An dem Department flr Endokrinologie
(Prof. Dr. med. W. Wuttke)

der Medizinischen Fakultat der Universitat Gottingen

Der Effekt von Ostradiol-17 B und von Agonisten der
Ostrogenrezeptoren alpha und beta im Uterus und in der Vagina der

ovarektomierten Ratte

INAUGURAL-DISSERTATION
zur Erlangung des Doktorgrades
der Medizinischen Fakultat

der Georg-August-Universitat zu Gottingen

vorgelegt von
Jasmin Charlotte Mahloui;ji
aus
Gottingen
Gottingen 2010



Dekan: Prof. Dr. med. C. Frommel

1. Berichterstatter: Prof. Dr. med. W. Wuttke

2. Berichterstatter/in: Prof. Dr. rer. nat. E. Fuchs

Tag der mindlichen Prufung: 02. November 2010



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis

Abklrzungsverzeichnis

1

] ] LT (H ] o SRS 1
1.1 KHEMAKIEIIUM Lottt e e e e e e et e e e e e e eeennnnes 1
1.2  Klassische Hormonersatztherapie. ..o 2
1.3 Uterus: Funktion und KlimaKterium ..o 2
1.4 Vagina: Funktion und Klimakterium ... 3
1.5 Hormone: Regelkreis und Klimakterium ..o 5

1.5.1  Ostradiol und luteinisierendes Hormon (LH)..........ccccovveeieeieeiecreceneeane. 5

1.5.2  Ostradiol, Thyreoidea-stimulierendes Hormon und die

SchilddrisennormMONe. ........coooo i 5
1.6  Kodrpergewicht: Regulation und Klimakterium..............cccoeviiiiiiiiinneeeiceeeins 6
1.7 OSIOGENE ..ottt ettt e te e te e teeeteeeteeenaeeneeenes 6
1.8  OStrOQENIEZEPLOIEN ...ttt eeeteeete e ete e teeeteeeteeereeeree e 7

1.8.1  Aufbau UnNd WIrKUNG .....ooooe oo 7

1.8.2  Ostrogenrezeptor-SUBLYPEN .....c..ccuveeue et 7

1.8.3  Gewebeverteilung und Funktion der ER-Subtypen............cccoeeeiiiininnns 8

1.8.4  Die Knockout-Maus und die ,Yin-Yang“-Theorie .........cc.cccccoevvieiiiiininnns 9
1.9  Selektive Ostrogenrezeptormodulatoren (SERMS)..........ccceevveeeveevveeneannenn. 10
1.10 Das verwendete Tiermodell..........coooiiiiiiiii e 11
1.11 Die untersuchten SUDSIANZEN ..........oouiiiiiiiiiei e 11

1.11.1  Entwicklung und Struktur..............ooiiiiiiiii e 11

1.11.2 Bis jetzt untersuchte Wirkungen der verwendeten Substanzen........... 14
1.12  Ziel der ArDeIt. ... e 15

Material und MethOden ...t e 17
2.1 TIEIVEISUCK .eei e e e e ettt e e e e e eeeanae 17

2.1.1  Versuchstiere und Haltungsbedingungen............cccovviiiiiiiiinneeceeceeeinnns 17

2.1.2  Versuchsablauf...........oooooiiiiiii e 18

2.1.3  OVArEKIOMUE ...ttt e ettt e e e e e eeaeaa 18

2.1.4  Applikation der TesStSUDSIANZEN.........ccoviiiiiiiiiiiie e 19

2.1.5  ODBAUKLION ..t aeae 20
2.2 SerumdiagnOSTIK........couuuuniiii e aaaan 21
2.3  Histologische Aufarbeitung von Uterus und Vagina .............cccceeevieeeiiieennnn. 22

2.3.1  VOrDEIEIUNG ....ceeeiiiiiiie ettt ettt e e e e e e eeenne 22

2.3.2  Farbung mittels Hamatoxylin und EOSIN ........ccooooiiiiiiiiiiiiiiiineeeeeeeeeiee 23

2.3.3  MIKIOSKOPIE ... 24



Inhaltsverzeichnis

2.4 StatiStISCNE AUSWEITUNG ...uuiieeeeeieeeiiiie e e e e e et e e e e e e e e e eeearana s e e e e eeeeeennnns 27
3 ErQEIDNISSE ... e aaaaa———— 28
3.1 Futteraufname.........oooi 28
3.2 KOIPEIGEWICKHT ... e e e e e e e e e e e aaa s 29
3.3 Ergebnisse iM ULEIUS.......cccoiiiiiiiiiii e e e s 30
3.3.1  ULErUSQEWICHTE ... .o e e e s 30
3.3.2  ULeruShiStOlOQIe. ......cuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee ettt e eeees 31
3.4 Ergebnisse in der VagiNa ...........uuuiiiiiieieiiieiiiiee et 41
3.5 Hormonwerte im SErum ..o 47
T30 B @ 5 - Vo o] RSO RR USROS 47
3.5.2  Luteinisierendes HOrmon (LH).........ooovviiiiiiii i 48
3.5.3  Thyreoidea-Stimulierendes Hormon (TSH) .........cooiiiiiiiiiiiviiei, 49
3.5.4  Freies Trijodthyronin (fT3) .....cceeii i 50
3.5.5  Freies ThyroXin (fT4) ..o 51
O 0 15U 1S3 (o o [ 53
O R A 1= (1= 1741 T 53
4.2  Wirkungen auf die Futteraufnahme und das Korpergewicht....................... 54
4.3  Wirkungen auf den ULEIUS..........uuuiiiii e e e 57
4.3.1 ULErUSQEWICHT.....uuiii e e e e e e s 58
4.3.2  ULEruShiStOlOQI . ......cuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeet ettt e e eeeeees 59
4.3.2.1 Uterine SChiChtdiCKEN...........uuuiiiiiii e 59
4.3.2.2 Histomorphologie des ULeruUsS ...........ccccciummmmmiimmiiiiiiiiiiiiiinens 60
4.4  Wirkungen auf die VagINa ............uiiiiiieeeiiieiiiiiee e e e e 62
4.4.1 Vaginale EpIitheldiCKe ............coiiiiiiiiiic e 63
4.4.2  Histomorphologie der Vagina ...........ouuuuiiiiiieeeeeeieeeiiies e 63
4.5  Wirkungen auf den Hormonhaushalt...............cccoooooiiiiiiiii e, 64
T R @ 1 - Lo o] USROS URRR 64
4.5.2  Luteinisierendes HOrmon (LH)........oooovuiiiiiiiii e 65
4.5.3  Thyreoidea-stimulierendes Hormon (TSH) und die
Schilddriisenhormone fT3 und fT4 .......ooviiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 67
5  ZUSAMMENTASSUNG.....coiiiiiiiiii e ees ettt e e et e e e e e e e e eeeeeeeees 69
6 LIteraturverZEiChNIS ...........uuuuuiiiiiiiiiiiiiis evtiiiiiieeeeee e eee e e e e eeeeeeeeeeeeeeneees 71
7 AbDIldUNGSVEIZEICNNIS ... ettt e e 84
8  TabellenNVerzeiChNIS .........ooviiiiiiiiiiiiiiis e 86



Abkirzungsverzeichnis

Abklrzungsverzeichnis

8B-VE2
16a-LE2

AS
BERKO
CO2
CT
DNA
DPN
El

E2

E3

ER
ERE
ERKO
ERa
ERB
FSH
fT3
fT4
GnRH
HDL
HE
HERS
HRT
IGF-1
LBD
LH
LPL
MRNA
OVX
PPT

8-vinylestra-1,3,5(10)-triene-3,173-diol
3,17-dihydroxy-19-nor-17a-pregna-1,3,5(10)-triene-21,160-
lacton

Aminosaure
Ostrogenrezeptor-beta-Knockout-Maus
Kohlendioxid

Computertomographie
Desoxyribonukleinsaure
Diarylpropionitril

Ostron

17B-Ostradiol

Ostriol

Ostrogenrezeptor

Estrogen Response Element
Ostrogenrezeptor-alpha-Knockout-Maus
Ostrogenrezeptor alpha
Ostrogenrezeptor beta
Follikelstimulierendes Hormon

freies Trijodthyronin

freies Thyroxin
Gonadotropin-Releasing-Hormone
High-Densitiy-Lipoprotein
Hamatoxylin-Eosin

Heart and Estrogen/Progestin Replacement Study
Hormone Replacement Therapy
Insulin-like growth factor 1
Ligadenbindungsdomaéane
Luteinisierendes Hormon
Lipoproteinlipase

messenger Ribonukleinsaure
Ovarektomiert

Propyl-Pyrazol-Triol



Abkirzungsverzeichnis

RIA
S.C.
SD
SEM
SERM
Sf
TGB
TRH
TSH
WHI

Radioimmunoassay

Subkutan

Sprague-Dawley-Ratten

Standard Error of the Mean

Selektiver Ostrogenrezeptormodulator
Sojafrei

Thyreotropinbindungsglobulin
Thyreoidea-Releasing-Hormone
Thyreoidea-Stimulierendes Hormon

Women's Health Initiative

VI



1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Klimakterium

Unter dem meist zwischen dem 45. und 55. Lebensjahr einsetzenden Klimakterium
versteht man die mehrere Jahre dauernde Ubergangsphase von der Zeit der vollen
Geschlechtsreife in die Zeit der hormonellen Ruhe der Ovarien (Stauber et
Weyerstahl 2005).

Es lasst sich grob in 3 Phasen unterteilen:

1. In der Pramenopause treten erste Zyklusanomalien auf, die sich als

unregelméaRige Blutungen bemerkbar machen. Diese Phase tritt ca. 4-5 Jahre
vor der Menopause auf.

2. Als Menopause bezeichnet man die letzte Regelblutung der Frau. Klinisch
wird sie retrospektiv nach 12 monatiger Amenorrhoe diagnostiziert. Das
durchschnittliche Alter liegt hier bei ca. 51,4 Jahren.

3. Nach der Menopause setzt die Postmenopause ein. Sie ist u. a.

gekennzeichnet durch genitale Involution, dauerhafte und absolute Sterilitét.

Den Zeitraum ein Jahr vor und nach der Menopause bezeichnet man als
Perimenopause. Den Lebensabschnitt, der auf die Postmenopause folgt, bezeichnet
man als Senium (Haag et al. 2007/2008; Greendale et al. 1999).

Mit zunehmendem Fortschreiten des Klimakteriums kommt es durch die Atrophie der
Ovarien zu einer verminderten Inhibinproduktion, bei anfanglich noch erhaltener,
jedoch geringerer Ostrogenproduktion, wobei die negative Ruckkopplung auf den
Hypothalamus und die Hypophyse entfallt und folglich vermehrt FSH ausgeschiittet
wird. Mit der kontinuierlich abfallenden Ostrogenproduktion kommt es zu einer
starken Zunahme der Gonadotropinausschittung, bei vermindertem ovariellen
Ansprechen auf diese Hormone. Somit folgt das Erldschen der zyklischen
Ovarialfunktion bis hin zur letzten Regelblutung (Menopause) (Stauber et Weyerstahl
2005; Haag et al. 2007/2008).



1 Einleitung

1.2  Klassische Hormonersatztherapie

Aufgrund der mit dem Klimakterium einsetzenden teilweise schweren Beschwerden
haben in der Altersgruppe der 50- bis 60-jahrigen in den vergangenen Jahren in
Deutschland bis zu 40% der Frauen ein Hormonersatzprdparat eingenommen
(Stauber et Weyerstahl 2005; Haag et al. 2007/2008). Jedoch ist man nach dem
Abbruch der Women's-Health-Initiative (WHI)-Studie im Jahre 2002 und durch die
zum Teil negativen Resultate der Heart and Estrogen/Progestin Replacement Study
(HERS) verunsichert, was zu einem Riuckgang der Einnahme von
Hormonersatzpraparaten fuhrte. Zurzeit wird vermehrt nach Alternativen zur

klassischen Hormonersatztherapie (HRT) gesucht.

Obwohl in mehreren vorangegangenen Beobachtungsstudien schiitzende Effekte der
HRT auf das kardiovaskulare System gezeigt wurden, demonstrierten die Ergebnisse
des Ostrogen-Gestagen-Arms der WHI-Studie eine kleine Risikoerhohung fiir
koronare Herzerkrankungen im Vergleich zur Placebogruppe (Akhrass et al. 2003;
Garbe et Suissa 2004) und die der HERS keinen schitzenden Effekt (Hulley et al.
1998). Zum Abbruch der grof3 angelegten WHI-Studie kam es hauptsachlich wegen
des vermehrten Auftretens von invasiven Mammakarzinomen im Ostrogen-
Progesteron-Arm. Zudem zeigten sich Risikoerh6hungen fir Schlaganfalle und
Thromboembolien (Rossouw et al. 2002). In der HERS zeigte sich ebenfalls eine

Risikoerhéhung fur Thromboembolien (Grady et al. 2000).

1.3 Uterus: Funktion und Klimakterium

Die Gebarmutter der Frau (lat. uterus, uter=Schlauch; griech. hystera oder metra)
entwickelt sich aus den paarig angelegten Miuller-Gangen, welche im kaudalen
Bereich zum Canalis uterovaginalis verschmelzen, der wiederum den Uterus und die
oberen 2/3 der Vagina bildet. Die Verschmelzung breitet sich nach kranial fort.
Zunachst befindet sich in der Mittellinie ein verbliebenes Septum, welches jedoch
resorbiert wird. Bei einer fehlenden oder unvollstandigen Resorption kdnnen sich
entspechende Fehlbildungen ergeben (z. B. Uterus subseptus, Uterus bicornis,
Uterus duplex, etc.) (Stauber et Weyerstahl 2005).

Der Uterus ist ein hoch sensitives Organ fur dstrogene Wirkungen. Ostrogene wirken
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hier sowohl auf das Endometrium als auch auf das Myometrium. Dort fihren sie zur
Proliferation und zur Vorbereitung des Endometriums auf die durch Progesteron
gesteuerte Sekretionsphase. Am Myometrium bewirken sie eine vermehrte
Kontraktilitatt und Ansprechbarkeit auf Oxytocin. Im Stratum basale des
Endometriums bindet Ostrogen an Ostrogenrezeptoren und steuert die Synthese
einer Reihe von Proteinen, u. a. von Complement C3, Progesteronrezeptoren und
insulin-like growth factor-1 (Purdie 2000; Seidlova-Wuttke et al. 2003).

Aufgrund der im Klimakterium vermehrt auftretenden Ostrogenexposition kommt es
gehauft zu Endometriumhyperplasien. Deshalb steigt das Risiko, an einem
Endometriumkarzinom zu erkranken (Pathirage et al. 2006).

Im Laufe der Postmenopause kommt es jedoch, bedingt durch den sinkenden
Ostrogenspiegel, zu einer Atrophie des gesamten Uterus.

Der Uterus der Ratte ist ein Uterus duplex (subseptus), vergleichbar mit der
anfanglichen embryonalen Uterusbeschaffenheit des Menschen. Er besitzt eine
gemeinsame oder zwei separate vaginale Offnungen und einen dem Menschen
vergleichbaren Schichtaufbau. Unter dstrogenem Einfluss kommt es im Laufe des
Zyklus ebenfalls zu einer Stimulation der uterinen Schichten. Entsprechend fuhrt die
Ovarektomie zu einer Atrophie des Rattenuterus, wie sie auch beim menschlichen im
Rahmen der Menopause zu finden ist (s. Abb. 3.3 auf S. 30, Abb. 3.13-3.15 auf S.
38-40 und Tab. 3.1 auf S. 37) (Haschek et Rousseaux 1991; Maeda et al. 2000).

1.4  Vagina: Funktion und Klimakterium

Die Vagina der Frau (lat.: Scheide; griech. kdlpos=Wd&lbung, Bausch) entwickelt sich
in den oberen 2/3 aus dem Canalis uterovaginalis (hervorgegangen aus der Fusion

der paarigen Miller-Gange) und im unteren Drittel aus dem Sinus urogenitalis.

Ostrogen fordert am menschlichen vaginalen Epithel die Proliferation, die
Zelldifferenzierung und die vermehrte Einlagerung von Glykogen. Das Glykogen tragt
zur Aufrechterhaltung des aziden Milieus bei, indem es durch die bakterielle
Normalflora der Vagina zu Milchsaure vergart wird. Das saure Milieu bietet einen

wichtigen Schutz vor pathogenen Erregern (Purdie 2000; Gruber et al. 2002).

In der Menopause beklagen weit Uber 40% der Frauen Symptome der vaginalen

Atrophie (Bachmann et al. 2000). Zu diesen gehoren vaginale Trockenheit,

3
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verstarktes Schmerzempfinden und Dyspareunie. Der Mangel an Ostrogenen fihrt
zu einer Alkalisierung des vaginalen Lumens. Der pH-Wert hebt sich von anfanglich
4,5 bis maximal 6,5 praovulatorisch auf 6,5 bis 7,5. Dies hat vermehrte vaginale
Infekte zur Folge und steht im Verdacht das Risiko fur pathologische
Zervixveranderungen zu erhdhen (Gorodeski et al. 2005). Ting et al. (2004) zeigten,
dass es an ovarektomierten Ratten zu einer Zunahme der Nervendichte in der
Vagina kam. Unter diesen Nerven fanden sich sympathische, parasympathische und
nozizeptorische Nerven. Die Substitution von Ostradiol verringerte die Nervendichte.
Anhand dieser Erkenntnisse kann man davon ausgehen, dass einige Aspekte der
vaginalen Dysfunktion auf die Verdnderungen in der vaginalen Innervation
zurickzufihren sind. So kodnnte die vermehrte sympathische Innervation zu
Vasokonstriktionen fuhren und somit Grund fiir die vaginale Trockenheit sein. Zum
anderen konnte die Zunahme an nozizeptorischen Nerven die vermehrte

Schmerzempfindlichkeit, das Brennen und Jucken der Vagina erklaren.

Zusatzlich findet sich wahrend der Menopause eine Hyalinisation des Kollagens, eine
Fragmentierung und damit Abnahme des Elastins und eine Proliferation des
Bindegewebes in der Vagina. All diese Faktoren erklaren die erhdhte vaginale

Rigiditat mit konsekutiver Dyspareunie (Grady 2006).

Wie schon beim Uterus beschrieben, ziehen sich zwischen der menschlichen und
der Rattenvagina morphologische Parallelen. So findet sich ein vergleichbarer
histologischer Schichtaufbau. Einziger nennenswerter Unterschied ist die
Epithelschicht in der Rattenvagina, die sich als mehrschichtig verhornt darstellt,
wahrend sie beim Menschen unverhornt ist (Haschek et Rousseaux 1991; Maeda et
al. 2000).

Der normale Zyklus der Ratte dauert 4-5 Tage und unterteilt sich in eine
proostrische, 6strische und diéstrische Phase. Durch den dstrogenen Einfluss kommt

es, wie in der menschlichen Vagina, zur Proliferation des Vaginalepithels.

In der ovarektomierten Ratte zeigt sich ein atrophiertes Vaginalepithel, welches unter
Zufuhr von Ostrogenen wieder proliferiert (s. Abb. 3.20 auf S. 46 und Tab. 3.2 auf S.
45) (Haschek et Rousseaux 1991; Maeda et al. 2000).
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1.5 Hormone: Regelkreis und Klimakterium

1.5.1 Ostradiol und luteinisierendes Hormon (LH)

Im Laufe des Klimakteriums kommt es, bedingt durch die ovarielle Atrophie, zu
einem Absinken des Ostradiol- und Inhibinspiegels. Das hat einen fehlenden
negativen Feedbackmechanismus auf die LH-Sekretion zur Folge. Der Korper
befindet sich also im hypergonadotropen Hypogonadismus. Diese Uberaktivierung
fuhrt zu einer Co-Aktivierung anderer hypothalamischer Neurone, die fur die
Regulierung der Korpertemperatur zustandig sind, so dass nach der Menopause in
Uber 50% Hitzewallungen auftreten (Seidlova-Wuttke et al. 2003; Nelson et al. 2006).

1.5.2 Ostradiol, Thyreoidea-stimulierendes Hormon u  nd die

Schilddriisenhormone

Mit zunehmendem Alter steigt  fur Frauen das Risiko eine
Schilddrisenfunktionsstorung zu entwickeln. Im Klimakterium steigt die Pravalenz,
an einer Hypothyreose zu erkranken, von 4-10% auf 7-26%. Folglich finden sich
vermehrt erhéhte TSH-Werte im Serum. Jedoch steigt auch die Pravalenz an einer
Hyperthyreose zu erkranken mit dem Alter, und zwar auf ca. 10%. Die subklinischen
Schilddriisenerkrankungen unterteilen sich zu 73,8% in hypothyreote und zu 26,2%

in hyperthyreote Veranderungen (Schindler 2003).

Ostrogensubstitution kann durch eine Erhdéhung des
Thyreotropinbindungsglobulinspiegels (TGB) zu Veranderungen des Serumlevels
von Thyroxin und TSH fuhren. Durch die erhdhte Bindung von Thyroxin an TGB
kommt es Uber den Feedbackmechanismus zu einer TSH-Erhdhung. Dies bedeutet
fur Frauen, die neben der L-Thyroxinbehandlung eine HRT erhalten, engmaschigere
Dosiskontrollen (Schindler 2003).

Die Literaturangaben (ber den Effekt von Ostrogenen auf TSH und die

Schilddrisenhormone sind uneinheitlich. Grund dafir sind die unterschiedlichen

Tiermodelle, Applikationsarten und die Behandlungsdauer (Klammer et al. 2007).
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1.6  Kodrpergewicht: Regulation und Klimakterium

Der systemische Ostrogenentzug wahrend des Klimakteriums ist mit einer
vermehrten Gewichtszunahme vergesellschaftet und birgt somit das erhthte Risiko,
an einem metabolischen Syndrom (Diabetes mellitus Typ Il, Hypertonus,
Hyperlipidamie) zu erkranken (Carr 2003). So konnte im Rahmen der Women'’s
Health Initiative gezeigt werden, dass Frauen, die sowohl Ostrogen allein als auch in
Kombination mit Progesteron verabreicht bekamen, schlanker und insulinsensitiver
waren und weniger haufig einen Diabetes mellitus Typ Il entwickelten als Frauen der

Plazebogruppe (Margolis et al. 2004).

1.7  Ostrogene

Ostrogene leiten sich chemisch vom Cholesterin ab und gehoéren somit zu den
Steroidhormonen. Durch Demethylierung von Testosteron (C19-Steroid) an der C10-
Position des Steroidmolekilgeristes und durch Aromatisierung des A-Ringes mittels
des Enzyms Aromatase entsteht 17B-Ostradiol (E2), das wichtigste Ostrogen im
Korper. Zudem entstent aus Andostendion, ebenfalls mithilfe des Enzyms
Aromatase, Ostron (E1), welches weiter reagieren kann zu Ostriol (E3). Jedoch
zeigen die beiden letztgenannten nur noch ein Drittel (E1) bzw. ein Zehntel (E3) der
biologischen Aktivitat des Ostradiols (Loffler et al. 2007).

OH
.--"HH.I.--'!
[ u } OH
B 1 A
HO "‘u:'.'" S
Ostradiol (E2) Ostron (E1) Ostriol (E3)
Abb 1.1 Strukturformeln von Ostradiol (E2), Ostron  (E1) und Ostriol (E3)

Hauptproduktionsort des Ostrogens sind die Granulosazellen des Ovars. Jedoch
findet sich auch Aromataseaktivitdt in Nebenniere, Muskelzellen, Fettzellen,

Nervenzellen, Leydigzellen des Hodens und im Synzytiotrophoblasten der Plazenta
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(Gruber et al. 2002).

1.8  Ostrogenrezeptoren

1.8.1 Aufbau und Wirkung

Ostrogenrezeptoren (ER) gehoren wie alle Steroidrezeptoren zur groRen Familie der
nuklearen Hormonrezeptoren (Muramatsu et Inoue 2000).

Klassischerweise befindet sich der Ostrogenrezeptor in inaktiver Form im Zellkern
oder im Zytoplasma. Nach Bindung des Liganden dimerisieren zwei Molekiile zu
einem Homodimer, der nun in den Zellkern diffundiert und an eine spezifische DNA-
Sequenz bindet (estrogen-response-element (ERE)). Auf diese Weise wird der ER zu
einem Transkriptionsfaktor (Gruber et al. 2002).

Der ER kann jedoch auch ligandunabhangig, z. B. durch Wachstumsfaktoren,
aktiviert werden. Diese sind befahigt extrazellulare Signale Glber Membranrezeptoren
nach intrazellular zu transduzieren (,cross-talk“-Mechanismus) (Smith et al. 1993;
Ignar-Trowbridge et al. 1993 et 1995; Brosens et al. 2004). Zuséatzlich kann die
Aktivitat der ER durch Phosphorylierung reguliert werden (Brosens et al. 2004).

Der genomische Weg der Ostrogenwirkung kann Minuten bis Tage dauern. Schnelle
Wirkungen entstehen durch direkte 6strogene Effekte an Zellmembranen,
hervorgerufen durch noch unbekannte membranstandige Ostrogenrezeptoren, durch
direkten Einfluss auf intrazellulare lonenflisse oder durch Phosphorylierung der
Rezeptoren (Purdie 2000; Gruber et al. 2002).

1.8.2 Ostrogenrezeptor-Subtypen

Bis heute sind zwei Ostrogenrezeptor-Subtypen bekannt. Der klassische ER alpha
(ERa) wurde 1986 das erste Mal kloniert, der ER beta (ERB) wurde jedoch erst 1996
im Rattenovar und der Rattenprostata entdeckt (Green et al. 1986; Kuiper et al.
1996). Obwohl auch noch Rezeptorisoformen und Splicevarianten bekannt sind,
handelt es sich bei den beiden ER jedoch um zwei verschiedene Genprodukte.
Wurde das ERa-Gen auf dem Chromosom 6 entdeckt, fand man das ERB-Gen auf
dem Chromosom 14 (Enmark et al. 1997). Die DNA-Bindungsdoméne der beiden

Rezeptoren zeigt eine 96%ige Ubereinstimmung in der Aminosaurensequenz,
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woraus sich schlie3en lasst, dass ERB auf die gleiche Weise an das estrogen-
response-element (ERE) bindet wie ERa. Die Ligandenbindungsdomane zeigt eine
geringere Homologie von nur 55%, woraus sich unterschiedliche Affinitaten fur
Liganden ergeben. Die Affinitat fur das korpereigene 17B-Ostradiol ist bei beiden

Rezeptoren gleich stark ausgepragt (Kuiper et al. 1997).

1.8.3 Gewebeverteilung und Funktion der ER-Subtypen

Die Entdeckung des ERf fuhrte dazu, dass bisherige Kenntnisse uber die Wirkung
von Ostrogenen (ber den klassischen ERa teilweise in Frage gestellt und ein groRer
Klarungsbedarf tGber die Verteilung und Funktion der Rezeptoren entfacht wurde.

Die Gewebeverteilung der Rezeptoren ist in den verschiedenen Organen und
Individuen unterschiedlich. Zudem ist sie abh&ngig von Entwicklungsstufen und dem

Zyklusstand.
MANNLICH WEIBLICH
ERa Nebenhoden Uterus
Hoden Vagina
Mamma
Eileiter
Theka-Zellen (Ovar)
ERB Prostata Granulosa-Zellen
Nebenhoden (Ovar)
Tab. 1.1 Pradominierende Ostrogenrezeptorverteilung in den geschlechtsspezifischen
Organen

(Quellen fur Tab. 1.1: Kuiper et al. 1996 et 1997; Enmark et al. 1997; Saunders et al.1997; Gustafsson
1999; Pelletier 2000; Weihua et al. 2000; Harris et al. 2002 et 2003).

In den fUr diese Arbeit wichtigen Organen Uterus und Vagina ist der dominante
Rezeptor ERa, wobei ERB ebenso anzutreffen ist. Durch erstgenannten werden die
stimulierenden Effekte durch Ostrogene hervorgerufen (Kuiper et al. 1997; Weihua et
al. 2000; Harris et al. 2002 et 2003). Die Stimulation des uterinen Epithels wird
wahrscheinlich parakrin durch Aktivierung stromaler ERa vorangetrieben (Buchanan
et al. 1998; Cunha et al. 2004).
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Ostrogen fordert am vaginalen Epithel die Proliferation und die Zelldifferenzierung.
Es konnte gezeigt werden, dass die Epithelproliferation in der Vagina indirekt Gber
stromale ERa erfolgt, jedoch die vermehrte Schichtung und die Verhornung direkt
Uber epitheliale ERa vermittelt werden (Buchanan et al. 1998; Cunha et al. 2004).
Durch o6strogenen Einfluss kommt es zur Expression von Proteinen, die mit der
Verhornung des Epithels assoziiert sind (Cornifin, Keratin, etc.) (Jetten et al. 1996;
Cunha et al. 2004).

Obwohl sowohl der ERa als auch der ER in reifen Adipozyten exprimiert werden, ist
der pradominierende Rezeptor hier ERa (Dieudonné et al. 2004). Mittels eines
selektiven ERa-Antagonisten konnten die gunstigen Wirkungen von E2
abgeschwacht werden. Es zeigte sich, dass ERa eine entscheidende Rolle in der
Erhaltung der insulinstimulierten Glukoseaufnahme unter niedrig dosierter
Ostradiolbehandlung spielt (Muraki et al. 2006). Die wahrend der Menopause
vorkommende Fettgewebsumverteilung von subkutan nach viszeral wird durch
Ostrogensubstitution verhindert. Dieser Mechanismus wird auch (ber den
Ostrogenrezeptor a veranlasst (Pedersen et al. 2004).

1.8.4 Die Knockout-Maus und die ,Yin-Yang“-Theorie

Das Tiermodell der Knockout-Mause ermdglichte es, einen der Ostrogenrezeptoren
genetisch auszuschalten und die physiologische Rolle des jeweils anderen fir den
Organismus getrennt zu explorieren. Damit wurde das Problem der selektiven

Liganden, die bis zu dem Zeitpunkt nicht zur Verfigung standen, umgangen.

Die weibliche ERa-Knockout-Maus (ERKO) ist infertil. Der Reproduktionstrakt ist
nicht 6strogensensitiv. Der Uterus und die Vagina sind hypotroph und zeigen eine
fehlende Proliferation und Differenzierung. Die Ovarien sind anovulatorisch und
prasentieren multiple hAmorrhagische Zysten und keine Corpora lutea (Lubahn et al.
1993). Das Sexualverhalten der ERKO-Mause ist vermindert und es tritt eine
vermehrte Aggressivitat auf. Das Knochenwachstum und die Knochendichte sind
vermindert und es kommt zu einem Anstieg der Serumkonzentration von E2 und LH,
bei normalen FHS-Konzentrationen (Couse et Korach 1999). Zusétzlich wurde eine
vermehrte Gewichtszunahme beobachtet (Muraki et al. 2006).

Die weibliche ERB-Knockout-Maus (BERKO) ist subfertil, was sich in einer
verminderten Wurfhaufigkeit und Wurfgré3e auszeichnet. Im Ovar sind Zeichen fir
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follikularen Arrest und Anovulationen zu finden. Der Uterus ist sehr 6strogensensibel
und zeigt in der unreifen BERKO-Maus eine Ubertriebene Antwort auf E2-Substitution
(Weihua et al. 2000). Das Sexualverhalten dieser Tiere ist normal, doch zeigen sich
im Epithel der Blase, der Urethra und der Prostata Hyperproliferationen mit
Mehrschichtigkeit und eine gro3e Variation an Kerngro3en (Gustafsson 1999). Das
Kdrpergewicht und die Koérperfettmasse befinden sich im Gegensatz zu den ERKO-

Mausen im Normalbereich (Muraki et al. 2006).

Die vermehrte Zellproliferation und die bertriebene Antwort auf Ostradiol (E2) in
bestimmten Geweben lassen vermuten, dass ER einen modulierenden oder auch
antiproliferativen Effekt ausiibt (Gustafsson 1999; Weihua et al. 2000). Lindberg et al.
(2003) zeigten am Knochenmetabolismus von Knockout-Méausen, dass ER in
Anwesenheit von ERa, die durch letztgenannten Rezeptor hervorgerufene
Gentranskription hemmen kann. Doch zeigten sie auch, dass ERB in Abwesenheit
von ERa dessen Funktion zum Teil ersetzen kann. So schlossen sie daraus, dass
ERB die Wirkung von ERa modulieren kann und die beiden Rezeptoren in einem

.Yin-Yanqg“-Verhéltnis zueinander stehen.

1.9  Selektive Ostrogenrezeptormodulatoren (SERMs)

Unter dem Terminus SERM (=selektive Ostrogenrezeptormodulatoren) versteht man
nicht-steroidale Liganden, die an bestimmten Organen agonistische und an
wiederum anderen Organen antagonistische Wirkungen austiben (Touraine 2003).
Der Mechanismus der Gewebeselektivitat der eingesetzten Substanzen ist komplex.
Bei beiden bekannten ER andert sich die Konformitat der Ligandenbindungsdomane
abhangig von der Art des Liganden. Folglich kbnnen sich die Transkriptionseffekte
unterscheiden. Zuséatzlich spielen zellulare Unterschiede in der Verteilung von Co-
Aktivatoren und Anschlussproteinen eine Rolle bei der Rezeptorbindung und
Transkriptionsaktivitat (Klinge 2001; Gruber et al. 2002, Diez-Perez 2006). Anhand
dieser Mechanismen und der regionalen Verteilungsunterschiede der ER-Subtypen,
lassen sich die unterschiedlichen Wirkungen der SERM erklaren.

Der ideale Wirkmechanismus eines SERM beinhaltet positive Effekte am Knochen,

im ZNS, in der Vagina und dem Gefal3system sowie negative Effekte an der Brust
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und dem Uterus.

1.10 Das verwendete Tiermodell

In dieser Arbeit soll untersucht werden, wie sich Kombinationen von selektiven
Agonisten der Ostrogenrezeptoren a und B auf das Korpergewicht, die
Futteraufnahme, den Uterus, die Vagina und den Hormonhaushalt der
ovarektomierten Ratte auswirken. Dafur werden die Ergebnisse mit der
Ostradiolwirkung und dem physiologischen Modell der sham-ovx Ratte verglichen.

Die ovarektomierte Sprague-Dawley-Ratte gilt u. a. durch die gegebenene
organische Vergleichbarkeit zum Menschen (s. 1.3 und 1.4 auf S. 2 und 3) als
etabliertes Modell in der postmenopausalen Forschung. Durch den Entzug der
Ostrogene stellen sich die typischen Symptome des Klimakteriums ein. Hier sind
besonders die Atrophie des Uterus und der Vagina sowie der Anstieg des
Korpergewichtes und der hypophysaren Gonadotropine im Serum wichtig.

1.11 Die untersuchten Substanzen

1.11.1 Entwicklung und Struktur

Bei den in dieser Arbeit verwendeten Substanzen der Firma Schering handelt es sich
um hoch selektive ERa- und ERpB-Agonisten. Im Gegensatz zu den Knockout-
Tiermodellen, bei denen ein Rezeptor komplett inaktiviert ist und somit nicht zur
weiteren Untersuchung zur Verfugung steht, kann mit Hilfe dieser Liganden die
ligandenabhangige Funktion beider Ostrogenrezeptoren und ihre Interaktion

untereinander untersucht werden.

Die beiden entwickelten Liganden gehdren zu den potentesten und isotypselektivsten
steroidalen ER-Agonisten, die bis dato identifiziert wurden. Im Gegensatz zu den
bisher entwickelten nicht-steroidalen isotypselektiven ER-Liganden, wie der ERa-
Agonist Propyl-Pyrazol-Triol (PPT) und der ERB-Agonist Diarylpropionitril (DPN), sind
diese Verbindungen auf der Basis der vorhandenen Information Uber die

Proteinstruktur des Ostradiols entwickelt worden und somit enge Derivate des

11
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naturlichen Hormons Ostradiol. Man geht davon aus, dass man auf diese Weise die
physiologische Ostrogenwirkung nachahmt und zusétzlich Einsicht in die Funktion

der einzelnen ER erhalt.

Im ersten Schritt der Entwicklung wurde, basierend auf der kristallinen Struktur der
Ligandenbindungsdomane (LBD) von ERa im Komplex mit E2, ein homologes Modell
der ERB-LBD hergestellt. Die Sequenzabfolge der LBD der beiden Rezeptoren
gleicht sich zu 59% wund zeigt im Fale von ERP nur zwei einzelne
Aminosauredeletionen (in der Loop-Region). Indem diese nichtidentischen AS am
ERa gegen die in der Sequenz des ERP gefundenen AS ausgetauscht wurden,
konnte das homologe Modell errichtet werden. Angeleitet durch das strukturelle
Modell wurden an den entsprechenden Positionen des Ostradiols chemische
Modifikationen durchgefuhrt.

Um die ERa-selektive Verbindung zu erhalten, wurde an den Positionen 16a
(Verbindung 1) und 17a (Verbindung 2) mittels eines fiinfgliedrigen Rings eine
Verbindung geschaffen. Auf diese Weise entstand der selektive ERa-Agonist
(Verbindung 1) 16a-LE2 (3,17-dihydroxy-19-nor-17a-pregna-1,3,5(10)-triene-21,16a-
lacton).

Den ERp-selektiven Liganden 8B-VE2 (8-vinylestra-1,3,5(10)-triene-3,173-diol)
erhielt man, indem an der Position 83 ein Substituent angebracht wurde. Dieser
Substituent bietet zusatzlichen lipophilen Platz, um die geringen Unterschiede der

ERa- und ERB-Bindungstaschen zu erkennen.
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side view of estradiol
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Abb. 1.2 Synthesestrategie der selektiven ER-Agonis  ten

Strukturformeln und schematische Seitenansicht der Steroide, inklusive Benennung der steroidalen
Ringe (A-D). Der Halbkreis tber dem C- und D-Ring reprasentiert die 18-Methylgruppe des E2. Der
grofRe Substituent am D-Ring liefert den ERa-Agonisten 16a-LE2 und der lipophile Substituent tber
dem B- und C-Ring liefert den ERB-Agonisten 83-VE2.

(Quelle: Hillisch et al. 2004 S.4)

Anhand von in-vitro-Studien wurden die Affinitat der Liganden zu den beiden ER und
die Induktion der Gentranskription durch die genannten Rezeptoren untersucht. Es
zeigte sich, dass Verbindungen mit langeren Substituenten an den Positionen 16a
und 17a eine hohe Affinitat zum ERa aufwiesen. Die Affinitdt zum ERP war hingegen
zwei Zehnerpotenzen geringer. Zusatzlich zeigte sich, dass die Affinitdt zum ERa mit
zunehmender Polaritat und Lange des Substituenten anstieg. Anhand von
Transaktivierungsassays zeigte sich eine 250fache ERa-Selektivitat fur den Liganden
16a-LE2.

Entsprechend steigern langere Substituenten an der Position 8 die ERB-Selektivitat.
8B-VE2 hat die gleiche Affinitdt zum ER[( wie E2, jedoch findet eine Bindung bereits
in wesentlich geringeren Konzentrationen statt (zwei Zehnerpotenzen weniger).

Genannter Ligand besitzt eine 183fache Selektivitat fur den ERp.

13
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Weder der ERa- noch der ERB-Agonist besitzt, auf die durch E2 hervorgerufene
Genaktivierung bezogen, antagonisierende Fahigkeiten. Trotz ihrer Selektivitat

besitzen beide Agonisten die gleiche Potenz wie E2.

Anders als die bereits bekannten ER-Liganden, kénnen diese Substanzen mit ihren
kleinen Substituenten und ihrer strukturellen Ahnlichkeit mit E2 effektiv die wenigen
Unterschiede der Bindungstaschen ausschopfen. Aus diesem Grund wird
angenommen, dass es zu keinen Konformitatsdnderungen innerhalb der
Bindungstaschen kommt und, dass die Selektivitat der Liganden nicht von
Interaktionen zwischen langen Strukturbereichen abhangt. Zudem wird so
vorausgesetzt, dass die Mdoglichkeit eine komplett andere biologische Aktivitdt an
anderen Rezeptoren oder Enzymen zu entwickeln, reduziert wird (Hegele-Hartung et
al. 2004; Hillisch et al. 2004).

1.11.2 Bis jetzt untersuchte Wirkungen der verwende  ten Substanzen

Die Ergebnisse der bereits durchgefihrten in-vivo-Untersuchungen stimmten mit den
Erwartungen, die sich aus dem Wissen uber die Gewebeverteilung der ERa und ERf

und tber den Phanotypen der Knockout-Mause ergaben, tberein.

Am Ovar zeigte der ERB-Agonist einen stimulierenden, der ERa-Agonist nur einen
geringen bis keinen Effekt. In intakten Ratten bewirkte letztgenannter ebenso wie E2
einen ovulationshemmenden Effekt. Dieser wird jedoch aufgrund des vermehrten
Vorkommens von ERa in der Hypophyse als in den Theka-Zellen des Ovars, und
deshalb auf Wirkungen in der Hypothalamus-Hypophysen-Achse, zurtickgefuhrt.
Anders sah es am Uterus aus. Dort bewirkte nur der ERa-Agonist eine Stimulation.
Doch zeigte sich in unreifen Ratten, dass hohe Dosen vom ER[(-Agonisten (20,1
mg/Tier/Tag) auch einen stimulierenden Effekt auf das Uteruswachstum haben
konnen. Dies lasst sich anhand einer niedrigen, aber vorhandenen, Affinitdt zu ERa
erklaren. Interessanterweise zeigte sich, dass der ERa-Agonist einen starkeren
Effekt auf Leberparameter wie Angiotensin I, IGF-I, HDL und Total-Cholesterol hatte
als E2. Der ERB-Agonist hingegen zeigte auch in Dosen von tber 100ug/Tier keinen

Effekt auf diese Parameter.

LH und FSH im Serum wurden dosisabhangig von E2 und dem ERa-Agonisten
gesenkt. Der ERB-Agonist hatte hingegen nur in Dosen von bis zu 100ug/Tier/Tag
einen Effekt auf den Serum LH-Spiegel und auf den FSH-Spiegel keinen Effekt.

14
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Am Knochen zeigte sich der ERa-Agonist als primarer Mediator der Ostrogenen
antiresorptiven Effekte. Knochenprotektive Wirkungen des ER[-Agonisten in sehr
hohen Dosen scheinen, wie weiter oben beschrieben, Uber den ERa zu fungieren
(Hegele-Hartung et al. 2004; Hillisch et al. 2004). Die simultane Verabreichung der
beiden Rezeptoragonisten fihrte zu keiner Hemmung der durch ERa
hervorgerufenen Effekte auf das Uterusgewicht, die Hypophysenhormone und die
Leberparameter (Hillisch et al. 2004).

Hertrampf et al. (2008) zeigten jedoch, dass der ER[(-Agonist ERa-bedingte

physiologische Effekte, wie den Bewegungsdrang, modulieren kann.

1.12 Ziel der Arbeit

Da die klassische Hormonersatztherapie flr postmenopausale Frauen mit gewissen
Risiken behaftet ist, spielt die Suche nach selektiveren Therapeutika eine immer
groBere Rolle. Mit der Entdeckung des zweiten ER-Subtypen B wurde die Frage
nach seiner Funktion und Wirkung auf verschiedene Gewebe und den erstbekannten
Rezeptor a grol3 gestellt. Bis heute ist nicht abschie3end geklart, welche genaue
Rolle er spielt.

Es ist von allgemeinem Interesse Wirkstoffe zu finden, die selektiv das ,Positive” der
odstogenen Wirkung verstarken und wiederum selektiv das ,Negative” ausschalten.
Hierfur eignen sich besonders die selektiven Agonisten der Ostrogenrezeptoren a
und B. Wunschenswert ist ein fehlender stimulierender Effekt am Uterus und der
Mamma, bei bestehendem Effekt auf den Knochen und die Vagina.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Wirkungen der Kombination aus den selektiven
Agonisten der Ostrogenrezeptoren a (16a-LE2) und B (8B-VE2) (im weiteren Verlauf
als ERa- und ERB-Agonist bezeichnet) sowie der Kombination aus Ostradiol und
dem ERB-Agonist an ovarektomierten Ratten untersucht. Die Kombination erfolgte
hierbei fir insgesamt vier Wochen in kontinuierlich simultaner und zeitversetzt
simultaner Kombination. Die zeitversetzt simultane Kombination diente dazu
herauszufinden, ob eine alleinige Vorbehandlung durch E2 bzw. den ERa-Agonisten
einen anderen Effekt hervorbringt oder gar notwendig ist, um eine Beeinflussung
durch den ERB-Agonisten hervorzurufen. Eine Ostradiolgruppe diente als

Positivkontrolle. Als physiologischer Vergleichsparameter galt eine intakte sham-ovx
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Gruppe.

Daraus ergibt sich folgende Fragestellung:

1.

Haben durchgéangig kombinierte Verabreichungen von E2 bzw. dem ERa-
Agonisten mit dem ERB-Agonisten eine andere Wirkung auf den Uterus, die
Vagina, die Futteraufnahme, das Korpergewicht und den Hormonhaushalt der

ovarektomierten Ratte als Ostradiol? Und wenn ja, welche?

. Wie prasentieren sich die Ergebnisse der zeitversetzten Ligandenkombination

im Vergleich zu den Ergebnissen der durchgéangigen Kombination?
Wie stellen sich die untersuchten Effekte im Vergleich zu der intakten sham-

ovx Gruppe dar?

. Entsprechen die Resultate den Erwartungen, die man laut der

~.Gustafsson’schen Yin-Yang-Theorie* hat?

Bei welchen Indikationen waren die oben genannten Substanzen einsetzbar?
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2 Material und Methoden

2.1 Tierversuch

2.1.1 Versuchstiere und Haltungsbedingungen

Zur Untersuchung der Wirkung von ERa- und ERB-Agonisten der Firma Schering
wurden 78 drei Monate alte weibliche Sprague-Dawley (SD)-Ratten (Winkelmann,
Borchen) Uber einen Zeitraum von 4 Wochen von mir und drei weiteren Doktoranden
der Abteilung mit genannten Substanzen behandelt. Bei ihrer Ankunft in der
tierexperimentellen Einrichtung des Universitatsklinikums Goéttingen wurden sie von
uns in 6 Gruppen a 12 Tiere und einer Gruppe a 6 Tiere aufgeteilt und in Kafigen

(Makrolon®-Kafige Typ 1V) & 6 Tieren gehalten.

Die Raumtemperatur des Tierstalles betrug 23C, bei einer relativen Luftfeuchtigkeit
von 50-55 %. Die Beleuchtung des Raumes erfolgte von 6.00-18.00 Uhr (12h dark-
light-cyclus).

Sojafreie, phytoostrogenarme Pellets (ssniff Spezialdidten, GmBH, Soest, V 1354-
000 ssniff R-Z, 10 mm phyto6strogenarm, Maus/Ratte) als Futter und Wasser
standen den Tieren zur freien Verfigung. Der Anteil der Rohproteine (21,7 %) im
Futter wurde aus der Kartoffel gewonnen. Zu Versuchsbeginn erhielt jeder Kafig
1500g Futter, welches woéchentlich von uns gewogen wurde. Bei Bedarf wurde
wieder aufgefullt und der Verbrauch kontrolliert. Anhand der gewonnenen Daten
konnten wir die tagliche Futteraufnahme pro Kéafig ermitteln. Da die Tiere einer
Gruppe im Durchschnitt gleich viel an Gewicht zunahmen, konnten wir die ungeféhre,

durchschnittliche Futteraufnahme pro Tier und Tag berechnen (s. Abb 3.1 auf S. 28).

Fur den Tierversuch lag eine Genehmigung der Bezirksregierung Braunschweig vor
(Az: 509.42502/01-36.03 vom 13.10.2003 — 31.10.2006). Die Tierversuche wurden
unter der Anleitung und Aufsicht von Frau Dr. D. Seidlova-Wuttke durchgefihrt.
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2.1.2 Versuchsablauf

Nach einer Eingewdhnungsphase von einer Woche fuhrten die anderen Doktoranden
meines Teams und ich die erste quantitative Computertomographiemessung (gXCT
Research SA+, Stratec Medizintechnik, Pforzheim) unter Isofluran (Forene® Abbott
GmbH, Wiesbaden)-Inhalationsnarkose (Inhalationsnarkosegerat Penlon Sigma
Delta, Penlon Ltd. Abingdon, Oxon, UK) durch. Das mittlere Koérpergewicht lag zu
diesem Zeitpunkt bei 239 + 0,99¢.

Unter der Narkose setzten wir den Ratten zur Kennzeichnung einen 2,12 x 13 mm
groBen Transponder (UNO ROESVASTSTAAL BV Zerenaar) subkutan im
Nackenbereich ein. Die zweite CT-Messung fand nach der Sektion statt. Da CT-
Messungen nicht Bestandteil dieser Arbeit sind, wurden sie nur der Vollstandigkeit

halber erwahnt.

2.1.3 Ovarektomie

In der darauf folgenden Woche fand die Ovarektomie (ovx) von 6 der 7 Gruppen
statt. Die siebte Gruppe wurde nicht ovarektomiert, jedoch auch einer Operation
unterzogen, um die gleichen Stressbedingungen zu schaffen. Das mittlere
Kdrpergewicht betrug 246,8 + 4,14q9.

Unter Inhalationsnarkose mit Isofluran wurden zunéchst die Flankenregionen
beidseits rasiert. Zur Er6ffnung der Bauchhohle wurden Haut und Muskulatur
schichtweise durchtrennt. Das Ovar wurde anschlieRend vorgelagert und vom
umliegenden Fettgewebe befreit. Das Ovidukt bzw. der distale Anteil der
Uterushornspitze wurden abgeklemmt und mit Catgut (3 metric; Ethicon,
Norderstedt) ligiert, bevor das Ovar nach Absetzen mittels Skalpell entfernt werden
konnte. Nach Reposition des Uterus in die Bauchhéhle und Kontrolle der Blutung
wurde die Muskulatur mit Catgut (3 metric; s.0.) genéht. Die Haut wurde
anschlieBend mit Michel-Klammern (Martin, Tuttlingen) verschlossen. Die
Ovarektomie wurde von Frau Dr. D. Seidlova-Wuttke und weiteren

wissenschaftlichen Mitarbeitern der Abteilung durchgefihrt.
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2.1.4 Applikation der Testsubstanzen

Unmittelbar nach der ovx erhielten die Ratten von mir und den drei weiteren
Doktoranden des Teams uber einen Zeitraum von 4 Wochen téglich eine s.c.
Injektion der Testsubstanzen E2, ERa-Agonist (ZK 281471) und ERB-Agonist (ZK
281738). Zwei der vier Gruppen, die eine Kombination an Testsubstanzen erhielten,
wurden fir 4 Wochen kontinuierlich mit E2 und dem ERB-Agonisten bzw. dem ERa-
Agonisten und dem ERB-Agonisten behandelt. Die anderen zwei Gruppen erhielten
zunachst fiur zwei Wochen eine Monosubstitution von E2 bzw. dem ERa-Agonisten.
In den darauffolgenden zwei Wochen wurde zusatzlich der ERB-Agonist kombiniert.

Die Substanzen wurden vor der Applikation gemischt.
Um Tieren eine Substanz zu verabreichen, gibt es viele verschiedene Mdglichkeiten.

Das Verfahren der s.c. Injektion ist geeignet, um Uber einen langen Zeitraum eine
konstante Substratkonzentration im Blut zu erzielen. Dies wird durch das
entstehende Depot im subkutanen Fettgewebe, welches von zahlreichen Kapillaren
durchzogen ist, erreicht. Um sich zu vergewissern, dass die Substanz nicht direkt in
ein Kapillargefd3 gelangt, wurde vor jeder Injektion aspiriert. Bevorzugte
Injektionsstellen sind die seitliche Halsregion und der Oberschenkelbereich. Um eine
bei jedem Tier mdglichst gleich schnelle Substratresorbtion zu erzielen, injizierten wir
immer am Oberschenkel. Um Vernarbungen zu vermeiden, wurde taglich die
Injektionsseite gewechselt. Die Substanzmenge betrug 0,2 ml taglich pro Ratte. Die
Applikation erfolgte mit einer Insulinspritze (Becton Dickinson S.A. S. Augustin del
Guadalix Madrid, Spain 1ml) und einer Kanule (Becton Dickinson S.A. Fraga
(Huesca) E-Spain Microlance 3). Die zu applizierenden Substanzen dieser Studie

wurden in einer Oligen Losung aufgelost.
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Gruppe n= | Dosis Zeit

Kontrolle,ovx,sf 12 | 0,2ml/Tier Rizinusol Taglich

E2 (17pB),0vx,sf 12 | 1ug/Tier in 0,2ml Benzylbenzoat/Rizinusol (1:4) Taglich

E2 + ER[,0vx,sf 12 | 1ug/Tier + 50ug/Tier in 0,2ml | Taglich

Benzylbenzoat/Rizinusol (1:4)

ERa + ERB,ovx,sf | 12 | 10ug/Tier + 50ug/Tier in 0,2ml | Taglich
Benzylbenzoat/Rizinusol (1:4)

E2 + ERB | 12 | 1pg/Tier in 0,2ml Benzylbenzoat/Rizinusol (1:4) | Taglich
stufig,ovx,sf fur 14 Tage, dann 1pug/Tier + 50ug/Tier in 0,2ml
Benzylbenzoat/Rizinusdl (1:4) fur 14 Tage

ERa + ERB | 12 | 10ug/Tier in 0,2ml Benzylbenzoat/Rizinusél (1:4) | Taglich
stufig,ovx,sf fur 14 Tage, dann 10ug/Tier + 50ug/Tier in 0,2ml
Benzylbenzoat/Rizinusol (1:4) fir 14 Tage

sham,ovx,sf 6 | 0,2ml/Tier Rizinusol Taglich
n=Tierzahl
Tab. 2.1 Substanzdosierungen

Unmittelbar eine Woche vor der Obduktion wurden die Tiere einer urodynamischen
Blasendruckmessung unter Isofluran-Inhalationsnarkose unterzogen. Das mittlere

Kdrpergewicht lag zu diesem Zeitpunkt bei 260 + 22,069.

Da die urodynamischen Messungen nicht Teil dieser Arbeit sind, werden sie hier nur

erwahnt. An diesen Messungen war ich nicht personlich beteiligt.

2.1.5 Obduktion

Nach einer Applikationszeit von 4 Wochen wurden die Tiere unter CO2-Betdubung
dekapitiert. Das mittlere Korpergewicht lag hier bei 249,9 + 21,249 (s. Abb. 3.1 auf S.
28).

Das Blut wurde zur Serumdiagnostik Uber einem Trichter aufgefangen, auf Eis
gebracht, anschliel3end zentrifugiert und eingefroren (3000 g, 20 min).
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Fur die vorliegende Arbeit wurden die Organe Uterus und Vagina entnommen und in
10% Formaldehyd fur die nachste Aufarbeitung aufbewahrt. Die Obduktion wurde
von Dr. D. Seidlova-Wuttke, weiteren wissenschaftlichen Mitarbeitern der Abteilung

sowie von mir und meiner Arbeitsgruppe durchgefihrt.

2.2 Serumdiagnostik

In den Rattenseren wurden das luteinisierende Hormon (LH), das Thyroidea-
stimulierende Hormon (TSH) und die freien Schilddrisenhormone Trijodthyronin
(fT3) und Thyroxin (fT4) nach dem Prinzip des Radioimmunoassays (RIA) bestimmt.
Hierbei konkurrieren radioaktive und nicht radioaktive Antigene um eine begrenzte
Anzahl von Antikoérperbindungsstellen. Die Menge der radioaktiv markierten
Antigene, welche an die Antikorper gebunden sind, ist umgekehrt proportional zur
Konzentration der Probe. Die Trennung von freiem Antigen und vom Antigen-
1.Antikorper-Komplex erfolgt durch Fallung mit einem 2. Antikorper. Die
Radioaktivitat wurde mit dem Gamma Counter Wizard 1470 (WALLAC, Schweden)

gemessen und mit dem RIA-CALC-Programm ausgewertet.

Ostradiol (E2) ist mit Hilfe des RIA DSL Kits-43 100 (Sinsheim, Germany) untersucht
worden.

Fur die LH-Messung wurden laboreigene RIA-Assays verwendet, welche mit den
Standartkurven, Hormonen und Antikérpern des National Hormone and Pituitary
Program (NIH) arbeiten.

TSH wurde mittels eines selbst entwickelten RIA-Assays (NIAMD, Dr. Parlow,
Torrance Harbour General Hospital CA) diagnostiziert.

Die Schilddriisenhormone fT3 und fT4 wurden mit Hilfe des RIA, Kit DSL-3100, DLS-
3200, bestimmit.

Durchgefuhrt wurden diese Messungen von den technischen Assistentinnen der

Abteilung.
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2.3  Histologische Aufarbeitung von Uterus und Vagin a

2.3.1 Vorbereitung

Sofort nach der Obduktion wurden die Organe (Uterus und Vagina) der Tiere fur 24-
72 Stunden in 10%igem Formalin konserviert. AnschlieBend wurden sie fiir ca. 30
Minuten unter flieRendem Wasser gesaubert. Fur den weiteren Gebrauch mussten
die histologischen Praparate entwdassert und fixiert werden. Dazu wurden die in
Einbettkasten aufbewahrten Schnitte mit Hilfe einer Zitadelle (Leica TP 1020, V 2,0)
nacheinander in verschiedene Alkohol-, Xylol- und Paraffinlésungen getaucht und
aufbewahrt. Die aufsteigende Alkoholreihe diente zur Entwésserung, das Paraffin zur
Stabilisierung der Organe.

Substanz Einwirkzeit
50%iger Alkohol 1 Std.
75%iger Alkohol 1 Std. 20 min.
75%iger Alkohol 1 Std. 20 min.
96%iger Alkohol 1 Std. 20 min.
96%iger Alkohol 1 Std. 20 min.
100%iger Alkohol 1 Std. 20 min.
100%iger Alkohol 1 Std. 20 min.
100%iger Alkohol 1 Std. 20 min.
Xylol 1 Std. 20 min.
Xylol 1 Std. 20 min.
Paraffin 1 Std.
Paraffin 1 Std.

Tabelle 2.2 Schema der Organentwéasserung

Die Einbettkasten wurden, nachdem sie aus der Zitadelle kamen, bis zur endgtltigen
Fixierung in einem Warmeschrank bei 56-62 T (Fa: S chtt Labortechnik, GFL 7601)
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aufbewahrt. Nacheinander wurden die vorbehandelten Organteile in einen
Paraffinblock gegossen (EG 1140 A, Leica). Auf der Kuhlplatte (EG 1140 C, Leica)
wurden sie so lange gekihlt, bis die getrockneten Paraffinblocke aus den

Metallschablonen gelost werden konnten.
Die fertigen Blocke konnten jetzt bei -20C fur 24 Stunden tiefgekuhlt werden.

Spéater wurden die paraffinfixierten noch eingefrorenen Schnitte der Organe mit Hilfe
eines Mikrotoms (Leica Model RM 2135) in Schichten von 3um Dicke geschnitten
und auf einen Objekttrager (SuperFrost®Plus, Menzel GmbH, Braunschweig)
gebracht. Pro Organ fertigte ich 10 Schnitte an. Zum Trocknen kamen die Schnitte
uber Nacht bei 37<C in den Brutschrank.

Die beschriebenen vorbereitenden Schritte wurden von mir unter der Anleitung einer

erfahrenen technischen Assistentin (Fr. H. Briggemann-Meyer) durchgefuhrt.

2.3.2 Féarbung mittels Hamatoxylin und Eosin

Im Anschluss daran flihrte ich selbststdndig eine HE-Farbung (Mayers
Hamalaunlosung, Merck, Darmstadt; Eosin gelblich, Merck, Darmstadt) der Schnitte
durch. Diese bestand aus einer absteigenden Alkoholreihe, der eigentlichen Farbung
und einer aufsteigenden Alkoholreihe. Es wurden jeweils der 4. und 5. Schnitt eines

Organs gefarbt.

Substanz Einwirkdauer
Xylol 10 min.
Xylol 10 min.
Xylol 10 min.
Ethanol 100% 2 min.
Ethanol 100% 2 min.
Ethanol 100% 2 min.
Ethanol 96% 2 min.
Ethanol 96% 2 min.
Ethanol 75% 2 min.
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Aqua dest. 2 min.
Hamatoxylin 50 sec.
Leitungswasser 10 min.
Eosin 40 sec.
Aqua bidest. 5-10 sec.
Ethanol 75% 30 sec.
Ethanol 96% 30 sec.
Ethanol 96% 30 sec.
Ethanol 100% 1 min.
Ethanol 100% 1 min.
Ethanol 100% 2 min.
Xylol 5 min.
Xylol 5 min.
Xylol 5 min.

Tabelle 2.3 Schema der HE-Farbung

Die fertig gefarbten Schnitte wurden nun mit DePeX eingedeckt und fur 24 Stunden

getrocknet.

2.3.3  Mikroskopie

Die angefarbten Praparate (Schnitt 4 und 5 der 10 angefertigten Schnitte pro Organ,
d.h. bei 78 Ratten insgesamt 312 Pr&parate) wurden von mir mit dem Axiophot
Mikroskop (Zeiss) mit integrierter digitaler Kamera, welches mit dem
Computersystem AnalySIS 3.0 (Soft Imaging System GmbH, Olympus, Muinster)
verbunden ist, ausgemessen und fotografiert. Hierbei fertigte ich pro Bild und
auszumessender histologischer Schicht (sprich Myometrium, Endometrium oder
Epithel) jeweils 15 Messungen an. In Abb. 2.1 (s. unten) ist jeweils eine der 15
Messungen beispielhaft dargestellt. Auf diese Weise konnte die Myometrium-,
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Endometrium- und Epitheldicke des Uterus und die Epitheldicke der Vagina
quantifiziert werden (VergréRerung Myometrium und Endometrium 3,125fach bzw.
Epithel des Uterus und der Vagina 25fach). Die Grof3e der quantifizierten Areale
entsprach einem Bildausschnitt in der beschriebenen Vergol3erung. Es erfolgte keine

Aufteilung in Quadranten.

Abb. 2.1.: Beispiel der Dickemessungen

(oben links Uterus: myo=Myometriumdicke, endo=Endometriumdicke; oben rechts Uterus:
epit=Epitheldicke; unten links Vagina: epit=Epitheldicke)
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Zusatzlich wurden histomorphologisch am Uterus untersucht (s. Ergebnisteil Abb.
3.5-3.12 auf S. 31-34):

- Myometriumdicke (Hypertrophie und Hyperplasie)

- Endometriumdicke (Hypertrophie und Hyperplasie)

- Uterine und glandulare Epitheldicke (Hypertrophie und Hyperplasie, evitl.

Metaplasie)

- Epithelmorphologie: Vakuolisierung, Nekrosen, Kernbeschaffenheit

- Zellen in der Lamina propria

- Basalmembrandurchgangigkeit

- Drusenvorkommnis und Driisengrol3e

- Mitosen der Epithelschicht (jedes Praparat in einem konstant grof3en

Bildausschnitt in der gegebenen VergréRerung).

Zur Beurteilung der Histomorphologie wurden folgende Quellen genutzt: Haschek et
Rousseaux (1991); Loning et al. (1999a/b); Fazleabas et Strakova (2002); Riede et
al. (2004).

Histomorphologisch wurden an der Vagina untersucht (s. Ergebnisteil Abb. 3.16-3.19
auf S. 41-42):

- Epitheldicke (Hypertrophie und Hyperplasie) mit Anzahl der Epithelschichten

- epitheliale Vakuolenbildung

- Anzahl der epithelialen Mitosen (jedes Praparat in einem konstant grof3en

Bildausschnitt in der gegebenen Vergréf3erung)

- Verhornung der luminalen Schichten

- Zellkernanordnung und Kernbeschaffenheit

- interzellulare Flussigkeitsansammlung

- Basalmembrandurchgangigkeit.

Zur Beurteilung der Histomorphologie wurden folgende Quellen benutzt: Haschek et
Rousseaux (1991); Maeda et al. (2000).

Fur die histomorphologische Beurteilung verwendete ich pro Organ nur einen der
zwei angefarbten Schnitte, d.h. ich beurteilte aul3er bei der sham-Gruppe jeweils 12
Uterus- und 12 Vagina-Préaparate pro Gruppe. Bei der sham-Gruppe wertete ich 6
Uterus- und 6 Vagina-Praparate aus (s. Tab. 3.1 auf Seite 37 und Tab. 3.2 auf S.
45).
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2.4  Statistische Auswertung

Fur die statistische Auswertung verwendete ich das Computerprogramm PRISM®
(GraphPad, San Diego, USA).

Aus den Werten der jeweiligen Schnitte ermittelte ich die Mittelwerte in Excel und
Ubertrug diese anschlielend in PRISM®. Auch die ermittelten Werte aus den
histomorphologischen Untersuchungen wurden in PRISM® Ubertragen. Aus diesen
Werten bestimmte ich den Mittelwert und den Standardfehler des arithmetischen
Mittels (SEM) der einzelnen Gruppen und stellte sie graphisch in Saulendiagrammen
dar.

Die Signifikanz ermittelte ich mit einer einfachen Varianzanalyse fur wiederholte
Messungen eines Faktors (ANOVA) und anschlieBendem Dunnett's Comparison
Test. Das Signifikanzniveau wurde auf p<0,05 festgelegt. Hierbei wurde zum einen
die Kontrollgruppe (bei Signifikanz mit * im Graphen gekennzeichnet) und zum
anderen die sham-ovx Gruppe (bei Signifikanz mit ** im Graphen gekennzeichnet)

mit den anderen Gruppen verglichen.
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3 Ergebnisse

3.1 Futteraufnahme

Futteraufnahme
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**n<0,05 vs sham
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Abb. 3.1 Durchschnittliche Futteraufnahme pro Tier/  Tag innerhalb von 4 Wochen

Die hochste durchschnittliche Futteraufnahme fand sich in der Kontrollgruppe mit
16,25+3,16¢/Tier/Tag, gefolgt von der Ostradiolgruppe mit Futtermengen von
15,42+1,869/Tier/Tag. In allen tbrigen Gruppen waren die Werte niedriger, doch
waren sie nur in den mit ERa- und ERB-Agonisten in Kombination (sowohl
kontinuierlich, als auch zeitversetzt) behandelten Gruppen signifikant zur
Kontrollgruppe erniedrigt und entsprachen ungefahr der physiologischen

Futteraufnahme durch die sham-ovx Gruppe.
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3.2  Korpergewicht

Kdrpergewicht
400+
*p<0,05 vs Kontrolle
**n<0,05 vs sham
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Abb. 3.2 Finales Kdrpergewicht nach 4-wdchiger s.c. Applikation der Substanzen

Die Korpergewichte aller substanzbehandelten Tiere sowie die der sham-ovx Gruppe
waren signifikant erniedrigt zu den Korpergewichten der ovarektomierten
Kontrollgruppe. Die Korpergewichte der Kontrollgruppe waren mit 295,3+30,769g
signifikant erhéht zu denen der sham-ovx Gruppe mit 237,7+£10,71g. Alle
Korpergewichte der substanzbehandelten Gruppen bewegten sich in dem Bereich
der physiologischen sham-ovx Gruppe. Diese Gruppe zeigte einen Wert, der dem
praovarektomiert gemessenen mittleren Koérpergewicht aller Tiere vergleichbar war
(239+0,999).
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3.3  Ergebnisse im Uterus

3.3.1 Uterusgewichte

Uterusgewichte

*p<0,05 vs Kontrolle
**n<0,05 vs sham

e
.

s

|
§ *

sham-ovx=
physiologisch

Uterusgewicht (g)

n = Uterusanzahl

Abb. 3.3 Wirkung der verschiedenen Testsubstanzen n  ach 4-wdéchiger Applikation auf

das Uterusfeuchtgewicht der Ratten

Direkt nach der Tétung wurden die Uteri entnommen und gewogen. Es zeigten sich
sowohl in der E2-Gruppe (0,48+0,12 g) als auch in den Kombinationsgruppen E2 und
ERB-Agonist bzw. ERa- und ERB-Agonist und in der sham-ovx Gruppe (0,5+0,149)
eine signifikante Erhéhung des Uterusfeuchtgewichtes im Vergleich zur
Kontrollgruppe (0,11+0,029).
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Abb. 3.4 Fotos der Uteri: links Kontrollgruppe, rec hts E2-Gruppe

3.3.2 Uterushistologie

Folgende Befunde wurden in den einzelnen Versuchsgruppen gefunden:

Abb. 3.5 Uterusquerschnitt und Epithel; Kontrolle,o vX,sf

Abb. 3.6 Uterusquerschnitt und Epithel; E2,0vx,sf
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Abb. 3.7 Uterusquerschnitt und Epithel; E2+ER  B,ovx,sf

Abb. 3.8 Uterusquerschnitt und Epithel; ER  a+ER,ovx,sf

Abb. 3.9 Uterusquerschnitt und Epithel; E2+ER B stufig,ovx,sf
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Abb. 3.10 Uterusquerschnitt und Epithel; ER  a+ER stufig,ovx,sf

Abb. 3.11 Squamdse Metaplasie Uterus; ER  a+ER stufig,ovx,sf
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o

Abb. 3.12 Uterusquerschnitt und Epithel; sham,ovx,s  f

n (Anzahl der untersuchten Uteruspréparate beziglich Dickemessungen) = 156 gesamt (78 Uteri;
Auswertung Schnitt 4 und 5)

Kontrolle,ovx,sf: n = 24 ; E2,0vx,sf: n = 24 ; E2+ERB,ovx,sf: n = 24 ; ERa+ERB,ovx,sf: n = 24 ;
E2+ERp stufig,ovx,sf: n = 24 ; ERa+ERp stufig,ovx,sf: n = 24 ; sham,ovx,sf: n =12

Erklarungen der Abkiirzungen:

myo: Myometrium, endo: Endometrium, epit: Epithel, bm: Basalmembran, v: Vakuolen, s:
spindelfdormige Zellen, z: zystische Drisen, p: pseudopapillare Proliferationen, sm: squamdse
Metaplasie

Kontrolle (s. Abb. 3.5) :

Histologisch zeigte sich in allen Schichten eine Atrophie. Das Epithel war einschichtig
iIsoprismatisch mit kleinen runden, dicht gepackten Zellkernen. Mitosen waren nicht

zu sehen.

Ostradiol (s. Abb.3.6) :

Es fanden sich eine starke Hypertrophie und Hyperplasie in allen Schichten.
Vereinzelt waren zystische Drisen zu finden. In der Lamina propria reihten sich
spindelférmige Zellen an. Das Epithel erschien mehrreihig hochprismatisch (1-3
Reihen) mit langsovalen bis runden Kernen und deutlich erkennbaren Nucleoli.
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Degenerative Verdnderungen, wie zytoplasmatische Vakuolenbildung mit Nekrosen,
waren ebenfalls zu beobachten. Zusatzlich wurden vermehrt squamdse Metaplasien
gesichtet (7/12). Die Basalmembran war durchgehend intakt und deutlich erkennbar.

Die Mitoserate war sehr gering (1/12).

Ostradiol und der ER B-Agonist 4 Wochen in Kombination (s. Abb. 3.7)

In allen Schichten waren eine starke Hypertrophie und Hyperplasie zu finden. Die
Drisen erschienen grof3tenteils klein, mit nur wenigen zystischen Veranderungen. In
1 von 12 Féllen war eine pseudopapillare Proliferation des Drisenepithels zu
beobachten. Entlang der Lamina propria reihten sich spindelférmige Zellen auf. Das
Epithel war unregelmaf3ig hoch aufgebaut und reichte von isoprismatisch einreihig
bis hochprismatisch mehrreihig mit einer Vielzahl an squamdsen Metaplasien (7/12).
Das Zytoplasma war vakuolisiert und teilweise schollig aufgelockert. Die Kerne
zeigten sich langsoval bis rund mit teilweise prominenten Nucleoli. Die

Basalmembran war durchgehend intakt. Die Mitoserate lag bei 2/12.

ERa- und der ER B-Agonist 4 Wochen in Kombination (s. Abb. 3.8)

In allen Schichten gab es eine Hypertrophie und Hyperplasie. Entlang der Lamina
propria reihten sich spindelférmige Zellen an. Besonders auffallig waren die in allen
Praparaten zu findenden sehr grofR3en, zystischen, aber einzeln stehenden Driisen
mit gelegentlichem Sekretinhalt und abgeflachtem Epithel. Im Drisenepithel stellten
sich viele pseudopapillaren Proliferationen dar. Zudem fand sich eine scharfe
Begrenzung zwischen Myometrium und Endometrium und eine deutliche Schichtung
des Myometriums. Das Lumenepithel war unregelmafRlig hoch und reichte von
isoprismatisch einreihig bis hochprismatisch mehrreihig mit vielen squamdésen
Metaplasien (11/12). Es zeigten sich stark degenerative Veranderungen und grof3e
Vakuolen mit nekrotischen Anteilen. Die Ubrigen Zellkerne waren deutlich
voneinander abgrenzbar und zeigten teilweise prominente Nucleoli. In einem von 12

Praparaten fanden sich Mitosen. Die Basalmembran war durchgehend intakt.

Ostradiol und der ER B-Agonist stufig kombiniert (s. Abb. 3.9)

Auch hier fanden sich in allen Schichten eine Hypertrophie und Hyperplasie. Die

Drusen waren Kklein und vereinzelt. In der Lamina propria fanden sich auch
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spindelférmige Zellen. Das Epithel zeigte sich einreihig isoprismatisch bis mehrreihig
hochprismatisch mit zytoplasmatischer Vakuolisierung. In 9 von 12 Praparaten waren
squamose Metaplasien zu sehen. Die Zellkerne waren rund mit einigen prominenten
Nucleoli, wobei sich die Kernstruktur sehr dicht zeigte. Die Basalmembran war

durchgehend intakt. Die Mitoserate war gering (1/12).

ERa- und der ER B-Agonist stufig kombiniert (s. Abb. 3.10)

Hier fanden sich ebenso eine Hypertrophie und Hyperplasie in allen Schichten und
eine spindelférmige Zellansammlung entlang der Lamina propria. Wie auch in der
kontinuierlichen Applikation der beiden Testsubstanzen fanden sich hier viele sehr
grol3e, zystische, einzeln stehende Drisen (10/12) mit Sekretanh&ufungen. Das
Driusenepithel war sowohl abgeflacht als auch mit pseudopapillaren Proliferationen
(5/12) besetzt. Das Lumenepithel reichte von isoprismatisch bis hochprismatisch
mehrreihig oder mehrschichtig mit in fast allen Praparaten anzutreffenden
squamosen Metaplasien (10/12). Die ubrigen Zellkerne standen sehr weit
auseinander, waren rund und unterschiedlich grof3. Eine Vakuolenbildung war nur
sehr gering vorhanden. Auch hier zeigte sich eine sehr scharfe Begrenzung
zwischen Myometrium und Endometrium und auch die Schichtung des Myomtriums
war sehr deutlich zu erkennen. Ebenso war die Basalmembran aul3erordentlich
deutlich sichtbar und durchgehend intakt. Mitosen fanden sich in 5 von 12

Praparaten.

Sham-ovx Gruppe (s. Abb. 3.12) :

In der sham-ovx Gruppe fanden sich bei allen Tieren eine Hypertrophie und
Hyperplasie des Myometriums und Endometriums. Das Epithel war je nach
zyklischem Zustand unterschiedlich hoch aufgebaut. Es reichte von isoprismatisch
bis hochprismatisch, mit runden bis ovalen Kernen. Die Kernstruktur zeigte sich
sowohl aufgelockert mit deutlichen Nucleoli als auch dicht gepackt. Ebenso war die
Kernanordnung sowohl dicht als auch aufgelockert. Bei einigen Tieren zeigte sich

eine starke Vakuolisierung. Die Basalmembran war durchgehend intakt.
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) o spindelférmige ) ) pseudopapillare
Gewicht epitheliale zystische | squamose _
Gruppe n= _ Zellen der | Drisenepithel-
(9) Mitosen , . Drisen | Metaplasie _ )
Lamina propria proliferation
Kontrolle,ovx,
; 0,11+£0,02 | 12 0/12 0/12 ** 0/12 0/12 0/12
S
E2,0vx,sf 0,48+0,12 | 12 1/12 12/12 */** 3/12 7112 *[** 0/12
E2+ErB,ovx,sf | 0,4440,11 | 12 2/12 12/12 */** 2/12 7112 *[** 1/12
Era-+Erf,0vx,
¢ 0,4510,1 12 1/12 12/12 *[** 12/12 *[** 11/12 *[** 8/12 *[**
S
E2+ Erp
. 0,49+0,1 12 1/12 12/12 */** 0/12 9/12 */** 0/12
stufig, ovx,sf
Era-+Erf3
. 0,54+0,11| 12 5/12 * 12/12 */** 10/12 */** 10/12 */** 5/12 *[**
stufig,ovx,sf
sham,ovx,sf | 0,540,14 | 6 1/6 2/6 * 0/6 0/6 0/6
n = Anzahl der Praparate
Tab. 3.1 Zusammenfassung der histomorphologischen E rgebnisse im Uterus der ovx

und substanzbehandelten Ratten

*p<0,05 vs Kontrolle; **p<0,05 vs sham

Erklarungen:
- spindelférmige Zellen der Lamin propria: als Zeichen der éstrogenen Wirkung
- zystische Drisen: als Reaktion auf éstrogene Wirkungen
- squamose Metaplasie: als Zeichen hyperdstrogener Wirkungen
- pseudopapillare Driisenepithelproliferation: als Zeichen einer einfachen Hyperplasie.

(Quellen: Haschek et Rousseaux (1991); Léning et al. (1999a/b); Fazleabas et Strakova (2002); Riede
et al. (2004))
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Zur Ubersicht die statistische Auswertung der einzelnen Uterusschichten:

Myometrium, Uterus

*p<0,05 vs Kontrolle
**p<0,05 vs sham

sham-ovx=
physiologisch

Myometriumdicke (pm)

n = Anzahl der untersuchten Uteruspraparate

Abb. 3.13 Durchschnittliche Myometriumdicke in den einzelnen Gruppen

Es fand sich in allen Tiergruppen eine signifikante Erhéhung der Myometriumdicke
im Vergleich zur Kontrollgruppe (249,7+30,31um). In der Kontrollgruppe wiederum
war die Myometriumdicke signifikant erniedrigt zur sham-ovx Gruppe
(390,9+49,53um). Bis auf die Gruppe, die eine kontinuierliche Kombination aus den
ERa- und ERB-Agonisten erhielt, zeigten alle substanzbehandelten Gruppen eine
signifikante Erh6hung im Vergleich zur sham-ovx Gruppe. Die starkste Erhéhung
fand sich in der E2-Gruppe (497,3+63,35um).
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Endometrium, Uterus

*p<0,05 vs Kontrolle
**n<0,05 vs sham

1000+

sham-ovx=
physiologisch

750+

500+

Endometriumdicke (um)

250+

n = Anzahl der untersuchten Uteruspraparate

Abb. 3.14 Durchschnittliche Endometriumdicke in den einzelnen Gruppen

Auch in der Endometriumdicke fand sich in allen Tiergruppen eine signifikante
Erhéhung im Vergleich zur Kontrollgruppe (316+49,99um). Hier zeigte sich die
starkste Erhéhung in der Kombinationsgruppe E2 und ER[-Agonist in 4-wéchiger
Kombination (881,9+149,6um). Die Kontrollgruppe und auch die Gruppe, die eine
stufige Applikation von E2 und dem ERB-Agonisten (681,1+136,4um) erhielt, zeigten
eine signifikante Erniedrigung zur sham-ovx Gruppe (820,3£202,1um).

39



3 Ergebnisse

Epithel, Uterus

*p<0,05 vs Kontrolle
**p<0,05 vs sham

sham-ovx=
physiologisch

Epitheldicke (um)

n = Anzahl der untersuchten Uteruspraparate

Abb. 3.15 Durchschnittliche Epitheldicke in den ein zelnen Gruppen

Wie auch schon bei der Myometriumdicke und der Endometriumdicke deutlich
wurde, kam es auch in den Epitheldicken zu einer signifikanten Erh6hung in allen
Tiergruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe (9,48+1,5um). Die niedrigste Stimulation
unter den Testsubstanzen fand sich in der Gruppe, die die stufige Applikation des
ERa- und ERp-Agonisten erhielt (31,074£8,35um). Zudem kam es zu einer
signifikanten Epithelverdickung im Vergleich zur sham-ovx Gruppe (24,8£8,43um)
bei den Tiergruppen E2 (41,0748,86um), E2 + ERB-Agonist 4 Wochen
(37,13+13,07um), ERa- + ERB-Agonist 4 Wochen (42,88+12,48um) und E2 + ERp-
Agonist stufig kombiniert (43,07£8,75um).
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3.4  Ergebnisse in der Vagina

Im physiologischen Zyklus beeinflusst Ostrogen in der Vagina hauptsachlich die
Anzahl der Epithelschichten und die luminale Verhornung.

Folgende Befunde wurden in den einzelnen Versuchsgruppen gefunden:

Abb. 3.16 Vaginalepithel; links: Kontrolle,ovx,sf, rechts: E2,0vx,sf

/

50um
P——

Abb. 3.17 Vaginalepithel; links: E2+ER  B,ovx,sf, rechts: ER a+ER,ovx,sf

41



3 Ergebnisse

Abb. 3.18

Metdstrus Didstrus

Abb. 3.19 Vaginalepithel; sham,ovx,sf

n (Anzahl der untersuchten Vaginapréaparate beziiglich Dickemessungen) = 156 gesamt
Kontrolle,ovx,sf: n = 24 ; E2,0ovx,sf: n = 24 ; E2+ER,0vx,sf: n = 24 ; ERa+ERB,ovx,sf: n =24 ;
E2+ER stufig,ovx,sf: n = 24 ; ERo+ER( stufig,ovx,sf: n = 24 ; sham,ovx,sf: n =12
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Erklarungen der Abkiirzungen:

epit: Epithel, bm: Basalmembran, mi: Mitose, ve: verhorntes Epithel, icr: Interzellularraum, nu:

balloniertes Epithel mit prominentem Nucleolus, mu: muzindse oberflachliche Schicht

Kontrolle (s. Abb. 3.16 links)

Das Vaginalepithel war atrophisch mit 1-3 Zellschichten. Die Zellen erschienen Kklein.
Luminal gab es keine Verhornung. Die Basalmembran war durchgehend intakt.

Mitosen fanden sich keine.

Ostradiol (s. Abb. 3.16 rechts)

Unter Ostradiol kam es zu einer starken Hypertrophie und Hyperplasie des
Vaginalepithels. Es fanden sich 10-15 Zellschichten und eine Verhornung der
luminalen Epithelschichten. Die Kerne waren in den basalen Schichten dicht
angeordnet und zeigten dort Mitosen (7/12). In den folgenden Schichten erschienen
die Zellkerne ballonartig aufgelockert und gelichtet mit prominenten Nucleoli. Die

Basalmembran war durchgehend intakt.

Ostradiol und der ER B-Agonist 4 Wochen in Kombination (s. Abb. 3.17 link S):

Auch hier kam es zu einer Hypertrophie und Hyperplasie im Epithel mit 10-12
Zellschichten. Luminal war eine Verhornung des Epithels zu finden. Die Kerne lagen
basal nicht sehr dicht gepackt und gut voneinander abgrenzbar. Die
Interzellularraume waren bei einigen Tieren ddematds geweitet. Vereinzelt zeigten
sich vakuolisierte Zellkerne mit deutlich erkennbarem Nucleolus. Die Basalmembran

war durchgehend intakt. Mitosen waren nicht zu beobachten.

ERa- und der ER B-Agonist 4 Wochen in Kombination (s. Abb. 3.17 rech ts):

Hier fanden sich ebenso eine Hypertrophie und Hyperplasie im Vaginalepithel mit 8-
10 Schichten. In den luminalen Schichten kam es zu einer Verhornung. Bereits in
den basalen Schichten erschienen die Zellkerne balloniert und waren deutlich
voneinander abgrenzbar. Auch in den folgenden Schichten zeigten sich die Kerne
balloniert, unregelmafig grof3 und mit prominenten Nucleoli. In allen Praparaten
erschienen die Interzellularraume Odematds geweitet. Die Basalmembran war

durchgehend intakt. Mitosen waren in 3 von 12 Praparaten vorhanden.
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Ostradiol und der ER B-Agonist stufig kombiniert (s. Abb. 3.18 links)

Ebenfalls in der Stufenapplikation der beiden Substanzen kam es zu einer
Hypertrophie und Hyperplasie des Epithels in der Vagina mit 10-13 Zellschichten.
Auch hier war das luminale Epithel verhornt. Die InterzellularrAume zeigten sich
0dematts geweitet und die Kerne balloniert mit prominenten Nucleoli. In den basalen
Schichten lagen die Kerne dicht und vereinzelt fanden sich Mitosen (5/12). Die

Basalmembran war durchgehend intakt.

ERa- und der ER B-Agonist stufig kombiniert (s. Abb. 3.18 rechts)

Es fanden sich eine Hypertrophie und Hyperplasie des Vaginalepithels mit 6-10
Schichten. Die luminalen Schichten waren stark verhornt. Das Epithel und die
Interzellularraume erschienen in allen Praparaten 6édematds gequollen. Die Zellkerne
in den luminalen Schichten waren stark balloniert mit prominenten Nucleoli zu
beobachten. Die basalen Zellkerne lagen nicht sehr dicht und zeigten vereinzelte

Mitosen (4/12). Die Basalmambran war durchgehend intakt.

Sham-ovx Gruppe (s. Abb. 3.19) :

Durchschnittlich zeigte sich eine Verdickung des Vaginalepithels, jedoch befanden
sich die einzelnen Tiere in unterschiedlichen Zyklen. In der prodstrischen Phase war
das Epithel dick und bestand aus 8-13 Schichten. Das oberflachliche Schicht zeigte
muzinése Umwandlungen. Die Tiere, die sich im Ostrus befanden, zeigten 6-10
Epithelschichten und eine oberflachlich verhornte Schicht, die zum Teil ins Lumen
abgestolRen wurde. Im Metdstrus zeigte sich ein dinnes Epithel mit ins Lumen
abgestol3enen verhornten Schichten. In der didstrischen Phase bestand das Epithel
aus 8-9 Schichten und die Zellen prasentierten sich in den oberen Schichten

polygonal bis rund.
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Zelllagen
) ) interzellulares
Gruppe n= 1-5 >5 bis <10 210 Verhornung Mitosen .
Odem
Kontrolle,ovx, sf | 12 12/12 0/12 0/12 0/12 0/12 -
E2,ovx,sf 12 0/12 0/12 12/12 12/12 7/12 * +
E2+Erf,ovx,sf 12 0/12 0/12 12/12 12/12 0/12 +
Era+ErB,ovx,sf | 12 0/12 12/12 0/12 12/12 3/12 ++
E2+ErB
. 12 0/12 0/12 12/12 12/12 5/12 ++
stufig,ovx,sf
ERa+ErB
_ 12 0/12 12/12 0/12 12/12 4/12 ++
stufig,ovx,sf
Abhangig vom jeweiligen Zyklusstand:
sham,ovx,sf
6 | prosstrus 1/6 - Ostrus 1/6 - Metdstrus 2/6 - 6/6 2/6 +

DiOstrus 2/6

n = Anzahl der Préparate

Tab. 3.2

Zusammenfassung der histomorphologischen Er
und substanzbehandelten Ratten (Erklarung: - kein Effekt, + Effekt, ++ starker

Effekt)

*p<0,05 vs Kontolle; **p<0,05 vs sham

Quellen zur Beurteilung: Haschek et Rousseaux (1991); Maeda et al. (2000)
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Zur Ubersicht die statistische Auswertung der Epitheldicken der verschiedenen
Gruppen:

Vagina, Epithel
*p<0,05 vs Kontrolle
120+ ok **n<0,05 vs sham

1104 *k
*k

100+ * ** % *k

sham-ovx=
physiologisch

Epitheldicke (um)
5

n = Anzahl der untersuchten Vaginapraparate

Abb. 3.20 Durchschnittliche Epitheldicke der Vaginae

Es zeigte sich deutlich ein signifikanter Stimulationseffekt auf das vaginale Epithel
durch die verabreichten Testsubstanzen bzw. in der sham-ovx Gruppe
(65,82+22,92um) im Vergleich zur Kontrollgruppe (17,08+2,51um). Diese zeigte eine
signifikant  niedrigere  Epitheldicke als die  sham-ovx  Gruppe. Die
Testsubstanzgruppen wiederum zeigten eine signifikante Erhéhung der Epitheldicken
im Vergleich zu sham-ovx Gruppe. Hierbei war die Stimulation durch E2 am
starksten (106,3+20,47um). Der Vergleich der Stimulationseffekte durch die
Kombinationen der Testsubstanzen untereinander prasentierte keine nennenswerten

Unterschiede.
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3.5 Hormonwerte im Serum

3.5.1 Ostradiol

Serumwerte E2
*p<0,05 vs Kontrolle

**p<0,05 vs sham

N

Serum E2 (pg/ml)

T~ sham-ovx=
d- physiologisch

SEM

n = Anzahl der Tiere
Kontrolle,ovx,sf: n =12 ; E2,0ovx,sf: n = 12 ; E2+ER[,0vx,sf: n =12 ; ERa+ERB,ovx,sf: n =12 ;
E2+ERp stufig,ovx,sf: n = 12 ; ERa+ERp stufig,ovx,sf: n = 12 ; sham,ovx,sf: n =6

Abb. 3.21 Wirkung der verschiedenen Testsubstanzen auf den Ostradiolspiegel im Serum

der Ratten

Mit der radioimmunologischen Messung im Serum wurde untersucht, in welcher
Hohe sich die subkutan resorbierten Testsubstanzen nach 4-wdchiger Applikation im
Serum der Ratten widerspiegeln.
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Sowohl die mit E2 behandelte Gruppe als auch die in Kombination mit E2 und dem
ERB-Agonisten bzw. dem ERa- und ERB-Agonisten behandelten Gruppen zeigten
eine signifikante Erhéhung des Serumdéstradiolspiegels verglichen mit der Kontroll-
und sham-ovx Gruppe (11,82+3,99pg/ml bzw. 18,16+9,45pg/ml). Die mit den ERa-
und ERpB-Agonisten behandelten Gruppen wiesen einen hoheren Ostradiolspiegel
(197,3£57,97pg/ml  kontinuierlich;  196,8+89,53pg/ml  stufig) auf als die
Kombinationsgruppen mit E2 und dem ERB-Agonisten (148,4+31,60pg/mi
kontinuierlich; 151,0+£74,52pg/ml stufig). Auch die sham-ovx Gruppe prasentierte

hohere Werte als die Kontrollgruppe, doch waren diese nicht signifikant.

3.5.2 Luteinisierendes Hormon (LH)

30 Serumwerte LH
kol *p<0,05 vs Kontrolle
**p<0,05 vs sham
T 201
g
T
|
S
2
8 101
0 sham-ovx=
physiologisch
4
&,\o\
NS

n = Anzahl der Tiere
Kontrolle,ovx,sf: n =12 ; E2,0ovx,sf: n = 12 ; E2+ER,0ovx,sf: n =12 ; ERa+ERB,ovx,sf: n =12 ;
E2+ER stufig,ovx,sf: n = 12 ; ERo+ER( stufig,ovx,sf: n = 12 ; sham,ovx,sf: n =6

Abb. 3.22 Wirkung der verschiedenen Testsubstanzen auf den LH-Spiegel im Serum der

Ratten
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Sowohl die mit E2 (2,72+2,21ng/ml) als auch die mit den Kombinationen E2 und dem
ERB-Agonisten (2,18+1,33ng/ml kontinuierlich; 2,44+1,14ng/ml stufig) bzw. dem
ERa- und ERB-Agonisten (0,58+0,84ng/ml kontinuierlich; 0,73+0,70ng/ml stufig)
behandelten Tiere und die sham-ovx Gruppe (0,57+0,60ng/ml) zeigten signifikant

niedrigere LH-Spiegel im Serum als die Kontrollgruppe (22,79+8,42ng/ml).

3.5.3 Thyreoidea-Stimulierendes Hormon (TSH)

Serumwerte TSH

H
[E=Y
]

*p<0,05 vs Kontroll
**p<0,05 vs sham

© o o B~
~N 00 © o
Pl W S |

0.6+

o
a1
1

Serum TSH (ng/ml)
o
i

sham-ovx=
physiologisch

© o
N W
L1

.c
[y
]

o
o

n = Anzahl der Tiere

Abb. 3.23 Wirkung der verschiedenen Testsubstanzen auf den TSH-Spiegel im Serum der
Ratten

Die TSH-Spiegel im Serum wurden durch keine der Testsubstanzen signifikant
beeinflusst, doch kam es zur starksten Erhdhung unter E2 (0,94+0,45ng/ml) und zu
einer Erniedrigung unter den Kombinationen von E2 und dem ERB-Agonisten bzw.

dem ERa- und ERPB-Agonisten. Der physiologische Serumspiegel der sham-ovx
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Gruppe war mit 0,36+0,25ng/ml der niedrigste aller Gruppen. Der Spiegel der
Kontrollgruppe lag bei 0,87+0,62ng/ml.

3.5.4 Freies Trijodthyronin (fT3)

Serumwerte fT3
*p<0,05 vs Kontrolle
**p<0,05 vs sham

sham-ovx=
physiologisch

Serumwerte fT3 (pmol/l)

n=12
T
N
&
& >
© P
SEM
n = Anzahl der Tiere
Abb. 3.24 Wirkung der verschiedenen Testsubstanzen auf den fT3-Spiegel im Serum der

Ratten

Der Serumspiegel an freiem T3 war in keiner der Gruppen signifikant verandert.

Doch wiesen alle Gruppen einen niedrigeren Spiegel als die sham-ovx Gruppe
(7,15+1,34pmol/l) auf.
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3.5.5 Freies Thyroxin (fT4)

Serumwerte fT4

*p<0,05 vs Kontrolle
**p<0,05 vs sham

3.5 -
> T ==
-
S 2.5
g
;: 2.04 sham-ovx=
e physiologisch
]
o 1.5-
=
5
5 1.0
%)
0.5+
n=12
0.0 .
$
S+
&
© &
SEM
n = Anzahl der Tiere
Abb. 3.25 Wirkung der verschiedenen Testsubstanzen auf den fT4-Spiegel im Serum der

Ratten

Der Serumspiegel von freiem T4 zeigte in der Gruppe, die kontinuierlich mit E2 und
dem ERB-Agonisten (1,69+0,22ng/dl) behandelt wurde, eine signifikante
Erniedrigung verglichen zur Kontrollgruppe und die Gruppe, die kontinuierlich mit
dem ERa- und ERpB-Agonisten (3,03+0,71ng/dl) behandelt wurde, eine signifikante
Erhéhung der Serumwerte im Vergleich zur sham-ovx Gruppe (2,17+0,46ng/dl). In
den zeitlich versetzt mit den Testsubstanzen behandelten Gruppen, sah die Tendenz

ahnlich aus, jedoch waren hier die Veranderungen nicht signifikant. Die zeitlich
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versetzte Kombination von E2 und dem ER[B-Agonisten (2,15+0,35ng/dl) prasentierte
der sham-ovx Gruppe vergleichbare Werte.
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4 Diskussion

4.1  Zelsetzung

Aufgrund der durch die Heart and Estrogen/Progestin Replacement Study (HERS)
und der durch die Women’s-Health-Initiative (WHI)-Studie beschriebenen
Risikoerh6hungen fur u. a. Mammakarzinome und kardiovaskulare Erkrankungen
durch die klassische HRT wird die Suche nach immer selektiveren Therapeutika grof3
geschrieben. Durch die Entdeckung der selektiven Ostrogenrezeptormodulatoren
(SERMs) mit gewebespezifischen 6strogenen und anti-0strogenen Wirkungen war
man diesem Ziel schon naher gekommen. Jedoch besitzen die bis heute
pharmakologisch einsetzbaren SERMs sowohl positive, erwinschte als auch

unerwiinschte Effekte der Hormontherapie mit Ostrogenen.

Mit der Entdeckung des zweiten Ostrogenrezeptors B im Jahre 1996 stellte sich
fortan die Frage, welche genaue Wirkung er besitzt bzw. inwiefern man sich die neu
gewonnenen Erkenntnisse im Hinblick auf selektive pharmakologische Wirkungen zu

Nutze machen kann.

Ziel dieser Studie war es herauszufinden, ob die langzeitliche, kontinuierliche
Substitution eines selektiven ERPB-Agonisten zu jeweils Ostradiol und einem
selektiven ERa-Agonisten einen modulierenden Effekt auf die durch Ostradiol bzw.
den ERa-Agonisten hervorgerufenen Effekte hat. In dieser Studie haben wir anhand
des Modells der ovx Ratte die Effekte auf das Korpergewicht, die Futteraufnahme,

den Uterus, die Vagina und den Hormonstatus studiert.

Zusatzlich galt es herauszufinden, ob sich eine zeitversetzte Substitution des ERp-
Agonisten zu jeweils Ostradiol und dem ERa-Agonisten in einer anderen Weise an
bereits oben genannten Organ- und Hormonsystemen niederschlagt oder sich gar
eine Notwendigkeit der Vorbehandlung mit E2 oder dem ERa-Agonisten zur
Wirkfahigkeit des ERB-Agonisten zeigt.

Des Weiteren wurden die Effekte mit den physiologischen Verhdaltnissen einer

intakten Gruppe verglichen.
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Hierbei ist es u. a. von Interesse, ob sich die gewonnenen Resultate mit den
Erwartungen, die man nach der ,Gustafsson’schen Yin-Yang-Theorie* hat (s. 1.8.4
auf S. 9), decken.

Zur Testung dieser Wirkungen wurden die Messungen der Uterusgewichte, die
histologische Aufarbeitung des Uterus und der Vagina sowie die radioimmunologisch

gemessenen Serumwerte an Ostradiol, LH, TSH, fT3 und fT4 verwendet.
Ostradiol diente als positive Kontrolle fiir die Ergebnisse der Versuchsreihen.

Eine intakte, nicht ovarektomierte Gruppe von Ratten galt als physiologische

Referenz.

Am Uterus ware eine antagonisierende oder modulierende Wirkung des
substituierten ERB-Agonisten auf die von Ostradiol und dem ERa-Agonisten
hervorgerufenen Effekte winschenswert, um den in der Menopause auftretenden
Endometriumhyperplasien und der daraus resultierenden Gefahr der Entwicklung

eines Endometriumkarzinoms entgegenzuwirken.

An der Vagina hingegen ware eine antagonisierende Wirkung weniger
winschenswert, da dies keine Linderung der durch die Menopause hervorgerufenen

Beschwerden erbringen wirde.

Ebenso wére fur die Futteraufnahme, das Kérpergewicht und das Hormonsystem ein

hemmender Effekt weniger wiinschenswert.

Die Ergebnisse liefern weitere Daten Uber die in-vivo-Wirkung des erst spéter
entdeckten und in seiner Bedeutung noch nicht vollstandig verstandenen
Ostrogenrezeptors B und geben damit einen Ausblick auf die eventuelle

therapeutische Verwendbarkeit von selektiven Ostrogerezeptoragonisten.

4.2  Wirkungen auf die Futteraufnahme und das Koérper  gewicht

Ovarektomierte Nagetiere nehmen innerhalb kirzester Zeit stark an Gewicht zu,
prasentieren eine abnehmende motorische Aktivitat und eine einsetzende
Hyperphagie (Shimomura et al. 2002). Direkte Effekte von Ostrogen auf die
Hypothalamus-Hypophysen-Achse und somit auf die Expression von Neuropeptiden,
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die fur die Nahrungsaufnahme regulierend wirken (wie z. B. Neuropeptid Y,

Corticotropin-releasing-hormone), kénnen diese Effekte teilweise erklaren.

Da im weiblichen Fettgewebe auch der ERP anzufinden ist und diesem
dstrogenvermittelte, antiproliferative und prodifferenzierende Effekte zugeschrieben
werden (Dieudonné et al. 2004), ist diese Aussage fur die vorliegende Studie

relevant.

Die Tiere wurden mit sojafreiem Futter versorgt, um jeden &Ostrogenen
Umwelteinfluss zu minimalisieren. Bu et al. (2005) zeigten, dass die Ublicherweise
verwendeten Rattenfutter Soja enthalten und einen Einfluss auf den
Rattenmetabolismus haben. Sie fuihren u. a. zu einer Gewichtsabnahme und zu einer

sinkenden Fetteinlagerung.

Im Rahmen dieser Arbeit war die ungefahre, durchschnittliche Futteraufnahme (s.
Abb. 3.1 auf S. 28) der mit E2 und den Ostrogenrezeptoragonisten behandelten
Tiere niedriger als die der Kontrolltiere. Jedoch war nur die Futteraufnahme der mit
ERa und ERPB in Kombination behandelten Tiere signifikant erniedrigt zur
Kontrollgruppe und entsprach ungefahr der physiologischen Futteraufnahme durch

die sham-ovx Gruppe.

Roesch (2006) zeigte, dass die Futteraufnahme durch Ostradiol und den selektiven
ERa-Agonisten PPT (4,4’,4“-(4-propyl-[1H]-pyrazole-1,3,5-triyl)trisphenol) signifikant
reduziert wird. Der selektive ERB-Agonist DPN (2,3-bis(4-hydorxyphenyl)-
propionitrile) hatte hingegen keinen Effekt. Asarian et Geary (2006) schrieben
neuronalen ERa appetitsenkende Eigenschaften zu.

Die Ergebnisse dieser Arbeit widersprechen der Annahme, dass die gleichzeitige
Aktivierung des ER[ einen hemmenden Einfluss auf die vom ERa hervorgerufenen
Wirkungen auf die Futteraufnahme hat, sei es in der durchgangig gleichzeitigen

Aktivierung oder in der zeitversetzt zusatzlichen Aktivierung des ERp.

Ebenso waren die Korpergewichte (s. Abb. 3.2 auf S. 29) der mit E2 und den
Ostrogenrezeptoragonisten behandelten Tiere sowie die der sham-ovx Gruppe
signifikant erniedrigt zu den Kérpergewichten der Kontrollgruppe. Die Kérpergewichte
der Kontrollgruppe waren signifikant héher als in der sham-ovx Gruppe. Alle
Korpergewichte der substanzbehandelten Gruppen bewegten sich in dem Bereich
der physiologischen sham-ovx Gruppe. Diese Gruppe hatte einen Wert, der
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vergleichbar ist mit dem praovarektomiert gemessenen mittleren Kdrpergewicht aller
Tiere. Wie weiter oben bei der Futteraufnahme geschildert, beschreibt Roesch
(2006) den gleichen Effekt von Ostradiol und dem ERa-Agonisten auf das
Kdrpergewicht. Unter beiden Substanzen kommt es zu keiner ovx-induzierten
Gewichtszunahme. Der ERPB-Agonist hat hier ebenso keinen hemmenden Effekt
ausgeldst. Seidlovad-Wuttke et al. (2008) zeigten an Untersuchungen mit den
gleichen selektiven Ostrogenrezeptoragonisten, die in der vorliegenden Studie
verwendet wurden, sprich 16alpha-LE2 und 8beta-VE2, dass die alleinige
Verabreichung des ERa-Agonisten zu keiner Gewichtszunahme fuhrte. Die alleinige
Verabreichung des ERB-Agonisten fuhrte jedoch nur in sehr hohen Dosen
(100ug/Tier/Tag) zu einer verminderten Gewichtszunahme. Dieser Effekt kann mit

der in hohen Dosen auftretenden geringen Wirkung auf den ERa erklart werden.

Auch bei der Betrachtung des Korpergewichts widersprechen die Ergebnisse dieser
Studie der Annahme, dass die Aktivierung des ERB einen hemmenden Effekt auf die
vom ERa hervorgerufenen Wirkungen hat. Auch hier spielt die Zeit der Kombination
keine Rolle.

Warum es nicht unter allen substanzbehandelten Gruppen, insbesondere der
Ostradiolgruppe, zu einer signifikanten Abnahme der Futteraufnahme, verglichen mit
der ovarektomierten Kontrollgruppe, kam, kann durch andere Wirkungen erklart
werden. Unter 6stogenem Einfluss kommt es zu einer gesteigerten motorischen
Aktivitat und daraus lasst sich folglich ein erhohter Kalorienbedarf ableiten
(Shimomura et al. 2002; Gorzek et al. 2007). Zuséatzlich sind die inhibitorischen
Wirkungen auf die Aktivitat der Lipoprotein-Lipase (LPL), die fur die Fettaufnahme in
die Adipozyten zustandig ist, die katabolen Wirkungen auf die Fettoxidation im
Muskelgewebe und die verstarkte Lipolyse in Adipozyten zu nennen (Pedersen et al.
2004; D’Eon et al. 2005). Diese Aussage wird durch das Ergebnis der
Kdrpergewichte unterstitzt. Hier stellte sich in allen Gruppen, aul3er der
Kontrollgruppe, ein signifikant niedrigeres Gewicht ein. So scheint es zu einer von
der Futteraufnahme unabhangigen verminderten Gewichtszunahme zu kommen.
Erganzend lasst sich noch hinzufiigen, dass die Futteraufnahme der Ostradiolgruppe
optimal reguliert war und sich im Rahmen der physiologischen Futteraufnahme von
13-18¢g/Tier/Tag befand.

Die Verabreichung des ERa-Agonisten in Kombination mit dem ERB-Agonisten hatte

die starksten reduzierenden Effekte auf die Futteraufnahme. Die Wirkungen von
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Ostradiol, isoliert oder in Kombination mit dem ERB-Agonisten, waren geringer und
kénnen sich durch eine niedrigere Dosierung (1pg/Tier/Tag) als die des ERa-
Agonisten (50ug/Tier/Tag) erklaren lassen. Dass die zusatzliche Wirkung von
Ostradiol auf den ERB Grund fur die minimal geringere Wirkung auf die
Futteraufnahme verantwortlich ist, ist unwahrscheinlich, da die Kombination mit dem
selektiven ERB-Agonisten eine starkere Wirkung erzielte, als Ostradiol allein. Die hier
verwendete Dosis des ERB-Agonisten von 50 pg/Tier/Tag liegt jedoch zwischen den
bisher untersuchten Dosierungen von 10 und 100ug/Tier/Tag und kénnte somit
schon geringe zuséatzliche Wirkungen auf den ERa hervorrufen und folglich die
Effekte verstarken.

Zusammenfassend lasst sich fur die Futteraufnahme und das Korpergewicht sagen,
dass es unter der zusatzlichen Stimulation des ERB zu keiner modulierenden oder
hemmenden Antwort kommt. Die ,Yin-Yang“-Theorie wird hiermit also nicht bestétigt.
Dieses Ergebnis macht auch deutlich, dass im Falle einer therapeutischen
Verwendung des ERB-Agonisten in Kombination mit E2 oder dem ERa-Agonisten mit
keiner unerwiinschten Gewichtszunahme zu rechnen ist. Die alleinige Verabreichung

fuhrt hingegen zu einer Zunahme der Futteraufnahme und des Korpergewichtes.

4.3  Wirkungen auf den Uterus

Ostrogene wirken auf den Uterus wachstumsfordernd. Die im Zuge des
Klimakteriums vermehrt auftretenden Endometriumhyperplasien, bedingt durch das
Fehlen der progesteronabhangigen Transformation, bergen ein erhthtes Risiko, an

einem Endometriumkarzinom zu erkranken.

Die gleichzeitige Exprimierung des ERa und ERP im Uterus bietet gute
Voraussetzungen zur Untersuchung der in dieser Studie untersuchten selektiven ER-
Agonisten.

Das primar gemessene Uterusgewicht lieferte erste Aussagen uber eventuelle
proliferative Wirkungen der verabreichten Substanzen. AnschlieBend wurden die
Schichten der Uteri, sprich Myometrium, Endometrium und Epithel, histologisch

untersucht und die einzelnen Schichtdicken statistisch ausgewertet.
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4.3.1 Uterusgewicht

Wie zu erwarten, lagen die Uterusfeuchtgewichte der Kontrollgruppe signifikant unter

denen der Ostradiol- und sham-ovx Gruppe (s. Abb. 3.3 auf S. 30).

Hegele-Hartung et al. (2004) zeigten an hypophysektomierten, juvenilen und GnRH-
antagonisierten Ratten, dass sowohl Ostradiol als auch der selektive ERa-Agonist
16a-LE2 in allen untersuchten Dosen (0,01, 0,1 und 1 pg/Tier) einen stimulierenden
Effekt auf das Uterusfeuchtgewicht haben. Die Effekte unterschieden sich nicht
zwischen den beiden Gruppen. Der selektive ERB-Agonist 83-VE2 hatte wiederum in
diesen Gruppen erst ab einer Dosierung von 0,1 mg/Tier einen stimulierenden Effekt.
An intakten, adulten Ratten zeigten sie, dass Ostradiol und 16a-LE2 eine
dosisabhangige Erhéhung des Uterustrockengewichtes erbrachten (E2 ab 1 pg und
16a0-LE2 ab 10 pg/Tier). 8B-VE2 hatte hier hingegen in keiner Dosierung einen
stimulierenden Effekt.

Hillisch et al. (2004) beschrieben mit den gleichen Substanzen ahnliche Ergebnisse.

E2 und der ERa-Agonist hatten in allen Dosierungen einen vergleichbaren
stimulierenden Effekt auf das Uterusfeuchtgewicht. Der ERB-Agonist zeigte erst ab
100 pg/Tier/Tag stimulatorische Wirkungen. Als Grund fur letztgenannten Effekt
werden Residualeffekte auf den ERa genannt.

Interessanterweise wurde im Rahmen dieser Studie beobachtet, dass die
gleichzeitige Verabreichung des ERB-Agonisten zu E2 bzw. dem ERa-Agonisten,
eine dem Ostradiol vergleichbare Wirkung auf das Uterusfeuchtgewicht hervorruft.
Die Argumentation, dass der ERB einen hemmenden oder modulierenden Effekt auf
die Wirkungen des ERa hat (Gustafsson’sche Yin-Yang-Theorie), kann in diesem
Falle nicht unterstiitzt werden. Ahnliche Ergebnisse stellten Hillisch et al. (2004) fest.
Auch dort zeigte die gleichzeitige Verabreichung des ER-Agonisten zum ERa-
Agonisten keinen antagonisierenden Effekt auf das Uterusgewicht. Die hier
untersuchte zeitversetzt kurzzeitige Kombination filhrte ebenso zu keinem
hemmenden oder modulierenden Effekt durch den ERB-Agonisten auf das
Uterusgewicht.
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4.3.2 Uterushistologie

4.3.2.1 Uterine Schichtdicken

Entsprechend den Ergebnissen der Uterusfeuchtgewichte fand sich in allen drei
Schichten der substanzbehandelten Gruppen und der sham-ovx Gruppe eine

signifikante Dickenerhéhung im Vergleich zur Kontrollgruppe.

Im Myometrium (s. Abb. 3.13 auf S. 38) zeigte sich mit Ausnahme der Gruppe, die
eine kontinuierliche Kombination aus dem ERa- und ERB-Agonisten erhielt, in allen
substanzbehandelten Gruppen eine zusatzlich signifikante Dickeerh6hung im
Vergleich zur sham-ovx Gruppe. Diese Werte liegen somit Uber der physiologischen
Grenze. Doch lag auch die Myometriumdicke dieser Ausnahmegruppe Uber der

physiologischen Grenze.

Die Dicke des Endometriums (s. Abb. 3.14 auf S. 39) zeigte sich in der Gruppe, die

eine zeitversetzte Kombination aus E2 und dem ERp-Agonisten erhielt, signifikant
erniedrigt zur sham-ovx Gruppe. Alle Ubrigen substanzbehandelten Gruppen wiesen

keine signifikanten Unterschiede zur sham-ovx Gruppe auf.

Die Untersuchungen am uterinen Epithel (s. Abb. 3.15 auf S. 40) ergaben in der
Gruppe, die eine zeitversetzte Kombination aus dem ERa- und ER[-Agonisten
erhielt, eine Dickenerh6hung im Vergleich zur sham-ovx Gruppe, die sich aber als
nicht signifikant darstellte. Alle Gbrigen substanzbehandelten Gruppen prasentierten
signifikant erhohte Epitheldicken, verglichen mit der physiologischen sham-ovx

Gruppe.

Trotz einiger Ergebnisse, die teils signifikant unter der physiologischen Grenze lagen,
wird anhand dieser Untersuchungen deutlich, dass die hier verabreichten selektiven
Ostrogenrezeptoragonisten sowohl in kontinuierlich langzeitlicher als auch in
kurzfristiger Kombination zu einem dem Ostradiol vergleichbaren Effekt auf die
uterinen Schichtdicken wirken. Das bedeutet, dass der selektive ERB-Agonist keinen
antagonisierenden Effekt auf die durch E2 und den ERa-Agonisten hervorgerufenen

Wirkungen ausubt.

Diese Ergebnisse korrelieren nicht mit den Erwartungen, die man nach Aussagen
anderer Autoren hat. So besagt die ,Gustafsson’sche Yin-Yang-Theorie“, dass ER(
die durch ERa hervorgerufenen Wirkungen in ERa-dominierten Geweben
modulieren und hemmen kann, indem es entweder als ein transdominanter

Repressor fungiert oder als Konkurrent auftritt (Lindberg et al. 2003). Auch Morani et
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al. (2008) schreiben dem ERPB dem ERa entgegenwirkende Wirkungen zu. Er soll
eher proapoptotische und prodifferenzierende Funktionen aufweisen, wahrend der
ERa fir die Zellproliferation zustandig ist. Anhand des Knockout-Maus-Modells
zeigten sich ahnliche Ergebnisse. BERKO-Mause prasentierten eine Ubertriebene
Antwort auf E2, indem sich sowohl das uterine Lumen und Volumen vergroRRerte als
auch der Proteingehalt und die Sekretion anstieg (Weihua et al. 2000). Zusatzlich soll
der ERB eine Rolle in der Dezidualisierung des Rattenuterus und im fur die Geburt
essentiellen Reifeprozess des menschlichen Gebarmutterhalses spielen (Wada-
Hiraike et al. 2006).

Wie unter 4.3.1 am Uterusgewicht beschrieben, haben die in dieser Studie
verwendeten selektiven ER-Agonisten in alleiniger Verabreichung die zu
erwartenden Ergebnisse geliefert (Hegele-Hartung et al. 2004; Hillisch et al. 2004).

Ahnlich wie in dieser Studie untersucht, kam es auch bei Hillisch et al. (2004) in der
Kombinationsgruppe der beiden ER-Agonisten zu keinem hemmenden Effekt auf das

Uterusgewicht und folglich auf die proliferativen Wirkungen.

Da Ostradiol als natiirlicher Ligand sowohl auf den ERa als auch auf den ERB wirkt,
ware die logische Schlussfolgerung daraus gewesen, dass die zusatzliche
Substitution eines ERB-Agonisten zu Ostradiol einen starkeren hemmenden Effekt
ausubt, als es die Kombination aus den selektiven ERa- und ER[-Agonisten tut.
Diese Erwartung konnte am Uterus anhand dieser in-vivo-Studie jedoch nicht
nachvollzogen werden.

Auch die zeitversetzte Kombination mit dem ERP-Agonisten fuhrte zu keiner
nennenswerten Hemmung der Stimulation.

Die Kombination des ERB-Agonisten zu Ostradiol und dem ERa-Agonisten hat somit
den gewtlnschten Effekt, regulierend auf das Endometrium zu wirken und damit eine
geeignete Hilfe sowohl in der Behandlung von Endometriumhyperplasien wahrend

des Klimakteriums als auch im Rahmen der HRT zu sein, nicht erfullt.

4.3.2.2 Histomorphologie des Uterus

Neben der statistischen Auswertung der Schichtdicken wurde auch die histologische
Morphologie der Uteri lichtmikroskopisch untersucht (s. Abb. 3.5-3.12 auf S. 31-34).
Beurteilt wurden neben der Myometrium-, Endometrium- und Epitheldicke
(Hypertrophie und Hyperplasie, evtl. Metaplasie), die Epithelmorphologie
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(Vakuolisierung, Nekrosen, Kernbeschaffenheit), die Basalmembrandurchgéngigkeit,
das Drisenvorkommnis, die DrisengréRe und das Mitosevorkommen (s.

Zusammenfassung Tab. 3.1 auf S. 37).

Wie erwartet prasentierten sich in der Kontrollgruppe alle Schichten als atrophiert. In
der Ostradiolgruppe zeigten sich zu erwartende Ergebnisse (Haschek et Rousseaux
1991; Fazleabas et Strakova 2002). In allen Schichten fand sich eine starke
Hypertrophie und Hyperplasie, mit einer zur Kontroll- und sham-ovx Gruppe
signifikant vermehrten Anzahl an in der Lamina propria angereihten spindelférmigen
Zellen. Vereinzelt waren zystische Drusen zu finden. Neben degenerative
Veréanderungen waren zusatzlich signifikant (zur Kontroll- und sham-ovx-Gruppe)
vermehrte squamodse Metaplasien vorhanden. Da die Basalmembran durchgehend
intakt war, kam es zu keiner Uber die natirlichen Grenzen hinausgehenden oder

unkontrollierbaren Zellvermehrung. Die Mitoserate war sehr gering.

Die Kombinationsgruppen stellten sich histomorphologisch grundsatzlich ahnlich dar

wie die Ostradiolgruppe. Doch fanden sich auch zu erwahnende Unterschiede.

Sowohl die kontinuierliche als auch die zeitversetzte Kombination aus E2 und dem

ERB-Agonisten lieferte der Ostradiolgruppe vergleichbare Ergebnisse.

Daraus lasst sich schlie3en, dass weder die kontinuierliche noch die zeitversetzt
zusatzliche Substitution des ERB-Agonisten zu E2 modulierend auf die weiter oben

beschriebenen 6strogenen Effekte an der Uterushistomorphologie wirkt.

Die Kombinationen aus dem ERa- und ER[-Agonisten zeigten wiederum einige
Unterschiede. Im Vergleich zur Ostradiolgruppe ansonsten ahnlicher Ergebnisse,
fanden sich zur Kontroll- und sham-ovx Gruppe signifikant vermehrte zystische
Drisen und pseudopapillaren Epithelproliferationen der Drusen. Die stufige
Kombination hatte zudem eine zur Kontrollgruppe signifikant erhéhte Mitoserate. Die
beschriebenen zystisch aufgetriebenen Drisen mit Sekretinhalten entsprechen den
Beobachtungen, welche im Rahmen mit Tamoxifen-Behandlungen gemacht wurden.
Auch hier kam es zu einer zystischen Dilatation der Driisen und einer endometrialen
Hyperplasie (Wang et al. 2002; Touraine 2003). Wang et al. (2002) schrieben diesen
Zustand dem erhohten Level der ERa-Proteinexpression zu. Der in dieser Studie

hinzugeflgte ERB-Agonist konnte diesen Effekt somit nicht unterdrticken.

In der sham-ovx Gruppe fanden sich bei allen Tieren eine Hypertrophie und

Hyperplasie des Myometriums und Endometriums. Sie unterschied sich somit nicht
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von der Morphologie der Ostradiolgruppe und der mit E2 kombiniert behandelten
Gruppen. Das Epithel prasentierte sich jedoch dem Zyklusstand entsprechend

unterschiedlich.

Obwohl sich in den substanzbehandelten Gruppen im  Myometrium
supraphysiologische Schichtdicken zeigten, fand sich in der histomorphologischen
Beurteilung kein Anhalt fir atypische Veranderungen. An der Schichtdicke des
Epithels fand sich, wie weiter oben beschrieben, ein histomorphologisches Korrelat
fur die supraphysiologischen Werte. Die in den mit dem ERa-Agonisten behandelten
Gruppen zu findenden grof3en Drisen standen zwar in keinem Praparat in dos-a-dos

Stellung, wiesen jedoch vermehrt pseudopapillare Wucherungen auf.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass es sich bei den in den
substanzbehandelten Gruppen zu findenden histologischen Ergebnissen des Uterus
sowohl um quantitative Zellproliferationen als auch um qualitative Verdnderungen
handelt. Der ERPB-Agonist konnte weder in der kontinuierlichen noch in der
zeitversetzten Kombination zu E2 bzw. dem ERa-Agonisten, die laut der ,Yin-Yang“-

Theorie zu erwartenden, hemmenden Funktionen erfillen.

4.4  Wirkungen auf die Vagina

Wie auch am Uterus wirken Ostrogene wachstumsfordernd auf die Vagina. Durch
den klimakterischen Ostrogenmangel kommt es zur vaginalen Schleimhautatrophie,
die fur die Frau unangenehme klinische Symptome wie vaginale Trockenheit,
Dyspareunie und rezidivierende Infektionen mit sich bringt. Ahnlich wie am Uterus ist
der pradominierende Ostrogenrezeptor der ERa, jedoch ist auch hier der ERPB
vertreten. Ihm werden, wie am Uterus, antiproliferative Wirkungen nachgesagt (,,Yin-

Yang“-Theorie).

Zur Beurteilung der Effekte der Testsubstanzen wurden die vaginale Epitheldicke

und die histologische Morphologie lichtmikroskopisch untersucht.
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4.4.1 Vaginale Epitheldicke

Die statistische Auswertung der vaginalen Epitheldicke (s. Abb. 3.20 auf S. 46)
erbrachte dem Uterus tendenziell vergleichbare Ergebnisse. In allen
substanzbehandelten Gruppen kam es zu einer signifikanten Schichtdickenerh6hung
im Vergleich zur Kontroll- und sham-ovx Gruppe. Die starkste Proliferation erbrachte
die Ostradiolsubstitution. Die zuséatzliche Substitution des ERB-Agonisten fiihrte zwar
zu einer niedrigeren Epitheldicke als man sie unter der alleinigen
Ostradiolsubstitution fand, dennoch préasentierten sich die Ergebnisse im signifikant
supraphysiologischen Bereich. Die ,Yin-Yang“-Theorie bestatigte sich hier
dementsprechend nicht. Zusatzlich hatte man, wie beim Uterus zuvor, davon
ausgehen konnen, dass die Kombinationsgruppen die E2 erhielten, weniger stark
proliferieren, als es die Gruppen mit dem ERa-Agonisten in Kombination tun. Als
Begriindung fur die Annahme gilt wieder die Tatsache, dass E2 als natlrlicher
Ligand auch am ERP fungiert. Die zeitverzogerte Kombination mit dem ER-
Agonisten erbrachte auch hier keinen Unterschied zur kontinuierlichen Substitution.
Die Annahme, einen anderen Effekt durch eine Vorbehandlung mit E2 bzw. den
ERa-Agonisten zu erzielen, konnte auch an der vaginalen Epitheldicke nicht

nachvollzogen werden.

4.4.2 Histomorphologie der Vagina

Wie auch am Uterus geschehen, wurden die Vaginae histomorphologisch unter dem
Lichtmikroskop untersucht (s. Abb. 3.16-3.19 auf S. 41-42). Hier wurden die
Epitheldicke (Hypertrophie und Hyperplasie) mit Anzahl der Epithelschichten, die
Verhornung der luminalen Schichten, das Mitosevorkommen und die interzellulare
Odembildung beurteilt (s. Tab. 3.2 auf S. 45).

Erwartungsgemal zeigte sich in der Kontrollgruppe eine Atrophie des vaginalen
Epithels. Die Ostradiolgruppe hingegen prasentierte zu erwartende Hypertrophien
und Hyperplasien des Epithels mit Verhornungen der luminalen Schichten.
Zusatzlich fanden sich zur Kontrollgruppe signifikant vermehrte epitheliale Mitosen.
Die zusatzliche Verabreichung des ERB-Agonisten zu E2 fiihrte zu keiner Minderung
der Hypertrophie, der Hyperplasie und der Verhornung, doch zu einer geringeren
Mitoserate. Zudem fuhrte sie in der kontinuierlichen zu einer leichten und in der

stufigen Kombination zu einer vermehrten interzellularen Odembildung. Auf die
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proliferativen Effekte (in Zelllagen gemessen) hat die zusatzliche Applikation des
ERB-Agonisten zu E2 keine hemmenden Wirkungen gehabt.

In den Kombinationsgruppen aus dem ERa- und ERB-Agonisten konnte anhand der
statischen Epitheldickenmessung gezeigt werden, dass es keinen nennenswerten
Unterschied zu den mit E2 behandelten Kombinationsgruppen gibt. In der
Histomorphologie hingegen zeigte sich, dass die Anzahl der Zelllagen in allen
Praparaten unter 10 und damit unter der der anderen substanzbehandelten Gruppen
lag. Bei vergleichbarer Schichtdicke muss somit eine starkere Hypertrophie als
Hyperplasie stattgefunden haben. Zusatzlich fand sich in diesen Praparaten eine
starke interzellulare Odembildung als Zeichen einer inflammatorischen Antwort

(Haschek et Rousseaux 1991).

Zusammenfassend lasst sich fur die Vagina sagen, dass die zusatzliche
Verabreichung des selektiven ERB-Agonisten zu keinem antagonisierenden Effekt
auf die Hypertrophie und Hyperplasie des vaginalen Epithels fuhrt.

Die ,Yin-Yang“-Theorie konnte in diesem Fall wieder nicht bestatigt werden.

4.5  Wirkungen auf den Hormonhaushalt

4.5.1 Ostradiol

Erwartungsgemald zeigte die ovarektomierte Kontrollgruppe die niedrigsten
Serumostradiolspiegel (s. Abb. 3.21 auf S. 47). Der durchschnittliche
Serumdstradiolwert von 18,16+9,45pg/ml der sham-ovx Gruppe entsprach dem
Ostradiolspiegel des Ditstrus, welcher sich zw. 10 bis 20pg/ml bewegt. Die anhand
der Vaginalhistologie ermittelten Zyklusphasen der einzelnen Tiere ergaben, dass
sich 4 der 6 intakten Tiere im Di6strus befanden (definitionsgemanR wird der erste
Tag des Diostrus als Metdstrus bezeichnet). Ein Tier befand sich im Ostrus (Werte
unter 10pg/ml) und wiederum ein Tier im Prodstus (Werte zw. 40-50pg/ml). Anhand
dieser Beobachtungen verhalt sich der Ostradiolspiegel entsprechend. In allen
Kombinationsgruppen und der E2-Gruppe zeigte sich ein signifikant zur Kontroll- und
sham-ovx Gruppe erhohter Spiegel an Ostradiol. Unter den
Kombinationsbehandlungen waren die Ostradiolwerte in den Gruppen, die E2 und

den ERp-Agonisten erhielten niedriger als in denen, die den ERa- und ERB-
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Agonisten erhielten. Hierbei spielte die Zeit der zusatzlichen Applikation des ERp-
Agonisten keine Rolle. Als Grund fur die unterschiedlich hohen Spiegel kann die
hohere Dosis des ERa-Agonisten im Vergleich zur Dosis des Ostradiols genannt

werden.

Quelle fur die physiologischen Serumwerte: (Maeda et al. 2000).

4.5.2 Luteinisierendes Hormon (LH)

Durch die im Rahmen des Klimakteriums sinkenden Ostradiolspiegel kommt es
durch den fehlenden negativen Feedbackmechanismus zu einer gesteigerten LH-
Sekretion. Dieser Zustand ist ursachlich fur die h&ufig beschriebenen Hitzewallungen
(s. 1.5.1 auf S. 5). Korrelierend mit den gemessenen niedrigen Ostradiolwerten im
Serum kam es in der ovarektomierten Gruppe zu einer signifikanten Erhéhung des
Serum-LH-Spiegels (s. Abb. 3.22 auf S. 48) und damit zu einem, dem Klimakterium
vergleichbaren Zustand. Erwartungsgemal kam es unter der Substitution von
Ostradiol zu einer signifikanten Erniedrigung des LH-Spiegels. Denn das
hypothalamisch-hypophysare-System bleibt trotz der wéhrend der Menopause
eintretenden ovariellen Insuffizienz intakt und reagiert auf exogen substituiertes
Ostrogen mit Feedbackmechanismen (Messinis 2006). Durch Ovarektomie kommt es
bedingt durch die vermehrte Gonadotropinproduktion zu einer Hypertrophie der
gonadotrophen Zellen und zu einer Unordnung der intrazellularen Organellen.

Ostrogenzufuhr kehrt diese Veranderungen wieder um (Sanchez-Criado et al. 2006).

Die sham-ovx Gruppe prasentierte einen durchschnittichen LH-Spiegel von
0,57+£0,60ng/ml und lag so mit einem Wert von <lng/ml im durchschnittlichen
Bereich des Diodstrus. Diese Werte entsprechen dem, aufgrund der gewonnenen
Ostradiolwerte, erwarteten Ergebnis.

Obwohl sich in der Hypophyse sowohl der ERa als auch der ER[3 befinden, scheint
erstgenannter entscheidend fur den LH-Spiegel im Serum zu sein. So zeigte nur die
ERa- und nicht die ERB-Knockout-Maus erhéhte LH-Level (Couse et Korach 1999).

Vergleichbare Ergebnisse wurden auch mit den hier verwendeten Substanzen erzielt.
Die alleinige Gabe des selektiven ERa-Agonisten 16a-LE?2 fiihrte zu einer Senkung
des LH-Spiegels. Der selektive ERB-Agonist 8B-VE2 hatte hierauf jedoch nur in der

hdchsten Dosierung von 100ug/Tier/Tag einen Einfluss. Diese Beobachtung lasst
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sich wiederum mit der vermuteten Residualaktivitdit am ERa erklaren (Hillisch et al.
2004; Seidlova-Wuttke et al. 2008).

Ausgehend von der Annahme, dass der ER[3 einen hemmenden Effekt auf die durch
den ERa hervorgerufenen Wirkungen hat, wurde in dieser Studie auch untersucht,
inwiefern sich die Kombination der selektiven ER-Agonisten auf den LH-Spiegel
auswirkt. In allen Kombinationsgruppen kam es zu einer signifikanten LH-
Erniedrigung im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die Kombination aus dem ERa- und
ERB-Agonisten zeigte sowohl in der kontinuierlichen als auch in der stufigen
Verabreichung LH-Werte, die unter 1ng/ml lagen. Die Kombination aus E2 und dem
ERB-Agonisten fuhrte ebenfalls zu einer signifikanten LH-Erniedrigung im Vergleich
zur Kontrollgruppe, doch lagen die Werte mit Uber 2ng/ml (ber denen der
erstgenannten Kombinationen. Auch Hillisch et al. (2004) beschrieben dies, doch
wurde in der dortigen Kombination eine niedrigere Dosierung des ERa-Agonisten
verwendet. Es wird deutlich, dass in der hier verwendeten Dosierung keine signifikant
hemmenden Einflisse durch den ER[B-Agonisten auf die durch den ERa-Agonisten
und E2 hervorgerufenen Effekte zu beobachten sind.

Die Theorie des ,Yin-Yang-Verhéaltnisses* zwischen den beiden Rezeptorisoformen
kann anhand dieser Daten nicht unterstiitzt werden. Sanchez-Criado et al. (2006)
relativieren diese Aussage jedoch, indem sie anhand des ERB-Agonisten DPN
nachwiesen, dass bei einer fehlenden Aktivierung des ERa der ER in der Lage war,
die Funktionen des erstgenannten zum Teil zu ersetzen. Sie beobachteten ein
normalerweise durch den ERa hervorgerufenes Schrumpfen der gonadotrophen
Zellen, die Reorganisation der Zellorganellen und eine Progesteronexpression. In der
Prasenz von durch PPT aktiviertem ERa reduzierte der ERB den Effekt auf die
Zellmorphologie, die Progesteronexpression und den hypophysaren LH-Spiegel. Im
Gegensatz dazu fuhrte die Aktivierung des ER[3, allein oder in Kombination mit ERa,
zu keiner Hemmung des Serum-LH-Spiegels. Erklart wurde dies damit, dass der
finale Schritt im Sekretionsprozess, die 6strogenabhangige Exozytose von LH, ERa-
abhangig ist.

Diese Tatsache erklart u. a. die hier beobachtete fehlende Hemmung des ER[ auf

den LH-Spiegel.
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4 Diskussion

4.5.3 Thyreoidea-stimulierendes Hormon (TSH) und di e
Schilddrisenhormone fT3 und fT4

Der TSH-Serumspiegel (s. Abb. 3.23 auf S. 49) zeigte in keiner der untersuchten

Gruppen eine signifikante Verdnderung. Den hochsten Wert wies jedoch die E2-
Gruppe auf, gefolgt von der Kontrollgruppe. Der niedrigste Wert fand sich in der
intakten sham-ovx Gruppe. Auch Lima et al. (2006) zeigten an ovarektomierten
Ratten, dass weder der Verlust der Ovarien noch die anschlielende
Ostradiolsubstitution zu einer signifikanten Veranderung des Serum-TSH-Spiegels
fuhren. Jedoch stellten sich entsprechende Heterogenitaten dar. So kam es auch
dort zu einer leichten Erh6éhung des TSH-Spiegels unter E2. Béttner et Wuttke (2005)
zeigten ebenso an ovx mittelalten Ratten, dass es unter E2-Substitution zu keiner
Veranderung des TSH-Spiegels kam. Die in dieser Arbeit in Kombination
behandelten Gruppen wiesen untereinander keine markanten Unterschiede auf.
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass es zu keinem Einfluss auf den TSH-Wert
gekommen ist und sich daraus keine Risiken fur eine Hyper- bzw. Hypothyreose
ergeben. Um zusatzliche Aussagen tber den Einfluss auf den TSH-Spiegel machen
zu konnen, sind weitere Studien erforderlich, in denen die Substanzen tber einen

langeren Zeitpunkt und in anderen Dosierungen verabreicht werden.

Der Serumgehalt an den Schilddrisenhormonen Trijodthyronin (T3) und Thyroxin
(T4) korreliert im gesunden Organismus mit dem TSH-Wert. Als prddominierender
ER in der Schilddrise wird der ERB angegeben (Pelletier 2000; Kawabata et al.
2003). Nach Ovarektomie beobachteten Lima et al. (2006) an Ratten ein Sinken des
fT3-Spiegels, ohne Veranderungen des TSH- und fT4-Spiegels. Verantwortlich daflr
machten sie die geringere periphere Konversion des metabolisch aktiveren T3 aus
T4, bedingt durch sinkende Dejodaseaktivitdt. Auch in dieser Studie war der
Serumgehalt an fT3 in der Kontrollgruppe geringer als in der intakten Gruppe (s. Abb.
3.24 auf S. 50). Jedoch waren diese Ergebnisse nicht signifikant. Die
Ostradiolsubstitution und die Verabreichung der Kombinationen aus E2 und dem
ERB-Agonisten bzw. aus dem ERa- und ERB-Agonisten fuhrten zu keiner
signifikanten Veranderung des fT3-Spiegels. Die sham-ovx Gruppe wies die
hochsten Werte auf, doch stand sie zu keiner Gruppe in einem signifikant
veranderten Verhaltnis. Somit hatte die zusatzliche Aktivierung (sowohl ganzzeitlich
als auch kurzzeitig) des ERB auch auf diesen Parameter keinen hemmenden Effekt.
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4 Diskussion

Wie von Lima et al. (2006) beschrieben wurde, kommt es im Rahmen der
Ovarektomie zu keiner Veranderung des fT4-Spiegels. Vergleichbare Ergebnisse
wurden hier erhoben (s. Abb. 3.25 auf S. 51). Ostradiolsubstitution und die
zeitversetzte Kombination aus E2 bzw. dem ERa-Agonisten mit dem ERB-Agonisten
fuhrten ebenfalls zu keiner signifikanten Verdnderung, verglichen mit der Kontroll-
und sham-ovx Gruppe. Sosi¢-Jurjevié¢ et al. (2005) beobachteten jedoch an intakten
Ratten und Boéttner et Wuttke (2005) an ovx mittelalten Ratten ein Sinken des T4-
Spiegels unter chronischer Ostradiolsubstitution. In der Gruppe, die eine
kontinuierliche Kombination aus E2 und dem ERB-Agonisten erhielt, kam es jedoch
zu einer zur Kontrollgruppe signifikanten Erniedrigung und in der Gruppe, die eine
kontinuierliche Kombination aus dem ERa- und dem ER[B-Agonisten erhielt zu einer
zur Kontroll- und sham-ovx Gruppe signifikanten Erhéhung des fT4-Spiegels.
Bekannt ist, dass Ostradiol direkte stimulierende Effekt auf die Schilddriise austiben
kann, ohne dabei den TSH-Wert zu verandern (Lima et al. 2006). Wie weiter oben
beschrieben, ist der vorherrschende ER in der Schilddrise der ERB. Ausgehend
davon, dass E2 als physiologisches Substrat sowohl am ERa als auch am ER[ wirkt,
und von der Hypothese, dass der ER einen hemmenden Effekt auf den ERa ausiibt,
wirde sich der signifikant zur Kontrollgruppe erniedrigte fT4-Spiegel in der Gruppe
erklaren, die kontinuierlich E2 und den ERB-Agonisten erhielt. Auch die zeitversetzte
Kombination der beiden Substanzen fuhrte zu einer, wenn auch nicht signifikanten,
Erniedrigung des Spiegels. Die uberschielende Reaktion durch die Kombinierung
des ERa- und ERB-Agonisten (in der kontinuierlichen Verabreichung signifikant) lasst
sich nicht vollends erklaren. Vermutet werden kann die geringere Aktivierung des
ERPB in diesen Gruppen. Hier sind jedoch weitere Untersuchungen erforderlich, um

eine schlissige Erklarung zu finden.

68



5 Zusammenfassung

5  Zusammenfassung

Da die HRT fir postmenopausale Frauen mit gewissen Risiken behaftet ist, spielt die
Suche nach selektiveren Therapeutika eine immer gré3ere Rolle. Mit der Entdeckung
des zweiten ER-Subtypen B wurde die Frage nach seiner Funktion und Wirkung auf
verschiedene Gewebe und den erstbekannten Rezeptor a grofl3 gestellt. Bis heute ist
nicht abschiel3end geklart, welche genaue Rolle er spielt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Wirkungen der Kombination aus dem selektiven
Ostrogenrezeptoragonisten a (16a-LE2) und B (88-VE2) sowie der Kombination aus
Ostradiol und dem ERB-Agonist an ovarektomierten Ratten untersucht. Die
Kombination erfolgte hierbei fir insgesamt vier Wochen in kontinuierlich simultaner
und zeitversetzt zweiwdchig simultaner Kombination. Eine Ostradiolgruppe diente als
Positivkontrolle. Als physiologischer Vergleichsparameter galt eine intakte sham-ovx
Gruppe. Untersucht wurden der Uterus, die Vagina, die Futteraufnahme, das

Korpergewicht und der Hormonhaushalt (Ostradiol, LH, TSH, fT3 und fT4).

1. Die kontinuierlich verabreichten Kombinationen aus E2 bzw. dem ERo-
Agonisten und dem ERp-Agonisten prasentierten in keinem der genannten
Organ- bzw. Hormonsysteme nennenswerte Unterschiede zur Wirkung von
Ostradiol.

2. Die kontinuierliche Verabreichung zeigte keine bedeutenden Unterschiede

zur zeitversetzten Kombination.

3. Verglichen mit der sham-ovx Referenzgruppe prasentierten sich die
Futteraufnahme, das Korpergewicht und das Hormonsystem (auRer Ostradiol)
im physiologischen Bereich. Der Serumdstradiolwert, die uterine Schichtdicke
des Myometriums und Epithels sowie die vaginale Epitheldicke wiesen

supraphysiologische Werte auf.

4. Die gewonnenen Resultate widersprechen der Gustafsson’schen ,Yin-Yang-
Theorie*, nach welcher es durch die Stimulation des Ostrogenrezeptors B zu

einer hemmenden oder modulierenden Antwort kommen sollte.

5. Die in dieser Studie gewonnenen Erkenntnisse Uber die Wirkung der

selektiven Agonisten an den Ostrogenrezeptoren a und B zeigen, dass sich
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die Substanzen in gegebener Dosis und Verabreichungsform noch nicht als

pharmakotherapeutisch einsetzbar erweisen.

Resimierend sei zu erwahnen, dass weitere Studien erforderlich sind, um
herauszufinden, inwieweit die untersuchten Substanzen in anderen Organen

positive Wirkungen entfalten.
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