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Abkurzungsverzeichnis
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1. Einleitung

Die Haut als grofites Organ des Menschen prégt mit ihrer Gesundheit, ihrem Zustand und
ihren funktionellen Eigenschaften das Erscheinungsbild jedes Menschen und sorgt fur
Wohlbefinden und Selbstvertrauen. Wird die hormonelle Produktion im Laufe des Lebens
eingestellt, so wirkt sich dieser Zustand auf die Haut genauso wie auf die Stoffwechsellage
der Frau aus. Die Postmenopause, die Uber ein Drittel des Lebens einer Frau einnimmt, stellt
eine besondere Herausforderung in diesen Punkten dar und ist einer der wichtigsten
gesundheitlichen und kommerziellen Faktoren. Die postmenopausalen Veranderungen und

ihre Therapie sollen in dieser Arbeit diskutiert werden.

1.1 Die Postmenopause und die Hautalterung

Im Zuge des demographischen Wandels und der Tatsache, dass das Klimakterium einen
grofRen Teil des Lebens einer Frau einnimmt, sollte die postmenopausale Frau und ihre
Gesundheit im Fokus der Forschung stehen. Da die Lebenserwartung einer Frau im Jahre
2011 rund 83 Lebensjahre betragt (Statistisches Bundesamt, Sterbetafel 09/11), handelt es
sich bei der Postmenopause um einen betrachtlichen Zeitraum, in dem Frauen weiterhin eine
gute Lebensqualitat genieBen und diese nicht durch postmenopausale Symptome mindern
wollen.

Eines der Symptome in der Menopause ist die Hautverdnderung auf Grund von
Ostrogenmangel (Verdier-Sévrain 2007). Obwohl die Hautalterung der Sonnenexposition und
dem Alterungsprozess an sich unterliegt, spielt die Ostrogendefizienz eine Schliisselrolle
(Verdier-Sévrain et al. 2006). Ostrogene haben einen entscheidenden Einfluss auf die
Elastizitat der Haut (Piérard et al. 1995), die Speicherung von Wasser (Piérard-Franchimont et
al. 1995) und die Vaskularisierung (Haryell et al. 1992; Haenggi et al. 1995; Arora et al.
1998). Nimmt die Ostrogenkonzentration in der Postmenopause ab, so werden grundlegende
Strukturen, die fur die Dicke, Elastizitadt und Wasserspeicherkapazitdt durch
Glykosaminoglykane verantwortlich sind, negativ in ihrer Qualitat beeinflusst. Als Folge
nimmt die Schutzfunktion der Haut ab (Brincat et al. 2005), sie wird trocken, blass und
Féltchen bilden sich (Verdier-Sévrain 2007). Vor allem sind es Kollagene Typ | und 11l sowie
Elastinfasern, die eine Abnahme in der Demis erfahren. Somit nimmt die Dicke ab und die
Hautschichten atrophieren (Brincat et al. 2005; Verdier-Sévrain 2007). Brincat und Kollegen
beschreiben sogar einen Rickgang des kollagenen Gewebes um 2,1% pro postmenopausalen

Jahr innerhalb der ersten 15 Jahre und eine Abnahme um 1,13% der Hautdicke in demselben
2



Zeitraum. Zudem gibt es einen signifikanten Zusammenhang zwischen Abnahme der
Knochendichte und Kollagenverlust durch Hypodstrogendmie. Durch die Hormondefizienz
laufen die Abbauvorgénge beider Strukturen parallel ab (Castelo-Branco et al. 1994).

Auch die Rickstellkréfte des Elastins und ihre Struktur werden durch den Hormonmangel
negativ beeinflusst, sodass die Dehnbarkeit der Gesichtshaut um 1,1% pro Jahr zunimmt und
die Elastizitat, also die Ruckwirkung der Dehnung, um 1,5% pro Jahr abnimmt (Henry et al.
1997; Piérard 1995). Faltenbildung wird durch den Schwund von oben genannten
Vernetzungsstrukturen in der Dermis hervorgerufen (Brincat et al. 2005) und ist einer der
bedeutendsten Grinde fir das emotionale Empfinden des Alterns und des Wohlbefindens
jeder Frau.

Zudem spielt in der menopausalen Haut auch die Pigmentierung, die sowohl durch
Sonnenexposition als auch von Ostrogenen reguliert wird, eine wichtige Rolle (Snell und
Turner 1966).

Auch Wundheilung kann durch den Hormonabfall im Klimakterium beeinflusst werden.
Durch den Abfall des TGF-R, eines Wachstumsfaktors (Ashcroft et al. 1997), und einer
verminderten Vaskularisierung der Dermis kann die Wundheilung deutlich verlangsamt
werden (Brincat et al. 2005).

1.2 Das metabolische Syndrom

Ein Syndrom bezeichnet eine Gruppe verschiedener Merkmale mit einheitlicher Atiologie,
jedoch unbekannter Pathogenese, die metabolische, also stoffwechselbedingte, Ursachen
haben. Zu den Merkmalen des metabolischen Syndroms gehoren viszerale Adipositas, erhohte
Glukose- und Triglyzeridserumspiegel, niedrige HDL-Cholesterinkonzentrationen im Blut
sowie Hypertonie. Alle diese Risikofaktoren begiinstigen kardiovaskul&re Erkrankungen und
kdnnen im Verlauf zu einer Insulinresistenz und folglich zum Diabetes Typ Il fuhren (Bluher
und Stumvoll 2006). Dabei gibt es zwischen den einzelnen Parametern kausale
Zusammenhange. Viele freie Fettsauren beginstigen die Apolipoproteinsynthese in der Leber
zu triglyzeridreichen VLDL, das zusatzlich zu niedrigen HDL-Cholesterin kardiovaskulare
Schéden verursacht (Eckel et al. 2005). Diese beiden Parameter sind ebenfalls mit einer
schlechten Einstellung des Diabetes Typ Il assoziiert (Malik et al. 2004). Auch gibt es
eindeutige Zusammenhange zwischen Adipositas und arterieller Hypertonie (Eckel et al.
2005). Hiermit soll gezeigt werden, dass die Verbesserung einer Variablen auch Einfluss auf

andere Risikofaktoren austiben kann.



Im besten Fall greift eine Therapie sogar mehrschichtig auf mehrere Parameter, sodass eine

Senkung von Morbiditatsraten und folglich Mortalitatsraten erreicht werden kann.
1.3 Das Klimakterium und die Postmenopause der Frau

Das Klimakterium umfasst die préd- und die postmenopausale Zeit der Frau, in dem die
ovarielle Funktion und somit die Ostrogenproduktion beendet wird. Das Klimakterium ist
demnach ein flieRender Ubergang mehrerer Stadien, namlich der Pramenopause, der
Menopause und der Postmenopause.

Die Menopause ist der Zeitpunkt der letzten Menstruationsblutung und wird retrospektiv
klinisch diagnostiziert, sofern sich nachfolgend eine 12-monatige Amenorrhoe eingestellt hat.
Das mittlere Alter der Menopause betrdgt 51,4 Jahre (Stute 2011). Die Préamenopause
bestimmt eine Anderung der ovariellen Funktion, die eine Dysfunktion der
Ostrogenproduktion und die Irregularitat des Zyklus beinhaltet. An die Menopause schlieRt
sich die Postmenopause an, in der die ovarielle Hormonproduktion permanent erlischt und an

die sich das Senium anschlief3t (Greendale et al. 1999).

Klimakterium

/—/\ I

Pramenopause Menopause Postmenopause

Jahre 40 45 50 55 60
Abb.1 Pramenopause, Menaupause und Postmenopause bezogen auf das Lebensalter der Frau. Abbildung

selbst erstellt.

Weil ovarielle Hormone nicht nur auf reproduktive Organe, sondern auf den ganzen Korper
wirken, ist die Symptomatik der Hormondefizienz vielfaltig (Blumel et al. 2000).

Die menopausalen Symptome konnen bereits in der Prdmenopause eintreten und sind in
Intensitat und Dauer individuell. Zu den menopausalen Symptomen gehéren vasomotorische
Storungen wie Hitzewallungen sowie kardiovaskuldre, metabolische, sensorische, digestive,

skelettale, muskul&re, glanduldre und zentralnervése Defizite (Neugarten und Kraines 1965).



Insgesamt kann durch die Menopause die Lebensqualitét der Frau eingeschrénkt werden, was
jedoch subjektiv von soziodemorgaphischen Faktoren wie Berufstétigkeit, Familienstand und
Paritat beeinflusst werden kann (Blumel et al. 2000).

1.4 Die Haut

1.4.1 Histologie der menschlichen Haut

Wie bereits am Anfang ausgefiihrt, stellt die Haut mit einer OberflachengréRe von ca. 2 m?
und einer Dicke von durchschnittlich 1,5 - 4 mm das grofite Organ des Menschen dar und
erflllt zahlreiche unterschiedliche Funktionen. Sie ist die Grenzflache des Organismus zur
Umwelt, schiitzt ihn mechanisch von auBen und dient als Barriere fir Mikroorganismen
sowohl durch ihre Struktur als auch durch ihr trockenes und saures Milieu auf der
Hautoberflache. Sie dient der Warmeregulation, bietet Schutz vor UV-Strahlung durch
Melaninpigmentierung, erfallt immunologische Funktionen und ermdglicht unterschiedliche
Qualitaten von Sinneswahrnehmungen (Fritsch 2004).

Die Haut wird von aufRen durch die Epidermis, danach von der Dermis und anschlieBend vom
subkutanen Fettgewebe aufgebaut. Die Epidermis mit einer Dicke von 0,1 mm ist gefaRfrei,
besteht zu 90% aus Keratinozyten, enthélt freie Nervenendigungen und beherbergt die
immunkompetenten Langerhansschen Zellen. Sie ist einem standigen Differenzierungsprozess
der Keratinozyten unterworfen. Die einzelnen Lebenszyklen der Keratinozyten bestimmen
von der Basalmembran, der innersten Grenzschicht zur Dermis hin, die vier Zellschichten,
namlich das Stratum basale, das Stratum spinosum, das Stratum granulosum und das Stratum
corneum. Ein wichtiger Faktor fir die Wasserretention einerseits und andererseits als
Barrierefunktion der Epidermis sind Lipide im Stratum corneum. Hydrophobe Pharmaka
haben es demnach leichter, die Schicht zu passieren (Fritsch 2004).

Die Hauptstruktur der Dermis bilden Glykosaminoglykane (Mucopolysaccharide), die durch
ihre Bindung zu einem Protein in der Form der Proteoglykane vorliegen. lhre Hauptfunktion
besteht in ihrer Wasserspeicherkapazitat. Des Weiteren wird die Dermis durch Kollagene,
insbesondere Typ |, aber zu geringerem Teil auch durch Typ Il und Typ VI, aufgebaut. Sie
sind Stltz- und Strukturproteine und bestimmen die Straffheit und Dehnbarkeit der Haut.
Elastinfasern hingegen bewirken die Ruckstellkraft der Dehnung. Sind diese beiden
Mechanismen nicht im Gleichgewicht, kommt es zu alterstypischen Hautverdnderungen in
Form von Falten. Erst die Dermis ist vaskularisiert und versorgt die dartber liegende

Epidermis durch Diffusion. Des Weiteren verlaufen viele afferente und efferente Fasern durch
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die Dermis (Fritsch 2004). Das subkutane Fettgewebe ist in L&ppchen aufgebaut,
vaskularisiert, dient als Polstersubstanz mechanischer Reize und der Wé&rmeisolation und
fordert die Gleitfahigkeit der Dermis gegenuber den tieferen Strukturen (Fritsch 2004).
Unterhalb des subkutanen Fettgewebes befindet sich die quergestreifte subkutane Muskulatur.
Diese wird in den histologischen Fachbichern selten erwahnt, obwohl sie vor allem in der
Gesichtshaut vorkommt. Ihre Schichtdicke ist von der Lokalisation abh&ngig (Yus und Simén
2000).

Der detaillierte histologische Aufbau wurde der Vollstandigkeit halber aufgefihrt. Diese
Studie beschaftigt sich lediglich mit der groben Struktur der Epidermis, der Dermis, des
subkutanen Fettgewebes und der subkutanen Muskelschicht und kann die einzelnen Zellarten
nicht differenziert betrachten. Ein histologisches Bild des Schichtaufbaus ist auf Seite 20 im
Abschnitt Material und Methoden zu sehen.

1.4.2 Wirkung von Ostrogenen auf die menschliche Haut

Ostrogene sind C-18 steroidale Hormone, die aus Cholesterol synthetisiert werden. Eine
Zwischenstufe der Synthese bilden die Androgene, welche durch die Aromatase zu
Ostrogenen umgewandelt werden. Das Enzym Aromatase kommt sowohl in den ovariellen
Granulosazellen als auch im peripheren Gewebe wie Haut, Knochen, Gehirn und vor allem im
Fettgewebe vor (Hall und Phillips 2005). 17-R-Ostradiol (E2), dessen Strukturformel unten zu
sehen ist, ist neben Estriol (E3) und Estron (E1) das potenteste Ostrogen.

Die Wirkung ist am Zielorgan rezeptorver-

mittelt, wobei es zwei Typen von intra- OH

zelluldren Rezeptoren, ndmlich ERo und

ERp, gibt. Beide Rezeptoren haben die
=

=

gleiche Bindungsaffinitdt gegentber E2,
wobei jedoch die Verteilung im peripheren HO
Gewebe nicht proportional verteilt ist. Eine
topische Praferenz liegt in der Haut auf dem Abb.2_Strukturformel von 17-8-Ostradiol (E2).

(Modifiziert nach Loffler et al.: Biochemie und Pa-
ERp. thobiochemie, 8. Auflage, Springer-Verlag 2007)

Vor allem im Stratum basale, spinosum und granulosum, sowie der pappildaren Dermis wurde

der PB-Rezeptor verstarkt nachgewiesen (Thornton 2002). Keratinozyten der Epidermis

exprimieren gleichermalen ERa und ERP und haben eine hohe Affinitdt gegentiber E2,

wodurch ihre Proliferation stimuliert wird und die Epidermisdicke zunimmt (Kanda und
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Watanabe 2004, Verdier-Sevrain 2004). Neben dem Kklassischen intrazellularen Steroid-
rezeptor, der nach Ligandenbindung dimerisiert und an die Estrogen Responsive Elements
(HRE) bindet, wurden auch membranstindige Ostrogenrezeptoren entdeckt. Uber diesen
Rezeptor wird eine schnelle Signalkaskade tber cAMP, IP3 und Phospholipase A aktiviert
und wirkt auf Zellwachstum, Apoptose und Angiogenese (Levin 2002).

Insgesamt haben Ostrogene eine Wirkung auf die Kollagenneogenese, Hautdicke,
Vaskularisierung, mitotische Aktivitdt der Epidermis, Hautfeuchtigkeit, Faltenbildung,
Atrophie, Lipideinlagerung der Epidermis und Wundheilung (Thornton 2002, Hall und
Phillips 2005).

1.4.3 Die Haut der Sprague-Dawley-Ratte

In dir vorliegenden Studie sollen die Unterschiede der Beschaffenheit der Rattenhaut mit der
menschlichen Haut verglichen werden.

Im Vergleich zu der menschlichen Epidermis hat die Epidermis der Sprague-Dawley-Ratte
(SD-Ratte) weniger Schichten und ist an manchen Korperregionen wie dem Abdomen zum
Teil sogar einschichtig (Bhattacharyya und Thomas 2004). Auch die Verhornung der
Rattenhaut ist geringer, da die Haut mechanisch durch dichten Fellbesatz geschitzt ist. Der
histologische Aufbau der Haut und der Subkutis gleicht jedoch der menschlichen.

Einen besonderen Unterschied zwischen dem Menschen und der SD-Ratte stellt die Menge an
Aromatase in der Rattenhaut und anderen Geweben dar. Sie ist bei der Ratte im peripheren
Gewebe in einem viel geringeren Anteil vorhanden und weist nur eine sehr schwache
Aktivitat auf. Ist demnach die ovarielle Funktion nach Ovarektomie (Ovx) eingestellt, konnen
Ostrogene nur in sehr geringen Mengen synthetisiert werden, die chemisch kaum nach-
gewiesen werden konnen, und es kommt zu einer nahezu vollkommenen Ostrogendefizienz
(van Weerden et al. 1992). Diese wirkt sich negativ auf die Hauteigenschaften aus. Durch die
fehlenden Ostrogene wird die Kollagensynthese in den Knochen sowie parallel dazu in der
Haut reduziert (Black et al. 1970). Ferner wird die Anordnung der Fibrillen unregelmaRiger
und nimmt in ihrer Gesamtheit im Vergleich zu intakten Tieren in ihrer Schichtdicke ab
(Kafantari et al. 2000). Vor allem betrifft dieses Kollagen Typ I, das sowohl in der Dermis
wie auch im Knochen vorkommt, was im gleichen MaRe zu Osteoporose wie auch zu
abbauenden Prozessen in der Dermis fuhrt (Kafantari et al. 2000). Des Weiteren wirkt sich die
Ostrogenamie auch negativ auf die Linearitit der elastischen Fibrillen aus (Tsukahara et al.
2001).



1.5 Die ovarektomierte Sprague-Dawley-Ratte als Tiermodell

SD-Ratten, die unter Laborbedingungen aufgezogen und weder Sonneneinstrahlung noch
Krankheiten ausgesetzt sind, entsprechen einem geeigneten Tiermodell fur den Vergleich
zwischen der Nagerhaut und der menschlichen Haut (Thomas 2005). Durch die besonderen
Haltungsbedingungen, einer speziellen Futterapplikation und der Ovx zur Einstellung ihrer
hormonellen Situation soll mit Hilfe der SD-Ratten die postmenopausale Phase der Frau
nachgeahmt werden.

Die menschliche Haut ist nicht nur ein hormonsensitives Organ, sondern auch selbst in der
Lage, aus Hormonvorstufen das aktive Hormon umzuwandeln (Labrie et al. 2000, Zouboulis
2000). Dies geschieht vor allem bei der postmenopausalen Frau, nachdem sich die ovarielle
Hormonproduktion einstellt. Die Hormonvorstufen liefert die Nebennierenrinde (Labrie et al.
2000). Ganz im Gegensatz dazu findet bei SD-Ratten keine Hormonproduktion in der Haut
statt, da die Sexualsteroide ausschlieBlich in den Gonaden synthetisiert werden kénnen und
ihnen das Enzym 17 a-Hydroxylase der Nebennierenrinde fir die Androgensynthese fehlt
(van Weerden et al. 1992). Somit lassen sich in der ovx SD-Ratte keine signifikanten
Konzentrationen von Androgenen oder Ostrogenen nachweisen (Labrie et al. 2000, van
Weerden et al. 1992), sodass diese der Ostrogenkonzentrationen postmenopausaler Frauen
entsprechen (Allred et al. 2004), was ein hervorragendes Modell der postmenopausalen Frau
darstellt.

Insgesamt ist die Haut der SD-Ratte ein gutes Modell, um Veranderungen der Epidermis,
Dermis, des subkutanen Fettgewebes und der subkutanen Muskelschicht wahrend der
Ostrogendefizienz zu beurteilen und nachfolgend Effekte nach Applikation von

Testsubstanzen zu bewerten.

1.6 Die Therapiemdglichkeit der klimakterischen Haut mit oral dstrogensubstituierter
Hormonersatztherapie und topischen Alternativen

Durch die endogene Abnahme der weiblichen Ostrogenproduktion und damit verbundenen

Wirkungen auf eine groBe Anzahl der Organsysteme wurde versucht, die Ostrogene

synthetisch nachzuahmen, und zur Linderung klimakterischer Beschwerden wurde die

Hormonersatztherapie (HRT) eingefiihrt. Die alleinige Monotherapie mit Ostradiol konnte

jedoch nur bei hysterektomierten Frauen eingesetzt werden, da die alleinige Gabe von

Ostrogenen eine Proliferation des Endometriums bewirkt und somit kanzerogen wirkt. Frauen
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mit Uterus erhalten eine kombinierte Therapie von Ostradiol und Progesteron und umgehen
somit das Risiko des Endometriumkarzinoms.

Unter einer oralen 6-monatigen kombinierten Therapie wurde eine signifikante Erhdhung der
kollagenen Strukturen nachgewiesen (Castelo-Branco et al. 1992, Sauerbronn et al. 2000). In
weiteren Studien wurde eine positive Wirkung auf die Hautelastizitat nach einer 5-jahrigen
bzw. 7-monatigen kombinierten HRT beobachtet. Die Elastizitat, also die Riickstellwirkung
der Hautdehnung, nahm bei der Behandlungsgruppe weniger stark ab als bei der
unbehandelten Testgruppe (Piérard-Franchimont et al. 1999, Sator et al. 2007). Zu beachten
ist jedoch, dass in dieser Studie die Ergebnisse uneinheitlich waren und es Gruppen an
Respondern und Non-Respondern der Therapie gab. AulRerdem bestanden Messunterschiede
abhangig von der Lokalisation der Messungen. So profitieren vor allem UV-exponierte Areale
von der Elastizitdtszunahme.

Ungeachtet dessen, dass die HRT sowohl auf die Haut als auch auf Osteoporose und das
Kolonkarzinomrisiko einen positiven Effekt hat, stehen die Nebenwirkungen einer solchen
Therapie in keinem Verhéltnis zum Nutzen. Es gibt den Nachweis, dass die kombinierte HRT
bei einer Applikation von Uber 5 Jahren deutlich das Risiko fur ein Mammakarzinom erhoht.
Des Weiteren kann diese Therapie kardiovaskuldre Schaden verursachen, das Schlaganfall-
und Thromboserisiko erhohen sowie Ovarialkarzinome und Blasenerkrankungen begtinstigen
(Women’s Health Initiative 2002, Hall und Phillips 2005). Diese schwerwiegenden
Nebenwirkungen einer HRT (berwiegen den positiven Effekt eines Entgegenwirkens der
Atrophie der Hautstrukturen, sodass keine Indikation einer HRT bei Hautalterung aufgrund
von Ostrogendefizit gegeben ist.

Ein weiterer Aspekt ist, dass die herkdbmmliche HRT nur in der friilhen Phase der
Postmenopause ein Fortschreiten der Atrophie der einzelnen Zellarten verhindert oder
unterbindet und in der Regel eine solche Therapie maximal 5 Jahre angewandt wird. Nach
Beendigung der Therapie laufen alle hautverdndernden Prozesse ungehindert ab. Sie ist

demnach nur ein hinauszégernder Faktor einer unwillkirlichen Hautalterung.

Eine Alternative zur oralen &strogensubstituierten Hormontherapie stellt die topische
Applikation von Ostrogenen dar. Ostrogene sind gut in organischen Lésungsmitteln 1oslich,
konnen aufgrund ihrer kleinen Molekularmasse gut das Stratum corneum passieren und das
Zielgewebe, die Dermis, erreichen (Draelos 2005).

Studien zeigen, dass topische Applikation die Festigkeit und die Elastizitdt eindeutig

verbessert und die Faltentiefe sowie PorengréfRe reduziert (Schmidt et al. 1996). In der
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immunhistochemischen Auswertung nach Biopsie wurde eine Zunahme von Kollagenen der
papillaren Dermis beobachtet (Schmidt et al. 1996) und nach 6-monatiger Therapie gewinnt
die Dermis sogar an Masse (Sauerbronn et al. 2000). Dadurch lieR sich beweisen, dass
Ostrogene einen Einfluss auf die Kollagensynthese ausiiben.

Des Weiteren konnte die Vaskularisierung und Hautfeuchtigkeit aufgrund von Zunahme an
epidermaler Dicke und der wasserretendierenden Lipidschicht beobachtet werden (Schmidt et
al. 1996, Rauramo und Punnonen 1974, Madison 2003). Auch elastine Strukturen und die
Wundheilung sind der positiven steroidalen Wirkung unterworfen (Punnonen et al. 1987,
Ashcroft et al. 1999).

Gleichzeitig wurde keine signifikante Erhthung des E2 im Serum gemessen. Beschrénkt sich
die Applikation auf den Gesichts- und Dekolleté-Bereich, muss nicht von systemischer
Wirkung der Ostrogene ausgegangen werden (Schmidt et al. 1996).

Bislang ist es nicht gestattet ,,Ostrogen-wirkende Stoffe” nach der Kosmetikverordnung §1

Anlage 1 Nr. 260 kosmetischen Mitteln zuzusetzen.

1.7 Cimicifuga racemosa als Alternative zur herkdmmlichen HRT

Cimicifuga racemosa (dt. Traubensilberkerze, CR) ist ein Strauchgewéchs, das in
Nordamerika beheimatet ist (Foster 1999). Medizinisch wirksam sind die Wurzeln der
Pflanze, die bereits im 19. Jahrhundert bei gynakologischen Beschwerden, Fieber, Arthritis
und Schlaflosigkeit Anwendung fanden (Foster 1996). Auch heute wird CR als pflanzliches
Mittel gegen klimakterische Beschwerden wie Hitzewallungen, bei vaginaler Atrophie oder
psychischen Symptomen angewandt (Wuttke et al. 2003), als Therapeutikum in diesem
Zusammenhang gut toleriert und ist dabei sicher in der Anwendung (Liske 1998).

Wahrend der Forschung tber den Wirkmechanismus von CR BNO 1055 (CR BNO 1055)
wurde zunidchst eine SERM-Aktivitat postuliert, die auf den hypothalamischen und
hypophysaren Kreislauf Einfluss nimmt (Seidlova-Wuttke et al. 2003). Die Substanz sollte
eine Ostrogene Wirkung besitzen und koénnte durch ihre Applikation den LH-Spiegel des
Serums senken, genauso wie die negative Feedbackhemmung durch Ostrogen. Ein weiterer
selektiver Ostrogener Effekt wére die Osteoprotektivitit von CR BNO 1055, was die
Entstehung von Osteoporose hinauszdgert und verlangsamt (Seidlova-Wuttke et al. 2003).
Heute weil man, dass CR BNO 1055 keine 6strogene Wirkung aufweist und somit nicht
ERa- oder ERB-vermittelt an ihrem Zielgewebe wirkt (Seidlova-Wuttke et al. 2012).
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Weitere Wirkungen von CR BNO 1055 sind, dass der Extrakt Einfluss auf den
Fettstoffwechsel ausibt, indem er signifikant das HDL-Cholesterin erhéht und das LDL-
Cholesterin senkt (Nappi et al. 2005).

Insgesamt scheint der Extrakt CR BNO 1055 eine sehr gute Alternative fir die herkdmmliche
HRT zu sein. In der vorliegenden Studie werden jedoch die wirksamsten Fraktionen, ndmlich
die Saponinfraktion (S) und die Restfraktion (R), des Extraktes untersucht. Die Fraktionen
werden ihrerseits in Subfraktionen (S1-3, R1-3) unterteilt, um eine genaue Analytik zu
gewinnen, in welchem Malie die Subfraktionen an dem Effekt beteiligt sind. Somit l&sst sich
genau ermitteln, welche Subfraktionen des Extraktes BNO 1055 C001 mit welchen
Inhaltsstoffen in welcher Hautschicht und in welcher Intensitéat eine Wirkung zeigen.

Die unten stehende Abbildung zeigt die in der Studie applizierten Subfraktionen S1-3 und
R1-3 und deren Inhaltsstoffe.

Komplementierende Analytik zu C001/S/1-3 und C001/R/1-3

12.04.2011 6tes wiss. Meeting Cimicifuga - Osteoporose Wiirzburg / M.Kammann

Abb.3 Komplementierende Analytik zu C001/S/S1-3 und C001/R/R1-3. Zur Verfiigung gestellt von dem

Pharmaunternehmen BIONORICA. Analytik wurde vom Unternehmen selbsténdig wissenschaftlich

erarbeitet und bislang nicht publiziert.

Diese Analytik ist bislang nicht publiziert und stammt aus dem wissenschaftlichen
Forschungsprojekt AZ-838-08 von Bionorica. Dabei handelt es sich um innovative
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Erkenntnisse uber die Inhaltsstoffe von CR BNO 1055 und soll so die Wirksamkeit des
Extraktes erklaren. Diese Analytik ist besonders hervorzuheben, da bislang kein pflanzliches
Préparat so gut in seine Bestandteile differenziert worden ist und diese Information in der
Zukunft dafiir genutzt werden kann, um der postmenopausalen Hautalterung entgegenzu-
wirken.

Vor allem ist durch diese Analytik interessant, welche der Substanzen eigenstandig oder in

welcher Kombination auf die Haut den grofiten Effekt erweisen werden.

1.8 Ziel der Studie

Wie aus vielen Studien bekannt, kann die oral substituierte Hormonersatztherapie genauso
wie die transdermale Hormonapplikation von Ostrogenen die Veranderungen der
postmenopausalen Haut verlangsamen oder gar verbessern. Dem gegentiber stehen einerseits
Angste der Patientinnen, die sich keiner Hormontherapie unterziehen wollen, und andererseits
die Suche nach geeigneten Alternativen, um das Erscheinungsbild und die Gesundheit der
Haut positiv zu beeinflussen. Vor allem sollen die Risiken, die eine herkémmliche HRT birgt
wie kardiovaskuldre Schaden, die erhohte Mammakarzinomrate, Thromboseneigung und
Schlaganfallrisiko génzlich vermieden werden. Das Ziel ist, ein risikoarmes und sicheres
Préaparat herzustellen, welches dauerhafte Anwendung erlaubt, im Gegensatz zur maximal 5-
jahrigen risikobehafteten HR-Therapie. Gleichzeitig soll das Praparat einen herausragenden
Effekt auf das gesunde Aussehen und die Asthetik der Haut bewirken — dem ,,Spiegel“ der
Weiblichkeit.

Die Testsubstanz CR mit ihrem Extrakt BNO 1055 hat bereits in anderen Studien eine
Osteoprotektivitat, positive Einflisse auf Hitzewallungen und verbesserte metabolische
Parameter bewiesen (Seidlova-Wuttke et al. 2003, Seidlova-Wuttke et al. 2012), wobei die
Wirkung vermutlich auf dem Triterpen-vermittelten Mechanismus beruht. Der Stoffgruppe
der Triterpensaponine, zu der unter anderem das Actein der Saponinfraktion zahlt, werden
zahlreiche Aktivitdten zugesprochen. Beispiele daftr sind die Senkung des Cholesterin-
spiegels sowie antiphlogistische und immunstimulierende Effekte (Reznicek und Jurenitsch
1991). Maglicherweise ist auch ein Effekt aus diesem Wirkprinzip in den unterschiedlichen
Hautschichten und im Blutserum nachzuweisen und dies soll hier untersucht werden.

Eine solch detaillierte Analyse der Stoffklassen stellt sich als sehr innovativ dar und kann
Aussagen darlber geben, welche von ihnen am effektivsten der postmenopausalen Haut-
alterung entgegenwirken oder ob Kombinationen der Subfraktionen eine bessere Wirkung
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erzielen. Die Wirksamkeit der einzelnen Subfraktionen und Gesamtfraktionen wird tber die
histomorphometrische Auswertung in dieser Studie nachgewiesen.

Fur diese Studie wurde die SD-Ratte als geeignetes Tiermodell verwendet, da nach Ovx eine
komplette Ostrogendefizienz im Organismus entsteht und sich gleiche Abbauprozesse und
gleiche Erscheinungsformen wie in der menschlichen Haut finden lassen. Dabei wurden die
Schichtdicken der Epidermis, der Dermis, des subkutanen Fettgewebes und der subkutanen
Muskelschicht vermessen und zusétzlich die Proliferationsrate in der Epidermis nach 4-
waochiger Applikation der Testsubstanzen bestimmt. Durch den standigen Vergleich jeder
Hautschicht mit den dstrogenbehandelten Tieren l&sst sich eine Aussage treffen, welche der
Subfraktionen in welchem MaRe eine Alternative zu der Hormontherapie darstellt.

Als weiteres Ziel der vorliegenden Studie soll Uber das subkutane Fettgewebe und Uber die
Serumkonzentration von Leptin das Risikoprofil fir kardiovaskulare Schaden abgeschatzt
werden. Diese Parameter gelten als Risikomerkmale fur das metabolische Syndrom und
kénnen maRgeblich zu Herzkreislauferkrankungen und Diabetes Typ Il beitragen. Mit der
Applikation der Testsubstanzen wird versucht, eine positive metabolische Situation fiir die
Testtiere herbeizufiihren, die dann auf eine Frau bertragen werden kann und das Morbiditats-

risiko reduziert.

Durch die Ergebnisse dieser Studie kann in der Zukunft eine pflanzliche, auf die Effektivitét
genau abgestimmte Alternative zu der risikobehafteten HRT geschaffen werden, um die
postmenopausale Haut jugendlich und gesund zu erhalten und dadurch fir gestiegenes
Wohlbefinden und Selbstbewusstsein zu sorgen.

Es ist zu klaren, ob die Subfraktionen des Extraktes CR BNO 1055 eine Wirkung auf die Haut
aufweisen, welche der Subfraktionen die starksten Effekte zeigt, ob sich diese mit dem

Serumparameter verbinden lassen und welche Therapieempfehlung auszusprechen ist.
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2. Material und Methoden

Im folgenden Abschnitt werden der detaillierte Versuchsablauf und dessen Voraussetzungen
beschrieben. Ich selber habe an den Tierversuchen und der Betreuung der Testtiere nicht
personlich teilgenommen. Fir die Ergebnisinterpretation wurden mir die Werte von
Serumleptin, der Futterverbrauch und die Gewichte der Testtiere aus einem Datenpool, der
allen Doktoranden zu diesem Versuch zu Verfligung steht, tberlassen. Diese Werte wurden
durch andere Doktoranden ermittelt.

Meine zentrale Aufgabe war es, in den ndchsten Schritten histologische Schnitte der Haut-
proben anzufertigen, diese zu farben sowie histomorphometrisch und immunhistochemisch
auszuwerten.

Alle Schritte des Versuchs fanden unter Aufsicht von Dr. med. Seidlova-Wuttke statt.

2.1 Allgemeine Angaben

2.1.1 Versuchstiere und deren Haltung

Bei den Versuchtieren handelte es sich um 3 Monate alte, weibliche, intakte SD-Ratten (Fa.
Winkelmann, Borken, Deutschland). Es liegt eine Tierversuchsgenehmigung der
Bezirksregierung Braunschweig mit der Nr. G 43.08 vor. In dieser Studie wurden zehn
Gruppen a zehn Tiere, insgesamt 100 Tiere, eingesetzt. Zu Versuchsbeginn lag ihr mittleres
Gewicht bei 250 g.

Die Versuchstiere wurden in Makrolonkéfigen Typ IV (Fa. Tecniplast Deutschland GmbH,
HohenpeiRenberg) in den Tierstéllen der Universitat Gottingen gehalten. Es waren maximal 5
Tiere in einem K&fig untergebracht. Leitungswasser und Futter wurden ad libitum zur
Verfligung gestellt.

In der Eingewohnungsphase erhielten die Tiere sojafreies Pellet-Futter (ssniff® Spezialdiaten
GmbH, Soest, Deutschland) genaue Zusammensetzung siehe Kapitel 6.1, S. 56.

Die Raumtemperatur lag bei 23°C + 1°C, die Luftfeuchtigkeit betrug 55% und beides wurde
durch ein Thermohygrometer kontrolliert. Die Belichtungszeit in den Tierstallen war von
06.00 bis 18.00 Uhr.

Die Aufsicht tber die tierexperimentelle Durchfiihrung fand durch Dr. med. Seidlova-Wuttke
statt.

2.1.2 Versuchsablauf und Gabe der Testsubstanz

Im Rahmen dieses Versuches wurden insgesamt 100 Tiere, in je zehn Gruppen a zehn Tiere,
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untersucht.

Wahrend der Eingewohnungsphase, in der alle Tiere sojafreies Futter erhielten, sollten die
Versuchsuchtiere auf ein gleiches Hormonniveau gebracht werden und die zuvor vorherr-
schenden Abweichungen im Alter und Gewicht reduziert werden. Nach der Eingewdhnungs-
phase von zwei Wochen wurden zundchst Knochendichtemessungen per Computer
Tomographie (qCT) und eine Ovx durchgefiihrt. Zusatzlich wurde jedem Tier wahrend der
Narkose mit Isofluran ein Transponder 12 mm (UNO MICRO-ID System) s.c. der
Nackenhaut implantiert. Dieser ermdglicht es im Versuchsverlauf die Tiere anhand einer
Identifikationsnummer durch ein ISO-Lesegerat (Gesreader Il Ge S008) eindeutig zu
zuordnen. Der Transponder und das Lesegerat wurden von der Fa. UNO ROEVASTAAL BV
(Zevenaar, Holland) verwendet.

Die Ovx setzt den eigentlichen Versuchsbeginn fest. Durch sie wird die endogene
Hormonproduktion der SD-Ratten unterbunden und kann als Vergleich zur postmenopausalen
Frau herangezogen werden.

Von diesem Zeitpunkt werden die zehn Gruppen der Versuchstiere vier Wochen mit
unterschiedlichem Futter behandelt. In diesen vier Wochen wurde die verzehrte Futtermenge
jeweils nach sieben Tagen bestimmt und so der Futterverbrauch pro Tier und Tag errechnet.

Genaue Angaben (ber die zugefiigten Substanzen im Futter sind der folgenden Tabelle zu

entnehmen:

Futterart Name der Zahl Dosis in Futteraufnahme Substanz-
Gruppe |der Tiere |mg/kg Futter| (g/Tier/Tag) |einnahme (mg)
Ko,Gstrogenfrei Ko,ovx 10 keine 17,95 keine
Estradiolbenzoat E2 10 10 10,81 * 0,108
Saponinfraktion C0o01/s 10 117,6 17,17 2,019
Saponinsubfraktion 1 ~ C001/S1 10 31,2 18,37 0,573
Saponinsubfraktion2 ~ C001/S2 10 46,06 17,63 0,802
Saponinsubfraktion 3 ~ C001/S3 10 46,04 19,56 0,900
Restfraktion CO001/R 10 382,35 19,03 7,26
Restsubfraktion 1 C001/R1 10 276,81 18,75 5,190
Restsubfraktion 2 C001/R2 10 75,37 18,71 1,410
Restsubfraktion 3 C001/R3 10 35,979 18,52 0,666

Abb.4 zeigt die Dosis in mg/kg Futter, die Futteraufnahme in g/Tier/Tag und die Substanzeinnahme in mg der

Versuchsgruppen
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Jeweils vor Versuchsbeginn, nach der Ovx, sowie nach Versuchende, wird jedes Tier

gewogen und die Gewichtsschwankungen werden dokumentiert.

2.1.3 Obduktion

Nach der vierwdchigen Applikation des Futters mit Testsubstanz wurden die Versuchstiere
erneut einer Knochenvolumenmineraldichtemessung mittels qCT unterzogen. AnschlieRend
an je zwei Vormittagen zwischen 8.30 und 12.00 Uhr obduziert. Die Versuchstiere wurden
randomisiert und nach erfolgter Identifikation durch den Transponder einzeln in den
Obduktionsraum gebracht. Die Tiere wurden mittels COz in Narkose versetzt und enthauptet,
wobei ihr Blut aufgefangen wurde. Dieses wurde zu weiteren diagnostischen Zwecken fir
Serumparameter benétigt.

Es wurden den Tieren Organe entnommen, die zur weiteren histologischen Aufarbeitung an
ein Labor geleitet wurden. So wurde es mdglich die Wirkung von den unterschiedlichen
Testsubstanzen auf unterschiedliche Organsysteme zu analysieren.

Neben anderen Organen ist auch eine Hautprobe entnommen worden, welche mir fiir meine

Hautanalyse zur Verfligung gestellt wurde.

2.1.4 Serumanalytik

Das nach der Dekapitation aufgefangene Blut wurde fiir eine Serumanalytik verwendet. Unter
anderem wurde so die Konzentration von Leptin im Blut nach der vierwdchigen Applikation
der Testsubstanzen bestimmt. Die Leptinanalytik wurde mit Hilfe von standardisierter
Radioimmunfluoreszenzanalyse RIA-Kits (RL-83K, Linco Research, multispecies kit RIA

125) vorgenommen.
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2.2 Histomorphometrische Auswertung
2.2.1 Schnittpréparation

Die Hautproben fur diese Studie wurden jedem Tier am Unterbauch, der zuné&chst rasiert
wurde, entnommen. Insgesamt wurden dadurch zwei Proben pro Tier, also 200 Proben, fur
den Versuch gewonnen. Bei der einzelnen Probe sollte eine intakte Epidermis und Dermis,
sowie subkutanes Fettgewebe und eine subkutane Muskelschicht vorhanden sein, die spéater
durch die histomorphometrische Untersuchung analysiert werden konnen. Nach Entnahme
wurden die Proben in 10% Formalin fur maximal 72 Stunden konserviert.

Die Dicke der Proben erreichte maximal 5 mm, eine Lange von 20 mm und eine Breite von
15 mm, sodass sie in die Einbettkapseln passen und weiter verarbeitet werden kdnnen.

Jede Einbettkapsel wurde zuvor mit Versuchsnamen, Datum des Versuchsendes und der
Identitdtsnummer des Versuchstieres beschriftet, sodass eine eindeutige Zuordnung des Tieres
zu der jeweiligen Versuchsgruppe stets gewahrleistet war.

Es folgt die Gewebeeinbettung Gber mehrere Schritte. Zunéchst wurde das Fixierungsmittel
im Leitungswasser ausgewaschen. Reste von Fixierungsmittel im Praparat konnten zu
Artefakten flihren oder die Qualitat der spateren Farbung negativ beeinflussen. Anschlie3end
wurden die Gewebeproben (ber eine Zitadell/Einbettautomat (Leica TP 1020, V 2,0,
Ordernummer: 070430101, Herstellung 03/98) in eine aufsteigende Alkoholreihe, Xylol und
Paraffinlosungen vollautomatisch getaucht. Der Alkohol dient der Dehydratation und das
Paraffin der Konservierung (detailliertes Schema der Organentwasserung siehe Kapitel 6.2, S.
56. Die Entwasserung der Praparate fihrt zu einer 10-15%-igen Schrumpfung des
Ausgangsvolumens.

Nach der Fixierung mit Paraffin in der Zitadelle kommen die Einbettkapseln bei einer
Temperatur von 56-62°C in einen Warmeschrank (Fa. Schutt Labortechnik, GFL 7601), bis
sie endgultig im Paraffin eingebettet werden konnen. Nacheinander werden die
vorbehandelten Organteile in einen Paraffinblock gegossen (EG 1160, Leica) und durch eine
Kdihlplatte rasch ausgehartet, damit das Paraffin homogen und feinkristallin erstarrt und zu
einer guten Schneidbarkeit fiihrt.

Solch eingelegte Paraffinblécke sind unbegrenzt haltbar und werden im Gefrierschrank

aufbewahrt.
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2.2.2 Herstellung der histologischen Schnitte

Die tiefgekihlten Paraffinblocke wurden nach dem Versuchprotokoll sortiert und
nacheinander mit einem Rotationsmikrotom (Leica Model RM 2135 Fabriknummer:
2794/10.2000, Kat.Nr: 050029802) geschnitten. Bei diesem Mikrotomtyp werden die
Paraffinblocke tber eine fest eingespannte Einwegklinge (Mikrotome Blade S35, FEATHER)
bewegt.

Zunéchst wird der Probenblock vertikal im Deklinationswinkel von 90° zur Klinge
eingespannt und mit grobem Vorschub von 30 pum bis zur gewinschten Gewebetiefe
angeschnitten. Um histologische Préparate zu gewinnen, wird nun im Feinvorschub der
Paraffinblock auf die Dicke von 3 um manuell durch eine Kurbel zugeschnitten. Das
Aufrollen der Schnitte verhindert ein befeuchteter Pinsel.

Einige Schnitte werden von der Gleitbahn genommen und in ein kaltes Wasserbad tberfuhrt.
Nach der Schnittherstellung mussen die Schnitte auf Objekttrager (Menzel+Superfrost Plus)
aufgebracht und in ein warmes Wasserbad von ca. 37°C zum Glatten getaucht werden. Da
insbesondere die Haut sehr anféllig fur die Warmeplatte ist, die im Anschluss folgt, wurde
dieser Schritt ausgelassen und die Préparate direkt in den Trockenschrank Uberflhrt. Bei einer

Temperatur von 37°C wurden diese Uber Nacht getrocknet.

2.2.3 Hamatoxylin/Eosin — Farbemethode

Vor der eigentlichen Farbung mussen die Praparate durch Xylol entparaffiniert und durch eine
absteigende Alkoholreihe rehydriert werden. AnschlieBend folgt der erste Farbeschritt mit
Hé&matoxylin (Hamalaunlésung, 1.09249.0500, MERCK). Bei diesem natirlichen Farbstoff ist
eigentlich sein Oxidationsprodukt, das Hamatein, das Farbereagenz. Durch eine progressive
Féarbung, d.h. die Schnitte verbleiben solange in der Lésung bis sie angefarbt sind, werden die
negativ geladenen Zellkerne angefarbt.

Der zweite Féarbeschritt mit Eosin (Certisain/Eosin, 1.15935.0025, MERCK, Ansatz der
Losung siehe Kapitel 6.3,S. 57) farbt das Zytoplasma durch eine regressive Farbung, d.h. nach
einer Uberfarbung werden die (berschiissigen Farbanteile durch eine aufsteigende
Alkoholreihe herausgewaschen.

AbschlieRend werden Alkoholreste durch Xylol entfernt und durch Deckglaser (Menzel-
Glaser, #1) und Kleber (DePex, 1824, Serva) zu Dauerpréparaten fertiggestellt (detaillierter
Farbevorgang siehe Kapitel 6.4, S. 56.
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2.3 Immunhistochemie

Die zuvor getrockneten Schnitte werden mittels Xylol entparaffiniert und in absteigender
Alkoholreihe dehydriert. Durch 3% H20: soll die Peroxidaseaktivitat geblockt und
anschlielend die unspezifische Bindung durch 1% Ziegenserum in PBS (phosphate buffered
saline + 1% Rinderserum) unterbunden werden.

In einer Verdinnung von 1:800 wird der erste PCNA-Antikdrper (mouse monoclonal 19gG2a,
clone PC10, Fa. Santa Cruz Biotechnology, CA, USA) hinzugegeben und Uber Nacht
inkubiert. Am nédchsten Tag wird der zweite Antikorper (HRP Rabbit/Mouse, K 5007, Dako
Real) unverdunnt eingesetzt und nach mehreren Waschdurchldufen mit DAB-Reagenz (DAB
und Chromogen, K 5007, Dako Real) und Hamatoxylin gegengefarbt (detailliertes
Farbeprotokoll siehe Kapitel 6.5, S. 58).

2.4 Histomorphometrische, statistische und immunhistochemische Auswertung

Die histomorphometrische Auswertung konnte mit Hilfe eines Zeiss Axiophot-Mikroskops,
welches Uber eine digitale Fotokamera an ein Rechnersystem angeschlossen war, beurteilt und
ausgemessen werden. Zur Messung und Evaluierung wurde das Softwareprogramm der Fa.
Olympus, Mnster (Software Imaging System, SIS) verwendet.

Bei den Prdparaten wurde linear die Dicke der Epidermis, der Dermis, des subkutanen
Fettgewebes und der subkutanen Muskelschicht in um gemessen, nachdem diese durch das
Softwareprogramm als Bild aufgenommen wurden (s. Abb. 5). Die Epidermis wurde in einer
VergroRerung von 12,5x, die Dermis, das Fettgewebe und die Muskelschicht in einer 3,125x
VergroRerung gemessen.

Es lagen pro Tier zwei Praparate, also insgesamt 200 Schnitte, vor. Da nicht in jedem Praparat
alle Schichten getroffen waren, konnte nicht die Gesamtzahl der Schnitte evaluiert werden.
Die Mindestzahl der Messungen pro Gruppe betrug dennoch 40 Messungen. Alle Werte
wurden im Excel-Format gespeichert, um in einer weiteren statistischen Auswertung
verwendet werden zu kénnen.

In dieser Studie werden die Begriffe der absoluten und der prozentualen Dicke der Schichten
voneinander abgegrenzt. Die absolute Dicke beschreibt hier die tatsachlich gemessene
Schichtdicke in um, die prozentuale den Anteil einer Schicht in % an der gesamten
gemessenen Hautdicke, die aus der Epidermis, der Dermis, dem subkutanen Fettgewebe und

der subkutanen Muskelschicht besteht.
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. Dermis

Subkutanes Fettgewebe
Subkutane Muskelschicht

' Abb.5 Histomorphometrische Auswertung der Dermis,
des subkutanen Fettgewebes und subkutaner
Muskelschicht, 3,125x Vergroferung,
HE-Férbung, Kontrollgruppe ovx

Die immunhistochemische Auswertung erfolgte nach demselben Prinzip bei einer 25x
VergroRerung. Es wurden pro Praparat und 500 Zellen der Anteil an PCNA-positiven Zellen
in der Epidermis ausgezahlt (s. Abb.6). Pro Gruppe wurden mindestens zwei Praparate,

insgesamt mindestens 1000 Zellen, evaluiert.
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PCNA-positive Zelle

. Abb. 6 Immunhistologische Auswertung PCNA-
positiver Zellen in der Epidermis,

25x VergroRerung, immunhistochemische
Farbung, Kontrollgruppe ovx

Die statistischen Werte der histomorphometrischen Messungen und die immunhistochemi-
schen Daten wurden aus dem Excel-Format in das Programm GraphPad Prism 5 (Prism™
GraphPad, San Diego, USA) Ubertragen, aus denen ein Balkendiagramm dargestellt werden
konnte.

Die Analyse und Unterschiede der Daten in den verschiedenen Gruppen wurden durch den
,one-way ANOVA® und den Anschlusstest nach Dunnett auf ihre Signifikanz Gberprift. Als
signifikant wurden p-Werte <0,05 festgelegt.
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3. Ergebnisse

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Wirkung von Cimicifuga racemosa BNO
1055/C001. Es werden die Effekte ihrer Subfraktionen C001/S,S1-3 und CO001/R,R1-3
bezogen auf einzelnen Schichten der Haut und Serumparameter untersucht.

Des Weiteren soll auf die Ergebnisse der Studie eingegangen werden. Da ich an den
Tierversuchen nicht teilgenommen habe, wurden mir die entsprechenden Daten zur
Verfligung gestellt. Meine eigenen Ergebnisse beginnen mit den histomorphometrischen

Messungen.

3.1 Futteraufnahme der Versuchstiere

Es wurde der Futterverbrauch der 3 Monate alten SD-Ratten nach ihrer Ovx, dem
Versuchsbeginn, zwischen den einzelnen Gruppen miteinander verglichen. Den 10 Gruppen a
10 Tiere, insgesamt 100 Tieren, wurde innerhalb von vier Wochen unterschiedliches Futter
appliziert, wochentlich die Futtermenge in g pro Kafig dokumentiert und ein Futterverbrauch
pro Tier und Tag errechnet (detaillierte Futterzusammensetzung wurde im Kapitel 2

beschrieben).

Der Effekt von E2 und Saponinfraktion der C001
und deren Subfraktionen (C001/S1-3) bei der ovx Ratte
4 Wochen per Futter auf;
Futteraufnahme
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T Anzahl der Versuchswochen
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Abb. 7 Durchschnittliche Futteraufnahme der Behandlungsgruppen E2, Saponinfraktion C001/S und deren Sub-
fraktionen C001/S1-S3 im Vergleich zur Kontrollgruppe in [g/ Tier/ Tag]. Die Futteraufnahme pro Tier
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wurde aus dem wochentlich dokumentierten Futterverbrauch errechnet. Die Werte sind dem Datenpool

dieser Versuchsserie entnommen.

Der Effekt von E2 und Restfraktion der C001
und deren Subfraktionen (CO01/R1-3) bei der ovx Ratte
4 Wochen per Futter auf:
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Abb. 8 Durchschnittliche Futteraufnahme der Behandlungsgruppen E2, Restfraktion C001/R und deren Sub-
fraktionen C001/R1-S3 im Vergleich zur Kontrollgruppe in [g/ Tier/ Tag]. Die Futteraufnahme pro Tier
wurde aus dem wdchentlich dokumentierten Futterverbrauch errechnet. Die Werte sind dem Datenpool

dieser Versuchsserie entnommen.

Bis auf die 0Ostrogenbehandelten Tiere lag der durchschnittliche Futterverbrauch der anderen 9
Gruppen bei ca. 18-19 g/ Tier/ Tag. Die Futteraufnahme konnte wahrend des Applikationszeitraumes
von 4 Wochen gesteigert werden.

Zum Versuchsende, nach 4 Wochen, konnte aber die Aufnahme von durchschnittlich 6 g/ Tier/ Tag

auf 14 g/ Tier/ Tag gesteigert werden.

3.2 Korpergewicht der Versuchstiere

Fir den Versuch wurden die Tiere randomisiert, sodass in einer Versuchsgruppe von 10
Tieren ein durchschnittliches Gewicht von 250 g pro Tier gemessen werden konnte.
Zum Versuchsende wurde ihr Gewicht ermittelt und graphisch in Abbildung 9 und 10 als

Gewichtszunahme in g pro ganze Gruppe dargestellt.
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unahme der E2-Gruppe, der Saponinfraktion CO01/S und deren Sub-

fraktionen C001/S1-3 im Vergleich zur Kontrollgruppe in [g]. Alle Gruppen weisen wie die Kontroll-
gruppe eine vergleichbare Gewichtszunahme auf, E2-behandelte Tiere haben im Durchschnitt 16 g

abgenommen.

Der Effekt von E2 und Restfraktion der C001
und deren Subfraktionen (C001/R1-3) bei der ovx Ratte
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Abb.10 Durchschnittliche Gewichtszunahme der E2-Gruppe, der Restfraktion CO01/R und deren Subfrak-
tionen CO01/R1-3 im Vergleich zur Kontrollgruppe in [g]. Alle Gruppen weisen wie die Kontroll-
gruppe eine vergleichbare Gewichtszunahme auf, E2 behandelte Tiere haben im Durchschnitt 16 g

abgenommen.
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Mit der Ausnahme der 6strogenbehandelten Tiere haben alle anderen 9 Versuchsgruppen
durchschnittlich denselben Wert von ca. 90 g an Gewicht zugenommen. Dies entspricht einer
durchschnittlichen Gewichtszunahme von 36%.

Die einzige signifikante Veranderung des Korpergewichtes besteht bei den Tieren, die mit
ostrogenhaltigem Futter appliziert worden sind. Anstatt einer Zunahme an Gewicht wird sogar
eine Abnahme von durchschnittlich 16 g beobachtet. Dies entspricht einer Abnahme um
6,4%.

Vergleicht man diesen Aspekt mit der Futteraufnahme in den vier Behandlungswochen, so
war auch die Aufnahme an dstrogenhaltigem Futter um einiges geringer im Vergleich zu den

anderen Gruppen.

3.3 Leptin im Serum

Um Uber das metabolische Risikoprofil Aussagen treffen zu koénnen, wurden die Serum-
parameter der SD-Ratten beziliglich des Leptins ermittelt. Dieser Werte spielt eine Rolle im

Lipidstoffwechsel und ist indirekt als Risikofaktor fir kardiovaskuldre Ereignisse anzusehen.

Es wurde das Leptin durch einen Radioimmunoassay im Serum gemessen. Der Vergleichs-
wert der Kontrollgruppe (Ko,ovx) liegt bei 6,18 ng/ml. Die E2-Gruppe weist signifikant
niedrige Leptinwerte auf 2,34 ng/ml und die gesamte Saponingruppe C001/S signifikant
niedrige Leptinwerte bei 4,55 ng/ml auf. Alle weiteren Testgruppen zeigen keine

signifikanten Verdnderungen und liegen auf dem Niveau der Kontrollgruppe.

24



Der Effekt von E2 und Saponinfraktion der C001 Der Effekt von E2 und Restfraktion der C001
und deren Subfraktionen (C001/S1-3) bei der ovx Ratte und deren Subfraktionen (C001/R1-3) bei der ovx Ratte
4 Wochen per Futter auf: 4 Wochen per Futter auf:
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Abb. 11 Leptinkonzentration in ng/ml des Serums der Kontrollgrup- ~ Abb. 12 Leptinkonzentration in ng/ml des Serums der Kontrollgrup-

pe (Ko,ovx), der E2-Gruppe, der gesamten Saponingruppe pe (Ko,ovx), der E2-Gruppe, der gesamten Restfraktion
C001/S und deren Subfraktionen C001/S1-3. Die E2- und CO001/R und deren Subfraktionen C001/R1-3. Nur die E2-
Saponingruppe weisen eine signifikante Abnahme auf. Gruppe weist eine signifikante Abnahme auf.

3.4 Die Haut, absolute Dicke

Nachfolgend werden die absoluten Dicken in um der Epidermis, der Dermis, des subkutanen
Fettgewebes und der subkutanen Muskelschicht in Bezug zur Kontrollgruppe (Ko,ovx) auf
ihre Signifikanz hin miteinander verglichen.

Zuerst wird die Signifikanz der E2-Gruppe zur Kontrollgruppe tberprift, da hierbei versucht
wird, eine Alternative gerade fur diese Behandlung zu finden und erwinscht ist, ihre positiven
Effekte beizubehalten. AnschlieBend werden alle anderen Testgruppen auf ihre Signifikanz
uberpraft.
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3.4.1 Epidermis

Es wurde die Epidermis in pum gemessen. Die durchschnittliche Epidermisdicke der
Kontrollgruppe (Ko,ovx) betrug nach Versuchende 13,13 um. Im Vergleich zur Ko,ovx war
die Epidermisdicke der E2-Gruppe signifikant auf durchschnittlich 11,96 pum und die
Subfraktion der Restfraktion CO01/R1 signifikant auf 11,86 um erniedrigt. Die Dicke der
Epidermis der gesamten Saponinfraktion C001/S hat sich auf 14,90 um signifikant erhoht.

Bei den restlichen Gruppen zeigte sich kein Effekt bezogen auf die Epidermisdicke als

absolute GrofRe.

Der Effekt von E2 und Saponinfraktion der CO0O1
und deren Subfraktionen (C001/S1-3) bei der ovx Ratte
4 Wochen per Futter auf:
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Abb. 13 Absolute Epidermisdicke in um der Kontrollgruppe (Ko,ovx), der E2-Gruppe, der gesamten Saponin-
gruppe C001/S und deren Subfraktionen C001/S1-3. Nur die E2- und Saponingruppe weisen signifikan-
te Veranderungen der Dicke auf. Die E2-Gruppe weist eine Abnahme, C001/S eine Zunahme der Epi-

dermisdicke auf.
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Der Effekt von E2 und Restfraktion der C001
und deren Subfraktionen (CO01/R1-3) bei der ovx Ratte
4 Wochen per Futter auf:
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Abb. 14 Absolute Epidermisdicke in um der Kontrollgruppe (Ko,0vx), der E2-Gruppe, der gesamten Restfrak-
tion CO01/R und deren Subfraktionen C001/R1-3. Die E2-Gruppe und die Subfraktion C001/R1weisen
signifikante Abnahmen der Dicke auf.

3.4.2 Dermis

Im Vergleich zur Kontrollgruppe (Ko,ovx), die eine durchschnittliche Dicke von 453,58 pm
aufweist, zeigt die E2-Gruppe in der Dermis keinen signifikanten Unterschied der absoluten
Werte in um. Dafur ist die Dermis signifikant in den Subfraktionen der Saponinfraktion
C001/S1 auf durchschnittlich 566,34 um und in der Subfraktion C001/S3 auf 543,19 um
erhoht. Des Weiteren kann eine signifikante Erhéhung in der gesamten Restfraktion CO01/R
auf eine Dicke von 512,84 um, ihrer Subfraktionen C001/R1 auf 513,15 pum und C001/R3 auf
633,17 um beobachtet werden. Die Subfraktion CO001/R3 weist zugleich die grofite

Dermisdicke nach 4-wdchiger Applikation auf.
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Der Effekt von E2 und Saponinfraktion der C001
und deren Subfraktionen (C001/S1-3) bei der ovx Ratte
4 Wochen per Futter auf:
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Abb. 15 Absolute Dermisdicke in um der Kontrollgruppe (Ko,ovx), der E2-Gruppe, der gesamten Saponin-
gruppe C001/S und deren Subfraktionen C001/S1-3. Nur die Subfraktionen C001/S1 und C001/S3
weisen signifikante Zunahmen der Dicke auf.

Der Effekt von E2 und Restfraktion der C001
und deren Subfraktionen (CO01/R1-3) bei der ovx Ratte
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Abb. 16 Absolute Dermisdicke in um der Kontrollgruppe (Ko,ovx), der E2-Gruppe, der gesamten Restfraktion
C001/R und deren Subfraktionen C001/R1-3. Die gesamte Restfraktion C001/R und die Subfraktionen
C001/R1 und C001/R3 weisen signifikante Zunahmen der Dicke auf.
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3.4.3 Subkutanes Fettgewebe

Die durchschnittliche Dicke des subkutanen Fettgewebes der Ko,ovx betragt 587,42 um. Alle
Testgruppen weisen signifikante Unterschiede des subkutanen Fettgewebes auf.

Die E2-Gruppe ist auf 282,14 um und die gesamte Saponinfraktion auf 457,23 pm signifikant
erniedrigt. Aufféllig ist, dass bei der E2-Gruppe eine Abnahme des subkutanen Fettgewebes
um 48% stattgefunden hat.

Die restlichen Fraktionen und Subfraktionen weisen signifikante Erhéhungen der subkutanen
Fettschicht auf. Die Subfraktion C001/S1 auf 797,44 um, C001/S2 auf 751,57 um, C001/S3
auf 745,89 um, die gesamte Restfraktion auf 775,80 um, die Subfraktion CO01/R1 auf 753,40
pm, C001/R2 auf 967,71 um und die Subfraktion C001/R3 auf 1078,12 um. Aufféllig ist,
dass die Subfraktion CO01/R3 die grofite subkutane Fettdicke besitzt und im Vergleich zur
Ko,ovx um 83,53% zugenommen hat.

Somit ist die Fettdicke der Subkutis bei der E2-Gruppe am geringsten und bei der Subfraktion
der Restfraktion CO01/R3 am groRten.

Der Effekt von E2 und Saponinfraktion der CO01
und deren Subfraktionen (C001/S1-3) bei der ovx Ratte
4 Wochen per Futter auf:
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Abb. 17 Absolute Dicke des subkutanen Fettgewebes in um der Kontrollgruppe (Ko,ovx), der E2-Gruppe, der
gesamten Saponingruppe C001/S und deren Subfraktionen C001/S1-3. Die E2- und Saponingruppe
CO001/s weisen signifikante Abnahmen, die Restfraktionen C001/S1 eine signifikante Zunahme der

Dicke auf.
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Der Effekt von E2 und Restfraktion der C001
und deren Subfraktionen (C001/R1-3) bei der ovx Ratte
4 Wochen per Futter auf:
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Abb. 18 Absolute Dicke des subkutanen Fettgewebes in um der Kontrollgruppe (Ko,ovx), der E2-Gruppe, der
gesamten Restfraktion CO01/R und deren Subfraktionen C001/R1-3. Die E2-Gruppe weist eine signifi-

kante Abnahme, alle anderen Testgruppen signifikante Zunahmen der Dicke auf.

3.4.4 Subkutane Muskelschicht

Die durchschnittliche Dicke der Muskelschicht im subkutanen Gewebe betragt bei der Ko,ovx
473,66 um. Die E2-Gruppe weist eine signifikant geringere Dicke von 404,00 um auf. Des
Weiteren gibt es einen signifikanten Abfall der Muskeldicke in der gesamten Restfraktion
C001/R auf 355,89 um und ihrer Subfraktion C001/R3 auf 378,40 um.

Eine signifikante Zunahme der Dicke der subkutanen Muskelschicht weist die gesamte
Saponinfraktion mit 559,29 pum und ihre Subfraktion C001/S3 mit 688,55 pm, genauso wie
die Subfraktion der Restfraktion C001/R2 mit 597,66 um. Somit ist die hochste Zunahme der

Dicke der subkutanen Muskelschicht in der Subfraktion C001/S3 zu verzeichnen.
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Der Effekt von E2 und Saponinfraktion der C001
und deren Subfraktionen (C001/S1-3) bei der ovx Ratte
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Abb. 19 Absolute Dicke der subkutanen Muskelschicht in um der Kontrollgruppe (Ko,ovx), der E2-Gruppe, der
gesamten Saponingruppe C001/S und deren Subfraktionen C001/S1-3. Die E2-Gruppe weist eine signifi-
kante Abnahme, die Saponingruppe C001/S und ihre Subfraktion C001/S3 signifikante Zunahmen der
Dicke auf.

Der Effekt von E2 und Restfraktion der C001
und deren Subfraktionen (C001/R1-3) bei der ovx Ratte
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Abb. 20 Absolute Dicke der subkutanen Muskelschicht in um der Kontrollgruppe (Ko,ovx), der E2-Gruppe, der
gesamten Restfraktion CO01/R und deren Subfraktionen C001/R1-3. Die E2-, die Restfraktion CO01/R
und ihre Subfraktion CO01/R3 weisen signifikante Abnahmen der Dicke auf. Die Subfraktion C001/R2
weist eine signifikante Zunahme der Dicke auf.
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3.5 Die Haut, prozentuale Dicke

Nach den Messungen der absoluten Dicke wurden alle Schichten einer Testgruppe addiert und
fir diese eine durchschnittliche Gesamtdicke errechnet. Aus der Gesamtdicke fur jede
einzelne Gruppe wurde der prozentuale Anteil der Epidermis, der Dermis, des subkutanen
Fettgewebes und der subkutanen Muskelschicht ermittelt. Somit stellt diese VVorgehensweise
ein anderes Verfahren, die Effekte der Applikation zu beurteilen, dar. Die eruierten Effekte

sind zum Teil gegensétzlich zu den Effekten der absoluten Dicke.
3.5.1 Epidermis

Im Vergleich zu der Kontrollgruppe (Ko,ovx), deren Epidermisdicke 0,86% an der gesamten
Dicke betragt, weisen die E2-Gruppe mit 1,06% und die gesamte Saponinfraktion mit 0,98%
eine signifikante prozentuale Erhéhung der Epidermisdicke auf. Die Subfraktion C001/S1 ist
mit der Epidermisdicke auf 0,69% und C001/S3 mit 0,68% signifikant verringert. Auch die
Subfraktionen der Restfraktion nehmen in der Epidermis signifikant ab. CO01/R1 auf 0,69%,
C001/R2 auf 0,56% und C001/R3 auf 0,66%.

Der Effekt von E2 und Saponinfraktion der C001 Der Effekt von E2 und Restfraktion der C001
und deren Subfraktionen (C001/S1-3) bei der ovx Ratte und deren Subfraktionen (C001/R1-3) bei der ovx Ratte
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Abb. 21 Prozentuale Epidermisdicke der Kontrollgruppe (Ko,ovx), der Abb. 22 Prozentuale Epidermisdicke der Kontrollgruppe (Ko,ovx),

E2-Gruppe, der gesamten Saponingruppe C001/S und deren der E2-Gruppe, der gesamten Restfraktion CO01/R und deren
Subfraktionen C001/S1-3. Die E2- und Saponingruppe weisen Subfraktionen C001/R1-3. Die E2- Gruppe weist eine pro-
prozentuale signifikante Zunahmen, die Subfraktionen C001/S1 zentuale signifikante Zunahme der Dicke auf. Die Subfrak-
und C001/S3 signifikante Abnahmen der Dicke auf. tionen CO01/R1-3 eine signifikante Abnahme.
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3.5.2 Dermis

Bei der prozentualen Dermisdicke liegt nur bei der E2-Gruppe eine signifikante Erhéhung auf
38,40% von urspringlich 29,69% der Kontrollgruppe vor. Eine Dickenabnahme der Dermis
auf 24,06% liegt bei der Subfraktion der Restfraktion CO01/R2 vor.

Der Effekt von E2 und Saponinfraktion der C001 Der Effekt von E2 und Restfraktion der C001
und deren Subfraktionen (C001/S1-3) bei der ovx Ratte und deren Subfraktionen (C001/R1-3) bei der ovx Ratte
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Abb. 23 Prozentuale Dermisdicke der Kontrollgruppe (Ko,ovx), der Abb. 24 Prozentuale Dermisdicke der Kontrollgruppe (Ko,ovx), der E2-

E2-Gruppe, der gesamten Saponingruppe C001/S und deren Gruppe, der gesamten Restfraktionn CO01/R und deren Sub-
Subfraktionen C001/S1-3. Nur die E2-Gruppe weist eine pro- fraktionen C001/R1-3. Die E2-Gruppe weist eine prozentuale
zentuale signifikante Zunahme auf. Alle anderen Gruppen signifikante Zunahme auf. Die Subfraktion C001/R2 eine
wiesen wie die Kontrollgruppe eine vergleichbare prozentuale signifikante Abnahme.

Dicke auf.
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3.5.3 Subkutanes Fettgewebe

Die Kontrollgruppe (Ko,ovx) hat eine Dicke des subkutanen Fettgewebes von 38,45%. Die
E2-Gruppe hat eine signifikante Abnahme der Dicke auf 24,89% und die Saponingruppe auf
30,22%. Die Subfraktion C001/S1 der Saponinfraktion eine Erhéhung auf 44,12%, genauso
wie die gesamte Restfraktion CO01/R auf 46,78%, ihre Subfraktion CO01/R1 auf 43,62%,
C001/R2 auf 46,60% und die Subfraktion C001/R3 auf 51,25%.

Der Effekt von E2 und Saponinfraktion der C001 Der Effekt von E2 und Restfraktion der C001
und deren Subfraktionen (C001/S1-3) bei der ovx Ratte und deren Subfraktionen (CO01/R1-3) bei der ovx Ratte
4 Wochen per Futter auf: 4 Wochen per Futter auf:
% Anteil der Fettdicke % Anteil der Fettdicke
*p<0,05 vs Ko *p<0,05 vs Ko
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Abb. 25 Prozentuale Dicke des subkutanen Fettgewebes der Kontroll-  Abb. 26 Prozentuale Dicke des subkutanen Fettgewebes der Kontroll-
gruppe (Ko,ovx), der E2-Gruppe, der gesamten Saponingrup- gruppe (Ko,ovx), der E2-Gruppe, der gesamten Restfraktion
pe C001/S und deren Subfraktionen C001/S1-3. Die E2- und CO001/R und deren Subfraktionen C001/R1-3. Die E2-Gruppe
Saponingruppe weisen signifikante prozentuale Abnahmen weist eine prozentuale signifikante Abnahme auf. Die rest-
auf. Die Subfraktion C001/S1 eine signifikante Zunahme. lichen Testgruppen weisen signifikante prozentuale Zunah-

men der Fettdicke auf.
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3.5.4 Subkutane Muskelschicht

Die prozentuale Dicke der subkutanen Muskelschicht betragt bei der Kontrollgruppe (Ko,ovx)
31,00%. Diese nimmt bei der E2-Gruppe auf 35,65% und bei der Saponingruppe C001/S auf
36,97% signifikant zu. Eine Abnahme der Dicke ist bei ihrer Subfraktion C001/S1 auf
23,86%, bei der gesamten Restfraktion CO01/R auf 21,46% und deren Subfraktionen CO01/R1
auf 25,98% und C001/R3 auf 17,99% nachweisbar.

Der Effekt von E2 und Saponinfraktion der C001 Der Effekt von E2 und Restfraktion der CO01
und deren Subfraktionen (C001/S1-3) bei der ovx Ratte und deren Subfraktionen (CO01/R1-3) bei der ovx Ratte
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Abb. 27 Prozentuale Dicke der subkutanen Muskelschicht der Kontroll- ~ Abb. 28 Prozentuale Dicke des subkutanen Fettgewebes der Kontroll-
gruppe (Ko,ovx), der E2-Gruppe, der gesamten Saponingruppe gruppe (Ko,ovx), der E2-Gruppe, der gesamten Restfraktion
C001/S und deren Subfraktionen C001/S1-3. Die E2- und Sapo- C001/R und deren Subfraktionen C001/R1-3. Die E2-Gruppe
ningruppe weisen signifikante prozentuale Zunahmen auf. Die weist eine signifikante prozentuale Zunahme auf. Die Rest-
Subfraktionen C001/S1 eine signifikante Abnahme der prozen- fraktion CO01/R und die Subfraktionen C001/R1 und
tualen Muskeldicke. CO001/R3 weisen eine signifikante Abnahme der prozentualen

Muskeldicke auf.
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3.6 Immunhistochemische Auswertung (PCNA), Epidermis

Mit Hilfe einer immunhistochemischen Féarbung wurde versucht, den prozentualen Anteil an
proliferativen Zellkernen in der Epidermis darzustellen. Dieses wurde durch das Auszéhlen
von PCNA-positiven Zellen, die sich in ihrem Farbeverhalten von nicht-proliferierenden
Zellen unterscheiden, aus mindestens 500 Zellen untersucht.

Bei der Kontrollgruppe (Ko,ovx) liegt der prozentuale Anteil an proliferierenden Zellen bei
23,96%. Eine signifikante Erhohung auf 44,89% findet man in der E2-Gruppe und auf
42,45% in der Subfraktion der Restfraktion CO01/R3 vor.

Der Effekt von E2 und Saponinfraktion der C001 Der Effekt von E2 und Restfraktion der C001
und deren Subfraktionen (C001/S1-3) bei der ovx Ratte und deren Subfraktionen (CO01/R1-3) bei der ovx Ratte
4 Wochen per Futter auf: 4 Wochen per Futter auf:
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Abb. 29 Anteil an PCNA-positiven Zelle pro 1000 Zellen in der Epi- Abb. 30 Anteil an PCNA-positiven Zelle pro 1000 Zellen in der Epi-

dermis der Kontrollgruppe (Ko,ovx), der E2-Gruppe, der ge- dermis der Kontrollgruppe (Ko,ovx), der E2-Gruppe, der
samten Saponingruppe C001/S und deren Subfraktionen gesamten Restfraktion CO01/R und deren Subfraktionen
C001/S1-3. Nur die E2-Gruppe weist eine signifikante Zu- C001/R1-3. Die E2-Gruppe und die Subfraktion C001/R3
nahme der proliferativen Zellen auf. Alle anderen Gruppen weisen eine signifikante Proliferationszunahme auf.

weisen wie die Kontrollgruppe eine vergleichbare Prolifera-

tionsrate auf.
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3.7 Immunhistochemische Auswertung (PCNA), Haarfollikel

Ebenso wie in der Epidermis wurde die proliferative Wirkung in den Haarfollikeln tUberprft.
Durchschnittlich waren 29,90% der Zellen in den Haarfollikeln der Kontrollgruppe positiv.
Die Auszédhlung der proliferativ positiven Zellen hat in allen anderen Testgruppen keinen
signifikanten Unterschied nachgewiesen.

Der Effekt von E2 und Saponinfraktion der C001 Der Effekt von E2 und Restfraktion der C001
und deren Subfraktionen (C001/S1-3) bei der ovx Ratte und deren Subfraktionen (C001/R1-3) bei der ovx Ratte
4 Wochen per Futter auf: 4 Wochen per Futter auf:
Anteil an PCNA-positiven Zellen in den Haarfollikeln Anteil an PCNA-positiven Zellen in den Haarfollikeln
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Abb. 31 Anteil an PCNA-positiven Zelle pro 1000 Zellen in den Abb. 32 Anteil an PCNA-positiven Zelle pro 1000 Zellen in den
Haarfollikeln der Kontrollgruppe (Ko,ovx), der E2-Grup- Haarfollikeln der Kontrollgruppe (Ko,ovx), der E2-Grup
pe, der gesamten Saponingruppe C001/S und deren Sub- pe,der gesamten Restfraktion CO01/R und deren Subfrak-
fraktionen C001/S1-3. Alle Gruppen weisen wie die Kon- tionen C001/R1-3. Alle Gruppen weisen wie die Kontoll-
trollgruppe eine vergleichbare Proliferationsrate in den gruppe eine vergleichbare Proliferationsrate in den Haar-
Haarfollikeln auf. follikeln auf.
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3.8 Graphische Darstellung der Gesamtdicke der Haut

Mit der graphischen Darstellung der Gesamtdicken und den prozentualen Anteilen an der
Epidermis, der Dermis, dem subkutanen Fettgewebe und der subkutanen Muskelschicht kann
der Effekt der Testsubstanzen verglichen werden.

Ein Balken stellt die Gesamtdicke der vier Schichten dar. Innerhalb des Balkens ist die

prozentuale Verteilung der einzelnen Schichten visualisiert.
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Abb.33 Gesamtdicke der Haut mit prozentualem Anteil der Epidermis, der Dermis, des subkutanen Fettgewebes und der
subkutanen Muskelschicht bei der Kontrollgruppe, E2-Gruppe, der gesamten Saponinfraktion C001/S und deren
Subfraktionen C001/S1-3.
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Abb.34 Gesamtdicke der Haut mit prozentualem Anteil der Epidermis, der Dermis, des subkutanen Fettgewebes und der
subkutanen Muskelschicht bei der Kontrollgruppe, E2-Gruppe, der gesamten Restfraktion CO01/R und deren Sub-
fraktionen CO01/R1-3.

3.9 Korrelation ausgewéahlter Parameter

Der folgende Graph (Abb. 35) beschreibt eine Korrelation zwischen dem prozentualen Anteil
an subkutanem Fettgewebe und den ermittelten Leptinwerten im Serum der Testtiere.
Es ist eindeutig zu erkennen, dass mit Zunahme des Fettanteils in der Subkutis auch die

Leptinkonzentration steigt.
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Abb. 35 Korrelation zwischen dem subkutanen Fettgewebe und dem Serumleptinwert.

4. Diskussion

Die vorliegende Dissertation stellt den Extrakt von Cimicifuga racemosa BNO 1055/C001
differenziert in seine Subfraktionen vor und beschéftigt sich mit der Fragestellung, ob und in
welchem Malie dieser Extrakt eine vergleichbare Wirkung auf die postmenopausale Haut hat
wie die herkbmmliche HRT. Die Annahme dazu liefert die Erkenntnis, dass CR BNO 1055 in
anderen Studien postmenopausale Beschwerden lindern konnte, osteoprotektiv wirkt, aber
keine Effekte am Uterus zeigt (Seidlova-Wuttke et al. 2003). Da CR selbst keine Ostrogene
enthélt, soll untersucht werden, ob auch die Subfraktionen im gleichen MaRe wie die HRT
den urspringlichen Zustand der Haut zu erhalten vermdgen. Es soll demnach ein Praparat
gefunden werden, das die positiven Eigenschaften von Ostrogenen wie Osteoprotektivitat,
Linderung klimakterischer Beschwerden und Verhinderung der Hautalterung durch Hormon-
defizienz besitzt, gleichzeitig aber keine Risiken der Ostrogentherapie hervorruft und deshalb
als langfristige Therapie appliziert werden kann. In der vorliegenden Studie sollte nicht nur
die Wirkung des Extraktes auf die Haut nachgewiesen werden, sondern auch anhand der
Inhaltsstoffe differenziert werden, welche der Substanzgruppen die Effekte hervorrufen. Diese
Differenzierung der Inhaltsstoffe und deren Analytik ist ein Novum.

Dazu wurde der Extrakt in zwei Fraktionen, in die Saponin- und in die Restfraktion,
gespalten. Diese Fraktionen wurden wiederum in jeweils drei Subfraktionen (S1-3, R1-3)

unterteilt und vier Wochen lang per Futter ovx SD-Ratten appliziert. Bislang lasst sich keine
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Literatur zur Wirkung von CR auf postmenopausale Haut finden. Darlber hinaus sind bislang
keine Publikationen vorhanden, die eine Wirkung von Actein oder Desoxyactein auf die Haut
beschreiben. Gerade diese beiden Substanzen weisen in der vorliegenden Studie einen
erheblichen Effekt auf postmenopausale Haut auf, sodass durch diese Ergebnisse sich in der
Zukunft neue Erkenntnisse bezliglich des metabolischen Syndroms und der Hautalterung er-
schlieRen lassen.

Als erste Kontrollgruppe dienten Tiere, die weder Testsubstanz noch 6strogenhaltiges Futter
verabreicht bekommen haben. Zusatzlich war ihr Futter sojafrei, da auch Soja 6strogene
Wirkung besitzt. Als zweite Kontrollgruppe dienten Tiere, die mit E2 substituiert wurden,
nach der vollkommenen Ostrogendefizienz durch Ovx. Wie aus Vorversuchen bekannt war,
wurde hier eine positive Wirkung auf die Hautstruktur erwartet und diese soll als Vergleich
zur Wirkung der Testsubstanzen herangezogen werden.

Dieser Vergleich zur menschlichen Haut ist dadurch moglich, da Ratten eine sehr geringe
extragonadale Ostrogenproduktion haben (Labrie et al. 2000, van Weerden et al. 1992) und
sich nach einer Ovx gleiche abbauende Prozesse in der tierischen Haut abspielen.

Nach der Testperiode wurde die Haut histomorphometrisch ausgewertet, indem die
Epidermis, die Dermis, das subkutane Fett- und Muskelgewebe in ihrer Schichtdicke
miteinander verglichen worden sind. Zur Beurteilung einer Zunahme der Schichtdicke ist es
wichtig, nicht nur eine Messung, wie die der absoluten Schicht, als Resultat zu sehen, sondern
hier sollte der prozentuale Anteil dieser Schicht als Vergleich herangezogen werden. Dabei ist
weder der eine noch der andere Wert mal3geblich fiir einen ,,positiven Effekt®, vielmehr ist es
eine Kombination aus beiden. Ein Beispiel dafir sind die Effekte in der Hautanalyse der
Ostrogenbehandelten Tiere. Durch die sehr starke Reduktion des Fettgewebes erscheinen alle
anderen Schichten im prozentualen Anteil als besonders gut ausgebildet. Dieses wird jedoch
in der um-Messung widerlegt, sodass teilweise durchschnittliche absolute Werte wie in der
Kontrollgruppe zu sehen sind.

Zusétzlich erfolgte eine immunhistochemische Analyse der Epidermis auf ihre Proliferations-

rate und der Proliferationsrate in den Haarfollikeln.
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4.1 Futteraufnahme

Die Futteraufnahme war im Verlauf des Versuchs fir alle, bis auf die E2-Gruppe, gleich.
Daher kann davon ausgegangen werden, dass gleiche Mengen an Substanzen aufgenommen
wurden, wie in den friiheren Untersuchungen, in denen der Gesamtextrakt getestet wurde.

Die Versuchstiere erhielten nach Ovx, dem Versuchsbeginn, Pellett-Futter ad libitum, das
sojafrei war, um hieraus dstrogene Effekte auszuschlieen. Es wurde darauf geachtet, dass
keine Beeinflussung der Ergebnisse auf Grund der Nahrung stattfindet. Bei dem Futter
handelt es sich um eine vollwertige Nagernahrung, die Aminosauren, Mineralstoffe, Vitamine
und Spurenelemente enthélt (siehe 6.1 Sojafreies Pellet-Futter, S. 56).

Die durchschnittliche Aufnahme der Nahrung in den Testgruppen lag bei 18 g pro Tier pro
Tag. Eine Ausnahme der Futteraufnahme bildet die E2-Gruppe. Ihre Aufnahme lag zu Beginn
des Versuchs bei 6 g pro Tier pro Tag und nach 4-wochiger Applikation bei 14 g pro Tier pro
Tag. Dieses Verhalten der Tiere ist bereits bei diesem 6strogenhaltigen Futter bekannt. Das
Futter scheint fur die Tiere durch den Ostrogenzusatz zunachst weniger schmackhaft zu sein.
Zusétzlich lasst sich die geringere Futteraufnahme auf hohere Aktivitdt und Bewegung der

Testtiere zurickfihren.

4.2 Dosierung

Die unterschiedlichen Dosierungen der Testsubstanzen lassen sich wie folgt erklaren. Die
wirksamen Dosen des Urextraktes von CR BNO 1055/C001 sind bekannt. Wird dieser Extrakt
in seine Fraktionen (Saponin- und Restfraktion) und Subfraktionen (C001/S1-3, C001/R1-3)
zerlegt, enthalt er unterschiedliche Anteile dieser Fraktionen. Somit sind auch in der Saponin-
und Restfraktion sowie in den Subfraktionen stets die gleichen Mengen an wirksamen Sub-
stanzen enthalten, wie in dem Ausgangsextrakt BNO 1055.

Genau in diesem Verhdltnis und in der bekannten wirksamen Konzentration wurden die
Testsubstanzen den Tieren mit dem Futter verabreicht.

War demnach eine Subfraktion in der effektiven Dosis des Gesamtextrakts CO01 konzentriert
vertreten, so wird in der vorliegenden Studie ihr Anteil an mg in der Gesamtapplikationsdosis
groRer ausfallen als Subfraktionen, die zuvor eine niedrige Konzentration im Gesamtextrakt
CO001 enthielten. Damit kommt es zustande, dass das Futter mit der Subfraktion C001/S1 31,2
mg pro kg enthalt, das Futter mit der gesamten Restfraktion CO01/R als Testsubstanz 382,35
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mg im kg Futter aufweist. Somit erhalten die Testgruppen in dieser Studie unterschiedliche

Gesamtapplikationsmengen der zu testenden Substanzen in den vier Wochen.

Mit der Applikation dieser Dosierung kann demnach davon ausgegangen werden, dass die
Dosis einen maximalen Effekt erreicht und die Wirkung der einzelnen Subfraktionen gut

beurteilbar ist.

4.3 Korpergewicht der Versuchstiere

Zunéchst wurden die Versuchstiere randomisiert in Gruppen zu je 10 Tieren eingeteilt, wobei
ihr durchschnittliches Korpergewicht (KG) bei 250 g lag. Das Gewicht wurde wodchentlich
ermittelt. Die groRte Korpergewichtszunahme zeigt die Kontrollgruppe, die substanzfreies
Futter appliziert bekommen hat und durchschnittlich um 90 g nach 4-wdchiger Studiendauer
zugenommen hat. Das entspricht einer Zunahme um 36%. Die Gruppen, denen Testsubstanz
C001/S,S1-3 und CO001/R,R1-3 appliziert worden ist, nahmen durchschnittlich 85 g in 4
Wochen zu, was einer Zunahme von 34% entspricht.
Die 0Ostrogenbehandelten Tiere haben im Gegenteil 16 g an Gewicht wéhrend der Studie
verloren, was eine Abnahme um 6,4% des KG bedeutet. Obwohl der zundchst geminderte
Futterverbrauch im Vergleich zu anderen Vergleichsgruppen stetig ansteigt, liegt das KG der
E2-Tiere trotz steigender Energiezufuhr deutlich unterhalb der anderen Testgruppen.
Studien belegen, dass das KG Postovarektomie signifikant zunimmt, E2-Applikation bei Ovx-
Ratten das KG sogar senken kann (Wegorzewska et al. 2008), das auch in dieser Arbeit
gezeigt werden konnte. Ostrogene wirken demnach anorektisch und lassen so den
Gewichtsverlust erklaren (Bonavera et al. 1994).
Ein weiterer Erkl&rungsansatz ist die Tatsache, dass in Abwesenheit von E2 die korperliche
Aktivitat der Versuchstiere sinkt. Auch in Studien von postmenopausalen Frauen konnte
gezeigt werden, dass Ostrogendefizienz die korperliche Aktivitat vermindert (Poehlman und
Tchernof 1998). Eine Gewichtsreduktion der E2-Tiere kann demnach mit erhéhtem
Energieverbrauch trotz gleicher Energiezufuhr einhergehen.
Wird das KG der Ko,ovx-Gruppe mit den Testsubstanzen C001/S,S1-3 und C001/R,R1-3
verglichen, so liegen die Werte der Testgruppen um lediglich 2% unter dem der Ko,ovx-
Gruppe und weisen keine signifikante Abnahme des KG auf. Ein Ostrogener Effekt auf das
KG l&sst sich durch diese Werte nicht nachweisen. Es sollte jedoch beachtet werden, dass sich
die Zusammensetzung des KG aus unterschiedlichen Parametern ergibt und das Verhéaltnis
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von Fett und Muskelmasse malgeblich flr die Beurteilung hinsichtlich eines positiven oder

negativen Effektes der Testsubstanzen sein soll.

4.4 Serumanalyse, metabolische Effekte

Das Metabolische Syndrom spielt in der westlichen Gesellschaft die grofite Rolle bei
kardiovaskuldren Erkrankungen und nimmt somit eine der wichtigsten Stellungen bei
Behandlungen und als kommerzieller Faktor ein. Die Definition des Metabolischen Syndroms
beinhaltet mehrere Parameter, wie Adipositas, hohe Konzentration von Cholesterin und
Triglyzeriden im Serum, Hypertonie oder Insulinresistenz.

In diesem Abschnitt wird die Serumkonzentration von Leptin bei ovx Ratten ohne
Applikation von Testsubstanz, nach Applikation von E2 und nach Testsubstanzen C001/S,S1-
3 und C001/R,R1-3 betrachtet und mit dem s.c. gemessenen Fettgewebe und der subkutanen
Muskelschicht verglichen. Diese Ergebnisse konnen zusammen mit dem KG Rickschlisse
auf das Fettdepot der Versuchstiere geben und Vorhersagen lber mdgliche weiterfihrende

Schéden gewabhrleisten.

4.4.1 Leptin und das subkutane Fettgewebe

Leptin als Proteohormon, das vor allem in Adipozyten synthetisiert wird, spielt eine wichtige
Rolle in der Regulation von Kdrpergewicht. Eine grofle Menge von Adipozyten bedeutet eine
hohe Syntheserate von Leptin, das seinerseits durch die neuronale negative Rickkopplung das
Hungergefiihl senkt (Halaas et al. 1995). Eine hohe Leptinkonzentration senkt somit die
Futteraufnahme und verhilft zur Senkung des Kdrpergewichtes.
Eine von vornherein niedrige Adipozytenzahl hat eine niedrige Leptinserumkonzentration zur
Folge, wobei das negative Feedback ausbleibt und das Koérpergewicht ansteigt. Dasselbe
Ph&nomen entsteht bei hoher Leptinkonzentration, jedoch zugleich einer Resistenz der
Leptinrezeptoren. Durch die Desensibilisierung der Leptinrezeptoren wird das Hungergefuhl
im Futterzentrum nicht inhibiert und es kommt zu weiterer Gewichtszunahme durch fehlendes
Sattheitsgefiihl. Solch eine Leptinresistenz ist hdufig bei Adipositas zu finden und flhrt des
Weiteren ebenfalls zur Aktivitdtsabnahme bei den Testtieren (Ainslie et al. 2001).
In dieser Studie lag die Serumkonzentration von Leptin der Ko,ovx bei 6,18 pug/ml. Eine
signifikante Abnahme der Werte zeigt die E2-Gruppe mit 2,34 pg/ml und die C001/S-Gruppe
mit 4,55 pg/ml. Eine Erklarung fiir die niedrigen Leptinwerte der E2-Gruppe liefert das
niedrige KG und das wenig vorhandene s.c. Fettgewebe, genauso wie die abnehmenden
Fettwerte der C001/S-Gruppe.
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In der vorliegenden Studie wird das subkutane Fettgewebe durch histomorphometrische
Messungen ermittelt und anschlielend der prozentuale Anteil an der gesamten Hautdicke
berechnet.

Wie oben bereits aufgefiihrt, lasst sich ber die Masse des Fettgewebes die Stoffwechsellage
der postmenopausalen Frau beurteilen und es lassen sich bestimmte Risikoprofile
konstruieren. Da Adipozyten flr die Leptinsythese verantwortlich sind, ist davon auszugehen,
dass eine hoher Fettgewebeanteil einen hohen Leptinspiegel verursachen kann und
umgekehrt. In der Serumanalyse des Leptins waren die Werte der E2-behandelten Tiere und
der gesamten Saponinfraktion C001/S signifikant niedriger als in der Ovx-Gruppe. Im
Vergleich dazu ist es nicht auBergewdhnlich, dass auch in der absoluten Messung und im
prozentualen Anteil das Fettgewebe ebenfalls signifikant reduziert ist. Besonders
hervorzuheben sind die besonders guten Effekte auf das Fettgewebe durch die
Gesamtsaponine CO001/S, die anndhernd die Werte der E2-Applikation erreichen. Im
Vergleich zu den ovx Tieren hatten die Saponin-behandelten, genauso wie E2-behandelten
Tiere, wesentlich weniger an s.c. Fettgewebe vorzuweisen. Die Gesamtsaponine C001/S
zeigen somit eine positive Wirkung auf die metabolische Stoffwechsellage. Wenn die
Ergebnisse auf den Menschen (Ubertragbar waren, wirden die Gesamtsaponine das
Risikoprofil der Frau verbessern.

Dass Ostrogene in der HRT das Fettgewebe reduzieren, wurde bereits in anderen Studien
gezeigt (Gower et al. 2006). Auch Studien an SD-Ratten, die eine Saponinapplikation
erfahren hatten, wiesen nach 3-wdchiger Testphase ein geringeres Fettgewebe auf (Kim et al.
2005). Genauso werden diese Werte von der Studie der endokrinologischen Abteilung der
UMG bestatigt, in der unter Saponinapplikation das Fettgewebe signifikant abnimmt
(Seidlova-Wuttke et al. 2012). Mit der Saponinfraktion CO001/S liegt beziglich des
Fettgewebes hier vermutlich ein vergleichbarer Effekt vor. Dies unterstitzt die Zielsetzung
dieser Ausarbeitung, eine Alternative fir die HRT mit &hnlich guten Ergebnissen zu finden.
Es sind also die Inhaltsstoffe von C001/S, welche diese Effekte hervorrufen.

Alle anderen Testgruppen zeigten in ihrer Leptinserumkonzentration keine signifikanten
Unterschiede zu der Kontrollgruppe auf. Bei der Fettgewebsmessung sind die Werte jedoch
gravierender, da auBBer der E2- und der Gesamtsaponingruppe, alle weiteren Testgruppen eine
signifikante Zunahme an Fett in der subkutanen Schicht in der absoluten Messung aufweisen

und anndhernd alle ebenfalls im prozentualen Anteil an Fettgewebe gewinnen.
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Ein niedriger Leptinwert der CO001/S-Gruppe bei vergleichbar hohem KG zu der
Kontrollgruppe kdnnte den oben genannten Fall widerspiegeln, dass das Hungergefihl durch
das fehlende Leptin angeregt wird und die Tiere an Gewicht zunehmen. Da die Testtiere
jedoch keine hohen Fettgewebswerte aufweisen, muss dieses Gewicht durch andere
Strukturen wie z.B. Muskelmasse zustande kommen.

Alle weiteren Testgruppen C001/S1-3 und CO001/R,R1-3 weisen keine signifikanten
Unterschiede der Leptinserumkonzentration im Vergleich zur Ko,ovx auf. Hier l&sst sich
schlussfolgern, dass nur die Summe aller Inhaltsstoffe zu einer Signifikanz fiihrt. Die
synergistische Wirkung von C001/S1-3 vermdgen nur additiv die Leptinkonzentration im

Serum, genauso wie das Fettgewebe in der Subkutis, auf einem niedrigen Niveau zu halten.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass es eine Korrelation zwischen dem s.c.
Fettgewebe und der Leptinkonzentration im Serum der behandelten Tiere gibt, wobei die E2-

sowie die C001/S-Gruppe die besten metabolischen Effekte erzielen.

4.4.2 Subkutane Muskelschicht

Die quergestreifte subkutane Muskulatur ist eine in der Literatur kaum erwahnte Struktur der
Haut. Jedoch untersuchten wir ihre Schichtdicke und Veranderungen auf die Testsubstanzen
und koénnen die gemessenen Tendenzen mit zukunftigen Studien, die in er selben
Arbeitsgruppe erstellt werden, beziiglich der Muskulatur vergleichen.

Wird die Dicke der Muskelschicht gemessen, so zeigt sich unter der Applikation der gesamten
Saponingruppe C001/S signifikante und dessen Subfraktion C001/S3 sogar hochsignifikante
Zunahmen. Des Weiteren ergeben sich bei der Subfraktion der Restfraktion C001/R2
signifikant erhohte Werte. Erstaunlicherweise zeigen die E2-behandelten Tiere eine
scheinbare signifikante Abnahme der Muskelschicht, genauso wie die gesamte Restfraktion
C001/R und dessen Subfraktion C001/R3. In diesem Zusammenhang scheint die Muskeldicke
der E2-behandelten Tiere lediglich in der absoluten Messung abgenommen zu haben, jedoch
nicht im prozentualen Anteil. Dort lassen sich im Gegenteil signifikant erhohte Muskeldicken
nachweisen. Diese Ergebnisse sind mit Studien, in denen Ostrogen-Ersatz-Therapie
angewandt wurde, kongruent, wobei in dieser Studie nicht das subkutane Muskelgewebe
zunahm, sondern andere quergestreifte Skeletmuskulatur. Die Ergebnisse besagen jedoch,
dass diese Zunahme an Muskelmasse gering ist und keine Qualitdt der Muskulatur
widerspiegele sowie fur eine Verbesserung der Physis unzureichend sei (Taaffe et al. 2005).
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Die zuvor positiven Effekte der Saponingruppe setzten sich auch im prozentualen Anteil an
der Gesamtdicke durch, sodass auch hier signifikant hohes subkutanes Muskelgewebe zu
verzeichnen ist. Vergleichbare Studien mit Saponinen und quergestreifter Muskulatur sind

bislang nicht zu finden.

Insgesamt lassen sich die positiven metabolischen Effekte von E2 und vor allem von C001/S

auch auf die Muskulatur nachweisen.

4.5 Die Haut

Dieses Kapitel beschaftigt sich mit der Fragestellung, welche der Testsubstanzen einen
positiven Effekt auf die Haut aufweisen und der E2-Applikation vergleichbare Werte liefern.
Dazu wurden zun&chst die Schichten der Epidermis und der Dermis nach 4-wdchiger
Applikation gemessen und anschlie3end der prozentuale Anteil an der Gesamtdicke errechnet.
Die tatsachlich gemessene Dicke wird hier als absolute Dicke bezeichnet. So ergeben sich
teilweise kontrare Aussagen, da einerseits die absolute Dicke zunehmen kann, aber im
Vergleich zu den anderen Schichtdicken im prozentualen Anteil abnimmt. Diese scheinbar
kontroversen Ergebnisse veranschaulichen, dass tber die absolute Dicke einer Schicht kein
Urteil dartber geféllt werden kann, ob die Testsubstanz eine gewiinschte Wirkung zeigt. Viel
mehr ist die Betrachtung der absoluten und der prozentualen Zu- oder Abnahme in Kombi-
nation in dieser Studie im Fokus.

Zusétzlich wurde untersucht, ob und in welchem MaRe die proliferative Aktivitat der
Epidermis unter Einwirkung von Testsubstanz vorhanden war. Dieses wurde mit einer
immunhistochemischen Analyse nachgewiesen.

Des Weiteren, ebenfalls durch Immunhistochemie, wurde die Proliferationsrate in den

dermalen Haarfollikeln ausgewertet.

4.5.1 Epidermis

Durch die besonderen Anforderungen als Barriereschutz zur AuBenwelt unterliegt die Epi-
dermis hohem Anspruch in ihrer Beschaffenheit. Zum einen bildet die Epidermis als duf3erste
Zellschicht eine Begrenzung zu exogenen Einfliissen, zum anderen verhindert sie durch
Oberflachenlipide des Stratum corneums einen Feuchtigkeitsverlust. Beide Funktionen

werden durch eine ausreichende Schichtdicke und gentigende Zellfunktion determiniert.
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Sind diese Parameter gestort, kommt es durch fehlenden Schutz zu irritativen Zustanden oder
durch Wasserverlust zu Faltenbildung und Hautalterung. Durch die Ostrogendefizienz treten
genau die negativen Effekte der gestorten Barrierefunktion und Feuchtigkeitsverlust auf (Hall
und Phillips 2005).

Im Idealfall soll die Epidermis tber eine ausreichende Dicke verfligen, um alle schitzenden
Funktionen erflllen zu koénnen, andererseits darf ihre Dicke und Proliferation nicht
uberschielend sein, da sich sonst eine Keratose manifestieren kann. Wie bereits aus
zahlreichen Studien bekannt, wirkt die E2-Applikation der Ostrogendefizienz entgegen und
verhindert weitere funktionelle Beeintrachtigungen oder revidiert sie sogar (Brincat et al.
1985, Madison 2003).

Werden die Ergebnisse der absoluten Dickemessungen der Epidermis betrachtet, so ist die
signifikante Abnahme der E2-Gruppe in der Gesamtdicke im Vergleich zur unbehandelten
Ko,ovx-Gruppe hervozuheben. Eine signifikante Zunahme der absoluten Dicke erfahrt jedoch
die gesamte Saponingruppe CO001/S. Bis auf eine signifikante Reduzierung der
Epidermisdicke der Subfraktion C001/R1 gibt es keine signifikanten Verédnderungen der
anderen Epidermisdicken der Testtiere.

Nach Auswertung an dem prozentualen Anteil an der Gesamtdicke, veréndert sich die
Schlussfolgerung hinsichtlich der Resultate schlagartig. Prozentual gesehen weisen die E2-
behandelten Tiere die grofite Epidermisdicke auf. Der Wert liegt sogar tiber 20% hdoher als der
Messwert der Ko,ovx-Tiere. Der zuvor hohe absolute Wert der gesamten Saponingruppe
C001/S konnte sich auch im prozentualen Anteil durchsetzten und zeigt auch hier fast
annéhernd hohe Werte wie die E2-Gruppe.

Viele anderen Testsubstanzen, die zuvor keine signifikanten Veranderungen der absoluten
Dicke gezeigt haben, weisen nun signifikante relative Reduktion der Epidermisdicke auf. Dies
gilt fir die Subfraktionen der Saponinfraktion C001/S1 und C001/S3 und alle Subfraktionen
der Restfraktion C001/R1-3.

Besonders hervorzuheben ist hier ein Phdnomen, bei dem die gesamte Fraktion wie C001/S
einen signifikant positiven Effekt ausweist, ihre Subfraktionen aber fur sich allein teils
signifikant abnehmende Werte zeigen. Hier spielt der summierte Effekt aller drei
Subfraktionen zusammen, die nur in Kombination eine Zunahme der Dicke der Epidermis
hervorrufen. Diese Kombination besteht bei der gesamten Saponingruppe aus polaren und
lipophilen Saponinen. Es gibt bereits Nachweise aus einer anderen Studie, dass Saponine aus

Medicago sativa (der Luzerne) einen erneuerbaren Effekt der Epidermis aufweisen und somit
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der natirlichen Hautalterung entgegen wirken kénnen (Bonte et al. 1998). Auch in dieser
Studie lieRen sich die Ergebnisse, auch wenn sich die Saponinquelle unterschied,
reproduzieren und lassen den Schluss zu, dass einen vergleichbaren Effekt zu herkdbmmlichen
HRT auf die Epidermis aufweist.

4.5.2 Proliferation der Epidermis mittels PCNA

Die PCNA-Farbung (Proliferating-Cell-Nuclear-Antigen) ist eine immunchistochemische
Methode, um die Proliferationsphase der Zellen nachzuweisen, die sich gerade in der
Synthesephase des Zellzyklus befinden. Durch das gebundene Antigen kénnen im speziellen
Farbeverfahren die sich teilenden Zellen dargestellt werden.

Wie bereits im vorherigen Abschnitt aufgefuhrt war die Schichtdicke der Epidermis im
prozentualen Anteil bei den E2-behandelten Tieren am groRten. Auch in der Analyse der
Proliferationsrate zeigt diese Gruppe die hdchste Aktivitat der Zellteilung, was einerseits fur
eine schnelle Bildung von neuen Keratinozyten spricht und damit einer zunehmenden
Schichtdicke, moglicherweise aber auch flr eine erhohte Apoptoserate, die eine Keratose
verhindert. Einen weiteren signifikanten Wert liefert die Subfraktion der Restfraktion
CO001/R3. Diese Tatsache ist sehr ausl3ergewohnlich, denn diese Testgruppe hatte weder in der
absoluten Schichtdicke signifikante Zunahmen, noch im prozentualen Anteil eine signifikante
Abnahme der Epidermisdicke. Hier lasst sich lediglich schlussfolgern, dass die Proliferation
durch die Inhaltsstoffe von C001/R3 zwar eine hohe Proliferation auslésen kann, da sich aber
kein Wachstumsgewinn der gesamten Schicht einstellt, muss die Apoptoserate viel hoher sein.
Der Hauptinhaltsstoff von CO001/R3 ist Methylserotonin. Bedauerlicher Weise lassen sich
diese Aussagen nicht mit vorhandener Literatur belegen, da bislang keine Untersuchungen
beziglich der Wirkung von serotoninergen Substanzen auf die Keratinozytenprolifaration
exisitieren.

Die gesamte Saponinfraktion CO001/S weist bei der Proliferationsmarkierung keine
signifikanten Werte auf, wie es bei der absoluten und prozentualen Schichtdicke der Fall war.
Hier ist die hohe Schichtdicke vermutlich auf niedrige Zellapoptose zurlickzufiihren. Alle
anderen Testsubstanzen zeigen ebenfalls keine signifikanten Unterschiede beziiglich der
epidermalen Proliferation.

AuBerdem kommt hinzu, dass die im Rahmen dieser Ausarbeitung entnommene Haut aus dem

Abdominalbereich der SD-Ratte stammt und im Vergleich zur humaner Epidermis
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einschichtig ist. Um eine bessere Proliferationsrate der Epidermis beurteilen zu kénnen, sollte

eine Hautprobe mit mehrschichtiger Epidermis vorgezogen werden.

4.5.3 Dermis

Genauso wie die Epidermis unterliegt die Dermis hormonellen Einflissen. Enden diese in der
Menopause, so sind wichtige strukturelle Bestandteile der Dermis betroffen. Sie nimmt durch
Kollagenverlust an Elastizitdit ab, die Elastinabnahme fiihrt zur geminderten
Rickstellungskréften, die Abnahme an Glykosaminogykanen vermindert die Wasserretention
und fuhrt zu Trockenheit (Brincat et al. 2005). Insgesamt nimmt die Dicke der Dermis ab und
verliert damit an den oben genannten Funktionen, sodass das Altern der Haut eintritt und es
zu einer Faltenbildung kommt.

Nach einer 4-wochigen Applikation der Testsubstanzen lassen sich folgende Werte ermitteln:
Eine signifikante Zunahme der absoluten Schichtdicke der Dermis erfahren die Subfraktionen
der Saponinfraktion C001/S1 und CO001/S3, die gesamte Restfraktion C001/R und ihre
Subfraktionen C001/R1 und C001/R3. Weder die E2-Gruppe noch die zuvor gezeigte gute
Wirksamkeit der Saponingruppe CO001/S bei der Epidermis zeigen in der absoluten pm-
Betrachtung signifikante Unterschiede auf.

Bei der prozentualen Analyse andern sich jedoch die Verhéltnisse. Nun ist nach E2-
Applikation eine deutlich signifikante Zunahme der Dermisdicke zu erkennen. Diese Ergeb-
nisse sind mit anderen Studien kongruent, die eine Dickezunahme nach Ostrogenapplikation
wie in der HRT bestatigen (Castelo-Branco et al. 1991, Sauerbronn et al. 1999). Diese
Zunahme kann vor allem auf den erhéhten Kollagengehalt zurlickgefiihrt werden, auch wenn
sich positive Wirkungen auf das Elastin und Feuchtigkeitsgehalt der Dermis zu verzeichnen
lassen (Piérard-Franchimont 1999, Sator 2007).

Die zuvor signifikanten Werte der Subfraktionen in der absoluten Betrachtung fiihren im
prozentualen Anteil zu keiner signifikanten Schichtzunahme mehr und liegen auf dem Niveau
der Ko,ovx Tiere.

Trotz der fehlenden Signifikanz der Saponingruppe C001/S weist diese Testsubstanz jedoch
im Vergleich zu den anderen Testgruppen den hochsten prozentualen Anteil auf. Es gibt
bereits eine Studie, in der eine Saponinapplikation den Kollagen I1V-Gehalt in der
junktionalen Zone zwischen Epidermis und Dermis nachweist. Gerade in der dermo-
epidermalen Junktionszone ist Kollagen Typ IV der am starksten exprimierte Kollagentyp und

es ist vorteilhaft, dort eine feste Struktur von Kollagenfasern zu besitzen (Bonte et al. 2003).
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Genauso wie bei der Epidermis konnen in diesen Messungen keine strukturellen
Eigenschaften der Dermis beurteilt werden. Weder die Veranderungen des Kollagengehalts
noch des Elastins oder der Glykosaminoglykane sind erkennbar und es wird ebenfalls wie bei
der Epidermis bei einer Zunahme der Schichtdicke von einem positiven Effekt auf alle
strukturellen Bestandteile ausgegangen. Um genaue Angaben tber die Anzahl der Fasern und
ihrer Anordnung machen zu konnen und zu erfassen, auf welche der Dermisparameter die
Testsubstanzen am stérksten Einfluss genommen haben, missen weitere Farbetechniken
angewendet werden, um Kollagenfasern oder Elastin darzustellen und gleichzeitig eine

Differenzierung zwischen Zunahme der Fasern und ihrem Abbau vorzunehmen.

4.5.4 Proliferation in Haarfollikeln der Dermis mittels PCNA

Auch hier wurde das immunchistochemische Farbeverfahren durch Antigenbindung an das
Proliferating-Cell-Nuclear-Antigen in den Haarfollikeln der Dermis angewandt. Nach dem
Féarbeverfahren wurden die sich am aktivsten teilenden Zellen ausgezéhlt und ein prozentualer
Anteil an den gesamten Zellen berechnet.

Weder die Testsubstanzen von CR CO001 noch Ostrogenapplikation haben signifikante
Unterschiede zu der Kontrollgruppe Ko,ovx gezeigt, auch wenn die E2-Tiere den hochsten
Proliferationswert erreichten. Beztiglich der dstrogenbehandelten Tiere konnte die Erwartung
teilweise gehalten werden, denn Ostrogene spielen auch bei der Modulation des Harrwachs-
tums eine entscheidende Rolle. E2 hat Auswirkungen auf den Androgenmetabolismus durch
Einfluss auf die So-Reduktase und auch andere Haarfollikelmediatoren werden durch
Ostrogen beeinflusst (Ohnemus et al. 2006). Vermutlich sind diese Signalwege weniger
sensitiv auf Ostrogen und bedirfen einer langeren Applikationsdauer, um signifikante Werte
liefern zu konnen.

Einen vergleichbar hohen Wert der Proliferation in Haarfollikeln zeigt die Subfraktion der
Restfraktion CO01/R1. Der Hauptbestandteil dieser Subfraktion sind Kaffeeséure, Ferulasaure
und Isoferulaséure. Studien zu diesen Bestandteilen und deren Wirkungen auf Haarfollikel

sind nicht bekannt.
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5. Zusammenfassung und Schlussfolgerungen

Durch die postmenopausale Ostrogendefizienz verliert die Haut an wichtigen strukturellen
Bestandteilen und durch die hervorgerufene Atrophie nimmt das duRere Erscheinungsbild und
der Gesundheitszustand der Haut deutlich ab. Auch der Stoffwechsel der Frau unterliegt
negativen Veranderungen und kann durch metabolische Parameter gesundheitliche Schéaden
hervorrufen. Um das Wohlbefinden der Frau zu stérken, ihre Gesundheit und die Gesundheit
der Haut zu erhalten, ohne die Risiken der herkdmmlichen HRT, wurde in dieser Studie
versucht, eine Testsubstanz zu finden, die &hnlich positive Effekte wie die HRT aufweist,
jedoch ohne gesundheitliche Nebenwirkungen. Hierfir wurde der Extrakt von Cimicifuga
racemosa BNO 1055/C001 verwendet, dabei in die potentesten Fraktionen und deren
Subfraktionen aufgespalten, und vier Wochen den Testtieren oral appliziert.

Im Folgenden koénnen (ber das Serum der Testtiere im Vergleich zum subkutanen Fett-
gewebe und subkutanem Muskelfett Aussagen Uber den metabolischen Zustand getroffen
werden.

Zusatzlich wurden Analysen uber die Schichtdicken der Epidermis und der Dermis fir die
Hautparameter erhoben. Ist ein positiver Effekt der Testsubstanzen auf die metabolische
Situation in der Postmenopause erwiinscht, so sind abnehmende Leptinkonzentrationen und
ein reduziertes Fettgewebe von grof3er Bedeutung. Diese Parameter spielen indirekt eine Rolle
bei kardiovaskuléren Ereignissen und werden in dieser Studie bei der Beurteilung der
Effektivitat der Testsubstanzen ein Kriterium fir eine Therapieempfehlung sein.

Werden die Testsubstanzen auf ihre Wirksamkeit flir den serologischen Parameter verglichen,
so fallen deutlich positive Veranderungen der Serumkonzentration bei der gesamten
Saponinfraktion C001/S auf. Die gesamte Saponinfraktion C001/S, die sowohl die polaren als
auch lipophilen Subfraktionen beinhaltet, weist eine signifikante Abnahme der Leptin-
konzentration nach. Gleichzeitig ist unter der C001/S-Applikation das subkutane Fettdepot
mit der E2-Applikation nahezu vergleichbar gering und weist bei der subkutanen Muskel-
schicht sogar bessere Werte auf. Daraus kann die Schlussfolgerung gezogen werden, dass die
gesamte Saponinfraktion C001/S einen stark positiven Effekt auf den Metabolismus hat.

In Anbetracht dieser guten Ergebnisse der C001/S-Applikation kann durch diese Wirkungen
auf eine verringerte Rate an kardiovaskuldren Erkrankungen geschlossen werden und es ist
infolgedessen auf eine abnehmende Mortalitatsrate zu hoffen, wenn die Ergebnisse auf den

Menschen tbertragen werden.

52



Die gesamte Saponinfraktion ist auch diejenige, die auch in den Hautanalysen dominiert.

In der epidermalen Analyse l6st die Saponinfraktion CO001/S die stérkste absolute
Schichtzunahme in um aus, Gbertrifft sogar die Epidermisdicke der E2-behandelten Tiere. Beli
dem umgerechneten prozentualen Anteil sind die Werte der E2-Gruppe zwar hoher, aber die
Saponingruppe hat vergleichbar gute Effekte aufzuweisen. Erniichternd sind die Resultate der
anderen Testgruppen, die grofitenteils sogar signifikant abnehmende Epidermisdicken
aufzeigen.

In der immunhistochemischen Analyse der Proliferation der Epidermis konnten nur die E2-
Gruppe und die Subfraktion der Restfraktion C001/R3 signifikante hohe Werte erreichen. Da
hier aber nur die Proliferationsrate und keine zusatzliche Apoptoserate gemessen wurden, ist
dies kein guter Parameter, um Ruckschliisse auf die Wirkung der starken Proliferation zu
ziehen. Zwar ist die Proliferationsrate bei der Subfraktion CO01/R3 stark erhoht, aber es
zeigen sich in der absoluten Schichtdicke nur geringfiigig hohere Werte als in der unbehan-
delten Kontrollgruppe. Dies lasst vermuten, dass gleichzeitig eine sehr hohe Apoptoserate in
der Epidermis stattfindet. Das Férbeverfahren mittels PCNA kann demnach nur richtungs-
weisend sein, wenn andere Parameter wie absolute Schichtdicke herangezogen werden,
jedoch nicht als einzelner Faktor fur Qualitat der Zellschicht sprechen. Im Vergleich erreichte
hier die gesamte Saponingruppe nur durchschnittliche Werte auf demselben Niveau der

Kontrollgruppe.

In der absoluten Messung der Dermis zeigen weder die dstrogenbehandelten Tiere noch die
Saponingruppe signifikante Werte, dagegen viele andere Subfraktionen wie C001/S1, C001/
S3, die Restfraktion CO01/R und deren Subfraktionen C001/R1 und C001/R3. Werden diese
Werte jedoch wieder auf den prozentualen Anteil an der gesamten Hautdicke bezogen, so sind
die zuvor signifikanten Werte nun auf annahernd demselben Wert der Kotrollgruppe. Jetzt
weist aber die E2-Gruppe signifikante Werte auf, und obwohl die C001/S-Applikation keine
Signifikanz zeigt, hat sie von allen Testsubstanzen den grofiten Anteil an der Dermisdicke.

Bei der Bewertung der Proliferationsrate in den dermalen Haarfollikeln haben sich keinerlei

hervorzuhebenden Verénderungen ergeben.
Auch wenn die dermale Proliferation zur keiner signifikanten Erhéhung unter der C001/S-

Applikation gefiihrt hat, so sprechen trotzdem die positiven Tendenzen und insbesondere eine
stark positive Wirkung auf die Epidermis flr eine gute Effektivitat der C001/S-Fraktion.
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Ungeachtet der Tatsache, dass in der vorliegenden Studie versucht wurde, auf zwei Aspekte
der alternativen Therapie einzugehen, ndmlich auf die Wirkung auf das metabolische Syn-
drom und zusétzlich auf die Hautalterung, ist es gelungen, einheitliche Ergebnisse zu
gewinnen.

Auf beide Bereiche hat hier die gesamte Saponingruppe C001/S einen stark positiven Effekt.
Die verbesserte metabolische Situation wird durch ein reduziertes Fettgewebe und durch
abnehmende Serumparameter bewirkt. Bei einer Therapie mit der gesamten Saponingruppe
C001/S wirde die postmenopausale Frau weniger an Gewicht zunehmen, ihre Leptinwerte
waéren reduziert, was das kardiovaskuldre Risiko senkt und dem metabolischen Syndrom
entgegenwirkt. Gleichzeitig weist die Hautanalyse hervorragende Schichtdicken der
Epidermis, zunehmende Werte in der Dermis und erneut signifikante Zunahme in der
Muskulatur auf, was zur Reduktion der Hautatrophie, bedingt durch das Altern, fuhrt.
Vergleicht man die Saponingruppe mit den Ergebnissen der E2-behandelten Tiere, so fallen

diese Ergebnisse fur die Hautalterung sogar deutlich positiver aus.

Dieses herausragende Ergebnis der Studie hat nicht nur das Ziel erreicht, eine Alternative fiir
die HRT, bezogen auf die Haut mit vergleichbaren dstrogenen Werten zu finden, sondern
sogar Ubertroffen. Alle diese Effekte fihren zum Wohlbefinden durch das &ulere
Erscheinungsbild, sie dienen der Gesundheit der Frau und vor allen zur guten Compliance
der Therapie durch keine zusatzliche Gewichtszunahme nach der Menopause.

Die gesamte Saponingruppe C001/S besteht aus polaren und lipophilen Saponinen und den
Hauptbestandteilen Actein, Deoxyactein und Isoferulasdure. Bislang sind keine
vergleichbaren Studien mit diesen Inhaltsstoffe zu finden und es lassen sich somit nur schwer
Vergleiche zu der vorliegenden Studie erstellen.

Hervorzuheben ist ebenfalls, dass gerade die Kombination aus allen diesen Bestandteilen den
groRten Effekt erzielt und keiner der Inhaltsstoffe fur sich vergleichbare Werte zeigt.

Im Vergleich zu den Saponinen stellt die Restfraktion eine sehr schwache Potenz auf die

strukturellen Eigenschaften der Haut und den metabolischen Parameter dar.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass das Ziel dieser Studie, eine Alternative fur
die risikobehaftete HRT zu finden, bezogen auf die Haut, erstaunlich gute Ergebnisse geliefert
hat und eine hormonelle Therapie sogar Ubertrifft. Durch diese Therapie wird der
Gewichtszunahme in der Postmenopause entgegengewirkt, die kardiale Gesundheit gestarkt

und zusétzlich die Hautalterung verlangsamt. Eine Therapieempfehlung mit der gesamten
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C001/S-Fraktion ist daher mehr als geboten. Dies kann in Zukunft ein sehr wichtiger

kommerzieller Faktor fiir die Forschung und die Pharmaindustrie werden.
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6. Methodischer Anhang
6.1 Sojafreies Pellet-Futter ssniff® R-Z Phytoestrogenarm

Energie [MJ/kg] | Aminosauren [%0] | Vitamine per kg
Bruttoenergie (GE) 16,8 | Lysin 1,22 | Vitamin A 15.000 IE
Umsetzbare Energie (ME) 13,3 | Methionin 0,44 | Vitamin Ds 1.000 IE
Met+Cys 0,83 | Vitamin E 115 mg
Rohnahrstoffe [%0] | Threonin 0,97 | Vitamin K (als Menadion) Smg
Trockensubstanz 88,2 | Tryptophan 0,28 | Thiamin (B1) 18mg
Rohprotein (N x 6,25) 21,7 | Arginin 1,13 | Riboflavin (B>) 22 mg
Rohfett 4,3 | Histidin 0,51 | Pyridoxin (Bs) 20 mg
Rohfaser 4,2 | Valin 1,25 | Cobalamin (B1,) 100 mg
N freie Extraktstoffe 52,2 | Isoleucin 1,03 | Nicotinsaure 120 mg
Stérke 34,0 | Leucin 1,95 | Panthothenséure 40 mg
Zucker 3,0 | Phenylalanin 1,21 | Folséaure 7 mg
Phe+Tyr 2,20 | Boitin 460 pg
Fettsauren [96] | Glycin 1,05 | Cholin-ClI 2.380 mg
C12:0 --- | Glutaminséure 3,96 | Inositol 100 mg
C 14:0 0,01 | Asparaginsaure 2,18
C 16:0 0,56 | Prolin 1,53 | Spurenelemente per kg
C16:1 0,01 | Alanin 1,26 | Eisen 169 mg
C 18:0 0,08 | Serin 1,17 | Mangan 78 mg
C18:1 0,82 Zink 101 mg
C18:2 2,26 Mineralstoffe [90] | Kupfer 14 mg
C 18:3 0,22 | Calcium 1,00 | Jod 2,2 mg
C 20:0 0,01 | Phosphor 0,70 | Selen 0,4 mg
C20:1 0,02 | Natrium 0,19 | Cobalt 2,2mg
C 20:5 --- | Magnesium 0,20
C22:6 --- | Kalium 0,67

6.2 Schema der Organentwasserung

Substanz Einwirkzeit
50%iger Alkohol 1 Std

75%iger Alkohol 1 Std 20 min
75%iger Alkohol 1 Std 20 min
96%iger Alkohol 1 Std 20 min
96%iger Alkohol 1 Std 20 min
100%iger Alkohol 1 Std 20 min
100%iger Alkohol 1 Std 20 min
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100%iger Alkohol 1 Std 20 min
Xylol 1 Std 20 min
Xylol 1 Std 20 min
Paraffin 1 Std
Paraffin 1 Std

6.3 Ansetzen der Eosinlésung

1. Ansetzen der Stockldsung:
1 g Eosin (Cerstain/Eosin, 1.15935.0025, MERCK)
50 ml 70%igem Ethanol
50 ml Aqua dest.

2. Es entsteht eine Arbeitslosung aus Stocklésung, indem mit 200 ml Aqua dest.
aufgefullt wird.

3. Die fertige Arbeitslosung wird in Einbettschalen tberflhrt

6.4 Detailliertes Schema der Hamatoxylin/Eosin-Farbung

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

6.5 PCNA-Farbeprotokoll

NGO~ wWdE

16.
17.

18.
. 2. Antikdrper (Rabbit/Mouse) fiir 30 min, unverdinnt
20.
21.
22.
23.
24,
25.
26.
27.

19

Xylol 3 x 5 Min.

Wassern in absteigender Alkoholreihe: 100 x 2, 96 x 2, 75 x 1, jeweils 2 min
Destilliertes Wasser 5 min

Mit 0,01 M Citratpuffer, pH 6 bedecken

In der Mikrowelle bei 750 Watt 5 min kochen

Verloren gegangenes VVolumen auffiillen und 1 min bei Raumtemperatur stehen lassen
Schritt 5 wiederholen

Verloren gegangenes Volumen auffiillen und Tréger 20 min bei Raumtemperatur
abkihlen lassen

Objekttréger fur 3 min in destilliertes Wasser geben

. Entwassern in aufsteigender Alkoholreihe: 75 x 1, 96 x 2,100 x 2, jeweils 2 min
11.
12.
13.
14.
15.

Abblocken der Peroxidaseaktivitét: 3% H»>0, in Methanol fur 30 min

Wassern in absteigender Alkoholreihe: 100 x 2, 96 x 2, 75 x 1, jeweils 2 min
Destilliertes Wasser 3 min

PBS 2 x 5 min

Blocken der unspezifischen Bindung: 1% Ziegenserum in PBS (+1% Rinderserum)
500 pl pro Objekttréger fiir 30 min

Waschen mit PBS

1. Antikorper in Arebitsverdiinnung 1:800 PCNA zugeben fir 30 min, 200 ul pro
Objekttrager, Ubernacht-Inkubation

Waschen mit PBS

Waschen mit PBS

DAB-Reagenz fur 10-15 min

Waschen mit destilliertem Wasser

Hamatoxylin fir 17-20 sec, anschlieBend in Leitungswasser fir 10 min
Destilliertes Wasser fiir 2 min

Entwassern in aufsteigender Alkoholreihe: 75 x 1, 96 x 2,100 x 2, jeweils 2 min
Xylol 3 x5 min

Objekttrager eindecken

58




6.6 Zusammenfassende Tabelle Histomorphometrie und PCNA

Die folgenden Tabellen zeigen einen zusammenfassenden Uberblick tber die Effekte der

Testsubstanzen nach 4-wdochiger Applikation bezogen auf zunédchst den absoluten Unterschied

der Schichtdicke in um und sogleich ihre prozentuale Veranderung an der Gesamtdicke.

Dabei wurde die Kontrollgruppe auf 100% festgelegt und dient als BezugsgroRe fir die

Mittelwerte der folgenden Testgruppen.

E2 C001/s | CO001/s1 | CO001/s2 | C001/S3
Epidermis, absolute Dicke in pum -1,17* +1,77* -0,71 + 0,90 +0,43
Epidermis, %-Anteil an Gesamtdicke +0,20 * +0,12 * -0,17 * - 0,05 -0,18 *
Dermis, absolute Dicke in pum - 18,35 +27,94 | +112,76 * | + 33,69 + 89,61 *
Dermis, %-Anteil an Gesamtdicke +8,71* +2,14 +1,64 -1,73 -2,41
Subkutanes Fettgewebe, absolute Dicke in pum - 305,28 * | -130,19 * | + 210,02 * | + 164.15* | + 158,47 *
Subkutanes Fettgewebe, %-Anteil an Gesamtdicke - 13,56 * -8,23* +5,67* + 4,67 - 0,99
Subkutane Muskelschicht, absolute Dicke in pm -69,66 * | +85,63* - 42,50 +16,36 | +214,89*
Subkutane Muskelschicht, %-Anteil an Gesamtdicke | + 4,65 * +597* -7,14* -2,88* + 3,58
Anteil PCNA-pos. Zellen in Epidermis +20,93 * -2,85 -4,18 - 6,88 +12,71
Anteil PCNA-pos. Zellen in Haarfollikeln + 6,63 -1,2 + 2,84 -0,41 -2,12

Abb. 36 Die Tabelle zeigt einen zusammenfassenden Uberblick tiber die Effekte der Testsubstanzen auf die E2-
Gruppe, die Saponingruppe C001/S und ihrer Subfraktionen C001/S1-3. Zunéchst ist die absolute Zu-/

Abnahme in pm angegeben, darunter im direkten VVergleich die prozentuale Veranderung der jeweiligen

Schicht. Als Bezugsgrée wird der Wert der Kontrollgruppe (Ko,ovx) verwendet.

Mit * gekennzeichnete Werte stellen signifikante Veranderungen dar. Rot hinterlegte Felder spiegeln

die entgegen gesetzten VVorzeichen zweier signifikanter Werte einer Schicht wider.
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E2 CO001/R | CO001/R1 | CO01/R2 | COO1/R3

Epidermis, absolute Dicke in pum -1,17* + 0,63 -1,27* -1,41 + 0,67
Epidermis, %-Anteil an Gesamtdicke +0,20 * -0,03 -0,17* -0,30 * -0,20*
Dermis, absolute Dicke in pm - 18,35 +59,26* | +5957* | +46,04 |+ 179,59 *
Dermis, %-Anteil an Gesamtdicke +8,71* +1,24 + 0,02 -5,63* +0,41
Subkutanes Fettgewebe, absolute Dicke in um - 305,28 * | + 188,38 * | + 165,98 * | + 380,29 * | + 490,70 *
Subkutanes Fettgewebe,

) ) -1356* | +8,33* +517* +8,15* | +12,80*
%-Anteil an Gesamtdicke
Subkutane Muskelschicht, absolute Dicke in um -69,66* | -117,77* | -2492 |+12400* | -95,26*
Subkutane Muskelschicht,

) ) +4,65* -9,54 * -5,02 * -2,21 -13,01~*
%-Anteil an Gesamtdicke
Anteil PCNA-pos. Zellen in Epidermis +20,93 * +3,35 +7,04 + 8,14 + 18,49 *
Anteil PCNA-pos. Zellen in Haarfollikeln + 6,63 +1,39 +6,73 +0,51 + 3,11

Abb. 37 Die Tabelle zeigt einen zusammenfassenden Uberblick tiber die Effekte der Testsubstanzen auf die E2-

Gruppe, der gesamten Restfraktion CO01/R und ihrer Subfraktionen CO01/R1-3. Zunéchst ist die abso-

lute Zu-/Abnahme in um angegeben, darunter im direkten Vergleich die prozentuale Verédnderung der

jeweiligen Schicht. Als BezugsgroRe wird der Wert der Kontrollgruppe (Ko,ovx) verwendet.

Mit * gekennzeichnete Werte, stellen signifikante Veranderungen dar. Rot hinterlegte Felder spiegeln

die entgegen gesetzten VVorzeichen zweier signifikanter Werte einer Schicht wider.
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6.7 Kosmetika mit Cimicifuga racemosa als Inhaltsstoff

Alverde Naturkosmetik Clear Peelingmaske Heilerde

Alverde Naturkosmetik Clear Gesichtstonic Heilerde

Alverde Naturkosmetik Clear Gesichtsfluid Heilerde
Channoine Age Preventing 24h Formula

Dr. Schwarzenbach Cosmetics Ag Cellulite & Body Slimming
Heliotrop Balance Reinigungsgel Flr Mischhaut

Hormocenta Spezialcreme

Lailique 66 Days Herb Mineral Spray

Logona Naturkosmetik Tagescreme Zaubernuss

Logona Naturkosmetik Clear Skin Bio Minze

Logona Naturkosmetik Reinigungsschaum Minze & Zaubernuss
Luvos Heilerde Gesichtswasser

Manu Faktum Apotheke Kaffee- Shampoo

Murad Clarifying Cleanser

Naturland Herbal Schweden Bitter Toothpaste

Neobio Magnolia Balance Cream

Neobio Natural Cosmetics Balance Creme

Sanctum Recovery Serum

Sanctum Intensive Repair Cream

Vilate Vilate Essentielle Tagespflege
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http://www.cosmeticanalysis.com/de/kosmetik-produkte/alverde-naturkosmetik-clear-peelingmaske-heilerde-1.html
http://www.cosmeticanalysis.com/de/kosmetik-produkte/alverde-naturkosmetik-clear-gesichtstonic-heilerde.html
http://www.cosmeticanalysis.com/de/kosmetik-produkte/alverde-naturkosmetik-clear-gesichtsfluid-heilerde.html
http://www.cosmeticanalysis.com/de/kosmetik-produkte/channoine-age-preventing-24h-formula.html
http://www.cosmeticanalysis.com/de/kosmetik-produkte/dr-schwarzenbach-cosmetics-ag-cellulite-body-slimming.html
http://www.cosmeticanalysis.com/de/kosmetik-produkte/heliotrop-balance-reinigungsgel-mischhaut.html
http://www.cosmeticanalysis.com/de/kosmetik-produkte/hormocenta-spezialcreme.html
http://www.cosmeticanalysis.com/de/kosmetik-produkte/lailique-66-days-herb-mineral-spray.html
http://www.cosmeticanalysis.com/de/kosmetik-produkte/logona-naturkosmetik-tagescreme-zaubernuss-1.html
http://www.cosmeticanalysis.com/de/kosmetik-produkte/logona-naturkosmetik-clear-skin-bio-minze.html
http://www.cosmeticanalysis.com/de/kosmetik-produkte/logona-naturkosmetik-reinigungsschaum-minze-zaubernuss.html
http://www.cosmeticanalysis.com/de/kosmetik-produkte/luvos-heilerde-gesichtswasser.html
http://www.cosmeticanalysis.com/de/kosmetik-produkte/manu-faktum-apotheke-kaffee-shampoo.html
http://www.cosmeticanalysis.com/de/kosmetik-produkte/murad-clarifying-cleanser.html
http://www.cosmeticanalysis.com/de/kosmetik-produkte/naturland-herbal-schweden-bitter-toothpaste.html
http://www.cosmeticanalysis.com/de/kosmetik-produkte/neobio-magnolia-balance-cream.html
http://www.cosmeticanalysis.com/de/kosmetik-produkte/neobio-natural-cosmetics-balance-creme.html
http://www.cosmeticanalysis.com/de/kosmetik-produkte/sanctum-recovery-serum.html
http://www.cosmeticanalysis.com/de/kosmetik-produkte/sanctum-intensive-repair-cream.html
http://www.cosmeticanalysis.com/de/kosmetik-produkte/vilate-vilate-essentielle-tagespflege.html
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