuteilung zu einer der drei
Behandlungsgruppen erfolgte somit an Tag —3 fiir Kontrolle und T 30, und an Tag —4 fiir
T 100 vor Beginn des Experiments (Tag 0).

Ein Tier aus der Kontrollgruppe war deutlich schlanker im Vergleich zu den anderen sieben
Kontrollratten und wurde somit am Ende des Experiments aus allen graphischen Darstellun-

gen und statistischen Analysen ausgeschlossen.
3.4.1 Korpergewicht

Die Entwicklung des Korpergewichts der Tiere in Versuch 4 ist den in Abbildungen 3-81 und
3-82 als absolute Korpergewichte fiir den gesamten Versuchszeitraum (Tag —7 bis Tag 28)
und als das prozentuale Korpergewicht der Ratten jeweils im Vergleich zu Tag 0 dargestellt.
In Abbildung 3-83 wird die gesamte Korpergewichtszunahme wihrend des Hauptversuchs bis

zum letzten Fiitterungstag (Tag 27) gezeigt.

Wihrend des siebentigigen Vorversuchs nahmen alle Ratten kontinuierlich an Gewicht zu.
Die Vehikelgabe beeinflusste das Wachstum der Tiere nicht. Auch im Hauptversuch zeigten
die Kontrolltiere einen gleichmaBigen Gewichtszuwachs (+68% entsprechend 225,7+10 g bis
Tag 27; Abbildungen 3-81 und 3-82). Die Ratten der T 30-Gruppe nahm ebenfalls regelméBig
iiber die Studie hinweg zu, blieben aber leicht hinter den Kontrollen zuriick (+61% /
195,68 g, 90% im Vergleich zu Kontrolle). Nur bei der hohen Dosis (T 100-Gruppe) konnte
der typische akute Korpergewichtsverlust bei Topiramatgabe am ersten Behandlungstag be-
obachtet werden (—2%), von welchem sich die Tiere jedoch gleich am nichsten Tag erholten.
AnschlieBend nahmen sie kontinuierlich an Gewicht zu, jedoch deutlich unter der Wachs-
tumsrate der Kontrolltiere, bis sie an Tag 27 ihr hochstes Korpergewicht erreichten (+43% /
144.4+6 g, 68% im Vergleich zu Kontrolle an Tag 27, p<0.001). Der 12-stiindige Futter-
entzug in der Nacht vom 27. auf den 28. Versuchstag flihrte nur bei der hohen Topiramatdosis

zu dem erwarteten Korpergewichtsverlust.

Abbildung 3-83 zeigt die Gesamtzunahme der Korpergewichte bis Tag 27, die durch Topira-

mat dosisabhéngig signifikant herabgesetzt wurde.
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Abbildung 3-81: Absolutes Koérpergewicht der Zuckerratten in Versuch 4 (MW<+SE).

Von Tag 0 an wurden die Ratten tdglich zweimal geschliindelt: die Kontrollgruppe erhielt
die Vehikellosung (2%ige PEG-CMC-Lo6sung), die Topiramatgruppen T 30 bzw. T 100

morgens 10 bzw. 33,3 mg/kg KG und abends 20 bzw. 66,6 mg/kg KG Topiramat. Die Tiere
erhielten Futter und Wasser ad libitum.

1804
— 170'; -8 Kontrolle (N=7) = 5
S el @ T30(N=B) - R
& 1607 o T100 (N=8) =
= E T
S 150- -
> ] =
(=] _' E
§5’1403 B !
S 1307 -
% ] %
o 1201 pagsd
L ] v
5 1101 "!i
X 1 ms
100854
] Futterentzug
904 (20.00 Uhr)
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28

Tag

Abbildung 3-82: Prozentuale Veranderung der Korpergewichte der Zuckerratten im
Vergleich zu Tag 0 in Versuch 4 (MW4+SE).
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3.4.2 Futteraufnahme

Der Einfluss von Topiramat auf die Futteraufnahme wird in den Abbildungen 3-84 und 3-85
als absolute Werte in Gramm und im Verhéltnis zur Korpergewichtsentwicklung dargestellt
(g/kg KG). Abbildung 3-86 zeigt die statistische Auswertung der gesamten Futteraufnahme
bis Tag 27. Um einen besseren Uberblick iiber die behandlungsbezogenen Effekte auf die
Futteraufnahme zu gewéhrleisten, sind diese in den Abbildungen 3-87 und 3-88 pro Woche
dargestellt (Vorversuch: Tage -6 bis -1; 1. Woche: Tage 0 bis 6; 2. Woche: Tage 7 bis 13;
3. Woche: Tage 14 bis 20, 4. Woche: Tage 21 bis 27).

Die Futteraufnahme wurde taglich um 9.00 Uhr bestimmt. Wéhrend des Vorversuchs war sie
groBen Schwankungen unterlegen. Die zwei Topiramatgruppen nahmen im Vorversuch ein
wenig mehr Futter auf im Vergleich zur Kontrolle. Diese Unterschiede waren jedoch nicht

statistisch signifikant.

Wihrend des Hauptversuches blieb die Futteraufnahme unregelméafig wie im Vorversuch. Die
Kontrollgruppe steigerte die Futteraufnahme bis zum Ende der 2. Woche. Anschlie8end zeig-
ten sie durchweg hohere Werte als die Topiramatgruppen, auler in der 4. Woche, in der die
T 30 Tiere die hochste Futteraufnahme verzeichneten. Die Topiramatbehandlung fiihrte zu
einem akuten dosisabhéngigen Einbruch der Futteraufnahme in den ersten zwei Tagen. Auch
wenn die Tiere anschlieend wieder autholten, blieb doch besonders in der T 100 Gruppe die
Futteraufnahme wiahrend der restlichen Zeit der Studie geringer als am Anfang. Im Gegensatz
dazu steigerten die T 30 Ratten nach dem anfianglichen Einbruch ihre Futteraufnahme wieder
und fraBBen in den letzten zwei Wochen sogar mehr, als in der ersten Hélfte der Studie (Abbil-
dung 3-87). Im Verhéltnis zur Korpergewichtsentwicklung zeigt die Topiramatbehandlung
etwas weniger deutliche Effekte auf die Futteraufnahme (Abbildungen 3-85 und 3-88). Am

Ende des Hauptversuchs hatten die Topiramat-behandelten Ratten dosisabhidngig weniger



Ergebnisse 102

gefressen als die Kontrollratten, die Unterschiede waren aber nur bei der hohen Dosis

gegeniiber der Kontrolle wie auch der niedrigen Dosis signifikant (p<0,001; Abbildung 3-86).
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Abbildung 3-84: Futteraufnahme der Zuckerratten in Versuch 4 (MW<+SE).
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Abbildung 3-85: Futteraufnahme relativ zum Koérpergewicht der Zuckerratten in
Versuch 4 (MW4SE).

Pro Woche betrachtet zeigte sich wihrend des Vorversuchs eine dhnliche Futteraufnahme in

allen Gruppen (Abbildung 3-87). Im Hauptversuch konnte in der hoch dosierten Gruppe
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wihrend der ganzen Studie ein signifikanter Unterschied zur Kontrolle (p<0,001) und auBer-
dem zur niedrig dosierten Gruppe in der 2., 3. und 4. Woche beobachtet werden (Abbildung

3-87). Die Unterschiede zwischen T 30 und Kontrolle erreichten nur in den ersten 2 Wochen

Signifikanz.
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Abbildung 3-88: Wochentliche Futteraufnahme relativ zum Korpergewicht der
Zuckerratten in Versuch 4 wahrend des vierwochigen Hauptversuchs
(MWH=SE).
Signifikant verschieden zu Kontrolle: * p< 0,05; ** p<0,01; zu T 30: ©" p<0,001.

3.43 Wasseraufnahme

Die Wasseraufnahme der Zuckerratten im Versuch 4 wird in den Abbildungen 3-89 und 3-90
gezeigt. Es sind jeweils die absoluten Werte in ml und jene im Verhiltnis zur Korper-
gewichtsentwicklung dargestellt (ml’kg KG). Die Abbildung 3-91 zeigt die statistische Aus-

wertung der gesamten Wasseraufnahme im Hauptversuch relativ zum Korpergewicht.

Die Wasseraufnahme wurde tiglich um 9.00 Uhr morgens bestimmt. Sie war wiahrend des
Vorversuchs sehr groBen Schwankungen unterlegen. Von Tag 0 an trank die Kontrollgruppe
etwa gleich bleibende Mengen wiéhrend des ganzen Hauptversuchs, wobei sie Differenzen
von + 5ml zeigte. Die Topiramatbehandlung steigerte den Wasserverzehr. In der T 30-
Gruppe stieg trotz verminderter Futteraufnahme (Abbildung 3-84) die Wasseraufnahme an
den beiden ersten Behandlungstagen bereits stark an und blieb auf diesem erhohten Niveau
bis kurz vor Ende des Versuchs. Bei der hoheren Topiramatdosis kam es dagegen am ersten in
Ubereinstimmung mit der verminderten Futteraufnahme zunichst auch zu einer verminderten
Wasseraufnahme, die danach aber steil anstieg und voriibergehend das Niveau der T 30-

Gruppe erreichte um sich dann allméhlich wieder dem Niveau der Kontrollen anzundhern. Die
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relative Wasseraufnahme wurde von Topiramat nicht so deutlichen gesteigert wie in Ver-
such 2 (Abbildungen 3-43 und 3-90), und zeigte auch nicht die Dosisabhéingigkeit wie bei der
Futteraufnahme (Abbildung 3-84). Die Abbildung 3-91 zeigt den gesamten Wasserverzehr im
Hauptversuch, der bei der niedrigen Topiramatdosis am hochsten war und sich bei beiden

Dosierungen signifikant von der Kontrolle unterschied (T 30 p<0,001 und T 100 p<0,05).
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Abbildung 3-89: Wasseraufnahme der Wistarratten in Versuch 4 (MW<+SE).
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Abbildung 3-90: Wasseraufnahme relativ zum Kérpergewicht der Wistarratten in

Versuch 4 (MW4SE).
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2750+ Fkk

Abbildung 3-29: Gesamtwasser-
aufnahme relativ zum Korperge-
wicht der Zuckerratten in Ver-
such 4 wahrend des Hauptver-
suchs bis Tag 28 (MW<+SE).

Signifikant verschieden zu Kontrolle :
Kontrolle (N=7) T 30 (N=8) T 100 (N=8) * p<0,05; *** p<0,001.

Wasseraufnahme (ml/

3.4.4  Analyse der Blutproben

Die Behandlung hatte zahlreiche Einfliisse auf die Blutwerte. Die Daten sind als Box Plot dar-
gestellt. Die Insulinsensitivitit wurde nach QUICKI definiert, einem quantitativen Insulin-
sensitivititsberechnungsindex (QUICKI=1/[log (I0)+log (GO0)]; 10/GO=Niichterninsulin/-

glucose) [164]. In Tabelle 3-5 ist die statistische Auswertung zusammengefasst.

3.4.4.1 Gesamtcholesterin

Topiramat hatte keinen Effekt auf die Gesamtcholesterinwerte im Plasma. Die leichten Erho-

hungen der Werte im Vergleich zur Kontrolle waren nicht signifikant.

Gesamtcholesterin
|:| 25-75% Vertrauensbereich = Median + Minimal-/Maximalwert

14
+

12

10

+

Kontrolle T30 T100
Abbildung 3-92: Gesamtcholesteringehalt der Blutproben in mmol/I.

MW=SD (N): Kontrolle: 6,49+3,31 (7); T 30: 3,31£1,22 (8); T 100: 6,53+0,96 (8).
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3442 LDL

Topiramat erhdhte nicht signifikant und nicht dosisabhidngig die LDL-Werte im Plasma im
Vergleich zur Kontrolle (T 30: +53%, T 100: +62%).

LDL

|:| 25-T5% Vertrauensbereich = Median + Minimal-/Maximalwert
35

+

25

15 -

05

Kontrolle T30 T100

Abbildung 3-93: LDL-Gehalt der Blutproben in mmol/l.
MW=SD (N): Kontrolle: 1,060,73 (7); T 30: 1,49+0,52 (8); T 100: 1,58+0,76 (8).

3443 HDL

Der HDL-Gehalt im Plasma wurde durch Topiramat deutlich, aber nicht dosisabhidngig ge-
senkt (T 30: -78%, p<0,001; T 100: -73%, p<0,01).

HDL

|:| 25-75% Vertrauensbereich = Median + Minimal-/Maximalwert
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Abbildung 3-94: HDL-Gehalt der Blutproben in mmol/Il.
MW=SD (N): Kontrolle: 0,78+0,44 (7); T 30: 0,16+0,14 (8); T 100: 0,20+0,12 (8).
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3.4.4.4 Freies Cholesterin

Topiramat erhdhte signifikant im Vergleich zur Kontrolle die Werte an freiem Cholesterin im
Plasma (T 30: +290%, p<0,01; T 100: +190%, n.s.). Dieser Effekt war etwas ausgepragter in

der niedrigeren Dosierung (+34% von T 100; n.s.).
freies Cholesterin
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Abbildung 3-95: Gehalt an freiem Cholesterin der Blutproben in mmol/l.
MW=SD (N): Kontrolle: 2,86+2,62 (7); T 30: 10,38+4,22 (8); T 100: 7,73+4,31 (8).

3.4.45 Triglyzeride

Die beiden Topiramatdosen steigerten nicht signifikant und nicht dosisabhéngig die Trigly-
zeridwerte im Plasma (T 30: +35%, T 100: +40%).

Triglyzeride

I:l 25-75% Vertrauensbereich = Median + Minimal-/Maximalwert
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Kontrolle T30 T100

Abbildung 3-96: Triglyzeridgehalt der Blutproben in mmol/I.
MW=SD (N): Kontrolle: 5,78+3,87 (7); T 30: 7,89+3,58 (8); T 100: 8,18+1,48 (8).
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3.4.4.6 Nicht-veresterte Fettsauren

Unabhingig von der Dosis verdoppelte die Topiramatbehandlung die NEFA-Werte im
Plasma: im Vergleich zur Kontrolle (T 30, T100: +127%, p<0.01).
NEFA

|:| 25-7T5% Vertrauensbereich = Median + Minimal-/Maximalwert

1+—- -

Kontrolle T30 T 100

Abbildung 3-97: Gehalt an nicht-veresterten Fettsauren der Blutproben in mmol/l.
MW=SD (N): Kontrolle: 1,54+0,24 (7); T 30: 3,611,29 (8); T 100: 3,61=1,19 (8).

3.4.4.7 Insulin

Die Insulinwerte im Plasma wurden dosisunabhédngig von Topiramat leicht gesenkt, jedoch

ohne statistische Signifikanz zwischen den Gruppen.

Insulin

|:| 25-7T5% Vertrauensbereich = Median + Minimal-/Maximalwert
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Abbildung 3-98: Insulingehalt der Blutproben in pg/l.
MW=SD (N): Kontrolle: 24,19+11,61 (7); T 30: 17,30+4,91 (8); T 100: 16,31+4,37 (8).
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3.4.4.8 Glucose

Die Glucosewerte im Plasma wurden durch Topiramat nicht beeinflusst.

Glucose

|:| 25-75% Vertrauensbereich = Median + Minimal-‘/Maximalwert
16

14

12

10

Kontrolle T30 T 100
Abbildung 3-99: Glucosegehalt der Blutproben in pg/l.
MW=SD (N): Kontrolle: 10,62+1,32 (7); T 30: 10,97+1,32 (8); T 100: 10,61+2,58 (8).
3.4.4.9 Insulinsensitivitat

Auch die QUICKI-Werte wurden durch die Topiramatbehandlung nicht veréndert.

Insulinsensitivitat

|:| 25-75% Vertrauensbereich = Median + Minimal-/Maximalwert
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Abbildung 3-100: Insulinsensitivitat der Blutproben (QUICKI-Werte).
MW=SD (N): Kontrolle: 0,20+0,01 (7); T 30: 0,20+0,01 (8); T 100: 0,21+0,01 (8).
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Tabelle 3-5: Statistische Auswertung der Blutwerte von Versuch 4

Die Auswertung der Blutwerte wurde mit ANOVA und der Bonferroni Korrektur der p-Werte
durchgefiihrt.

K/T 30 K/T 100 | T 30/T 100
Cholesterin n.s n.s n.s
Glucose n.s n.s n.s
HDL <0,001 <0,01 n.s.
LDL n.s n.s. n.s.
TG n.s n.s. n.s.
freies Cholesterin <0,01 n.s. n.s.
NEFA <0,01 <0,01 n.s.
Insulin n.s n.s. n.s.
Insulinsensitivitat n.s n.s. n.s.

n.s. = nicht signifikant

3.45 Carcass-Analyse

Die von der Auswertung ausgeschlossene deutlich schlankere Kontrollratte hatte im Vergleich
zu den anderen 7 Kontrollratten (34,4+0,7% Wasser, 52,6+1,0% Fett, 10,8+0,3% Proteine,
1,70+£0,10% Asche) einen nahezu viermal geringeren Fettanteil im Kadaver (61,4% Wasser,
14,8% Fett, 20,0% Proteine, 3,16% Asche). Der Einfluss von Topiramat auf Korperfett,
-wasser, -proteine und —asche ist in den Tabellen 3-6 und 3-7 und in der Abbildung 3-101 dar-

gestellt.

Entsprechend der zuletzt bestimmten Lebendgewichte an Tag 28 waren auch die Carcass-
gewichte (Tabelle 3-6A) der Topiramat-behandelten Ratten signifikant und dosisabhédngige
um 27,7 bzw. 90,8 g erniedrigt (Tabelle 3-7). Dies geschah in Verbindung mit einer Vermin-
derung des Gesamtkorperfetts um 26,8 bzw. 53,6 g fir T 30 und T 100 (Tabellen 3-6 und
3-7), ohne jedoch den prozentualen Fettanteil signifikant zu verdndern (Abbildung 3-109).

Die niedrige Topiramatdosis erzeugte im Vergleich zur Kontrolle eine minimale nicht-sig-
nifikante leichte Erhohung des prozentualen Wasser-, Protein- und Aschegehalts. Die hohere
Topiramatdosis verdnderte den prozentualen Wasseranteil nicht, Protein- und Aschegehalte

waren minimal erhoht.
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Abbildung 3-101: Effekt von Topiramat auf die prozentualen Anteile von Wasser, Fett,
Protein und Asche in den Kadavern der Zuckerratten von Versuch 4
(MW=SE).
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4 DISKUSSION

Ubergewicht hat in den letzten Jahrzehnten in den Industrielindern epidemischen Charakter
erreicht und sich zu einem bedeutenden Gesundheitsproblem entwickelt. Trotz zahlreicher
und langjdhriger Studien auf diesem Gebiet ist bis heute noch kein sicheres und gleichzeitig
wirksames Medikament zur effektiven Behandlung von Ubergewicht auf dem Markt. Diese
Arbeit beschiftigte sich mit der Entwicklung neuer Arzneimittel zur Behandlung von

Adipositas in verschiedenen Fettsuchtmodellen an Ratten.

4.1 Versuch 1: Untersuchung von SLV319 und Orlistat einzeln und in
Kombination an Wistarratten

Versuch 1 untersuchte an ménnlichen Wistarratten eine mogliche Wirkungsverstarkung des
selektiven CB;-Rezeptorantagonisten SLV319 durch Kombination mit Orlistat (Xenical®),
einem schon im Handel befindlichen Hemmer der gastrointestinalen Lipasen. SLV319 wurde
erstmals 2004 von Lange et al. [166] beschrieben und zeigte dort nach oraler Verabreichung
eine potente in vivo Aktivitdt mit hoher Spezifitit fiir den CB;-Rezeptor (bis zu 1000 fach

starker im Vergleich zum CB,-Rezeptor).

SLV319 wurde per Schlundsonde in zwei Dosierungen, 3 und 10 mg/kg KG, am Morgen ver-
abreicht, Orlistat (50 mg/kg) morgens und abends. Die Fiitterung der Ratten wurden auf je 2,5

Stunden nach der Schliindelung von Orlistat begrenzt.

Der Korpergewichtszuwachs war in allen Gruppen im Vergleich zur Kontrolle erniedrigt (Ab-
bildung 3-3). Dabei erwies sich die héhere Dosis von SLV319 sowohl alleine wie auch in
Kombination mit Orlistat als weniger wirksam als die niedrigere SLV319-Dosis. Die Kombi-
nation der geringeren Dosierung von SLV319 zusammen mit Orlistat fiihrte zum stérksten
Gewichtsverlust in allen Gruppen im Vergleich zur Kontrolle. Obwohl der Unterschied zur
alleinigen Orlistat-Therapie im Verlauf der gesamten Studie keine Signifikanz zeigte, lasst
sich doch eine konstante Tendenz der Wirkungsverstirkung der Kombinationstherapie erken-
nen und eine positive Interaktion auf die Gewichtsabnahme zwischen dem systemischen

Effekt von SLV319 und der peripheren Lipasehemmung durch Orlistat vermuten.

Die paradoxe Wirkung von SLV319 auf das Kdrpergewicht war nicht auf ein versehentliches
Verwechseln der beiden Dosierungen zuriickzufiihren. Dies konnte durch chemische Analyse
der Schliindellésungen ausgeschlossen werden. Allerdings erreichte der Unterschied zwischen
den beiden Dosierungen von SLV319 weder alleine noch in Kombination mit Orlistat statisti-

sche Signifikanz. Es konnte deshalb in der vorliegenden Studie die Maximalwirkung von
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SLV319 auf das Korpergewicht bereits bei einer Dosierung von 3 mg/kg KG erreicht worden

sein, die sich durch eine Dosiserhdhung auf 10 mg/kg KG nicht mehr verstérken lieB3.

SLV319 hemmte die Futteraufnahme und Orlistat erhohte sie (Abbildung 3-8). Der {iber-
raschend geringere Effekt der hoheren SLV319-Dosis auf das Korpergewicht spiegelt sich
zum Teil in der Futteraufnahme wider, denn auch der hypophagische Effekt von SLV319 war
in der niedrigeren Dosierung von 3 mg/kg KG in der ersten, zweiten und vierten Woche etwas
stiarker ausgeprégt. Relativ zur Korpergewichtsentwicklung waren jedoch die Auswirkungen
von SLV319 auf die Futteraufnahme nur voriibergehender Natur. Generell war der Effekt von
SLV319 auf den Futterverzehr schon in der ersten Woche schwicher ausgepragt als in voraus-
gehenden Studien der Fa. Solvay (Antel und Gregory, personliche Mitteilung), moglicher-
weise erklarbar durch das strenge Fiitterungsprotokoll — Beschrankung auf zweimal 2,5 Stun-
den pro Tag. Trotz des schwindenden Effekts auf die Appetitsuppression fiihrte die SLV319-
Behandlung zu einer signifikanten und nachhaltigen Verminderung des Korpergewichts, ein
erwiinschtes Therapieziel in der Behandlung humaner Adipositas. Im Gegensatz dazu ver-
suchten die mit Orlistat behandelten Tiere die verschlechterte Verdaubarkeit der Nahrung
durch erhohte Futteraufnahme zu kompensieren, ohne die erwiinschte Gewichtsabnahme
verhindern zu kénnen. Dies kann als Versuch der Tiere erkldrt werden, einem Energiedefizit

durch die verminderte Lipidresorption aus der fettreichen Diét entgegenzuwirken.

Die Wasseraufnahme verénderte sich parallel zur Futteraufnahme mit Ausnahme der Tiere der
hoheren Dosierung von SLV319, die trotz eines geringeren Futterverzehrs geringfligig mehr
tranken als die Kontrollen. In Relation zum Korpergewicht gesetzt, verminderte SLV319 in
der niedrigeren Dosierung die Wasserauthahme pro kg/KG, und steigerte sie in der hdheren
Dosierung, auch wenn sich statistisch kein Unterschied ergab (Abbildung 3-17). Gegen einen
moglichen diuretischen Effekt der hoheren SLV319 spricht aber das Ergebnis der Carcass-
Analysen, die bei beiden Dosierungen von SLV319 mit und ohne gleichzeitige Orlistatgabe
die gleiche leichte Erhohung des Wasseranteils der Kadaver ergab (Abbildung 3-28). So
ergibt, dass sich das Trinkverhalten nicht nur begleitend zum Fressen dndert, sondern auch
von Anderungen im Energieverbrauch abhingt. Die gesteigerte Wasseraufnahme durch
Orlistat konnte nicht nur auf die erhohte Futteraufnahme zuriickzufiihren sein, sondern auch
einen Versuch darstellen, den durch Orlistat induzierten erhohten fiakalen Wasserverlust zu

kompensieren.

In der Carcassanalyse ergaben sich aufgrund der geringeren Kadavergewichte auch bei allen

Gruppen erniedrigte Gewichte von Wasser, Fett, Protein und Asche (Tabelle 3-2). Wie beim
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Wasseranteil am Gesamtgewicht wurden auch signifikante Erh6hungen der Proteinanteile und
in der Tendenz auch der prozentualen Aschegehalte beobachtet (Abbildung 3-28). Im
Gegensatz dazu nahm bei allen behandelten Ratten nicht nur das gesamte Fettgewicht
signifikant ab, sondern auch der prozentuale Anteil des Fetts am Korpergewicht. Der Fett-
verlust trug etwa gleich stark zur reduzierten Gewichtszunahme der Ratten bei wie das
Korperwasser, obwohl der Fettanteil bei den Kontrollen nur 25% der Kdrpermasse ausmachte.
Die hohe Dosis von SLV319 zeigte auf das Fett die stirksten Wirkung: 51,4% des
Gewichtsunterschiedes zur Kontrolle ging hier auf Konto des Fettgewichts und nur 36,9% auf
das Wasser. Der primére Effekt beider Testsubstanzen war demnach ein Fettverlust, der bei
SLV319 sogar noch stirker ausgepréigt war als bei Orlistat. Daraus kann geschlossen werden,
dass SLV319 direkt den Lipidstoffwechsel beeinflusst. Der Versuch zeigt somit die
Uberlegenheit von SLV319 gegeniiber Orlistat, den gewiinschten Fettverlust herbeizufiihren.
Cota et al. [102] zeigten in einer Studie mit CB, /" knockout Mdusen, dass diese im Gegensatz
zum CB;"/" Wildtyp eine signifikante Erniedrigung im Korperfett aufwiesen. Zur Erklirung
der Ergebnisse im Zusammenhang mit Rimonabant sind einige Hypothesen verdffentlicht
worden, z.B. der Einfluss von CB,-Inhibitoren auf die Thermogenese, die LPL-Aktivitit, den

Leptin- oder Adiponectin-Stoffwechsel (s. Versuch 3) [88,100,103,167].

Orlistat erhohte die Glucose-Werte im Serum, jedoch ohne statistische Signifikanz zur Kon-
trolle. Ein Effekt, der sich durch eine hepatische Kompensation der auBBergewdhnlich langen
Niichternperiode von 17 Stunden erkldren lassen konnte. Inzwischen sind zahlreiche klinische
Studien an {ibergewichtigen Patienten mit oder ohne Begleiterkrankungen wie Hyper-
cholesterinimie, Diabetes oder Bluthochdruck verdffentlicht worden, in denen gezeigt wurde,
dass Orlistat positiv auf die Blutfettwerte wirkt und die Niichternglucosewerte verbessert
[42,70,71,168-170]. In diesen Studien war der Grad an Adipositas grundsétzlich stark ausge-
prégt. So liee sich die unerwartet niedrige Insulinsensitivitdt der nur gering libergewichtigen

Ratten in unserer Studie erkliren.

SLV319 erniedrigte die Insulinwerte ohne die Niichtern-Glucosewerte signifikant im Serum
zu dndern. Somit wurde die Insulinsensitivitidt verbessert, auch wenn sich dies nur in der ho-
heren Dosierung statistisch signifikant zeigte. Da die Insulinsensitivitit negativ mit Adiposi-
tas assoziiert ist [171], konnte der Korpergewichtsverlust teilweise zur Verbesserung der Glu-
cosechomoostase beigetragen haben. Die Tatsache, dass die niedrigere SLV319-Dosis zu
einem grofBeren Gewichtsverlust, aber zu einer geringeren Verbesserung der Insulinsensitivi-
tat fiihrte als die hohere Dosierung, deutet mit hoher Wahrscheinlichkeit auf einen direkten

Einfluss von SLV319 auf Insulin und Insulinsensitivitéit hin.
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In unserem Versuch erniedrigte sowohl SLV319 als auch die Einzeltherapie mit Orlistat signi-
fikant die NEFA-Werte, moglicherweise aufgrund der erhohten B-Oxidation sein, welche fiir
Nager beschrieben worden ist, die mit einer fettreichen Diidt gefiittert wurden [172]. In den
mit SLV319 behandelten Gruppen ergab sich aullerdem eine Erniedrigung des Gesamt-
cholesterins und der Triglyzeride, wie auch eine Verbesserung der HDL-Werte. Diese Ver-
dnderungen konnten teilweise durch den Gewichtsverlust erkldrt werden, lassen aber auch
einen direkten Einfluss auf den Fettstoffwechsel vermuten. Sie sind therapeutisch relevant,
weil die Hypercholesterindmie einen unabhingigen Risikofaktor fiir kardiovaskuldre Er-
krankungen darstellt. Ahnliche Auswirkungen auf die Blutwerte von Nagern wurden in zahl-
reichen anderen Studien gezeigt, die mit Rimonabant, einem sich schon im Handel befind-
lichen CB;-Antagonisten, durchgefiihrt wurden [88,95,101]. Need et al. [173] zeigten in einer
Vergleichsstudie, dass SLV319 eine geringere Affinitdt zu CB;-Rezeptoren im Gehirn hat als
Rimonabant. Jedoch war die Auswirkung auf die Futteraufnahme &dquivalent zu der von
Rimonabant und es wird vermutet, dass SLV319 eine stirkere Wirkung auf die peripheren

CB;-Rezeptoren haben konnte.

Zwei Ergebnisse dieses Versuchs zeigen eindeutig, dass SLV319 nicht nur anorektische
Eigenschaften besitzt. Erstens bewirkte SLV319 alleine nur eine relativ schwache, nicht signi-
fikante Erniedrigung des Futterverzehrs und hatte in Verbindung mit Orlistat tiberhaupt
keinen zusitzlichen Effekt, verminderte aber stark und signifikant im Vergleich zur Kontrolle
das Korpergewicht der Tiere. Zweitens bewirkte SLV319 eine Verminderung des Fettanteils
und nicht des Proteinanteils der Kadaver, was auf eine eher spezifische Auswirkung auf den
Lipidstoffwechsel hindeutet, die nicht durch eine verringerte Futteraufnahme alleine erklirt
werden kann. Somit ergeben sich immer mehr Hinweise darauf, dass SLV319 eine wichtige
Rolle in der Appetitregulation und im Fettstoffwechsel spielt, und ein gewichtiges Potenzial

als neues Therapiekonzept in der Behandlung humaner Adipositas haben konnte.

4.2  Versuch 2: Untersuchung von SLV335 und Topiramat an Wistar-
ratten

Der Tierversuch an weiblichen Wistarratten diente zur Demonstration eines moglichen Ein-
flusses von SLV335 auf den Energiehaushalt. SLV335 ist ein neuer Carboanhydrasehemmer
und wurde hier im Vergleich zu Topiramat untersucht. Es kamen drei Dosierungen zum
Einsatz, 30, 60 und 100 mg/kg KG, die zu je einem Drittel am Morgen und zu zwei Drittel am
Abend geschliindelt wurden.
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Die vorliegende Studie zeigt dosisabhéngige und anhaltende Wirkungen der Testsubstanzen
auf die Korpergewichtszunahme iiber die gesamte Behandlungszeit. Das Gewicht der Tiere
blieb nach der hochsten Topiramatdosierung (T100 > T60 = T30) und den beiden hochsten
Dosierungen von SLV335 (100 mg und 60 mg) signifikant hinter dem der Kontrollen zuriick.
Bei der hochsten Dosis von SLV335 kann die Gewichtszunahme praktisch vollstindig zum

Erliegen.

Seit der Entdeckung des gewichtsreduzierenden Effekts des Topiramats wird nach dem
ursdchlichen Mechanismus gesucht. Bereits Picard et al. [135,137] vermuteten in ihren Ver-
suchen an verschiedenen Labornagern zusétzlich zur nur méfigen Appetitverminderung einen
Einfluss auf den Energichaushalt, da die Tiere zwar immer an den ersten 2 Tagen einen aku-
ten Einbruch im FreBverhalten zeigten, danach jedoch trotz Normalisierung der Futter-
aufnahme stes im Vergleich zur Kontrolle an Gewicht verloren haben. Dies konnte durch die
Eigenschaft von Topiramat bewirkt werden, die Lipoproteinlipase im braunen Fettgewebe und
im Skelettmuskel zu stimulieren. Eine Erhohung der LPL-Aktivitdt im braunen Fettgewebe
von Ratten wurde mit einer Steigerung der Thermogenese in Verbindung gebracht [174], d.h.
mit Hilfe der Oxidation von Fettsduren Warme zu erzeugen. Aullerdem wurde gezeigt, dass
die LPL-Aktivitdt positiv mit der Effizienz der B-Oxidation im Muskelgewebe assoziiert ist
[175]. Diese Effekte wiren protektiv gegeniiber der Entwicklung einer Adipositas und miissen

noch ausfiihrlicher im Zusammenhang mit SLV335 untersucht werden.

Die Futteraufnahme war unter Topiramat- und SLV335-Behandlung vermindert, wenn auch
weniger ausgeprigt als die Korpergewichtszunahme. Dabei zeigte SLV335 eine stirkere und
langer anhaltende Verminderung der Futteraufnahme und des Korpergewichts bei den Wistar-
ratten als Topiramat, das bis heute das am stirksten bei Menschen gewichtsreduzierende
Arzneimittel auf dem Markt ist [132-134,142]. Die Mechanismen durch die Topiramat eben
diesen Effekt bewirken konnte, sollten hier ndher untersucht werden. Die Blockade von
Natriumkanélen [117-121], die Modulation von Calciumkanidlen [122], die Erhéhung der
GABA-AKktivitit [123], die Antagonisierung von Glutamat [124,125] und die Aktivierung der
Kaliumleitfahigkeit [126] scheinen fiir die antieleptische Wirkung des Topiramats verantwort-
lich zu sein, jedoch kaum im Zusammenhang mit Appetit oder Gewichtsverlust zu stehen. Im
Gegensatz dazu konnte die Hemmung des Untertyps V der Carboanhydrase fiir die Gewichts-
reduktion relevant sein [127,176]. Verschiedene Studienergebnisse mit CA-Inhibitoren zeig-
ten eine mogliche Rolle der Carboanhydrase im Stoffwechsel der Adipocyten und in der hepa-
tischen de novo Lipogenese. Man vermutet eine Bereitstellung von Bicarbonat durch die

Carboanhydrase im Adipozyten als Substrat fiir die Pyruvat-Carboxylase im Rahmen der
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Gluconeogenese, welche wiederum {iiberschiissiges Citrat fiir die Fettsduresynthese bereitstel-
len konnte (Abbildung 4-1) [153,156,157]. Tatséchlich fiihrte eine CA-Inhibition durch Sul-
fonamide zu einer verminderten Lipogenese in kultivierten Adipozyten [127]. Ob der be-
schriebene Gewichtsverlust durch diesen Mechanismus oder gar auf molekularer Ebene statt-

findet, bleibt jedoch vorerst im Unklaren [177].
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Abbildung 4-1: Madgliche Rolle von Carboanhydrasehemmern in der de novo
Lipogenese [153].
FS=Fettsduresynthetase; ACC=Acetyl-CoA-Carboxylase; ACL=ATP Citrat-Lyase;
PC=Pyruvat-Carboxylase; PDH=Pyruvat-Dehydrogenase; CA=Carboanhydrase

Topiramat erhohte die Wasseraufnahme in allen Gruppen signifikant, aber nicht dosisabhén-
gig. Dies wurde auch in Versuch 4 und in vorherigen Studien in unserer Abteilung beob-

achtet.' Im Gegensatz dazu zeigte SLV335 einen geringer stimulierenden Effekt auf die Was-

! Léw, Bonfert und Walker, -Dissertationen in Vorbereitung
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seraufnahme bei gleichzeitig geringerem Futterverzehr. Obwohl auch spezifische CA-Hem-
mer noch eine Restaktivitit am proximalen Tubulus der Niere haben konnen, ist die
diuretische Wirkung von Topiramat und SLV335 vermutlich von untergeordneter Bedeutung.
In einem vergleichenden Versuch zeigte Topiramat nicht die entwadssernde Wirkung wie die
klassischen Diuretika Furosemid und Hydrochlorothiazid.”> Auch in Versuch 4 wurde der
prozentuale Anteil des Wassers am Kadavergewicht durch Topiramat nicht verringert (siche

Kapitel 4.2).

Weder Topiramat noch SLV335 énderten statistisch signifikant die verschiedenen Blutpara-
meter im Vergleich zur Kontrolle. Dies liee sich durch die lange Niichternperiode von 14
Stunden erkldren lassen oder durch die Methode der statistischen Auswertung, die Paar-Ver-
gleiche nicht zuldsst. Trotzdem waren tendenziell deutliche Unterschiede zwischen den
Gruppen erkennbar. Topiramat zeigte nur geringe Auswirkungen auf die meisten Parameter,
erhohte aber das freie und das Gesamtcholesterin im Blut. Im Gegensatz dazu beeinflusste
SLV335 die Blutwerte wesentlich starker, erniedrigte die Triglyzeride im Plasma, die NEFA-
Werte und das Gesamtcholesterin. AuBBerdem verminderte es in der hochsten Dosierung das
freie Cholesterin und verminderte leicht die Glucose-Werte. Diese Erniedrigungen an freiem
und Gesamtcholesterin und an Triglyzeriden im Plasma konnten therapeutische Relevanz
haben angesichts der Tatsache, dass die Hypercholesterinimie einen unabhidngigen

Risikofaktor fur kardiovaskulire Krankheiten darstellt.

SLV335 ist ein Carboanhydrasehemmer mit einem starken und anhaltenden gewichtsreduzie-
renden Effekt, der das Korpergewicht der Ratten in der vorliegenden Studie stirker beein-
flusste als Topiramat. Somit bestirken diese Ergebnisse die Hypothese, dass die Hemmung
spezifischer Carboanhydrasen ein Mechanismus fiir Gewichtsverlust sein konnte. SLV335

konnte somit ein therapeutisches Potenzial in der Behandlung der Adipositas besitzen.

4.3  Versuch 3: Untersuchung von SLV330 und Rimonabant an Wistar-
ratten

Versuch 3 untersuchte an ménnlichen Wistarratten mit SLV330 die Auswirkungen eines
neuen CBj-Antagonisten im Vergleich zu dem bereits im Handel befindlichen Rimonabant
(Acomplia®). Die Substanzen wurden in zwei Dosierungen, 3 und 10 mg/kg KG, intraperito-

neal verabreicht, um eventuelle Unterschiede in der Bioverfligbarkeit beider Medikamente

? Walker, Dissertation in Vorbereitung
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auszuschlieen. Am Versuchsende wurden verschiedene Blutparameter einschlieBlich Gluco-

se und Insulin bis zu 8 Stunden nach der letzten Behandlung bestimmt.

Wie bereits von zahlreichen vorherigen Studien berichtet, erniedrigte Rimonabant auch in
unserem Versuch die Futteraufnahme und das Korpergewicht signifikant im Vergleich zur
Kontrolle [92-97]. Gleiches zeigte sich fiir SLV330, welches jedoch nur in der hdheren Dosis
Signifikanz zur Kontrolle erreichte. Obwohl die Behandlung mit beiden Substanzen im
Verlauf des Versuchs zu einer Toleranzentwicklung gegeniiber der anféanglichen Hypophagie
fiihrte, wirkten die Medikamente dennoch anhaltend negativ auf die Korpergewichtsentwick-
lung. Die deutlich geringeren Gewichtszunahmen der Tiere kdnnen deshalb nur teilweise auf
einen Appetitverlust zuriickgefiihrt werden. Die verminderte Futteraufnahme zu Beginn der
Behandlung mag zwar einen auslosenden Faktor fiir den Gewichtsverlust dargestellt haben, ist
aber wahrscheinlich nicht der einzige Mechanismus der den gewichtsreduzierenden Effekt der
getesteten Medikamente erkldrt. Da sich CB;-Rezeptoren nicht nur im Gehirn, sondern auch
in peripheren Geweben befinden, wird dem Endocannabinoidsystem neben dem zentral
gesteuerten appetitziigelnden Effekt auBerdem auch ein Einfluss auf den Energiehaushalt
durch seine peripheren Rezeptoren im Gastrointestinaltrakt [178], Fettgewebe [88,102,167]
und in den Muskeln [100] zugeordnet. So konnten Bensaid et al. 2003 zeigen, dass
Rimonabant die Expression von Acrp 30 (Adiponectin) mRNA im Fettgewebe von adipdsen
fa/fa Ratten stimuliert [88].

Adiponectin ist ein Peptidhormon welches ausschlieSlich von Fettzellen freigesetzt wird [179]
und zusammen mit Leptin und Insulin das Hungergefiihl und die Nahrungsaufnahme regu-
liert. Niedrige Adiponectin-Spiegel sind mit Insulinresistenz und der Pathogenese eines Dia-
betes Typ II assoziiert [180,181]. Ubergewichtige weisen regelmiBig einen erniedrigten Adi-
ponectin-Spiegel auf, der sich bei Gewichtsreduktion wieder erhdht. Mdglicherweise be-
einflusst das Adiponectin auBBerdem direkt die Insulinsensitivitdt und/oder die Insulinspiegel
im Blut [182]. Wahrscheinlich geschieht dies tiber eine Bindung an die von Yamauchi et al
[183] entdeckten Oberflichenrezeptoren fiir Adiponectin in Leber und Skelettmuskel
(AdipoR1 und AdipoR2) mit nachfolgender Steigerung der Fettsdureoxidation durch Aktivie-
rung der AMP-Kinase und des PPAR-alpha (peroxisome proliferator-activated receptor).

Zusétzlich konnte indirekt eine Aktivierung der Thermogenese und somit der Fettsdureoxida-
tion in Lep®/ Lep® Miusen gezeigt werden, die eine signifikante Steigerung von 37% im

basalen Sauerstoffverbrauch nach 7-tidgiger Behandlung mit Rimonabant aufwiesen [100].
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Neue Erkentnisse zum Zusammenspiel von Leptin und dem Endocannabinoidsystem er6ffnen
weitere Aspekte in Bezug auf das Verstindnis des komplexen Systems des Energichaushaltes.
So wurde zuerst eine leptingesteuerte Downregulation der endogenen Cannabinoide Ananda-
mid und 2-AG im Hypothalamus gezeigt, wodurch einer Hyperphagie entgegengewirkt wer-
den konnte [104]. Anschlieend wurde bei CB; /" knockout Méusen durch spontan verminder-
te Futteraufnahme eine geringere Korpergewichtszunahme und auerdem eine erhohte Leptin-

empfindlichkeit gesehen [103].

Leptin (griech.: leptos = diinn) ist ein Proteohormon, welches durch das obese-Gen kodiert
wird [184]. Es wird von Adipozyten sezerniert und reguliert die Nahrungsaufnahme durch
Freisetzung appetitziigelnder Neuropeptide wie POMC (Proopiomelanocortin) oder CART
(cocaine-amphetamine-regulated transcript), und durch Hemmung appetitststeigernder Pepti-

de wie zum Beispiel Neuropeptid Y (Abbildung 4-2).

All diese genannten Mechanismen konnten fiir die beobachtete Korpergewichtsabnahme und

metabolischen Verdnderungen bei Nagern und auch beim Menschen verantwortlich sein.

_ .

Gewichtsverlust Gewichtszunahme
V Leptin " e Leptina
Hypothalamus Hypothalamus
NYP A 7«7 a2 POMC CART
physiologische Reaktion physiologische Reaktion
auf das Hungern auf die Gewichtszunahme
Nahrungs- CRHA | VGnRH Nahrungs- Energie-
aufnahme aufnahme verbrauch
Energie- Parasympathikus- Sympathikus-
verbrauch Vv GHRH aktivierung aktivierung

Abbildung 4-2: Physiologischer Regelkreis im Leptinstoffwechsel zur Aufrecht-
erhaltung der Masse der Fettdepots im menschlichen Korper [185].

POMC=Proopiomelanocortin; CART=Cocaine-Amphetamine-Regulated Transcript;
NYP=Neuropeptid Y; CRH=Corticotropin-Releasing-Hormone; GHRH=Growth-Hormon-
Releasing-Hormone; GnRH=Gonadotropin-Releasing-Hormone;
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Die Wasseraufnahme war in allen Gruppen verringert, was jedoch weitgehend durch die ver-
minderte Futteraufnahme zu erkldren ist. Auch hier konnte eine Toleranzentwicklung wéh-
rend des Versuchs beobachtet werden, wenn auch geringer als bei der Futteraufnahme. Glei-
che Ergebnisse zum Trinkverhalten berichtete Vickers et al. [96]. Die Autoren kommen
jedoch zu dem Schluss, dass die reduzierte Wasseraufnahme nicht vollkommen auf dem ver-
minderten Futterverzehr beruht, da die mit Rimonabant behandelten Tiere auch im Vergleich

zu ihrer paargefiitterten Gruppe immer noch weniger tranken.

In unserem Versuch sollten durch mehrere Blutabnahmen tber einen Zeitraum von 10 Stun-
den hinweg tiefere Einblicke in die Verdnderungen der Blutwerte durch SLV330 und Rimo-

nabant gewonnen und der Wirkmechanismus der beiden Substanzen verglichen werden.

Sowohl SLV330 als auch Rimonabant erniedrigten die Triglyzeride, NEFA und das freie
Cholesterin im Serum, aber nur die hohe Dosis von Rimonabant hatte auch einen positiven
Effekt auf das HDL. Uber den Zeitraum von 10 Stunden konnte auBerdem ein Anstieg der
Serumglucose beobachtet werden. Dies konnte durch eine hepatische Kompensation der lan-
gen Niichternperiode erkldrt werden, aber auch durch einen eventuellen Einfluss der Blut-

abnahme als Stressfaktor.

Die Auswirkungen auf die Glucosewerte spiegelten sich auch in den Insulinwerten wider, die
durch die medikamentdse Behandlung iiber den gesamten Zeitraum anstiegen. Letztendlich
bewirkten aber nur die SLV330-3 und die R-10 Gruppen einen nicht signifikanten Abfall der

Werte im Vergleich zur Kontrolle.

Die Insulinsensitivitit wurde durch SLV330 nicht beeinflusst. Nur die hohe Rimonabantdosis
verbesserte die QUICKI-Werte im Vergleich zur Kontrolle, allerdings ohne statistische Signi-
fikanz zu erreichen. Diese Ergebnisse stimmen nur wenig mit vorhergehenden Studien
iiberein, in welchen sowohl bei Nagern, als auch in klinischen Studien iiber eine Ver-
minderung der Insulinwerte und eine Verbesserung der Insulinsensitivitit durch Rimonabant
berichtet wurde [88,95,101,109,110]. Poirier et al. [101] zeigte in einem DIO (diet induced
obesity)-Modell mit Mausen eine signifikante Verminderung der Insulin-, Glucose- und LDL-
Werte und auBerdem der Triglyzeride. Als Erkldarung dafiir konnte nicht nur der induzierte
Gewichtsverlust gelten, da auch die Adiponectin-Spiegel positiv beeinflusst wurden. In einer
anderen Studie konnte eine erhohte Glucoseaufnahme durch Rimonabant im Musculus soleus
von adipdsen Méausen gezeigt werden [100]. Beides konnte eine mogliche Ursache fiir die
verbesserte Insulinsensitivitdt in den vorher genannten Studien sein. Ein anderer Ansatz zum

Verstindnis des verbesserten Lipidprofils konnte die Entdeckung von Cota et al. [102] sein,
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dass Rimonabant in Adipozytenkulturen in vitro die Lipoproteinlipase-Aktivitidt verminderte
und somit moglicherweise auch in vivo eine Reduzierung der Fettdepots im Korper hervor-
rufen konnte [102]. Ebenso berichteten Jbilo et al. [167] kiirzlich iiber eine Verringerung an
Korperfett bei mannlichen C57BL/6J Mausen durch verstirkte Lipolyse, indem Rimonabant

Enzyme der f-Oxidation induzierte.

Ein moglicher Grund fiir die hohen Glucose- und Insulinwerte in unserer Studie konnte die

Stressreaktion auf das viermalige Kappen der Schwanzspitze innerhalb von 10 Stunden sein.

Unsere Ergebnisse zeigen, dass SLV330 durchaus Potenzial fiir ein neues Medikament in der
Therapie der Adipositas besitzt. Die tatsdchlichen Auswirkungen der Substanz auf die Blut-
fette miissen noch genauer untersucht werden. Intraperitoneal verabreicht zeigt es jedoch fiir
Futter-, Wasseraufnahme und Korpergewichtsentwicklung vergleichbare Ergebnisse zu Rimo-
nabant, welches sich bereits seit September 2006 zur Behandlung von Ubergewicht und Fett-

leibigkeit in Deutschland auf dem Markt befindet.

4.4  Versuch 4: Untersuchung von Topiramat an Zuckerratten

Der vorliegende Versuch zeigte eine Reduzierung von Korpergewicht und Korperfett durch
30 und 100 mg Topiramat/kg KG in ménnlichen Zuckerratten, die eine fett- und zuckerreiche

Diit erhielten.

Die Auswirkungen auf den Energiechaushalt zeigten sich iiber Anderungen in der Futterauf-
nahme und im Energieverbrauch. Der Korpergewichtsverlust und der Appetit mindernde

Effekt waren dosisabhéngig und signifikant verschieden im Vergleich zur Kontrolle.

Wie bereits in anderen préklinischen Versuchen an Labornagern gesehen, fiihrte die Topira-
matbehandlung in den ersten 1-2 Tagen zu einem akuten dosisabhéngigen Einbruch in der
Futteraufnahme [135-139]. Danach glich sich das Fressverhalten wieder dem der Kontrolle
an. Dass Topiramat nicht nur durch eine verminderte Futteraufnahme, sondern auch noch
durch andere Mechanismen auf das Korpergewicht wirkt, zeigte sich vor allem im Ergebnis
der niedrigeren Dosierung von 30 mg/kg. Obwohl die Tiere in den letzten zwei
Versuchswochen sogar mehr fralen als die Kontrolltiere, verloren sie trotzdem weiterhin an
Gewicht. Eine mogliche schlechtere Verwertbarkeit des Futters konnte in vorhergehenden
Studien von Richard et al. [138] durch Kotanalysen ausgeschlossen werden. Moglicherweise
besitzt Topiramat die Eigenschaft, die Lipoproteinlipase im braunen Fettgewebe, Skelett- und
Herzmuskel zu stimulieren, d.h. eine Steigerung der Thermogenese und der Substratoxidation

hervorzurufen [137,138].
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Topiramat fiihrte zu einer erhohten Wasseraufnahme in beiden Gruppen, was auf eine Stimu-
lation des Trinkverhaltens schlieflen ldsst, oder auf einen Versuch der Tiere, den erhohten
Urinverlust aufgrund einer diuretischen Wirkung durch die Carboanhydrasehemmung zu
kompensieren [127-129]. Da dieser Effekt in der T 30-Gruppe stiarker ausgeprigt war als in
der T 100-Gruppe, der Wasseranteil am Kadavergewicht aber nicht reduziert war, ist der
Beitrag eines ,,diuretischen* Effekts von Topiramat auf den Wasserverzehr mit Fragezeichen

zu versehen (siehe Kapitel 2.4).

Die Carcass-Analyse bestitigt den hohen Fettanteil der Zuckerratten der knapp iiber die
Hilfte des Korpergewichts ausmacht (Tabelle 3-6), mehr als dreimal soviel wie bei den Wis-
tarratten in Versuch 1 (Tabelle 3.2). Die niedrige Topiramatdosis reduzierte das Endkadaver-
gewicht um 5%, erzeugte aber eine 9%ige Erniedrigung im Gesamtkadaverfett im Vergleich
zur Kontrolle. Folglich wurden 97% des beobachteten Gewichtsverlustes durch eine Vermin-
derung an Korperfett ausgeldst, was eine hochspezifische Wirkung auf das Fettgewebe und
damit auf den Fettstoffwechsel vermuten lédsst (Tabelle 3-7). Dies spiegelt sich auch in den
Blutwerten wider, welche erhohte Werte der unveresterten Fettsduren und der Triglyzeride in
beiden Gruppen zeigten, moglicherweise durch verstirkte Lipolyse. Die hohe Topiramatdosis
reduzierte den Korpergewichtszuwachs wesentlich stirker, das Gewicht der Kadaver war um
16% leichter als bei den Kontrollen. Im Gegensatz zur niedrigen Dosis verteilte sich diese
Verminderung zu etwa gleichen Teilen auf den Fettgehalt (-18%), das Korperwasser (-16%)
und den Proteingehalt (-13%). Insgesamt ergab sich eine geringere spezifische Auswirkung
auf das Korperfett, da nur ca. 59% des Gewichtsverlusts war auf den Fettverlust zuriickzu-
fiihren waren, 34% auf den Wasserverlust und 8% auf den Proteinverlust. Die verringerte
Gewichtszunahme durch die hohe Topiramatdosis ging demnach mit einer allgemeinen
Verringerung der Korpermasse einher, zusammen mit einem leichten Protein erhaltenden

Effekt.

In zwei Studien mit entweder weiblichen Sprague-Dawley-Ratten [137], oder schlanken
(Fa/?) und tbergewichtigen (fa/fa) Zuckerratten [135] wurde im Gegensatz dazu ein
Proteinverlust festgestellt, der sich jedoch weniger als Verlust, sondern vielmehr als ein
geringerer Zuwachs an Proteinmasse darstellte. Ob sich dieser Effekt wie auch in unseren
Versuchen nur auf noch wachsende Tiere bezieht, sollte in weiteren Untersuchungen geklart

werden.

Unsere Ergebnisse stimmen mit Studien an Osborne-Mendel-Ratten iiberein, die ebenfalls

eine fettreiche Diét erhielten [139]. Auch hier wurde bei einer relativ niedrigen Dosierung von



Diskussion 127

40 mg/kg ein signifikanter Effekt auf das Korperfett festgestellt. Bei Lalonde et al. [136]
wurde ein hochsignifikanter Effekt von 60 mg/kg KG Topiramat auf das Korperfett nicht nur
bei tlibergewichtigen Méusen (ob/ob) mit Leptinmangel, sondern auch bei schlanken
C57BL/6J Méusen festgestellt. Allerdings waren die Auswirkungen in dem iibergewichtigen
Mausmodell stirker als bei den schlanken Tieren. Bei Mausen, die zusitzlich mit Leptin
infundiert wurden zeigte sich ein additiver Effekt zusammen mit Topiramat. Das Ergebnis mit
Topiramat alleine bei Leptinmangel zeigt aber, dass der Topiramateffekt nicht vom

Vorhandensein von Leptin abhéngt.

Wie auch in einer weiteren Studie in unserer Abteilung gesehen’, scheint die Topiramatdosie-
rung von 100 mg/kg einen geringeren Effekt auf das Fettgewebe zu haben, als die niedrigeren
Dosierungen, und dies 148t auf eine umgekehrte Dosisabhéngigkeit des Topiramats schlie3en.
Moglicherweise konnte auch das minnliche Geschlecht der Tiere eine Rolle gespielt haben,
da die Auswirkungen von Topiramat auf den Energiehaushalt in vorausgehenden Studien von
Richard et al. [135] an weiblichen Tieren deutlicher hervorgetreten sind. Zwei Jahre spéter
zeigten die gleichen Autoren jedoch in einer Studie an Wistarratten, dass die Auswirkungen

von Topiramat auf den Energiechaushalt nicht von Sexualhormonen beeinflusst werden [138].

In unserer Studie gab es keine eindeutigen Ergebnisse zu Anderungen der Insulinsekretion,
der Glucosewerte oder der Insulinsensitivitdt durch Topiramat, obwohl in fritheren Studien
iber einen signifikanten Effekt des Topiramats auf diese Werte berichtet worden war. Aller-
dings erhielten die Tiere damals wesentlich geringere Dosen zwischen 15 und 60 mg/kg KG
[135,138,139]. Vielleicht waren auch die Auswirkungen von Topiramat auf Korperfett und
Futteraufnahme zu gering, als dass sie die Hyperinsulindmie hétten korrigieren konnen. Liang
et al. [140] zeigten einen antihyperglykédmischen Effekt von Topiramat, der sich sogar unab-
hiingig von Anderungen in Kdrpergewicht und Fressverhalten darstellte. Allerdings wurden in
dieser Studie diabetische Zuckerratten (ZDF Zucker diabetic fatty) verwendet, welche zusétz-
lich eine diabetogene Diédt erhielten, um eine hyperglykdmische Stoffwechsellage zu erzeu-
gen. Wilkes et al. [186] vermuten aufgrund ihrer Experimente mit Zuckerratten, dass Topira-
mat zwar spezifisch die Insulinsensitivitit in Fettzellen (aber nicht im Skelettmuskel) ver-
bessert, anscheinend aber nur, wenn diese bereits insulinresistent sind. In einer weiteren
Studie konnte die Hypothese gefestigt werden, dass dies durch gesteigerte Freisetzung von
Adiponectin aus den Fettzellen geschehen konnte [186,187]. Moglicherweise beeinflusst das

Adiponectin direkt die Insulinsensitivitdt und / oder die Insulinspiegel im Blut [182].

3 Low, Dissertation in Vorbereitung
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Letztendlich sind die Mechanismen, iiber die Topiramat den Gewichtsverlust bewirkt, noch
weitgehend unbekannt. Dies hingt mit den zahlreichen unterschiedlichen biochemischen und
pharmakologischen Wirkungen des Medikaments zusammen. Angesichts der Tatsache, dass
Topiramat stimulierend auf das GABA-System wirkt, konnte man ganz im Gegensatz zu den
oben genannten Ergebnissen eine Gewichtszunahme vermuten, vergleichbar mit anderen
antiepileptischen Medikamenten, wie Valproat oder Benzodiazepinen, die ebenfalls die Akti-
vitdt an den GABA-Rezeptoren erhdhen. Nachdem Topiramat in der klinischen Anwendung
aber eindeutig gewichtsreduzierend wirkt, konnen Effekte an diesen Rezeptoren als verant-
wortlicher Mechanismus ausgeschlossen werden. Andererseits wurde berichtet, dass Medika-
mente, die wie auch Topiramat eine negative Modulation am Glutamat-Rezeptor ausldsen, zu

einem Gewichtsverlust fithren [188].

Die geschilderten experimentellen und klinischen Befunde zu Topiramat legen den Schluss
nahe, dass moglicherweise keiner der zentralen Mechanismen ursichlich in Frage kommt und
stattdessen periphere Wirkungen direkt am Fettgewebe oder im Fettstoffwechsel fiir die

gewichtsreduzierenden Eigenschaften von Topiramat verantwortlich sein konnten.
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3) ZUSAMMENFASSUNG

Ubergewicht hat in den letzten Jahrzehnten weltweit epidemischen Charakter erreicht. In
Europa sind bereits 43% der erwachsenen Bevolkerung iibergewichtig und 17% fettleibig. Die
Adipositas ist eine multifaktorielle Erkrankung und fiihrt iiber ein erhohtes Risiko fiir
Diabetes, Krebs oder Herz-Kreislauferkrankungen bis hin zu einer deutlichen Herabsetzung
der Lebenserwartung. Durch das Versagen konventioneller Therapien wie Diédt oder Sport,
treten medikamentdse Behandlungsmethoden immer mehr in den Vordergrund. Bisher sind
zwei Kategorien etabliert, die Appetitziigler und die Lipasehemmer. Zahlreiche Studien er-
forschen neuerdings Therapiekonzepte zum Angriff an spezifischen Rezeptoren und Verédnde-

rungen des Fett- und Energiestoffwechsels auf molekularer Ebene.

Diese Arbeit beschiftigte sich mit der Entwicklung neuer Arzneimittel zur Behandlung von
Adipositas in verschiedenen Fettsuchtmodellen an Ratten. Alle Studien begannen mit Vorver-
suchszeiten von 1-2 Wochen zur Stabilisierung des tdglichen Koérpergewichtzuwachses, der
Futter- und der Wasseraufnahme. Die Tiere erhielten in allen Versuchen eine zucker- und fett-
reiche Diét, deren Zusammensetzung sich an Erndhrungsgewohnheiten in westlichen Indus-
trieldndern orientierte (Western Diet). Wasser wurde ad libitum bereitgestellt und die Aufnah-
me téglich bestimmt. Das gleich galt mit Ausnahme von Versuch 1 auch fiir das Futter. Am
letzten Tag der Experimente erfolgten Blutabnahmen an den zuvor niichtern gesetzten Ratten.
Unmittelbar danach wurden die Tiere in einer CO,-Kammer getotet, die Kadaver einzeln in
Gefrierbeutel verpackt und anschlieend zusammen mit den Blutproben bis zur weiteren

Aufarbeitung gruppenweise bei -20 °C eingefroren.

51 Versuch 1

In Versuch 1 wurde an ménnlichen Wistarratten eine mogliche Wirkungsverstirkung des
selektiven CBj-Antagonisten SLV319 in Kombination mit dem Lipasehemmer Orlistat
(Xenical™), auf Korpergewichtsentwicklung, Futter- und Wasseraufnahme, Blutwerte und

Zusammensetzung der Tierkorper untersucht.

Die Tiere wurden iiber einen Zeitraum von 4 Wochen einmal tiglich mit Vehikel 1 (CMC)
oder SLV319 (3 oder 10 mg/kg KG) geschliindelt, und zweimal tdglich mit Vehikel 2
(Labrasol) oder Orlistat 50 mg/kg KG. Jeweils nach Gabe von entweder Labrasol oder
Orlistat erhielten die Ratten fiir genau 2,5 Stunden Futter ad libitum.

Das Korpergewicht der Tiere war in allen Gruppen im Vergleich zur Kontrolle vermindert:

Bei Einzelbehandlung mit SLV319-3 um 50%, mit SLV319-10 um 42% und mit Orlistat um
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52%, bei der Kombination tendenziell aber nicht signifikant stdrker durch SLV319-3+Orlistat
um 76% und durch SLV319-10+Orlistat um 59%. Die Futteraufnahme in Relation zum
Korpergewicht wurde im Vergleich zur Kontrolle durch die niedrige und die hohe SLV319-
Dosis um 8 bzw. 10% vermindert und durch Orlistat um 18% erhoht. In der Kombination
erhohte sich Futteraufnahme ebenfalls um 11% bzw. 13%. Zusitzlich erniedrigte sowohl
SLV319 als auch Orlistat die Triglyzeride, NEFA-Level, das freie Cholesterin, und hatte
einen positiven Effekt auf die HDL-Werte im Serum. SLV319 erniedrigte die Insulinspiegel
und verbesserte die Insulinsensitivitdt. In der Carcass-Analyse konnte in allen Gruppen der
Korpergewichtsverlust iiberproportional auf eine Verminderung an Korperfett zuriickgefiihrt

werden.

SLV319 hat somit ein mogliches Potenzial fiir die Therapie der Fettleibigkeit, die durch

Kombination mit Orlistat noch verstirkt werden konnte.

5.2 Versuch 2

Die vorliegende Studie erforscht die Auswirkungen von SLV335, einem neuen Carbo-
anhydrasehemmer, auf Korpergewicht, Futter-, Wasseraufnahme und Blutwerte bei weibli-

chen Wistarratten im Vergleich zu Topiramat.

Die Tiere wurden iiber einen Zeitraum von 4 Wochen zweimal tidglich mit Vehikel, SLV335
oder Topiramat geschliindelt. Die Tagesdosen von jeweils 30, 60 oder 100 mg/kg KG wurden

zu einem Drittel am Morgen und zu zwei Dritteln am Abend verabreicht.

Sowohl SLV335 als auch Topiramat erniedrigten signifikant und dosisabhédngig das Korper-
gewicht der Tiere im Vergleich zur Kontrolle: Bei den drei SLV335-Dosen um 18%, 52% und
85%, bei Topiramat um 38%, 40% und 58%. Auch die Futteraufnahme relativ zum Korper-
gewicht reduzierte sich, aber nur bei SLV335 um 9%, 15% und 23%, bei allen Topiramat-
behandelten Ratten um 11-13%. Topiramat und SLV335 fiihrten unabhingig von der Dosis zu
einer Steigerung der Wasseraufnahme, die sich aber nur bei Topiramat signifikant von der
Kontrolle unterschied. Weder Topiramat noch SLV335 zeigten signifikante Anderungen der
Blutwerte, doch erniedrigten sie leicht die Triglyzeride und NEFA-Werte im Serum.

Der CA-Inhibitor SLV335 hatte einen stark gewichtsreduzierenden Effekt. Somit konnte die
Hemmung spezifischer Carboanhydrasen ein Mechanismus fiir Gewichtsverlust sein, und

SLV335 ein therapeutisches Potenzial in der Behandlung der Adipositas besitzen.
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5.3 Versuch 3

In diesem Versuch wurden zwei CB;-Antagonisten, das bereits im Handel befindliche Rimo-
nabant (Acomplia®) und die Priifsubstanz SLV330 in ihren Wirkungen auf Képergewicht,

Futter-, Wasseraufnahme und die Blutwerte bei ménnlichen Wistarratten verglichen.

Die Tiere wurden einmal tdglich 2 Wochen lang entweder mit CMC-PEG-Vehikel oder mit 3
oder 10 mg/kg KG SLV330 bzw. Rimonabant i.p. gespritzt.

Sowohl SLV330 als auch Rimonabant erniedrigten das Korpergewicht der Ratten im
Vergleich zu Kontrolle: Bei der niedrigen und hohen Dosis von SLV330 um 25% und 70%,
bei Rimonabant um 37 und 60%. Die Futter- und Wasseraufnahme wurde in allen Gruppen
ebenfalls dosisabhingig erniedrigt. Beide Substanzen erniedrigten die Triglyzeride, NEFA
und freies Cholesterin im Serum. Lediglich die hohe Rimonabantdosis erhohte das HDL,

verbesserte die Insulinsensitivitit und erniedrigte die Insulinspiegel im Serum.

Diese Ergebnisse zeigen, dass SLV330 durchaus Potenzial fiir die Therapie der Adipositas be-

sitzt. Intraperitoneal verabreicht zeigt es vergleichbare Ergebnisse zu Rimonabant.

54 Versuch 4

Die dosisabhingige Wirkung von Topiramat auf Korpergewicht, Futter-, Wasseraufnahme,
Blutwerte und Zusammensetzung der Tierkorper wurde an méannlichen Zucker-Ratten unter-

sucht, die erstmals mit einer fettreichen ,,Western Diet* gefiittert wurden.

Die Tiere wurden zweimal tédglich iiber einen Zeitraum von 4 Wochen entweder mit CMC-

PEG-Vehikel oder Topiramat (30 oder 100 mg/kg KG) geschliindelt.

Das Korpergewicht der Tiere verminderte sich je in der niedrigen und hohen Topiramatdosis
im Vergleich zur Kontrolle um 10% bzw. 32%. Auch die Futteraufnahme wurde dosisab-
hingig unterdriickt. Die Wasserauftnahme steigerte sich dagegen bei der niedrigeren Dosis
starker als bei der hohen Dosis. Unabhéngig von der Dosis erhohte Topiramat im Serum die
Triglyzeride, NEFA und LDL und wirkte sich negativ auf das HDL aus. Das gesamte und
freie Cholesterin erhohte sich, die Insulinsensitivitdt wurde nicht verdandert. Die geringe Ge-
wichtsreduktion nach der niedrigen Topiramatdosis konnte fast vollstdndig auf den Fettverlust
zuriickgefiihrt werden, wohingegen die hohe Dosis eine gleichmdBige nicht-spezifische Ernie-

drigung an Fett, Wasser und etwas weniger an Proteinen bewirkte.

Die gewichtsreduzierenden Eigenschaften von Topiramat wurden bestitigt. Vor allem die nie-
drigere Dosierung von 30 mg/kg fiihrt moglicherweise zu metabolischen Verdnderungen, wel-

che eine Verminderung des Korperfetts bewirken.
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