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EINLEITUNG

I Einleitung

1. Klimakterium

Das Klimakterium (Wechseljahre) ist fiir Frauen eine entscheidende Lebensphase und
bezeichnet die Jahre der hormonellen Umstellung vor und nach der Menopause. Diese
Ubergangsphase von der Geschlechtsreife bis zum Senium ist ein natiirlicher Abschnitt im
Leben der Frauen und grundsétzlich nicht als Krankheit zu bewerten.

Das Klimakterium wird in verschiedene Stadien eingeteilt. Als Pramenopause wird nach
neuerer WHO- Definition die gesamte Phase der reproduktiven Periode bis zur Menopause
zusammengefasst, die Perimenopause umfasst 2 Jahre (max. 4) um das Menopausenalter
herum (vor und nach der Menopause) und die Postmenopause schlieft sich daran an. Die
Menopause ist definiert als letzte vom Ovar gesteuerte uterine Blutung (Goretzlehner und
Lauritzen 2000), d.h. es kommt zum permanenten Stillstand der Menstruation als Resultat der
verloren gegangenen Eierstock/Follikel- Aktivitdt (Burger et al. 2007)

Das mittlere Alter der Frauen bei Eintritt in die Menopause liegt bei 51,4 Jahren (Gold et al.
2001) und variiert zwischen dem 45. und 60. Lebensjahr (Schwenkhagen 2007). Verschiedene
Faktoren nehmen auf diesen Zeitpunkt Einfluss. Eine bestehende/ friihere Herzerkrankung
und soziale Aspekte (Scheidung oder Verwitwung, Rauchen, eine geringere Schulbildung,
Arbeitslosigkeit etc.) fiihren zu einer Menopause in jlingeren Jahren, wihrend eine grofere
Kinderanzahl (Anzahl der Schwangerschaften) und eine frilhere Einnahme von oralen
Kontrazeptiva zu einer spiteren Menopause fiihren (Gold et al. 2001). Ebenso wirkt sich die
Zyklusldange auf den Zeitpunkt der letzten Menstruationsblutung aus. Frauen, deren Zyklus
kiirzer als 26 Tage war, erreichen die Menopause durchschnittlich 1,4 Jahre friiher als die,
deren Zyklus zwischen 26 und 32 Tagen lag (Whelan et al. 1990).

Etwa mit dem 70. Lebensjahr beginnt das Senium (Goretzlehner und Lauritzen 2000). Da die
Lebenserwartung gegenwirtig sehr hoch ist und z. Zt. weiter ansteigt (im Jahr 2007 betrug die
durchschnittliche Lebenserwartung der in der Bundesrepublik Deutschland neugeborenen
Midchen 82,1 Jahre (Statistisches Bundesamt Deutschland)), verbringen Frauen somit ein
Drittel ihres Lebens als postmenopausale, und damit unfruchtbare, Individuen (Greendale und

Judd 1993).
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1.1 Hormonelle Verinderungen

Als Folge der nachlassenden Aktivitét der Eierstocke und durch die Abnahme der Follikelzahl
mit steigendem Alter kommt es zu endokrinen Verdnderungen in den Wechseljahren. So
kommt es schon am Ende der Primenopause zum Nachlassen der zyklischen Ostradiol- und
Progesteronproduktion (Goretzlehner und Lauritzen 2000). Bereits ab dem 40. Lebensjahr
kommt es zu Umstellungen in der Hypophysen- Ovar- Achse. Ein selektiver Anstieg der
FSH- und LH- Werte im Serum tritt zeitgleich mit der verringerten Zahl an aktiven Follikeln
im Ovar auf (Burger 1996). Als Mechanismus fiir die hohen primenopausalen FSH- Werte
wird u.a. die verminderte Produktion von Inhibin A und B in den Ovarien angenommen. Als
Reaktion auf die niedrigen Inhibin- Werte schiittet die Hypophyse vermehrt FSH aus (Burger
1999). In der Postmenopause erreichen die Gonadotropine ihre Maximalwerte (FSH>LH), die
E2- Spiegel sind niedrig und Inhibin B ist nicht mehr nachweisbar (Burger et al. 2007).

Die Ostrogensynthese endet mit der Funktionsaufgabe der Ovarien nicht ginzlich. Durch die
sog. ,.extragonadale Aromatisierung wird in verschiedenen Geweben (vor allem im
Fettgewebe) aus Androstendion das wichtigste Steroidhormon der Postmenopause Estron

synthetisiert (Goretzlehner und Lauritzen 2000).

1.2 Klimakterisches Syndrom

Im Zuge der oben beschriebenen hormonellen Umstellungen kommt es bei vielen Frauen
héufig zu Symptomen, die allgemeingiiltig unter dem Begriff ,klimakterisches Syndrom*
oder ,,Menopausensyndrom* zusammengefasst werden. Es gibt allerdings kein universelles
Menopausensyndrom. Die Symptomwahrnehmung zwischen den Ethnien variiert und viele
Frauen gehen beschwerdefrei durch die Wechseljahre (Avis et al. 2001). So klagen nur 17%
der Frauen in China iiber Hitzewallungen, in Europa leiden dagegen zwischen 70 und 80%
der Befragten unter diesem typischen Wechseljahressymptom (Karger 2001). Die Menopause
wird aber assoziiert mit der Entstehung einiger Erkrankungen wie z.B. Osteoporose,
kardiovaskuldre Erkrankungen und Krebs (Castelo-Branco und Rostro 2006) sowie mit der
Privalenz des metabolischen Syndroms durch die Zunahme des Stammfettes, der LDL-

Zunahme und HDL- Abnahme und der steigenden Glucose- und Insulinwerte (Carr 2003).



EINLEITUNG

Psychische Auswirkungen wie Nervositit und vor allem depressive Symptomatiken treten
wihrend der gesamten Wechseljahre gehiuft auf. Der geringere Ostrogenspiegel wird als
Risikofaktor fiir depressive Verstimmungen betrachtet (Maartens et al. 2002).

Durch den Ostrogenwegfall kommt es in der Postmenopause zur Atrophie des
Urogenitaltraktes, insbesondere das Vaginalepithel ist davon betroffen. Neben Dyspareunia
und Pruritis vulvae kommt es hdufig zu Entziindungen und zu urologischen Erkrankungen
(Brizzolara et al. 1999; Pandit und Ouslander 1997). Im Uterus kommt es durch eine
Abnahme der Zellzahl und durch Verkleinerung der Zellen zu einer Atrophie des Myo-,
Endometriums und der Epithelzellen des Endometriums, da die proliferierende Wirkung des

Ostrogens fehlt.

2. Sexualsteroide

Ostrogen, Progesteron und Testosteron sind die bekanntesten Vertreter der Sexualsteroide und
gehoren zu der Gruppe der Steroidhormone (Abb. 1). Gebildet werden sie alle aus einem
korpereigenen vom Cholesterin abgeleiteten Steroid- Grundgeriist. Syntheseort ist bei Frauen
vor allem das Ovar, welches Ostrogen, Progesteron und Testosteron bildet. Bei den Ménnern
findet im Testis die Synthese von Testosteron statt. Bei beiden Geschlechtern tragen die
Nebennierenrinde und das Fettgewebe ebenfalls in geringeren Mengen zur Synthese bei.
Steroidhormone gehdren zu den Lipidhormonen. Da sie schlecht wasserloslich sind, erfolgt
der Transport im Blut an Plasmaeiwei3e gebunden (Loffler 2003).

Steroidhormone binden in den Zellen an verschiedene, fiir sie spezifische, Rezeptoren und

entwickeln durch ligandenaktivierte Transkription verschiedener Gene diverse Wirkungen.

HO

Testosteron Ostradiol Progesteron

Abbildung 1: Steroidhormone
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2.1 Ostrogen (17p Ostradiol = E2)

Ostrogene, bestehend aus 18 C-Atomen, werden durch Enzyme (z.B. Aromatase) aus
verschiedenen (Zwischen-)Produkten der Steroidgenese (z.B. Testosteron, Estron) gebildet.
Das wichtigste im menschlichen Kérper vorkommende natiirliche Ostrogen ist Ostradiol. Die
Serumkonzentration unterliegt den hormonellen Zyklusschwankungen und nimmt mit
zunehmendem Alter, aufgrund der Atresie der Follikel, stetig ab.

Die Steuerung der ovariellen Ostrogensynthese geschieht iiber einen Regelkreislauf der
Hypothalamus- Hypophysen-Gonaden-Achse (Abb. 2). Von dem Hypothalamus pulsatil
ausgeschiittetes Gonadotropin Releasing Hormone (GnRH) regt die Hypophyse zur
Gonadotropinabgabe an. LH und FSH stimulieren im Ovar die Follikelreifung was, tliber
mehrere chemische Reaktionen, zur Synthese von Ostradiol fiihrt. Ansteigende
Ostrogenspiegel hemmen iiber negative Feedbackmechanismen die  zentrale

Hormonproduktion (Goretzlehner und Lauritzen 2000; Loffler 2003).

Hypothalamus

lGnRH

Hypophyse

IFSH LHi

Ovarien

|

Ostradiol

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Hypothalamus- Hypophysen- Gonaden- Achse

Ostrogene nehmen Einfluss auf viele Geschehnisse im Kérper. Sie spielen eine wichtige Rolle
in der Zellproliferation und Zelldifferenzierung und kontrollieren so das Wachstum und die
Aufrechterhaltung der Zielgewebe. Dabei rufen sie neben positiven Effekten, wie z.B.
Zunahme der Knochendichte durch die Hemmung der Osteoklasten (Wuttke et al. 2006), ein

geringeres Darmkrebsrisiko oder Schutz des kardiovaskuldren Systems auch negative
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Wirkungen hervor. So sind Ostrogene mit der Entstehung von Mamma-, Endometrium- und
Ovarialkarzinomen assoziiert (Matthews und Gustafsson 2003).

E2 stimuliert die uterine und vaginale Epithelproliferation und ist dort obligatorisch an der
normalen Epithelmorphogenese, der Zelldifferenzierung und sekretorischen Aktivitit beteiligt
(Buchanan et al. 1998; Cooke et al. 1998). Im Uterus erhoht Ostradiol den Blutfluss (Van
Buren et al. 1992) und fiihrt iiber verschiedene Mechanismen zur vermehrten Expression von
Progesteronrezeptoren (Graham und Clarke 1997; Kurita et al. 2001) und Androgenrezeptoren
(Bramlett und Burris 2003; Weihua et al. 2002) und IGF-1 (Murphy et al. 1987).

Die 6strogene Wirkung wird durch Bindung an einen der zwei Steroidrezeptoren ERo und

ERp tibermittelt (Cooke et al. 1998; Kuiper et al. 1998; Matthews und Gustafsson 2003).

2.2 Ostrogenrezeptoren (ER alpha und ER beta)

1958 wurde der erste Ostrogenrezeptor, heute ERa, von Jensen und Jacobsen entdeckt. 1986
konnte dieser erstmals kloniert werden (Kuiper et al. 1998). Lange wurde angenommen, dass
nur ein Rezeptortyp existiert und dieser allein fiir die Ubermittlung von allen physiologischen
und pharmakologischen Effekten von Ostrogenen und Antidstrogenen verantwortlich ist, bis
1995 ein zweiter Ostrogenrezeptor, benannt als ERP, geklont wurde. Seitdem sind
verschiedene Spezies und Isoformen der Rezeptoren erforscht (Nilsson et al. 2001).

ER alpha und ER beta sind Kernrezeptoren der Steroid/Thyroidhormon-Superfamilie-
Nuklearrezeptoren und bestehen aus 6 funktionalen Dominen (Matthews und Gustafsson
2003; Nilsson et al. 2001). Nach Bindung des Hormons erfolgt eine Dimerisierung des
Rezeptors und Anlagerung an die spezifischen DNA- Bindungsdomédnen. Im Folgenden
werden weitere Transkriptionsfaktoren rekrutiert, welche die Expression von E2- abhidngigen,
Ostrogenansprechenden (estrogen-response-elements (ERE)) Genen (Marino et al. 2005)
bestimmen.

Die Ostrogenrezeptoren zeigen eine unterschiedliche Verteilung in den einzelnen Geweben.
ERo wird vorwiegend in Uterus, Vagina, Hoden, Leber, Niere und in der vorderen
Hypophyse exprimiert, wihrend ER[ {liberwiegend in Schilddriise, Ovar, Prostata, Haut,
Harnblase, Lunge, Knochen, Knorpel und im Magen-Darm-Trakt beschrieben ist (Pelletier
2000; Wang et al. 2000). In Geweben, die beide Rezeptorsubtypen beinhalten, wie z. B. Ovar,
Hoden und Teile des Gehirns (Hypophyse), wurde eine zellspezifische Lokalisation fiir jeden
ER- Subtyp nachgewiesen (Pelletier 2000; Pelletier et al. 2000).
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Beide Rezeptoren haben tiberlappende als auch individuelle Aufgaben bzw. Wirkungsweisen.
Werden sie koexprimiert, wirkt ER hemmend auf die iiber ERa vermittelte Genexpression
und in vielen Féllen wirkt ERB den Aktionen von ERa entgegen (Matthews und Gustafsson
2003). In Abwesenheit von ERa kann ERf diesen teilweise ersetzen, so dass eine Balance
zwischen den beiden Rezeptoren und ihren Varianten (Heldring et al. 2007) resultiert und sie
in einer ,,Ying Yang* Beziehung zueinander stehen (Lindberg et al. 2003).

Der Ostrogeneffekt am Uterus und in der Hypophyse wird vorwiegend durch ERa vermittelt.
Eine gleichzeitige Gabe von beiden Rezeptorliganden fiihrt zu keiner Abnahme der iiber ERa
vermittelten Effekte der oben genannten Organe (Frasor et al. 2003; Hillisch et al. 2004).
Aufgrund der unterschiedlichen Expression der beiden Rezeptortypen stellt eine selektive
pharmakologische Hemmung/ Stimulierung von ERa und ERP einen neuen Ansatz zur
Behandlung vom klimakterischen Syndrom dar. Durch Einsatz solcher Selektiven- Ostrogen-
Rezeptor- Modulatoren (SERMs) erhofft man sich die als positiv angesehenen Wirkungen der
klassischen HET zu erzielen, ohne dabei auf Uterus und Mamma proliferierend zu wirken

(Heldring et al. 2007; Hsieh et al. 2006).

2.3 SERMs

SERMs sind Ostrogenrezeptorliganden, die in einigen Geweben antagonistische Aktivitit
haben und in anderen als Teil- oder Vollagonist agieren (Bramlett und Burris 2003; Lewis
und Jordan 2005; Palacios 2007). SERMs zeigen oft eine teilagonistische Aktivitit im
Uterusgewebe (Bramlett und Burris 2003). Tamoxifen wurde bereits in den 70er Jahren
entwickelt und war der erste SERM, der erfolgreich in der Brustkrebsprivention bei
Hochrisiko- Patientinnen eingesetzt wurde (Lewis und Jordan 2005). Ein bedeutender
Nachteil bei dieser Substanz ist die oben angesprochene agonistische Wirkung im
Endometrium. Vertreter der SERMs der ndchsten Generation, wie z.B. Raloxifen, zeigen eine
Verringerung dieses Effektes (Stygar et al. 2003).

Auf der Suche nach pharmakologischen Alternativen wurde vermehrt in der Klasse der
Phytodstrogene (siehe I 4.) nach Substanzen gesucht, die SERM Eigenschaften zeigen. In
Extrakten der Traubensilberkerze (Cimicifuga racemosa, CR) (siehe 4.2) zeigten sich selektiv
Ostrogen- agonistische Wirkungen am Knochen und auf die Hypothalamus- Hypophysen-
Achse, ein Effekt auf Uterus und Mamma blieb aus (Seidlova-Wuttke et al. 2003).
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Im Rahmen der optimalen Behandlung des klimakterischen Syndroms besteht das Ziel der
gegenwartigen Forschungen weiterhin darin, spezifische Subtypen zu finden, die sich selektiv

an ERa oder ERP als Agonist oder Antagonist binden (Hsieh et al. 2006).

3. Hormonersatztherapie

Die Hormonersatztherapie wird eingesetzt zur Linderung von vegetativen und psychischen
Symptomen wie z.B. Hitzewallungen und Unruhezustinden und zur Verhinderung von
urogenitalen Riickbildungserscheinungen (z.B. atrophische Vaginitis) bei peri- und
postmenopausalen Frauen. Angewendet als Langzeittherapie iibt die HET durch die
Reduzierung von Osteoporose und der Abnahme von ischimischen Herzerkrankungen einen
protektiven Effekt aus (Feeley und Wells 2001; Greendale und Judd 1993; Greendale et al.
1998). Tiefe Beinvenenthrombosen und ein signifikant erhdhtes Risiko an einer solchen zu
erkranken sind Kontraindikatoren fiir eine Behandlung mit Ostrogenen (Cosman 2003).
Neuere Studien sprechen sich gegen eine Langzeithormontherapie zur Privention von
chronischen Erkrankungen aus und empfehlen eine symptomorientierte Kurzzeitbehandlung
(Anderson et al. 2004; Dull 2006).

In der klassischen HET wird der Ostrogenmangel des klimakterischen Syndroms durch Gabe
von Ostrogenen behandelt. Die alleinige Gabe von Ostrogenen fiihrt zu einer signifikanten
Hyperplasie des Endometriums und erhoht damit das Risiko einer malignen Entartung (The
Writing Group for the PEPI Trial 1996). Diese Ergebnisse und die Verdffentlichung der
Women’s- Health- Initiative- Studie sowie der Million- Woman- Studie, in der weitere
Risiken wie z.B. die Zunahme von Thrombose und Brustkrebserkrankungen publiziert
wurden (Gray 2003), fiihrten bei etwa 2/3 der mit Hormonen substituierten Frauen zu einem
Abbruch, meist ohne érztliche Konsultation, der Therapie (MacLennan 2007). Moderne HET-
Pharmazeutika beinhalten als Kombinationspriparate sowohl Ostrogen(e) als auch
Progesteron(e). Letztere(s) schiitzt bei Frauen mit intaktem Uterus vor der
Endometriumhyperplasie. Frauen nach anamnestischer Hysterektomie konnen Ostrogene
ohne Zusatz einnehmen (Feeley und Wells 2001; Lethaby et al. 2000).

Die Hormonersatztherapie wird sequentiell/ zyklisch oder kontinuierlich praktiziert. Die
Verabreichung erfolgt oral oder transdermal (als Gel oder Pflaster). Bei der sequentiellen/
zyklischen HET wird entweder monatlich oder vierteljahrlich, zusitzlich zum Ostrogen, fiir

10- 14 Tage Progesteron gegeben. Es kommt zur monatlichen bzw. zur 3- monatlichen

7
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Abbruchblutung. Bei der kontinuierlichen HET wird E2 dauerhaft mit Progesteron
kombiniert. Eine Abbruchblutung bleibt aus. Histologisch zeigt sich bei der sequentiellen
Therapie im Endometrium eine grole Anzahl von sekretorischen, proliferativen und inaktiven
Zellen. Die Atrophie des Endometriums ist wesentlich weniger deutlich ausgeprégt als im
Gewebe von kontinuierlich behandelten Frauen. Studien zeigten, dass die kontinuierliche
Gabe von Progesteron zu einer Herunterregulation der Ostrogen- und Progesteronrezeptoren
fiihrt, was eine verminderte Hormonsensitivitdt mit sich fithrt (Feeley und Wells 2001).

Es wird empfohlen, unabhédngig davon, welche Therapieform angewandt wird, die Dosis von
Ostrogen gering als auch die gesamte Therapiedauer mdglichst kurz zu halten (Dull 2006;
MacLennan 2007).

Zu den positiven Effekten der HET zéhlt die Wiederherstellung der atrophischen Mukosa im
Urogenitaltrakt, die Senkung des vaginalen pH- Wertes und die damit verbundene priventive
Wirkung auf urogenitale Infektionen (Raz und Stamm 1993). Weiter fiihrt die Hormongabe zu
einer Senkung des Serum- Lipoproteinspiegels, der als Risikofaktor fiir koronare
Herzerkrankungen bekannt ist (Barrett-Connor et al. 1997; Espeland et al. 1998; Shlipak et al.
2000). Zusétzlich dndern sie die Zusammensetzung der Lipoproteine (Anstieg der TAG und
HDL) (Legault et al. 1999). Ostrogeneinnahme bedingt ferner eine signifikante Abnahme der
Wirbelkdrper- und nicht vertebralen Frakturen (Torgerson und Bell-Syer 2001/a; Torgerson
und Bell-Syer 2001/b). Nachteile der HET sind in der Zunahme von Schlaganfillen,
koronaren Herzerkrankungen und Thrombosen zu sehen. Bei einer Hormoneinnahme iiber 5
Jahre ist vermehrtes Auftreten von Brustkrebs zu verzeichnen (Nelson et al. 2002), so dass
eine sorgfaltige Nutzen- Risiko- Abwégung vor Beginn einer Hormonersatztherapie erfolgen
sollte. Nach heutigem Kenntnisstand gilt nur eine starke vegetative Symptomatik als
Behandlungsindikation bei Wechseljahresbeschwerden und die Hormontherapie sollte einen
Zeitraum Uber zwei Jahre nicht {iberschreiten. Einzige Ausnahme bildet die Therapie der
vorzeitigen Ovarialinsuffizienz (POF). Aus verschiedenen Griinden (z.B. Verlust oder
Funktionsstorungen der Eizellen, Entfernung der Eierstocke) kommt es hier bereits bei jungen
Frauen zu einem Wegfall der Ostrogensynthese, so dass dauerhaft E2 substituiert wird, um

frithzeitige klimakterische Beschwerden zu verhindern (Sinha und Kuruba 2007).
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4. Phytoostrogene

Phytodstrogene sind natiirlich vorkommende pflanzliche Substanzen, die vorwiegend mit der
Nahrung aufgenommen werden. Sie weisen eine strukturelle und/oder funktionelle
Ahnlichkeit zum genuinen 178B- Estradiol (E2) auf und wirken im K&rper somit dhnlich wie
das weibliche Sexualhormon (Kulling und Watzl 2003). MengenméBig, iiber die Nahrung
aufgenommene, fiir den Menschen bedeutsame Phytodstrogene sind vorwiegend Isoflavone
und Lignane (Kulling und Watzl 2003).

Epidemiologische Studien zeigten, dass hohe Konzentrationen von Lignanen und
Isoflavonoiden mit einem verringerten Risiko flir Brust-, Prostata- und Kolonkarzinomen,
sowie mit einem geringeren Auftreten von koronaren Herzerkrankungen assoziiert sind
(Adlercreutz 1998; Taechakraichana et al. 2002; Umland et al. 2000). So leiden asiatische
Frauen wesentlich weniger unter klimakterischen Beschwerden als westliche Frauen und
asiatische Ménner erkranken seltener an Prostatakrebs. In den asiatischen Lidndern machen
Sojaprodukte einen Grofteil der traditionellen Nahrung aus, so dass die tégliche
Isoflavonaufnahme (vorwiegend Aglykone) etwa 5-50 mg betrdgt. In den westlichen
Industrielindern hingegen werden weniger als 2 mg Isoflavone pro Tag aufgenommen
(Eisenbrand 2006). Dementsprechend unterschiedlich sind die Gesamtisoflavon-
Plasmaspiegel. Die ,,westliche Erndhrung* fiihrt zu mittleren Plasmakonzentrationen von ca.
10 nmol/L, wohingegen ,,0stliche Bevolkerungsgruppen durchschnittliche Werte von 870
nmol/L im Plasma aufweisen (Adlercreutz et al. 1993).

Phytodstrogene zeigen eine Bindungsaffinitit an die Ostrogenrezeptoren (ER), die allerdings
wesentlich schwicher ausfillt als die des E2 (Branham et al. 2002). Verschiedenen
Pflanzensubstanzen wurde eine kompetitive Bindung an beide Rezeptoruntereinheiten, ERa
und ERp, nachgewiesen (Liu J et al. 2001). Einige Phytodstrogene, wie z.B. Coumestrol oder
Genistein, zeigen eine stirkere Bindungsneigung an ERP als an ERa (Kuiper et al. 1998).
Unter Beachtung der Verteilung der beiden Rezeptortypen im Korper (siehe I, 2.2) erklért dies
eine mogliche gewebsspezifische Wirkung. Die Effekte von Isoflavonen zeigen an den
einzelnen Geweben Ostrogendhnliche (agonistische) und Ostrogen-antagonistische Wirkungen
(Anderson und Garner 1998), so dass Phytoostrogene, wie z.B. Cimicifuga racemosa, in
einiger Literatur als SERM charakterisiert werden (Winterhoff et al. 2002; Wuttke et al.
2003/a). Versuche zeigten eine Verminderung der postmenopausalen Hitzewallungen infolge
der Nutzung von Sojapriparaten als Nahrungsergidnzungsmittel (Carusi 2000). In einigen

Studien zeigen Isoflavone wie z.B. Genistein, im Gegensatz zu E2, neben den positiven
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vasomotorischen Effekten keine Auswirkungen auf die Endometriumdicke des Uterus
(D'Anna et al. 2007). Bei regelméBiger Einnahme zeigen einige Phytodstrogene eine
Reduzierung des mittleren Endometrium- Karzinom- Risikos (Horn-Ross et al. 2003).

Neben den hormonabhingigen Wirkungsmechanismen der Pflanzendstrogene werden auch
hormonunabhingige Effekte wie z.B. antioxidative Wirkung, Hemmung der Zellproliferation
verschiedener Tumorzellen, Induktion der Apoptose, Hemmung der DNA- Topoisomerase II
usw. beschrieben (Kulling und Watzl 2003).

Im Folgenden werden die in dieser Arbeit untersuchten Phytodstrogene im Einzelnen

vorgestellt.

4.1 Equol

Anfang der 30er Jahre des letzten Jahrhunderts wurde Equol (4,7-Dihydroxyisoflavan)
erstmalig im Urin trichtiger Stuten entdeckt. Erste Forschungen wurden aufgenommen und
publiziert (Marrian und Haslewood 1932). Die Substanz liegt nicht als Pflanzenextrakt vor,
sondern wird metabolisch in Tier und Mensch aus Isoflavonen gebildet. Mit der Nahrung
aufgenommene Isoflavone (Prametaboliten) werden zumeist im Diinndarm resorbiert. Werden
sie dort nicht aufgenommen, gelangen sie in den Dickdarm und kénnen dort durch Bakterien

der Darmflora reduktiv metabolisiert werden. Daidzein wird dabei zu Dihydrodaidzein

reduziert und anschlieBend unter Erhalt des C-Ringes zu Equol verstoffwechselt (Abb. 3)
(Kulling und Watzl 2003).

Daidzein

Abbildung 3: Bildung von Equol aus Daidzein
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Nicht alle Menschen, bzw. die Mikroflora aller Menschen, sind in der Lage Daidzein zu
Equol zu metabolisieren. Man geht davon aus, dass es nur in etwa '3 der Kaukasier und etwa
bei der Haélfte der Japaner zur Equolsynthese kommt. Im Bezug auf die Effekte von
Isoflavonen wird die Eigenschaft, Equol produzieren zu kdnnen, als sehr wichtig bewertet
(Vatanparast und Chilibeck 2007).

Equol existiert als R- und S-Enantiomer. Die biologisch aktivere S-Form weist eine hohere
Bindungsaffinitidt zu ERB auf, wéhrend R-Equol deutlich schwicher und dann mit Priaferenz
an ERa bindet. Insgesamt zeigen beide Isomere eine groflere Ostrogene Bindungsneigung als
Daidzein (Muthyala et al. 2004). Equol gilt als potentes Phytodstrogen am ER (Mueller et al.
2004). Im Tierversuch fiihrte Equol zu einer Gewichtsabnahme und zu einem Absinken
verschiedener Plasmawerte wie z.B. Leptin, Cholesterin und TAG. Eine, wenn auch deutlich
schwéicher als bei E2, dennoch signifikante uterotrope Wirkung, beziiglich des

Organgewichtes, wurde ebenfalls beobachtet (Rachon et al. 2007).

4.2 Cimicifuga racemosa

Cimicifuga racemosa (CR), im englischen als black cohosh, im deutschen Sprachraum als
Traubensilberkerze bekannt, ist in Nordamerika beheimatet und wird seit Jahrhunderten als
Heilkraut genutzt. Verschiedene indianische Stimme verwendeten CR bereits als Sedativ, zur
Schmerzlinderung und gegen rheumatische und gynikologische Beschwerden (Upton et al.
2002). Die Pflanze enthilt viele Triterpenglykoside, insbesondere Actein und 27-Deoxyactein
zahlen zu den bedeutendsten (Chen et al. 2002). Flavonoide als Inhaltsstoffe werden

diskutiert, der dauerhafte Nachweis erwies sich als schwierig (Upton et al. 2002).

Abbildung 4: Cimicifuga racemosa (Upton et al. 2002)
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In den letzten Jahren wurde eine Vielzahl von Studien zur Erforschung der Wirkungen von
CR durchgefiihrt. Diese belegen, dass CR postmenopausale Symptome um 50 % reduziert
und Hitzewallungen sogar um 80% lindert (Winterhoff et al. 2002; Wuttke et al. 2003/b).
Ferner zeigt CR positive Wirkungen auf den Knochenstoffwechsel (Li et al. 2007; Nisslein
und Freudenstein 2003), sowie antiosteoporotische Effekte (Wuttke et al. 2002), die durch
eine Stimulation der Osteoblasten zu erkldren sind (Viereck et al. 2005). Eine Ostrogen-
dhnliche Aktivitit konnte in verschiedenen Geweben gezeigt werden (Liu et al. 2001),
allerdings nicht im Uterus/ Endometrium der ovarektomierten Ratte (Reed et al. 2008).
Dementsprechend zeigen sich unter CR- Behandlung keine uterotrophen Effekte. Auch in der
Langzeitanwendung wurden keine Verdnderungen am Endometrium oder am Brustgewebe
beobachtet (Raus et al. 2006). Eine signifikante Abnahme des Serum- LH- Spiegels (Duker et
al. 1991) und eine leichte Anhebung der IGF-1- Expression (Seidlova-Wuttke et al. 2003) ist
zu vermerken. Im Gegensatz zu diesen Ostrogen- dhnlichen Mechanismen konnten, durch die
Hemmung der E2- induzierten Proliferation durch CR- Extrakt, antiostrogene Eigenschaften

dargestellt werden (Zierau et al. 2002).

5. Metformin

Das orale Antidiabetikum Metformin wird zur Behandlung des nicht- insulinabhidngigen
Diabetes Typ II und des metabolischen Syndroms eingesetzt. Das Medikament zdhlt zu der
Gruppe der Biguanide, in der Leber hemmt es die Glucose— Neubildung und nimmt so
Einfluss auf den Blutzuckerspiegel (Karow und Lang 2007). In der Gynikologie findet
Metformin ebenfalls Einsatz. Bei Frauen mit Polyzystischem Ovar(-ial)syndrom (PCOS) wird
Metformin gegeben, um einen regelmifBigen Eisprung, und damit die Moglichkeit auf eine
Schwangerschaft, zu erhalten (Palomba et al. 2008). Andere Studien iiber Behandlung der
Endometriose zeigen antiinflammatorische Eigenschaften, modulatorische Effekte auf die
Steroid- Produktion des Ovars und eine Proliferation des Endometriums durch Gabe des
Antidiabetikums, so dass mogliche Therapicoptionen durch Metformin gegeben sind

(Takemura et al. 2007).
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6. Die Ratte als Tiermodell

Bei einer durchschnittlichen Lebenserwartung von 1-2 Jahren erreichen Ratten im Alter von
ca. 36-45 Tagen ihre Geschlechtsreife. Diese Phase ist bei weiblichen Tieren durch das
sogenannte Er6ffnen der Vagina, bei den ménnlichen Tieren durch den Deszensus des Hodens
gekennzeichnet. Bei den weiblichen Ratten stellt sich nach etwa einer Woche ein
regelmiBiger Zyklus ein. Ein durchschnittlicher Kreislauf dauert 4-5 Tage, welcher sich in
vier Phasen: Proestrus, Estrus, Metestrus und Diestrus einteilen ldsst (Krinke 2000; Montes
und Luque 1988).

Der Uterus der Ratte ist paarig angelegt (uterus duplex). Die Wand setzt sich (von innen nach
auBen) aus Endometrium (Mukosa), Myometrium (2 Muskelschichten) und Adventitia
zusammen (Krinke 2000).

In der proestrischen Phase kommt es unter dem Einfluss von FSH zur Heranreifung der
Follikel im Ovar und, unter Einfluss des in den Follikeln gebildeten Ostrogens, zur
Proliferation des Endometriums. Das Lumen des Uterus dehnt sich mit Fliissigkeit aus, so
dass die Epithelzellen eher wiirfel- als sdulenférmig sind. Das Stroma und Myometrium
zeigen eine betrachtliche Infiltration von Leukozyten. Dieser Abschnitt dauert etwa 1-2 Tage.
Unter Einfluss von der Sekretion von FSH und LH der Hypophyse kommt es im Ovar zum
Eisprung und das Tier ist im sogenannten Estrus (6-10 Stunden) empfénglich. Hierbei ist das
Gewebe im Uterus, insbesondere vom Endometrium und Epithel des Endometriums durch
weitere Einwirkung von Ostrogen, maximal verdickt. Kommt es zu keiner Befruchtung, wird
im folgenden Metestrus und Diestrus, unter Abklingen der Ostrogenstimulation und
Progesteronbildung des Corpus luteums, das Endometrium und Epithel des Endometriums
abgebaut. Die Fliissigkeitsmenge verringert sich und das kubische Epithel zeigt eine vaskulére
Degeneration. Auch die Leukozyteninfiltration im Stroma und Myometrium nimmt ab. Das
Epithel hat sich nun sdulenformig regeneriert und die Leukozyteninfiltration ist auf das
Minimum reduziert (Krinke 2000). Der Diestrus ist durch die Zuriickbildung des Corpus
luteum und das damit verbundene Ende der Progesteronbildung terminiert und der Zyklus
beginnt von neuem.

Der Rattenuterus dient als Marker zur Bestimmung der Ostrogenitit nach den Richtlinien der
Organisation fiir wirtschaftliche Zusammenarbeit und Entwicklung (OECD) (Kanno et al.
2001; Kim et al. 2005).
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In dieser Arbeit sollen die Effekte zweier Phytoostrogene und eines oralen Antidiabetikums
im Vergleich zu Ostradiol im Serum und auf die Histomorphologie des Uterus beschrieben
werden. Als Tiermodell dient hierfiir die ovarektomierte Sprague- Dawley- Ratte. Diese ist
fiir die Darstellung der klimakterischen Frau ein anerkanntes Modell. Die Tiere sind durch die
Ovarektomie in einen den Wechseljahren dhnlichen Zustand versetzt, da die Synthese des
Ostradiols in den Ovarien wegfillt. Dadurch kommt es bei den Ratten zu typischen
Verdanderungen wie LH- Anstieg, Knochenabbau und zur Atrophie der entsprechenden

Ostrogen-Zielorgane wie z.B. das Epithel der Vagina, Uterus und Mamma (Vortherms 2006).

7. Die untersuchten Parameter

7.1 Uterus

Der Uterus der ovarektomierten Ratten wurde in dieser Arbeit histologisch und nach Gewicht
erfasst und ausgewertet.

Die Gebédrmutter der Versuchstiere wird anhand der klassischen Einteilung (Krinke 2000) in
Myometrium, Endometrium und dessen Randstruktur dem Epithel beurteilt. Das Myometrium
und Endometrium sind eng miteinander verzahnt, eine Tela submucosa fehlt (Abb. 5 A, B).
Bei der Bestimmung der Endometriumdicke wurde das zum Endometrium zdhlende Epithel

nicht mit einbezogen, sondern als einzelne Schicht, im Folgenden als Epithel des

Endometriums bezeichnet, gemessen.

Abbildung 5: A: Mikroskopische Aufnahme des Rattenuterus 5-fach vergroBert. Die durchgezogenen
schwarzen Linien markieren beispielhaft das Myo- und Endometrium, die gestrichelte Linie markiert
den Ubergang zwischen Endometrium und Myometrium. B: Mikroskopische Aufnahme des

Rattenuterus 40-fach vergrofert. Die schwarze durchgezogene Linie markiert beispielhaft das Epithel
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des Endometriums, die gestrichelte Linie markiert die in dieser Arbeit gewéhlte Messgrenze zwischen

dem Endometrium und dem Epithel des Endometriums.

Der histologische Aufbau der menschlichen Gebarmutter ist &hnlich. Anders als bei der Ratte
liegt sie als einheitliches Hohlorgan (Uterus simplex) vor, allerdings ist sie ebenfalls aus drei
Schichten aufgebaut (Stauber 2005; Stauber und Weyerstahl 2005). Wie bei der Ratte bildet
die Innenwand des Uterus das Endometrium (Gebarmutterschleimhaut), welches sich aus
zwei Schichten zusammensetzt. Die nach innen liegende Zona functionalis setzt sich aus
einem einschichtigen Zylinderepithel und Driisengewebe zusammen. Die anliegende Zona
basalis, mit Driisen und bindegewebigem Stroma, grenzt basal an das Myometrium. Diese
Schicht besteht iiberwiegend aus glatter Muskulatur, gestiitzt von Bindegewebe und
eingestreuten Gefdflen. Nach aullen grenzt sie an das Perimetrium (Tunica adventitia). Sie
bildet zur Bauchhohle die dullere Schicht des Uterus (Gratzl 2002).

Ostrogen(e) zeigen ihre uterotrophen Wirkungen im Uterus im Endometrium als auch im
Myometrium (Seidlova-Wuttke 2004).

Eine Ostrogen- agonistische Wirkung der zu untersuchenden Substanzen miisste sich demnach
histologisch durch Wachstum bzw. durch eine Zunahme der oben genannten Schichtdicken
auszeichnen, dadurch bedingt sollte eine Gewichtszunahme des Organs zu dokumentieren
sein. Die in dieser Arbeit dargestellten Messwerte beziehen sich auf die Schichtdicken der

Uteruswand (Myometrium, Endometrium, Epithel des Endometriums).

7.2 Serum- Hormonwerte

In dieser Arbeit wird die Konzentration verschiedener Hormonwerte im Rattenserum
gemessen. Vier Parameter, E2, LH, TSH, und IGF-1, werden bewertet. Alle Hormone
unterliegen dem Kreislauf der Hypothalamus- Hypophysen- Gonaden- Achse (Abb. 2). Beim
Menschen als auch bei der Ratte wird vom Hypothalamus GnRH pulsatil ausgeschiittet,
welches den Hypophysenvorderlappen zur Sekretion von FSH und LH anregt (Knobil und
Briggs 1955). Nach der Ovarektomie fehlt durch den Wegfall von E2 die negative
Riickkopplung am Hypothalamus; es kommt zum Postkastrationsanstieg von FSH und LH
(Seidlova-Wuttke 2004). Eine Ostrogengabe fiihrt somit in ovarektomierten (ovx) Ratten,
durch Hemmung der GnRH- Sekretion im Hypothalamus, zu einem Absinken der Serum-

FSH- und LH- Werte. Die Gabe von aktiven Phytoostrogenen, die an den ER im
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Hypothalamus binden (ERo/ ERP), miisste also ebenso zu verringerten FSH- und LH- Werten
im Rattenserum fiihren.

Weiterhin schiittet der Hypothalamus Thyreotropin Releasing Hormone (TRH) aus. Dieses
filhrt im Hypophysenvorderlappen zur Sekretion von TSH und Prolaktin. Sowohl TSH als
auch Prolaktin werden vom Hypophysenvorderlappen auf Anreiz von TRH (aus dem
Hypothalamus) sekretiert. TSH fiihrt in der Schilddriise zur vermehrten Bildung von T3.
Prolaktin stimuliert in der Brustdriise die Galaktogenese und -poese und fiihrt am Corpus
luteum zu einer ERa- und ERB- Expression (Frasor und Gibori 2003). Wirkungen von E2 in
diesen Regelkreisen sind bei Ratten bisher wenig untersucht.

Die Ausschiittung des Wachstumshormons GH aus der Hypophyse wird durch GHRH/SRH
(Somatoliberin) geférdert und durch Somatostatin gehemmt. Seine Wirkungen im Korper
entfaltet es zumeist {iber den insulin- like growth-factor IGF-1 (Golenhofen 2000). IGF-1 ist
ein Wachstumsfaktor fiir eine Vielzahl von Geweben. Das Peptid-Wachstumhormon wird in
der Leber synthetisiert und ist fiir die physiologische Regulation der Zellproliferation wichtig.
Die Bedeutung des zirkulierenden IGF-1- Serumspiegels wird vielseitig diskutiert. IGF-1
spielt eine wichtige Rolle im Knochenstoffwechsel und ist essentiell fiir das
Knochenwachstum und die Knochenmasse. In vivo wird IGF-1 synthetisiert durch Stimulation
von GH, Ostrogen, Vit. D 3, Cortisol etc. (Gulhan et al. 2008). Neueste Studien zeigen, dass
IGF-1 als Marker zur Fritherkennung von Osteoporose in pria- und postmenopausalen Frauen
einsetzbar ist, da niedrige IGF-1- Serumspiegel scheinbar das Risiko von
osteoporosebedingten Frakturen bei postmenopausalen Frauen ansteigen lassen (Liu et al.
2008). Daneben besitzt IGF-1 mitogene und “Anti- Apoptose”- Eigenschaften (Lacey et al.
2004), welche frither mit der Entstehung von Endometrium- Ca in postmenopausalen Frauen
assoziiert wurden (Rosen und Pollak 1999). In neueren Arbeiten fanden sich allerdings keine
Korrelationen zwischen der Plasmakonzentration des IGF-1 und dem Auftreten o. g.
Erkrankung (Lacey et al. 2004). Weiterhin werden ansteigende bzw. angestiegene IGF-1-
Serumspiegel als unabhédngiger Risikofaktor fiir die Entwicklung von pridmenopausalem
Mamma- Ca gewertet (Campbell et al. 2001).

Da eine hormonelle Behandlung in der Postmenopause auch zur Osteoporoseprivention
dienen soll, ohne dabei das Brustkrebsrisiko zu erhohen, wird die Wirkung von
Hormonpréparaten auf IGF-1- Serumspiegel vielfiltig untersucht. Beziiglich der Effekte von
SERMs auf den IGF-1- Serumspiegel finden sich in der Literatur kontroverse Ergebnisse. In

einer Studie von Cakmak et al. zeigte sich nach 6- monatiger Raloxifengabe eine signifikante
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Abnahme des IGF-1- Serumspiegels bei keiner Korrelation mit der Knochenmasse, so dass
eine direkte Verbindung von IGF-1 und Knochenstoffwechsel nicht zwingend angenommen
werden kann (Cakmak et al. 2005). Eng- Wong et al. konnten nach 3 Monaten
Anwendungszeit von Raloxifen keine Anderung des IGF-1- Serumspiegels nachweisen (Eng-
Wong et al. 2003). Die Auswirkungen einer HET auf den IGF-1- Wert sind ebenfalls nicht
einheitlich. In Humanstudien wurden sowohl zunehmende Serumspiegel (Hartmann et al.
1995) als auch gleichbleibende Werte unter Hormonsubstitution beschrieben (Posaci et al.
2001).

Das im Serum zirkulierende IGF- 1 wird in dieser Arbeit unter der Stimulation der

verwendeten Substanzen gemessen.

8. Ziele

Die  Anwendung  der  klassischen = Hormonersatztherapie @ im  Zuge  von
Wechseljahresbeschwerden ist spitestens seit den Ergebnissen der WHI- Studie von 2002
umstritten.

Die Forschungen beschiftigen sich seitdem mit der Suche nach einer Substanz, die positive
Eigenschaften wie z.B. Osteoporoseschutz und Privention von Brustkrebs besitzt, ohne dabei
negative Wirkungen, wie eine Zunahme des Endometrium- Ca, Thrombose oder
Hitzewallungen, hervorzurufen (Palacios 2007).

Durch die Entdeckung der SERMs gelang teilweise eine Steuerung von gewebsspezifischen
Ostrogenen oder antidstrogenen Wirkungen. Bis heute wird nach dem am besten geeigneten
selektiven Modulator gesucht, der ausschlieBlich die gewiinschten Effekte der Ostrogen-
Hormontherapie bewirkt.

Phytodstrogene sind bei dieser Fragestellung eine mdgliche Alternative. Thr Potential bei der
Linderung von menopausalen Beschwerden und das Auftreten von unerwiinschten Wirkungen
ist derzeit Gegenstand vieler Forschungsprojekte.

Im Rahmen dieser Arbeit werden die Wirkungen von dem Phytoostrogen Equol, dem Extrakt
von Cimicifuga racemosa und dem oralen Antidiabetikum Metformin im Vergleich mit dem
Steroidhormon Ostradiol in einer Langzeitverabreichung iiber 42 Tage an ovarektomierten

Sprague-Dawley- Ratten untersucht.
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Als Untersuchungsparameter dienen die Uterushistologie, die Uterusgewichte, die

Korpergewichte sowie die Serumparameter E2, LH, TSH und IGF-1.

Zielsetzung ist die Beantwortung der Fragestellung, ob und wie stark die Phytodstrogene aus
CR und Equol auf das Wachstum des Uterus wirken, und in wie weit sie mit der
Hypothalamus- Hypophysen- Achse interagieren. Ostradiol wird im Vergleich untersucht, um
die erhaltenen Ergebnisse bewerten zu kénnen. Von besonderem Interesse ist hierbei, ob CR
oder Equol selektiv agonistische bzw. antagonistische Wirkung entfalten und somit SERM-
dhnliche Eigenschaften besitzen. Wiinschenswert fiir eine Therapie des klimakterischen
Syndroms wire eine agonistische Ostrogenwirkung auf die Korpergewichte und die
Hormonwerte, am Uterus wire ein antagonistischer Ostrogeneffekt von Vorteil.
Weiterhin soll der Einfluss der Verabreichungsart untersucht werden, wobei die orale
Substanzaufnahme und s. c. Applikation von E2 betrachtet werden.

Die Gabe der Phytodstrogene erfolgte oral, da die Aufnahme der Pflanzenpréparate sowohl
iiber die Nahrung als auch als Pharmazeutikum {iberwiegend per os erfolgt und somit einer
Therapiemoglichkeit, zur Behandlung des klimakterischen Syndroms, am ehesten entspricht.
Metformin wurde ebenfalls ausschliefSlich iiber das Futter verabreicht. E2 wurde,
entsprechend den ersten Ansidtzen der HET, oral gegeben und in einer zweiten Gruppe
subkutan gespritzt. Durch die s. c. Applikation wird die Metabolisierung durch den
enterohepatischen Kreislauf umgangen/ reduziert. Dieses lédsst eine hohere Aufnahme von E2
nach s. c. Injektion erwarten, da nach oraler Applikation E2 nicht vollstéindig resorbiert wird.
Weiterhin resultiert durch die s. c¢. Applikation ein E2- Depot im Fettgewebe der Tiere, so

dass eine konstante Substratkonzentration im Blut gewéhrleistet ist.
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I1 Material und Methoden

1. Tierversuch

1.1 Versuchstiere und Haltungsbedingungen

Der Tierversuch wurde im Zeitraum vom 08.11.2005 bis zum 21.12.2005 unter der Leitung
von Frau Dr. med. D. Seidlova- Wuttke durchgefiihrt.

Eine Genehmigung von der Bezirksregierung Braunschweig lag unter der Nummer Az
509.42502/01-36.03 vor. Der Versuch wurde an 65 selbstgezogenen, weiblichen Sprague-
Dawley- Ratten (S.D.- Ratten) (Fa. Winkelmann, Borchen) vorgenommen. Die Tiere wurden
im Universitdtsklinikum Gottingen geziichtet und bis zum Versuchsstart mit soja- und
isoflavonoid- freiem Pellet-Futter (Ssniff®, Spezialdidten GmbH, Soest, Deutschland) und
Wasser, welches zur freien Verfiigung stand, erndhrt. Zweimal pro Woche wurden die
Futterspeicher aufgefiillt und die verbrauchte Futtermenge gemessen. Die Futtersdcke wurden
bei Raumtemperatur dunkel und trocken gelagert.

Die Tierhaltung erfolgte in 14 Kéfigen (Makrolon®-Kéfige vom Typ IV, Fa. Techniplast
Deutschland GmbH, Hohenpeillenberg). Pro Kifig wurden jeweils 4 (5%) bzw. 5 Tiere (9%)
gehalten. Die Belichtung des Raumes mit kiinstlichem Licht erfolgte im 12-Stunden-
Rhythmus von 6 bis 18 Uhr, die Raumtemperatur betrug bei Messung mit einem Thermo-
Hygrometer durchschnittlich 23 4+ 1 °C, die relative Luftfeuchtigkeit lag bei 55%.

Bei Versuchsbeginn hatten die Ratten ein Alter von 82 Tagen und ein durchschnittliches
Gewicht von 240,9g + 19,4 g (Waage basic lite BL3, Sartorius).

Zu diesem Zeitpunkt wurden die Tiere in 7 Gruppen zu jeweils 8-10 Tieren eingeteilt.

1.2 Ovarektomie

Am 08.11.2005 wurden die Tiere unter CO,- Betdubung intraperitoneal mit 45 mg/kg KG
(~11,25mg) Ketamin (Hostaket®, Fa. Bayer, Leverkusen) narkotisiert. Der Bereich kaudal
des Rippenbogens wurde rasiert und desinfiziert, anschlieBend wurde zur Freilegung der
Ovarien die Bauchhdhle beidseits an der vorbereiteten Stelle erdffnet. Nach Ligation
zwischen Uterushorn und Ovar wurde letzteres mittels eines Skalpells entfernt. Mit sterilem
Faden wurde die Bauchdecke verschlossen.

Vor Ausleitung der Narkose wurde jeder Ratte ein Transponder- System zur Erkennung

(Transponder-UNO MICRO-ID System, ISO-Transponder (12 mm), Gesreader II Ge S008:

19



MATERIAL UND METHODEN

ISO kompatibler Taschenleser, UNO ROESVASTSTAAL BV Zerenaar, Niederlande) unter
die Haut implantiert.

1.3 Testsubstanzen und Versuchsablauf

Im Anschluss an die Ovarektomie wurden die 65 weiblichen Ratten in 7 Gruppen (4 Gruppen
a 10 Ratten, 1 Gruppe 4 9 Ratten, 2 Gruppen 4 8 Ratten) eingeteilt und iiber einen Zeitraum
von 42 Tagen mit folgendem Futter behandelt:

e Kontrolle, p. o. Soja- und testsubstanzfreies Kontrollfutter
e Kontrolle, s. c. SF + s.c. Rizinus6l 0,2 ml/ Tier

e E2,p.o. SF + Estradiolbenzoat 10 mg/kg

e E2 s.c. SF + s.c. Estradiolvalerat 200 pg/kg

e Equol, p. o. SF + Equol 400 mg/kg

e CR,p.o. SF + CR 166,5 mg/kg

e Metformin, p. o. SF + Metformin 2,2 g/kg.

Die Herstellung aller Futtermittel erfolgte auf der Basis von soja- und isoflavonoid- freiem
Pellet-Futter unter der Registrationsnummer V-1354, R-2, 100 mm bei der Firma Ssniff
(Ssniff®, Spezialdidten GmbH, Soest, Deutschland). Das zur Nahrungsherstellung
verwendete Equol stammte von der Firma Import and Export Group Changzhu, China. Um
die durchschnittliche Nahrungs- und Wasseraufnahme zu ermitteln, wurden die Futter- und
Fliissigkeitsmenge sowie die Tiergewichte einmal wochentlich {iber die gesamte Dauer des
Versuches gemessen. Uber den Futterverbrauch wurde die Menge der tiglichen Aufnahme
der einzelnen Testsubstanzen errechnet (siehe III, Tab. 4). Nach einem Futterzeitraum von 42
Tagen wurden die Tiere unter CO,- Betdubung am 21.12.2005 dekapitiert. Das Blut wurde fiir
die spitere Serumdiagnostik gesammelt und zentrifugiert. Aus den sieben Gruppen wurde
jeweils bei drei, in der Metformingruppe bei zwei Tieren die Gebarmutter zur Auswertung
entnommen und in fliissigem Stickstoff zur histologischen Aufarbeitung eingefroren. Neben
der Serumanalyse und dem Uterus fiir diese Arbeit wurden fiir andere Studien und

Fragestellungen Thymus, Milz, Herz, Leber, Nieren, Nebennieren, Lunge, Pankreas, Aorta,
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subkutan- und intraabdominales Fettgewebe und der M. quadriceps femoris der Ratten

aufgearbeitet.

1.4 Serumanalyse

Im bei der Dekapitation erhaltenen Blut wurde die Konzentration von 5 Hormonen in den
Laboren der klinischen Chemie der Universitét Gottingen analysiert.

Die einzelnen Hormone der Rattenseren wurden durch radioimmunologische Assays (RIA)
bestimmt.

Die Ostradiolwerte wurden mit Hilfe des RIA DSL Kits- 43 100 (DSL, Sinsheim,
Deutschland) ermittelt. Das Thyroidea- stimulierende- Hormon (TSH) und T3 + T4 wurden
mittels RIA Active™ T/Active™ Thyroxin Kit, DSL (DSL, Sinsheim, Deutschland)
gemessen. Die Analytik des Insulin-like growth Factor (IGF-1) fand ebenfalls unter Nutzung
eines RIAs (Ratte, DSL-KP32 CT) statt. LH wurde durch laboreigene RIA, welche mit

Hormonen und Antikérpern von National Hormone + Pituitary Program (National Institute of

Health, Bethesda, Maryland, USA) arbeiten, erfasst.

1.5 Histologische Methoden und Aufarbeitung des Uterus

Die bei der Sektion entnommenen und anschlieBend eingefrorenen Uteri wurden nach dem
Auftauen fiir 72 h in 10% Formalin fixiert und im Entwisserungsautomat (TP 1020, Leica,
Wetzlar, Deutschland) dehydriert und nachfolgend, gemdl dem in Tab. 1 dargestellten
Protokoll, in Paraffin gegossen. Die Blocke wurden 24 Stunden vor Weiterverarbeitung

eingefroren.
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Tabelle 1: Schema der Organentwésserung

Substanz Zeit
50%iger Alkohol l1h
75%iger Alkohol 1 h 20 min
75%iger Alkohol 1 h 20 min
96%iger Alkohol 1 h 20 min
96%iger Alkohol 1 h 20 min
100%iger Alkohol | 1h 20 min
100%iger Alkohol | 1h 20 min
100%iger Alkohol | 1h 20 min
Xylol 1 h 20 min
Xylol 1 h 20 min
Paraffin 1h
Paraffin 1h

MATERIAL UND METHODEN

Pro Rattenuterus wurden mit Hilfe eines RM2135-Mikrotoms (Leica, Wetzlar, Deutschland)
jeweils 10 Schnitte des gefrorenen Paraffinblockes, mit einer Schnittdicke von 3-4 pm,
geschnitten und auf einen mit Versuchsname, Tier- und Schnittnummer beschrifteten
Objekttrager (SuperFrost®Plus, Menzel GmbH, Braunschweig, Deutschland) aufgebracht.
Anschliefend wurden die Schnitte bei 37°C fiir mindestens 12 Stunden im GFL 7601
Wirmeschrank (Fa. Schiitt Labortechnik, Gottingen, Deutschland) getrocknet.

Zwei der jeweils 10 geschnittenen Schichten pro Uterus wurden weiter verarbeitet und
ausgewertet. Diese Schnitte wurden durch die Himatoxylin- Eosin (HE) Féarbung (Mayers
Hamalaunlosung und Eosin Losung, Merck, Darmstadt; Deutschland) nach dem in Tabelle 2
dargestellen Protokoll gefarbt.

AnschlieBend wurden die Objekttrager mit den eingefarbten Uterusschnitten mit DePeX
(Serva/ Boehringer Ingelheim Bioprod., Heidelberg) eingedeckt und bei Raumtemperatur
getrocknet. Unter einem Axiophot Mikroskop (Zeiss®), mit integrierter digitaler Kamera,
wurden die Schnitte begutachtet und fotografiert. Fotoausschnitte des Myo- und des
Endometriums wurde in 5- facher VergroBerung (ObjektivgroBe 2,5 x Okularvergrof3erung
2,0- fach), Bilder der Epithelzellen des Endometriums in 40- facher Vergroferung
(ObjektivgroBe 20 x OkularvergroBerung 2,0- fach) dargestellt. Mit Hilfe des
Computerprogramms AnalySIS 3.0 (Soft Imaging GmbH Miinster, Deutschland) wurden die

drei Uterusschichten je 10-mal pro Schnitt markiert und vermessen.
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Tabelle 2: Schema der HE- Farbung

v

Substanz Zeit

Xylen 5 Minuten
Xylen 5 Minuten
Xylen 5 Minuten
Ethanol 100% | 2 Minuten
Ethanol 100% | 2 Minuten
Ethanol 100% | 2 Minuten
Ethanol 96% 2 Minuten
Ethanol 96% 2 Minuten
Ethanol 75% 2 Minuten
Aqua dest. 2 Minuten
Hiamatoxylin 30 Sekunden
FlieB3endes 10 Minuten
Leitungswasser

Aqua dest. 1-2 Minuten

2. Statistische Methoden

Substanz Zeit
Eosin 1 Minute
Aqua dest. 10-15 mal
schwenken
Ethanol 75% 30 Sekunden
Ethanol 96% 30 Sekunden
Ethanol 96% 30 Sekunden
Ethanol 100% 1 Minuten
Ethanol 100% 1 Minuten
Ethanol 100% 2 Minuten
Xylen 5 Minuten
Xylen 5 Minuten
Xylen 5 Minuten

Fiir die statistische Auswertung wurde das Computerprogramm PRISM (Graph Pad Prism4®,

San Diego, USA), unter Anwendung einer Varianzanalyse fiir die wiederholte Messung eines

Faktors (ANOVA) und anschlieBendem multiplen T-Test nach Dunnett, genutzt. Das

Signifikanzniveau wurde auf p<0,05 festgelegt.
Aus den Werten der Schnittdicken wurde der Mittelwert berechnet, der Standardfehler des
arithmetischen Mittelwertes (Hillisch et al. 2004) bestimmt und graphisch in

Sdulendiagrammen dargestellt.

Die Kontrollgruppen wurden mit den stimulierten Gruppen verglichen. Eine bestehende

Signifikanz wurde in den Graphen gekennzeichnet.
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III Ergebnisse

1. Tierfutteraufnahme

Zur Errechnung der durchschnittlichen Nahrungsaufnahme wurden die Tiere und die

Futterbestinde, iiber die Dauer des Versuches, einmal wdchentlich gewogen. In Tabelle 3 ist

die Tierfutteraufnahme dargestellt.

Tabelle 3: Futter- und Substanzaufnahme der Versuchstiere in den 7 Gruppen

Durchschnittliche Durchschnittliche Durchschnittliche | Durchschnittliche
Kontrolle | Futteraufnahme Substanzaufnahme | Kontrolle | Futteraufnahme Substanzaufnahme
p.o. pro Tier/Tag (g) pro Tier/Tag (mg) s.c. pro Tier/Tag (g) pro Tier/Tag (mg)
Woche 1 19,55 - Woche 1 19,48 -
Woche 2 22,18 - Woche 2 21,50 -
Woche 3 22,77 - Woche 3 22,84 -
Woche 4 22,46 - Woche 4 21,79 -
Woche 5 19,66 - Woche 5 19,46 -
Woche 6 17,73 - Woche 6 18,98 -
Mittel 20,89 - Mittel 20,68 -
Durchschnittliche Durchschnittliche Durchschnittliche | Durchschnittliche
E2 p.o. Futteraufnahme Substanzaufnahme E2 s.c. Futteraufnahme Substanzaufnahme
pro Tier/Tag (g) pro Tier/Tag (mg) pro Tier/Tag (g) pro Tier/Tag (mg)
Woche 1 10,11 0,101 Woche 1 14,34 -
Woche 2 15,23 0,152 Woche 2 18,44 -
Woche 3 22,40 0,224 Woche 3 15,73 -
Woche 4 23,06 0,231 Woche 4 21,27 -
Woche 5 26,07 0,261 Woche 5 15,01 -
Woche 6 21,44 0,216 Woche 6 16,76 -
Mittel 19,74 0,197 Mittel 17,01 -
Durchschnittliche Durchschnittliche Durchschnittliche | Durchschnittliche
Equol Futteraufnahme Substanzaufnahme CR Futteraufnahme Substanzaufnahme
pro Tier/Tag (g) pro Tier/Tag (mg) pro Tier/Tag (g) pro Tier/Tag (mg)
Woche 1 26,31 10,53 Woche 1 21,55 3,59
Woche 2 17,01 6,81 Woche 2 23,80 3,96
Woche 3 16,70 6,68 Woche 3 21,39 3,56
Woche 4 20,20 8,08 Woche 4 20,95 3,49
Woche 5 22,83 9,13 Woche 5 19,33 3,22
Woche 6 22,25 8,90 Woche 6 17,68 2,94
Mittel 20,88 8,35 Mittel 20,78 3,46
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Durchschnittliche Durchschnittliche
Metformin | Futteraufhahme Substanzaufnahme
pro Tier/Tag (g) pro Tier/Tag (mg)
Woche 1 20,40 44,88
Woche 2 21,99 48,37
Woche 3 22,81 50,19
Woche 4 22,51 49,53
Woche 5 21,04 46,29
Woche 6 17,83 39,23
Mittel 21,10 46,42

Die Futteraufnahme in den einzelnen Tiergruppen verhélt sich unterschiedlich. Gegeniiber
den Kontrollgruppen und den mit Equol, CR und Metformin stimulierten Tieren zeigen die
beiden mit Ostrogen behandelten Rattengruppen eine deutlich geringere Nahrungsaufnahme

(Abb. 6).

Futteraufnahme

— [
20.04 | -

H

Futteraufnahme/ Tag (g)

Abbildung 6: Effekt von E2, Equol, CR und Metformin (42 Tage, p. 0. und s. c. in ovx S. D. Ratten)
auf die Futteraufnahme; *: Signifikanz p. o (p<0,05), #: Signifikanz s. c. (p<0,05)

25



ERGEBNISSE

Wihrend die oral behandelte Ostrogengruppe mit einer durchschnittlichen Futteraufnahme
von 19,7 £ 2,4 g pro Tier/ Tag gegeniiber der oralen Kontrollgruppe mit 20,7 + 0,8 g pro Tier/
Tag eine Tendenz der verminderten Kostauthahme aufweist, zeigt sich dies bei den mittels
subkutanen Injektionen behandelten Versuchgruppen signifikant. Neben der Kontrollgruppe
s. ¢., die im Mittel 20,7 + 0,6 g pro Tier/ Tag sojafreies Futter aufgenommen hat, kommt es
bei den E2 s. c. Ratten mit 17,0 + 1,0 g pro Tier/ Tag zu einer deutlich geringeren
Kostaufnahme.

Die Futterzusitze Equol (0 20,9 + 1,5 g pro Tier/ Tag), CR (0 20,8 + 0,9 g pro Tier/ Tag) und
Metformin (@ 21,1 £ 0,8 g pro Tier/ Tag) fiihrten zu keiner abweichenden Futteraufnahme

gegeniiber der oralen Kontrollgruppe.
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2. Gewichte
2.1 Tiergewicht

Zu Beginn des Versuches war das Gewicht der einzelnen Tiere in den eingeteilten, und zu
diesem Zeitpunkt noch unbehandelten, Gruppen mit 240,9 g + 19,4 g nahezu identisch.
Nach einem Zeitraum von 42 Tagen, und vor Beendigung des Versuches, wurden die Tiere

erneut gewogen und die Tiergewichte abermals erfasst (Abb. 7).
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Abbildung 7: Effekt von E2, Equol, CR und Metformin (42 Tage, p. 0. und s. c. in ovx S. D. Ratten)
auf das Tiergewicht zu Versuchsende; *: Signifikanz p. o (p<0,05), #: Signifikanz s. c. (p<0,05) im

Vergleich zum Gewicht bei Versuchsbeginn

Das Gewicht der Tiere der Kontrollgruppe p. o. hat innerhalb des Versuchszeitraumes
deutlich zugenommen, was mit dem natiirlichen Wachstum der Ratte zu erkléren ist, und lag
im Mittel bei 335,9 g + 7,6 g. Das Korpergewicht der Ratten mit Metformin als Futterzusatz
zeigt als einzige Gruppe mit 338,9 g + 6,5 g keine Verdnderungen im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Alle anderen, oral stimulierten Gruppen weisen ein signifikant geringeres
Korpergewicht zu Versuchsende auf. Es zeigen alle Gruppen eine physiologische Zunahme
zum Ausgangsgewicht, welche aber im Vergleich zur Kontrollgruppe deutlich geringer liegt.

Am deutlichsten wird dieser Effekt bei den mit E2 als Futterzusatz behandelten Tieren; das
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durchschnittliche Korpergewicht lag am Versuchsende bei 254,3 g + 4,5 g. Die Ratten der mit
Equol gefiitterten Gruppe haben im Mittel ein Gewicht von 280,1 g + 5,4 g, die mit

CR- stimulierten Tiere wiegen 292,9 g + 10,5 g.

Ein dhnliches Ergebnis findet sich bei den subkutan behandelten Tieren. Die Kontrollgruppe
zeigt auch hier eine deutliche physiologische Gewichtszunahme auf 325,6 g + 19,1 g. Die
Zunahme der mit E2 s. c. applizierten Tiere ist mit 260,2 g + 5,756 g demgegeniiber

signifikant geringer.

Zur Verdeutlichung wird noch einmal die Gewichtszunahme von Versuchsbeginn bis zum
Ende nach 42 Tagen Versuchsdauer graphisch aufgezeigt (Abb. 8).

Das oben angedeutete Ergebnis beziiglich der Gewichtsdifferenz ist hier deutlich zu sehen.
Die beiden Kontrollgruppen, und die mit Metformin stimulierten Tiere, erh6hen ihr Gewicht
um durchschnittlich 94,1 g + 6,7 g (Kontrollgruppe p. 0.) bzw. um 95,7 g + 3,3 g in der
Metformingruppe und um 81,0 g = 13,3 g in der Kontrollgruppe s. c.. Signifikant geringer ist
die Gewichtszunahme in den anderen Gruppen. Vor allem bei den mit Ostrogen behandelten
Tieren ist die Zunahme des Gewichts im Mittel mit 15,0 g £ 5,1 g bei der oralen und mit 17,6

g +4,5 g bei der subkutan gespritzten Gruppe wesentlich geringer.

e, Gewichtszunahme

100 T —_
904 | _L —

Gewicht (g)
g

Abbildung 8: Effekt von E2, Equol, CR und Metformin (42 Tage, p. 0. und s. c. in ovx S. D. Ratten)
auf die Gewichtszunahme; *: Signifikanz p. o (p<0,05), #: Signifikanz s. c. (p<0,05)
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2.2 Uterusgewicht

Nach Exstirpation des Uterus wurden die Organfeuchtgewichte erfasst. Die Ergebnisse
werden in Abbildung 9 dargestellt. Eine deutliche Gewichtszunahme des Organs zeigt sich bei
den mit Ostrogen, oral als auch s. c., behandelten Tieren. Das Uterusdurchschnittsgewicht der
E2 p. o. Gruppe betrdagt mit 0,398 g + 0,027 g ungefdhr das Vierfache im Vergleich zur
Kontrollgruppe p. o. (0,088 g + 0,003 g). Die mit Equol zugesetzten Futtergruppen zeigen

ebenfalls eine signifikante, wenn auch geringe Uterusgewichtszunahme mit 0,114 g + 0,006 g.
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Abbildung 9: Effekt von E2, Equol, CR und Metformin (42 Tage, p. 0. und s. c. in ovx S. D. Ratten)
auf das Uterusgewicht; *: Signifikanz p. o (p<0,05), #: Signifikanz s. c. (p<0,05)

Am deutlichsten ist die Organgewichtszunahme in der E2 s. c. applizierten Gruppe zu sehen;

hier nimmt das Gewicht mit 0,538 g + 0,035 g im Vergleich zur Kontrollgruppe s. c. mit
0,090 g + 0,007 g um mehr als das Fiinffache zu.
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3. Uterushistologie

Die angefertigten Organschnitte wurden zur mikroskopischen Vermessung der
Uterusschichten Myometrium, Endometrium und Epithel des Endometriums genutzt. Rund
um den Querschnitt des Uterus wurden zehn Messungen im Myometrium, zehn im
Endometrium und zehn Messungen im Epithel des Endometriums durchgefiihrt (entsprechend
Kapitel I 7.1, Abb. 5 A, B). Die Ergebnisse werden im Folgenden, von peripher zur

Organmitte, beschrieben.

3.1 Myometrium und Endometrium

Die Abbildung 10 A-G zeigt Ausschnitte des Rattenuterus 5- fach vergroBert. Zur
[lustrierung der Varianz innerhalb der Gruppen sind fiir die Kontrollgruppen (Abb. 10A, B)
ein relativ grofer Uterus (Abb. 10A) und ein kleiner Uterus nach ovx (Abb. 10B) dargestellt.
Auftillig ist, dass selbst der grofite Uterus der Kontrollgruppen noch deutlich kleiner ist als
alle Uteri der mit E2 behandelten Gruppen. Bei den mit E2 behandelten Tieren (Abb. 10E, F)

ist bei gleicher VergroBerung nur ein Bildausschnitt der Uteri darstellbar.
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Abbildung 10: Mikroskopische Aufnahmen des Rattenuterus 5-fach vergrof3ert der verschiedenen

Versuchsgruppen. A: relativ gro3er Uterus der Kontrollgruppe p. o., B: relativ kleiner Uterus der
Kontrolle, s. c., C: CR, p. 0., D: Equol, p. 0., E: E2, 5. c., F: E2, p. 0., G: Metformin, p. o.
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Abbildung 11: Effekt von E2, Equol, CR und Metformin (42 Tage, p. 0. und s. c. in ovx S. D. Ratten)
auf die Myometriumdicke; *: Signifikanz p. o (p<0,05), #: Signifikanz s. c. (p<0,05)

Das Myometrium der Tiere der Futter-Kontrollgruppe wurde im Mittel mit 325,2 pm + 8,9
um gemessen (Abb. 11). Bei den mit Ostradiol gefiitterten Ratten zeigt sich eine signifikante
Verdickung dieser Muskelschicht mit 435,3 um + 10,6 um. Die mit den anderen Substanzen
gefiitterten Tiergruppen zeigen hingegen eine signifikante Abnahme der Gewebsschicht (Abb.
11). Bei der mit Metformin stimulierten Tiergruppe zeigt sich dieser Effekt mit einer
durchschnittlichen Schichtdicke von 252,2 pm + 5,0 pm am deutlichsten, Equol mit 291,9 um
+ 5,1 um und CR mit 264,5 + 3,7 um weisen eine dhnliche Tendenz auf.

Ein stirkeres Wachstum des Myometriums unter Ostradioleinfluss zeigt sich bei den subkutan
behandelten Tieren. Die Muskelschicht der Ratten, denen E2 s. c. appliziert wurde, zeigt eine
signifikante Verdickung mit 548,6 um + 9,9 pm gegeniiber der Kontrollgruppe s. c., die eine
mittlere Myometriumdicke von 277,7 um £ 18,5 pm aufweist.

Auch im Endometrium des Uterus zeigt die Applikation der Substanzen einen Einfluss auf die

Schichtdicke (Abb. 12).
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Abbildung 12: Effekt von E2, Equol, CR und Metformin (42 Tage, p. 0. und s. c. in ovx S. D. Ratten)
auf die Endometriumdicke; *: Signifikanz p. o (p<0,05), #: Signifikanz s. c. (p<0,05)

Eine signifikante Verdickung des Endometriums gegeniiber der Kontrollgruppe zeigt sich bei
den oral stimulierten Tieren sowohl in der Gruppe, die mit E2 gefiittert wurde als auch bei den
Ratten, die die Phytodstrogene aus CR sowie Equol als Futterzusatz erhielten. Die deutlichste
Zunahme der Uterusschleimhaut zeigt die Ostradiol- Gruppe mit einer durchschnittlichen
Dicke von 329,4 um + 19,6 um, gefolgt von den mit Equol behandelten Tieren mit 323,8 um
+ 11,3 um und den mit CR zugefiitterten Ratten mit 274,7 um + 5,4 um. Der Futterzusatz von
Metformin zeigte keine signifikante Verdnderung hinsichtlich der Dicke des Endometriums
gegeniiber der Kontrollgruppe (245,7um £ 9,3um).

Bei den subkutan gespritzten Tieren zeigt die Tiergruppe, welcher E2 injiziert wurde,
ebenfalls eine signifikante Verdickung des Endometriums. Im Mittel lag die
Endometriumdicke hier mit 431,5 um + 20,5 um deutlich iiber der Kontrollgruppe s. c., die
eine durchschnittliche Schichtdicke von 368,2 pm + 18,95 um aufwies.

3.2 Epithel des Endometriums

Die Abbildungen 13 A-G zeigen Fotos der Epithelzellen des Endometriums der Rattenuteri in
40- facher Vergroferung.
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Abbildung 13: Mikroskopische Aufnahme des Rattenuterus 40-fach vergroBert der verschiedenen

Versuchsgruppen. A: Kontrollgruppe p. o., B: Kontrolle, s. ¢., C: CR, p. 0., D: Equol, p. 0., E: E2, s.
c., F: E2, p. 0., G: Metformin, p. o.
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In den beiden Kontrollgruppen zeigen sich in der Abbildung 13 A und B isoprismatische, teils
hochprismatische Epithelzellen mit runden Zellkernen, eine mitotische Aktivitit (Zellteilung
nach identischer DNA- Replikation) ist nicht zu sehen.

Bei den mit Ostrogen stimulierten Gruppen kommt es zu einer deutlichen Verdickung des
Epithels des Endometriums (Abb. 13E, F).

Das Epithel des Endometriums der Ratten, die mit den Substanzgruppen Equol, CR und
Metformin behandelt wurden, weist optisch keine Besonderheiten und Verdnderungen auf.

In Abbildung 14 ist die Epithelschichtdicke unter Einfluss der verschiedenen Substanzen
dargestellt.
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Abbildung 14: Effekt von E2, Equol, CR und Metformin (42 Tage, p. 0. und s. c. in ovx S. D. Ratten)
auf die Dicke des Epithels vom Endometrium; *: Signifikanz p. o (p<0,05), #: Signifikanz s. c.
(p<0,05)

Das Uterusepithel der Tiere der Futter-Kontrollgruppe zeigt im Mittel eine Dicke von 12,7
um £+ 0,4 um (Abb. 14). Fiir die Ratten mit E2 im Futter wurde eine starke Zunahme der
Epitheldicke festgestellt. Im Mittel verbreiterte sich die Schicht auf 33,6 um + 1,0 pm, was
iiber dem Doppelten der Kontrollgruppe liegt. Die orale Gabe der Substanzen Equol und
Metformin zeigt so gut wie keinerlei Verdnderungen im Epithel des Endometriums und
dessen Dicke entspricht somit in etwa den Maflen der Kontrollgruppe (Equol: 12,6 pm + 0,3
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pm und Metformin: 13,1 pm + 0,5 pm). Eine signifikante Abnahme der Dicke der
Epithelzellen des Endometriums tritt bei den Ratten mit CR als Futterzusatz auf. Hier nimmt
die Schichtdicke auf 9,9 pm + 0,2 um ab.

Bei den s. c. gespritzten Tiergruppen zeigt sich eine dhnlich starke Zunahme durch E2 wie
nach oraler Gabe. Bei den mit E2 applizierten Tieren kommt es zu einer Verdreifachung der
Epitheldicke im Vergleich zur Kontrolle auf eine Dicke von 54,8 pm + 3,1 pm.
Bemerkenswert ist, dass die durchschnittliche Dicke des Epithels des Endometriums der
subkutan behandelten Kontrollgruppe mit 17,6 pm + 0,7 pum gréfBer ist als die der
Kontrollgruppe p.o..
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4. Analyse der Hormongehalte des Serums

4.1 Ostradiolwerte

Radioimmunologisch wurden die Hormonwerte im Serum der Tiere bestimmt. Nach einer
Substanzaufnahme von 42 Tagen spiegelt sich die Hohe des resorbierten E2 deutlich im

Serum wider (Abb. 15).
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Abbildung 15: Effekt von E2, Equol, CR und Metformin (42 Tage, p. 0. und s. c. in ovx S. D. Ratten)
auf den Serumspiegel von E2; *: Signifikanz p. o (p<0,05), #: Signifikanz s. c. (p<0,05)

Bei den oral stimulierten Tieren erhoht sich der E2- Spiegel im Serum signifikant auf 233,7
pg/ml + 47,2 pg/ml und liegt somit fast 18- fach iiber den Werten der Kontrollgruppe (13,4
pg/ml = 2,7 pg/ml). Die Substanzen Equol und Metformin zeigen nur eine sehr leichte
Zunahme des Serumspiegels, die mit CR stimulierte Gruppe mit 10,0 pg/ml + 5,0 pg/ml sogar
geringfiigig gesenkte Ostrogenkonzentration.

Bei den mit E2 subkutan applizierten Tieren kommt es zu einem geringeren, aber dennoch
deutlichen, Hormonspiegel- Anstieg als bei der oral stimulierten Tiergruppe. Es ergibt sich
eine knapp achtfache Erhohung des Ostradiolspiegels mit 85,6 pg/ml + 15,2 pg/ml gegeniiber
der Kontrollgruppe s. c., die Durchschnittswerte von 12,0 pg/ml + 2,6 pg/ml zeigt.
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4.2 LH- Werte

Nach der 6-wochigen Versuchsdauer liegt ein deutlich niedrigerer LH-Spiegel in den beiden
Gruppen der mit Ostrogen stimulierten Tiere, gegeniiber den Kontrollgruppen, vor (Abb. 16).
Hierbei ist zu beobachten, dass der Hormonspiegel bei den Ratten mit E2 als Futterzusatz

weniger absinkt als der der subkutan gespritzten Tiere.
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Abbildung 16: Effekt von E2, Equol, CR und Metformin (42 Tage, p. 0. und s. c. in ovx S. D. Ratten)
auf den Serumspiegel von LH; *: Signifikanz p. o (p<0,05), #: Signifikanz s. c. (p<0,05)

In der oral stimulierten Gruppe halbiert sich der LH- Spiegel von 16,0 ng/ml = 1,7 ng/ml der
Kontrollgruppe p. o. auf 8,8 ng/ml £ 2,3 ng/ml (E2, p. 0.) Bei den subkutan behandelten
Versuchsratten ist hingegen nur ca. ein siebtel der LH-Konzentration bei den mit E2
applizierten Tieren (1,7 ng/ml + 0,8 ng/ml), gegeniiber der Kontrollgruppe (13,6 ng/ml + 2,7
ng/ml), messbar. In den beiden Gruppen, welche mit Phytodstrogenen stimuliert wurden, zeigt
sich ein anderes Bild. Die Gruppe der mit Equol versetzten Futtersubstanz zeigt keinerlei
Tendenz zur Erniedrigung des Serum- LH- Spiegels. Die Ratten, die CR oral aufnahmen,
zeigen hingegen ein signifikantes, wenn auch im Vergleich zu E2 geringeres, Absinken der
LH- Konzentration auf 11,5 ng/ml + 0,7 ng/ml. Metformin zeigt ebenfalls einen tendenziell

herabsetzenden Effekt auf den LH- Spiegel, welcher aber nicht signifikant ist.
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4.3 TSH- Werte

Die TSH- Serumwerte verandern sich bei keiner der verabreichten Substanzen gegeniiber den
Kontrollgruppen signifikant. Die Messungen ergeben geringe Schwankungen im Nanogramm/
ml- Bereich. Hierbei liegt die gemessene Konzentration der Kontrollguppe p. 0. mit 2,1 + 0,23
ng/ml sehr eng an der E2 p. o. stimulierten Gruppe, die Durchschnittswerte von 2,1 + 0,4
ng/ml erreicht. Eine nicht signifikante Tendenz zu einer Verringerung der

TSH- Konzentration im Blut ldsst sich fiir Equol, CR und Metformin erkennen (Abb. 17).
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Abbildung 17: Effekt von E2, Equol, CR und Metformin (42 Tage, p. 0. und s. c. in ovx S. D. Ratten)
auf den Serumspiegel von TSH; *: Signifikanz p. o (p<0,05), #: Signifikanz s. c. (p<0,05)

4.4 IGF-1- Werte

Der IGF-1- Spiegel zeigt unterschiedliche Veranderungen nach Versuchsablauf.

In der Kontrollgruppe der oral stimulierten Tiere findet sich eine Durchschnittsmenge des
IGF-1 von 990,1 ng/ml £ 55,1 ng/ml. Alle oral stimulierten Gruppen zeigen eine
Verringerung des IGF-1- Spiegels. Wiahrend Metformin nur eine Tendenz anzeigt, sinkt unter
Equol der Hormonwert signifikant auf 821,3 ng/ml + 43,4 ng/ml, unter Zufiitterung von CR
fallt IGF-1 auf 771,6 ng/ml + 75,9 ng/ml. Die deutlichste Abnahme tritt bei der Stimulation

39



ERGEBNISSE

mit E2 p. o. auf, hier fillt der IGF-1- Spiegel signifikant auf 592,9 ng/ml + 54,5 ng/ml (Abb.
18).
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Abbildung 18: Effekt von E2, Equol, CR und Metformin (42 Tage, p. 0. und s. c. in ovx S. D. Ratten)
auf den Serumspiegel von IGF-1; *: Signifikanz p. o (p<0,05), #: Signifikanz s. c. (p<0,05)

Bei der mit E2 subkutan gespritzten Tiergruppe zeigt sich der gleiche Effekt. Bei diesen

Ratten liegt der Hormonspiegel mit 358,2 ng/ml + 26,7 ng/ml signifikant unter dem der
Kontrollgruppe mit 927,5 ng/ml + 147,3 ng/ml.
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5. Zusammenfassung der Ergebnisse

In den folgenden Tabellen werden die FErgebnisse der gemessenen Parameter

zusammengefasst dargestellt.

Tabelle 4: Zusammenfassung der FErgebnisse in Bezug auf die Gewichte (Futterauthahme,
Korpergewicht, Uterusgewicht) bei ovarektomierten S. D.- Ratten nach Gabe von E2 p. 0. und s. c.,
Equol p. 0., CR p. 0. und Metformin p. o. liber 42 Tage. 1: Anstieg, |: Abfall, *: Signifikanz p. o
(p<0,05), #: Signifikanz s. c. (p<0,05), -: keine Verdnderung gegeniiber der Kontrollgruppe erkennbar

Futteraufnahme (g) Korpergewicht (g) Uterusgewicht (g)

Kontrolle, p. o. 20,7+ 0.8 3359+7,6 0,08 + 0,002
E2, p.o. ! LU ™
Equol, p. o. - 1* 1%

CR, p. o. - L* -
Metformin, p. o. - - -
Kontrolle, s. c. 20,6 + 0,6 325,6 +19,1 0,09 + 0,008
E2,s. c. 1# L# M#

Tabelle 5: Zusammenfassung der Ergebnisse in Bezug auf die Dicke der Utersschichten (Myometrium,
Endometrium, Epithel des Endometriums) bei ovarektomierten S. D.- Ratten nach Gabe von E2 p. o.
und s. c., Equol p. 0., CR p. 0. und Metformin p. o. iiber 42 Tage. 1: Anstieg, |: Abfall, *: Signifikanz
p. o (p<0,05), #: Signifikanz s. c. (p<0,05), -: keine Verdnderung gegeniiber der Kontrollgruppe

erkennbar

Myometrium (pm) Endometrium (pm) Epithel des
Endometriums (um)

Kontrolle, p. o. 325,2+8,9 245,7+9,3 12,65 +0,4
E2,p.o. * T* ™
Equol, p. o. L* 1* -
CR, p. o. 1* 1* L*
Metformin, p. o. L* - -
Kontrolle, s. c. 277,77 +£18.,5 368,2 + 18,9 17,35+ 0,7
E2,s.c. T11# TM# 1M#
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Tabelle 6: Zusammenfassung der Ergebnisse in Bezug auf die Hormonparameter im Serum (E2, LH,

TSH, IGF-1) bei ovarektomierten S. D.- Ratten nach Gabe von E2 p. 0. und s. c., Equol p. 0., CR p. o.

und Metformin p. o. iiber 42 Tage. 1: Anstieg, |: Abfall, *: Signifikanz p. o (p<0,05), #: Signifikanz s.

c. (p<0,05), -: keine Veridnderung gegeniiber der Kontrollgruppe erkennbar

E2 (pg/ml) LH (ng/ml) TSH (ng/ml) IGF-1 (ng/ml)
Kontrolle, p. o. 13,4+2,7 16,0+ 1,7 2,1+04 5929 + 54,5
E2, p.o. * LL* - LL*
Equol, p. o. 1 - l L*
CR, p. o. 1* l 1*
Metformin, p. o. l l l
Kontrolle, s. c. 12,0+ 2,6 13,6 £2,7 2,0+0,5 927,5+ 1473
E2,s. c. 1# LI# LI#
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IV Diskussion

1. Zielsetzung

Seit den Veroffentlichungen der Ergebnisse der WHI-Studie und der Million- Woman- Studie
ist die Anwendung der klassischen = Hormonersatztherapie 1m Zuge von
Wechseljahresbeschwerden stark umstritten (Gray 2003). Die Einnahme von Ostrogen in
Kombination mit Progesteron fiihrt nachweislich zu einem erhohten Risiko, an
hormonabhingigen Tumoren wie Brustkrebs zu erkranken (Beral 2003; The Writing Group
for the PEPI Trial 1996). Neue Therapieoptionen fiir die Behandlung von Frauen mit
klimakterischen Beschwerden sind somit aktueller Gegenstand der Forschung. Hierbei steht
die Suche nach Substanzen, die positive Eigenschaften wie z.B. Osteoporoseschutz oder
Pravention von Brustkrebs aufweisen, ohne dabei nachteilige Wirkungen wie Thrombose oder
eine Zunahme des Endometrium-Ca zu besitzen (Palacios 2007), im Vordergrund. Mit der
Entdeckung der SERMs ist eine Steuerung von gewebsspezifischen Ostrogenen und
antidstrogenen Wirkungen eingeschrinkt moglich. Bis heute wird nach einem selektiven
Modulator gesucht, der ausschlieBlich die gewiinschten positiven Effekte der Ostrogen-
Hormontherapie bewirkt, ohne die typischen unerwiinschten Wirkungen auszuldsen. Neben
den chemisch synthetisierten SERMs wie Tamoxifen und Raloxifen stellen Phytodstrogene
hier eine mogliche Alternative dar.

Uber ihr Potential als Phytopharmaka Wirkungen auf die Zielgewebe von Ostrogenen zu
entfalten, mit entsprechend giinstigen und ggf. ungiinstigen Resultaten, ist derzeit noch wenig
bekannt. Trotz einer beachtlichen Anzahl durchgefiihrter Studien ist die Wirkungsweise der
Phytodstrogene umstritten. Gleichzeitig werden aber Nahrungsergéinzungsmittel mit einem
hohen Gehalt an Phytodstrogenen angeboten (Maul 2008). Um die Wirkung und mdgliche
Nebenwirkungen dieser Substanzen zu untersuchen, sind detaillierte Ergebnisse von
placebokontrollierten Patientinnen-Studien von Noten. Ebenso miissen die Folgen einer
Langzeitanwendung untersucht werden.

Zum Verstindnis der physiologischen Wirkung von Phytodstrogenen sind ferner
Tierversuchsstudien unabdingbar, um die Interaktion dieser Substanzen ausfiihrlich
untersuchen zu konnen. Ziel dieser Arbeit war es, die pflanzlichen Substanzen aus Cimicifuga
racemosa sowie Equol und das orale Antidiabetikum Metformin auf ihre Ostrogenitit und
mogliche SERM-  Wirkungen nach Langzeitapplikation zu untersuchen. Als

Untersuchungsparameter wurden die Korper- und Uterusgewichte, die Beurteilung der
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Uterushistologie sowie die Serumparameter E2, LH, TSH und IGF-1 gewaihlt. E2 wurde als
Positiv-Kontrolle zur Beurteilung der Ergebnisse der Testsubstanzen eingesetzt.

Eine agonistische Ostrogenwirkung beziiglich der Korpergewichte und Hormonwerte wire
wiinschenswert, da es durch den Abfall von Ostrogen hiiufig zu einer Gewichtszunahme und
durch die Verdnderung der Hormonspiegel zu den vegetativ-vasomotorischen Symptomen
wie z.B. Hitzewallungen kommt. Am Uterus wire ein antagonistischer Ostrogeneffekt, um
einer Ostrogenvermittelten Endometriumproliferation und dadurch bedingter Krebsentstehung
entgegen zu wirken, von Vorteil.

Die Ergebnisse dieser Arbeit sollen das Wissen iliber die Wirksamkeit der Phytodstrogene
weiter erginzen und einen Ausblick auf mogliche therapeutische Alternativen zur klassischen

HET bei Behandlung der postmenopausalen Beschwerden liefern.

2. Wirkung auf das Korpergewicht

Alle Tiere haben im Versuchsverlauf zugenommen, was unter anderem durch ihr
physiologisches Wachstum zu erkléren ist. Basierend auf der hormonellen Umstellung kommt
es haufig zu einer Gewichtszunahme, vor allem die Masse des Stammfettes nimmt zu und die

Privalenz des Metabolischen Syndroms steigt (Carr 2003).

Sowohl die mit E2 behandelten Tiere als auch die Tiergruppen, die Phytodstrogene mit der
Nahrung erhielten, wiesen am Ende der Studie ein signifikant geringeres Korpergewicht auf
als die Kontrollgruppe (Abb. 7). Dieser Effekt zeigte sich besonders deutlich, wenn man die
Unterschiede in der physiologischen Gewichtszunahme der Tiere betrachtet (Abb. 8). Die
starkste Wirkung erbrachte hierbei E2, wobei kein deutlicher Unterschied zwischen der
Applikationsart zu beobachten ist. Diese Wirkung kann nicht auf eine, durch den
Futtermittelzusatz bedingte geringere Nahrungsaufnahme zuriickzufithren sein, da die
durchschnittliche Futteraufnahme tiber den Zeitraum der gesamten Studie, kalkuliert in g/kg
Korpergewicht, in allen oral applizierten Gruppen nicht entscheidend voneinander abwich
(Tab. 4). Nur bei der s. c. Gabe von E2 zeigte sich, aus ungeklarten Griinden, eine signifikante
Verringerung der Nahrungsaufnahme im Vergleich zur Kontrollgruppe (Abb. 6).

Den stérksten Effekt der Phytodstrogene auf das Tiergewicht wies hierbei Equol auf gefolgt

von CR. Eine weitere Untersuchung der Versuchstiere ergab, dass beide
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Phytodstrogengruppen  dariiber hinaus eine Verminderung der intra-abdominellen
Fettanhdufung zeigten (Daten verdffentlicht in Rachon et al. 2007).

Diese Ergebnisse legen nahe, dass die zwei untersuchten Phytodstrogene einen positiven
Effekt auf die, mit der Menopause verbundene, Gewichtszunahme und Fettumverteilung
haben konnten. Da allerdings alle Tiere wachstumsbedingt wiahrend der Studie an Gewicht
zunahmen ist unklar, ob die gefundenen Effekte auf eine Wirkung auf die
Korperfettakkumulation oder auf das verdnderte Wachstum zurtickzufiihren sind.

Die Langzeitverabreichung von Metformin bewirkte keinen Einfluss auf das Korpergewicht.
Die Gewichte dieser Tiergruppe waren bei Versuchsende nahezu identisch mit der

Kontrollgruppe.

3. Wirkung auf den Uterus

Der Uterus diente in dieser Untersuchung als Referenzorgan, da Ostrogene an diesem Organ
proliferierend wirken. Eine dauerhafte E2- Substitution zur Behandlung von klimakterischen
Beschwerden wie sie in der klassischen HET angewandt wurde fiihrt zu einem vermehrten
Endometriumwachstum und erhoht somit, als Tumorpromotor, die Anzahl von malignen
Entartungen (Feeley und Wells 2001). Von den in dieser Arbeit untersuchten Phytodstrogenen
erwiinscht man sich daher antagonistische Ostrogeneffekte auf den Uterus. Die Resultate der
Messung der Uterusgewichte und die Ergebnisse der Histologie der einzelnen Schichten

werden beziiglich dieser Annahme im Folgenden diskutiert.

3.1 Wirkung auf das Uterusgewicht

Im Anschluss an die Totung der Tiere wurde das Organ exstirpiert und das
Uterusfeuchtgewicht erfasst, um eine Aussage iiber die Ostrogenitit der verwendeten

Substanzen an der Gebiarmutter treffen zu konnen.

Vermittelt iiber ERa (siehe I 2.2) fithrt E2, wie erwartet, zu einer starken Zunahme (4-fach)
des Uterusgewichts (Abb. 9). Die Tiergruppen, denen E2 als s. c. Injektion zugefiihrt wurde,
weisen ein noch deutlicheres Organwachstum auf (5-fach). Dieses ldsst sich durch eine hohere

Dosis von E2 nach s. c. Injektion erkldren. Zum einen muss angenommen werden, dass E2 bei
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oraler Aufnahme nicht vollstindig resorbiert wird, zum anderen resultiert durch s. c.
Applikation ein E2- Depot im Fettgewebe der Tiere. Dieses Depot gewihrleistet eine langere
Wirkstoffkonzentration von E2 im Blut. Weiterhin wird bei der s. c. Injektion eine direkte
Metabolisierung umgangen, wie sie bei oraler Aufnahme im Darm und Transport direkt in der

Leber stattfindet (First- Pass Effekt).

Durch die orale Equolgabe (6,87 mg/Tag/Tier) liber 42 Tage kam es in diesem Versuch zu
einer leichten, aber signifikanten Erhoéhung des Uterusgewichts, die im Vergleich zu E2
allerdings deutlich geringer ausfillt. Dieses Ergebnis wurde bereits im Rahmen einer weiteren
Auswertung der Tierversuchsstudie publiziert. Fiir Equol ist in der Literatur in vitro eine
starke Bindung an die ER beschrieben (Maul 2008). Die gefundene Erhéhung des
Uterusgewichts in unserem Experiment deutet also auf eine agonistische Wirkung von Equol
auf das Uterusgewebe hin. Somit ist die Zunahme des Uterusgewichts vermutlich durch eine
ER vermittelte Wirkung zu erkldren. Selvaraj et al. beschreiben in einem dhnlichen
Experiment ebenso eine signifikante Wirkung von Equol auf das Uterusgewicht. Hier wurden
ovx Ratten iiber 12 Tage durch Futterzusatz und s. c. Injektionen mit Equol in verschiedenen
Dosen behandelt. In den gespritzten Gruppen resultierte bei hoheren Dosierungen (12 mg und
20 mg/ kg Korpergewicht) eine signifikante Zunahme des Uterusgewichts (Selvaraj et al.
2004). Diese Ergebnisse weisen daraufhin, dass Equol bei Langzeitverabreichung oder hoch
dosierter s. c. Injektion eine milde, vermutlich iiber ERa vermittelte, uterotrophe Aktivitit

aufwelist.

Die in der vorliegenden Arbeit getestete Phytodstrogenmischung aus Cimicifuga racemosa
(CR) zeigt nach der Langzeitapplikation von 6 Wochen, in der gewdhlten Konzentration,
keinen Effekt auf das Uterusgewicht. Dieses Ergebnis entspricht verschiedenen anderen in-
vivo- Studien. Weder in der Kurzzeit/Akutanwendung noch in der Langzeittherapie wies CR
Auswirkungen auf die Uterusmasse auf (Rachon et al. 2008/b; Seidlova-Wuttke et al. 2003;
Wauttke et al. 2003/a). Es kann also geschlussfolgert werden, dass CR keine oder nur eine sehr

geringe, liber ERa vermittelte, Ostrogenagonistische- uterotrophe Aktivitdt besitzt.

Die orale Metformingabe bewirkt, entsprechend den Erwartungen, keinerlei Konsequenz

beziiglich des Uterusgewichts. Metformin ist weder in vitro noch in vivo als ER bindende
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Substanz beschrieben und nimmt so keinen Einfluss auf die durch ER (o) vermittelte

Zunahme des Uterusgewebes.

3.2 Wirkung auf die Histomorphologie des Uterus

Die histologische Auswertung der Uteri dieser Versuchsreihe zeigte unter E2-Gabe eine
deutliche Zunahme der untersuchten Schichtdicken des Uterus. Die verwendeten
Phytodstrogene und Metformin zeigten beziiglich der Histomorphologie von Myometrium,
Endometrium und Epithel des Endometriums unterschiedliche Ergebnisse.

Durch welche Mechanismen (Hypertrophie, Hyperplasie, Proliferation) es jeweils zu einer
Zunahme der gemessenen Uterusschichten gekommen ist, ldsst sich mit der in der Arbeit
verwendeten Methode nicht differenzieren, da weder die Zellzahl pro Fliache noch
Zellvolumina gemessen wurden. Ebenso wurde die Mitoserate nicht bestimmt, noch die
Proliferation anhand iiblicher Marker erfasst. Aus der Literatur ist bekannt, dass Ostrogene zu
einer Proliferation und Hypertrophie des Uterus und so zu einer VergroBerung dieses
Gewebes fiihren. Deshalb kann angenommen werden, dass die im Rahmen dieser Arbeit
beobachteten Zunahmen in den Schichtdicken der Uteruswand (Myometrium, Endometrium,
Epithel des Endometriums) auf o0.g. Mechanismen zuriickzufiihren sind.

Der Einfluss der getesteten Substanzen auf die einzelnen Uterusschichten wird im Folgenden

diskutiert.

3.2.1 Myometrium

E2 fiihrte im Myometrium zu einer signifikanten Zunahme der Schichtdicke und zeigte damit
einen deutlichen uterotrophen Effekt (Abb. 11). Im Gegensatz hierzu erbrachten die
verwendeten Phytodstrogene eine entgegengesetzte Wirkung.

So kam es bei oraler Equolgabe zu einer geringen, aber signifikanten Abnahme der
Myometriumdicke. CR bewirkte eine etwas deutlichere Abnahme der Myometriumdicke.
Diese Ergebnisse decken sich mit anderen Studien. So konnte in verschiedenen Arbeiten
keine Ostrogen- dhnliche Aktivitdt von Equol und CR im Uterus der ovx Ratte nachgewiesen
werden (Seidlova-Wuttke et al. 2003). Die untersuchten Phytoostrogene zeigten also

beziiglich des Myometriums keine Ostrogenagonistischen Wirkungen. Dieses deutet darauf
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hin, dass weder Equol noch die Substanzen aus CR mit dem in diesem Gewebe exprimierten
ER interagieren. Gemall Sakaguchi et al. wird im Myometrium bzw. im gesamten Uterus
besonders ERa exprimiert (Sakaguchi et al. 2003). Allerdings wird deutlich weniger ER in
diesem Gewebe des Uterus gebildet als z.B. im Endometrium (Scharl et al. 1987), so dass die
Konzentration der eingesetzten Phytodstrogene zu gering gewesen sein konnte, um einen
Effekt zu erzielen. Somit kann nicht ausschlieBlich von einer selektiven ,,Nicht-Bindung® an

die im Myometrium exprimierten ER ausgegangen werden.

Interessanterweise fithrt Metformin, nach einer Verabreichungszeit von 42 Tagen, zu der
deutlichsten Abnahme der Myometriumdicke. Metformin ist nicht als Ostrogenagonist oder
Antagonist bekannt. Seine Wirkung entfaltet es durch eine Steigerung der E2- Produktion im
Ovar, u. a. durch eine Erhdhung der Aromatase- Aktivitidt (Takemura et al. 2007). Fiir die
deutliche Abnahme der Myometriumdicke kann hier keine urséchliche Begriindung geliefert
werden. Eine mogliche Begriindung liegt in der IGF-1 &hnlichen Wirkung von Insulin im
Uterus, wie von Kacalska et al. beschrieben (Kacalska et al. 2005). Ein Absinken des
Insulinspiegels durch Metformin wiirde so zu weniger Proliferationssignalen fiihren. Ein
derart deutlicher Effekt von Insulin auf den Uterus, mit einer Spezifitét fiir das Myometrium,

ist aber bisher nicht beschrieben.

3.2.2 Endometrium

Wie im Myometrium fiihrte eine E2- Gabe bei ovx Ratten erwartungsgemifl zu einer
deutlichen Zunahme der Driisenschicht (Abb. 12).

Bemerkenswerterweise zeigte das Phytodstrogen Equol den gleichen Effekt auf das
Endometrium. Es kam zu einer nahezu gleichen Zunahme der Endometriumdicke wie bei den
oral mit E2 stimulierten Tieren. Equol wirkte also dstrogenagonistisch auf das Endometrium,
und die Erh6hung des Uterusgewichtes ist vermutlich auf die stark induzierte Proliferation des
Endometriums zuriickzufithren. Dieser Effekt ist wahrscheinlich auf eine ER vermittelte
Wirkung des Phytodstrogens Equol zuriickzufiihren. Im Endometrium liegt vor allem ERa vor
(Frasor et al. 2003) und es werden deutlich mehr Rezeptoren im Endometrium exprimiert als
in den anderen Geweben/ Schichten des Uterus (Scharl et al. 1987). Somit reagiert das
Endometrium erheblich stirker auf Ostrogene als das Myometrium. Dieses konnte eine

Erklarung fiir den uterotrophen Effekt von Equol auf das Endometrium und den gleichzeitig
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abnehmenden Effekt auf die Myometriumdicke (s. 0.) sein. Bemerkenswert ist allerdings, dass
Equol auf das Endometrium fast ebenso stark wirkt wie E2, denn Equol zeigt in vitro eine
deutlich geringere Affinitit an ERa (Gurer-Orhan et al. 2005). Somit ist es wahrscheinlich,
dass weitere Faktoren als nur die Bindung an ERa fiir die Equolwirkung auf das Endometrium
verantwortlich sind.

Insgesamt ist die uterotrophe Wirkung auf dieses Gewebe unter dem Aspekt kritisch zu

bewerten, da die meisten Uterustumore dem Endometrium entstammen.

Die CR- Applikation fiihrte zu einer geringen, aber signifikanten Zunahme der
Endometriumdicke. Dieser Befund steht im Widerspruch zu Ergebnissen, die eine
Anwendung als Medikament bei postmenopausalen Frauen beschreiben. In einer Studie mit
62 postmenopausalen Frauen mit klimakterischen Beschwerden wurde die Wirkung von CR
mit 40 mg/ Tag in einer Anwendung iiber 3 Monate getestet. Im Rahmen dieser Beobachtung
kam es zu keiner Zunahme der Endometriumdicke, so dass CR als sichere Alternative bei der
medikamentdsen Therapie von Wechseljahresbeschwerden diskutiert werden muss (Wuttke et
al. 2003/b). Eine andere Untersuchung an 400 Frauen in der Postmenopause erbrachte nach
einer Langzeitanwendung von einem Jahr, mit selbiger Priparatsdosis, das gleiche Ergebnis;
es kam zu keinem, durch die Einnahme von CR vermittelten, uterotrophen Effekt (Raus et al.
2006). Mogliche Erklarungen fiir den abweichenden Befund in dieser Studie kdnnten in einer
speziesabhidngigen unterschiedlichen Wirkung liegen, oder darin, dass die hier applizierte
Menge (135 mg/Tier/Tag) deutlich oberhalb der in der Humanstudie eingesetzten téglichen
Gabe lag.

Das orale Antidiabetikum Metformin hat nach 42 Tagen als Futterzusatz keine signifikanten
Auswirkungen auf das Endometrium der ovx Ratte. Allerdings belegen Studien fiir dieses
Biguanid eine Proliferation der Stromazellen des Endometriums (Takemura et al. 2007).
Hierbei diirfte aber, wie oben diskutiert, diese Wirkung durch die induziert erhohte endogene
(ovarielle) Ostrogenproduktion durch Metformin zu begriinden sein. Da dieser Effekt in einer
ovx Ratte nicht zum Tragen kommen kann, entspricht das Ausbleiben einer Wirkung in

unserem Experiment den Erwartungen.
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3.2.3 Epithel des Endometriums

Die E2- Gabe fiihrte, wie erwartet, zu einer Schichtdickenzunahme der Epithelzellen des
Endometriums (Abb. 14). Mikroskopisch zeigte sich das Epithel des Endometriums stark
vergroBert, eine Zunahme der Schichtdicke ist deutlich erkennbar (Abb. 13 E, F)

Die Langzeitverabreichung von Equol erbrachte im Rahmen dieses Versuches keine
signifikante Verdnderung gegeniiber der Kontrollgruppe. Frithere Studien an ovx Maéusen
filhrten zu gegenteiligen Ergebnissen. So konnten Selvaraj et al. nach einer 12- tégigen s. c.
Equolgabe eine Proliferation des Uterusepithels bei den Versuchsgruppen mit hohen
Préaparatdosen nachweisen. Bei der Wirkung des Equols auf das Uterusepithel scheint aber die
Darreichungsform von Equol eine wichtige Rolle zu haben (Selvaraj et al. 2004). So konnten
Selvaraj et al., ebenso wie in unserem Experiment, nach oraler Equolgabe keinen Effekt auf
das Uterusepithel beobachten. Ferner traten die beschriebenen Effekte nur bei einer hohen
tiaglichen Injektionsmenge von 8-20 mg/kg KG auf (Selvaraj et al. 2004).

Equol kann also eine Ostrogendhnliche, vermutlich tiber ER vermittelte, Aktivitdt auf das
Epithel des Endometriums ausiiben. Eine erkennbare Wirkung ist allerdings nur nach der
Gabe von sehr hohen Dosen messbar. Somit kann durch das Ausbleiben einer Wirkung in
unserem Experiment fiir das Epithel des Endometriums nicht grundsétzlich von einer
selektiven ,,Nicht-Bindung® an die im Epithel des Endometriums exprimierten ER

ausgegangen werden.

Das zweite getestete Phytodstrogen (CR) zeigte eine geringfiigige, aber signifikante Abnahme
der Epitheldicke des Endometriums. CR bewirkt damit keinen uterotrophen und einen
schwach Ostrogenantagonistischen Effekt. Hiermit entspricht CR der erwiinschten Wirkung
fiir die Anwendung als Pharmakon bei postmenopausalen Beschwerden, da es weder auf das
Epithel des Endometriums noch auf das Myometrium einen stimulierenden Effekt ausiibt und
die Zunahme der Endometriumdicke sehr gering, wenn auch signifikant ist. Die Wirkung von
CR konnte durch keine oder keine grole Wirkung auf den ERo am Uterus, oder dadurch, dass
die Substanzen aus CR nach Bindung an den ER keine DNA- Bindung und damit keine

zellproliferierende Wirkung zeigen (siehe I 2.2), begriindet sein.

Eine orale Metformingabe erbrachte, wie erwartet, keinen Effekt auf das Uterusepithel (siche

IV 3.2.2).
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4. Wirkung auf die Serumparameter

Die in dieser Arbeit untersuchten Hormone werden alle von der Hypophyse sekretiert. Sie
unterliegen, wie in Kapitel I 7.2 beschrieben, dem Kreislauf der Hypothalamus- Hypophysen-
Gonaden- Achse. Durch die Untersuchung dieser Hormonspiegel im Blutserum kann eine
Aussage iiber die Wirkung der Substanzen auf die im Hypothalamus lokalisierten ER-
Rezeptoren getroffen werden. Die verschiedenen gemessenen Parameter werden im

Folgenden einzeln diskutiert.

4.1 Ostradiolwerte (E2-Serumkonzentration)

Im Zuge der hormonellen Umstellung in den Wechseljahren kommt es zum drastischen Abfall
des Serum- Ostrogenspiegels. Diese Verinderung wird fiir einen GroBteil der klimakterischen
Beschwerden verantwortlich gemacht (Hall und Phillips 2005; Maartens et al. 2002; Pandit
und Ouslander 1997). Eine geschlechtsreife Frau hat wihrend des Eisprunges
durchschnittliche Ostradiolwerte von 150 bis 600 pg/ml, wihrend nach der Menopause der
Spiegel deutlich absinkt.

Die im Experiment gemessenen Serumspiegel von E2 waren bei den ovx Ratten der
Kontrollgruppen erwartungsgemal sehr niedrig (Abb. 15). Folglich fiihrte die E2-Substitution
bei den ovx Ratten zu einem starken Anstieg des Serum E2- Spiegels. Hierbei fiihrte, bei einer
dhnlichen Menge an verabreichtem E2, die orale Gabe von E2 iiberraschenderweise zu einer
deutlich hoheren Konzentration als die s. c. Applikation. Wie bereits diskutiert, wird durch
s. c. Applikation die Metabolisierung durch den enterohepatischen Kreislauf umgangen/
reduziert. Ein hoherer Plasmaspiegel nach s. c. Applikation wére erwartet worden. Griinde fiir
diesen Befund konnen in einer verstirkten Akkumulation im abdominalen Fettgewebe nach
s. ¢. Applikation liegen.

Aufgrund ihrer anderen chemischen Natur bewirkte die Gabe der Phytodstrogene und
Metformin keine direkten Verdnderungen der Serum E2- Konzentration. Fiir
ostrogenwirksame Substanzen wire eine Wirkung iiber die Feedback-Hemmung (=negative
Riickkopplung) der E2- Synthese denkbar. So konnte durch eine starke Bindung der
Phytoostrogene an die ER der E2- synthetisierenden extragonadalen Zellen, z.B. im
Fettgewebe, deren E2- Syntheserate reduziert werden. Kein Effekt ist hierbei fiir Equol, bei

einer oralen Gabe von 6.87 mg/Tag, zu beobachten. Hingegen ldsst sich ein (nicht
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signifikanter) Trend zu einer reduzierten E2- Synthese in ovx Ratten nach CR- Gabe
beobachten (Abb. 15). Dieses konnte auf eine Bindung der Substanzen aus CR an die ER in
diesen Geweben hindeuten. Da diese Wirkung allerdings gering und nicht signifikant ist, sind
weitere Experimente notwendig, um eine fundierte Aussage treffen zu konnen. Interessant
wire ein solcher Versuch auch mit nicht ovx Ratten, da hier die Wirkung auf die stérkere E2-

Synthese der Ovarzellen zu deutlicheren Effekten fiihren konnte.

4.2 LH- Werte

Zu den klassischen vegetativ- vasomotorischen Symptomen des Klimakteriums zidhlen
SchweiBausbriiche und Hitzewallungen. Die Genese wird iiber den Abfall des Ostrogens und
den dadurch resultierenden Anstieg des Serumspiegels von LH erklart (LH wird pulsatil

sekretiert).

Eine dauerhafte E2-Gabe fiihrte in dieser Tierversuchsstudie zu einem signifikanten Absinken
der LH- Serumspiegel. Dieses ldsst sich so erkldren, dass die ansteigenden E2- Mengen im
Korper, iiber negative Riickkopplung, die zentrale Hormonproduktion im Hypothalamus
hemmen (Goretzlehner und Lauritzen 2000). Bei den subkutan gespritzten Tieren ist, da durch
Umgehung des hepatischen Abbaus eine konstante Substratkonzentration erreicht wird, der

Effekt des erniedrigten LH- Spiegels noch deutlicher (Abb. 16).

Equol zeigte in der durchgefiihrten Studie keinen Effekt auf den LH- Serumspiegel der ovx
Ratten. Somit scheint es keine zentralen Wirkungen zu entwickeln. Dieses ist vermutlich
dartiber zu erkldren, dass Equol weder an den ER noch an anderen, fiir die Regulation des
LH-Spiegels wichtigen Rezeptoren als Ligand bindet. Ein positiver Effekt auf die
klimakterische Symptomatik im Sinne einer Reduktion von Hitzewallungen und

Schweillausbriichen ist somit nicht zu erwarten.

Nach 6 Wochen Versuchsdauer kommt es zu einer signifikanten Absenkung des LH-
Serumspiegels in der Gruppe der mit CR als Futterzusatz behandelten Tiere. Die Ursache der
Wirkung von CR auf den LH- Spiegel wird derzeit wissenschaftlich kontrovers diskutiert.
Frithere Arbeiten gingen davon aus, dass CR mindestens drei Fraktionen endokrinologisch

aktiver Substanzen enthilt. Die erste zeigt keine Bindung an die ER, die zweite ist Ligand der
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ER, aber nur die dritte Fraktion zeigt nach ER Bindung einen Effekt auf die LH- Sezernierung
(Duker et al. 1991). Neuere Uberlegungen gehen davon aus, dass CR seinen positiven Effekt
auf die hot flushes nicht im Sinne einer 6strogenagonistischen Wirkungsweise, vermittelt iber
ERa und ER, ausiibt. Vielmehr wird eine Bindung an andere Rezeptoren, wie z. B. an
Serotonin- HT- Rezeptoren angenommen. Hierbei wirken die Substanzen aus CR vermutlich
als kompetitiver Ligand mit teilagonistischer Wirkung (Burdette et al. 2003).

Durch die deutliche Wirkung auf den LH-Spiegel kann ein positiver Effekt auf die
vegetativen postmenopausalen Beschwerden somit angenommen werden. Dieser wurde

bereits auch in Humanstudien belegt (Raus et al. 2006; Wuttke et al. 2003/b).

Auch die orale Metformingabe bewirkte bei den ovx Ratten eine, wenn auch nicht
signifikante, Abnahme des LH- Serumspiegels. Dieses Ergebnis entspricht den Befunden
einer Studie an Frauen mit PCOS. Hierbei fiihrte eine 6- monatige Dosis von 2550 mg/Tag zu
einer Absenkung der LH- Werte (Sahin et al. 2007). Diese Effekte wurden allerdings iiber die
These einer modulierenden Wirkung von Metformin auf die Ovarfunktion (Hypothalamus-
Hypophysen- Gonaden- Achse, s.0.) erkldrt (Morin-Papunen et al. 1998). Folglich kann dies

nicht als Begriindung fiir eine Wirkung in der ovx Ratte herangezogen werden.

4.3 TSH- Werte

TSH wird auf Anreiz von TRH vom Hypophysenvorderlappen sekretiert (siche 1 7.2). Es
wirkt sowohl stimulierend auf das Wachstum als auch auf die Hormonproduktion der
Schilddriise von t3 und t4. Da eine ausgeglichene Schilddriisenfunktion (euthyreote
Stoffwechsellage) fiir den Korper ausgesprochen wichtig ist, wurde der Einfluss der
untersuchten Substanzen auf den TSH- Serumspiegel in diesem Versuch betrachtet.

In dieser Arbeit fiihrte keine der verwendeten Testsubstanzen zu einer signifikanten Ab- oder
Zunahme der TSH- Serumwerte (Abb. 17). Eine leicht abnehmende Tendenz wurde fiir
Equol, Metformin und CR beobachtet.

Phytodstrogene als auch E2 scheinen nicht in den TSH- Kreislauf einzugreifen, was als

positiv zu bewerten ist.
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4.4 IGF-1- Werte

IGF-1 wird von der Leber auf Anreiz von verschiedenen, aus der Hypophyse ausgeschiitteten,
Stoffen, wie z.B. GH oder E2, produziert. Es ist ein Wachstumsfaktor fiir eine Vielzahl von
Geweben (siche I 7.2).

Bei den mit E2 behandelten Tieren lag die IGF-1- Konzentration deutlich und signifikant
unterhalb der Werte der Kontrollgruppen (Abb. 19). Fiir ovarektomierte Ratten ist ein Anstieg
der IFG-1 Plasmakonzentration beschrieben (Barengolts et al. 1996; Gaumet et al. 1997).
Beziiglich der Wirkung von E2 auf den IGF-1- Spiegel von ovx Ratten liegen in der Literatur
widerspriichliche Angaben vor. Wéhrend Barengolts et al. keinen Einfluss auf den

IGF-1- Level durch E2 beschreiben (Barengolts et al. 1996), kam es bei Gaumet et al., wie in
unserem Experiment, zu einem Absinken des Plasmaspiegels (Gaumet et al. 1997). Beziiglich
des Osteoporoserisikos sind diese Ergebnisse schwer zu interpretieren. Insbesondere ist es
fraglich, ob die gemessenen Plasmaspiegel die Konzentration von IGF-1 am gewiinschten
Wirkungsort (Knochengewebe) repréisentieren.

Auch die Gabe von Equol und CR fiihrte in diesem Versuch zu einer dhnlichen, wenn auch
geringeren, Reduktion der IGF-1- Plasmakonzentration, wobei CR den stirkeren Effekt

bewirkte.

Das gesteigerte Risiko, im Zuge der Menopause an Osteoporose zu erkranken, wird durch den
Abfall der Ostrogenmenge begriindet. Dieser Annahme folgend wire also, im Hinblick auf
die Osteoporosepravention, eine Erhohung des IGF-1 im Knochengewebe ein gewiinschter
Effekt. Allerdings wird eine erhohte IGF-1- Plasmakonzentration mit einem gesteigerten
Risiko, an einem Mamma- Ca zu erkranken, assoziiert (Campbell et al. 2001). Die in diesem
Versuch festgestellte Senkung des IGF-1- Serumspiegels durch Phytodstrogene ist also im
Hinblick auf die Anwendung als SERM ambivalent zu bewerten.

Sofern die in diesem Versuch beobachtete Wirkung auf den Plasmaspiegel die IGF-1-
Aktivitdit im Knochengewebe reprdsentiert, und sich die in ovx Ratten beobachteten Effekte
auf den Menschen iibertragen lassen, muss eine IGF-1 vermittelte Osteoporosepriavention

durch E2 und die untersuchten Phytodstrogene, Equol und CR, als fraglich angesehen werden.

Weiterhin fiihrte die orale Metformingabe nach Versuchsablauf ebenfalls zu einer, wenn auch

nicht signifikanten, Abnahme des IGF-1- Spiegels gegeniiber der Kontrollgruppe. Eine
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ursichliche Begriindung fiir diesen Effekt dieses oralen Antidiabetikums kann an dieser Stelle

nicht gegeben werden.
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5. Limitierung der Studie

Ziel dieser Arbeit war es, zum Verstindnis der Wirkung von Phytodstrogenen zur Behandlung
von Wechseljahresbeschwerden von postmenopausalen Frauen beizutragen. Als grundlegende
praklinische Studie wurden die Untersuchungen an Ratten durchgefiihrt. Generell konnen
Ergebnisse aus Tierversuchen nicht direkt, sondern nur unter Betrachtung der
unterschiedlichen physiologischen Voraussetzungen, auf den Menschen iibertragen werden.
Die Verwendung von Tiermodellen fiir Wechseljahresbeschwerden stellt sich insbesondere
als schwierig dar, denn klimakterische Symptome sind in Ratten nicht beschrieben. Als
gingiges Modell wurde die ovx Ratte verwendet, bei der durch die Ovarektomie ein der
Postmenopause dhnlicher Zustand herbeigefiihrt wurde. Ob und wie weit die Physiologie
einer ovx Ratte der einer postmenopausalen Frau entspricht, ist aber trotz der Tatsache, dass
es sich hierbei um das géngigste Postmenopausen- Modell handelt, stets kritisch fiir jeden
einzelnen untersuchten Parameter zu priifen.

Die in der Literatur beschriebenen Ergebnisse von Ostrogenen auf ovx Ratten sind stark von
der Versuchsdauer abhédngig bzw. davon, ob die Substanzen Kurz- oder Langzeit verabreicht
wurden. Ratten haben eine durchschnittliche Lebenserwartung von 1-2 Jahren. Die gewéhlte
»lestdauer von 42 Tagen ist somit als eine Mittel- bis Langzeitwirkung der Phytodstrogene
Zu bewerten.

Generell stellt die Hohe der Dosierung der Testsubstanzen einen wichtigen Parameter
beziiglich der Beurteilung der Ergebnisse dar. Im Rahmen dieser Studie wurden alle Préparate
nur in einer Dosis verabreicht. Eine Aussage iiber die benétigte Dosis zum Effekteintritt kann
hier nicht getroffen werden. Weiterhin konnen keine Dosis-Wirkungsbeziehungen abgeleitet
werden. Gerade dieser Aspekt ist mitentscheidend fiir die Beurteilung von
Einsatzmdglichkeiten und Wirkung von Phytodstrogenen, wie es auch in der Literatur

beschrieben ist (Liu et al. 2001; Rachon et al. 2008/a).

Der Beginn der Phytotherapie in den bisher publizierten Untersuchungen, beziiglich der
Wirkung von Phytodstrogenen, war stark unterschiedlich. Ein Vergleich der Ergebnisse der
einzelnen Untersuchungen zeigte, dass eine moglichst frithe Einnahme grofere Effekte
erbringt (Viereck et al. 2005). In der durchgefiihrten Studie wurde nur zu einem Zeitpunkt,
direkt nach der ovx, mit der Substanzapplikation begonnen. In dieser Arbeit wurden alle
Phytodstrogene oral verabreicht, da das dem Modell der Frau mit klimakterischen

Beschwerden, die Pridparate einnimmt, am ehesten entspricht. Da keine weiteren
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Applikationsformen (z.B. s. c., transdermal) untersucht wurden, kann keine Aussage dariiber
getroffen werden, wie und ob die Pflanzenprodukte, unter Umgehung des enterohepatischen
Kreislaufes, wirken. Ein weiterer kritischer Punkt ist, dass die Zusammensetzung von CR
nicht charakterisiert ist. So sind die aktiven Bestandteile der Traubensilberkerze bis heute
noch nicht vollstindig identifiziert. Unterschiedliche geographische und geologische
Bedingungen, wie z. B. Wachstumsstandort, Witterungsbedingungen und die Art der
chemischen Produktherstellung beeinflussen moglicherweise die Zusammensetzung des
Extrakts. Diese Faktoren fiihren ggf. zu uneinheitlichen Ergebnissen und erschweren den

Vergleich verschiedener Studien untereinander.

Generell erlangen tierexperimentelle Studien eine hohere Aussagekraft, je grofBer die
Versuchszahlen (n) sind. In dieser Arbeit wurde mit einer relativ kleinen Dosisgruppe von 8-
10 Tieren gearbeitet. Weiterhin erfolgten die Schichtdickenmessungen an einer relativ kleinen

Schnittmenge.
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V Zusammenfassung

Effekte von Ostradiol, Equol, Cimicifuga racemosa und Metformin im Serum und auf

die Histomorphologie im Uterus der ovarektomierten Ratte

Phytodstrogene sind natiirlich vorkommende Substanzen, die vorwiegend mit der Nahrung
aufgenommen werden. Im Zuge der Diskussionen iiber die klassische HET und deren
Nebenwirkungen riickten die pflanzlichen Produkte in den letzten Jahren in den Mittelpunkt
vieler Studien. Ziel ist es, neue Priparate zu entwickeln, die das klimakterische Syndrom
nicht durch Steroidhormonanaloga, im Sinne einer HET, behandeln und die charakteristischen
Symptome lindern.

Epidemiologische Studien offenbarten, dass hohe Konzentrationen von Lignanen und
Isoflavonoiden mit einer geringeren Inzidenz von verschiedenen Erkrankungen, wie z.B.
Mamma- Ca, einhergehen (Adlercreutz 1998).

Auf der Suche nach pharmakologischen Alternativen zur Behandlung des Klimakteriums wird
z. Zt. vermehrt in PhytoOstrogenen nach Substanzen gesucht, die SERM- Eigenschaften
besitzen. Das Ziel ist es, ein Produkt zu finden, welches selektiv dstrogenagonistische Effekte
an Knochen, ZNS, Vagina und Herzkreislaufsystem besitzt und gleichzeitig
Ostrogenantagonistische Wirkungen an Mamma und Uterus ausiibt, um eine, u. U. maligne,

Proliferation vermeiden zu kdonnen.

Ziel dieser Arbeit war es, die Wirkung der Phytodstrogene Equol und jener aus Cimicifuga
racemosa (CR) und dem oralen Antidiabetikum Metformin am Uterus und auf verschiedene
Serumparameter bei ovarektomierten (ovx) Sprague- Dawley- Ratten mit der des biologisch
vorhandenen Ostradiols (E2) zu vergleichen. Die Substanzen wurden iiber einen Zeitraum von
42 Tagen mit dem Futter gegeben. E2 wurde zusétzlich noch in einer zweiten Gruppe s. c.
gespritzt und mit einer s. c. Kontrollgruppe verglichen. Im Folgenden sollen nur die
Wirkungen der Phytodstrogene diskutiert werden, da eine Anwendung des oralen
Antidiabetikums Metformin, welches als Biguanid durch die Hemmung der Gluconeogenese
die Insulinwirkung erhdht, ohne den Insulinspiegel zu steigern (Karow und Lang 2007), als

SERM zur Therapie des Menopausensyndroms nicht in Frage kommt.

Beide Phytodstrogenpréparate zeigten milde Ostrogene Wirkungen auf die untersuchten

Parameter. Sie bewirkten, wie E2, eine deutliche Reduktion der Gewichtszunahme der Tiere.

58



ZUSAMMENFASSUNG

Dieser Aspekt ist im Hinblick auf die Gewichtszunahme, die als Reaktion auf die drastisch
abfallende Ostrogenproduktion im Zuge der Menopause oftmals auftritt, als gewiinschter
Effekt zu bewerten.

Bezogen auf eine erhohte Proliferationsrate des Uterus, welche unter der klassischen HET als
Nebenwirkung anzunehmen ist, zeigten die Pflanzenpréparate unterschiedliche Wirkungen.
Equol deutete eine wachstumsfordernde Wirkung auf den Uterus an. So kam es zu einer
geringen, aber signifikanten Zunahme des Uterusgewichtes und insbesondere zu einem
besonders starken Anstieg der Endometriumdicke. Bei letzterem war die Effektstirke mit dem
der eingesetzten E2- Menge vergleichbar. Am Myometrium bewirkte Equol eine leichte
Abnahme der Schichtdicke, auf die Dicke des Epithels des Endometriums nahm Equol keinen
Einfluss.

Die Gabe von Extrakten aus CR bewirkte keine Anderung beziiglich des
Uterusfeuchtgewichtes. In den histologisch erfassten Parametern des Uterus zeigte sich eine
leichte Zunahme der Endometriumdicke. Die Myometriumdicke nahm unter CR- Stimulation
deutlich ab, ebenso kam es zu einer diskreten Schichtdickenabnahme des Epithels des

Endometriums.

Zusammenfassend iibte Equol einen leicht Ostrogenagonistischen Effekt im Uterus aus,
wihrend bei CR antagonistische Ostrogeneffekte dominierten. Es ist anzunehmen, dass diese
Wirkungen iiber den in diesem Gewebe besonders hiufig exprimierten Ostrogenrezeptor
alpha (ERa) vermittelt werden. Im Hinblick auf die Anwendung als SERM zeigt CR in
diesem Gewebe also die gewiinschte Wirkung, wie es auch in der Literatur wiederzufinden ist
(Rachon et al. 2008/b; Wuttke et al. 2003/b). Equol hingegen ist durch seine

Ostrogenagonistische Wirkung in diesem Gewebe eher nicht als SERM zu bewerten.

Beziiglich der vegetativen Beschwerdesymptomatik, im Sinne von Hitzewallungen,
resultierend aus dem Absinken des Ostradiolspiegels und dem Anstieg des LH-
Serumspiegels, erbrachte CR eine positiv regulierende Wirkung, wie sie auch in der Literatur
unter anderem von Winterhoff et al. beschrieben wurde (Winterhoff et al. 2002). Ein Einfluss
von Equol auf dieses Hormon und den Serumspiegel wurde nicht beobachtet. Ein Effekt auf

die oben genannte Symptomatik ist durch Equol folglich nicht zu erwarten.
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Somit ldsst sich feststellen, dass CR milde SERM- Eigenschaften aufweist und damit
moglicherweise einsetzbar fiir die klimakterische Beschwerdetherapie ist. Am Uterus zeigt
CR keine 0Ostrogendhnlichen, uterotrophen Wirkungen, es kommt zu keinem relevanten
Wachstum. Das Nebenwirkungsprofil wird dadurch deutlich verkleinert. Die LH- Spiegel
werden signifikant gesenkt, so dass die vegetative Symptomatik verringert werden konnte.
Dennoch ist zu beachten, dass CR ein komplexes Gemisch vieler Substanzen ist. Es ist unklar,
ob eine einzelne Substanz (z.B. Triterpenglykoside, Actein) diese Wirkungen entfalten kann,
oder ob eine Mischung von verschiedenen, in CR enthaltenen Komponenten zu den o. g.
Effekten fiihrt.

Equol hingegen =zeigte in der durchgefiihrten Tierversuchsstudie die gewlinschten
Eigenschaften nicht. Es bewirkte mehrheitlich eine Zunahme der Uterusschichtdicken und
zeigte keinen supprimierenden Effekt auf den LH- Serumspiegel. Einen positiven Einfluss
nimmt Equol allerdings auf die Gewichtszunahme, so dass die Anwendung als Prévention zur,
postmenopausal bedingten, Gewichtszunahme, unter Berlicksichtung der anderen Wirkungen,
erwogen werden kann. Insgesamt legen die Ergebnisse aber nahe, dass Equol nicht als SERM

gesehen werden kann.

Ob die Entwicklung eines idealen SERM {iberhaupt moglich ist, ist noch nicht vollstindig
geklirt und bedarf weiterer Versuche. Von den Ostrogenrezeptoren gibt es nur 2 bekannte
Subtypen (ERa und ERp). Beide werden in einer Vielzahl von Geweben im Korper exprimiert
(siehe I 2.2). Eine selektive Bindung der Modulatoren an z.B. ERa im Uterus schlie3t einen
nachteiligen Effekt durch die Bindung an ERa in anderen Organen nicht aus, da
unterschiedliche Genexpressionen durch ERa reguliert werden konnen. Die Moglichkeit, dass
(Phyto-) Pharmaka nicht nur rezeptorspezifisch, sondern auch in einzelnen Organen eine
unterschiedliche Wirkung entfalten, beispielsweise durch eine gewebsspezifische Verteilung,

stellt ein Ziel der weitergehenden Forschungen dar.
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