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1. Einleitung

In den vergangenen Jahren hat die Nachfrage nach Alternativen fiir die Hormonersatztherapie
(HET) zur Linderung der menopausalen Beschwerden zugenommen, da sie aufgrund eines
erhéhten Risikos vor allem fir kardiovaskulare Erkrankungen und Mammakarzinom immer
mehr in die Kritik geraten ist. Zwei groRe epidemiologische Studien, die Million-Women-
Study und die Women's Health Initiative (WHI), konnten diesen Effekt zeigen (Anderson et
al. 2004; Beral 2003; Rossouw et al. 2002). Das erhohte langfristige Risikoprofil der HET hat
die Indikation fir die Behandlung menopausaler Symptome mittels Hormonen stark einge-
schrénkt. Meist werden nur schwerwiegende und stark einschrankende Symptome kurzfristig
mit HET-Préparaten behandelt, um das Risiko fir Nebenwirkungen méglichst gering zu hal-
ten. Die entstandene Lucke bei der Behandlung moderater Beschwerden oder der Behandlung
uber einen langeren Zeitraum wurde u.a. mit einigen Praparaten auf pflanzlicher Basis, soge-
nannten Phytotherapeutika, gefullt. Eine in der Therapie menopausaler Beschwerden etab-
lierte Pflanze ist die Traubensilberkerze (Cimicifuga racemosa = CR). Es konnte nachgewie-
sen werden, dass CR-Extrakt die Anzahl an Hitzewallungen reduzieren und eine protektive
Wirkung auf Osteoporose und Osteopenie ausiiben kann (Wauttke et al. 2003). Es gibt zurzeit
32 Monopraparate mit CR-Extrakt in unterschiedlicher Konzentration und Dosierung auf dem
Markt. Dazu kommt eine Vielzahl an pflanzlichen Kombinationspraparaten (ABDA-Stoffliste
01/2013). Im Rahmen des Bayrischen Forschungsforderungsprogrammes ,,Osteoporosepro-
phylaxe mit pflanzlichen Wirkstoffen* (AZ-838-08) wurde die Erforschung des CR BNO
1055-Extraktes mit dem Ziel fortgesetzt, die einzelnen Wirksubstanzen des Extraktes zu iden-
tifizieren und auf ihre Wirksamkeit hin isoliert zu untersuchen. In einer Arbeitsgemeinschaft,
zusammengesetzt aus der Arbeitsgruppe fur Endokrinologie der Universitatsklinik Goéttingen
(Prof. W. Wuttke), dem Zentrum fiir Muskuloskelettale Forschung der Orthopéadischen Klinik
der Universitat Wirzburg (Prof. F. Jakob) und der Firma Bionorica SE mit Hauptsitz in Neu-
markt (Dr. Stechmann) wurden die Fraktionen des CR-Extraktes CR BNO 1055 aufgereinigt
und in Subfraktionen getrennt (Siehe Schema Kapitel 1.3.1.). Diese Subfraktionen wurden in
mehreren Dissertationen in Bezug auf ihre Wirkung in vivo am Tiermodell der weiRen Labor-
ratte (Sprague-Dawley) getestet. Das Ziel der vorliegenden Arbeit besteht darin, die metabo-
lischen Wirkungen, die Lebersicherheit der CR-Subfraktionen und ihren Effekt auf die Kolo-
nepithelproliferation im Vergleich zu Estradiolbenzoat und einer ovarektomierten (ovx) Kon-

trollgruppe zu untersuchen.



1.1. Das Klimakterium der Frau

Das Klimakterium der Frau ist eine Phase, in welcher der weibliche Korper substantiellen
Veranderungen durch den Verlust der Produktion an weiblichen Geschlechtshormonen unter-
worfen ist und welche mit einer Vielzahl an Beschwerden einhergehen kann. Das Klimakteri-
um dauert ca. 10-15 Jahre und wird unterteilt in die Prdmenopause, Menopause, und Post-
menopause. Die Menopause wird definiert als 12-monatige Amenorrhoe durch den Funkti-
onsverlust der Ovarien und tritt bei Frauen im Mittel im 51. Lebensjahr auf (Greendale et al.
1999). Der Verlust der Fahigkeit zur Produktion von Ostrogenen in den weiblichen Gonaden
ist Folge einer follikularen Atresie (Blumel et al. 2000). Die Menopause ist assoziiert mit
hormonellen Veranderungen. An erster Stelle steht dabei der Verlust der Ostrogene (Rannevik
et al. 1995). Der Ostrogenmangel im Verlauf und als Folge der Umbauprozesse im Ovar hat
Einfluss auf eine Reihe von Organsystemen und kann sich u.a. durch Hitzewallungen mit
SchweiRausbrichen und Schlafstérungen und depressive Verstimmungen &ufRern (Hunter et
al. 1986; Dennerstein et al. 2000; Roush 2012). Diese Symptome werden begleitet durch eine
Reihe weiterer Ostrogenmangelbedingter Funktionséanderungen in Organsystemen, welche
langfristig zu erhdhter Morbiditat und Mortalitat fihren konnen. Hierunter fallen z.B. die er-
hohte Inzidenz von Osteoporose (Riis et al. 1996), koronarer Herzkrankheit (Grodstein 1995),
dem metabolischen Syndrom, (Lobo 2008) und Harninkontinenz (Gracia et al. 2007).

Starke vegetative Beschwerden fuhren oft zur Indikationsstellung fiir eine medikamentdse
Therapie. Die Substitutionstherapie mit weiblichen Geschlechtshormonen, HET, ist die effek-
tivste Methode zur Linderung menopausaler Beschwerden (Davey 2012), kann jedoch ein
erhdhtes Risiko fur Krebserkrankungen wie Brustkrebs, Endometriumkarzinom (Beral 2003),
Schlaganfélle (Hendrix et al. 2006) und koronare Herzkrankheit mit sich bringen (Beral 2003;
Rossouw et al. 2002).



1.2. Tiermodell der Menopause

Die weille Laborratte (SD-Ratte) ist ein viel verwendetes Tiermodell in der medizinischen
Forschung. Zum einen lassen sich medikamentdse Effekte durch deren kiirzere Lebensdauer
von 18 Monaten schneller untersuchen und zum anderen gleichen die endokrinologischen
Regelkreise weitestgehend denen des Menschen. Die weibliche Ratte hat jedoch unter physio-
logischen Bedingungen kein Klimakterium. Durch Ovarektomie lassen sich die Ratten einem
hormonellen Zustand nahe bringen, welcher dem Zustand der Postmenopause entspricht. Die
Ratte ist ein gut etabliertes Versuchstier zur Untersuchung von Hitzewallungen und klimakte-
rischen Beschwerden (Kapur et al. 2010). Aus diesem Grund, und weil Ratten wegen ihres
schnelleren Entwicklungszyklus auch schnell auf induzierte hormonelle Veranderungen rea-
gieren, eignet sich die Ratte gut als Modell fur die Erforschung der Postmenopause (Bellino
2000; Kalu 1991).

1.3. Cimicifuga racemosa BNO 1055 und Subfraktionen

In den letzten Jahren hat die Verwendung von Alternativpraparaten zur Linderung post-
menopausaler Beschwerden an Bedeutung gewonnen. CR-Extrakt hat sich im Verlauf in eini-
gen Studien als mildernd in Bezug auf postmenopausale Beschwerden gezeigt, in anderen
Studien wurde hingegen kein signifikanter Effekt gesehen (Osmers et al. 2005; Frei-Kleiner et
al. 2005; Seidlova-Wuttke et al. 2003a; Newton et al. 2006; Shams et al. 2010).
Kapur et al. konnten 2010 an ovx Ratten zeigen, dass CR-Extrakt die Entstehung von Hitze-
wallungen abmildern kann (Kapur et al. 2010). Es konnte zudem in verschiedenen Studien
gezeigt werden, dass Cimicifuga racemosa ihre Wirksamkeit weder tber den Ostrogenrezep-
tor-alpha (ERa) noch tiber den Ostrogenrezeptor-beta (ERpB) vermittelt und aus diesem Grund
vermutlich auch keine proliferationsfordernde Wirkung auf Uterus und Mamma im Sinne
eines erhohten Risikos fur eine Karzinogenese in diesen Organen ausiben kann (Wuttke et al.
2003; Raus et al. 2006). In Kapitel 1.5.3 wird die Funktion der Ostrogenrezeptoren naher er-
lautert. Ein weiterer positiver Effekt des CR-Extraktes ist, dass er neben der Prévention von
Hitzewallungen wohl auch vor Osteoporose schiitzen kann (Seidlova-Wuttke et al. 2003b).
Die Pflanze Cimicifuga racemosa, auch Traubensilberkerze oder wilde Schlangenwurzel ge-
nannt, gehort zur Familie der HahnenfuRBgewéchse und kommt vor allem in Nordamerika vor.
Als mehrjahrige Pflanze kann sie Wuchshohen von bis zu 2,5 Meter erreichen. Die Droge,

d.h. der getrocknete, fiir die Medikamentenherstellung verwendete Teil der Pflanze ist der
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Wurzelstock, zusammengesetzt aus Rhizom und Wurzel. Die wirksamen Fraktionen in der
CR-Droge sind zum einen durch Struck et al. 1997 Uber eine Hochleistungsflissigkeitschro-
matographie (Struck et al. 1997) analysiert worden und zum anderen durch die Firma Biono-
rica® SE (Neumarkt, Deutschland). Bestandteile der lipophilen Saponinfraktion sind Actein
und Deoxyactein. Die wasserlosliche Restfraktion beinhaltet Kaffeeséure, Zimtséurederivate
und Methylserotonin (Bionorica®, 2010). Als Haupanteil fir die Wirksamkeit des Gesamtex-
traktes wurden in einigen Studien die Triterpenglykoside Actein und Deoxyactein genannt
(Shao et al. 2000; Bedir und Khan 2000).

1.3.1 Schema der CR BNO 1055-Subfraktionen

Ein Ergebnis der Kooperation der verschiedenen universitdren Arbeitsgemeinschaften und der
Firma Bionorica® im Rahmen des bayrischen Forschungsférderungsprogramms ,,Osteoporo-
seprophylaxe mit pflanzlichen Wirkstoffen* (AZ-838-08), ist die in diesem Umfang erstmali-
ge Analyse und Aufreinigung der im CR BNO 1055-Extrakt vorkommenden Wirksubstanzen
in 8 Subfraktionen. Die Saponinfraktion ist fettldslich und beinhaltet in ihren Subfraktionen
Actein und Deoxyactein, die, wie im vorigen Kapitel erwahnt, die Hauptwirkung des CR-
Extraktes ausmachen sollen (Shao et al., 2000; Bedir et al., 2000). Die Restfraktion des CR
BNO 1055-Extraktes ist wasserloslich und enthélt neben Kaffee- und Zimtsdure vor allem
Methylserotonin. Diese Auftrennung in die einzelnen Subfraktionen hat es ermdglicht, dass in
mehreren Dissertationen der Abteilung Endokrinologie der Effekt von CR BNO 1055-Extrakt

auf verschiedene Organsysteme der SD-Ratte eingehender untersucht werden konnte.
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Abb. 1: Cimicifuga racemosa BNO 1055 und ihre fir diesen Versuch verwendeten Subfrakti-

onen (Bionorica ® 2010); Die Gruppen S — R3 in den folgenden Graphen des Ergebnisse-

Teils entsprechen der obigen Einteilung.

1.3.2. CR BNO 1055 und ihre Wirkungen auf die Leber

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich u.a. mit dem Effekt von CR BNO 1055-Subfraktionen

auf das Leberparenchym. In der medizinischen Literatur finden sich Fallberichte Uber einen

Zusammenhang zwischen Leberschadigung unterschiedlichen Ausmales und der Einnahme

von CR-Extrakt. Eine Frau, der aufgrund eines akuten Leberversagens eine Leber transplan-

tiert werden musste, hatte tiber den Zeitraum von einer Woche ein nicht naher beschriebenes

CR-Praparat eingenommen (Lontos et al. 2003).

12



Es wurden als mdgliche Kofaktoren fiir eine Leberschadigung Alkoholmissbrauch, Drogena-
busus, Bluttransfusionen, positive Familienanamnese fiir Lebererkrankungen und Leber- oder
Gallenblasenerkrankungen in der Vorgeschichte ausgeschlossen. Die Kausalitat blieb jedoch
unklar. Es folgen weitere Fallberichte, in denen CR in Verdacht geriet, zum einen eine schwe-
re Autoimmunhepatitis getriggert zu haben (Cohen et al. 2004) sowie in 3 Fallen ein fulmi-
nantes Leberversagen ausgeltst zu haben. In diesen Berichten reicht die Bandbreite der Dosis
von 20mg undefiniertem CR-Extrakt Gber 500mg und 1000mg taglich eingenommenen, nicht
néher definierten CR-Wurzelpraparat (Levitsky et al. 2008; Lynch et al. 2006; Chow et al.
2008). Des Weiteren wird in einer Ubersichtsarbeit von 2 Féllen berichtet, bei denen ein Zu-
sammenhang zwischen der Einnahme von CR und einer transienten Leberenzymerh6hung
gefunden wurde (Joy et al. 2008). Eine 2011 veroffentliche Metaanalyse der bis dato verof-
fentlichen Fallreporte und Berichte kommt jedoch zu dem Schluss, dass durch die Einnahme
von CR kein kausaler Zusammenhang mit einer akuten Schéadigung der Leber bewiesen wer-
den konnte. Zum einen seien die Kriterien fir die Definition einer Leberschadigung durch
pflanzliche Arzneimittel (HILI - Herb induced liver injury) am Bild einer Transaminasener-
hohung - ALT, AST und Gamma-GT Erhéhung Uber mindestens 2-fache Norm - nicht aus-
reichend gewesen und zum anderen konnte in den einzelnen Studien nicht nachgewiesen wer-
den, dass die CR-Extrakte nicht durch Fremdmaterial verunreinigt waren. Es fehlten zudem
meist jegliche Angaben Uber die eingenommenen CR-Praparate (Teschke et al. 2011). Trotz
dieser Untersuchungen muss z.B. im Beipackzettel des deutschen Préparates Klimady-
non/Klimadynon UNO® ein Hinweis auf mogliche Lebertoxizitat stehen. Die Hinweise auf
Akutnebenwirkungen im Sinne eines akut toxischen Leberzellschadens scheinen durch ver-
schiedene Metanalysen entkréftet. Liide et al. konnten 2007 in einer tierexperimentellen Stu-
die an Wistar-Ratten jedoch zeigen, dass CR-Extrakt dosisabhéngig ab 1000mg/kg Korper-
gewicht in vivo zu mikrovesikularer Steatose und in vitro in einer Leberzellkultur dosisabhén-
gig bereits ab 10ug/ml zu eingeschrénkter 3-Oxidation in Mitochondrien fihren kann (Lude et
al. 2007). Auch Campos et al. konnten 2012 zeigen, dass CR-Extrakt-Applikation oxidativen
Stress und eine reduzierte R-Oxidation in der Leber von Ratten verursachen kann (Campos et
al. 2012). Fettakkumulation in der Leber kann mittel- oder langfristig zu einem Leberzell-
schaden flhren (siehe Kapitel Leberpathologie). Da akut-toxische Nebenwirkungen auf das
Leberparenchym bereits mehrfach untersucht wurden und die Studie von Lide et al. 2007
einen Hinweis flr eine eventuelle Leberverfettung unter CR-Extrakt-Therapie liefert, kon-

zentriert sich die vorliegende Arbeit auf die Fettakkumulation in SD-Leberschnittpréparaten
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als Ausdruck einer moglicherweise pathologischen Fettlebererkrankung unter CR- Subfrakti-

onstherapie.

1.3.3. Handelspraparat Klimadynon / Klimadynon UNO

Klimadynon und Klimadynon UNO von der Firma Bionorica® aus Neumarkt sind CR-
Préparate. Fir die Herstellung von Klimadynon Filmtabletten wird das getrocknete Rhizom,
der Wurzelstock, von Cimicifuga racemosa verwendet. Eine Tablette Klimadynon enthalt 2,8
mg Cimicifuga racemosa Trockenextrakt und soll zweimal pro Tag eingenommen werden.
Eine Tablette Klimadynon UNO enthalt 6,5 mg Trockenextrakt und soll einmal pro Tag ein-
genommen werden (Fachinformation Klimadynon / Klimadynon UNO Filmtabletten, 2010)

1.4. Die Leber

1.4.1. Leberpathologie

1.4.1.1. Tiermodell Ratte

In der medizinischen Forschung zu Fettlebererkrankungen existieren einige gut etablierte
Tiermodelle, die geeignet sind, ndherungsweise die Auswirkung von verschiedenen experi-
mentell kontrollierbaren Einflussen auf den Leberfettstoffwechsel aufzuzeigen und mit dem
menschlichen zu vergleichen (Takahashi et al. 2012). So ist auch die SD-Ratte ein Tiermo-
dell, an dem unter hochkalorischer Diét eine dem Menschen vergleichbare Verfettung und im
Endstadium Fibrose der Leber zu beobachten ist (Zou et al. 2006). In der vorliegenden Arbeit
wird die Auswirkung von CR-Extrakt-Subfraktionen auf den Leberfettgehalt von SD-Ratten
untersucht. Lude et al. konnten an Wistar-Ratten bereits eine mikrovesikulare Steatose als
Folge einer Inhibition der mitochondrialen B-Oxidation unter CR-Extrakt-Gabe nachweisen
(Llde et al. 2007).
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1.4.1.2. Makro- und mikrovesikulare Steatose

In der Histopathologie der Lebererkrankungen wird zwischen makrovesikulérer und mikro-
vesikuldrer Fettakkumulation in den Hepatozyten unterschieden. Die makrovesikuldre Form
der Leberzellverfettung ist atiologisch der Non-Alcoholic-Fat-Liver-Disease (NAFLD) zuzu-
ordnen und beschreibt eine zumindest anfanglich relativ benigne Form einer Lebererkrankung
(Zimmermann 1978; Anstee und Goldin 2006). Die NAFLD ist eine der haufigsten chroni-
schen Leberpathologien weltweit und ist stark assoziiert mit peripherer Insulinresistenz, Dia-
betes mellitus Typ 2, Dyslipiddmie und Adipositas (Braillon et al. 1985; Silverman et al.
1990; Assy et al. 2000; Bellentani und Marino 2009). Eine NAFLD hat verschiedene Griinde.
Insulinresistenz und Adipositas kdnnen zu einem erhdhten Angebot von Serumlipiden an die
Leber und zu gesteigerter Liponeogenese fiihren, welche eine ibermalige Ansammlung von
Triglyceriden in der Leber beginstigt. Des Weiteren kann durch verschiedene Mechanismen
die Synthese von VLDL-Partikeln und somit der Triglyceridexport oder die mitochondriale 3-
Oxidation gestort sein, was ebenfalls zu einer Akkumulation von Triglyceriden und Fettséu-
ren in den Hepatozyten flihren kann. (Zimmermann 1978; Anstee und Goldin 2006; Lettéron
et al. 2003). Histologisch sammeln sich gréliere (Makro-) Lipidvesikel, vornehmlich Triglyce-
ride (TG), in den Hepatozyten an, ohne dabei zundchst eine Entziindung, Vernarbung oder
einen Leberzelltod auszuldsen. Die Makrovesikel erscheinen monovakuoldr, verdrangen im
histologischen Bild den Zellkern und kénnen die Hepatozyten komplett ausfullen (Fromenty
et al. 1997). Es gibt Studien, die auch bei der NAFLD eine mikrovesikulére (s.u.) He-
patosteatose nachweisen konnten und das Vorkommen mit einer schlechteren Prognose in
Bezug auf eine Entwicklung hin zur Non-Alcoholic-Steatohepatitis (= NASH) und Zirrhose
deuten (Tandra et al. 2011; Clark et al. 2002). Die Leberzirrhose kann den Endpunkt einer auf
dem Boden der NAFLD auftretenden NASH markieren. Die Pathogenese von NAFLD zur
NASH wurde 1998 von Day und James als ,,Two Hit“-Theorie eingefiihrt (Day und James
1998). Es wird beschrieben, dass u.a. Obesitas-induzierter oxidativer Stress, beispielsweise
eine erhohte Rate an Fettsdureoxidation, auf dem Boden einer bereits bestehenden NAFLD
zur akut entzlindlichen NASH fuhren kann. Die NASH ist die akut entziindliche Form einer
Hepatosteatose und ist charakterisiert durch das Auftreten von lokal entzlindlichen Prozessen
und Leberzellnekrose. Die entziindlichen Infiltrate beinhalten polymorphkernige Leukozyten
und Monozyten und befinden sich h&ufig um ballonartig aufgetriebene Hepatozyten. Die
NASH fuhrt im weiteren Verlauf zu Fibrosierung und Nekrose des betroffenen Leberpa-
renchyms und markiert damit die direkte VVorstufe eines irreversiblen Leberschadens im Sinne

einer Zirrhose (Clark et al. 2002; Rolo et al. 2012). Mdgliche Mechanismen einer medika-
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menteninduzierten makrovesikularen Lipidiakkumulation kénnen zum einen mit einer mode-
raten Inhibition der mitochondrialen Fettsdureoxidation zusammen héngen, (Fromenty und
Pessayre, 1995; Labbe et al., 2008) zum anderen kann die hepatische Produktion von Very
Low Density Lipoprotein (VLDL)-Partikeln gestort sein, was zu einem vermindertem Ab-
transport von Fettsauren aus der Leber flhrt (Lettéron et al. 2003; Fromenty und Pessayre
1995). Zudem kann die Liponeogenese in der Leber durch Medikamente gesteigert werden
(Gudbrandsen et al. 2006). Im histologischen Bild als Kontrast zu der makrovesikuldren
Steatose steht die mikrovesikulére Steatose. Hier erscheint das Zytoplasma der Hepatozyten
gefillt mit multiplen kleinen Lipidvesikeln, die den Zellkern nicht verdrangen. Die mikro-
vesikuldre Steatose markiert ein schwereres Krankheitsbild, in dessen Verlauf eine verlanger-
te Prothrombinzeit, hohe Blutammoniakwerte, erh6hte Serumtransaminasen und schnell ab-
fallende Blutglukosewerte zu Koma und Tod fiihren kénnen (Fromenty und Pessayre 1995;
Hautekeete et al. 1990). Urséchlich fur diese Form der Lipidakkumulation sieht Fromenty
eine gestorte B-Oxidation im mitochondrialen Stoffwechsel, die zur Akkumulation von Trig-
lyceriden, Acyl-CoAs und langkettigen Fettsauren fuhrt (Fromenty und Pessayre 1997). Die
Storung der 3-Oxidation kann durch verschiedene Medikamente ausgeldst werden, die entwe-
der auf einzelne Enzyme der mitochondrialen R-Oxidation wirken oder notwendige Co-
Faktoren fur den mitochondrialen Leberstoffwechsel wie L-Carnitin reduzieren (Fromenty
und Pessayre 1995). Lide et al. zeigten 2007 eine Inhibition der mitochondrialen 3-Oxidation
sowie eine mikrovesikulare Steatose an Wistar-Ratten nach Behandlung mit CR-Extrakt (L0-
de et al. 2007). Campos et al. zeigten ebenfalls eine gestorte 3-Oxidation und eine Zunahme
an oxidativem Stress in der Leber von Wistar-Ratten unter CR-Extrakt-Therapie (Campos
2012).
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1.5. Kolonkarzinom und HET

Darmkrebs ist die dritthaufigste Krebsursache in den westlichen Industrienationen. Uber 90%
der Erkrankung findet sich bei Personen (iber 50 Jahre. Die Prognose und Uberlebensdauer
hangt stark vom Stadium der Diagnose ab. Die 5-Jahres Uberlebensrate im UICC-Stadium 1
ist > 90% wohingegen im Stadium 4 nur noch 5% der Erkrankten langer als 5 Jahre leben
(Herold 2102). Pathogenetisch erfolgt die Entwicklung eines Dickdarmkrebses als festes Mus-
ter aus adenomatdsen intraepithelialen Neoplasien, welche in der Dickdarmschleimhaut ent-
stehen und Gber einen variablen Zeitraum maligne entarten kénnen, was auch als Adenom-
Karzinom-Sequenz bezeichnet wird (Vogelstein et al. 1988; Herold 2012). Daher sind die
Friherkennung und vor allem die Prévention dieser Erkrankung von groRer Bedeutung. Eine
wichtige Erkenntnis in diesem Zusammenhang ist die erhthte Rate an Darmkrebserkrankun-
gen von postmenopausalen Frauen, die keine HET einnahmen im Vergleich zu denjenigen,
welche eine HET zur Linderung ihrer Klimakterischen Beschwerden eingenommen hatten
(Grodstein et al. 1999). Delellis Henderson et al. zeigten 2010, dass HET-Einnahme das Risi-
ko an einem kolorektalem Karzinom (KRK) zu erkranken um 36% reduzieren kann (Delellis-
Henderson et al. 2010).

1.5.1. CR BNO 1055 und ihre Wirkung auf das Kolon

Im Gegensatz zum Einfluss der Ostrogene auf die Kolonepithelproliferation wurde die Wir-
kung von CR-Extrakt und den CR-Subfraktionen auf das Kolon bisher kaum untersucht. Eine
Studie aus dieser Abteilung zeigte keinen Effekt von CR BNO 1055-Gesamtextrakt auf das
Kolon im Vergleich zu Estradiolbenzoat bei ovx Ratten (Seidlova-Wuttke et al. 2009). Es
konnte bereits gezeigt werden, dass CR-Extrakt keine Wirkung an den beiden Ostrogenrezep-
toren ER und ERa ausiibt (Jarry et al. 2003). Der Effekt der einzelnen Subfraktionen auf die

Kolonepithelproliferation wurde bisher noch nicht untersucht.

1.5.2. Wirkung von Ostrogen auf das Kolon

In der vorliegenden Arbeit werden die CR-Subfraktionen im Vergleich zu der Wirkung von
Estradiolbenzoat auf die Proliferationsaktivitat im Kolonepithel getestet. Ostrogene vermitteln
ihre Wirkung tiber Ostrogenrezeptoren. Es konnte bereits gezeigt werden, dass CR-Extrakt

Ostrogenrezeptoren nicht aktiviert (Jarry et al. 2003). Da Estradiolbenzoat als eine Ver-
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gleichssubstanz in der vorliegenden Arbeit verwendet wird, wird die Funktion und Aufgabe

der beiden Ostrogenrezeptoren auf das Kolonepithel im Folgenden naher erlautert.

1.5.3. Ostrogenrezeptor Alpha (ERa) und Beta (ERp)

Ostrogene wirken im Kaorper tiber Ostrogenrezeptoren. Ostrogenrezeptoren gehéren zur Fami-
lie der nuklearen Transkriptionsfaktoren, zu welcher z.B. auch die Rezeptoren fur Sexualhor-
mone und Schilddrisenhormone gehdren. Fir die Regulation von Genen und der Transkripti-
on der Genprodukte sind zwei Ostrogenrezeptoren bekannt: ERa und ERB. Der ERa wurde
1986 durch Green et al. kloniert (Green et al. 1986). Zehn Jahre spéter erfolgte die Klonierung
des ERP (Kuiper et al. 1996). Einige bisher bekannte Effekte der Ostrogene konnte somit
zwei spezifischen Rezeptoren zugeordnet werden (Sutherland et al. 1983). Die Funktion der
beiden Ostrogenrezeptoren ist antagonistisch. Der ERo wirkt fordernd auf Zellproliferation,
der ERP hingegen wirkt hemmend auf die Proliferation von Zellen unter Ostrogeneinwirkung
(Hall und McDonnel 1999). Durch Ostrogenrezeptor-Knockoutmodelle an Mausen wurde
entdeckt, dass sich die beiden Ostrogenrezeptoren ERa und ERp unterschiedlich in verschie-
dene Organe des Kdrpers verteilen (Korach et al. 2003). ERa ist vornehmlich lokalisiert in
Brustdriisengewebe (Wang et al. 2000), Knochengewebe (Arts et al. 1997) sowie im Uterus
(Wang et al. 2000). ERP hingegen wird, neben zu kleinerem Anteil auch ERa, vor allem in
Prostata, Lunge, Kolon, und dem Zentralnervensystem gefunden (Kuiper et al. 1997). Neben
der unterschiedlichen Verteilung haben die beiden Ostrogenrezeptoren auch unterschiedliche
Effekte auf Proliferation und Apoptose. Wlada-Hiraike et al. fihrten Experimente mit ERR-
Knockout-Mausen durch. Sie wiesen nach, dass die Mause, die keinen ER( ausbilden, im
Vergleich zu Wildtypméusen eine erhdhte Proliferationsrate und eine gestorte Apoptoserate in
der Kolonschleimhaut aufweisen (Wlada-Hiraike et al. 2006). Die héchste Dichte an ERRB im
Kolon konnten Konstantinopoulos et al. in den sich am ndchsten zum Darmlumen befindli-
chen Enterozyten finden (Konstantinopoulos et al. 2003). Di Leo et al. untersuchten die Ko-
lonschleimhaut von 25 gesunden Patienten und 25 Patienten mit adenomatdsen Veranderun-
gen auf die Expression von ERp, Zellproliferationsaktivitat und Apoptose. Sie konnten besta-
tigen, dass ERR der am haufigsten vorkommende Ostrogenrezeptor in der gesunden Kolon-
schleimhaut ist und dass in der adenomatds verédnderten Schleimhaut signifikant weniger ERR
vorhanden war. Sie konnten zudem zeigen, dass die Proliferationsaktivitit in adenomattsem
Kolongewebe invers zur Expression des ERR korreliert (Di Leo et al. 2008). Kolonkarzinom-

praventive Effekte durch Ostrogene scheinen ihre Rolle unter anderem tiber die Aktivierung
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des ERR im Kolon zu spielen. Barzi et al. gehen davon aus, dass wahrend der Entwicklung
von Adenom zu Karzinom ERRB-Rezeptoren auf den Kolonzellen verloren gehen und dass die
HET diesem Verlust praventiv durch ER[-Rezeptorstimulation entgegenwirken kann (Barzi et
al. 2013). Die bisher zitierten Studien zeigen zum einen einen antiproliferativen Effekt von
Ostrogenen Uber den ERR auf die Kolonschleimhaut und zum anderen scheint ERR auch am
Grad der Differenzierung der Kolonschleimhaut beteiligt zu sein. Die oben genannten epide-
miologischen Hinweise auf ein erhdhtes Kolonkarzinomrisiko bei postmenopausalen Frauen
sowie auf einen protektiven Effekt der HET scheinen mit der Regulation von Apoptose und
Proliferation der Kolonschleimhaut tiber die Ostrogenrezeptoren ERa. und ERpB zusammen zu

héngen.

1.5.4.Histologie und Physiologie des Kolon

Das Kolon ist der mittlere Abschnitt des Magen-Darm-Traktes und stellt die Verbindung zwi-
schen dem Ende des Diinndarmes und dem Rektum dar. Das Kolon gliedert sich in Caecum
mit Wurmfortsatz, Colon ascendens, Colon und Colon descendens. Funktionsweise und ana-
tomischer Aufbau des Dickdarms beim Menschen und bei der Ratte sind vergleichbar und
werden daher gemeinsam beschrieben. Das Kolon der Ratte besitzt bei einer Lange von 10-
15cm den gleichen strukturellen Aufbau mit Caecum und Appendix vermiforis, Colon ascen-
dens, Colon descendens, Sigmoideum und Rectum wie der Mensch. (Krinke 2000). Histolo-
gisch ist die Schleimhaut des Dickdarms aus mehreren Schichten aufgebaut. Der Tunica mu-
cosa, der Tela submucosa, der Tunica muscularis und der Tunica serosa.

Die Tunica mucosa besteht aus einer Reihe einschichtig hochprismatischen Flimmerepithels,
den Enterozyten. Sie ermdglichen mithilfe ihrer in das Darmlumen gerichteten Mikrovilli, und
somit groler resorptiver Oberflache, eine optimale Aufnahme von Né&hrstoffen, Mineralien
und Wasser. Die Reihe der Enterozyten wird regelmaRig durch tiefe Krypten, den Glandulae
intestinales, durchbrochen (Schiebler 1996; Lillmann-Rauch 2003).

In den Krypten befinden sich neben den Enterozyten schleimabsondernde Becherzellen sowie
enteroendokrine Zellen und mitotisch aktive Stammzellen. Die Becherzellen produzieren ei-
nen Schleim, der sich auf den Epithelzellen ablagert, eine Gleithilfe fir den Speisetransport
bildet und vor Proteasen schitzt. Die mitotisch aktiven Zellen in den basalen Krypten stellen
die Vorlauferzellen zu den Enterozyten dar und bilden den regenerativen Pool, der abgestor-
bene oder funktionell inaktive Enterozyten von basal nach apikal ersetzt (Deetjen 2005).
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Wie bereits erwahnt, wurde in einigen Studien tber die Verteilung von Ostrogenrezeptoren
festgestellt, dass der ERR besonders auf den ndher zum Darmlumen lokalisierten, apikalen
Enterozyten ausgebildet wird (Konstantinopoulos et al. 2003). Die auf die Tunica mucosa
folgende Tela submucosa ist reich an GeféRen und Bindegewebe welche fiir die Blutversor-
gung und Abtransport der Nahrungsbestandteile verantwortlich sind.

In der Tunica muscularis wird in einem komplexen Mechanismus die Peristaltik des Darmes
reguliert, an welchem unter anderem auch die Hormone Melatonin und Serotonin als antago-
nistisches Paar beteiligt sind. Serotonin wirkt prokinetisch, aktiviert die Peristaltik im Magen-
Darm-Trakt und verkirzt die Magen-Darm Passage (Tsukamoto et al. 2007), wohingegen
Melatonin die durch Serotonin aktivierte Peristaltik hemmt und zudem auch einen antiprolife-
rative Wirkung auf Darmkrebszellen entfalten kann (Farriol et al. 2000). Das Kolon wird

durch die Serosa von anderen Organen abgegrenzt (Lullmann-Rauch 2003).

1.6. PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigene)

In dem Teil der vorliegenden Arbeit, der sich mit der Kolonschleimhaut befasst, habe ich die
Proliferationsaktivitat der Enterozyten unter Estradiolbenzoat und CR BNO 1055-
Subfraktionsbehandlung in den Darmkrypten bestimmt. Als Proliferationsmarker diente mir
die PCNA-Férbung. In dieser Farbung werden proliferierende Zellen in der S-Phase fixiert
und immunhistochemisch sichtbar gemacht. Das PCNA wurde erstmals von Celis und Bravo
1980 beschrieben. Sie wiesen ein Protein von 36kD nach, welches verstarkt in der S-Phase
eines Zellzyklus nachweisbar war (Bravo und Celis 1980). Morris et al. zeigten, dass die Syn-
these von PCNA ihr Maximum in der S-Phase des Zellzyklus erreicht (Morris und Mathews
1989). In der S-Phase des Zellzyklus erfolgt die Replikation der DNS, somit kann ihre Dar-
stellung als Marker fir eine aktive Proliferation verwendet werden (Rassow 2008). PCNA-
positiv geféarbte, proliferationsaktive Zellen erscheinen intensiv braun und sind von den sie

umgebenden Enterozyten gut abgrenzbar (siehe Abb. 3, S.33).
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1.7. Serumlipidparameter in der Menopause - Mensch- und Tiermodell

Wie schon in dem vorangegangenem Kapitel tiber das Klimakterium der Frau erwahnt, haben
zahlreiche epidemiologische Studien den Einfluss eines Ostrogenmangels in der Post-
menopause als Risikofaktor fur verschiedene Erkrankungen wie Osteoporose (Riis et al.
1996), koronare Herzkrankheit (Grodstein und Stampfer 1995) und dem metabolischen Syn-
drom identifiziert (Lobo et al. 2008). Das voll entwickelte metabolische Syndrom ist gekenn-
zeichnet durch Adipositas, Insulinresistenz, Dyslipidamie und Hypertonie und erhoht das Ri-
siko fiir Herzinfarkte, Schlaganfélle und fur verschiedene Krebserkrankungen inklusive Ko-
lonkarzinom (Trevisan et al. 1998; Haffner et al. 1992). Die Ursache fur die Entwicklung des
metabolischen Syndroms wird durch eine periphere Insulinresistenz erklart, welche wiederum
mit einem hohen Korperfettgehalt und Adipositas korreliert (Ferrannini et al. 1997; Jean-
renaud 1978). Auch unabhangig von den Faktoren Hypertonus, Insulinresistenz und Adiposi-
tas fiihren erhohte Cholesterolwerte zu einem erhdhten Risiko fur Arteriosklerose und korona-
rer Herzkrankheit, was 1986 bereits an Daten der Framingham-Studie gezeigt werden konnte
(Castelli et al. 1986). Es konnte zudem in Studien belegt werden, dass bei postmenopausalen
Frauen im Vergleich zu prédmenopausalen Frauen das Gesamtcholesterol, das LDL-
Cholesterol sowie die Triglyceridwerte signifikant erhéht waren und diese zudem positiv mit
dem Korpergewicht korrelierten (Stevenson et al. 1993; Jensen et al. 1990; Reddy Kilim und
Chandala 2013). Walsh et al. untersuchten 1991 den Effekt von HET auf die Serumkonzentra-
tion von LDL, HDL und Triglyceriden. Sie entdeckten, dass HET zu einer signifikanten Re-
duktion der LDL Konzentration fuhrte und einen Anstieg des HDLs und der Triglyceride be-
wirkte (Walsh et al. 1991; Tonstad et al. 1995; Van der Mooren et al. 1992). An ovx Ratten
als Tiermodell der Menopause konnte gezeigt werden, dass zum einen eine Ovarektomie zu
erhdhtem Gesamtcholesterol und LDL fihrt (Suda et al. 1998; Rachon et al. 2008) und zum
anderen eine Behandlung mit Estradiol zu einer Reduktion des Gesamtcholesterols fiihren
kann (Liu und Bachmann 1998). In der Leber wird die Synthese des LDL-Rezeptors durch
Estradiol stimuliert. Estradiol fuhrt tber diesen Mechanismus zu einer verstarkten Aufnahme
und Verstoffwechselung von LDL. Dies konnte im Experiment an ovx Ratten nachgewiesen
werden (Chao et al. 1979; Cooper et al. 1987). An ovx Ratten konnte in einigen Studien ge-
zeigt werden, dass Estradiol fur einen Anstieg der Triglyceride sorgt (Seidlova-Wuttke et al.
2010). In einer klinischen Studie an postmenopausalen Frauen zeigte sich hingegen, dass HET
u.a. den Triglyceridspiegel senken kann (De Franciscis et al. 2013). Der Effekt von Estradiol

auf Serumlipidwerte und der damit einhergehenden Einfluss auf das kardiovaskulare Risiko
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ist in verschiedenen Studien hinreichend belegt worden. In einem Teil dieser Arbeit untersu-
che ich den Einfluss von CR-Subfraktionen auf verschiedene Lipidparameter im Vergleich zu

Estradiolbenzoat.

1.7.1. CR BNO 1055 und ihre Wirkung auf Blutlipidparameter

Es gibt bisher wenige Studien tber die Wirkungen von CR auf Blutlipidparameter. Rachon et
al. zeigten 2008 einen Anstieg des LDLs und einen Abfall der Triglyceridkonzentration nach
6-wochiger Behandlung von ovx Ratten mit CR-Extrakt (Rachon et al. 2008). Am Menschen
sahen andere Studien bisher keinen Effekt von CR-Extrakt auf Blutlipidparameter (Spangler
et al. 2007; Verhoeven et al. 2007).

1.8. Serumlipide

1.8.1. Cholesterol

Cholesterol kommt als Membranbestandteil in allen Zellmembranen des Korpers vor und ist
zudem Grundsubstanz fur die Synthese der Steroidhormone, der Gallensauren und des Vita-
min-Ds. Ein Grofiteil der Cholesterolsynthese erfolgt in der Leber. Das im Darm aufgenom-
mene Cholesterol wird tber Chylomikronen zur Leber transportiert und in Lipoproteine ein-

gebaut, welche das Cholesterol zu den Zielzellen im Korper transportieren (Rassow 2008).

1.8.2. LDL (Low Density Lipoprotein)

Das LDL ist fur den Cholesteroltransport durch den Organismus zu den Zielzellen verant-
wortlich. Es entsteht aus VLDL indem eine endotheliale Lipoproteinlipase die in den VLDLs
enthaltenen Triglyceride hydrolysiert. Alle Zellen des Koérpers bilden in unterschiedlichem
Ausmal LDL-Rezeptoren aus. Die Aufnahme von LDL erfolgt tber eine rezeptorvermittelte
Endozytose. Da LDL und VLDL die héchsten Anteile an Cholesterol und Triglyceriden auf-
weisen, gelten sie als besonders einflussreich auf die Entstehung von Arteriosklerose (Rassow
2008; Dietschy 1984).
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1.8.3. HDL (High Density Lipoprotein)

HDL sind diejenigen Lipoproteine mit der hochsten Dichte. Sie werden in den Hepatozyten
synthetisiert und haben in peripherem Gewebe die Aufgabe berschiissiges Cholesterol auf-
zunehmen und zur Leber zuriick zu transportieren, wo das Cholesterol tber die Gallenséuren
ausgeschieden werden kann (Arbeeny et al. 1987). Aufgrund dieser Wirkung gilt das HDL als
protektiv fur Herz-Kreislauferkrankungen, was epidemiologisch bereits in der Framingham-
Studie gezeigt werden konnte (Castelli et al. 1986; Rassow 2008). Die Lipidfraktion in der
Ratte besteht, im Gegensatz zum Menschen zu 60-70% aus HDL. Beim Menschen besitzt das
LDL diesen Anteil (Lundeen et al. 1997).

1.8.4. Triglyceride

Triglyceride sind Ester aus Glycerin und drei Fettsaureresten. Sie dienen dem Organismus als
langfristiger Energiespeicher und akkumulieren in den Adipozyten des weilen Fettgewebes.
Ihre Aufnahme erfolgt im Darm, von wo sie als Chylomikronen in den Kreislauf gelangen
und in der Peripherie unter Mithilfe der Lipoproteinlipase-A ihre Fettsduren an das Zielgewe-

be, beispielsweise Adipozyten, abgeben (Rassow 2008).

1.8.5. Leptin

Leptin ist ein Polypeptid aus 167 Aminosauren (Zhang et al. 1997) und seine Synthese erfolgt
hauptséchlich in den Adipozyten des weiRen Fettgewebes (Cinti et al. 1997). Die Serumkon-
zentration von Leptin hangt stark vom Kdorpergewicht und dem Korperfettanteil ab und ist
umso hoéher, je hoher der Korperfettanteil der betreffenden Person ist (Considine et al. 1996).
Leptin entfaltet seine Wirkung Uber spezifische Leptinrezeptoren (Tartaglia 1997), die vor
allem im Zentralnervensystem und Hypothalamus lokalisiert sind (Woods und Stock 1996).
Im Hypothalamus hemmt Leptin die Funktion von Neuropeptid-Y und wirkt so appetitzi-
gelnd (Schwartz und Seeley 1997). Wéhrende der Menopause nimmt als Konsequenz des sin-
kenden Ostrogenspiegels der Koperfettanteil bei Frauen zu und damit auch der Leptinspiegel
(Poehlmann et al. 1995; Gower et al. 2000). Experimente an ovx Ratte konnten zeigen, dass
sich unter Ostrogentherapie die Leptinwerte wieder auf ein physiologisches Maf reduzieren
lieRen (Meli et al. 2004). In anderen Studien wurde jedoch kein Effekt von HET auf die Lep-

tinwerte bei postmenopausalen Frauen gefunden, (Gower et al. 2000; Springer et al. 2013)
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sodass es in Zukunft weiterer Untersuchungen der Interaktion von Leptin und Ostrogenen
bedarf.

1.9. Zielsetzung

Wie bereits in der Einleitung erwéhnt, ist es in dem Forschungsprojekt, in dessen Rahmen die
vorliegende Dissertation angefertigt wurde, erstmalig moglich gewesen, die einzelnen aufge-
reinigten Subfraktionen des CR BNO 1055-Extraktes an verschiedenen Organsystemen und
unter verschiedenen Fragestellungen zu testen.

In der vorliegenden Arbeit beschéaftige ich mich mit drei Aspekten, die der Frage nach einer
maoglichen Erweiterung der Indikation sowie der Anwendungssicherheit der CR BNO 1055-
Subfraktionen untergeordnet sind.

Im ersten Teil der Arbeit untersuche ich den Einfluss der CR BNO 1055-Subfraktionen auf
die Leber. Es gibt einige Studien, grotenteils Fallanalysen, die einen akuten Leberschaden
unter CR-Extrakt Therapie beschreiben (Levitsky et al. 2008; Lynch et al. 2006; Chow et al.
2008). Es gibt bisher jedoch noch keine Studie, die die Wirkung der Subfraktionen im Einzel-
nen auf die Leber untersucht hat. Da die Fragestellung eine mégliche Erweiterung der Indika-
tion und die Anwendungssicherheit beinhaltet, ist zu kléren, ob einzelne Subfraktionen einen
Effekt auf die Leber zeigen kénnen. Durch die Aufarbeitung und Aufteilung des CR BNO
1055-Extraktes in seine wirksamen Subfraktionen durch die Firma Bionorica® bietet sich die
Madglichkeit, den Lebereffekt jeder einzelnen Fraktion zu untersuchen. Fast alle bisher durch-
gefiihrten Studien und Fallanalysen konzentrierten sich vornehmlich auf akut toxische Leber-
zellschéden unter CR-Therapie. In Kapitel 1.3.2 wird erwahnt, dass Lide et al. Hinweise auf
die Entwicklung einer Steatose unter CR-Extrakt-Therapie gefunden haben (Lude et al. 2011).
Als bereits etablierte und histologisch gut durchfiihrbare Methode habe ich ebenfalls die Fett-
anteile der einzelnen Rattenlebern der jeweiligen Subfraktionen ausgewertet und mit der Kon-
trollgruppe verglichen. Ziel war hier die Untersuchung eines moglicherweise langerfristigen
Schédigungspotentials im Sinne einer Risikoerhéhung fir eine Fettlebererkrankung unter CR
BNO 1055-Subfraktionstherapie.

Im zweiten Teil dieser Arbeit habe ich die Wirkung der CR-Subfraktionen auf die Proliferati-
onsaktivitat im Kolonepithel untersucht. Die Balance zwischen Proliferation und Apoptose ist
wichtig fir eine anhaltend gesunde Kolonschleimhaut, daher habe ich den Effekt der CR-

Subfraktionen auf die Proliferationsaktivitat mit der Proliferationsaktivitat unter Therapie mit
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Estradiolbenzoat bei SD-Ratten verglichen. HET zeigt in verschiedenen epidemiologischen
Studien an postmenopausalen Frauen eine kolonkarzinomprotektive Wirkung (Johnson et al.
2007; Delellis Henderson et al. 2010). Der dritte Teil dieser Arbeit hat die Wirkung der CR
BNO 1055-Subfraktionen auf Blutlipidparameter im Fokus und beschéaftigt sich mit der Fra-
gestellung eines moglichen Effektes auf diese Parameter. Vor allem LDL und HDL haben
einen besonderen Stellenwert in der Analyse des individuellen kardiovaskuldren Risikos und
eine Beeinflussung dieser Parameter kdnnte auch das kardiovaskuldre Risiko positiv oder ne-
gativ beeinflussen. Wenn die CR-Subfraktionen einen positiven Effekt auf die Lipidparameter
zeigen sollten, dann lieRen sich einzelne Subfraktionen eventuell zusatzlich zur Risikoreduk-

tion kardiovaskuladrer Ereignisse einsetzen.
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2. Material und Methoden

2.1. Tierversuche

Die Tierversuche fanden unter der Aufsicht von Priv.-Doz. Dr. med. D. Seidlova-Wuttke und
mit der Genehmigung der Bezirksregierung Braunschweig unter der Tierversuchsnummer
33.11.42504-04-043/08 statt. Die insgesamt 100 Sprague-Dawley-Ratten (Harlan-
Winkelmann, Borchen) wurden in 20 Kafigen (Makrolon®-Kafig Typ IV, Firma Techniplast
Deutschland GmbH, HohenpreiRenberg) zu jeweils 5 Tieren in der tierexperimentellen Ein-
richtung der Universitatsmedizin Gottingen gehalten. Die Tiere wurden in einem Alter von
drei Monaten geliefert und unter konstanter Raumtemperatur von 23° Celsius bei einer Luft-
feuchtigkeit von 50 — 55% und mit einer Beleuchtungszeit von 6.00 — 18.00 Uhr unterge-
bracht. Des Weiteren verfligten die Tiere Uber einen freien Zugang zu Wasser und Futter. Das
Anfangsgewicht der Tiere variierte von 245 bis maximal 295 g. Um die Identifizierung der
einzelnen Tiere zu erleichtern, wurden die Ratten mit Transpondern der Firma Emsikon Jung
(Emsikon Jung GmbH, Fastinning) ausgestattet. Es erfolgte zudem eine Eingewdhnungsphase
auf das sojafreie Futter EF R/M, E 150000-04 (ssniff® Spezialdidten GmbH, Soest) von zwei
Wochen um die spatere Substanzaufnahme zu optimieren. Da verschiedene Organe entnom-
men und aufgearbeitet wurden, sind die Tierversuche Bestandteil mehrerer Dissertationen
dieser Arbeitsgruppe. Die Daten uber die Futteraufnahme, das Korpergewicht und die Lip-
idparameter entstammen einem Datenpool, der mehreren Doktoranden fir ihre Dissertation
zur Verfuigung stand. Dies ergab sich auch aus Tierschutzgriinden. Meine Dissertation bezieht
sich auf die Anfertigung, Farbung und histologische Auswertung der Leber- und Kolonprapa-
rate sowie auf die Anfertigung und Auswertung der Korrelationsanalysen der Serumlipidpa-
rameter. An der Tierhaltung, Tierpflege und Organentnahme bzw. Obduktion war ich nicht
beteiligt.

2.1.1. Ovarektomie

Die Ratten wurden nach einer Woche unter Isoflurannarkose (Forene®, Abbott, Illinois,USA)

und postoperativer Analgesie mit Rimadyl® (Pfizer GmbH, Karlsruhe) ovarektomiert.
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2.1.2. Obduktion, Blutgewinnung

Nach Abschluss der 4-wdchigen Applikation der Wirkstoffe wurden die Versuchstiere an
zwei Vormittagen, jeweils zwischen 8.30 und 12.00 Uhr, durch Doktoranden der Abteilung
Endokrinologie unter Supervision von PD Dr. med. Dana Seidlova-Wuttke obduziert. Nach
erfolgreicher ldentifizierung mit Hilfe der Transponder wurden die Tiere mittels CO,-Gas
narkotisiert und anschlieBend enthauptet. Das Blut wurde fur spétere Serumanalysen aufge-
fangen. Der groRte Teil der inneren Organe und fir spatere Analysen wichtige Gewebe wie

Muskel, Fett, Haut, Knochen konnten konserviert werden.

2.2. Futter und Testsubstanzen

Nach der 2-woéchigen Eingewohnungsphase auf das sojafreie Futter Futter EF R/M, E
150000-04 (ssniff® Spezialdiaten GmbH , Soest) und der Ovarektomie wurden die Ratten
mit jeweils unterschiedlichen Substanzen gefittert. Die Gabe der Substanzen erfolgte tiber die
Zugabe zu dem sojafreien Futter, welches den Ratten ad libitum zu freier Verfligung stand.
Die Gruppeneinteilung belief sich auf 10 Gruppen & 10 Ratten mit einer jeweils anderen, dem
Futter beigefiigten, Testsubstanz. Uber einen Zeitraum von vier Wochen wurden die Tiere
dann mit den Subfraktionen aus dem Cimicifuga racemosa CR BNO 1055-Extrakt und Est-
radiolbenzoat behandelt. Die Dosis in mg/kg Futter sowie die Futteraufnahme ist in Tabelle 1
beschrieben. Die Dosis der Subfraktionen entspricht ihrem Anteil an einer bekannten wirksa-
men Menge CR BNO 1055 Gesamtextrakt von ca. 9mg/d.
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Tab. 1: Testsubstanz, Name der Gruppe, Anzahl der Tiere, Substanzdosis in mg/kg Futter

Futterart: EF R/M, E 150000-04 | Name der Gruppe | Anzahl Dosis in  mg/kg
(ssniff® Spezialdiaten GmbH , So- der Tiere Futter
est) + jeweilige Testsubstanz

Ko, EF R/M Ko 10 Keine
Estradiolbenzoat E2 10 10
Saponinfraktion COO01/s 10 117,6
Restfraktion COO01/R 10 382,35
Saponinsubfraktion 1 COO01/s1 10 31,2
Saponinsubfratkion 2 C001/s2 10 46,06
Saponinsubfraktion 3 COO01/s3 10 46,04
Restsubfraktion 1 COO1/rR1 10 276,81
Restsubfraktion 2 COO1/R2 10 75,37
Restsubfraktion 3 COO1/R3 10 35,979

Die Obduktion der Tiere erfolgte nach 4 Wochen. Die Futteraufnahme pro Tag war bei allen

Gruppen, bis auf die E2 Gruppe, konstant. Die Daten Uber die Futteraufnahme und Zusam-

mensetzung entstammen einem Datenpool, der von mehreren an diesem Projekt beteiligten

Doktoranden verwendet wird.
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2.3. Versuchsablauf: Zeitstrahl
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Abb. 2: Zeitstrahl Versuchsablauf
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2.4 Analyse

2.4.1 Herstellung der Schnittpraparate
2.4.1.1. Leberschnittpraparate

Es wurden pro Tier 2-3 Gefrierschnittpraparate hergestellt. Die nach der Obduktion entnom-
menen Lebern wurden in einem Gefrierschrank der Marke Kendro (Kendro HFC 586 TOP)
bei einer Temperatur von -70° Celsius tiefgefroren. Anschliel3end erfolgte die Anfertigung der
4 um breiten Leberschnittpréparate mithilfe eines Kryotoms (Leica CM 3050). Die fertigen
Schnitte wurden schliellich direkt nach dem Schneiden auf Objekttrager der Marke Menzel
(SuperFrost Ultra Plus, Menzel GmbH & Co KG, Braunschweig) aufgezogen und waren nach

dem Trocknen tber Nacht bei Raumtemperatur zum Anférben geeignet.

2.4.1.2. Kolonschnittpraparate

Es wurden pro Tier 2-3 Hartschnittpraparate hergestellt. Der bei der Obduktion entnommene,
rektosigmoidale Anteil des Kolons wurde zundchst fur 72 Stunden in einer 10%igen formal-
inhaltigen Losung aufbewahrt. Fir die Weiterverwendung und zur Stabilisierung des Organ-
gewebes wurden die Organe zunéchst in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwéssert und
mithilfe von Xylol und Paraffin fixiert (Siehe methodischer Anhang). Die Kolonpréaparate
wurden in Kunststoffblocke gegossen.

Das Protokoll uber die Technovit-Kunststoffblockherstellung ist im Anhang zu finden. Die
fertigen Kunststoffblocke wurden anschlieRend mit einem Rotations-Tischmikrotom der Fir-
ma Leica (Leica 2065 Supercut, Leica Biosystems GmbH, Nussloch) in eine Dicke von 3-
5um geschnitten. Anschlielend erfolgte die Auftragung der Schnitte auf Objekttrager der
Marke Menzel (SuperFrost Ultra Plus, Menzel GmbH & Co KG, Braunschweig).
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2.5. Farbung
2.5.1 Olrot-Farbung der Leberschnitte

Bei der von Lillie eingefiihrten Methode des Fettnachweises mit Oil red O (Fa. Sigma, De-
isehofen) werden Lipide intensiv rot gefarbt. Das zur Kernfarbung verwendete Hamatoxilin
nach Mayer wurde von der Firma Merck KGaA als fertige Féarbelésung bezogen und féarbt
Zellkerne blau an. Aufgrund des entstehenden Kontrastes lassen sich Fettansammlungen in
den geféarbten Praparaten sehr gut erkennen. Die genaue Férbeanleitung ist im Anhang zu fin-

den. Im Ergebnisse-Teil ist ein typisches Féarbebeispiel abgebildet (s. Abb. 6, S. 38)

2.5.2. Immunzytologische Farbung PCNA

Die PCNA-Farbung ist eine immunzytologische Féarbung und beinhaltet zwei grundlegende
Schritte. Zuerst ist es notig, die Schnittpraparate zu Anfang so zu behandeln, dass eine opti-
male Prasentation der Antigene fur die spater bindenden Antikoérper ermoglicht wird. Dies
wird durch eine Entparaffinierung der Schnitte und deren Behandlung mit Citratpuffer und
Wasserstoffperoxid erreicht. Der zweite Schritt beinhaltet die Farbung mit einem Priméranti-
korper gegen PCNA (mouse monoclonal 1gG 2a, clone PC 10 Firma Santa Cruz Biotechnolo-
gy, CA, USA), der an das PCNA binden kann und dessen Sichtbarmachung mithilfe eines
Sekundarantikorpers (rabbit/mouse, Fa. Dako, Hamburg) und Diaminobenzidin (DAB) er-

folgt. Die Farbeanleitung ist im Anhang zu finden.

2.6. Auswertung der histologischen Praparate

2.6.1. Auswertung der Leberschnittpraparate

Fur die Auswertung der Leberschnittpréparate wurden aus den insgesamt 10 Tieren pro Grup-
pe jeweils 3 Tiere ausgewahlt, von denen jeweils 2 Schnitte pro Tier untersucht wurden. Die
Auswertung der Préaparate erfolgte mittels eines mit einer Kamera (Olympus ColorView, Soft
Imaging System GmbH, Minster) an einen Computer angeschlossenen Mikroskops (Zeiss
Axiophot, Carl Zeiss AG, Jena) bei einer 12,5-fachen VergroRerung. Durch die Olrot-
Féarbung der Schnittpraparate konnte man die als rot imponierenden Fettanhdufungen sehr gut
von dem Hintergrund der blau geféarbten Zellkerne abgrenzen. Diese Bedingung konnte mit

der analySIS® 3,0 Software ausgenutzt werden. Die einzelnen Leberschnittpraparate wurden
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fir die bessere Ubersicht in 4 Quadranten aufgeteilt und in jedem Quadranten der Fettgehalt
und die Parenchymfl&che separat bestimmt und hinterher als Gesamtmenge zusammengeflgt.
Bei einem Fund von Fettansammlungen in einem Gesichtsfeld wurde mit der Kamera ein Foto
dieses Geschichtsfeldes gemacht und anschliefen mit der Funktion ,Farbschwellenwerte
setzen“ dem Programm erklart, welche Farbwerte innerhalb des Bildes Fett (rot) und welche
Parenchym (blau) sind. Diese Farbflachen kann das Programm mit gegebener VergréRerung
(10-fach am Objektiv und nochmal 1,25-fach durch die Kamera) einer Flaiche in pm? zuord-
nen. Mit der Funktion ,,Phasenanalyse durchfiihren“ erhalt man somit pro Messung eine Men-
ge an absolut gemessenem Fett in um?, eine Menge an absolut gemessenem Parenchym in
um? und ein Verhéltnis von Fett zu Parenchym in Prozent, welche von dem Programm in ei-
ner Excel-Tabelle gespeichert werden. Diese Tabellen wurden anschliefend zusammengefugt,
um die Fett und Parenchymwerte fur ein ganzes Prédparat zu erstellen. In der Auswertung der
Leberschnittpraparate wurde aufgrund der unterschiedlichen GréRe der Gesamtschnittflache
der einzelnen Proben an den Stellen die Parenchymflache bestimmt, an denen Fettansamm-
lungen gefunden wurden. Die Messungen werden im Kapitel ,,Ergebnisse” als Fettanteil in

pum2 pro Parenchymfléche in umz2 dargestellt.

2.6.2 Auswertung der Kolonschnittpraparate

Fur die Auswertung der Kolonschnittpraparate wurden aus den insgesamt 10 Tieren pro
Gruppe jeweils 4 Tiere ausgewahlt, von denen jeweils 2 Schnitte pro Tier untersucht wurden.
Die Auswertung der Praparate erfolgte mittels eines mit einer Kamera (Olympus ColorView,
Soft Imaging System GmbH, Minster) an einen Computer angeschlossenen Mikroskops
(Zeiss Axiophot, Carl Zeiss AG, Jena) uber die Software analySIS® 3,0 (Soft Imaging Sys-
tem GmbH, Minster) bei einer 40-fachen Vergroflerung. Gezahlt wurden die PCNA-
positiven, braun geféarbten Zellen bzw. Zellkerne im Verhéltnis zu 500 Zellen pro Praparat.
Verwendet und geféarbt wurden Schnittpréparate aus dem rektosigmoidalen Anteil des Kolon.
Jedes Préparat wurde in 4 Quadranten eingeteilt und in jedem Quadranten wurden 125 Zellen
gezahlt. Kriterium war, dass nur langs angeschnittene und in ihrem Verlauf komplett vom
Darmlumen bis zum Boden verfolgbare Krypten in die Auswertung mit einflossen. Jeder in-
tensiv braun gefarbte Zellkern sowie jede Zelle, die ein braun geféarbtes Kernkorperchen auf-

wies, wurde als positive Zelle gewertet.
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Abb. 3: Kolonschnittpraparat, Zellproliferation, Gruppe R3, Vergroferung 40x, PCNA-Farbung;
Dieses Praparat gehort zu der R3-Gruppe der CR BNO 1055 Subfraktionen und ist mit der
PCNA-Farbung gefarbt. PCNA-positive Zellkerne erscheinen intensiv braun gefarbt. Die
Zellzahlung der positiven Zellen erfolgte bei dieser VergroRerung. Es wurden pro Praparat
500 Zellen, aufgeteilt in 4 Quadranten & 125 Zellen, gezahlt. Es wurden pro Quadrant 3 ne-
beneinander liegende Krypten ausgewahlt und vom Darmlumen beginnend ausgezahit.
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2.7. Serumparameter

Aus dem gewonnenem Blut der Versuchstiere wurde eine Vielzahl von Serumparametern
bestimmt. Fur diesen Versuch von Interesse waren die Konzentrationen von Leptin, HDL,
LDL, Gesamtcholesterol und der Triglyceride. Diese Parameter wurden mithilfe des Analyse-
gerates Hitachi 902 automatic analyzer (Boehringer, Mannheim) bestimmt. Das Leptin lieR
sich anhand einer standardisierten Radioimmunfluoreszenzanalyse (RL-83 K, Linco Rese-
arch, USA) ermitteln. Die Analyse der Serumparameter erfolgte durch die MTA Sabine Lu-

nemann und stand mehreren Doktoranden der Abteilung in ihren Dissertationen zur Verfu-

gung.

2.8. Graphen und statistische Analyse

Die Grafiken und die statistische Analyse wurde mithilfe der GraphPad Prism 5.0 Software
angefertigt. Flr die statistische Auswertung wurden 1way ANOVA — Dunnett’s Multiple
Comparison Test und der t-Test verwendet. P-Werte gelten ab einer Abweichung von kleiner
als 0.05 als signifikant. Die Graphen werden im Kapitel ,,Ergebnisse* als Balkendiagramm
mit Standardfehler (SEM) dargestellt.
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3. Ergebnisse

Fur die Auswertung der Ergebnisse wurden alle Werte denen der Kontrollgruppe, gekenn-

zeichnet mit Ko, ovx, gegeniibergestellt
3.1. Korpergewicht

Effekt von sojafreiem Futter, Estradiolbenzoat und CR BNO 1055-Subfraktionen nach 4-
waochiger Behandlung auf das Korpergewicht der SD-Ratten.
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Abb.4: Effekt von E2 und CR BNO 1055-Subfraktionen auf durchschnittliches Korpergewicht der Ver-
suchstiere pro Gruppe. Bis auf die E2-Gruppe zeigen alle anderen Gruppen keine Abweichung zum
Kdrpergewicht der Kontrollgruppe. * = p<0,05(t-Test; 1way ANOVA — Dunnett’s Multiple Compari-
son Test). Abweichung als SEM

Die Korpergewichte der Tiere, die mit den CR BNO 1055-Subfraktionen behandelt wurden,
wiesen keinen signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe auf. Die Tiere, die mit Estradiol-
benzoat behandelt wurden, waren im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant leichter
(p<0,0001). Die Daten Uber das Korpergewicht der Tiere entstammen einem Datenpool, der
mehreren an diesem Projekt beteiligten Doktoranden zur Verfligung stand.
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3.2. Futteraufnahme

Tab. 2: Testsubstanz, Name der Gruppe, Anzahl der Tiere, Substanzdosis in mg/kg Futter, Futterauf-

nahme in g/Tier/Tag und Substanzeinnahme in mg/Tag * p<0,05
Futterart Name der | Anzahl | Dosis Futteraufnahme | Substanzeinnahme
Gruppe der mg/kg (o/Tier/Tag) (mg/Tag)
Tiere Futter

Ko, EF R/M Ko 10 Keine 17,95 keine
Estradiolbenzoat E2 10 10 10,81* 0,108
Saponinfraktion C001/s 10 117,6 17,17 2,019
Restfraktion C001/R 10 382,35 19,03 7,26
Saponinsubfraktion 1 | C001/S1 | 10 31,2 18,37 0,573
Saponinsubfraktion 2 | C001/S2 | 10 46,06 17,63 0,802
Saponinsubfraktion 3 | C001/S3 | 10 46,04 19,56 0,900
Restsubfraktion 1 C001/R1 |10 276,81 18,75 5,190
Restsubfraktion 2 C001/R2 |10 75,37 18,71 1,410
Restsubfraktion 3 C001/R3 |10 35,979 18,52 0,666

Die Futteraufnahme der Tiere in der Kontrollgruppe sowie in den Gruppen der CR BNO

1055-Subfraktionen war uber den Versuchsverlauf anndhernd gleich. Die Futteraufnahme der

mit Estradiolbenzoat behandelten Tiere war im Vergleich zu den anderen Gruppen durch-

schnittlich signifikant niedriger. Die Daten ber die Futteraufnahme und die Substanzeinnah-

me der Tiere entstammen einem Datenpool, der mehreren an diesem Projekt beteiligten Dok-

toranden zur Verfligung stand
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3.3. Ergebnisse der Messungen Uber den Leberfettgehalt
3.3.1. Verhaltnis von Leberfettgehalt zu Parenchymflache
Hier wird der Effekt von Estradiolbenzoat und CR BNO 1055-Subfraktionen nach 28-tagiger

Applikation auf den Fettanteil in den ausgewéhlten Flachen des Leberparenchyms dargestellt.

Effekt von E2 und CR BNO 1055-Extrakt Subfraktionen (28 Tage per Futter bei ovx Ratte) auf:
Fettanteil pro Flache Leberparenchym
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Abb. 5: Effekt von E2 und CR BNO 1055-Subfraktionen auf Fettanteil pro Flache Leberparenchym;
Darstellung in %; * = p<0,05 vs KO, ovx (t-Test; 1lway ANOVA - Dunett’s Multiple Comparison
Test). Abweichung als SEM

Die Abbildung zeigt im Vergleich zur Kontrollgruppe einen signifikant hoheren Fettanteil pro
Parenchymfléache (%) bei den Tieren, die mit der Subfraktion R3 des CR BNO 1055-
Extraktes behandelt wurden (p=0,0072, Dunett’s Multiple Comparison Test). Bei der Estradi-
olbenzoatgruppe E2 und bei den anderen Subgruppen war kein signifikanter Anstieg des Le-
berfettgehaltes zu messen. Im t-Test zeigte sich die R3-Gruppe durch hohe Standardabwei-

chung nicht signifikant.
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3.3.2. Makroskopische Beurteilung der Fettansammlungen in den Leberschnittprépara-
ten

Die Gruppe R3 zeigt einen im Vergleich zur Kontrollgruppe hdheren Anteil an Fettgewebe
und wurde auf die Konfiguration ihrer Fettansammlungen hin mikroskopisch untersucht.

= = # i

Abb. 6: Leberschnittpraparat, R3-Gruppe, VergroRerung 12,5-fach, Olrot-Farbung

Diese Abbildung zeigt ein histologisches Leberschnittpraparat aus der R3-Gruppe. Das Bild
wurde bei 12,5-facher VergroRerung aufgenommen. Man erkennt zwischen dem Hamatoxilin-
gefarbten, blauen Leberparenchym eine Ansammlung von Olrot-gefarbten Fetten, die am
ehesten dem Typ der makrovesikuldren Fettakkumulation entsprechen, d.h. eine einzelne in
der GroRe heterogene Lipidvakuole pro Hepatozyt, welche den Zellkern verdrangen kann. Die
Art der Fettansammlungen entspricht im gesamten Praparat diesen Kriterien.
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3.4. Zellproliferation im Kolonepithel

3.4.1. Zellproliferation als Anteil der PCNA-positiven Zellen an 500 Zellen

Effekt von E2 und CR BNO 1055-Extrakt Subfraktionen (28 Tage per Futter
bei ovx Ratte) auf:
Zellproliferation in der Kolonschleimhaut
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Abb. 7: Effekt von CR BNO 1055-Subfraktionen und E2 auf Zellproliferation in der Kolonschleim-
haut; Anteil der positiven PCNA-Zellen an 500 Gesamtzellen. * = p<0,05 vs KO, ovx (t-Test; 1way
ANOVA — Dunnett’s Multiple Comparison Test). Abweichung als SEM

Die Gruppe der mit Estradiolbenzoat behandelten Tiere wies eine t-Test-signifikant hohere
Zellproliferationsrate als die Kontrollgruppe auf (p=0,0221). Die anderen Gruppen zeigen in
der Zellproliferation keinen statistisch signifikanten Effekt. In der zusatzlich durchgefiihrten
1way ANOVA - Dunnett’s Multiple Comparison Test-Analyse zeigte sich fur keine der ge-
testeten Gruppen eine signifikante Abweichung der Mittelwerte von der Kontrollgruppe.
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3.5. Blutlipidparameter

3.5.1. Serumcholesterol

Effekt von E2 und CR BNO 1055-Extrakt Subfraktionen (28 Tage
per Futter bei ovx Ratte) auf:
Serumwert Cholesterol pro Gruppe (mg/dl)
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Abb. 8: Effekt von E2 und CR BNO 1055-Subfraktionen auf Serumkonzentration des Gesamtcho-
lesterols. * = p<0,05 vs KO, ovx (t-Test; lway ANOVA — Dunnett’s Multiple Comparison Test). Ab-
weichung als SEM

Der Serumwert des Gesamtcholesterols ist bei der Gruppe der mit Estradiolbenzoat behandel-
ten Tiere signifikant gegentber der Kontrollgruppe vermindert (p<0,0001, t-Test). Die Grup-
pen der mit den CR BNO 1055-Subfraktionen behandelten Tiere zeigen keinen Effekt auf den
Gesamtcholesterolwert im Serum nach 4-woéchiger Behandlung. Die Daten des Serumcho-
lesterols entstammen einem Datenpool, der mehreren an diesem Projekt beteiligten Doktoran-
den zur Verfligung stand
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3.5.2. LDL (Low Density Lipoprotein)

Effekt von E2 und CR BNO 1055-Extrakt Subfraktionen (28 Tage per Futter
bei ovx Ratte) auf:
Serumwert LDLC2 pro Gruppe (mg/dl)
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Abb. 9: Effekt von E2 und CR BNO 1055-Subfraktionen auf Serumkonzentration des LDLs. * =
p<0,05 vs KO, ovx (t-Test; lway ANOVA — Dunnett’s Multiple Comparison Test). Abweichung als
SEM

Der Serumwert des LDL ist bei der Gruppe der mit Estradiolbenzoat behandelten Tiere signi-
fikant gegenuber der Kontrollgruppe vermindert (p<0,0001, t-Test). Die Gruppen der mit den
Subfraktionen behandelten Tiere zeigen keinen signifikanten Effekt auf den LDL-Wert im
Serum nach 4-wéchiger Behandlung. Die Daten des Serum-LDLs der Tiere entstammen ei-
nem Datenpool, der mehreren an diesem Projekt beteiligten Doktoranden zur Verfiigung
stand.
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3.5.3 HDL (High Density Lipoprotein)

Effekt von E2 und CR BNO 1055-Extrakt Subfraktionen (28 Tage per Futter bei
ovx Ratte) auf:
Serumwert HDLC2 pro Gruppe (mg/dl)
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Abb. 10: Effekt von E2 und CR BNO 1055-Subfraktionen auf Serumkonzentration des HDLs. * =
p<0,05 vs KO, ovx (t-Test; lway ANOVA — Dunnett’s Multiple Comparison Test). Abweichung als
SEM

Der Serumwert des HDLs ist bei der Gruppe der mit Estradiolbenzoat behandelten Tiere sig-
nifikant gegenuber der Kontrollgruppe vermindert (p=0,0002, t-Test). Die Gruppen der mit
den Subfraktionen behandelten Tiere zeigen keinen signifikanten Effekt auf das HDL im Se-
rum nach 4-woéchiger Behandlung. Die Daten des Serum-HDLs der Tiere entstammen einem
Datenpool, der mehreren an diesem Projekt beteiligten Doktoranden zur Verfiigung stand.
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3.5.4. Triglyceride

Effekt von E2 und CR BNO 1055-Extrakt Subfraktionen (28 Tage per Futter
bei ovx Ratte) auf:
Serumwert Triglyceride pro Gruppe (mg/dl)

200-

150- I T I
T e e It
E 1 1| T rr 1
: T
Q
2 1004 T
Q
5 1
=
=

50

C 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

oS S &

L S S ¢ S S

Abb. 11: Effekt von E2 und CR BNO 1055-Subfraktionen auf Serumkonzentration der Triglyceride.
Abweichung als SEM

Der Serumwert der Triglyceride ist in keiner der untersuchten Gruppen signifikant gegeniiber
der Kontrollgruppe erhéht oder vermindert. Es lassen sich starke Ausreil3er bei den Gruppen
E2 und Gesamtrestfraktion erkennen. Die Gesamtsaponinfraktion zeigt eine Tendenz zu nied-
rigeren Triglyceridwerten im Vergleich zu der Kontrollgruppe. Die Daten der Serum-
Triglyceridwerte der Tiere entstammen einem Datenpool, der mehreren an diesem Projekt
beteiligten Doktoranden zur Verfligung stand.
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3.5.5 Leptin

Effekt von E2 und CR BNO 1055-Extrakt Subraktionen (28 Tage per
Futter bei ovx Ratte) auf:
Serumwert Leptin pro Gruppe (ng/ml)
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Abb. 12: Effekt von E2 und CR BNO 1055-Subfraktionen auf Serumkonzentration des Leptins. * =

p<0,05 vs KO, ovx (t-Test; lway ANOVA — Dunnett’s Multiple Comparison Test). Abweichung als
SEM

Der Serumwert von Leptin ist bei der Gruppe der mit Estradiolbenzoat behandelten Tiere sig-
nifikant gegenuber der Kontrollgruppe vermindert (p<0,0001, t-Test). Die Gruppen der mit
den Subfraktionen behandelten Tiere zeigen keinen signifikanten Effekt auf den Leptinwert
im Serum nach 4-wdchiger Behandlung. Man kann bei der Gesamtsaponin- und S2-Fraktion
eine Tendenz der Mittelwerte zu niedrigeren Leptinserumspiegeln im Vergleich zur Kontroll-
gruppe erkennen. Die Daten des Serum-Leptins der Tiere entstammen einem Datenpool, der

mehreren an diesem Projekt beteiligten Doktoranden zur Verfiigung stand.
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3.6. Korrelationsanalysen

3.6.1. Korrelationsanalyse von Leptin und Kérpergewicht
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Abb. 13: Korrelationsanalyse von Leptinwerten und Kérpergewicht. Die Leptinwerte korrelieren po-
sitiv mit dem Korpergewicht

Diese Korrelationsanalyse zeigt eine positive Korrelation der Leptinwerte im Verhaltnis zum
Korpergewicht. Verglichen wurde das Gewicht der Tiere aller Gruppen im Verhaltnis mit den
den Tieren zugehorigen Leptinwerten. Dies bedeutet je hoher das Korpergewicht der Tiere ist,
desto hohere Leptinspiegel sind zu erwarten. Die Werte zu Serum-Leptin und Kdrpergewicht

der Tiere entstammen einem Datenpool, der mehreren an diesem Projekt beteiligten Dokto-
randen zur Verfugung stand.
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3.6.2. Korrelationsanalyse PCNA-positive Zellen zu Serumleptin
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Abb. 14: Korrelationsanalyse von Leptinwerten und PCNA-positiven Kolonzellen. Die Leptinwerte
korrelieren negativ mit den PCNA-positiven Zellen.

Diese Korrelationsanalyse zeigt eine negative Korrelation der Leptinwerte im Verhaltnis zu
den PCNA-positiven Kolonzellen. Verglichen wurde das Verhaltnis der PCNA-positiven
Enterozyten zur Gesamtzahl der gezahlten Enterozyten pro Subgruppe. Dies bedeutet, je ho-
her die Proliferationsrate der Enterozyten, desto niedrigere Leptinwerte waren zu erkennen.
Die Werte des Serum-Leptins der Tiere entstammen einem Datenpool, der mehreren an die-
sem Projekt beteiligten Doktoranden zur Verfiigung stand.
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3.6.3. Weitere Korrelationsanalysen

Die Korrelationsanalysen der folgenden Parameter zeigen keine Korrelation zueinander und

werden daher nicht gesondert graphisch dargestellt.

1) PCNA-positive Zellen in % zu Serumcholesterol in mg/dl (p-Wert: 0,0715)
2) PCNA-positive Zellen in % zu Serum-LDL in mg/dl (p-Wert: 0,0794)

3) Leberfettgehalt in % zu Serumcholesterol in mg/dl (p-Wert: 0,4569)

4) Leberfettgehalt in % zu Serumleptin in ng/ml (p-Wert: 0,921)

5) Leberfettgehalt in % zu Serum-LDL in mg/dl (p-Wert: 0,2023)
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4. Diskussion

4.1. Leberfettanteile

Nach 4-wdchiger Therapie der ovx Ratten mit CR BNO 1055-Subfraktionen und Estradiol-
benzoat ergab die Untersuchung des Anteils von Fettgewebe am Leberparenchym im Ver-
gleich zur Kontrollgruppe einen signifikant erhdhten Fettgehalt bei einer Gruppe von Ver-
suchstieren, welche mit der R3-Subfraktion behandelt wurden. Diese Fraktion enthélt als
Hauptbestandteil Methylserotonin und in Spuren Zimtsdurederivate. Die ibrigen Versuchstie-
re, welche mit den anderen Subfraktionen oder Estradiolbenzoat behandelt wurden, zeigten
keinen signifikanten Anstieg des Leberfettanteiles im Vergleich zu Kontrollgruppe. Lide et
al. konnten 2007 als erste in einer tierexperimentellen Studie an Wistar-Ratten zeigen, dass
eine Dosis von 1000 mg/kg Korpergewicht CR-Extrakt eine mikrovesikuldre Steatose auslo-
sen kann. Sie erklaren diesen Effekt mit einer Hemmung der mitochondrialen R-Oxidation
und einer Stérung der mitochondrialen Zellmembranstabilitat. Die gestorte B-Oxidation fuhrt
zu einer Akkumulation von langkettigen Fettsduren und Triglyceriden und somit zu einer
mikroskopisch sichtbaren Leberzellverfettung. Die gestorte mitochondriale R-Oxidation konn-
te 1995 bereits von Fromenty und Pessayre als Ursache fir eine mikrovesikuldre He-
patosteatose identifiziert werden. Sie konnten zudem in Studien zeigen, dass eine milde Inhi-
bition der mitochondrialen R-Oxidation auch zu einer milderen Form der Leberzellverfettung,
der makrovesikuldren Steatose (siehe Einleitung Kapitel 1.3.1.1 — 1.3.1.2) flhren kann
(Fromenty und Pessayre 1995). Campos et al. zeigten 2012, dass CR-Extrakt Gabe bei
Wistar-Ratten zu einer gestorten R-Oxidation in der Leber fiihren kann (Campos et al. 2012).
Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Dosen waren im Vergleich zu der Studie von
Llde et al. gering. So wurde den Versuchstieren der R3-Gruppe 35,97 mg der R3-Subfraktion
pro kg Futter verabreicht, was einer taglichen Substanzeinnahme von ca. 0,666mg Methysero-
tonin entsprach. Es existieren einige Studien, die einen Zusammenhang zwischen Serotonin
und der Entwicklung einer Fettleber, bzw. einer NAFLD nachgewiesen haben. So zeigten
Nocito et al. 2007 an Knockout-Mausen ohne periphere Serotoninproduktion, dass diese bei
hochkalorischer Diat signifikant seltener an einer Leberzellverfettung im Vergleich zu wild-
typ Tieren erkrankten. Der Grund wird in der Bildung von Reaktiven Sauerstoffmetaboliten
(ROS) bei der Degradation von Serotonin in der Leber gesehen. Verantwortlich fur den Ab-
bau von Serotonin und der Entstehung von ROS ist die Monoaminoxidase A (MAO-A). Die
entstehenden ROS schadigen die mitochondriale Membran und fiihren zu Steatose und im

weiteren Verlauf zu einer Leberzellapoptose.
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Nocito et al. untersuchten den Effekt einer Hemmung der MAO-A auf die Leberfettanteile
und kamen zu dem Ergebnis, dass die Fettakkumulation als Zeichen eines Leberzellschadens
bzw. eines mitochondrialen Schadens bei hochkalorischer Didt in Kombination mit MAO-A-
Hemmern geringer ausgepragt war, als bei den Wildtyp-Tieren unter hochkalorischer Diat
(Nocito et al. 2007). In einer weiteren Studie wurde der Effekt eines peripheren Serotoninan-
tagonisten auf den Grad der Leberverfettung bei adipésen Mdusen untersucht. Es konnte ge-
zeigt werden, dass die Serotoninantagonisten Palonosetron und Tropisetron den Grad einer
NAFLD verringern kénnen (Haub et al. 2011). Der in der vorliegenden Arbeit gefundene er-
hohte Leberfettanteil in der R3-Gruppe lasst sich theoretisch pathophysiologisch durch die
zitierten Studien erklaren. Der Pathomechanismus, tUber den Serotonin an der Entstehung ei-
ner NAFLD mitwirkt, bezieht den mitochondrialen Stoffwechsel als zentralen Aspekt fir de-
ren Entstehung mit ein. In den meisten Studien, die sich mit der Lebertoxizitat von CR-
Extrakt befasst haben, ist auf die Akutschadigung der Leber im Sinne einer Transaminasener-
hohung eingegangen worden. Lide et al. untersuchten die Auswirkung von CR-Extrakt auf
den Leberfettanteil. Die Dosis an CR-Extrakt, die eine mikroskopisch nachweisebare Leber-
zellverfettung ergab, war mit 1000 mg/kg KG hdéher als die in der vorliegenden Arbeit ver-
wandten Dosen. Eine Substanzeinnahme von 1000 mg/kg Korpergewicht entspricht bei einem
Rattengewicht von durchschnittlich 300g einer Aufnahme von 300mg CR-Extrakt pro Tag.
Lide et al. konnten bei geringeren Dosen von 10mg/kg KG, 100 mg/kg KG und 300mg/kg
KG CR-Extrakt keinen Effekt auf den Fettstoffwechsel der Leber von Wistar-Ratten feststel-
len. Campos et al. stellten bereits bei einer CR-Extrakt Dosis von 0,6mg/kg KG eine Auswir-
kung auf den Fettstoffwechsel in der Leber fest. Jedoch ist zu sagen, dass bei den untersuch-
ten Ratten ebenfalls eine renovaskulére Hypertonie induziert wurde und der Leberfettgehalt
nicht untersucht wurde (Campos et al. 2012). AbschlieRend ist zu sagen, dass die Ergebnisse
von erhohten Leberfettanteilen in der R3-Gruppe mit den Studien zu der Wirkung von Sero-
tonin auf die Leber vereinbar sind. Die vorliegenden Ergebnisse der R3-Gruppe présentieren
sich zwar signifikant, aber in einer kleinen Gruppe bei hoher Standardabweichung, sodass
ohne einen langfristigen Verlauf beobachtet zu haben auch nur eine eingeschrankte Aussage
uber einen moglichen pathologischen Effekt gemacht werden kann. Fromenty und Pessayre
beschrieben 1995, dass eine milde Hemmung der mitochondrialen R-Oxidation zu einer mak-
rovesikuléren Steatose flihren kann. Es ist moglich, dass die in dieser Arbeit gezeigten mak-
rovesikuléren Fettansammlungen in der R3-Gruppe auf eine solch milde Hemmung der mito-
chondrialen 3-Oxidation zuriickzufiihren sind. Weshalb Liide et al. 2007 im Unterschied zu

dieser Arbeit bei den niedrigeren Dosen keine makrovesikulére Steatose gefunden haben,
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konnte sich dadurch erkléren lassen, dass kompletter CR-Extrakt und nicht selektiv einzelne
Subfraktionen getestet wurden, sodass mogliche Interaktionen zwischen den einzelnen Wirk-
stoffen bei geringerer Dosierung keinen Lebereffekt gezeigt haben oder einzelne Inhaltsstoffe
des CR-Extraktes gar Leberzellprotektiv wirken kénnten. Diese Uberlegung deckt sich mit
den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit, denn in der ebenfalls verabreichten Gesamtrestfrak-
tion, welche die Subfraktionen R1 — R3 beinhaltet, wurde kein Lebereffekt gesehen. Die Do-
sis der Gesamtrestfraktion liegt mit 7,26 mg/Tag Substanzeinnahme zudem in dem getesteten
Dosisbereich von Liide et al. zwischen 10 mg/kg KG und 100 mg/kg KG. Der in der vorlie-
genden Arbeit beobachtete Effekt l&sst sich mdglicherweise deutlicher darstellen, wenn man
in folgenden Studien die verwendete Dosis in der R3-Gruppe in verschiedenen Gruppen abge-
stuft erh6ht und die Therapie Uber einen l&ngeren Zeitraum laufen l&sst. Man sollte untersu-
chen, ob sich tberhaupt ein funktioneller Leberschaden entwickeln kann und ob die in dieser
Arbeit gemessenen Ergebnisse einen pathologisch relevanten Effekt zeigen. Eine weitere
Uberlegung fiir zukiinftige Experimente ist, Ratten bei hochkalorischer Diat mit ausgesuchten
Subfraktionen zu behandeln und zu untersuchen, ob eine von diesen Subfraktionen sich pro-

tektiv auf den Grad der Verfettung auswirken konnte.

4.2. Proliferationsaktivitat in der Kolonschleimhaut

Die Proliferationsaktivitat der Kolonschleimhaut wurde mithilfe der PCNA-Farbung be-
stimmt. Ostrogene wirken im apikalen Teil der Krypten antiproliferativ Giber den ERR und im
basalen Anteil der Krypten proliferationsfordernd {iber den ERa.. Wlada-Hiraike et al. zeigten
2006, dass Mdause ohne ERR eine gestorte Apoptoserate und einen geringeren Differenzie-
rungsgrad des Kolonepithels aufweisen. Cho et al. konnten eine Proliferationssteigerung der
Enterozyten unter Ostrogentherapie sowie im Gegensatz dazu eine Erh6hung der adenomato-
sen Entartung und Minderung der Proliferationsaktivitat des Kolonepithels bei ER-Knockout-
Mausen zeigen (Cho et al. 2007).

Epidemiologische Daten aus grof3en Kohortenstudien iber HET in der Postmenopause zeigen
einen protektiven Effekt der HET auf das Risiko an einem KRK zu erkranken (Delellis
Henderson et al. 2010). Dieser positive Effekt von Ostrogenen auf die Gesundheit der Kolon-
schleimhaut, vermittelt iber ERa und ERP, soll den Wirkungen der CR BNO 1055-
Subfraktionen auf das Kolonepithel gegentiber gestellt und diskutiert werden. Bei der Analyse
der Zellproliferation der Kontrollgruppe fallt eine im Vergleich zu Vorstudien relativ hohe

Zellproliferationsrate von ungefédhr 15% PCNA-positiven Zellen auf. So zeigten Hoff und
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Chang 1979 eine unter Ostrogenmangel entstehende Kryptenhypoplasie und eine niedrige
Zellsyntheserate (Hoff und Chang 1979). Auch Untersuchungen in unserer Abteilung mit un-
terschiedlichen Substanzen im Vergleich zu Estradiolbenzoat und ovx Kontrolltieren ergab
eine niedrigere Proliferationsrate im Kolonepithel bei den Tieren der Kontrollgruppe (Bein
2010). Diese Studie lief jedoch Uber einen Zeitraum von 3 Monaten, wohingegen die hier dis-
kutierten Ergebnisse die Proliferationsrate nach 4-wodchiger Behandlung und Beobachtung
widerspiegeln. Dies kann einen kleineren Effekt auf die initiale Abnahme der Proliferationsra-
te bei den Kontrolltieren erkléaren. Die Proliferationsaktivitat der Kolonschleimhaut unter der
Gabe von CR-Extrakt oder deren Subfraktionen ist bisher noch nicht eingehend untersucht
worden. Eine Studie unserer Abteilung stellte nach einer 3-monatigen Therapiestudie mit u.a.
CR-Extrakt keinen Effekt auf die Expression von ERa oder ERf in der Kolonschleimhaut fest
(Seidlova-Wuttke et al. 2009).

In meiner Arbeit konnte ich im Vergleich zur ovx Kontrollgruppe ebenfalls keinen signifikan-
ten Effekt der CR BNO 1055-Subfraktionen auf die Proliferationsaktivitat im Kolonepithel
finden. Die Proliferationsaktivitat der getesteten Subgruppen bewegt sich, mit einer pro Grup-
pe unterschiedlichen Standardabweichung um 15-17% PCNA positiver Zellen und entspricht
somit der Proliferationsrate der Kontrollgruppe bzw. weicht nicht signifikant von dieser ab.
Die E2-Fraktion zeigt im Vergleich zur Kontrollgruppe eine signifikant hohere Proliferations-
rate. Diese erhohte Proliferationsrate unter E2-Therapie l&sst sich mit den Studien von Cho et
al. 2007 in Einklang bringen und wird vor dem Hintergrund einer geringeren Inzidenz von
KRK nach Hormonersatztherapie wohl als positiver Effekt gewertet werden kénnen (Delellis
Henderson et al. 2010; Cho et al. 2007; Barzi et al. 2013). Abschliel3end ist zu sagen, dass die
CR BNO 1055-Subfraktionen keinen nachweisbaren Effekt auf die Darmschleimhaut im Sin-
ne der Proliferationsrate ausiiben. Die Analyse der Apoptoserate wére unter dem Gesichts-
punkt der Kolonkarzinomprotektion eine weitere interessante Methode, welche detaillierter
Aufschluss tber die Wirkweise der untersuchten Substanzen auf die Kolonschleimhaut geben
konnte. Wie oben erwéhnt, ist die protektive Wirkung von Ostrogenen auf das KRK iiber die
Epidemiologie und besonders tiber die Verteilung und Funktion der beiden Ostrogenrezepto-
ren erklarbar, sodass im Vergleich erhéhte Proliferationsraten als positiv zu werten wéren. In
weiteren Arbeiten sollte insbesondere detaillierter auf die Grenze zwischen benigner Prolife-
ration im Rahmen eines gesunden Zellturnovers und potentiell maligner Proliferation einge-

gangen werden.
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4.3. Kérpergewicht und Futteraufnahme

Wie im Material- und Methoden-Teil bereits erwahnt, entstammen die Daten tber die Fut-
teraufnahme und das Korpergewicht der Tiere einem Datenpool, der mehreren Doktoranden
der Abteilung Endokrinologie zur Verfligung stand. Die Tiere hatten im gesamten 4-wd6chigen
Versuchsablauf freien Zugang zu Futter und Wasser. Das Futter der Tiere bis zur Ovx war
eine spezielle sojafreie Futtermischung, da konventionelles Rattenfutter tblicherweise Soja
enthdlt und darin partiell dstrogenaktive Substanzen, sogenannte Phytodstrogene, zu finden
sind, die den Effekt von Therapiestudien an ovarektomierten Ratten verfalschen kdnnen. Nach
der Ovx bekamen die Tiere fir 4 Wochen dieses spezielle, mit den verschiedenen Subfraktio-
nen und Estradiolbenzoat angereicherte sojafreie Futter, zu welchem sie ebenfalls ad libitum
freien Zugang hatten. In der ersten Woche nach Ovx reduzierte sich die Futteraufnahme in
allen Gruppen, erholte sich im Verlauf jedoch gleichmaRig bei 9 Gruppen, bis auf die E2-
Gruppe, wieder auf eine Futteraufnahmemenge von 17-19 Gramm pro Tier pro Tag. Die Ab-
nahme der anfanglichen Futteraufnahme l&sst sich durch den postoperativen Stress der Ratten
erklaren. Die durchschnittliche tdgliche Futteraufnahme der mit Estradiolbenzoat behandelten
Tiere blieb jedoch mit 10,8 Gramm pro Tier pro Tag signifikant unter den anderen Gruppen.
Die Reduktion der Futteraufnahme unter Estradioltherapie stimmt mit den Beobachtungen
anderer Studien Uberein (Landau und Zucker 1976). Eine Korrelationsanalyse bestatigt eine
positive Korrelation zwischen der durchschnittlichen Futteraufnahme und dem Kérpergewicht
am Ende der Studie und zeigt die E2-Gruppe als Ausreier mit niedriger Futteraufnahme von
10,8 Gramm/Tag und niedrigstem durchschnittlichen Kérpergewicht von 248,4 Gramm am
Ende der Studie. Die reduzierte Futteraufnahme unter Ostradioltherapie in Verbindung mit
einer hoheren Aktivitat der Ratten wurde bereits in friiheren Studien beschrieben (Zucker und
Landau 1976; Stern und Murphy 1972). Meli et al. beobachteten 2004 zudem, dass eine Est-
radioltherapie bei ovx Ratten die Futteraufnahme und das Korpergewicht auf physiologisches
Niveau reduzieren kann. Wie in der Korrelationsanalyse gezeigt werden konnte, hangt das
Korpergewicht der Ratten mit der taglichen Futteraufnahme zusammen. Unabhéngig von der
Nahrungszufuhr lasst sich kein Effekt durch die getesteten Substanzen auf das Korpergewicht

erkennen.
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4.4. Einfluss von CR 1055-Subfraktionen und E2 auf Serumlipidparameter
4.4.1. Serumcholesterol

Wie zu den Graphen im Ergebnisse-Teil bereits beschrieben, entstammen die Daten ber das
Serumcholesterol einem Datenpool, der mehreren Doktoranden, die an diesem Projekt betei-
ligt waren, zur Verfligung stand. Die Analyse des Serumcholesterols zeigt eine signifikante
Reduktion der Cholesterolkonzentration bei der mit Estradiolbenzoat behandelten Gruppe E2.
Die Gruppen, die mit den CR BNO 1055-Subfraktionen behandelt wurden, zeigen keinen
signifikanten Effekt auf die Serumcholesterolkonzentration nach 4-wdchiger Therapie. In
bisher durchgefuhrten Studien konnte an postmenopausalen Frauen kein Effekt von CR-
Extrakt auf das Serumcholesterol festgestellt werden (Spangler et al. 2007; Verhoeven et al.
2007). Eine kirzlich publizierten Studie aus unserer Abteilung zeigt eine Reduktion des Se-
rumcholesterols nach 4-wdéchiger CR BNO 1055-Extrakt Behandlung bei ovx SD-Ratten
(Seidlova-Wuttke et al. 2012). In der vorliegenden Arbeit konnte unter Therapie mit Subfrak-
tionen des CR BNO 1055-Extraktes kein positiver Effekt im Sinne einer Reduktion des Ge-
samtcholesterols an SD-Ratten gezeigt werden. Die Mittelwerte in allen Gruppen entsprechen
denen der Kontrollgruppe. Die beobachtete Reduktion des Serumcholesterols in der E2-
Gruppe stimmt mit vorherigen Studien uberein. So konnten Liu und Bachmann 1998 ebenfalls
am Rattenmodell zeigen, dass eine Therapie mit Ostrogenen den Serumcholesterolspiegel
senkt. Neben den tierexperimentellen Studien belegen zahlreiche Studien an postmenopausa-
len Frauen den Effekt von HET auf den Cholesterolspiegel (Walsh et al. 1991, Tonstad et al.
1995, Van der Mooren et al. 1992; De Franciscis et al. 2013). Der niedrigere Serumcho-
lesterolspiegel bei der E2-Gruppe l&sst sich Uber eine estradiolstimulierte Aufnahme von LDL
und HDL in die Leber und das periphere Gewebe erklaren (Cooper et al. 1987). Durch die
Aufnahme der Lipoproteine steigt der Cholesterolgehalt in den Zellen und hemmt dadurch die
endogene Produktion. Zudem wird Cholesterol aus dem Serum eliminiert. Die Auswertung
der Serumcholesterolkonzentrationen der einzelnen Subfraktionen in der vorliegenden Arbeit
zeigt eine Ubereinstimmung mit bisherigen Studien in Bezug auf die cholesterolsenkende
Wirkung von Estradiolbenzoat. In zukinftigen Untersuchungen sollte néher auf die Rolle der
Saponinfraktionen des CR BNO 1055-Extraktes in Bezug auf die Serumcholesterolkonzentra-
tion eingegangen werden. In der vorliegenden Arbeit zeigte sich zwar keine signifikante Re-
duktion des Serumcholesterols, neuere Studien wiesen diese Reduktion jedoch nach (Seidlo-

va-Wuttke et al., 2012), sodass in diesem Bereich weitergehende Untersuchungen Gber einen
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maoglichen positiven Effekt von CR BNO 1055-Extrakt auf die Serumcholesterolwerte inte-

ressant sind.
442.LDL

Die Daten Uber das Serum-LDL entstammen einem Datenpool, der mehreren Doktoranden,
die an diesem Projekt beteiligt waren, zur Verfligung stand. Es konnte bereits 1998 gezeigt
werden, dass eine Ovarektomie bei Ratten das LDL erhdhen kann (Suda et al. 1998). Die Ur-
sache liegt in einer durch Ostrogenmangel und steigendem Alter verminderten Expression von
LDL-Rezeptoren in der Leber und im peripheren Gewebe (Chao et al. 1979; Cooper et al.
1987). Des Weiteren konnten Studien zeigen, dass eine Therapie mit Ostrogenen die Konzent-
ration von LDL senken kann (Liu und Bachmann 1998, Kuller et al. 1990). In bisherigen Stu-
dien Uber den Effekt von CR-Extrakt auf die Serumlipide konnten keine Auswirkungen auf
den LDL-Spiegel beobachtet werden (Spangler et al. 2007; Verhoeven et al. 2007). In der
Analyse der Konzentration des LDL-Cholesterols in den verschiedenen Gruppen zeigte sich
eine signifikante ca. 60%ige Reduktion bei der mit Estradiolbenzoat behandelten Gruppe E2
im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die CR BNO 1055-Subfraktionen zeigen keinen Effekt auf
die LDL-Konzentration nach 4-wdéchiger Therapie. Diese Ergebnisse stimmen mit den bishe-
rigen Studien zur Wirkung von Ostrogenen und CR-Extrakt (iberein. Die Reduktion des LDLs
in der E2-Gruppe wird pathophysiologisch durch eine erhohte Expression von LDL-
Rezeptoren und einer erhéhten Aufnahme des LDLs in die mit LDL-Rezeptoren ausgestatte-

ten Gewebe unter Ostrogeneinfluss erklart (Cooper et al. 1987).

4.4.3. HDL

Die Daten Uber das Serum-HDL entstammen einem Datenpool, der mehreren Doktoranden,
die an diesem Projekt beteiligt waren, zur Verfugung stand. HDL sind bekannt als die guten
Fette und Uben ihre protektive Wirkung auf das Herz-Kreislauf System tber den Ricktrans-
port von uberschiissigem Cholesterol aus der Peripherie zuriick zur Leber aus. Das Cho-
lesterol wird dann in die Gallenflissigkeit abgegeben und somit aus dem Korperkreislauf eli-
miniert. Im Gegensatz zum Menschen, dessen grofiter Anteil der Lipoproteine aus LDL be-
steht, ist der Anteil des HDL am Gesamtcholesterol bei Ratten viel héher. Die Ratte ist den-
noch ein etabliertes Tiermodell zur Analyse der Blutlipidparameter, da sich trotz der unter-
schiedlichen Verteilung der Fraktionen ein mit menschlichen Daten vergleichbarer Wirkeffekt

auf Veranderungen des Lipidprofils unter beispielsweise Ostrogentherapie finden lasst. Die
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Analyse der Serumkonzentration des HDLs in den verschiedenen Gruppen zeigt eine signifi-
kante Reduktion des HDLs bei der E2-Gruppe. Ein Effekt der CR BNO 1055-Subfraktionen
auf die HDL- Konzentration l&sst sich nicht erkennen. Diese Ergebnisse stimmen mit bisheri-
gen Studien zur Wirkung von CR-Extrakt auf Blutlipidparameter tberein (Spangler et al.
2007; Verhoeven et al. 2007). Die Reduktion des HDLs in der Gruppe der mit Estradiolben-
zoat behandelten Tiere erklart sich Uber eine gleichzeitig gesteigerte Aufnahme von HDL und
LDL. Beide Lipoproteine binden Apo-E vermittelt an den LDL-Rezeptor, der durch Ostro-
geneinfluss in hoherem Ausmal} synthetisiert wird (Cooper et al. 1987; Chao et al. 1979).

Diese estradiolabhéngige Reduktion des HDL wurde durch meine Analyse bestatigt.

4.4.4. Triglyceride

Die Daten Uber die Serum-Triglyceride entstammen einem Datenpool, der mehreren Dokto-
randen, die an diesem Projekt beteiligt waren, zur Verfugung stand. Triglyceride erflllen im
Korper hauptséchlich eine Funktion als Energiespeicher in den Adipozyten. Postmenopausal
erfolgt eine 6strogenmangelbedingte Zunahme der Adipozyten, gepaart mit einer erhdhten
Aktivitat der endothelstdndigen Lipoproteinlipase, was zu steigenden Serumspiegeln von
Triglyceriden fihren kann (Hamosh und Hamosh 1975). Die Analyse der Triglyceridkonzent-
ration in der vorliegenden Arbeit zeigte keinen signifikanten Unterschied der verschiedenen
Gruppen zu den Werten der Kontrollgruppe. In der E2-Gruppe lasst sich eine Tendenz zu ho-
heren Triglyceridwerten erkennen, was mit einigen Studien unserer Abteilung tbereinstimmt.
Nach 3 monatiger Behandlung mit Estradiolbenzoat wurde hier eine signifikante Zunahme der
Triglyceridkonzentration beobachtet (Seidlova-Wuttke et al. 2010). Andere Studien zeigten
keinen Effekt auf die Triglyceridwerte unter Ostrogentherapie (Suda et al. 1998). Die erhéhte
Triglyceridkonzentration unter Erstradiolbehandlung erklart sich durch eine erhéhte Synthese-
rate in der Leber in Kombination mit einer Hemmung der Lipoproteinlipase, welche zu einer
erhohten Serumkonzentration fiihren kann, da weniger Triglyceride in den Adipozyten aufge-
nommen werden (Weinstein et al. 1986; Pedersen et al. 1992). Rachon et al. konnten 2008
einen Abfall der Triglyceridkonzentration unter Therapie mit CR-Extrakt beobachten. Dieser
Effekt kann in meiner Untersuchung nicht bestatigt werden. Es konnte kein Effekt der CR
BNO 1055-Subfraktionen auf die Konzentration der Triglyceride beobachtet werden, was mit

den Studien von Spangler et al. und Verhoeven et al. aus dem Jahr 2007 tbereinstimmt.
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4.4.5. Leptin

Die Daten Uber das Serum-Leptin entstammen einem Datenpool, der mehreren Doktoranden,
die an diesem Projekt beteiligt waren, zur Verfligung stand. Studien konnten zeigen, dass der
Leptinspiegel bei der postmenopausalen Frau als Konsequenz des dstrogenmangelbedingten
hoheren Korperfettanteiles zunimmt (Poehlmann et al. 1995; Gower et al. 2000). Weitere Ex-
perimente an ovx Ratten zeigten, dass sich unter Estradioltherapie die Leptinwerte wieder auf
ein physiologisches Mal} reduzieren lieRen (Meli et al. 2004). In anderen Studien hingegen
lieB sich jedoch kein Effekt von Estradioltherapie auf die Leptinwerte bei postmenopausalen
Frauen beobachten (Gower et al. 2000; Springer et al. 2013). In der Analyse der Leptinwerte
fallt eine signifikante Reduktion bei der E2 Gruppe auf. Die CR BNO 1055-Subfraktionen
zeigen in meinen Untersuchungen keinen signifikanten Effekt auf das Leptin. Seidlova-
Wouttke et al. zeigten 2012 in einer Studie eine signifikante Reduktion des Leptinwertes unter
CR BNO 1055-Extrakt bei SD-Ratten im Vergleich zur ovx Kontrollgruppe (Seidlova-Wuttke
et al. 2012). Die zuvor erwahnte Studie legt nahe, dass eine Reduktion des Leptinspiegels ein
Resultat aus dem Zusammenspiel der einzelnen Subfraktionen sein kénnte. In meiner Arbeit
konnte ich bei der isolierten Gabe der CR BNO 1055-Subfraktionen keine Reduktion des Lep-
tinspiegels im Serum der untersuchten Ratten feststellen. Die Reduktion der Werte unter Est-
radioltherapie gehen mit den Ergebnissen von Meli et al. einher (Meli et al. 2004). Die tagli-
che Nahrungsaufnahme der Tiere war in den ersten Wochen signifikant niedriger als in den
anderen Gruppen. Die reduzierte Futteraufnahme und eine erhéhte Aktivitat der Tiere unter
E2-Therapie wird in Kapitel 4.3 diskutiert. Die Leptinkonzentration im Serum ist abhéngig
vom Korperfettanteil. Eine reduzierte Futteraufnahme und eine erhéhte Aktivitat unter E2-
Therapie kdnnen somit auch einen niedrigeren Leptinspiegel als Folge geringerer Fettmasse
der Tiere der E2-Gruppe erklaren. Der Leptinspiegel korreliert positiv mit dem Korperge-
wicht und bestétigt den bekannten Zusammenhang von Koérpergewicht, Korperfettanteil und

Leptinwerten (Considine et al. 1996).
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4.5. Korrelationsanalysen
4.5.1. Korrelation von PCNA-positiven Zellen zu Serumleptin

Diese Korrelationsanalyse zeigt einen Zusammenhang zwischen erhohter Proliferationsaktivi-
tat und niedrigeren Leptinwerten. Dieser Effekt grindet vornehmlich auf der Wirkung von
Estradiolbenzoat auf die Serumleptinwerte und auf die Kolonepithelproliferation. Nimmt man
die Estradiolbenzoat-Gruppe aus der Korrelationsanalyse heraus, so ergibt sich keine Korrela-
tion zwischen den Leptinwerten der CR-Subfraktionsgruppen und der Kolonepithelprolifera-
tion in den Gruppen der mit den CR-Subfraktionen behandelten Tiere. Der Einfluss von Est-
radiolbenzoat auf die Leptinwerte und auf das Kolonepithel wurde in den vorangegangenen
Kapiteln diskutiert.

4.5.2. Weitere Korrelationsanalysen

Es wurden weiterhin die Serumparameter LDL, Cholesterol und Leptin jeweils mit dem Le-
berfettgehalt und den PCNA-positiven Enterozyten korreliert. Eine Fragestellung dieser Kor-
relationsanalysen betraf einen mdglichen Zusammenhang von Leberfettgehalt und Kolo-
nepithelproliferation mit diesen Serumlipidparametern im Sinne eines modglichen metaboli-
schen Effektes der CR BNO 1055-Subfraktionen. Es konnte in keiner der Analysen eine -
weder positive noch negative - Korrelation nachgewiesen werden. Bezlglich des Leberfett-
gehaltes bedeutet dies auch, dass mit dem relativ hohen Leberfettgehalt der R3-Subfraktion
des CR BNO 1055-Extraktes keine Verbindung zu einem entgleisten Lipidstoffwechsel gezo-
gen werden kann. Dies kann auf einen leberspezifischen Prozess in der R3-Subfraktion hin
deuten. Pathophysiologische Aspekte und Studien zu dem in der R3-Subfraktion vorherr-

schendem Methylserotonin und der Steatose wurden in Kapitel 4.1. diskutiert.
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5. Zusammenfassung

Die in der Einleitung dieser Arbeit beschriebene positive Wirkung von CR-Extrakt auf post-
menopausale Beschwerden und Hitzewallungen kann auf Grundlage der durchgefuhrten Ver-
suche nicht um die Faktoren ,,Kolonkarzinomprophylaxe* und ,,positiver Effekt auf ausge-
waéhlte Blutlipidparameter* erganzt werden. Die fordernde Wirkung von Estradiolbenzoat auf
die Zellproliferation in der Darmschleimhaut stimmte mit vorherigen Studien berein. Auch
die festgestellte Senkung der Blutlipidparameter Gesamtcholesterol, LDL, HDL und Leptin
durch Estradiolbenzoat war koharent mit vorherigen Studien zu diesem Thema. Fur die ver-
wendeten Dosen der CR BNO 1055-Subfraktionen konnte keine signifikante Erhohung der
Kolonzellproliferation gefunden und auch kein Effekt auf die Blutlipidparameter gesehen
werden.

In Bezug auf die Lebersicherheit konnte bei einer Subfraktion, der R3-Fraktion, ein im Ver-
gleich zur Kontrollgruppe erhdhter Leberfettgehalt nach 4-wdchiger Applikation festgestellt
werden. Die Ubrigen 7 Subfraktionen zeigten jedoch keine Erh6hung des Fettanteiles und stel-
len insgesamt ein positives Ergebnis dar, was die Lebersicherheit des CR BNO 1055-
Extraktes betrifft. Fir das als Hauptbestandteil in der R3-Fraktion vorkommende Methylsero-
tonin konnten einige Studien gefunden werden, die einen Zusammenhang zwischen Seroton-
instoffwechsel und Leberzellschadigung und Leberverfettung beschreiben, sodass das Ergeb-
nis dieser Arbeit pathophysiologisch konsistent mit bisherigen Untersuchungen zu diesem

Thema ist und in weiteren Studien eingehender untersucht werden sollte.
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6. Methodischer Anhang

Substanz Zeit

50%ig Ethanol 1Std

75%ig Ethanol 1 Std 20 Min
75%ig Ethanol 1 Std 20 Min
96%ig Ethanol 1 Std 20 Min
96%ig Ethanol 1 Std 20 Min
100%ig Ethanol 1 Std 20 Min
100%ig Ethanol 1 Std 20 Min
100%ig Ethanol 1 Std 20 Min
Xylol 1 Std 20 Min
Xylol 1 Std 20 Min
Paraffin 1 Std
Paraffin 1 Std

6.1. Olrot Farbung:

Losung Dauer
1 | 60% Isopropyl-Alkohol 5 Min.
2 | Olrot-O Ca. 10 Min
3 | 60% Isopropyl-Alkohol Kurz
4 | Aqua Dest. Kurz abspiilen
5 | Hamalaun nach Mayer 3-5 Min
6 | Destilliertes Wasser kurz abspilen
7 | Leitungswasser mehrmals wechseln 10 Min
8 | Eindecken der Schnitte mit Xylol

Nach Herstellung einer 0,5%igen Oil red O-Stammldsung wurde diese tber Nacht stehen
gelassen. Die Gebrauchslésung wurde aus 6 Teilen der Stammlésung und 4 Teilen zweifach
destilliertem Wasser hergestellt und 24 Stunden ruhen gelassen. Vor jedem Gebrauch wurde
die Gebrauchslosung durch Faltenfilter (Whatman GmbH (Schleicher und Schuell), Dassel)
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gefiltert. Nachdem die Objekttrdger 30 Minuten lang auf Zimmertemperatur gebracht worden

waren, wurden diese fur 5 Minuten in 60%igen Isopropyl-Alkohol getaucht und anschlieRend

10 Minuten lang in Oil red O-Gebrauchldsung gefarbt. Nach weiteren kurzen Badern in 60%

Isopropyl-Alkohol und destilliertem Wasser erfolgte die Farbung mit Hamatoxilin fir 10 Mi-

nuten. Um eine Blaufarbung zu erreichen, wurden die Praparate fir weitere 10 Minuten unter

flieBendes Leitungswasser gehalten und schliel3lich mit Deckglasern in Aquatex (Merck) ein-

gedeckt.

6.2. Immunzytologische PCNA Farbung

Basierend auf dem Basisprotokoll fir Immunzytologische Farbungen in der Arbeitsgruppe-

Endokrinologie der Universitdtsmedizin Gottingen

1 | Entparaffinierung

Xylol 5 Min

Xylol 5 Min

Xylol 5 Min

Rehydratation in aufsteigen-

der Ethanolkonzentration

100% Ethanol 3 Min

100% Ethanol 3 Min

100% Ethanol 3 Min

96% Ethanol 2 Min

96% Ethanol 2 Min

75% Ethanol 2 Min

Destilliertes Wasser 5 Min

Epitop-Auffindung

Schnitte in ein Plastikgefa mit 0,01M Zitratpuffer pH
6,0.

Kochen bei 750 Watt (Mikrowelle) fur 5 Min.

Mit Zitratpuffer auffillen

Abkiihlen lassen 20 Min

Dehydratation in aufsteigen-

der Alkoholkonzentration

75% Ethanol fir 2 Min
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96% Ethanol fur 2 Min

96% Ethanol fur 2 Min

100% Ethanol fir 2 Min

Blocken der Peroxidaseakti-
vitat

3% Wasserstoffperoxid in Methanol fur 30 Min

Rehydratation in aufsteigen-

der Ethanolkonzentration

100% Ethanol fir 2 Min

96% Ethanol fur 2 Min

96% Ethanol fur 2 Min

75% Ethanol fir 2 Min

Destilliertes Wasser. Fiir 3 Min

Schnitte in 1x PBS waschen fir 10 Min

Blocken der nicht spezifi-
schen Immunglobuline mit

Normalserum der Ziege

Bedecken der Schnitte fiir 30 Min

Schnitte in 1x PBS waschen fiir 10 Min

Auftragen des Priméarantikor-

pers

Proliferating cell nuclear antigen (PCNA)(PC10)
mouse monoclonal IgG 2a, 200ug/ml (Santa Cruz Bio-
technology, Cat’ sc-56, Lot 11902) mit der Arbeitsver-
dinnung von 1:800. Verdunnt mit DakoCytomation
Antibody Diluent with Background Reducting Compo-

nents Ready-to-use Code S3022

Bedecken der Schnitte fiir 30 Min

Schnitte in 1x PBS waschen fiir 10 Min

Auftragen des Sekundaranti-
korpers

DakoCytomation  EnVision+Dual Link System-
HRP(DAB+) Code K4046 fir Primarantikorper rabbit
und mouse. Der Antikdrper ist ohne weitere Verdun-

nung zu nutzen.

Bedecken der Schnitte fiir 30 Min

Schnitte in 1x PBS waschen fir 10 Min

DAB Reagenz

Bedecken der Schnitte fur 10 bis 15 Min, je nachdem,

wann der Farbton in Braun umschlégt

Mit destilliertem Wasser absptilen
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Mit destilliertem Wasser auf Schuttler waschen fir 3

Minuten

Gegenfarbung

Hamatoxilin. Eintauchen fir 5 bis 10 Sekunden

Wassern unter Leitungswasser fiir 3 Minuten

Schnitte in Leitungswasser stehen lassen fiir 8 Minuten

Dehydratation in aufsteigen-

der Alkoholkonzentration

75% Ethanol fir 2 Minuten

96% Ethanol fur 2 Minuten

96% Ethanol fur 2 Minuten

100% Ethanol fiir 2 Minuten

100% Ethanol fir 2 Minuten

100% Ethanol fir 2 Minuten

Xylol 5 Minuten

Xylol 5 Minuten

Xylol 5 Minuten

Eindecken der Schnitte

Eindecken der Schnitte mit DePex. Mounting medium

und Deckglésern der Fa. Menzel 24x40
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6.3. Protokoll fur Technovit Kunststoffblockherstellung:

Fixation 4% neutral gepufferte Formalinlo- | 36Std | Temperatur °C
sung mit 0,1 M Phostpahtpuffer
Dehydratation 1 Ethanol 70% 24Std | T 20°C
Dehydratation 2 Ethanol 80% 24Std | T 20°C
Dehydratation 3 Ethanol 96% 24Std | T 20°C
Dehydratation 4 Ethanol 96% 24Std | T 20°C
Dehydratation 5 Ethanol 100% 24Std | T 20°C
Dehydratation 6 Ethanol 100% 24Std | T 20°C
Dehydratation 7 Ethanol 100% 24Std | T 20°C
Intermedium 1 Xylol 24Std | T 20°C
Intermedium 2 Xylol 24Std | T 20°C
Préinfiltration 1 Xylol/MMA Basis (stab.) 1:1 24Std | T 10°C
Préinfiltration 2 MMA Basis (entstab.) 24Std | T 4°C
Préinfiltration 3 MMA Basis (entstab.)+ Harter 1 24Std | T 4°C
Infiltration MMA Basis (entstab.)+ Harter | 3Tage | T 4°C
1+PMMA

6.4. Verwendete Substanzen und Geréate

Hé&matoxylin

Von Mayers Hamalaunlésung fur die Mikroskopie, Artikel-Nr.:
109249, Merck KGaA
Verdlnnung 1:2 mit Aqua bidestillata

Isopropyl-Alkohol

Merck KGaA, Nr.: 1.09634.1000

Xylol

Jtbaker, Mallinckrodt Baker, Griesheim, Bestell-Nr. 8118

Alkohole

75% Ethanol vergallt abgefullt durch das Universitatsklinikum
Gottingen (UKG)

96% Ethanol vergéllt abgefullt durch das UKG

100% Ethanol vergallt abgefullt durch das UKG

Aqua bidestillata

Abgefullt durch das UKG

Zitratpuffer 0,01M Zitratpuffer pH 6,0:
2,949 tri-Natriumcitrat Dihydrat Merck KGaA, Darmstadt, Be-
stell-Nr: 1.06447.5000
11 Aqua bidestillata

Phosphatpuffer 10-fach konzentrierter Phosphatpuffer (PBS):
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Herstellung auf 1 Liter Aqua bidestillata

80g NaCl Merck KGaA, Darmstadt, Bestell-Nr.: 106404

29 KCI Merck, KGaA, Darmstadt, Bestell.-Nr. :104936
11,59 H,SO,4 Merck, KGaA, Darmstadt, Bestell.-Nr.: 106329
2g KH,PO Merck, KGaA, Darmstadt, Bestll.-Nr.: 104873

1-fach konzentrierter PBS:
100ml 10-fach konzentrierter PBS
900ml Aqua bidestillata

Peroxidase- 90ml  Methanol JT Baker, Mallinckrodt Baker,Griesheim,
Blockerldsung Bestell-Nr.: 9263
10ml 30% H,0, Merck, KGaA, Darmstadt, Bestell-Nr.:
107209
Unspezifische Blocker- | Fur 3ml:
I6sung 400 pl  Bovinealbumin 7,5% Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Miinchen, Bestell-Nr.: A6003
30 ul  Ziegenserum Sigma Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Bestell-Nr.: G9023
2570 wl 1-fach konzentrierter PBS
Antikorper- Antibody Diluent with Background Reducing Components

verdunnungsmedium

Ready to use, DakoCytomation Deutschland GmbH, Hamburg,
Bestell-Nr.: S3022

Primarantikorper

Proliferating cell nuclear antigen (PCNA)(PC10) mouse mono-
clonal IgG 2a, 200pg/ml Santa Cruz Biotechnology, Heidel-
berg, Cat’sc-538, Lot’ A2705

Sekundarantikorper

EnVision+ Dual Link System-HRP (DAB+) DakoCytomation
Deutschland GmbH, Hamburg, Code K4065

DAB(Diaminobenzidin)

DAB, DakoCytomation Deutschland Gmbh, Hamburg, Bestell-
Nr.: K5007

Eindeckmedium

DePex, Mounting Medium, Fa. SERVA Electrophoresis
GmbH, Heidleberg, Bestell-Nr.: 18243

Betdubung

CO,-Gemisch aus Xylazin (Rompun, 2%), Bayer AG, Lever-

kusen und Ketamin (Ketavet), Pfizer Pharma GmbH, Karlsruhe
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Futter

EF R/M, E 150000-04, ssniff Spezialdidten GmbH, Soest

Phytodstrogene
Zusatzsubstanzen zum
Grundfutter

Changzhou Dahua Imp. & Exp Group, China

Estradiol-Zusatz
Grundfutter

zum

B-Estradiol-3-benzoate, Sigma Aldrich Chemie GmbH, Min-
chen, Bestell-Nr.: E8515

Objekttréager

SuperFrost Plus 26x76x1mm, Fa. Menzel, Braunschweig, Be-
stell-Nr.: JI800AMNZ

Rotationsmikrotom

Leica 2065 Supercut, Leica Biosystems GmbH, Nussloch

Paraffinstreckbad

Paraffinstreckbad 400 Watt, MEDAX GmbH & Co KG,
Rendsburg, Bestell-Nr.: 25900

Trockenschrank

Heraeus Holding GmbH, Hanau

Lichtmikroskop

Zeiss Axiophot, Carl Zeiss AG, Jena

Kamera Olympus ColorView, Soft Imaging System GmbH, Miinster
Software analySIS® 3,0 (Soft Imaging System GmbH, Miinster)
Statistik und  Grafi- | GraphPadPrism 5.01 (GraphPad Software, Inc, USA)
kauswertung

Olrot O Firma Sigma, Deisenhofen
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