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Zusammenfassung 

Estrogene haben für den menschlichen Körper vielfältige physiologische 

Bedeutungen. Das Wirkspektrum dieser Steroidhormone erstreckt sich nahezu über 

den gesamten Organismus, denn nicht nur die Regulation von Wachstum und 

Funktion der reproduktiven Gewebe stehen unter ihrem Einfluss. Die Vielfalt 

estrogener Wirkungen wird erst in Abwesenheit dieser Hormone und bei der genauen 

Untersuchung verschiedener Erkrankungsursachen deutlich. So belegt z.B. die 

nähere Betrachtung postmenopausaler Beschwerden, dass Estrogene auch im Gehirn, 

im Knochen, im Fettgewebe und im Herzkreislaufsystem wichtige Vermittler 

unterschiedlicher physiologischer Mechanismen sind. Darüber hinaus können 

Estrogene in klassischen und nicht-klassischen Zielgeweben ein karzinogenes oder 

auch antikarzinogenes Potential entfalten. Nicht nur die Funktionen, auch die 

Wirkmechanismen von Estrogenen sind sehr vielfältig: Sie vermitteln in erster Linie 

gewebespezifische, genomische Einflüsse über die Estrogenrezeptorsubtypen ERα 

und ERβ, aber Estrogene können auch über nicht-genomische Mechanismen Effekte 

in unterschiedlichen Zielgeweben hervorrufen. 

Die gewebespezifischen molekularen Wirkmechanismen der Transkriptionsfaktoren 

ERα und ERβ stehen vor dem Hintergrund verschiedenster Fragestellungen im 

Mittelpunkt des wissenschaftlichen Interesses: Dabei haben Untersuchungen mit 

estrogen wirksamen Substanzen wie selektiven Estrogenrezeptormodulatoren 

(SERMs), Phyto-SERMs, Partialagonisten und Estrogenrezeptor(ER)-antagonisten, 

aber auch Studien an ER-knock-out Tieren (ERKOs) zu neuen mechanistischen und 

pathophysiologischen Erkenntnissen geführt. 

Ziel dieser Arbeit war es vor dem Hintergrund pathophysiologischer Fragestellungen 

estrogenrezeptorsubtypspezifische Einflüsse auf biologische Endpunkte hormoneller 

Wirkungen in verschiedenen Zielgeweben (Brustdrüse, Darm, Knochen und Uterus) 

zu untersuchen. Die vergleichende Analyse der Einflüsse estrogenrezeptor-

subtypspezifischer Agonisten sollte darüber hinaus zu einem besseren Verständnis 

der mechanistischen und gewebespezifischen Einflüsse des Phytoestrogens Genistein 

beitragen. 

Zur Analyse der Wirkungsweisen der Estrogenrezeptorsubtypen ERα und ERβ 

wurden zwei selektive synthetische Estrogenrezeptoragonisten (ERA und ERB) 

sowie 17β-Estradiol im in vivo Modell der ovarektomierten Ratte eingesetzt. Neben 

gewebespezifischen Einflüssen der steroidalen Substanzen wurden in diesem 
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Tiermodell, in sechs tierexperimentellen Studien zudem agonistische, antagonistische 

und kombinatorische Effekte des Phytoestrogens Genistein untersucht. Genistein 

wurde zumeist subkutan appliziert, aber auch oral verabreicht, um die Pfad-

abhängige Bioverfügbarkeit dieses Phytoestrogens zu berücksichtigen. 

Für alle Substanzen wurden, vor dem Hintergrund rezeptorsubtypspezifischer 

Wirkungsweisen, deren Einflüsse auf Proteinexpressionsmuster geeigneter 

Markergene in Brustdrüse, Vena cava und Uterus, auf den Bewegungsantrieb, die 

Körpergewichtsentwicklung und auf homöostatische Prozesse im Darm und 

Knochen immunhistochemisch, molekularbiologisch bzw. computertomographisch 

analysiert und mit dem klassischen Parameter des Uterusfeuchtgewichts korreliert. 

Bei Betrachtung der Ergebnisse wird deutlich, dass uterotrophe Dosen an Estradiol 

(E2) und ERA stimulierende Effekte auf den Bewegungsantrieb, hemmende 

Einflüsse auf die Körpergewichtszunahme, protektive Wirkungen auf die 

Knochenhomöostase sowie proliferative Effekte in Brustdrüse und Uterus über den 

ERα vermitteln. Über den ERβ werden hingegen antiestrogene Effekte von ERB und 

GEN auf den Bewegungsantrieb, sowie antiproliferative und proapoptotische Effekte 

im Darm vermittelt. 

Für das Phytoestrogen Genistein zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit ferner, dass es 

anabole Effekte im Knochen und stimulierende Einflüsse auf das 

Uterusfeuchtgewicht über seine schwache Affinität zum ERα vermittelt, während 

Genistein auf den Bewegungsantrieb und im Darm wie ein ERβ-spezifischer Agonist 

wirkt. 

Die anabolen Einflüsse von Genistein im trabekulären Knochen ovarektomierter 

Ratten konnten bereits durch geringe körperliche Bewegungsumfänge signifikant 

verstärkt werden. Eine knochenprotektive Wirkung war bei subkutaner Applikation 

von Genistein feststellbar, aber nicht unter einer phytoestrogenreichen Diät. Dies 

spricht für eine eingeschränkte Bioverfügbarkeit des Phytoestrogens bei oraler Gabe. 

Des Weiteren konnte für Genistein gezeigt werden, dass es die Proteinexpression der 

Cyclooxygenase-2 (Cox-2) in der Vena cava und im Uterus gewebespezifisch und 

selektiv moduliert. In Anwesenheit von Steroidestrogenen wurden keine additiven 

Einflüsse des Phytoestrogens auf proliferative Mechanismen im Uterus beobachtet. 

Auch in der Brustdrüse konnte gezeigt werden, dass Genistein im Vergleich zu E2 

die Proliferation nur marginal beeinflusst. 
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Die Ergebnisse dieser Arbeit charakterisieren Genistein als eine estrogen wirksame 

Substanz. Allerdings wurde auch deutlich, dass Genistein in Uterus und Brustdrüse, 

bedingt durch seine geringe proliferative Potenz, ein signifikant schwächeres 

karzinogenes Potential hat als Estradiol. 

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass die molekularen 

Mechanismen der estrogenrezeptorvermittelten Effekte des Phytoestrogens Genistein 

äußerst komplex sind. Genistein wirkt gewebe- und estrogenrezeptorsubtyp-

spezifisch. Hierbei spielen sowohl die Bindungsaffinitäten von Genistein zu den 

beiden Rezeptorsubtypen (ERα, ERβ), als auch die Verteilungsmuster der 

Estrogenrezeptorsubtypen im jeweiligen Zielgewebe eine bedeutende Rolle. Vor 

diesem mechanistischen Hintergrund könnte man Genistein auch als 

„Estrogenrezeptorsubtyp-Partialagonisten“ bezeichnen. 

Da Genistein im Modell der ovarektomierten Ratte auf die Proliferation in 

Brustdrüse und Uterus im Vergleich zu Estradiol nur gering wirkt, während es 

protektive Einflüsse auf Knochen- und Darmgewebe zeigt, deutet sich an, dass dieses 

Phytoestrogen eine mögliche Alternative zur klassischen HET darstellen könnte. 

Außerdem zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass ERβ-selektive Agonisten und 

Partialagonisten mit hoher ERβ-Präferenz in der Darmkrebsprävention von 

Bedeutung sein könnten. Die Ergebnisse anderer Studien stellen derartige 

Substanzen auch für die Prävention und Therapie von Herz-Kreislauferkrankungen 

zur Diskussion. 

Zukünftige Untersuchungen sollten neben weiteren estrogenrezeptorsubtypspe-

zifischen Einflüssen auch die Bedeutung von Rezeptor-Heterodimeren thematisieren. 

Die verfügbaren estrogenrezeptorsubtypspezifischen Agonisten könnten hierbei in 

Kombination mit dem Tiermodell der ovarektomierten Ratte das Verständnis der 

mannigfaltigen molekularen Wirkmechanismen von Estrogenen bedeutend erweitern. 
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1 Einleitung 

Die Entdeckung des Estrogenrezeptors (ER) β (Kuiper et al. 1996) hat nicht nur das 

Wissen um die Komplexität der Wirkungsweise von Estrogenen um ein Vielfaches 

erweitert (Saunders 1998, Gustafsson 2006), sondern steigerte darüber hinaus auch 

das wissenschaftliche Interesse an verschiedenen Vertretern der Phytoestrogene. Der 

Entdeckung eines zweiten Estrogenrezeptorsubtyps folgten Rezeptorbindungsstudien 

die belegten, dass einige Phytoestrogene mit unterschiedlicher Affinität an die 

Estrogenrezeptorsubtypen ERα und ERβ binden. So hat das Phytoestrogen Genistein 

(GEN) eine deutlich höhere Affinität zum ERβ als zum ERα, während Estradiol (E2) 

an beide Rezeptorsubtypen mit gleicher Affinität bindet. Das Phytoestrogen 

Coumestrol bindet mit weitaus höherer Affinität an ERα als GEN, zeichnet sich 

jedoch ebenfalls durch eine höhere Präferenz für ERβ aus (Kuiper et al. 1998). 

Inwiefern derartige selektive Bindungseigenschaften von Vertretern der Phyto-

estrogene für endokrinologische und vor allem pathophysiologische Fragestellungen 

von Bedeutung sind, ist längst noch nicht abschließend geklärt (Davis et al. 1999). 

Neben ihren selektiven Bindungseigenschaften und Parametern wie z.B. Ernährung, 

Metabolismus und Dosis-Wirkungsbeziehungen (Setchell und Cassidy 1999, Ososki 

und Kennelly 2003), stehen auch nicht-genomische Wirkungsweisen von 

Phytoestrogenen (Cos et al. 2003) im Mittelpunkt wissenschaftlicher Unter-

suchungen. Darüber hinaus erschweren gewebespezifische Verteilungsmuster 

(Kuiper et al. 1997) und ligandenabhängige Wirkungsweisen (Paech et al. 1997) von 

ERα und ERβ, sowie die An- oder Abwesenheit von Estrogenen die eindeutige 

Charakterisierung dieser endokrin wirksamen pflanzlichen Substanzen. 

Vor diesem komplexen Hintergrund soll diese Arbeit dazu beitragen, die mole-

kularen Wirkmechanismen von Estrogenen und die selektiven estrogenrezeptor-

subtypspezifischen Eigenschaften des Phytoestrogens Genistein in estrogensensitiven 

Geweben besser verstehen und hinterfragen zu können. 
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1.1 Estrogene und ihre Wirkmechanismen 

1.1.1 Biosynthese und Vorkommen von Estrogenen 

Das in der Leber über verschiedene Zwischenstufen aus Acetyl-CoA entstehende 

Cholesterin, welches die Basis für die Biosynthese der verschiedenen 

Steroidhormone bildet, wird durch Lipoproteine zu den endokrinen Drüsen 

transportiert. An ihren Produktionsorten (Nebennierenrinde, Ovar, Hoden, Plazenta, 

Fettgewebe) werden Steroide nur in sehr geringen Mengen gespeichert und bei 

Bedarf aus dem zellulären Cholesterinvorrat synthetisiert. Den Hauptbildungsort der 

Estrogene (95% des Serumestradiols und 99% des Estrons) stellt das Ovar dar. Hier 

entsteht zunächst in den Zellen der Theka interna aus Cholesterin über Pregnenolon 

das Gestagen Progesteron, welches nicht nur selbst hormonelle Wirkungen entfaltet, 

sondern aus dem auch alle anderen Steroidhormone synthetisiert werden können. 

Über das Zwischenprodukt 17α-hydroxy-Progesteron entsteht schließlich 

Androstendion, welches in die Granulosazellen überführt und hier in einer durch die 

17β-Hydroxysteroid-Dehydrogenase katalysierten Reaktion in das Androgen 

Testosteron umgewandelt wird. Androstendion und Testosteron stellen in den 

Granulosazellen der Follikel die Basis für die Synthese von Estrogenen dar. Über den 

Aromatase-Enzym-Komplex entstehen über eine Aromatisierung des Ringes A unter 

oxidativer Entfernung der C-19-Methylgruppe aus Androstendion Estron (E1) und 

aus Testosteron 17β-Estradiol (E2). Das Enzym 17β-Hydroxysteroid-Dehydrogenase 

katalysiert ebenfalls die Synthese von E2 aus E1 in den Granulosazellen (Löffler und 

Petrides 2003). 

17β-Estradiol (E2) ist das bedeutendste und physiologisch wirkstärkste Estrogen. Das 

ebenfalls in den Granulosazellen der Ovarien synthetisierte Estron (E1) und der 

Hauptmetabolit des Estradiols Estriol (E3) (Abb. 1.1) stellen zwei weitere natürliche, 

wenn auch bezogen auf die Rezeptorbindungsaffinität schwächere Liganden der 

Estrogenrezeptoren dar (Kuiper et al. 1997). Somit entfalten diese beiden natürlich 

vorkommenden Estrogene eine deutlich geringere Wirkung als E2. Estradiol ist 

zweimal wirkstärker als Estron und übersteigt die Wirksamkeit seines Metaboliten 

Estriol um etwa das Zehnfache (Silbernagel und Despopoulos 2003, Kuiper et al. 

1997). 
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17β-Estradiol (E2) Estron (E1) Estriol (E3)17β-Estradiol (E2) Estron (E1) Estriol (E3)

 

Abb. 1.1: Strukturformeln der körpereigenen Estrogene 17β-Estradiol, Estron und Estriol. 

Estrogene werden im Blut zu einem sehr hohen Prozentsatz an sexualhormon-

bindende Globuline (SHBGs) gebunden, sodass nur ein sehr geringer Anteil der 

zirkulierenden Estrogene frei, d.h. in seiner physiologisch aktiven Form im Blut 

vorliegt. Bedingt durch die ausgeprägte Lipophilie können Estrogene in den 

unterschiedlichen Zielgeweben sehr gut Zellmembranen überwinden, um 

anschließend mit hoher Affinität an ihre spezifischen Rezeptoren zu binden. Daher 

sind Estrogene auch für die transdermale Applikation über Hautpflaster geeignet. 

Oral ist das natürlich vorkommende Estradiol, ganz im Gegensatz zum synthetischen 

Ethinylestradiol (EE) (Maier und Herman 2001, Coelingh Bennink 2004), nicht 

verfügbar, da es unmittelbar nach der Absorption aus dem Dünndarm ins Blut bereits 

bei der ersten Leberpassage fast vollständig aus dem Blut entfernt wird. Estradiol 

wird in der Leber mit seinen Hydroxylgruppen an Sulfat oder Glukuronsäure 

gekoppelt und mit dem Harn oder der Galle ausgeschieden. Hauptausscheidungsform 

der Estrogene ist ihr Metabolit Estriol (Silbernagel und Despopoulos 2003). 

1.1.2 Physiologische Wirkungen der Estrogene 

Estrogene beeinflussen neben der Ausprägung der sekundären Geschlechtsmerkmale 

der Frau in unterschiedlichen klassischen und nicht-klassischen estrogensensitiven 

Organen und Geweben verschiedene Stoffwechselvorgänge, physiologische 

Parameter und Organfunktionen (Barkhem et al. 2004). 

Eine der wichtigsten Funktionen erfüllt E2 im Zusammenspiel mit Progesteron im 

Hypothalamus-Hypophysen-Ovar-System bei der Vorbereitung des Endometriums 

des Uterus auf die Implantation eines befruchteten Eies. Hier steuert es während des 

monatlichen Menstruationszyklus die Sequenz von Wachstum (proliferative Phase), 

Differenzierung (sekretorische Phase) und Rückbildung (Menstruation) des 

Endometriums. Auch die Expression der Estrogenrezeptoren (ERs) und des 

Progesteronrezeptors (PR) sind zyklischen Schwankungen unterworfen. Die 

Expressionsrate des ERα steigt zur Zyklusmitte hin an und erreicht seine maximale 
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Konzentration im späten Abschnitt der proliferativen Phase des Endometriums. 

Somit induzieren Estrogene den Aufbau der Uterusschleimhaut, tragen zur 

Verlängerung der uterinen Drüsen bei, sorgen für Wachstum und Vermehrung der 

Muskelfasern im Uterus und rufen eine entsprechend zunehmende Vaskularisierung 

hervor (Löffler und Petrides 2003). 

Kommt es zur Befruchtung, so wird unter dem Einfluss der Steroidhormon-

produktion des Corpus luteum die Schwangerschaft aufrechterhalten und sowohl 

Estradiol als auch Progesteron rufen verschiedene, den Embryo schützende 

physiologische und morphologische Wirkungen hervor. 

Neben dem Uterus werden in weiteren klassischen estrogensensitiven Geweben wie 

den Mammae und der Vagina die Estrogenrezeptoren verstärkt exprimiert. In der 

Brustdrüse bewirkt die Aktivierung der Estrogenrezeptoren eine Stimulation von 

Wachstum und Differenzierung des Gangepithels, eine Induktion der meiotischen 

Aktivität von Gangzylinderepithelien und das Wachstum des Bindegewebes. In der 

Vagina bewirken Estrogene eine Verdickung der Schleimhaut und eine vermehrte 

Abstoßung glykogenhaltiger Epithelzellen, was über eine vermehrte Milchsäure-

produktion der Döderlein-Bakterien in der Vagina zu einem sauren Milieu führt, 

wodurch die Infektionsgefahr herabgesetzt wird (Silbernagel und Despopoulos 

2003). 

Estrogene haben zusätzlich in verschiedenen extragonadalen, nicht-klassischen 

Geweben spezifische Wirkungen. Sie beeinflussen den Fettstoffwechsel, indem sie 

u.a. die Plasmaspiegel von Apoliopoprotein B (ApoB) und ApoE erhöhen und den 

Spiegel des high density Lipoproteinens (HDL) senken (Windler et al. 1980, 

Srivastava et al. 1997, Srivastava et al. 2001). 

Im Gehirn trifft man neben dem Hypothalamus auf weitere Areale, die Zielgewebe 

von Estrogenen darstellen. Estrogene regulieren und beeinflussen verschiedene 

Gehirnfunktionen positiv. Hierzu zählen der Gemütszustand, die neuronale 

Entwicklungsfähigkeit und die kognitive Funktion. Aufgrund ihrer neuroprotektiven 

Fähigkeiten werden Estrogene zur Behandlung von altersbedingten Krankheiten wie 

Alzheimer und Apoplexie diskutiert (Singh et al. 2006). 

Neben den Einflüssen biomechanischer Belastung stellen die Wirkungen von 

Estrogenen wesentliche physiologische Mechanismen des Erhalts der Knochenmasse 

dar (Riggs et al. 2002). Estrogene unterdrücken die Abnahme der Knochendichte, 

indem sie einander ausgleichende Anteile des Knochenaufbaus und des 
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Knochenabbaus, also die Knochenhomöostase, sicherstellen (Chow et al. 1992, 

Manolagas 2000). Auf zellulärer Ebene beeinflussen sie Bildung, Lebensdauer und 

funktionelle Aktivität von Osteoklasten (Hughes et al. 1996) und Osteoblasten 

(Majeska et al. 1994). Während der Menopause sinkt der Serumspiegel von E2 auf 3-

5% des prämenopausalen Levels und der E1-Serumspiegel wird auf 25-35% reduziert 

(Khosla et al. 1997, Khosla et al. 1998). Die Untersuchungen der Genexpression von 

verschiedenen Knochenmarkern haben ergeben, dass derart niedrige Estrogenspiegel 

zu einem um 90% verstärkten Knochenabbau führen, während die Expression der 

Marker des Knochenaufbaus nur um 45% ansteigt (Garnero et al. 1996). Daher 

führen sinkende Estrogenspiegel bereits während der Menopause zu einem 

Ungleichgewicht zwischen Knochenauf- und Knochenabbau, was einen verstärkten 

Knochenabbau und somit eine auf einem Estrogenmangel basierende Osteoporose 

zur Folge hat (Riggs et al. 2002). Neben den beschriebenen Einflüssen von 

Estrogenen auf den Knochenstoffwechsel gibt es noch weitere indirekte 

Mechanismen, die von Estrogenen beeinflusst werden und die Knochenarchitektur 

betreffen (Weitzmann und Pacifici 2006). So basieren Veränderungen in der 

Knochenhomöostase auch auf Interaktionen mit dem Immunsystem (Clowes et al. 

2005, Weitzmann und Pacifici 2005), dessen Zellen ebenfalls Estrogenrezeptoren 

tragen (Cutolo et al. 1995, Lambert et al. 2005). 

Die physiologischen Wirkungen von Estrogenen sind auch im Herz-Kreislaufsystem 

durch protektive Effekte gekennzeichnet. Frauen im fortpflanzungsfähigen Alter sind 

im Vergleich zu gleichaltrigen Männern wesentlich seltener von Herz-

Kreislauferkrankungen wie Arteriosklerose oder Bluthochdruck betroffen. Nach der 

Menopause steigt die Erkrankungsrate bei Frauen jedoch beachtlich an (Baker et al. 

2003, Ouyang et al. 2006). Ein wesentlicher Grund hierfür scheint der 

Estrogenmangel nach der Menopause zu sein, denn Estrogene senken nicht nur die 

Blutfette und die Cholesterinkonzentration, sondern verhindern auch Ablagerungen 

an den Gefäßwänden und beeinflussen die Vasodilatation (Smolders et al. 2003, 

Tostes et al. 2003). Zudem hemmen Estrogene als Antioxidanzien die Wirkung von 

Sauerstoffradikalen und mindern somit u.a. das Herzinfarkt-Risiko (Subbiah 1998, 

Maxwell 1998). 

In weiteren Organen und Geweben wie z.B. in der Leber (Diel et al. 2004a, Diel et 

al. 2006) oder im Darm (Campbell-Thompson et al. 2001, English et al. 2001, Deroo 
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und Korach 2006) vermitteln Estrogenrezeptoren ebenso physiologische und 

pathophysiologische Wirkungen von Estrogenen. 

1.1.3 Struktur und klassische Wirkmechanismen der Estrogenrezeptoren 

Die Estrogenrezeptorsubtypen ERα und ERβ gehören zu der Superfamilie der primär 

kernständigen Rezeptoren („nuclear receptors“) (Weigel 1996). Sie stellen somit 

ligandenaktivierte Transkriptionsfaktoren dar (Tsai und O´Malley 1994), die 

gewebespezifische Antworten auf 17β-Estradiol vermitteln (Nilsson et al. 2001). 

Estrogenrezeptoren sind jedoch nicht ausschließlich im Zellkern lokalisiert, sondern 

haben auch im Zytoplasma und in der Plasmamembran spezifische Einflüsse auf 

Signaltransduktionskaskaden (Deroo and Korach 2006). Estrogene gelangen aus dem 

Blut über den interstitiellen Raum durch passive Diffusion in die Zielzellen. 

Begünstigt wird dieser Vorgang durch die ausgeprägte Lipophilie der Estrogene. In 

der Zielzelle binden sie hochspezifisch an die ERs, was eine Transaktivierung und 

mehrere Phosphorylierungen der Rezeptoren durch Proteinkinasen zur Folge hat und 

schließlich zur Dimerisierung der estrogen-aktivierten Rezeptoren führt (Chen et al. 

1999a). 

Molekulare und biochemische Analysen haben gezeigt, dass Estrogenrezeptoren, 

sowie andere Mitglieder der Superfamilie der primär kernständigen Rezeptoren auch, 

aus sechs Domänen (A-F) bestehen (Abb. 1.2) (Shao und Brown 2004). 

A/B C D E F
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LBD

Transcription activation function
AF-1

AF-2

N C
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CA/B C DD EE FFN
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ERα

ERβ

 

Abb. 1.2: Vergleichende schematische Darstellung der sechs Domänen der Estrogenrezeptorsubtypen 
und ihrer Funktionen (nach: Shao und Brown 2004). 

Im N-terminalen Abschnitt ist die A/B-Domäne lokalisiert, die einen 

Transaktivierungsbereich (AF-1) beinhaltet, welcher als ligandenunabhängiger 

Transkriptionsaktivator dient (El-Tanani et al. 1997, Smith et al. 1993, Dutertre und 

Smith 2003). Hieran schließt sich die DNA-Bindungsdomäne (DBD) des Rezeptors 

an, die der spezifischen Bindung an spezielle Bereiche der DNA dient und eine 
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Dimerisierungsregion beinhaltet (White et al. 1991, Kuntz et al. 1997). Die 

klassische, durch Estrogene hervorgerufene Aktivierung von spezifischen Genen 

durch wechselwirkende palindromische „estrogen responsive elements“ (EREs) 

(GGTCA(N)3TGACC) (Schwabe et al. 1993) setzt Interaktionen mit kernständigen 

ERα Homodimeren über Zinkfinger-Motive mit E2-responsiven Promotoren voraus 

(Schwabe et al. 1990, Luisi et al. 1991). Hierbei wird eine Vielzahl von anderen 

kernständigen Kofaktoren benötigt, die essenziell für die ligandenaktivierte 

Genexpression sind (Ichinose et al. 1997, Shibata et al. 1997, Zheng et al. 2005). 

Beispiele für klassisch regulierte Gene mit mindestens einem ERE in der 

Promotorregion sind Complement C3, dessen Promotor zwei EREs beinhaltet (Fan et 

al. 1997) oder das Gen des Progesteronrezeptors (Savouret et al.1991). 

Domäne D stellt eine zentrale Gelenkregion des Proteins dar, an die sich unmittelbar 

die Ligandenbindungsdomäne (LBD) anschließt (Abb. 1.2). Diese Domäne 

beschreibt den Bereich des Rezeptorproteins, der verschiedene Estrogene und 

Antiestrogene spezifisch bindet, mit ihnen interagiert und eine Transaktivierung 

erfährt (Beekman et al. 1993, Fritsch et al. 1992). Die Aktivierung des ER beinhaltet 

außerdem eine Vielzahl an Phosphorylierungen von Serinen im Bereich der A/B 

Domäne (Arnold et al. 1994) und im Bereich der LBD (Arnold et al. 1995). Die 

relativ ausgeprägte Größe der LBD des ERα bietet vielfältige Bindungs-

möglichkeiten für eine Vielzahl von verschiedenen estrogen und antiestrogen 

wirkenden Liganden (Anstead et al. 1997, Kuiper et al. 1997, Kuiper et al. 1998, 

Barkhem et al. 1998). Die LBD beinhaltet zusätzlich die zweite Transaktivierungs-

domäne (AF-2), eine ligandeninduzierte Aktivierungsdomäne, die es ermöglicht, 

Koregulatoren (McKenna et al. 1999, Robyr et al. 2000) wie z.B. den Steroid 

Rezeptor Coaktivator 1 (SRC-1) zu binden (Henttu et al. 1997, Smith et al. 1996). 

SRC-1 ist Mitglied einer Familie von Koaktivatoren, die in phosphorylierter Form 

die Aktivierung der Genexpression durch kernständige Rezeptoren verstärken 

(Rowan et al. 2000). Die Bindung von koregulatorischen Proteinen, wie SRC-1 oder 

TIF-2 (transcription intermediary factor-2) an die ligandeninduzierte AF-2 des 

Estrogenrezeptors wird erst durch die Bindung von 17β-Estradiol an den Rezeptor 

ermöglicht. 

Binden hingegen Antiestrogene wie z.B. Faslodex (ICI), Raloxifene (RAL) oder 

Tamoxifen (TAM) antagonistisch (Brzozowski et al. 1997, MacGregor und Jordan 

1998, O´Regan et al. 1998), erfährt das Rezeptorprotein eine Konformations-
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änderung, die eine entsprechende Bindung von Kofatoren an die AF-2 verhindert. 

Koregulatoren wie N-CoR (nuclear receptor co-repressor) oder SMRT (silencing 

mediator of retinoid and thyroid receptors) (Lavinsky et al. 1998) binden ebenfalls an 

die AF-2, üben jedoch eine inaktivierende Wirkung auf den ER aus und stellen daher 

Korepressoren des Estrogenrezeptors dar. 

Den sechsten und abschließenden Abschnitt des Rezeptorproteins bildet die C-

terminale Domäne F. 

Der ERα liegt im Zellkern zunächst in seiner inaktiven Form vor, die durch die 

Assoziation mit einer Vielzahl von „heat shock“ Proteinen (hsp) wie z.B. hsp 90 

(Chambraud et al. 1990, Lahooti et al. 1990) oder hsp 56 charakterisiert ist (hsp-ER-

Komplex). Diffundieren nun Estrogene in die Zelle, lagern sie sich an die hsp-

Rezeptor-Komplexe an, wodurch diese dissoziieren und sich zu Dimeren verbinden. 

Außerdem werden die Rezeptorproteine nach Bindung an ihren Liganden an 

verschiedenen Positionen phosphoryliert, was zur Bindung verschiedener Kofaktoren 

führt (Eng et al. 1998). Die so entstandenen Homodimere interagieren über ein 

doppeltes Zinkfingermotiv mit EREs in der Promotorregion estrogensensitiver Gene. 

Nach Anlagerung von koregulierenden Proteinen an die AF-2 kann nun die 

Transkription der Zielgene beeinflusst werden (Abb. 1.3 (i)). Der hsp-ER-Komplex, 

die Dimerisierung oder auch die Phosphorylierung des Rezeptors bieten somit 

vielfältige Regulationsmöglichkeiten klassisch regulierter estrogensensitiver Gene. 
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Abb. 1.3: Klassische genomische (i) und alternative nicht-genomische (ii, iii) Wirkungsweisen von 
Estrogenen (übernommen aus: Deroo and Korach 2006). 

1.1.4 Alternative genomische und nicht-genomische Wirkungsweisen von 

Estrogenen 

Neben der klassischen genomischen Wirkungsweise von Estrogenen über die 

Bindung von kernständigen Estrogenrezeptoren, die zur Dimerisierung der 

Rezeptoren und zu deren Bindung an EREs führt, worüber schließlich die 

Genexpression von estrogensensitiven Genen beeinflusst wird, gibt es verschiedene 

nicht-genomische und genomische, alternative Wirkmechanismen von Estrogenen 

(Deroo und Korach 2006). Etwa ein Drittel der Gene des Menschen, die von 

Estrogenrezeptoren reguliert werden, enthalten kein ERE im Promotor (O'Lone et al. 

2004). In diesem Falle beeinflussen Estrogenrezeptoren im Zellkern die 

Genexpression, indem sie über Protein-Protein-Interaktionen Transkriptionsfaktoren 

aktivieren oder hemmen (Göttlicher et al. 1998). Ein Beispiel für einen solchen 

Regulationsmechanismus stellt die Regulation des Zytokins Interleukin-6 (IL-6) 

durch Estrogene dar (Horowitz 1993). Hier interagiert der durch Estradiol aktivierte 

ER mit dem Transkriptionsfaktor NF-кB (Nuclear Factor kappa B), was zu einer 

verminderten Bindeaktivität des Transkriptionsfaktors an den IL-6 Promotor und 

daher zu einer reduzierten Expression des IL-6 Gens führt (Pottratz et al. 1994, Stein 
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und Yang 1995). Somit stellt das IL-6 Gen ein indirekt estrogensensitives Gen dar, 

welches ohne ERE durch aktivierte ERs negativ reguliert wird; ein Beispiel für einen 

ERE unabhängigen genomischen Signalweg von Estrogenen. 

Einige durch Estrogene hervorgerufene physiologische Wirkungen ereignen sich 

innerhalb von wenigen Minuten, also so schnell, dass sie nicht von der Aktivierung 

von RNA- und Proteinsynthese abhängig sein können. Diese Effekte sind als nicht-

genomische Wirkungsweisen bekannt (Warner und Gustafsson 2006) und man 

vermutet, dass hierfür membranständige ERs verantwortlich sein könnten (Razandi 

et al. 2004, Bjornstrom und Sjoberg 2005). Bei diesen nicht-genomischen 

Signalwegen setzen die aktivierten membranständigen ERs Proteinkinasekaskaden in 

Gang (Losel und Wehling 2003) oder beeinflussen Ionentransporte über 

Zellmembranen (Warner und Gustafsson 2006) (Abb. 1.3). Ein Beispiel für einen 

solchen nicht-genomischen Einfluss von Estrogenen stellt die Aktivierung der 

endothelialen Stickoxid-Synthase (eNOS) durch Estradiol dar (Warner und 

Gustafsson 2006). Hierbei induziert der aktivierte ERα eine Proteinkinasekaskade, 

die schließlich zur Phosphorylierung der im Zytoplasma befindlichen eNOS und 

somit zu ihrer Aktivierung führt (Chambliss and Shaul 2002, Chen et al. 1999c). 

Weitere nicht-genomische Wirkungsweisen von Estradiol sind die Mobilisierung von 

intrazellulärem Kalzium (Improta-Brears et al. 1999), die Stimulation der Produktion 

von cAMP (Aronica et al. 1994), die Beeinflussung des MAPK Signalweges (Endoh 

et al. 1997) und des PI3-Kinase Signalweges (Castoria et al. 2001). 

Estrogene können auch ohne Interaktionen mit Estrogenrezeptoren physiologische 

nicht-genomische Wirkungen in Zellen hervorrufen, indem sie an membranständige 

EBPs (estrogen binding proteins) binden und hierüber Signaltransduktionskaskaden 

beeinflussen (Abb. 1.3). 
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1.1.5 Estrogenrezeptor „crosstalk“ in Abwesenheit seines Liganden 

Zusätzlich zu der oben beschriebenen klassischen ligandenabhängigen 

Einflussnahme der ERs auf die Genexpression von Genen mit mindestens einem 

ERE im Promotor, interagieren Estrogenrezeptoren oder ihre Koaktivatoren, 

Korepressoren und gebundenen Hitzeschockproteine auch mit nicht-steroidalen 

Molekülen aus verschiedenen Signaltransduktionskaskaden, wodurch die ERs durch 

Interaktionen („crosstalk“) mit anderen Signalwegen der Zelle ligandenunabhängig 

aktiviert werden (Weigel et al. 1998). So vermag z.B. eine Erhöhung des cAMP-

Spiegels und eine Erhöhung der Aktivität der Proteinkinase A (PKA) den Einfluss 

von ERα auf verschiedene Signalwege zu stimulieren (Coleman und Smith 2001, 

Coleman et al. 2003), indem durch PKA hervorgerufene Phosphorylierungen in 

spezifischen Bereichen der ERs in Abwesenheit ihres Liganden zu deren Aktivierung 

führen. 

Eine Behandlung von Zellen mit EGF (epidermal growth factor) oder mit IGF-1 

(insulin-like-growth-factor-1) führt zu einer Steigerung der transkriptionellen 

Aktivität von ERα und ERβ, indem die Wachstumsfaktoren EGF und IGF-1 eine 

erhöhte Aktivität der MAPK (mitogen-activated protein kinase), durch eine 

Überexpression der MAPK-Kinase bewirken, was zu ER-Phosphorylierungen im 

Bereich der ligandenunabhängigen AF-1 an Serin 118 führt (Smith 1998, Tremblay 

et al. 1999b, Klotz et al. 2002). Somit wird die Aktivität der N-terminalen AF-1 des 

ER über eine Phosphorylierung durch die MAPK-Kaskade des Signaltrans-

duktionsweges der Wachstumsfaktoren moduliert (Kato et al. 1995, Lannigan et al. 

2003). Eine weitere mögliche Aktivierung des ER über den Signalweg der 

Wachstumsfaktoren EGF und IGF-1 in Abwesenheit von Estrogenen stellt die 

Interaktion von ER mit der Protein B Kinase (serine/threonine kinase (Akt)) dar 

(Martin et al. 2000). Die Aktivierung der Akt erfolgt über PI3-K 

(phosphatidylinositol 3-kinase). Wird die PI3-K spezifisch blockiert, so wird auch 

die transkriptionelle Aktivität des ERα in mit EGF oder IGF-1 behandelten Zellen 

gehemmt. Auch für die ligandenunabhängige Aktivierung des ERα durch die 

Proteinkinasen PKA und MAPK kann mit Hilfe einer Behandlung der Zellen mit ICI 

gezeigt werden, dass sie rezeptorvermittelt ist. 

Somit interagiert der Estrogenrezeptor in Abwesenheit seiner spezifischen Liganden 

mit aktivierten Proteinkinasen aus Signaltransduktionskaskaden von Wachstums-
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faktoren („crosstalk“), indem er an spezifischen Stellen (z.B. Serin 118) 

phosphoryliert und somit aktiviert wird, wodurch schließlich zellspezifische Effekte 

hervorgerufen werden. 

1.1.6 Estrogenrezeptor Beta (ERβ): Struktur und Funktion 

Für lange Zeit glaubte man, dass der ERα ein einzelner Vermittler der 

physiologischen Effekte von Estrogenen sei. 1996 wurde jedoch ein weiterer 

Estrogenrezeptorsubtyp in der Prostata von Ratten entdeckt (Kuiper et al. 1996). 

Homologe Proteine wurden später auch für den Menschen (Mosselman et al. 1996, 

Enmark et al. 1997), die Maus (Tremblay et al. 1997) und andere Spezies 

nachgewiesen. Die Entdeckung dieses ERβ hat mehr als ausreichenden Anlass 

gegeben, die Biologie von Estrogenen ganz neu zu hinterfragen, da die koordinierte 

und integrierte Aktivität zweier Estrogenrezeptorsubtypen weitaus komplexere und 

vielfältigere Regulationsmechanismen ermöglicht. 

Wie der ERα hat auch der ERβ die für kernständige Rezeptoren typische 

Grundstruktur, bestehend aus sechs Domänen und den beiden Transaktivierungs-

domänen AF-1 und AF-2 (Abb. 1.2). Dennoch unterscheiden sich die beiden 

Estrogenrezeptorsubtypen innerhalb der Domänen, abgesehen von der DBD, deutlich 

in ihrer Aminosäuresequenz. Die DBD von ERβ ist zu 97% identisch zu der des 

ERα, während die Aminosäuresequenzen der LBDs der beiden Estrogenrezeptor-

subtypen nur zu 59% übereinstimmen (Shao und Brown 2004). Somit weisen die 

LBDs der beiden Estrogenrezeptorsubtypen eine ähnliche Homologie auf, wie die 

LBDs des Glukokortikoidrezeptors und des Mineralokortikoidrezeptors (Gustaffsson 

2000), was deutlich macht, wie unterschiedlich die Ligandenbindungseigenschaften 

der beiden Estrogenrezeptoren sind. 

Die auf ihrer Expression basierenden Mengenverhältnisse der Transkriptionsfaktoren 

ERα und ERβ variieren in den unterschiedlichen klassischen reproduktiven und 

nicht-klassischen ER-positiven Geweben (Hall et al. 2001, Diel 2002, Nilsson und 

Gustaffson 2002, Warner et al. 2003) (Abb. 1.4). 
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Abb. 1.4: Estrogensensitive Gewebe, Organe und Zellen, sowie gewebespezifische quantitative 
Verteilungsmuster der Estrogenrezeptorsubtypen (nach: Kuiper et al. 1997, Setchell und Cassidy 
1999, Diel 2002). 

Seitdem molekulare Untersuchungen gezeigt haben, dass ERβ nicht nur 

Homodimere, sondern auch Heterodimere mit ERα bildet (Pace et al. 1997, Petterson 

et al. 1997, Cowley et al. 1997, Monroe et al. 2005), ist deutlich geworden, wie 

komplex und vielfältig die über Estrogene, insbesondere über E2, vermittelten 

Regulationsmechanismen und Signalwege in verschiedenen Zielgeweben und 

Zielzellen sind. Welche Bedeutung ERα/ERβ Heterodimere bei der Signalisierung 

von E2 haben, ist weitestgehend ungeklärt. Nur wenige Untersuchungen haben bisher 

begonnen, die Funktion und Bedeutung von ER Heterodimeren für den ERE-

abhängigen Signalweg zu durchleuchten (Tremblay et al. 1999a). 

Trotz der geringen Übereinstimmung in der Aminosäuresequenz der LBDs der ERs 

ERα und ERβ binden Estrogene wie E2 mit gleicher Affinität an beide Rezeptoren 

(Kuiper et al. 1998), wohingegen die Affinitäten verschiedener anderer Liganden 

deutliche rezeptorsubtypspezifische Unterschiede zeigen. Für verschiedene 

synthetische Estrogene wurde bereits gezeigt, dass sie gewebespezifisch estrogen 

wirksam sind. So antagonisiert das SERM Tamoxifen die durch E2 induzierte 

Proliferation im Brustdrüsengewebe (Reddel et al. 1983), indem es die LBD des ER 

für E2 blockiert. Als eine Substanz mit der Eigenschaft wachstumsstimulierende 

Effekte von E2 im Brustdrüsengewebe hemmen zu können, wurde Tamoxifen (TAM) 
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daher für sehr lange Zeit zum Mittel der Wahl für Brustkrebsprävention und 

Brustkrebstherapie in Betracht gezogen (Osborne 1988). Jedoch stellte sich bald 

heraus, dass TAM agonistische Effekte im Uterus bewirkt (Gielen et al. 2005). Daher 

ist die Möglichkeit gegeben, dass eine Applikation von TAM das Risiko, an einem 

Endometriumskarzinom zu erkranken, steigert (Assikis et al. 1996). Somit agiert 

TAM in unterschiedlichen Geweben entweder als Agonist oder als Antagonist. Eine 

weitere synthetische Substanz mit gewebespezifischen Eigenschaften ist Raloxifene 

(RAL). Im Gegensatz zu TAM wirkt RAL im Knochen agonistisch (Black et al. 

1994), jedoch als ein Antagonist im Brustdrüsengewebe (Cummings et al. 1999) und 

im Uterus (Black et al. 1994). Derartige Substanzen, die gewebespezifische 

Wirkungen über den Estrogenrezeptor vermitteln, werden unter dem Begriff SERMs 

(„selective estrogen receptor modulators“) zusammengefasst (Diel et al. 2001a, Diel 

2002, Lewis-Wambi und Jordan 2005). Die Entwicklung neuer SERMs, die als 

Agonisten im Knochen, im kardiovaskulären System und in neuralen Zellen, jedoch 

im Brustdrüsengewebe und im Uterus als Antagonisten wirken, würde neue 

Möglichkeiten für Brustkrebstherapien (Plouffe 2000, Gluck und Maricic 2003), 

sowie für die Prävention und Behandlung von menopausalen und postmenopausalen 

Symptomen eröffnen. 

Mit der detaillierten Erforschung der Domänen des ER, die für die Interaktionen mit 

der DNA und den Liganden verantwortlich sind und mit der Entdeckung eines 

zweiten Estrogenrezeptorsubtypen (ERβ), konnte ein besserer Einblick in die 

Rezeptorfunktionen in Zielzellen gewonnen werden. Die Möglichkeiten 

verschiedener Liganden, EREs, Transkriptionsfaktoren, Koaktivatoren und 

Korepressoren, sowie Proteinkinasen aus verschiedenen Signalwegen mit den 

Estrogenrezeptoren α und β zu interagieren und ihre Aktivität zu verändern, rüstet 

Zielzellen mit einer enormen Vielfältigkeit aus, um auf hormonelle Signale 

antworten und zelluläre Funktionen regulieren zu können. Wie Estrogene in 

bestimmten Zielzellen wirken und ob ein SERM in einem Gewebe als Agonist, oder 

als Antagonist wirkt, hängt also ganz wesentlich von der Ausstattung der Zellen mit 

Koaktivatoren und Korepressoren, sowie von dem Mengenverhältnis der beiden 

Estrogenrezeptorsubtypen ab, welches in unterschiedlichen Zielgeweben sehr stark 

variiert (Abb. 1.4). Während die physiologischen Einflüsse der Aktivierung des ERα 

weitestgehend bekannt sind, haben die viel versprechenden gewebespezifischen 

Verteilungsmuster des ERβ und seine pathophysiologische Bedeutung für die 
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Behandlung verschiedener Erkrankungen in den letzten Jahren das Augenmerk 

wissenschaftlichen Bestrebens bei der Aufklärung estrogener Wirkungsweisen auf 

sich gezogen (Imamov et al. 2005). 

1.2 Phytoestrogene 

1.2.1 Epidemiologie der Phytoestrogene 

Wechselnde und sinkende Estrogenspiegel, wie sie bei Frauen während und nach der 

Menopause auftreten, sind mit individuell verschiedenen Wechseljahrsbeschwerden 

verbunden (Greendale et al. 1999, Morris und Rymer 2005). Hierzu zählen u.a. 

Hitzewallungen (Haimov-Kochman und Hochner-Celnikier 2005), Antriebslosigkeit, 

Depressionen, (Schmidt 2005) und physiologische Veränderungen des Fettstoff-

wechsels (Carr 2003). Außerdem steigt mit einem sinkenden Estrogenspiegel das 

Risiko an Herz-Kreislauferkrankungen (Stramba-Badiale et al. 2006), Arterio-

sklerose (Arnal und Bayard 2001) und Osteoporose (Delaney 2006) zu erkranken. Da 

all diese Beschwerden und Krankheitsbilder auf einem Estrogenmangel beruhen oder 

zumindest hierdurch nachteilig beeinflusst werden, werden sie schon seit Jahrzehnten 

erfolgreich mit einer herkömmlichen Hormonersatztherapie (HET) behandelt 

(Gambrell 1982, Schindler 2006). 

Seit jedoch die „Million Woman Study“ im Jahr 2003 gezeigt hat, dass Frauen mit 

HET einem deutlich höheren Brustkrebsrisiko ausgesetzt sind als solche, die keiner 

Hormonsubstitution unterliegen (Beral et al. 2003), ist die Verunsicherung bei den 

Patientinnen und der Bedarf an schonenden Alternativen zur herkömmlichen HET 

für die Behandlung von Wechseljahrsbeschwerden stark gewachsen (Fitzpatrick 

1999). 

Hinzu kommt, dass einige der bedeutendsten Erkrankungen der westlichen Welt wie 

verschiedene Krebserkrankungen und Herz-Kreislauferkrankungen mit estrogenen 

Wirkmechanismen in Zusammenhang gebracht werden (Adlercreutz 1990, Setchell 

und Cassidy 1999). 

Somit wird, abgesehen von den Konsequenzen einer eingeschränkten und schließlich 

ausbleibenden Estrogenproduktion während und nach der Menopause, zusätzlich die 

vielfältige pathophysiologische Bedeutung von Estrogenen und ihren molekularen 

Wirkmechanismen bei der klinischen Therapie von verschiedenen Erkrankungen 

deutlich. Hier kommen bereits Estrogenrezeptorantagonisten und selektive 

Estrogenrezeptormodulatoren (SERMs) bei der Therapie von Brustkrebs (Lewis-
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Wambi und Jordan 2005, Sola und Renoir 2006) und Osteoporose (Close et al. 2006) 

zur Anwendung. 

Vor diesem Hintergrund ist in den letzten Jahren das Interesse vieler 

Forschungsgruppen an natürlichen und in der Nahrung befindlichen sekundären 

Pflanzeninhaltsstoffen, die das Potential estrogener Wirksamkeit besitzen, gestiegen. 

Epidemiologische Datenerhebungen haben gezeigt, dass das verstärkte Auftreten 

hormonabhängiger Erkrankungen und Wechseljahrsbeschwerden mit westlichen 

Ernährungsgewohnheiten korreliert. Bewohner ostasiatischer Länder wie Japan und 

China zeigen deutlich niedrigere Raten von osteoporotischen Frakturen, Herz-

Kreislauferkrankungen, postmenopausalen Symptomen und verschiedenen 

Krebserkrankungen wie z.B. Mamma- und Endometriumskarzinomen als Einwohner 

westlicher Länder (Adlercreutz und Mazur 1997, Yamamoto et al. 2003). Eine 

Ursache für das niedrigere Krebsrisiko könnte darin liegen, dass die Konzentrationen 

der mit dem Blutplasma im Körper zirkulierenden Estrogene bei asiatischen Frauen 

um 20-30% niedriger sind (Shimizu et al. 1990, Wang et al. 1991, Sowers et al. 

2006) und die Menstruationszyklen 2-3 Tage länger andauern (Henderson et al. 

1985, Wu et al. 1996) als bei Frauen aus westlichen Ländern. Für die niedrigeren 

Estrogenspiegel werden wiederum verschiedene Wirkungen von Phytoestrogenen als 

Ursache in Betracht gezogen (Nagata et al. 1998, Lu et al. 2000, Loukovaara et al. 

1995, Pino et al. 2000). Hieraus resultiert, dass Frauen in ostasiatischen Ländern 

lebenslang einem deutlich niedrigeren Estrogeneinfluss ausgesetzt sind, worin viele 

Arbeitsgruppen einen Zusammenhang mit dem 4-5 mal niedrigeren Brustkrebsrisiko 

in asiatischen Ländern vermuten (Key und Pike 1988, Bernstein et al. 1990). 

Für einen auf ostasiatischen Ernährungsgewohnheiten begründeten gesundheitlichen 

Vorteil in Bezug auf bestimmte Erkrankungen spricht auch die Tatsache, dass bei 

Asiaten, die westliche Ernährungsgewohnheiten adaptieren, das Erkrankungsrisiko 

auf ein westliches Niveau steigt (Adlercreutz und Mazur 1997), was genetische 

Unterschiede als Ursache ausschließt. Untersuchungen dieser Korrelation von 

Ernährungsgewohnheiten und gesundheitlichen Risiken haben verschiedene 

Forschungsgruppen daher zu der These geführt, dass das verstärkte Auftreten solcher 

Erkrankungen in westlichen Populationen mit der vergleichsweise deutlich 

reduzierten Aufnahme von Phytoestrogenen über die Nahrung einhergehen könnte 

(National academy of sciences 1982, Adlercreutz 1998, Setchell 1998). 
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1.2.2 Vorkommen, Bioverfügbarkeit und Metabolismus von Phytoestrogenen 

Seit 1931 ist bekannt, dass die glykosidischen Formen der Isoflavone Genistein und 

Daidzein in großen Mengen (100-300 mg/100g) in Sojabohnen vorkommen (Walz 

1931). In den 40er Jahren wurde man erstmals auf die hormonelle Wirkung von 

Phytoestrogenen aufmerksam. Man hat an Schafen, die in Gegenden grasten, in 

denen verschiedene Kleearten (Trifolium sp.) zahlreich vertreten waren, ein 

Unfruchtbarkeitssyndrom („clover disease“) beobachtet (Bennetts et al. 1946). 

Seither wurden immer wieder adverse physiologische Effekte an Tieren beobachtet, 

die mit der Nahrung große Mengen von Phytoestrogenen aufgenommen haben 

(Leopold et al. 1976, Kaldas und Hughes 1989). 

Mit diesen Beobachtungen sind in Pflanzen enthaltene, phenolische Substanzen in 

den Fokus des wissenschaftlichen Interesses geraten und nicht zuletzt die 

Entdeckung des ERβ und der Bindungspräferenzen vieler Phytoestrogene an diesen 

Rezeptor (Kuiper et al. 1996, Kuiper et al. 1998) haben zu einem enormen Anstieg 

der Zahl wissenschaftlicher Veröffentlichungen über Phytoestrogene in den letzten 

10 Jahren geführt (Usui 2006). 

Phytoestrogene sind sekundäre Pflanzeninhaltsstoffe, die im Gegensatz zu 

Estrogenen nicht-steroidaler Herkunft sind, aber dennoch mit ihnen einige 

strukturelle Voraussetzungen teilen, die es ihnen erlauben, spezifisch an 

Estrogenrezeptoren zu binden (Abb. 1.7) (Price und Fenwick 1985, Setchell 1998). 

Zu den verschiedenen Klassen von Phytoestrogenen gehören Flavonoide, 

Coumestane und Lignane (Abb. 1.5). 

Isoflavone sind in erster Linie in Vertretern der Pflanzenfamilie der Fabaceae 

anzutreffen. In deren Hülsenfrüchten liegen sie an Zucker (z.B. D-Glucose, D-

Galaktose oder D-Rhamnose) gebunden als Glykoside vor (Coward et al. 1993, 

Franke et al. 1995). Während Genistein und Daidzein in hohen Konzentrationen in 

Sojabohnen und Lebensmitteln aus Soja anzutreffen sind, findet man Biochanin A, 

Formonetin und Glycitein (Abb. 1.5) eher in Klee und Alfalfasprossen (Horn-Ross et 

al. 2000). 

Coumestane sind strukturell verwandt mit den Isoflavonen und sind ebenfalls in 

hohen Konzentrationen in Klee- und Alfalfasprossen anzutreffen (Mazur 1998, 

Thompson et al. 2006). 

Auch prenylierte Flavonoide ähneln in ihrer Struktur sehr den Isoflavonen und sind 

u.a. in Hopfen enthalten. Wichtige Vertreter dieser Flavonoide sind 6- und 8-
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Prenylnaringenin, Xanthohumol und Isoxanthohumol. 8-Prenylnaringenin ist eine 

Substanz, die starke estrogene Aktivität zeigt (Milligan et al. 2000, Milligan et al. 

2002). 

Lignane befinden sich als Zellwandbestandteile vor allem in Kornprodukten, 

Gemüse, Früchten, Samen und Nüssen und ihre Metaboliten wurden schon vor 

geraumer Zeit im Urin von Mensch und Tier nachgewiesen (Setchell et al. 1980). Die 

wichtigsten Vertreter dieser Verbindungen, Secoisolariciresinol, Matairesinol, 

Pinoresinol und Lariciresinol (Abb. 1.5) sind in höheren Konzentrationen in Samen 

(Leinsamen, Sonnenblumenkerne) und in Nüssen anzutreffen (Milder et al. 2005). 

Phytoestrogene

LignaneCoumestaneFlavonoide

Coumestrol

Isoflavone Prenyl-Flavonoide

Genistein
Daidzein
(Equol)

Glycitein
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Abb. 1.5: Wichtige Klassen von Phytoestrogenen. Die Substanzen in Klammern sind nicht als solche 
in Pflanzen vorhanden, sondern Stoffwechselprodukte. Das Schema enthält nicht alle pflanzlichen 
estrogen wirkenden Inhaltsstoffe wie z.B. Mykoestrogene oder Phytosterole. 

Neben den ovariellen Estrogenen und den Phytoestrogenen existieren noch weitere 

Stoffklassen, deren Mitglieder eine Affinität zum Estrogenrezeptor aufweisen. 

Hierzu zählen von Pilzen synthetisierte Mycoestrogene, Pestizide (Hansen und 

Jansen 1994) und andere synthetisch hergestellte Xenoestrogene wie z.B. DDT 

(Murkies und Frydenberg 2003). 

Die in Japan und China mit der Nahrung aufgenommenen täglichen 

Isoflavonmengen liegen zwischen 20-50 mg/Tag (Nagata et al. 1998b, Seow et al. 

1998, Chen et al. 1999b, Arai et al. 2000, Nakamura et al. 2000, Wakai et al. 1999), 

während die geschätzte Isoflavonaufnahme in westlichen Ländern nur bei <1 mg/Tag 

liegt (Setchell and Cassidy 1999). Zum einen sind in Sojabohnen hohe 

Konzentrationen an Isoflavonen anzutreffen, aber auch andere Sojaprodukte 

westlichen und asiatischen Ursprungs enthalten noch Isoflavonkonzentrationen von 
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bis zu 2,5 mg/g (Setchell 1998). Für Daidzein, Genistein und Equol werden 

Plasmakonzentrationen von 50-800 ng/ml erreicht, wenn man mit der Nahrung ca. 50 

mg an Isoflavonen zu sich nimmt (Adlercreutz et al. 1993). Da Phytoestrogene erst in 

Konzentrationen ab etwa 40-50 mg/Tag (Cassidy et al. 1994), nicht aber bei der 

Hälfte dieser Dosierung (23 mg/Tag) (Cassidy et al. 1995) beim Menschen 

signifikante endokrine Wirkungen zeigen und diese Konzentrationen im Gegensatz 

zu ostasiatischen Populationen bei westlichen Nahrungsgewohnheiten bei weitem 

nicht erreicht werden, liegt es nahe, hierin eine Ursache für die oben beschriebenen 

epidemiologischen Unterschiede zu vermuten. Hinzu kommt, dass bereits nach einer 

sojareichen Mahlzeit im Urin Isoflavonkonzentrationen nachweisbar sind, die die 

endogenen Estrogenplasmaspiegel um mindestens das hundertfache überschreiten 

(Axelson et al. 1984), was in Anbetracht der estrogenen und antiestrogenen 

Wirkungen von Phytoestrogenen ihre potentiellen hormonellen Einflussmöglich-

keiten verdeutlicht (Setchell et al. 2001). 

Da die Vertreter der unterschiedlichen Klassen von Phytoestrogenen in 

abweichenden Konzentrationen und Zusammensetzungen in verschiedenen Pflanzen 

und Nahrungsbestandteilen anzutreffen sind (Mazur 1998), ist auch zu 

berücksichtigen, dass das Ausmaß an aufgenommenen Phytoestrogenen in erster 

Linie von individuellen Nahrungsgewohnheiten abhängt. So sind bei Vegetariern 

deutlich höhere Phytoestrogenkonzentrationen im Blutplasma anzutreffen, als in 

Omnivoren (Adlercreutz et al. 1993). 

Isoflavone werden mit der Nahrung in erster Linie als nicht resorbierbare Glykoside 

und glykosidische Derivate (Genistin, Daidzin, etc.) aufgenommen (Setchell et al. 

2002a), können jedoch auch in verschiedenen Nahrungsprodukten als Aglykone 

vorliegen (Setchell 1998, Setchell et al. 2002a). Werden die Isoflavonglykoside 

Genistin und Daidzin mit der Nahrung aufgenommen, können diese durch 

Magensäfte, β-Glykosidasen der Dünndarmschleimhaut und durch Enzyme der 

intestinalen Mikroflora zu den Aglykonen Genistein und Daidzein hydrolysiert 

werden (Setchell und Cassidy 1999). Die Isoflavone Formononetin und Biochanin A 

stellen natürliche Vorläufer von Daidzein und Genistein dar (Abb. 1.6). Vor der 

Absorption können die Isoflavone von der Mikroflora weiter metabolisiert werden, 

wobei z.B. Daidzein zu dem estrogen stärker aktiven Equol (Abb. 1.6) und dem nicht 

estrogenen O-Demythylangolensin reduziert wird (Axelson et al. 1984, Bannwart et 

al. 1984, Joannou et al. 1995, Kelly et al. 1993, Horn-Ross et al. 2000). Ob und in 
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welchem Ausmaß mit der Nahrung aufgenommene Phytoestrogene metabolisiert 

werden können, ist individuell verschieden und von Zustand und Beschaffenheit der 

Darmflora, sowie von der weiteren Zusammensetzung der Nahrung abhängig 

(Setchell et al. 1984, Kelly et al. 1995). So zeigen sich deutliche individuelle 

Unterschiede bei der Herstellung von Equol, dem physiologisch bedeutenden 

Metaboliten von Daidzein (Axelson et al. 1982, Setchell et al. 2002b), der von der 

Darmflora von Säugetieren hergestellt wird (Kelly et al. 1995). Eine 

ballaststoffreiche Ernährung begünstigt die bakterielle Metabolisierung von 

Phytoestrogenen, da hierdurch die intestinale Fermentierung gesteigert, und mit ihr 

die Biotransformation von Phytoestrogenen (z.B. auch die Herstellung des 

Metaboliten Equol aus Daidzein) deutlich erhöht wird (Setchell und Cassidy 1999). 

Bevor sie ins periphere Blut gelangen, können die resorbierten Isoflavonmetaboliten 

in der Leber durch entsprechende enzymatische Reaktionen z.B. mit Sulfat oder 

Glukuronid konjugiert werden. Bei der Ausscheidung über die Galle 

(enterohepatischer Keislauf) können die in den Darm gelangten Konjugate von der 

Mikroflora wieder dekonjugiert und dann erneut resorbiert oder weiter 

verstoffwechselt werden (Axelson und Setchell 1980, Sfakianos et al. 1997, Setchell 

1998). 

Die Bioverfügbarkeit mit der Nahrung aufgenommener Lignane ist ebenfalls 

abhängig von intestinaler bakterieller Hydrolyse, Demethylierung und Dehydroxy-

lierung zu resorbierbaren diphenolischen Verbindungen wie Enterolacton und 

Enterodiol (Abb. 1.6) (Borriello et al. 1985, Adlercreutz et al. 1981).  

Will man allerdings die Wirkungsweise von Phytoestrogenen genauer 

charakterisieren, muss man nicht nur Nahrungsgewohnheiten, die Art der 

Applikation, die chemische Form des Phytoestrogens, seinen Metabolismus, seine 

Bioverfügbarkeit, seine Halbwertszeit und die zeitliche und quantitative Dosierung 

berücksichtigen, sondern auch die estrogenrezeptorsubtypspezifischen Wirkungs-

weisen von verschiedenen Phytoestrogenen und ihren Metaboliten untersuchen. 

Hierbei muss neben der Berücksichtigung von Bindungsaffinitäten und gewebe-

spezifischen Verteilungsmustern der Estrogenrezeptorsubtypen ERα und ERβ 

zwischen vielfältigen genomischen und nicht-genomischen Effekten von 

Phytoestrogenen unterschieden werden (Setchell und Cassidy 1999, Setchell et al. 

2001). 
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Abb. 1.6: Ausgewählte Phytoestrogene und physiologisch bedeutende Metaboliten. Daidzein, 
Biochanin A, Genistein, Matairesinol, Secoisolariciresinol und Coumestrol sind in verschiedenen 
Pflanzenvertretern anzutreffen. Equol, Enterolacton und Enterodiol sind Säugetiermetaboliten ihrer 
pflanzlichen Vorläufermoleküle (nach Horn-Ross et al. 2000). 

1.2.3 Genomische und nicht-genomische physiologische Wirkungen von 

Phytoestrogenen 

Die physiologischen Einflüsse dieser relativ wirkschwachen, aber bei einer soja-

reichen Ernährung in großer Zahl im Blutplasma anzutreffenden Substanzen sind 

vielfältig und stehen daher im Kontext pathophysiologischer Fragestellungen im 

Mittelpunkt vieler wissenschaftlicher Untersuchungen. 

Die verschiedenen Klassen von Phytoestrogenen teilen mit den steroidalen 

Estrogenen u.a. die strukturelle Eigenschaft einer Phenolgruppe (Abb. 1.7). Dieser 

phenolische Ring und seine Hydroxylgruppe sind wesentliche Voraussetzungen für 

die Bindung an Estrogenrezeptoren (Leclerq und Heuson 1979, Anstead et al. 1997). 

Außerdem ist die räumliche Distanz zwischen den beiden aromatischen Hydroxyl-

gruppen von Vertretern aus den verschiedenen Klassen von Phytoestrogenen nahezu 

identisch mit dem Abstand der C-3- und C-17-Hydroxylgruppe im 17β-

Estradiolmolekül (Setchell und Cassidy 1999) (Abb. 1.7). 
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Abb. 1.7: Vergleichende Darstellung der Strukturformeln von 17β-Estradiol und Genistein. 

Auch diese strukturelle Gemeinsamkeit ist eine Voraussetzung dafür, dass neben den 

natürlichen Estrogenrezeptorliganden ebenfalls einige Phytoestrogene eine, wenn 

auch deutlich geringere Affinität zum Estrogenrezeptor aufweisen. Somit können 

Phytoestrogene estrogenrezeptorvermittelte agonistische und/oder antagonistische 

Wirkungen vermitteln (Makela et al. 1995, Brzezinski und Debi 1999). In diesem 

Zusammenhang werden Phytoestrogene, die selektive estrogene Eigenschaften 

haben, auch als Phyto-SERMs bezeichet (Setchell 2001, Wuttke et al. 2003). Als 

selektive Estrogenrezeptormodulatoren (SERMs) werden nicht steroidale Substanzen 

bezeichnet, die eine ähnliche Struktur wie E2 und eine Affinität zum 

Estrogenrezeptor aufweisen und sowohl agonistisch als auch antagonistisch wirken 

können (Riggs und Hartmann 2003, Ohmichi et al. 2005). Phytoestrogene binden 

zwar mit einer deutlich niedrigeren Affinität an ERs als Estrogene, erreichen aber bei 

einer entsprechenden Nahrungsaufnahme bis zu 100fach höhere Plasma-

konzentrationen. Außerdem zeigen Phytoestrogene eine deutlich schwächere 

Bindungsaffinität zu Serumproteinen, wodurch ebenfalls die Zahl der physiologisch 

aktiven Moleküle deutlich zu Gunsten dieser diphenolischen Substanzen steigt 

(Setchell 1998, Wang et al. 1996). Neben partialagonistischen, genomischen 

Effekten, die durch spezifische Bindungen an Estrogenrezeptoren hervorgerufen 

werden, zeigen Phytoestrogene auch vielfältige nicht-genomische Effekte (Kurzer 

und Xu 1997), wobei die Aktivierung der ERs keine Rolle spielt. Im Folgenden soll 

daher anhand einiger Beispiele ein Überblick über die vielfältigen genomischen und 

nicht-genomischen Wirkungsweisen von Phytoestrogenen in Tier- und Zellkultur-

modellen, aber auch über Untersuchungen am Menschen gegeben werden. 
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1.2.3.1 Mitogene und antikarzinogene Effekte von Phytoestrogenen 

Estrogene regulieren Wachstumsprozesse wie Proliferation und Differenzierung vor 

allem in klassisch estrogensensitiven Geweben wie Uterus- und Brustdrüsengewebe. 

In diesem Zusammenhang geht von diesen Hormonen z.B. auch ein karzinogenes 

Potential (Hulka und Stark 1995) bei der Entstehung von Mammakarzinomen aus 

(Thomas et al. 1997, Clemons und Goss 2001). Es konnte in einer Untersuchung an 

14.000 Frauen im Alter zwischen 35 und 65 Jahren gezeigt werden, dass erhöhte 

Estrogenkonzentrationen in Blutserum und Urin mit einem erhöhten postmeno-

ausalen Brustkrebsrisiko korrelieren (Toniolo et al. 1995). In Tier- und Zellkultur-

modellen stimulieren Estrogene das Wachstum von Tumoren und Krebszellen 

(Dickson und Lippman 1995). Beral et al. (2003) haben gezeigt, dass die klassische 

HET ein erhöhtes Risiko für postmenopausale Frauen darstellt an Brustkrebs zu 

erkranken. Hinzu kommt, dass epidemiologische Datenerhebungen gezeigt haben, 

dass asiatische Frauen u.a. einem signifikant niedrigeren Brustkrebsrisiko ausgesetzt 

sind als Frauen westlicher Länder (Tominaga 1985). Die epidemiologische 

Korrelation von einer phytoestrogenreichen Diät und einem niedrigeren 

Brustkrebsrisiko bei Bewohnerinnen von Japan und China (Adlercreutz und Mazur 

1997, Peeters et al. 2003) hat schließlich dazu geführt, dass agonistische und 

antagonistische, sowie nicht-genomische Wirkungen von Phytoestrogenen auf das 

Brustdrüsengewebe zum Inhalt vieler Untersuchungen und kontroverser 

Diskussionen geworden sind (Peeters et al. 2003, Adlercreutz 2003). Der Grund für 

inhomogene Forschungsergebnisse, die Anlass zu Diskussionen geben, scheint darin 

zu liegen, dass Phytoestrogene einerseits antikarzinogene Eigenschaften und 

andererseits ein deutliches estrogenes Potential aufweisen (Peeters et al. 2003). So 

werden für Genistein in Zellkulturmodellen und in tierexperimentellen Studien je 

nach Art des Versuchs sowohl karzinogene als auch antikarzinogene Wirkungen 

dokumentiert (Bouker und Hilakivi-Clarke 2000). Zum einen lassen die Daten vieler 

Forschungsgruppen vermuten, dass in Anwesenheit von Estrogenen, Phytoestrogene 

in der Brustdrüse antagonistische und somit protektive Effekte vermitteln (Bouker 

und Hilakivi-Clarke 2000). Andererseits wird diskutiert, ob Phytoestrogene in 

Abwesenheit von Estrogenen bei postmenopausalen Frauen das Brustkrebsrisiko 

über agonistische Effekte steigern (Bouker und Hilakivi-Clarke 2000). So gibt es 

Daten, die antiproliferative Effekte von Genistein und anderen Isoflavonen in 

Brustkrebszellen beschreiben (Peterson et al. 1996, Zava und Duwe 1997). 
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Allerdings wurden für Genistein in vitro in der Brustkrebszelllinie MCF-7 (Hsieh et 

al. 1999, Allred et al. 2001) und in vivo in Tumormodellen (Allred et al. 2004b, 

Allred et al. 2004a) karzinogene Effekte beschrieben. In diesem Zusammenhang 

konnte gezeigt werden, dass die karzinogenen Einflüsse von Genistein in bereits 

entarteten Zellen und Geweben dosisabhängig sind (Ju et al. 2001, Allred et al. 

2001). In diesen Studien wurde durch Genistein in Abwesenheit von Estrogenen das 

Wachstum von Brustkrebszellen und Tumoren signifikant gesteigert. Hierfür werden 

ER-vermittelte proliferative Effekte von Genistein in ER-positiven Brustkrebszellen 

und Tumoren verantwortlich gemacht (Martin et al. 1978, Wang et al. 1996). Es ist 

allerdings zu beachten, dass Genistein die Proliferation nur in niedrigen Dosierungen 

stimuliert, sie in hohen Konzentrationen hingegen hemmt (Wang et al. 1996, Bouker 

und Hilakivi-Clarke 2000). Die Hemmung der Proliferation von Genistein nach 

Applikation von hohen Dosierungen wird durch nicht-ER-vermittelte Effekte 

hervorgerufen (Wang et al. 1996), während die Stimulation der Proliferation in 

niedrigen Dosen einen ER-abhängigen und genomischen Effekt darstellt, wie man 

ihn auch in stärkerem Ausmaß bei Estradiol beobachten kann (Wang et al. 1996). In 

diesem Zusammenhang sei auch zu erwähnen, dass Phytoestrogene im Uterus 

ebenfalls genomische Wirkungen hervorrufen. So wurden in verschiedenen Studien 

uterotrophe Effekte von Genistein gezeigt (Santell et al. 1997, Diel et al. 2006), die 

jedoch um ein vielfaches geringer sind, als die von Estradiol und nicht auf einer 

Steigerung der Zellproliferation (Bouker und Hilakivi-Clarke 2000), sondern auf 

Wassereinlagerungen beruhen (Diel et al. 2006). 

Neben der These, dass Phytoestrogene protektive Effekte im Hinblick auf die 

Entstehung von Tumoren haben, indem sie antagonistische Wirkungen durch 

kompetitive Bindung an den ER entfalten, sind auch verschiedene nicht-ER-

vermittelte antikarzinogene Eigenschaften von Phytoestrogenen beschrieben worden. 

So wurde für Phytoestrogene gezeigt, dass sie als Antioxidantien wirken und die 

Angiogenese hemmen (Peterson 1995, Fotsis et al. 1998), was der Entstehung von 

Tumoren vorbeugt, bzw. deren Wachstum hemmt. 

Außerdem beeinflussen Phytoestrogene den Estrogenmetabolismus und die mit dem 

Blut zirkulierenden physiologisch aktiven Estrogenkonzentrationen, indem sie die 

Serumkonzentrationen von Estradiol senken (Nagata et al. 1998a, Lu et al. 2000) und 

die SHBG (sex-hormone binding globulin) -Konzentration im Blut steigern 

(Loukovaara et al. 1995, Pino et al. 2000). Demnach ist der Organismus unter dem 
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Einfluss von Phytoestrogenen einem niedrigen Serumspiegel von physiologisch 

wirksamen Estrogenen ausgesetzt. Für einen Organismus, der ein Leben lang diesen 

protektiven Einflüssen ausgesetzt ist, können mit der Nahrung aufgenommene 

Phytoestrogene somit eine Brustkrebsprävention darstellen, worauf entsprechend 

niedrige Estrogenspiegel in Korrelation mit Brustkrebsrisiken in ostasiatischen 

Ländern hinweisen. Ob allerdings erstmals im Erwachsenenalter applizierte 

Phytoestrogene in Form von Nahrungsergänzungsmitteln, wie sie in Apotheken 

erhältlich sind und von manchen Gynäkologen zur Brustkrebsprävention und -

therapie empfohlen werden, sinnvoll sind, ist äußerst fraglich und keineswegs 

erwiesen (Adlercreutz 2002). 

Neben den Einflüssen von Phytoestrogenen auf Mamma- und Endometriums-

karzinome, werden ihre Einflüsse auch im Zusammenhang mit anderen Krebsformen 

wie Prostatakrebs (Ganry 2005) und Kolonkrebs (Adlercreutz 2002) kontrovers 

diskutiert. 

1.2.3.2 Phytoestrogene und Knochenstoffwechsel 

Estrogene haben vielfältige Einflüsse auf Knochenzellen und spielen eine wichtige 

Rolle bei der Aufrechterhaltung der Homöostase in diesem Gewebe (Turner et al. 

1994b). Hierunter fallen die Proliferation und die Differenzierung von 

Knochenvorläuferzellen zu Osteoblasten, die Regulation der Synthese und der 

Abgabe von Wachstumsfaktoren durch Osteoblasten, die die Aktivität von 

Osteoklasten beeinflussen und nicht zuletzt die Antagonisierung der Knochen-

resorption von Osteoklasten (Turner et al. 1994b). 

Neben natürlichen Alterungsprozessen sind daher vor allem niedrige Estrogenspiegel 

die Hauptursache für die Ausprägung einer postmenopausalen Osteoporose 

(Richelson et al. 1984). 

Im Hinblick auf die Behandlung einer hormonell bedingten Osteoporose, die in der 

klinischen Therapie immer mehr an Bedeutung gewinnt (Setchell und Lydeking-

Olsen 2003), werden auch Phytoestrogene als Therapieansatz in Betracht gezogen 

(Arjmandi 2001, Branca 2003). Seit bekannt ist, dass Osteoblasten (Komm et al. 

1988), Osteoklasten (Oursler et al. 1991) und Osteozyten (Tomkinson et al. 1998) 

Estrogenrezeptoren exprimieren, haben viele Studien zu einem immer besseren 

Verständnis der grundlegenden Rolle von Estrogenen bei Knochenerhalt und 

Knochenhomöostase geführt (Weitzmann und Pacifici 2006). Für das SERM 
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Raloxifene konnte bereits im Tiermodell (Turner et al. 1994a, Black et al. 1994) und 

am Menschen (Ettinger et al. 1999) gezeigt werden, dass es im Knochen als Agonist 

positive Effekte bewirkt, während es im Uterus und in der Brustdrüse antagonistisch 

wirkt (Bryant et al. 1999). Diese Ergebnisse haben Grund zu der Annahme gegeben, 

dass auch Phytoestrogene solche selektiven Wirkungen auf den Knochen-

stoffwechsel haben könnten, da sie in einer mit Raloxifene vergleichbaren Weise an 

die LBD von Estrogenrezeptoren binden (Pike et al. 1999). 

Mit Hilfe von cDNA-Microarrays konnte gezeigt werden, dass Genistein die 

Expressionsrate von mehr als 50 Genen des Knochenstoffwechsels beeinflusst (Pie et 

al. 2006). In verschiedenen Zellkulturexperimenten (Li und Yu 2003, Lieberherr et 

al. 2003) aber vor allem in der ovarektomierten Ratte (Arjmandi et al. 1996, Fanti et 

al. 1998, Picherit et al. 2000, Picherit et al. 2001, Ye et al. 2003, Lee et al. 2004, Kim 

und Lee 2005, Chanawirat et al. 2006), welche ein geeignetes Tiermodell zur 

Untersuchung der postmenopausalen Osteoporose darstellt (Kalu 1991, Turner et al. 

1994b), wurden für verschiedene Phytoestrogene und Isoflavonextrakte knochen-

protektive Effekte beschrieben. Einzelne Studien an Affen und Schweinen hingegen 

konnten derartige Effekte nicht nachweisen (Setchell und Lydeking-Olsen 2003), 

was auf Unterschiede zwischen verschiedenen Spezies hindeuten könnte. 

Die Isoflavone Genistein und Daidzein beeinflussen in vitro ebenso wie Estradiol 

Proliferation, Differenzierung, Aktivität und Proteinexpression von Osteoblasten und 

Osteoklasten (Yamaguchi und Sugimoto 2000, Viereck et al. 2002, Kanno et al. 

2004, Pan et al. 2005, Morris et al. 2006). 

Verschiedene Untersuchungen gehen der Frage nach, ob die beschriebenen Effekte 

von Phytoestrogenen im Knochen, von genomischen und ER-vermittelten und/oder 

von nicht-genomischen Wirkmechanismen ausgehen. Und auch im Knochen 

scheinen sowohl genomische als auch nicht-genomische Wirkungsweisen für die 

protektiven Effekte von Phytoestrogenen verantwortlich zu sein (Fitzpatrick 2003). 

Obwohl im kortikalen Knochen ERα und im trabekulären Knochen ERβ vermehrt 

exprimiert werden (Weitzmann und Pacifici 2006), ist es dennoch der ERα, der die 

meisten beschriebenen estrogenen Effekte im trabekulären und kortikalen Knochen 

vermittelt (Lindberg et al. 2001b, Lindberg et al. 2002a, Lindberg et al. 2002b). Für 

Genistein wurde gezeigt, dass es in Osteoblasten als Agonist beider Estrogen-

rezeptorsubtypen agiert und ebenso wie Estradiol, aber im Gegensatz zu Raloxifene, 
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die Genexpression des Progesteronrezeptors stimuliert und die Interleukin-6-

Produktion hemmt (Rickard et al. 2003). 

Osteoblasten exprimieren Osteoprotegerin (OPG), das in vivo eine bedeutende Rolle 

bei der Erhaltung der Knochendichte hat und in vitro die Differenzierung von 

Osteoklasten hemmt (Simonet et al. 1997). Sowohl in ovarektomierten Tieren als 

auch nach einer Behandlung intakter Tiere mit dem Antiestrogen ICI wird die 

Expression von OPG gehemmt (Setchell und Lydeking-Olsen 2003), während 

Estradiol die OPG-Expression in Osteoblasten über einen ERα-vermittelten 

Mechanismus stimuliert (Setchell und Lydeking-Olsen 2003). Auch Genistein 

stimuliert die Expression dieses wichtigen Knochenmarkers in Osteoblasten (Viereck 

et al. 2002) über einen ER-vermittelten Signalweg (Chen et al. 2002). 

Weitere Mechanismen, über die Phytoestrogene einem Knochenverlust vorbeugen 

oder ihm entgegenwirken, sind ihre hemmenden Einflüsse auf Osteoklasten, die zum 

Teil auf nicht-genomischen Wirkungsweisen beruhen (Fitzpatrick 2003). Hierzu 

zählen u.a. die Stimulation der Apoptose (Gao und Yamaguchi 1999) und die 

Beeinflussung von Enzymaktivitäten (Gao und Yamaguchi 2000) in diesen 

resorbierenden Zellen.  

Neben den unmittelbaren Einflüssen auf Osteozyten ist in neueren Untersuchungen 

das Augenmerk auch auf knochenprotektive Interaktionen von Estrogenen mit 

Bewegungs-, bzw. Trainingsreizen gerichtet worden, wobei estrogenrezeptor-

subtypspezifische Einflüsse eine Rolle zu spielen scheinen (Lee und Lanyon 2004, 

Saxon und Turner 2005). Körperliche Bewegung in Kombination mit 

Phytoestrogenen als ein möglicher Therapieansatz für die postmenopausale 

Osteoporose ist daher bereits in Untersuchungen am Tier (Wu et al. 2001, Wu et al. 

2004a, Chilibeck 2004) und in Studien mit postmenopausalen Frauen (Lewis und 

Modlesky 1998, Wu et al. 2006) analysiert worden. Dieser Ansatz wurde mit Erfolg 

auch in Bezug auf Knochendichteverluste untersucht, die durch einen 

Androgenmangel hervorgerufen werden (Wu et al. 2003). 

Somit geben die Existenz von ERs in Knochenzellen und die beschriebenen nicht-

genomischen Effekte von Phytoestrogenen, aber auch die Kombination mit 

physischer Belastung, Anlass zu der Vermutung, dass mit der Nahrung 

aufgenommene Phytoestrogene eine Rolle bei der Knochenhomöostase spielen und 

der Grund für die beschriebenen epidemiologischen Unterschiede sein könnten 

(Setchell und Lydeking-Olsen 2003). 
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Bis auf vereinzelte Untersuchungen an menopausalen und postmenopausalen Frauen 

(Alekel et al. 2000, Morabito et al. 2002, Atkinson et al. 2004a) gibt es noch sehr 

wenige repräsentative Studien, die belegen, dass die im Tiermodell und in der 

Zellkultur für Phytoestrogene gezeigten knochenprotektiven Effekte auch auf den 

Menschen übertragbar sind (Anderson und Garner 1998). Bei den osteoprotektiven 

Effekten von Phytoestrogenen stellt sich ebenso wie bei den antikarzinogenen 

Effekten dieser Substanzen die Frage, ob ihr maximaler Nutzen nicht eher durch eine 

langfristige Prävention, als durch eine akute Behandlung erreicht werden kann 

(Setchell und Lydeking-Olsen 2003). Somit wird es eine wichtige Aufgabe 

zukünftiger Untersuchungen sein, die präventive Bedeutung einer bereits im Embryo 

oder im juvenilen Organismus einsetzenden Exposition gegenüber Phytoestrogenen 

für verschiedene pathophysiologische Fragestellungen zu untersuchen. 

1.2.3.3 Phytoestrogene und das kardiovaskuläre System 

Ebenso wie hormonell bedingte Krebserkrankungen und Osteoporose, zählen auch 

Herz-Kreislauferkrankungen wie Herzinfarkte, Bluthochdruck und Arteriosklerose 

zu den bedeutendsten Krankheiten westlicher Gesellschaften. Auch für diese 

Erkrankungen belegen epidemiologische Datenerhebungen eine Korrelation 

zwischen deutlich reduzierter Inzidenz und den bereits beschriebenen 

Ernährungsgewohnheiten in asiatischen Ländern (Adlercreutz 1990). 

Im Zusammenhang mit Herz-Kreislauferkrankungen spielen Geschlecht, Alter und 

vor allem die Sexualhormone eine bedeutende Rolle (Ogita et al. 2003, Czubryt et al. 

2006). Einerseits wird durch eine HET für perimenopausale Frauen das Risiko Herz-

Kreislauferkrankungen zum Opfer zu fallen gesenkt (Ouyang et al. 2006), auf der 

anderen Seite zeigen neuere Untersuchungen, dass ein erhöhtes Risiko an 

Thrombosen und Schlaganfällen zu erkranken mit einer langfristigen Hormon-

behandlung postmenopausaler Frauen in Verbindung steht (Farquhar et al. 2005). Für 

Estrogene sind bereits sowohl positive als auch negative Einflüsse auf das Herz-

Kreislaufsystem und auf entsprechende Erkrankungen beschrieben worden 

(Mendelsohn und Karas 1999, Mendelsohn und Karas 2005). Zu den positiven 

Einflüssen von Estrogenen gehören die Senkung von Lipoproteinspiegeln im 

Blutplasma (Ouyang et al. 2006), die Förderung der Vasodilatation durch 

Aktivierung der endothelialen Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS) (Chen et al. 

1999c, Hisamoto und Bender 2005) und die Hemmung der Entstehung von 
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Arteriosklerose (Vischer 1997). Die Estrogenrezeptoren stellen im kardiovaskulären 

System bedeutende Vermittler verschiedener estrogener Wirkungen dar (Deroo und 

Korach 2006). Eine reduzierte Expressionsrate des ERα wurde bei an Arteriosklerose 

erkrankten Frauen beobachtet und es konnte gezeigt werden, dass das Gewebe 

geschädigter Arterien signifikant weniger ERα-Proteine aufwies als gesundes 

arterielles Gewebe (Losordo et al. 1994). Diese Untersuchungen gehen einher mit der 

Beobachtung, dass die Methylierung des ERα-Gens in arteriosklerotischen Plaques in 

menschlichen Herzkranzgefäßen deutlich stärker ausgeprägt ist als in gesunden 

Gefäßen (Post et al. 1999). Polymorphismen des ERβ konnten sowohl mit einer 

linksventrikulären Hypertrophie bei Frauen mit Bluthochdruck (Peter et al. 2005) als 

auch mit dem Blutdruck in gesunden japanischen postmenopausalen Frauen (Ogawa 

et al. 2000) korreliert werden. Neben verschiedenen genomisch vermittelten 

pathophysiologischen Effekten von Estrogenen im Herz-Kreislaufsystem (Deroo und 

Korach 2006) stellt der Einfluss von Estradiol auf die Vasodilatation über die 

Induktion der Abgabe von Stickstoffmonoxid (Vischer 1997, Deroo und Korach 

2006) eine schnelle, nicht-genomische Reaktion von Endothelzellen auf Estrogene 

dar. 

Estrogene und eine HET können also im Herzkreislaufsystem neben positiven 

Effekten auch negative Wirkungen induzieren. Die Estrogenrezeptorsubtypen ERα 

und ERβ sind hier wichtige Vermittler unterschiedlicher estrogener Effekte. Somit 

sind potentielle Wirkungen von SERMs und Phytoestrogenen auch in diesem 

Bereich von wissenschaftlichem Interesse (Nandur et al. 2004, Park et al. 2005, 

Cassidy und Hooper 2006). 

In diesem Zusammenhang konnte für Sojaproteinextrakte gezeigt werden, dass sie 

die Cholesterinspiegel im Blutserum senken (Anderson et al. 1995). Verschiedene 

Mechanismen scheinen hier eine Rolle zu spielen (Potter 1995), es konnte jedoch 

noch nicht eindeutig gezeigt werden, dass es alleine die Phytoestrogene in den 

Sojaextrakten sind, die für die Beeinflussung der Lipoproteinkonzentrationen im 

Blutplasma verantwortlich sind (Setchell 1998). Genistein scheint ebenso wie 

Estradiol verschiedene Effekte bei Adipogenese und Lipogenese zu vermitteln 

(Cooke und Naaz 2005). Bei Frauen mit niedrigen Estrogenspiegeln konnte gezeigt 

werden, dass hohe Daidzein-Plasmaspiegel positive und womöglich ER-vermittelte 

Einflüsse auf die Lipoproteinspiegel im Blutplasma haben (Bairey Merz et al. 2006). 
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Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass Isoflavone die Plaquebildung reduzieren, 

indem sie die Zelladhäsion verhindern (Raines und Ross 1995), was wiederum mit 

der Hemmung der Tyrosinkinase durch Phytoestrogene in Zusammenhang stehen 

könnte (Setchell 1998). Auch die antioxidativen Eigenschaften von Phytoestrogenen 

(Jha et al. 1985, Tikkanen und Adlercreutz 2000) könnten protektive Effekte auf das 

Herz-Kreislaufsystem vermitteln, da hohe Konzentrationen von Antioxidanzien im 

Blut das Risiko eines Herzinfarktes senken (Adlercreutz 1995, Setchell 1998). 

Darüber hinaus vermag Genistein die Erhöhung des Blutdrucks in ovarektomierten 

Ratten zu antagonisieren (Chanawirat et al. 2006). 

Neben den beschriebenen Wirkungsweisen von Phytoestrogenen auf hormonell 

bedingte Krebserkrankungen, Osteoporosen und Erkrankungen des Herz-

Kreislaufsystems wurden auch mögliche Einflüsse dieser sekundären Pflanzen-

inhaltsstoffe auf den Fettstoffwechsel (Cooke und Naaz 2005) und auf 

Wechseljahrsbeschwerden menopausaler Frauen untersucht und kontrovers diskutiert 

(Ososki und Kennelly 2003, Krebs et al. 2004). 

Vor dem Hintergrund epidemiologischer Datenerhebungen (Adlercreutz und Mazur 

1997) und aufgrund der fundamentalen pathophysiologischen Bedeutungen der 

Estrogenrezeptoren (Deroo und Korach 2006) haben auch die verschiedenen 

Einflüsse von Phytoestrogen an Bedeutung gewonnen. Die Entdeckung des 

Potentials von selektiver Estrogenrezeptormodulation als Therapieansatz für die 

Behandlung von Brustkrebs, Osteoporose und Herz-Kreislauferkrankungen (Jordan 

et al. 2001), hat dazu geführt, dass Phytoestrogene im Hinblick auf ihre vielfältigen 

physiologischen Interaktionen untersucht und wissenschaftlich hinterfragt worden 

sind. Die gewonnenen Erkenntnisse sind zum Teil viel versprechend, werden aber 

auch aufgrund inhomogener Ergebnisse kritisch hinterfragt (Cassidy et al. 2006). 

Gründe hierfür sind in den unterschiedlichen Substanzen und Dosierungen in 

Tierexperimenten und klinischen Studien zu suchen (Usui 2006). Hinzu kommt, dass 

der wirkstarke Metabolit Equol zwar durchweg von Tieren produziert wird, jedoch 

nur 30% der Menschen diesen Metaboliten herstellen können (Setchell et al. 2002b). 

In vielen Ergebnissen und epidemiologischen Untersuchungen zeichnet sich immer 

deutlicher ab, dass die Bedeutung von Phytoestrogenen eher in der lebenslangen 

Prävention als in der akuten Therapie von Brustkrebs oder postmenopausalen 

Beschwerden liegt. 
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1.3 Untersuchte Markergene und estrogenresponsive Gene 

1.3.1 Proliferating cell nuclear antigen 

Proliferating cell nuclear antigen (PCNA) ist ein kernständiges, nicht zu den 

Histonen gehörendes Protein (36 kDa), dessen Proteinbiosynthese mit dem proli-

ferativen Status der Zelle korreliert (Bravo et al. 1987). PCNA dient innerhalb des 

Zellzyklus als Kofaktor der DNA-Polymerase delta, wird während der frühen G1- 

und S-Phase exprimiert und dient daher sowohl auf mRNA-Ebene, als auch auf 

Proteinebene als anerkannter Marker für proliferierende Zellen (Hall et al. 1990, 

Iatropoulos und Williams 1996). Die Expression dieses Proliferationsmarkers 

unterliegt unter anderem dem Einfluss von Estrogenen (Lobenhover et al. 2002). 

1.3.2 Aktive Caspase-3 

Die intrazelluläre Maschinerie, die für den Prozess der Apoptose verantwortlich ist, 

beruht auf einer Familie von Proteasen, die ein Cystein im aktiven Zentrum haben 

und ihre Zielproteine an spezifischen Aspatylresten scheiden, woher sich ihr Name 

„Caspase“ ableitet (Alberts et al. 2004). 

An der Apoptose beteiligte Caspasen werden in zwei Kategorien unterteilt: Caspase-

2, -8, -9 und -10 dienen als Initiatoren oder Aktivatoren, während Caspase-3, -6 und  

-7 als Effektoren apoptitischer Prozesse dienen (Launay et al. 2005). Initiator-

Caspasen liegen in der Zelle als inaktive Procaspasen vor, die z.B. über den TNF-

Rezeptor (TNFR)-1, oder über mitochondriale Mechanismen aktiviert werden 

können (Fan et al. 2005). Effektor-Caspasen werden in der Zelle ebenfalls als 

inaktive Vorläufer (Procaspasen) synthetisiert, die durch proteolytische Spaltung an 

Aspartylresten durch Initiator-Caspasen aktiviert werden (Shi 2002). Einmal 

aktiviert, spalten und aktivieren die Caspasen weitere Procaspasen. Eine sich selbst 

verstärkende proteolytische Kaskade entsteht. Sind die Effektor-Caspasen einmal 

aktiviert, beginnen sie mit der proteolytischen Spaltung eines breiten Spektrums von 

Schlüsselproteinen der Zelle (z.B. Strukturproteine wie Aktin oder Inhibitoren von 

DNAsen), was schließlich zum natürlichen Zelltod führt. Da die Caspase-3 zu den 

drei Effektor-Caspasen gehört, die schließlich für die proteolytische Spaltung 

wichtiger Zellbestandteile verantwortlich sind, gilt der Nachweis ihrer Aktivierung 

als ein Marker für ein fortgeschrittenes Stadium der Apoptose. Für die 
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Untersuchungen dieser Arbeit wurde ein Antikörper verwendet, der spezifisch nur an 

Epitope des 17 kDa großen Proteins der aktiven Caspase-3 bindet. 

1.3.3 Bone morphogenic protein-2 

Bone morphogenic protein-2 (BMP-2) ist ein Wachstumsfaktor, der der TGF-β 

(transforming growth factor-β) Familie angehört. Es sind bereits vielfältige 

Wirkungsweisen und Einflüsse von mehr als 15 verschiedenen BMPs beschrieben 

worden (Chen et al. 2004). BMP-2 ist maßgeblich an Prozessen des Knochenauf- 

und -umbaus beteiligt (Ghosh-Choudhury 1994). 

Hier beeinflusst es vor allem die Vermehrung und Differenzierung von 

Knochenvorläuferzellen zu Osteoblasten (Chen et al. 1997, Harris et al. 2003b). 

In der klinischen Anwendung spielt der Einfluss von BMP-2 auf die Differenzierung 

von Osteoblasten bei der Behandlung von Osteoporose (Jadhav und Jain 2006) und 

bei der Frakturheilung (de Biase und Capanna 2005) eine bedeutende Rolle. Die 

osteoinduktiven Effekte von BMP-2 und die Tatsache, dass Estradiol und das 

Phytoestrogen Genistein die Transkriptionsrate dieses Wachstumsfaktors über einen 

estrogenrezeptorvermittelten Mechanismus steigern (Zhou et al. 2003), bilden die 

Grundlage für die Untersuchung dieses Knochenmarkers in dem für diese Arbeit 

verwendeten Tiermodell der ovarektomierten Ratte. 

1.3.4 Progesteronrezeptor 

Als ein Mitglied der Kernrezeptorsuperfamilie ist auch der Progesteronrezeptor ein 

ligandenabhängiger Transkriptionsfaktor, der in der typischen Domänenstruktur 

aufgebaut ist (Evans 1988). In den meisten Spezies wird der Progesteronrezeptor in 

zwei Isoformen, PR-A und PR-B, exprimiert (Lessey et al. 1983). Die zwei 

Progesteronrezeptorsubtypen entstehen aus einem Gen, jedoch durch wechselnde 

Aktivität zweier Promotoren (Kastner et al. 1990). PR-A ist am N-terminalen Ende 

164 Aminosäuren kürzer, hat ansonsten aber die gleiche Aminosäuresequenz wie 

PR-B. Die zwei Promotoren des Progesteronrezeptorgens sind estrogenresponsiv 

(Kastner et al. 1990, Savouret et al. 1991). Aus diesem Grund eignet sich die 

Untersuchung der Genexpression des PR als ein weiterer Marker für das estrogene 

Potential von Untersuchungssubstanzen. 
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1.3.5 Cyclooxygenase-2 

Die Cyclooxygenase-2 (Cox-2) katalysiert die Synthese von Prostaglandinen (PGs). 

Als Prostaglandin-Synthase (Cox) wandelt sie Arachidonsäure über das unstabile 

Zwischenprodukt Prostaglandin G2 in zyklische Endoperoxide (Prostaglandin H2) 

um, die wiederum eine Vorstufe von verschiedenen biologisch aktiven PGs und von 

Thromboxan A2 darstellen (Subbaramaiah und Dannenberg 2003). Prostaglandine 

sind in erster Linie an der Entstehung von Fieber, Schmerzen und entzündlichen 

Reaktionen beteiligt. 

Im Menschen und beim Tier gibt es zwei Isoformen von Prostaglandinsynthasen, 

Cox-1 und Cox-2, die sich in ihrer Funktion und Genexpression unterscheiden. Cox-

1 wird in den meisten Geweben konstitutiv exprimiert und ist verantwortlich für die 

Bildung von PGs, die normale physiologische Funktionen, wie z.B. die 

Aufrechterhaltung der Magenschleimhaut haben (Smith et al. 2000). Cox-2 hingegen 

kann unter normalen physiologischen Bedingungen in den meisten Geweben nicht 

oder nur in geringen Konzentrationen detektiert werden. Treten jedoch 

inflammatorische Reize wie z.B. Gewebeschädigungen auf, wird Cox-2 innerhalb 

von Minuten gebildet und über die Bildung von PGs kommt es zu Schmerz- und 

Entzündungsreaktionen (Subbaramaiah und Dannenberg 2003). Cox-2 scheint 

ebenfalls an der Entstehung von Tumoren beteiligt zu sein. Eine Überexpression von 

Cox-2 hat z.B. in transgenen Mäusen zu der Entstehung von Mammakarzinomen 

beigetragen (Liu et al. 2001). Die Beeinflussung der Genexpression von Cox-2 durch 

Estradiol oder durch andere estrogen wirksame Substanzen in Endothelzellen wurde 

bereits vielfach dokumentiert (Tamura et al. 2004, Hermenegildo et al. 2006) und ist 

auch in dieser Arbeit von Bedeutung. Cox-2 spielt bei Erkrankungen wie 

Arteriosklerose und bei Thrombosen, aber auch bei der Entstehung von 

Kolonkarzinomen eine bedeutende Rolle (Call et al. 2004, Dai und Kloner 2004). 

Die über Cox-2 Expression regulierte Überproduktion von Prostaglandin E2 (PGE2) 

führt zu einer verstärkten Zellproliferation (Yau und Zahradka 2003), zu einer 

lokalen Immunsuppression (Dinchuk et al. 1995) und zu einer Inhibition der 

Apoptose (Yagami et al. 2003). Somit konnte für eine Hemmung der Cox-2 gezeigt 

werden, dass sie der Entstehung von Kolonkarzinomen vorbeugt (Rigas und Kashfi 

2004, Koehne und Dubios 2004) und vor der Ausbildung einer Arteriosklerose 

schützt (Paik et al. 2002, Linton und Fazio 2004). 
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1.4 Zielsetzung der Arbeit 

Im Rahmen dieser Arbeit sollten vor dem Hintergrund estrogenassoziierter 

Erkrankungen und Beschwerden gewebe- und subtypspezifische Wirkmechanismen 

der Estrogenrezeptoren ERα und ERβ untersucht werden. Darüber hinaus war es das 

Ziel der Untersuchungen den molekularen Wirkmechanismus des Phytoestrogens 

Genistein mit Blick auf die Estrogenrezeptorsubtypen ERα und ERβ zu 

charakterisieren. 

 

Konkret sollten in sechs verschiedenen tierexperimentellen Studien folgende 

Fragestellungen bearbeitet werden: 

 

1.  Welche gewebespezifischen, agonistischen und/oder antagonistischen 

Wirkungen haben die Estrogenrezeptoren ERα und ERβ, und resultieren 

hieraus mögliche estrogenrezeptorsubtypspezifische Einflüsse auf hormonell 

bedingte Erkrankungen und Beschwerden? 

 

Zur Klärung dieser Fragen sollten im Tiermodell die spezifischen 

Estrogenrezeptoragonisten 16α-LE2 und 8β-VE2 (Schering AG, Berlin) zum Einsatz 

kommen. In verschiedenen tierexperimentellen Studien sollten Mechanismen, die im 

Zusammenhang mit verschiedenen molekularen Endpunkten estrogener Wirkungen 

stehen, für unterschiedliche Gewebe untersucht werden. Im Besonderen sollte geklärt 

werden, welche Wirkung die gezielte Aktivierung der Estrogenrezeptorsubtypen 

ERα und ERβ auf die Gewebehomöostase in Knochen und Darm hat. 

 

2.  Welche gewebespezifischen Einflüsse gehen von dem Phytoestrogen 

Genistein vor dem Hintergrund estrogenrezeptorsubtypspezifischer 

Wirkungsweisen aus? Trifft hier die Bezeichnung „Phyto-SERM“ zu? 

 

Um diese Frage beantworten zu können, sollten im Tiermodell gewebespezifische 

agonistische und antagonistische Wirkungen von Genistein untersucht werden. 

Außerdem sollten die verschiedenen tierexperimentellen Studien u.a. dazu genutzt 

werden, die Einflüsse von Genistein auf verschiedene molekulare Endpunkte 

estrogener Wirkungen mit estrogenrezeptorsubtypspezifischen Effekten der 

selektiven Agonisten zu vergleichen. 
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3.  Kann körperliche Aktivität in Kombination mit einer phytoestrogenreichen 

Ernährung oder einer subkutanen Applikation von Genistein protektive 

Effekte auf den Knochenstoffwechsel und das Körpergewicht haben? 

 

Hierzu wurde im Rahmen eines hochschulinternen Forschungsförderungsprojektes 

der Deutschen Sporthochschule Köln in einem Langzeitversuch der kombinierte 

Einfluss von körperlicher Bewegung und einer phytoestrogenreichen Diät im 

Tiermodell untersucht. In weiteren tierexperimentellen Studien wurde darüber hinaus 

die gegenseitige Einflussnahme der subkutanen Applikation von Genistein und den 

estrogenrezeptorsubtypspezifischen Agonisten und körperlicher Bewegung 

untersucht. 
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2 Material 

2.1 Laborgeräte 

Gerät      Hersteller 

Ausgießstation Tissue-Tek® II   Ames Company Inc., Woodland, CA, USA 

Autoklav 3870 ELV    Tuttnauer, Jerusalem 

Computer Tomograph XCT Research SA+  StraTec Medizintechnik, Pforzheim 

Digitale Mikroskopkamera 3CCD   Sony, Japan 

Einbettautomat Tissue-Tek® VIP 2000  Miles Scientific, Naperville, IL,USA 

Criterion® Elektrophoresekammer   BIO-RAD Laboratories GmbH, München 

Eismaschine     Ziegra Eismaschinen GmbH, Isernhagen 

FluorchemTM luminescent imager   Alpha Innotech, CA, USA 

Homogenisator PT 1200 B   Bachofer GmbH, Reutlingen 

Kühlschrank glass line (4°C/-20°C)   Liebherr GmbH Biberach a. d. Riß 

Mikro-Dismembrator     B. Braun Melsungen AG, Melsungen 

Mikroskop Dialux 20 EB    Leitz AG, Wetzlar 

Mikroskop KS 300 Axiophot   Carl Zeiss Vision GmbH, Hallbergmoos 

pH-mV-Meter      Knick GmbH & Co., Berlin 

Photometer (kinetic microplate reader)  MWG Biotech GmbH 

Pipetten (10-5000µl)    Eppendorf AG, Hamburg 

Pipetman     Gilson Int. BV, Bad Camberg 

Pipettierhilfe Pipetboy accu   Tecnomara GmbH, Fernwald 

Rotationsmikrotom Modell 1140/Autocut  Reichert-Jung, Nussloch 

Stromversorgung, Power Pack 3300  Biometra GmbH, Göttingen 

Trockenschränke     Heraeus Instruments, Hanau 

      Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach 

Ultra-Tiefkühlgerät (-80°C)   Heraeus Instruments, Osterode 

Genie 2 Vortex-2TM Genie Mischer   Scientific Industries Inc., Bohemia, NY, USA 

Waagen:          

- MC 1, Analytic AC 210 S   Sartorius AG, Göttingen 

- Scaltec SBA 52     Scaltec Instruments GmbH, Göttingen 

Wärmeplatte     Gerhard GmbH & Co. KG, Bonn 

Zentrifugen:          

- Megafuge 3.0 R     Heraeus Sepatech, Osterode 

- Centrifuge 5417 R    Eppendorf AG, Hamburg 
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2.2 Chemikalien 

Chemikalie     Hersteller 

Ammoniumchlorid    Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

Ampuwa®      Fresenius, Bad Homburg 

Anilinblau     Chroma-Gesellschaft, Stuttgart-Untertürkheim 

Acetat      Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

Azokarmin G     Chroma-Gesellschaft, Stuttgart-Untertürkheim 

Bromphenolblau     Merck, Darmstadt 

Bovine Serum Albumin (Rinderserum)  Serva Feinbiochemics, Heidelberg/New York 

Citronensäure     Merck-Schuchardt, Hohenbrunn 

Coomassie Brilliant Blue r250   Merck, Darmstadt 

N,N-Dimethylformamid    Merck, Darmstadt 

Dimethylsulfoxid (DMSO)   Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

Dinatriumhydrogenphosphat   Merck-Schuchardt, Hohenbrunn 

EDTA      Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

Erdnussöl     Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

Essigsäure/Eisessig (96%ig)   Merck-Schuchardt, Hohenbrunn 

Ethanol      Hoffmann GmbH & Co., Düsseldorf 

2-Merkaptoethanol    Amresco, Solon, OH, USA 

Formaldehydlösung (37%ig)   Merck, Darmstadt 

D-Glucose     Merck, Darmstadt 

Glucoseoxidase     Merck, Darmstadt 

L-Glutamin     Gibco BRL-Life Technolohies, Karlsruhe 

Glycerol (87%ig)     Merck, Darmstadt 

Glycin      Merck, Darmstadt 

Isopropanol     Merck, Darmstadt 

Methanol     Merck, Darmstadt 

NH4Cl       Merck, Darmstadt 

NiSO4       Merck, Darmstadt 

Natriumbisulfit     Merck, Darmstadt 

Natriumchlorid     Merck, Darmstadt 

Natriumcitrat     Merck, Darmstadt 

Natriumdihydrogenphosphat   Merck, Darmstadt 

Orange G     Merck, Darmstadt 

Phosphat gepufferte Kochsalzlösung  GibcoTM-Invitrogen Corporation, Paisley, UK 

Phosphorwolframsäure    Merck Darmstadt 

PIPES      Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid)  Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe 

Saccharose (reinst)    Merck Darmstadt 

Salzsäure 37%ig     Merck Darmstadt 
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Schwefelsäure     Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

SDS (Sodiumdodezylsulfat)   Amresco, Solon, OH, USA 

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan, Trizma® Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

Tris-HCl, Trizma® -HCl    Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

Triton-X     Sigma Chemical, St. Louis, MO, USA 

Tween20     Merck-Schuchardt, Hohenbrunn 

Ultraclear® (Xylol-Ersatz)    Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Diesenhofen 

Wasserstoffperoxid (30%ig), Perhydrol®  Merck, Darmstadt 

Xylidin-Ponceau     Chroma-Gesellschaft, Stuttgart-Untertürkheim 

2.3 Verbrauchsmaterialien 

Material      Hersteller 

CriterionTMXT Precast Gel (4-12% Bis-Tris)  BIO-RAD Laboratories GmbH, München 

DC Protein ASSAY     BIO-RAD Laboratories GmbH, München 

Deckgläser     VWR International GmbH, Darmstadt 

Einbettungskasten Tissue-Tec®    Satura finetek Europe B.V., Zoeterwoude, NL 

Einmalfilterhalter (Porengröße 0,2µm)  Schleicher & Schüll GmbH, Dassel 

Einmalkanülen Neolus 20G (0,9mm)  Terumo Europe N.V., Leuven, B 

Einmalspritzen Omnifix® Luer-Lock (10ml)  B. Braun Melsungen AG, Melsungen 

Entellan (Schnelleindeckmedium)   Merck, Darmstadt 

Heparin Sodium Salt    ICN Biochemicals, OH, USA 

Ketanest® S Injektionslösung 25 mg/ml  Pfizer GmbH, Karlsruhe 

Mikrotiterplatten (96-well)   NuncTM, Roskilde, Dänemark 

Objektträger SuperFrost® Plus   Menzel GmbH & Co. KG, Braunschweig 

PAP-Pen     Polysciences Inc., Warrington, PA, USA 

Paraffin/Histo-Comp® Gewebeeinbettmittel  Vogel GmbH & Co. KG, Giessen 

Pipettenspitzen (10, 100, 1000, 5000 µl)  Biozym Diagnostik GmbH, Hess. Oldendorf 

      Eppendorf AG Hamburg 

POD Substrat Lumi-LightPLUS   Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 

Precision Plus Proteinstandard   BIO-RAD Laboratories GmbH, München 

Protean® Nitrozellulosemembran   Schleicher & Schnell BioScience GmbH, Dassel 

Reaktionsgefäße (200, 500, 1000, 2000 µl)  Biozym Diagnostik GmbH, Hess. Oldendorf 

      Starlab GmbH, Ahrensburg 

Rompun® Injektionslösung 2%ig   Bayer Vital GmbH, Leverkusen 

Tramal® Injektionslösung 100mg   Grünenthal GmbH, Aachen 

Whatmanfilter® (Faltenfilter)   Whatman GmbH, Dassel 

XT MES Running Buffer 20x   BIO-RAD Laboratories GmbH, München 

Zentrifugen-Röhrchen (15, 50 ml)   NuncTM, Roskilde, Dänemark 
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2.4 Untersuchungs- und Referenzsubstanzen  

In den dieser Arbeit zugrundeliegenden tierexperimentellen Studien wurden folgende 

Substanzen (Abb. 2.1) entweder als Untersuchungs- oder als Referenzsubstanz 

subkutan verabreicht (siehe 2.7): 

- 17β-Estradiol (Estra-1,3,5(10)-trien-3,16α,17 β-diol) 

- 17β-Estradiol-Pellets (Estra-1,3,5(10)-trien-3,16α,17 β-diol)-Pellets  

- Fulvestrant (FaslodexTM; 7-α-[9-(4,4,5,5,5-Pentafluoropentylsulfinyl)nonyl]-

estra-1,3,5(10)-trien3,17 β-diol) 

- Genistein (4´,5,7-Trihydroxyisoflavon) 

- ERα-spezifischer Agonist [(16α-LE2), 3,17-dihydroxy-19-nor-17α-pregna-

1,3,5 (10)-triene-21,16α-lactone;)] 

- ERβ-spezifischer Agonist [(8β-VE2), 8-vinylestra-1,3,5 (10)-triene-3,17ß-

diol] 

 

Abb. 2.1: Strukturformeln der applizierten Substanzen. 

17β-Estradiol und Genistein wurden von der Firma Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

(Deisenhofen) bezogen, und die estrogenrezeptorsubtypspezifischen Agonisten 
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ERA (16α-LE2) und ERB (8β-VE2), sowie das Antiestrogen (ICI) wurden von Dr. 

K.H. Fritzemeier der Schering AG (Berlin) zur Verfügung gestellt. Die 17β-

Estradiol-Pellets wurden von Innovative Research of America (Sarasota, FL, USA) 

bezogen. 

2.5 Antikörper 

Die für die immunhistochemischen Analysen und im Western Blot verwendeten 

primären und sekundären Antikörper, sowie die entsprechenden Zielproteine (mit 

Epitopen für die Antikörper) und ihre Immunogenität sind der folgenden Tabelle 

(Tab. 2.1) zu entnehmen. 

Dako, Glostrup, DänemarkRabbitGoatPolyclonal Goat Anti-Rabbit Immunglobulins/Biotinylated,E0432

Dako, Glostrup, DänemarkMouseGoatPolyclonal Goat Anti-Mouse Immunglobulins/Biotinylated, E0433

Dako, Glostrup, DänemarkGoatRabbitPolyclonal Rabbit Anti-Goat Immunglobulins/HRP, P0160

Dako, Glostrup, DänemarkRabbitSwinePolyclonal Swine Anti-Rabbit Immunglobulins/HRP, P0217

Dako, Glostrup, DänemarkMouseRabbitPolyclonal Rabbit Anti-Mouse Immunglobulins/HRP, P0260

Firma ImmunogenWirtsekundäre Antikörper

Immunotech, Marseille, Frankreich115 kDa.MouseAnti-PR, 1408

Cayman Chemical, Biozol, Eching72   kDa.RabbitAnti-COX-2, 160106

Santa Cruz Biotech., Heidelberg18   kDa. GoatAnti-BMP-2 (N-14), sc-6895

Dako, Glostrup, Dänemark36   kDa.MouseAnti-PCNA IgG monoclonal, M 0879

BD Pharmingen, Heidelberg17   kDa.RabbitAnti-Active Caspase-3 polyclonal, 557035

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim42   kDa.RabbitAnti-Actin (20-33) IgG, A 5060

FirmaProteingrößeWirtprimäre Antikörper

Dako, Glostrup, DänemarkRabbitGoatPolyclonal Goat Anti-Rabbit Immunglobulins/Biotinylated,E0432

Dako, Glostrup, DänemarkMouseGoatPolyclonal Goat Anti-Mouse Immunglobulins/Biotinylated, E0433

Dako, Glostrup, DänemarkGoatRabbitPolyclonal Rabbit Anti-Goat Immunglobulins/HRP, P0160

Dako, Glostrup, DänemarkRabbitSwinePolyclonal Swine Anti-Rabbit Immunglobulins/HRP, P0217

Dako, Glostrup, DänemarkMouseRabbitPolyclonal Rabbit Anti-Mouse Immunglobulins/HRP, P0260

Firma ImmunogenWirtsekundäre Antikörper

Immunotech, Marseille, Frankreich115 kDa.MouseAnti-PR, 1408

Cayman Chemical, Biozol, Eching72   kDa.RabbitAnti-COX-2, 160106

Santa Cruz Biotech., Heidelberg18   kDa. GoatAnti-BMP-2 (N-14), sc-6895

Dako, Glostrup, Dänemark36   kDa.MouseAnti-PCNA IgG monoclonal, M 0879

BD Pharmingen, Heidelberg17   kDa.RabbitAnti-Active Caspase-3 polyclonal, 557035

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim42   kDa.RabbitAnti-Actin (20-33) IgG, A 5060

FirmaProteingrößeWirtprimäre Antikörper

 

Tab. 2.1: Für Immunhistochemie und Western Blot verwendete Antikörper. 

2.6 Gewebe 

Die in dieser Arbeit untersuchten Gewebeproben stammten von intakten SHAM-

operierten oder ovarektomierten weiblichen Wistar Ratten (Züchter: Janvier, Le 

Genest St Isle, France), die die Grundlage für insgesamt 6 tierexperimentelle Studien 

bildeten. Hierbei wurden den Tieren die Untersuchungs- und Referenzsubstanzen 

über einen gewissen Zeitraum entweder über das Futter, über subkutan (s.c.) 

implantierte Pellets oder über subkutane Injektionen in definierten Mengen 

verabreicht. Die Tiere wurden einem konstanten Tagesrhythmus ausgesetzt, der aus 

einer jeweils zwölfstündigen Tag- und Nachtphase bestand. Kontroll- und 

Versuchstiere wurden permanent bei einer Raumtemperatur von 20-22°C und 

gleichbleibender Luftfeuchtigkeit (80%) gehalten. Die Nahrung bestand je nach 

Versuchsdesign entweder aus einer phytoestrogenarmen Standarddiät (SSniff GmbH, 
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Soest) oder einer explizit phytoestrogenreichen Diät (Harlan Winkelmann, Borchen). 

Außerdem erhielten die Tiere Leitungswasser ad libitum. Zum Zeitpunkt der 

Lieferung wogen die Tiere 101-125g und waren sechs Wochen alt. Die 

Ovarektomien bzw. SHAM-Operationen wurden nach einer siebentägigen 

Eingewöhnungsphase durchgeführt, woran sich eine vierzehntägige Erholungsphase 

anschloss (Abb. 2.2), die gleichzeitig für den Abbau der im ovarektomierten 

Organismus verbliebenen Hormone von Bedeutung war. Für die operativen Eingriffe 

und die in vivo Knochendichtemessungen wurden die Tiere mit einem Gemisch aus 

Rompun® und Ketanest® betäubt und nach dem Aufwachen drei Tage lang zweimal 

täglich mit einem Schmerzmittel (Tramal®) behandelt. Mit den eigentlichen Studien 

wurde somit erst nach drei Wochen begonnen (Abb. 2.2). Zu diesem Zeitpunkt 

wogen die Tiere zwischen 190 und 210g. Je nach Versuchsplan erstreckte sich der 

Versuchszeitraum über 3, 21, oder 84 Tage. 

7 Tage 14 Tage 3, 21 oder 84 Tage

Absinken des endogenen
Hormonspiegels

Gewöhnungsphase Untersuchungszeitraum

Fütterung/
Behandlung/
Aufzeichnung

der Laufaktivität
2. CT-Messung

Endgewicht
Sektion

2./3. CT-Messung

Ankunft 
der Tiere Ovarektomie

Anfangsgewicht
Randomisierung

Gruppeneinteilung
Versuchsbeginn
1. CT-Messung

7 Tage 14 Tage 3, 21 oder 84 Tage7 Tage 14 Tage 3, 21 oder 84 Tage

Absinken des endogenen
Hormonspiegels

Gewöhnungsphase Untersuchungszeitraum

Fütterung/
Behandlung/
Aufzeichnung

der Laufaktivität
2. CT-Messung

Endgewicht
Sektion

2./3. CT-Messung

Ankunft 
der Tiere Ovarektomie

Anfangsgewicht
Randomisierung

Gruppeneinteilung
Versuchsbeginn
1. CT-Messung

 

Abb. 2.2: Zusammenfassende Darstellung des Ablaufs der tierexperimentellen Studien. 

Applizierte Untersuchungs- und Kontrollsubstanzen wurden innerhalb dieses 

Zeitraums an jedem Wochentag und immer zur gleichen Tageszeit verabreicht. Die 

Substanzen wurden zusammen mit Erdnussöl und dem Lösungsmittel 

Dimethylsulfoxid (DMSO) injiziert, wobei sie zunächst in DMSO (20% des 

Injektionsvolumens) gelöst und anschließend mit Erdnussöl (80% des 

Injektionsvolumens) gemischt wurden. DMSO diente hierbei als starkes 

Lösungsmittel und Erdnussöl als Trägersubstanz für die subkutan verabreichten 

Behandlungssubstanzen. Die Applikationsdosierung der Substanzen erfolgte immer 

in Relation zum Körpergewicht der Einzeltiere. Die Sektion der Tiere fand 22-24 

Stunden nach der letzten subkutanen Behandlung mit den Untersuchungs- und 

Referenzsubstanzen statt. Die unterschiedlichen Behandlungszeiträume und Art und 

Menge der applizierten Substanzen sind den Tabbellen 2.2 bis 2.7 zu entnehmen. 

Nach Versuschende erfolgte die Dekapitation und die zu untersuchenden Gewebe 
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wurden freipräpariert und entnommen. Ein Teil der Gewebe wurde für 

molekularbiologische Untersuchungen unmittelbar in flüssigem Stickstoff 

schockgefroren und anschließend bei -80°C in einem Gefrierschrank gelagert; der 

andere Teil wurde für histologische und immunologische Untersuchungen in einer 

Formalinlösung fixiert und anschließend in Paraffin eingebettet (siehe 3.2). Neben 

Blutplasma und -serum wurden für die Untersuchungen in dieser Arbeit Gefäße 

(Vena cava, Aorta), Uterus, Mamma, Vagina, Femur, Tibia, Kolon und die 

Darmschleimhaut (Mucosa) entnommen. Die Uteri wurden nach ihrer 

Freipräparation zunächst gewogen. Das Uterusfeuchtgewicht stellte neben den später 

histologisch bestimmten Uterus- und Vaginaepithelhöhen ein valides Kriterium zur 

Bestimmung der estrogenen Wirksamkeit und Potenz der untersuchten Substanzen 

dar.  

Zur Bestimmung des Phytoestrogengehalts im Blut wurden bei der Sektion sowohl 

Blutplasma als auch Blutserum von jedem Tier entnommen. Zur Gewinnung des 

Blutplasmas wurde das Blut mit Heparin gemischt. Anschließend wurden Blutserum 

und -plasma in Reaktionsgefäße gefüllt und bei 3000 U/min zentrifugiert. Die 

Überstände wurden abgenommen und schließlich bis zur Weiterverwendung bei  

-20°C gelagert. 

Für alle beschriebenen Tierexperimente wurde ein Antrag auf Genehmigung von 

Versuchsvorhaben gemäß § 8 Abs.1 des Tierschutzgesetzes bei der zuständigen 

Behörde (Regierungspräsidium Köln) gestellt, dem stattgegeben wurde. 

2.7 Organisation und Durchführung der tierexperimentellen Studien 

Unabhängig von Art und Aufbau des Tierexperiments wurde bei allen Versuchen 

unmittelbar vor und nach dem Untersuchungszeitraum das Körpergewicht der Tiere 

bestimmt. Neben der Bestimmung verschiedener Organgewichte (z.B. von Milz, 

Leber und Herz) wurde bei der Sektion das Uterusfeuchtgewicht bestimmt, um den 

hormonellen Einfluss der Behandlung, sowie die Wirksamkeit der applizierten 

Substanzen zu validieren, und um Ergebnisse aus weiterführenden molekular-

biologischen und histologischen Untersuchungen hiermit korrelieren zu können. Das 

Uterusfeuchtgewicht gilt neben der Bestimmung der Uterus- und der 

Vaginalepithelhöhe als anerkannter Parameter uterotropher Assays (Kanno et al. 

2001) zur in vivo-Bestimmung der Wirksamkeit und Wirkstärke von Substanzen mit 
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agonistischer oder antagonistischer estrogener Potenz in ovarektomierten Ratten 

(OVX). 

Ziel des ersten dreitägigen Experimentes war es, das Phytoestrogen Genistein (GEN) 

auf seine Estrogenität und auf seinen proliferativen Einfluss in Gewebeproben von 

Uterus- und Brustdrüsengewebe zu untersuchen. Hierfür sollte die Proteinexpression 

von PCNA (proliferating cell nuclear antigen) und des Progesteronrezeptors (PR) in 

den durch GEN beeinflussten Geweben molekularbiologisch und histologisch 

bestimmt und mit den Einflüssen von Estradiol (E2) verglichen werden. Zudem sollte 

histologisch die Proteinexpression des Entzündungsmarkers Cyclooxygenase-2 

(Cox-2) vergleichend in Uterus und Gefäßen der behandelten Tiere untersucht 

werden. Hierzu wurden die Tiere 14 Tage nach der Ovarektomie drei Tage lang mit 

den entsprechenden Substanzen behandelt (Tab. 2.2). Ovarektomierte unbehandelte 

Tiere dienten als Kontrollen. 

3 Tage10 mgs.c. Injektion GENGEN

3 Tage4 µgs.c. Injektion E2E2

3 Tage1 mls.c. Injektion TrägersubstanzOVX

BehandlungsdauerDosierung/kgKG/TBehandlungsartBehandlungBezeichnung

3 Tage10 mgs.c. Injektion GENGEN

3 Tage4 µgs.c. Injektion E2E2

3 Tage1 mls.c. Injektion TrägersubstanzOVX

BehandlungsdauerDosierung/kgKG/TBehandlungsartBehandlungBezeichnung

 

Tab. 2.2: Tierexperiment 1: Testung organselektiver agonistischer Wirkungen von Genistein. 

In einem zweiten dreitägigen Experiment sollten mögliche antagonistische Einflüsse 

von GEN auf die Proliferation im Uterus untersucht werden (Tab. 2.3). Hierzu 

wurden ovarektomierte Tiere mit einer kombinierten Applikation von GEN und zwei 

verschiedenen Dosierungen von E2, und SHAM-operierte intakte Ratten mit GEN 

behandelt. Als Referenzgruppen dienten eine mit GEN behandelte OVX-Gruppe, 

eine unbehandelte SHAM Gruppe, sowie zwei OVX-Gruppen, die jeweils mit einer 

der beiden E2 Dosierungen ohne die Kombination mit GEN behandelt wurden (Tab. 

2.3). OVX-Tiere ohne Behandlung dienten auch hier als Kontrollen. In den Uteri 

dieses Versuches wurden molekularbiologisch und histologisch die Einflüsse der 

Behandlungen bzw. der Behandlungskombinationen auf die Proliferation im Uterus 

untersucht. 
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3 Tage4 µg + 10 mgs.c. InjektionE2 + GENE2 4 + GEN

3 Tage1 µg + 10 mgs.c. InjektionE2 + GENE2 1 + GEN

3 Tage4 µgs.c. InjektionE2E2 4

3 Tage1 µgs.c. InjektionE2E2 1

3 Tage10 mg + 1 mls.c. InjektionGEN + TSSHAM + GEN

3 Tage1 mls.c. InjektionTSSHAM

3 Tage10 mgs.c. InjektionGEN + TSGEN

3 Tage1 mls.c. InjektionTrägersubstanz (TS)OVX

BehandlungsdauerDosierung/kgKG/TBehandlungsartBehandlungBezeichnung

3 Tage4 µg + 10 mgs.c. InjektionE2 + GENE2 4 + GEN

3 Tage1 µg + 10 mgs.c. InjektionE2 + GENE2 1 + GEN

3 Tage4 µgs.c. InjektionE2E2 4

3 Tage1 µgs.c. InjektionE2E2 1

3 Tage10 mg + 1 mls.c. InjektionGEN + TSSHAM + GEN

3 Tage1 mls.c. InjektionTSSHAM

3 Tage10 mgs.c. InjektionGEN + TSGEN

3 Tage1 mls.c. InjektionTrägersubstanz (TS)OVX

BehandlungsdauerDosierung/kgKG/TBehandlungsartBehandlungBezeichnung

 

Tab. 2.3: Tierexperiment 2: Untersuchung antagonistischer Effekte von Genistein. 

Aufbauend auf Voruntersuchungen an OVX-Tieren und SHAM-Tieren, die ergaben, 

dass eine Ovarektomie den Bewegungsantrieb von Ratten signifikant reduziert und 

vor dem Hintergrund, dass verschiedene Untersuchungsergebnisse für Phyto-

estrogene ein knochenprotektives Potential postulieren, sollte in einer weiteren 

tierexperimentellen Studie der Einfluss einer phytoestrogenreichen Diät in 

Kombination mit körperlicher Aktivität auf diese Parameter untersucht werden. 

Neben dem Bewegungsantrieb und der Knochendichte stand zusätzlich der 

Parameter Körpergewicht im Mittelpunkt der Untersuchungen. In diesem 

dreimonatigen Versuch wurden eine explizit phytoestrogenarme und eine 

phytoestrogenreiche Diät verfüttert. Außerdem wurden den Tieren einer OVX-

Gruppe Estradiolpellets unter die Haut transplantiert, die gleichmäßig über den 

gesamten Versuchszeitraum definierte Mengen von E2 an den Organismus abgeben 

sollten. Bis auf eine OVX-Gruppe, die auf die phytoestrogenreiche Diät gesetzt 

wurde (Phyto-Gruppe), erhielten die anderen drei Gruppen (SHAM, OVX und 

OVX+E2-Pellet) die phytoestrogenarme Diät (Tab. 2.4). Jede Gruppe bestand aus elf 

Tieren, wovon jeweils fünf Tiere individuellen Zugang zu einem Laufrad hatten und 

sechs Tiere in einem Käfig ohne Laufradzugang gehalten wurden. Über den 

gesamten Versuchszeitraum hinweg wurde die Laufaktivität der Lauftiere 

aufgezeichnet. Zur Bestimmung der Knochendichte wurden in vivo-CT-Messungen 

vor, während (nach sechs Wochen) und nach dem Versuchszeitraum (nach zwölf 

Wochen) durchgeführt. Neben der Bestimmung der Konzentrationen von GEN und 

Daidzein (DAI) in den beiden verfütterten Diäten wurden ebenfalls die 

Serumkonzentrationen dieser beiden Phytoestrogene im Blutserum der OVX- und 

der Phyto-Gruppe bestimmt. Außerdem wurde die tägliche Futteraufnahme der Tiere 

quantitativ bestimmt. Anhand der ermittelten Daten konnte somit die tägliche 
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Aufnahme von GEN und DAI ermittelt und mit epidemiologischen Daten 

abgeglichen werden. 

84 Tageca. 21g/TDiätPRDPhyto Kontrolle

84 Tageca. 21g/TDiätPRDPhyto Lauf

84 Tageca. 21g/T + 4µg/kgKG/TDiät + s.c.-PelletPAD+E2-PelletE2 Kontrolle

84 Tageca. 21g/T + 4µg/kgKG/TDiät + s.c.-PelletPAD+E2-PelletE2 Lauf

84 Tageca. 21g/TDiätPADSHAM Kontrolle

84 Tageca. 21g/TDiätPADSHAM Lauf

84 Tageca. 21g/TDiätPADOVX Kontrolle

84 Tageca. 21g/TDiätPADOVX Lauf

BehandlungsdauerDosierungBehandlungsartBehandlungBezeichnung

84 Tageca. 21g/TDiätPRDPhyto Kontrolle

84 Tageca. 21g/TDiätPRDPhyto Lauf

84 Tageca. 21g/T + 4µg/kgKG/TDiät + s.c.-PelletPAD+E2-PelletE2 Kontrolle

84 Tageca. 21g/T + 4µg/kgKG/TDiät + s.c.-PelletPAD+E2-PelletE2 Lauf

84 Tageca. 21g/TDiätPADSHAM Kontrolle

84 Tageca. 21g/TDiätPADSHAM Lauf

84 Tageca. 21g/TDiätPADOVX Kontrolle

84 Tageca. 21g/TDiätPADOVX Lauf

BehandlungsdauerDosierungBehandlungsartBehandlungBezeichnung

 

Tab. 2.4: Tierexperiment 3: Einflüsse einer phytoestrogenreichen Diät. 

Um die Einflüsse einer phytoestrogenreichen Diät (Tierexperiment 3) auf 

Knochendichte, Bewegungstrieb und Körpergewicht mit den Effekten einer 

subkutanen Applikation von GEN auf diese Parameter vergleichen zu können, und 

um hierbei beteiligte estrogenrezeptorsubtypspezifische Mechanismen und 

Wirkungsweisen zu untersuchen, wurde ein weiteres Tierexperiment durchgeführt 

(Tab. 2.5). Hier kamen als zusätzliche Untersuchungssubstanzen estrogenrezeptor-

subtypspezifische Agonisten (ERA, ERB) zum Einsatz, deren Effekte auf die 

Untersuchungsparameter mit dem Einfluss der subkutanen Applikation von GEN 

abgeglichen werden sollten. Eine weitere Referenzgruppe wurde mit E2 substituiert. 

Neben einer OVX-Gruppe waren noch drei weitere Kontrollgruppen Bestandteil des 

Versuchs. Diese Gruppen wurden neben den jeweiligen Estrogenrezeptoragonisten, 

oder Genistein zusätzlich mit einem Antiestrogen (ICI) behandelt. Untersuchungs-

parameter dieses dreiwöchigen Experiments waren auch hier Knochendichte, 

Laufleistung und Körpergewicht. Zusätzlich wurde bei der Sektion, im Hinblick auf 

molekularbiologische Untersuchungen von Knochenmarkern, die Tibia der Tiere 

entnommen. Alle Tiere dieses Experiments hatten freien Zugang zu der 

Laufradapparatur und standen somit während des gesamten Untersuchungs-

zeitraumes unter dem Einfluss von körperlicher Aktivität. Neben der Aufzeichnung 

der Laufaktivität wurden auch hier unmittelbar vor und nach dem Versuch in vivo-

CT-Messungen durchgeführt (Abb. 2.2). 
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21 Tage100 µg + 3 mgs.c. Injektion ERB + ICI in TSBeta+ICI

21 Tage10 µg + 3 mgs.c. Injektion ERA + ICI in TSAlpha+ICI

21 Tage10 mg + 3 mgs.c. Injektion GEN + ICI in TSGEN+ICI

21 Tage100 µgs.c. Injektion ERB in TSBeta

21 Tage10 µgs.c. Injektion ERA in TSAlpha

21 Tage10 mgs.c. Injektion Genistein in TSGEN

21 Tage4 µgs.c. Injektion E2 in TSE2

21 Tage1 mls.c. Injektion Trägersubstanz (TS)OVX 

BehandlungsdauerDosierung/kgKG/TBehandlungsartBehandlungBezeichnung

21 Tage100 µg + 3 mgs.c. Injektion ERB + ICI in TSBeta+ICI

21 Tage10 µg + 3 mgs.c. Injektion ERA + ICI in TSAlpha+ICI

21 Tage10 mg + 3 mgs.c. Injektion GEN + ICI in TSGEN+ICI

21 Tage100 µgs.c. Injektion ERB in TSBeta

21 Tage10 µgs.c. Injektion ERA in TSAlpha

21 Tage10 mgs.c. Injektion Genistein in TSGEN

21 Tage4 µgs.c. Injektion E2 in TSE2

21 Tage1 mls.c. Injektion Trägersubstanz (TS)OVX 

BehandlungsdauerDosierung/kgKG/TBehandlungsartBehandlungBezeichnung

 

Tab. 2.5: Tierexperiment 4: Vergleichende Einflüsse von Genistein und 
estrogenrezeptorsubtypspezifischen Effekten unter dem Einfluss von körperlicher Aktivität. 

Aufbauend auf den Ergebnissen von Tierexperiment 4 wurde in einem weiteren 

Kontrollexperiment (Tab. 2.6) der gleiche Versuch erneut durchgeführt. Hier hatten 

die Tiere jedoch keinen Laufradzugang und als Kontrollgruppe diente in diesem 

Experiment nur eine OVX-Gruppe. Die Bedeutung von körperlicher Aktivität für die 

Ergebnisse aus Experiment 4 sollte mit diesem Kontrollversuch ermittelt werden. 

21 Tage100 µgs.c. Injektion ERB in TSBeta

21 Tage10 µgs.c. Injektion ERA in TSAlpha

21 Tage10 mgs.c. Injektion GEN in TSGEN

21 Tage4 µgs.c. Injektion E2 in TSE2

21 Tage1 mls.c. Injektion Trägersubstanz (TS)OVX 

BehandlungsdauerDosierung/kgKG/TBehandlungsartBehandlungBezeichnung

21 Tage100 µgs.c. Injektion ERB in TSBeta

21 Tage10 µgs.c. Injektion ERA in TSAlpha

21 Tage10 mgs.c. Injektion GEN in TSGEN

21 Tage4 µgs.c. Injektion E2 in TSE2

21 Tage1 mls.c. Injektion Trägersubstanz (TS)OVX 

BehandlungsdauerDosierung/kgKG/TBehandlungsartBehandlungBezeichnung

 

Tab. 2.6: Tierexperiment 5: Vergleichende Einflüsse von Genistein und 
estrogenrezeptorsubtypspezifischen Effekten ohne den Einfluss von körperlicher Aktivität. 

Die gewonnenen Erkenntnisse aus den beiden dreiwöchigen Experimenten 4 und 5 

führten bezogen auf mechanistische Fragestellungen zu einem weiteren Experiment, 

in dem GEN und die beiden Agonisten ERA und ERB miteinander kombiniert 

verabreicht werden sollten (Tab. 2.7). Die Versuchsdurchführung entspricht der von 

Tierexperiment 4, jedoch wurden die Kombinationsbehandlungen der Versuchs-

gruppen so gewählt, dass mögliche additive und/oder antagonistische Effekte, sowie 

Einflüsse von Heterodimeren auf die gewählten Parameter untersucht werden 

konnten. 
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21 Tage1 µgs.c. Injektion ERA in TSAlpha1 

21 Tage1 µg + 100 µgs.c. Injektion ERA + ERB in TSAlpha1 + Beta

21 Tage10 mg + 100 µgs.c. Injektion GEN + ERB  in TSGen + Beta

21 Tage10 mg  + 1 µgs.c. Injektion GEN + ERA  in TSGen + Alpha1

21 Tage1 mls.c. Injektion Trägersubstanz (TS)OVX 

BehandlungsdauerDosierung/kgKG/TBehandlungsartBehandlungBezeichnung

21 Tage1 µgs.c. Injektion ERA in TSAlpha1 

21 Tage1 µg + 100 µgs.c. Injektion ERA + ERB in TSAlpha1 + Beta

21 Tage10 mg + 100 µgs.c. Injektion GEN + ERB  in TSGen + Beta

21 Tage10 mg  + 1 µgs.c. Injektion GEN + ERA  in TSGen + Alpha1

21 Tage1 mls.c. Injektion Trägersubstanz (TS)OVX 

BehandlungsdauerDosierung/kgKG/TBehandlungsartBehandlungBezeichnung

 

Tab. 2.7: Tierexperiment 6: Kombinationsversuch zur Untersuchung additiver und antagonistischer 
Effekte. 

Die beschriebenen Tierversuche dienten der Untersuchung von Phytoestrogenen, die 

entweder mit der Nahrung aufgenommen oder subkutan appliziert wurden. Im 

Mittelpunkt der Untersuchungen stand vor allem die Charakterisierung von Genistein 

im Hinblick auf organselektive agonistische und/oder antagonistische Wirkungen, 

sowie der Vergleich dieses Phytoestrogens mit estrogenrezeptorsubtypspezifischen 

Einflüssen. 

In Abbildung 2.3 sind alle aufeinander aufbauenden tierexperimentellen Studien, die 

die Grundlage für diese Arbeit darstellen zusammenfassend aufgeführt. 

Tierexperiment 5: Vergleichende Einflüsse von 
Genistein und 

estrogenrezeptorsubtypspezifischen Effekten 
ohne den Einfluss von körperlicher Aktivität

21 Tage (s.c.-Applikation)

Tierexperiment 4: Vergleichende Einflüsse von 
subkutan appliziertem Genistein und 

estrogenrezeptorsubtypspezifischen Effekten unter 
dem Einfluss von körperlicher Aktivität

21 Tage (s.c.-Applikation)

Tierexperiment 3:
Einflüsse einer 

phytoestrogenreichen Diät in 
Kombination mit körperlicher Aktivität 

84 Tage (Diät/Pellet)

Tierexperiment 2: Untersuchung antagonistischer 
Effekte von Genistein

3 Tage (s.c.-Applikation)

Tierexperiment 1: Testung 
organselektiver agonistischer Wirkungen 

von Genistein
3 Tage (s.c.-Applikation)

Tierexperiment 6:
Kombinationsversuch zur 

Untersuchung additiver und 
antagonistischer Effekte

21 Tage (s.c.-Applikation)

Tierexperiment 5: Vergleichende Einflüsse von 
Genistein und 

estrogenrezeptorsubtypspezifischen Effekten 
ohne den Einfluss von körperlicher Aktivität

21 Tage (s.c.-Applikation)

Tierexperiment 4: Vergleichende Einflüsse von 
subkutan appliziertem Genistein und 

estrogenrezeptorsubtypspezifischen Effekten unter 
dem Einfluss von körperlicher Aktivität

21 Tage (s.c.-Applikation)

Tierexperiment 3:
Einflüsse einer 

phytoestrogenreichen Diät in 
Kombination mit körperlicher Aktivität 

84 Tage (Diät/Pellet)

Tierexperiment 2: Untersuchung antagonistischer 
Effekte von Genistein

3 Tage (s.c.-Applikation)

Tierexperiment 1: Testung 
organselektiver agonistischer Wirkungen 

von Genistein
3 Tage (s.c.-Applikation)

Tierexperiment 6:
Kombinationsversuch zur 

Untersuchung additiver und 
antagonistischer Effekte

21 Tage (s.c.-Applikation)  

Abb. 2.3: Zusammenfassende Darstellung der Tierexperimente. 
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3 Methoden 

3.1 Western Blot 

3.1.1 Proteinisolierung 

Zur Isolation der Proteine aus den Gewebeproben wurden die Proben in 

tiefgefrorenem und weiter gekühltem Zustand bei 4°C zunächst mit einem Hammer 

grob zerkleinert. Die zerkleinerte Probe wurde in einen mit N2 gekühlten 

Teflonzylinder überführt, der nach Zufügen einer gekühlten Wolframcarbidkugel 

verschlossen wurde. Nun wurde die Probe zwei Minuten in einem Dismembrator (B. 

Braun Melsungen AG, Melsungen) bei 1600 Schlägen pro Minute weiter zerkleinert. 

Die Probe wurde anschließend in ein gekühltes 50 ml Falcon-Röhrchen gegeben. 

Nun wurden 500-1000 μl „High Salt“ Präparationspuffer zur Probe gegeben. 

Anschließend wurden die Zellen der zerkleinerten Gewebeprobe mit einem auf Eis 

vorgekühlten Homogenisator (Bachover GmbH, Reutlingen) bei 24.500 u/min unter 

gekühlten Bedingungen aufgeschlossen. War die Probe homogen wurden 500-1000 

μl Gefrierpuffer hinzugegeben. Das Gemisch wurde schließlich in ein 2 ml 

Reaktionsgefäß überführt und 20 min. bei 8000 rpm und 4°C zentrifugiert. Im 

Überstand befanden sich die gelösten Proteine. 

Präparationspuffer (pH 7,4):
240 mM Saccharose (reinst)
1 mM PMSF in 2-Propanol
20 mM PIPES
10 mM EDTA
50 mM NaH2PO4  

Gefrierpuffer (pH 7,2):
400 mM Saccharose (reinst)
5 mM PIPES
5 mM Tris
10 mM EDTA
50 mM NaH2PO4  
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3.1.2 Bestimmung der Proteinkonzentration 

Die Proteinkonzentration der Proteinlösung wurde mit dem DC Protein ASSAY der 

Firma BIO-RAD nach dem Lowry-Test ermittelt (Lowry et al. 1951, Peterson 1979). 

Zunächst wurden neun BSA-Proteinstandards von 0,0 μg/ml, 0,156 mg/ml, 0,312 

mg/ml, 0,625 mg/ml, 1,25 mg/ml, 2,5 mg/ml, 5 mg/ml, 10 mg/ml und 20 mg/ml in 

einer zu gleichen Teilen aus Probenpuffer und Gefrierpuffer bestehenden Lösung 

hergestellt. 

Nach dem vorgegebenen „Microplate Assay protocol“ von BIO-RAD wurden jeweils 

5 μl der zu messenden Proben und der Standards in ein Well der Mikrotiterplatte 

pipettiert. Nun wurden 25 μl von Reagent A und 200 μl von Reagent B des DC 

Protein Assays in jedes Well gegeben. 

Die Absorption wurde nach 15 Minuten im Kinetic microplate reader der Firma 

MWG Biotech GmbH bei 650 nm gemessen. 

Nach der Messung wurden die Proteinproben aliquotiert und bei -80°C bis zur 

weiteren Verwendung eingefroren. 

3.1.3 SDS Gelelektrophorese 

Zu 20 μl der Proteinextrakte wurde die gleiche Menge 2x SDS-Loading-Buffer 

zugegeben und im 1,5 ml Reaktionsgefäß bei 95°C für 5 Minuten denaturiert. Das 

anionische Detergens SDS (Sodium-Dodecylsulfate) wirkte hierbei zum einen 

stabilisierend auf die linear vorliegenden denaturierten Proteine und zum anderen 

überdeckte das stark negativ geladene SDS die Eigenladung der Proteine, was die 

elektrophoretische Auftrennung der Proteine erleichterte. 

2x SDS-Loading-Buffer (pH 6,8):
(100 mM Tris; 4% SDS; 0,2% Bromphenolblau; 20% Glycerol)
5 ml 1M Tris
20 ml 10% SDS
0,1 g Bromphenolblau
11,5 ml 87% Glycerol
5 ml β-Merkaptoethanol
mit Ampuwa auf 50 ml auffüllen.  

Anschließend wurden zuvor berechnete Mengen des denaturierten Proteinextrakts 

auf ein CriterionTMXT Precast Gel (4-12% Bis-Tris) der Firma BIO-RAD 

aufgetragen. Neben den Proteinextrakten wurden auch 10 μl eines zweifarbigen und 

aus 10 Proteinbanden von 10-250 kD bestehenden Precision Plus ProteinTM 
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Standards der Firma BIO-RAD aufgetragen. Während der Elektrophorese wurden für 

60 Minuten (zur besseren Auftrennung für manche Proteine über Nacht bei 4°C) eine 

Spannung von 200 V und eine Stromstärke von 90 mA während der Elektrophorese 

angelegt. Als Laufpuffer wurde ein verdünnter 20x XT MES Running Buffer für 

„mittelgroße“ Proteine der Firma BIO-RAD verwendet. 

3.1.4 Coomassie Brilliant Blue Färbung 

Um Aufschluss darüber zu erlangen, ob die Auftrennung der Proteine während der 

Gelelektrophorese erfolgreich war und des Weiteren, um optisch kontrollieren zu 

können, ob die aufgetragenen Proteinkonzentrationen in den einzelnen Gruppen 

gleich groß waren, aber auch, um sicherzustellen, dass der Proteintransfer vom Gel 

auf die Nitrozellulosemembran erfolgreich war, wurde das Proteingel über Nacht mit 

einer 1x Coomassie Brilliant Blue-Lösung gefärbt. Nach 4-stündiger Inkubation in 

Entfärbelösung konnte das Gel für mehrere Tage in einer 7%igen Essigsäurelösung 

aufbewahrt werden. Der Vakuumgeltrockner der Firma Biometra ermöglichte die 

Trocknung des Gels zur Langzeitaufbewahrung. 

5x Coomassie Brilliant Blue Färbelösung:
(0,25% Coomassie; 10% Eisessig; 45% Methanol)
0,25 g Coomassie Brilliant Blue r250
90 ml Methanol: a. dest. (1:1)
10 ml Eisessig
Lösung durch Whatmanfilter filtrieren.  

Entfärbelösung:
(45% Methanol; 10% Eisessig)
45 ml Ampuwa
45 ml Methanol
10 ml Eisessig  

3.1.5 „Semi dry“ Blot des SDS-Gels 

Im Anschluss an die Gelelektrophorese wurden die Proteine auf eine Membran 

übertragen (Towbin et al. 1979, Towbin et al. 1989). Hierzu wurde das Gel 

entnommen und auf eine Protean® Nitrozellulose-Membran (Schleicher & Schnell 

BioScience GmbH, Dassel, Germany) gelegt. Unter die Membran und auf das Gel 

wurden im Semi-dry-Blotter (Biomerta) jeweils drei Lagen Filterpapier gelegt, 

nachdem sie zuvor für mindestens 15 Minuten in Transferpuffer eingeweicht worden 

waren. Mit einem Glasstab wurden bei der Schichtung entstandene Luftblasen aus 
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dem Filterpapier ausgerollt und anschließend wurde das Filterpapier nochmals mit 

Transferpuffer angefeuchtet. 

Der Transfer auf die Membran erfolgte mit Wasser gekühlt, bei 5 mA/cm2 für 15 

Minuten. Um einen erfolgreichen Proteintransfer vom Gel auf die Membran zu 

überprüfen, und um das Ausmaß einer möglichen Blasenbildung beurteilen zu 

können, wurde die Membran für 10 Minuten in Poceau-S Lösung gefärbt und 

anschließend mit destilliertem Wasser so lange gespült, bis die angefärbten 

Proteinbanden sichtbar wurden (Abb. 3.1). 

Ponceau-S Lösung:
(0,1% Ponceau-S; 1% Essigsäure)
1 g Ponceau-S
10 ml Eisessig
mit a. dest. auf 1000 ml auffüllen.  

Transferpuffer:
(25 mM Tris; 150 mM Glycin; 10% Methanol)
25 ml Tris
11,26 g Glycin
100 ml Methanol
mit a. dest. auf 1000 ml auffüllen.  

Blocking-Buffer:
(5% BSA; PBS- Tween)
20 ml PBS- 0,05% Tween20
1 g BSA  

Zum Blocken unspezifischer Bindungsstellen wurde die Membran anschließend bei 

4°C unter Bewegung für eine Stunde mit Blocking-Buffer (Hauri und Bucher 1986) 

inkubiert. Hierbei wurde die Membran wieder entfärbt und unspezifische 

Bindungsstellen wurden blockiert. 

 

Abb. 3.1: „Semy dry Blot” gefärbt mit Ponceau S. Precision Plus ProteinTM-Standard (10-250 kD) 
und gefärbte Proteinbanden. 
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3.1.6 Antikörperinkubation 

Nach dem Blocken der Membran wurde sie zunächst bei 4°C unter leichter 

Bewegung 1x15 und 2x10 Minuten in PBS gewaschen. Danach erfolgte die 

Inkubation mit dem ersten Antikörper (Primärantikörper von Aktin und dem 

Zielprotein) bei 4°C über Nacht. Die Antikörper wurden nach Herstellerangaben mit 

PBS verdünnt. 

PBS (pH 7,4) Waschpuffer:
(80 mM Na2HPO4; 20 mM NaH2PO4; 100 mM NaCl, 0,05% Tween20 )
11,5 g Na2HPO4 (Dinatriumhydrogenphosphat)
2,96 g NaH2PO4 (Natriumdihydrogenphosphat)
5,84 g NaCl (Natriumchlorid)
500 µl Tween20
mit a. dest. auf 1000 ml auffüllen.  

PBS (pH 7,4) (zur Verdünnung):
(80 mM Na2HPO4; 20 mM NaH2PO4; 100 mM NaCl)
11,5 g Na2HPO4
2,96 g NaH2PO4
5,84 g NaCl
mit a. dest. auf 1000 ml auffüllen.  

Nach 12 Stunden wurde die Membran erneut 1x15 und 2x5 Minuten mit PBS 

gewaschen, bevor sie mit dem zweiten Antikörper (Meerrettich-Peroxidase-

gekoppelter Antikörper gegen die Spezies des Primärantikörpers) für eine Stunde 

inkubiert wurde. 

Nach der Inkubation mit dem Sekundärantikörper wurde die Membran 10x5 Minuten 

mit PBS-Tween gewaschen. 

3.1.7 Proteinnachweis durch das Lumi-Light System 

Zur Detektion der Proteine im Western-Blot wurde das Lumi-LightPLUS System der 

Firma Roche Diagnostics GmbH Mannheim verwendet. Dieses System beruht auf 

der Kopplung einer Peroxidase an den sekundären Antikörper (Abb. 3.2), welche das 

zugegebene POD Substrat umsetzte. Die hierbei entstehende Lumineszenz konnte 

nun mit Hilfe eines Lumineszenzimagers (FluorchemTM luminescent imager, Alpha 

Innotech, CA, USA) detektiert werden. 
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Abb. 3.2: Prinzip der Lumi-LightPLUS Detektion (übernommen aus Herstellerinformationen). 

Bei diesem System wird kurz vor der Detektion eine 1:1 Mischung der „Lumi-

LightPLUS Luminol/ Enhancer Solution“ und der „Lumi-LightPLUS Stable Peroxide 

Solution“ je nach Oberflächengröße des Blots gemischt. Nach 15 Minuten 

Inkubationszeit in dieser Detektionslösung konnte die Lumineszenz mit einer 

entsprechenden Kamera detektiert und mit Hilfe eines Computerprogramms als 

digitales Bild festgehalten werden. 

3.1.8 Densitometrische Auswertung der Western Blots 

Zur quantitativen Auswertung der spezifisch gefärbten Proteinbanden der Western 

Blots wurden die optisch festgehaltenen Proteinbanden mit Hilfe eines 

Bildanalyseprogramms (IMAGEJ 1.33u, National Institute of Health, USA, 

http://rsb.info,nih.gov/ij/) densitometrisch ausgewertet. Hierbei wurde für jede 

Proteinbande, je nach Ausmaß der Färbeintensität, durch das Programm ImageJ ein 

Durchschnittsgrauwert zwischen 0 (weiss) und 240 (schwarz) berechnet. Dies wurde 

sowohl für die Proteinbande des Zielproteins, als auch für die Bande des 

Kontrollproteins (Aktin) eines repräsentativen Westernblots durchgeführt. Der 

schließlich grafisch dargestellte Wert ergab sich aus der Division der Messwerte von 

Zielprotein und Aktin. Bei dieser Art der Auswertung wurden somit inhomogen 

aufgetragene Proteinmengen berücksichtigt. War die Färbeintensität der Banden des 

Kontrollproteins nicht bei allen zu vergleichenden Behandlungsgruppen gleich 

ausgeprägt, so fand dies in der Auswertung Berücksichtigung. Die so berechneten 

densitometrischen Werte standen in direktem Verhältnis zur Proteinexpression des 

Zielproteins im untersuchten Gewebe. 
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3.2 Histologie 

3.2.1 Dehydrierung, Fixierung und Einbettung der Gewebe 

Für die Anfertigung von Gewebeschnitten wurden die Gewebe zunächst dehydriert. 

Dieser Wasserentzug erfolgte stufenweise, um Zerstörungen des Gewebes zu 

vermeiden. 

Im ersten Schritt wurde das Gewebe mit einer 4%igen Formalinlösung fixiert und in 

den folgenden Schritten mit Hilfe einer aufsteigenden Alkoholreihe bis zu 100% 

Ethanol dehydriert. 

4%ige gepufferte Formalinlösung
4 g NaH2PO4
6,5 g Na2HPO4
100 ml Formalin (35%ig)
900 ml a. dest.  

Das Diffusionsgefälle zwischen Wasser und Ethanol führte dazu, dass das Wasser 

durch das umgebende Ethanol aus den Zellen herausdiffundierte. Durch die 

aufsteigende Alkoholreihe wurde die Wasserkonzentration in den Zellen schrittweise 

reduziert und durch Alkohol ersetzt, bis die Zellen vollständig mit Ethanol gefüllt 

waren. 

Im nächsten Schritt erfolgte die Paraffineinbettung, wobei die dehydrierten Gewebe 

mit 60°C warmem Paraffin durchtränkt wurden. 

Dehydrierung und Einbettung des Gewebes erfolgten mit Hilfe eines 

Einbettautomaten (Miles Scientific: Tissue Tek VIP 2000, Naperville, IL, USA). 

Dieser Automat führte die beschriebenen Teilschritte innerhalb von 12,5 Stunden im 

Einkammerverfahren durch. Bei diesem Verfahren verblieb das Gewebe permanent 

in einem Behälter, in dem nur die verschiedenen Flüssigkeiten ausgetauscht wurden. 

Beginnend mit der Einfüllung einer 4%igen Formollösung (pH 7) über eine 

anschließende aufsteigende Alkoholreihe (70-100%) und Xylol wurde das Gewebe 

schließlich nach mehreren Paraffinspülungen vollständig mit Paraffin durchtränkt. 
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3.2.2 Ausgießen und Ausrichten des Gewebes 

Im nächsten Schritt wurden die paraffinierten Gewebestücke in Ausgießförmchen 

(Polysciences, Warrington, USA) ausgegossen. Hierbei wurden sie je nach 

gewünschter Schnittorientierung senkrecht (für Querschnitte) oder waagerecht (für 

Längsschnitte) orientiert. Um Riss- und Blasenbildungen der Paraffinblöcke zu 

vermeiden, wurde das Paraffin auf einer Kühlplatte zur schnellen Aushärtung 

gebracht. Eingebettet in Paraffin konnten die Gewebestücke für einen unbegrenzten 

Zeitraum bei Raumtemperaturen gelagert werden. Das Ausgießen und Härten der 

Paraffinblöcke erfolgte mit Hilfe einer Ausgießstation (Ames Company, GB). Die 

Form der Ausgießförmchen war so gestaltet, dass die entstehenden Paraffinblöcke 

nach ihrer Aushärtung ohne weitere Arbeitsschritte schnittbereit für die Einspannung 

in ein Paraffin-Mikrotom waren. 

3.2.3 Erstellen von Paraffinschnitten 

Um von den Paraffinblöcken geeignete Schnitte anfertigen zu können, wurden sie 

zunächst auf einer Kühlplatte abgekühlt, wodurch das Paraffin eine für den 

Schneidevorgang optimale Festigkeit erhalten sollte. Hierfür erwies sich eine 

Lagerung der Blöcke für 10-15 Minuten auf der Kühlplatte bei -5°C als optimal. Zur 

Herstellung von Schnittpräparaten in einer Dicke von 7 µm wurde ein Mikrotom 

verwendet. Präparat und Schnittmesser sind bei diesem Präzisionsgerät 

gegeneinander beweglich fest eingespannt. Das hier verwendete Mikrotom der Firma 

Reichert-Jung war ein Rotationsmikrotom. Bei diesem Modell war die 

Anschnittfläche dem Bedienenden gegenübergelegen. Das Präparat war fest im 

Objekthalter eingespannt und wurde an einem fest stehenden Messer vorbeigeführt. 

Der Vorschub des Präparats war zwischen 0 und 35 µm pro Umdrehung einstellbar 

und mit der entstehenden Schnittdicke gleichzusetzen. Um eine optimale Qualität der 

Schnitte zu erreichen, sollte die Schnittdicke möglichst klein sein. Dabei war jedoch 

darauf zu achten, dass die Gewebeschnitte zusammenhängend waren und beim 

Schneiden nicht gestaucht wurden. So wurden für die in dieser Arbeit untersuchten 

Gewebe Schnittdicken von 5-10 µm erreicht. 
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3.2.4 Aufziehen der Paraffinschnitte 

Für den weiteren Untersuchungsverlauf wurden die instabilen Paraffindünnschnitte 

mit Hilfe der Warmwassermethode auf Objektträgern fixiert. Bei den verwendeten 

Objektträgern „Superfrost plus“ handelte es sich um 25x75x1mm große, geputzte 

und geschliffene Objektträger mit einer speziell haftunterstützenden Oberfläche und 

einem mattierten Schriftfeld (Menzel-Gläser, Hilden, D). 

Die 5-10 µm dicken Schnitte wurden nun für 30 Minuten auf einer Heizplatte 

(Strecktisch) bei 30-35°C gestreckt. Durch die Erwärmung des Wassers und des 

Paraffins wurde eine Glättung des leicht gestauchten Schnittes erreicht. Nun wurden 

die Schnittpräparate zur Trocknung und Fixierung auf den Objektträgern in einer 

Glasküvette über Nacht in einem 37°C warmen Ofen (Heraeus Elektronic, Hanau, D) 

gelagert. Auf diese Weise wurden jeweils zwei Schnitte auf einem Objektträger 

fixiert. Dies ermöglichte im weiteren Untersuchungsverlauf einen direkten Vergleich 

von identischen Zellarealen anhand der nebeneinander liegenden Serienschnitte auf 

dem Objektträger. 

3.2.5 Entparaffinieren und Autoklavieren der Schnitte 

Nach dem Aufziehen der Schnitte konnte mit ihrer Vorbereitung auf 

immunhistochemische Nachweisverfahren und auf Gewebefärbungen fortgefahren 

werden. Hierzu mussten die Schnitte zunächst entparaffiniert und anschließend 

autoklaviert werden. Um die noch paraffinierten Gewebeschnitte wieder zu 

entparaffinieren und zu rehydrieren, wurden die Schnitte nach einem vorgegebenen 

Protokoll mit Hilfe von Xylol (Mallinckrodt Baker, Deventer, NL) und einer 

absteigenden Alkoholreihe in vorbereiteten Glasküvetten 65 Minuten lang 

entparaffiniert, nachdem sie zuvor bei 60°C für 30 Minuten erwärmt worden waren: 

1. Xylol I 15 Minuten
2. Xylol II 10 Minuten
3. Xylol III 10 Minuten
4. Ethanol 100% I 5 Minuten
5. Ethanol 100% II 5 Minuten
6. Ethanol 96% I 5 Minuten
7. Ethanol 96% II 5 Minuten
8. Ethanol 70% I 5 Minuten
9. Ethanol 70% II 5 Minuten  
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Abschließend erfolgte noch eine fünfminütige Spülung in destilliertem Wasser, so 

dass die auf den Objektträgern befindlichen Schnitte nun in entparaffiniertem und 

rehydriertem Zustand vorlagen. Nach diesem Schritt konnten die Schnitte, eingelegt 

in destilliertem Wasser, über Nacht gelagert werden. 

Im nächsten Schritt wurden die Schnitte auf den Objektträgern in einem 10 mM 

Citratpuffer autoklaviert. 

10 mM Citratpuffer (pH 6):
9 ml 0,1M Citronensäure-Lösung

(19,21 g C6H8O7 in 1000 ml a.d.)
41 ml 0,1M Natrium-Citrat-Lösung 

(29,41 g C6H5O7Na3 x 2H2O in 1000 ml a.d.)
450 ml a. dest.  

Die Behandlung der Schnitte im Autoklav beeinflusste die Sensitivität des Gewebes 

positiv und verhinderte ein Abschwimmen der Schnitte in weiteren Arbeitsschritten 

(Bier et al. 1995, Iwamura et al. 1994). Die hohe Temperatur in Verbindung mit dem 

hohen Druck demaskierte außerdem die Oberfläche des Gewebes, wobei das Gewebe 

erhalten blieb, die Formalinvernetzung jedoch aufgebrochen wurde. Hierbei wurden 

bei der Formalinfixierung entstandene Methylbrücken aufgelöst, die durch 

Quervernetzungen entstanden und zu Veränderungen der Proteinstruktur und somit 

zu einer Verdeckung der Epitope führten (Bourne). Der Vorgang des Autoklavierens 

ermöglichte also eine deutlich verbesserte Antigen-Antikörper-Reaktion durch die 

beschriebene Epitop-Demaskierung (Luttmann et al. 2004). 

Der für diese Versuche zur Verfügung stehende Stand-Autoklav (Tuttnauer, 387 

ELV, Jerusalem IL) stellte ein Programm zur Verfügung, welches eine Behandlung 

bei 121°C und 2 bar für 10 Minuten ermöglichte. Der Temperatur- und Druckanstieg 

erfolgte stufenweise in einem Zeitraum von 100 Minuten bis zur Abkühlung auf ca. 

50°C. Anschließend wurden die Schnitte, im Citratpuffer verbleibend, für 30 

Minuten bei Raumtemperatur weiter abgekühlt. Im letzten Schritt wurden die 

Objektträger aus dem Citratpuffer entnommen und 2x10 Minuten in 1x PBS-

Waschpuffer (siehe 3.1.6) gewaschen. Auch alle weiteren Waschgänge wurden mit 

diesem Waschpuffer durchgeführt. 
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3.2.6 Immundetektion 

Im Anschluss an die vorbereitenden Schritte Entparaffinierung, Rehydrierung und 

Epitop-Demaskierung folgte die eigentliche Immundetektion. Ziel 

immunhistochemischer Techniken sind Nachweis und Identifikation antigener 

Komponenten (Epitope) in Zellen und Gewebeschnitten durch spezifische 

Antikörper, die z.B. über Fluoreszenzfarbstoffe, oder durch enzymatische 

Reaktionen visualisierbar sind (Romeis 1989, Luttmann et al. 2004). 

Für die in situ-Immunlokalisationen dieser Arbeit wurde ein Verfahren zur indirekten 

Antigenmarkierung verwendet, wobei ein spezies-spezifischer, gelabelter 

Sekundärantikörper an den „nackten“ antigenspezifischen Primärantikörper 

gebunden wurde. Zur Visualisierung der Antigen-Antikörper-Komplexe wurden 

(Strept)Avidin-Biotin-Enzym-Komplexe ((S)ABC) an den Sekundärantikörper 

gebunden und nach der Zugabe des Substrates 3,3´-Diaminobenzidine-

tetrahydrochloride (DAB) wurde dessen Umsatz durch eine Meerrettich-Peroxidase 

katalysiert (Hsu und Soban 1982). Das Produkt dieser katalysierten Reaktion konnte 

schließlich mittels lichtmikroskopischer Methoden detektiert werden. 

Zunächst wurden hierzu die Gewebeschnitte auf den Objektträgern mit einem 

hydrophoben PAP-Pen Markierstift (Polysciences, Warrington, USA) als 

Flüssigkeitsbarriere umrandet, um im Folgenden nicht die gesamte Oberfläche des 

Objektträgers in die einzelnen Behandlungs- und Waschschritte mit einbeziehen zu 

müssen. 

Da für die immmunhistochemischen Untersuchungen in dieser Arbeit die 

beschriebenen Enzym-Markierungen zum Antigennachweis Verwendung fanden, 

mussten evtl. im Präparat vorhandene endogene Enzyme (endogene Peroxidasen) 

bedacht werden, da diese zur Gesamtumsetzung des Substrats beitragen und dadurch 

falsch positive Ergebnisse erzeugen (Luttmann et al. 2003). Hierzu wurden die 

Schnitte für 20 Minuten mit einer Methanol/H2O2-Lösung behandelt. 

Hemmung der endogenen Peroxidase:
20 ml Methanol
4500 µl a. dest.
500 µl H2O2 (30%)  

Bevor es zur Aufschließung der Zellen kam, folgten zunächst zwei Waschschritte in 

PBS. Die Perforation der Zell- und Kernmembranen sollte die „Paratop-Epitop-
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Findung“ ermöglichen oder vereinfachen. Hierzu folgte eine Inkubation der 

Gewebeschnitte mit einer Ammoniumchlorid/TritonX-Lösung für 10 Minuten. 

„Aufschließen“ der Zellen:
(0,5 M Ammoniumchlorid + 0,25% Triton X/PBS)
0,59 g Ammoniumchlorid
50 µl Triton X
20 ml PBS  

Im Anschluss folgten erneut zwei Waschschritte in PBS und die Blockierung 

potentieller unspezifischer Antikörperbindestellen mit einer Block-Lösung für eine 

Stunde (5% BSA (Rinderalbumin) in PBS). Nach dieser einstündigen Blockierung 

unspezifischer Bindungsstellen war die Vorbehandlung der Präparate abgeschlossen 

und es konnte mit der eigentlichen Immundetektion begonnen werden. 

Zunächst kam es zur Inkubation des Gewebes mit dem gewünschten 

Primärantikörper (Tab. 2.1), verdünnt in 0,8% BSA/PBS-Lösung bei 4°C über 

Nacht. Diese lange Inkubationsphase erfolgte in einer feuchten Kammer, um die 

Austrocknung des Präparates und hieraus resultierende verstärkte Hintergrund-

färbungen zu vermeiden. Es folgten drei Waschschritte in PBS und die Inkubation 

mit dem spezies-spezifischen biotonylierten Sekundärantikörper (Tab. 2.1). Der 

Sekundärantikörper wurde in PBS verdünnt und das Präparat wurde für eine Stunde 

mit dieser Lösung inkubiert. Im Anschluss an vier Waschschritte in PBS folgte die 

Inkubation mit dem Meerrettich-Peroxidase-Komplex (ECL Streptavidin biotinylated 

Horseraddish Peroxidase complex, Amersham Biosciences, Freiburg, Germany) in 

PBS für eine Stunde. 

Nach diesem Schritt war das für die Immundetektion notwendige Konstrukt von 

Antikörpern und gekoppelten Enzymlabeln (Abb. 3.3) vollständig. 
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Abb. 3.3: Immundetektion (mit (Strept)Avidin-Biotin-Enzym-Komplex, biotinylierten 
Sekundärantikörpern und 3,3´-Diaminobenzidine-tetrahydrochloride (DAB)) (nach Luttmann et al. 
2004). 

Im letzten Schritt folgte nun nach vier Waschschritten in PBS die Zugabe des 

umzusetzenden Substrates. Als Substrat für die Meerrettich-Peroxidase wurde eine 

Lösung mit 3,3´-Diaminobenzidine-tetrahydrochloride (DAB) in Phosphatpuffer 

(PB) verwendet. 

1 M Phosphatpuffer (PB) (pH 7,4)
Na2HPO4xH2O 14,4g
NaH2PO4xH2O 2,6g
mit a. dest. auf 1000 ml auffüllen.  

DAB-Lösung:
[15 ml 0,1M PB (pH 7,4)]
150 µl DAB-Lösung (=7,5 mg)
150 µl NH4Cl (=6,0 mg)
300 µl NiSO4 (=0,05 M)
300 µl 10%ige Glucose
50 µl Glucoseoxidase  

Stammlösungen der Substanzen für die DAB-Entwicklung:
DAB: 5000 mg/100 ml a. dest.
NH4Cl 4000 mg/100 ml a. dest.
NiSO4x 6 H2O 130 mg/ 10 ml a. dest.
10 % Glucose 1g β-D-Glucose/ 10 ml a. dest.
Glucose-Oxidase 1,2 mg/ 1 ml a. dest.  

Im Hinblick auf die Auswertung und die Aussagekraft des Ergebnisses war in diesem 

Schritt ganz besonders darauf zu achten, dass die Katalysezeit, also die Verweildauer 
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des Substrates auf dem Gewebeschnitt für sämtliche Präparate eines Laufs identisch 

war. 

Die Katalyse wurde unter dem Lichtmikroskop verfolgt und bei Erreichung einer 

ausreichenden Farbintensität durch Abklopfen der Substratlösung und Waschung in 

destilliertem Wasser abgestoppt. Schließlich wurde das Präparat mit einer 

aufsteigenden Alkoholreihe wieder dehydriert und mit dem Eindeckmedium Entellan 

(Merck, Darmstadt) unter einem Deckgläschen auf dem Objektträger fixiert. 

Aufteigende Alkoholreihe zur Dehydrierung:
2x2 min. spülen in 70% Ethanol
2x2 min. spülen in 96% Ethanol
2x2 min. spülen in 100% Ethanol
2 min. Xylol  

3.2.7 Azan-Bindegewebefärbung nach Heidenhain 

Um die Uterusepithelhöhen der unterschiedlichen Behandlungsgruppen vermessen 

und vergleichend auswerten zu können, wurden die Uteri der Tiere zunächst 

präpariert, fixiert, geschnitten, entparaffiniert (siehe 3.2.1 bis 3.2.5) und anschließend 

die einzelnen Gewebestrukturen angefärbt. Hierzu wurde eine Azan-

Bindegewebsfärbung (Hagemann und Rosenmund 1989) gewählt. Die Färbelösung 

Anilinblau-Orange G färbte hierbei Strukturen wie Kollagen, bindegewebiges Hyalin 

und basophiles Zytoplasma blau, während durch Azokarmin Zellkerne, Erythrozyten, 

acidophiles Zytoplasma, Fibrin und epitheliales Hyalin rot gefärbt wurden (Luttmann 

et al. 2003). Somit führte diese Färbung in Gewebeschnitten von Uteri zu einer 

deutlichen Abgrenzung von Epithel und angrenzendem Bindegewebe, was eine 

genaue Epithelhöhenvermessung ermöglichte (Abb. 3.4). 

 

Abb. 3.4: Azan-Färbung. Lichtmikroskopische Aufnahme eines Uterusquerschnitts. Vergrößerung: 
100x. 
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Die entparaffinierten Gewebepräparate wurden zunächst in einer auf 56°C 

vorgewärmten Azokarminfarblösung für 15 Minuten gefärbt. 

Azokarminfärbelösung
Azokarmin G 0,5 g
Essigsäure (96%) 0,5 ml
(in 100 ml a. dest. auflösen, aufkochen und filtrieren)  

Im Anschluss wurden die Präparate für zwei Minuten in destilliertes Wasser getaucht 

und geschwenkt. Im nächsten Schritt folgte für 10 Minuten die Beizung der 

Bindegewebe in 5%iger Phosphorwolframsäure. Nach erneutem Waschen in 

destilliertem Wasser folgte für 15 Minuten ein zweiter Färbeschritt in einer 1x 

Anilinblau-Orange G Färbelösung. 

3x Anilinblau-Orange G Färbelösung
Anilinblau 0,5 g
Orange G 2 g
Essigssäure (96%) 8 ml
(in 100 ml a. dest. auflösen, aufkochen und filtrieren)  

Nach dem zweiten Färbeschritt folgten ein weiterer Waschschritt, eine Ent-

wässerungsreihe und die Eindeckung der Präparate mit Enthelan (siehe 3.2.6). 

3.2.8 Epithelhöhenvermessung 

Die Epithelhöhen in der Vagina und im Uterus stellen neben dem Uterus-

feuchtgewicht einen zuverlässigen Indikator für die estrogene Wirksamkeit von 

Substanzen dar, die in uterotrophen Assays (Odum et al. 1997, Diel et al. 2002, 

Tinwell und Ashby 2004) an ovarektomierten Ratten untersucht werden können 

(Diel et al. 2004c). 

Für die Epithelhöhenvermessungen in dieser Arbeit wurden die Uteri zunächst einer 

Azan-Bindegewebsfärbung unterzogen (siehe 3.2.7). Anschließend wurden digitale 

Bilder der Uterusquerschnitte angefertigt. Hierzu wurden repräsentative und 

morphologisch intakte Areale der quergeschnittenen und gefärbten Uterusepithelien 

ausgewählt und bei einer 100fachen Vergrößerung bildlich festgehalten (Abb. 3.4). 

Diese Bilder wurden nun mit einem Bildanalyseprogramm (ImageJ 1.33u, National 

Institute of Health, USA, http://rsb.info.nih.gov/ij/) bearbeitet, wobei in jedem 

Uterusquerschnitt 20 beliebig ausgewählte Punkte des Uterusepithels vermessen 

wurden. Für eine Behandlungsgruppengröße von sechs Tieren erhielt man somit 

einen aus 120 Messwerten bestehenden mittleren Wert für die Epithelhöhe einer mit 
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einer spezifischen Substanz behandelten Versuchsgruppe, welcher sich statistisch 

auswerten und mit anderen Werten vergleichen ließ. 

3.2.9 Bildliche Dokumentation der behandelten Schnittpräparate 

Die bildliche Dokumentation der Ergebnisse der in situ-Immunlokalisation und der 

Azan-Bindegewebsfärbung wurde mit einem Mikroskop der Firma Zeiss mit der 

Modellbezeichnung Axiophot durchgeführt, welches an eine digitale Kamera (Sony, 

3CCD, Japan) und einen Computer (PC PIII, 450 MHZ) angeschlossen war. Mit 

Hilfe dieser Gerätschaften war es möglich, unmittelbar nach der Eindeckung der 

Präparate die Färbeergebnisse festzuhalten. Hierbei war im Hinblick auf die weitere 

Auswertung besonders darauf zu achten, dass sämtliche Bilder eines Versuchs mit 

identischer Vergrößerung und Belichtung aufgenommen und mit identischen 

Bildeinstellungen abgespeichert wurden. 

3.3 Knochendichtemessungen mittels pQCT 

Zur Untersuchung der Einflüsse von Estrogenen und estrogen wirksamen Substanzen 

auf Knochenhomöostase und –metabolismus wurden in den Untersuchungen dieser 

Arbeit die trabekuläre und die kortikale Knochendichte in der Tibia von Ratten 

bestimmt. Die Knochendichtemessungen erfolgten mittels pQCT (peripherer 

quantitativer Computertomographie). Hierbei kam ein Kleintiercomputertomograph 

(XCT Research SA+, Stratec Medizintechnik GmbH, Pforzheim) (Abb. 3.5A) und 

die entsprechende Software (V 5.50) zum Einsatz. Die Strahlenquelle besaß eine 

Gammaenergie von 48-50 kV und wurde von einer Halbleiterdetektoreinheit mit 

Vorverstärker und zwölf Detektoreinheiten detektiert. Die zu vermessenden Schnitt-

ebenen waren zwischen 0,12-0,7mm einstellbar. 

Bei den Knochendichtemessungen dieser Arbeit wurde die rechte Tibia der Ratten 

ausgewählt. Für die in vivo Messungen wurden die Ratten zunächst betäubt (siehe 

2.6). Nun wurde mit Hilfe einer digitalen Schieblehre die Länge der rechten Tibia bei 

angewinkeltem Kniegelenk und angezogenem Fuß bestimmt und anschließend 

wurden die Tiere mit Klebeband auf der Haltevorrichtung des CTs in der 

Messposition fixiert (Abb. 3.5A). 
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A BA B

 

Abb. 3.5: In vivo Messung der Knochendichte in der Tibia von Ratten (A). Auszuwertende 
Querschnittsbilder der vermessenen Schnittebenen (B). 

Zur Lokalisation des Messortes erfolgte zunächst ein „Übersichtsscan“ im Bereich 

des proximalen Femurs bis zum distalen Bereich der Tibia im antero-posterioren 

Strahlengang in 1mm Schritten. Zur Standardisierung und besseren Reprodu-

zierbarkeit der Messungen wurden nun anhand des bei der Übersichtsmessung 

erstellten Bildes die Messebenen ausgerichtet. Hierbei wurde die „Basislinie“ so im 

Bereich des Kniegelenkspaltes orientiert, dass sie am proximalen Endpunkt der Tibia 

lag. Anhand der Orientierung dieser „Basislinie“ und der Angabe der zuvor 

gemessenen Länge der Tibia konnten nun reliable Messungen in definierten 

Messebenen durchgeführt werden. Somit konnten für jedes Tier Messebenen im 

proximalen trabekulären Bereich des Knochens bei 7 und 7,5% und im kortikalen 

Bereich bei 50% der Tibialänge festgelegt werden. In der nun folgenden eigentlichen 

Messung rotierten nun Strahlenquelle und Detektoreinheit in 15 Winkelschritten mit 

entsprechend definierten Winkelabständen um die Schnittebenen. Die Vermessung 

der drei Schnittebenen ( bei 7, 7,5 und 50% der Tibialänge) dauerte ca. 20 Minuten. 

Nach der Messung wurde nun in den erstellten Querschnittsbildern (Abb. 3.5B) der 

gewünschten Schnittebenen, die neben der Tibia u.a. auch die Fibula und den M. 

gastrocnemius enthielten, eine kreisförmige ROI (region of interest) um die Tibia 

festgelegt. Ein Schwellenwertprogramm definierte anschließend die Tibia-kontur, um 

dann konzentrisch den nicht zur Tibia gehörenden Bildinhalt rechnerisch zu 

eliminieren. Schließlich gab das Programm nach der Auswertung der ROIs u.a. die 

Knochendichte von trabekulärem und kortikalem Knochen getrennt als linearen 

Schwächungskoeffizienten (1/cm) und als Mineralwert in mg/cm3 an. 
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Für den proximalen trabekulären Bereich der Tibia wurden zwei Messungen in 

kurzem Abstand bei 7 und 7,5% durchgeführt, da der trabekuläre Knochen aufgrund 

seiner, im Vergleich zum kortikalen Knochen, hohen Stoffwechselaktivität 

Knochendichteschwankungen ausgesetzt ist. Um die hierdurch bedingt einge-

schränkte Vergleichbarkeit und Reproduzierbarkeit zu optimieren, wurden zwei 

Messungen für jeden Knochen in diesem Bereich durchgeführt und für die zwei 

erzielten Werte der trabekulären Knochendichte wurde schließlich der Mittelwert 

gebildet. 

3.4 Dokumentation des Bewegungsantriebs 

Bestandteil von drei Tierversuchen dieser Arbeit war der Einfluss von hormonell 

wirksamen Substanzen auf den Bewegungsantrieb von ovarektomierten bzw. 

SHAM-operierten weiblichen Wistar Ratten. Für diese Untersuchungen standen 20 

Laufräder zur Verfügung. Bei diesen Laufrädern (Abb. 3.6) handelte es sich um 

Spezialanfertigungen der Feinmechanikwerkstatt der Deutschen Sporthochschule 

Köln. Die Laufräder (Ø 31,83 cm) waren für die Nutzung von Ratten konzipiert 

worden und über einen entsprechenden Zugang an einen Einzelkäfig angeschlossen. 

Außerdem konnte mit Hilfe eines angeschlossenen Computers über den gesamten 

Versuchszeitraum von drei bzw. zwölf Wochen, die von den nachtaktiven Nagern 

zurückgelegte Laufdistanz gemessen und festgehalten werden. Die Laufaktivität 

wurde somit über den gesamten Versuchszeitraum ununterbrochen für jedes 

Versuchstier individuell ermittelt. 
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Abb. 3.6: Messapparatur zur Dokumentation des Bewegungsantriebs. 
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3.5 Quantitative Bestimmung der Proliferationsrate im Uterusepithel 

Um eine quantitative Aussage über die Proliferationsrate von Uterusepithelzellen 

treffen zu können, wurden zunächst Uterusquerschnitte angefertigt (siehe 3.2.3) und 

einer immunhistochemischen PCNA Färbung unterzogen (siehe 3.2.6). Bei dieser 

PCNA Färbung handelte es sich um eine immunologische Detektion eines 

Proliferationsmarkers, der im Zellkern teilungsaktiver Zellen anzutreffen ist. Anhand 

dieser Kernfärbung eines Proliferationsmarkers konnte nun die Zahl PCNA-positiver 

Zellen aus einer beliebigen Folge von 20 Zellen des Uterusepithels verschiedener 

Tiere bestimmt werden. Bei jedem Tier wurden drei Areale mit je 20 Zellen 

prozentual ausgewertet und gemittelt. Für jede Behandlungsgruppe konnte somit ein 

Mittelwert prozentual PCNA-positiver Zellen ermittelt und statistisch ausgewertet 

werden. 

3.6 Bestimmung der Phytoestrogenkonzentration in Futter und 

Blutserum 

Die Bestimmung der Phytoestrogenkonzentrationen in den verwendeten Diäten und 

in den verschiedenen Plasmaproben wurden am Institut für Arbeitsphysiologie der 

Universität Dortmund (IFADO) in der Arbeitsgruppe von Frau Prof. Dr. G. H. Degen 

durchgeführt. Hierzu wurde die Methode der HPLC (high performance liquid 

chromatographie) angewandt. 

3.6.1 Bestimmung der Phytoestrogenkonzentration im Futter 

Zur Bestimmung der Phytoestrogenkonzentration in den verwendeten Nagerdiäten 

(PAD und PRD) wurden Proben dieser beiden Diäten zerkleinert, homogenisiert und 

hydrolysiert. Anschließend wurde in einer Dreifachbestimmung der Gehalt von GEN 

und DAI in beiden Probensorten mit Hilfe der Methode der HPLC ermittelt (Degen 

et al. 2002b, Hertrampf et al. 2006). Die untere Nachweisgrenze (LOD, limit of 

detection) dieser Phytoestrogene in den Diäten lag hier bei 10 µg Isoflavon/g Diät. 
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3.6.2 Bestimmung der Phytoestrogenkonzentration im Blutplasma 

Am Ende des Versuchszeitraumes wurde den Tieren venöses Blut entnommen. Die 

heparinisierten Blutproben (n=5-6 pro Gruppe) wurden unmittelbar nach der 

Entnahme zentrifugiert und das gewonnene Blutplasma wurde schließlich bis zur 

weiteren Analyse bei -20°C gelagert. Die Plasmakonzentrationen von DAI und GEN 

wurden nach der Methode der HPLC (Janning et al. 2000, Degen et al. 2002a, Degen 

et al. 2002b, Hertrampf et al. 2006) bestimmt. Hierzu wurden zunächst die Konjugate 

(Glukuronid und Sulfat) einer enzymatischen Hydrolyse unterzogen und schließlich 

die isolierten Isoflavonaglykone extrahiert und quantitativ bestimmt. Die untere 

Nachweisgrenze (LOD) für GEN und DAI lag hier bei 20 ng/ml Plasma. 

3.7 Statistik 

Die graphische und tabellarische Darstellung der Ergebnisse wurde mit dem 

Programm Excel 2003 der Firma Microsoft® erstellt. Die in den Abbildungen und 

Tabellen dargestellten Ergebnisse geben arithmetische Mittelwerte mit Standard-

abweichungen wieder.  

Die Nullhypothese wurde mithilfe des Rangtestes für unabhängige Stichproben von 

Mann und Whitney (Mann-Whitney U Test) geprüft.  

Zur Berechnung der Prüfgröße U wurden alle Werte beider Stichproben in einer 

aufsteigenden Reihe sortiert und jedem Wert wurde eine Rangzahl zugewiesen. Der 

größte Wert erhielt die höchste Rangzahl. Die sich ergebenden Rangzahlen der 

Einzelwerte wurden den jeweiligen Stichproben zugeordnet und addiert. Die Summe 

der auf Stichprobe 1 entfallenden Rangzahlen wurde als R1 bezeichnet, die auf 

Stichprobe 2 entfallenden Rangzahlen als R2. Die Anzahl der Werte aus Stichprobe 1 

sei m und die aus Stichprobe 2 sei n. 

U2= mn +                 -R2
n(n+1)

2

U1= mn +                 -R1
m(m+1)

2

U2= mn +                 -R2
n(n+1)

2U2= mn +                 -R2
n(n+1)

2U2= mn +                 -R2
n(n+1)

2
n(n+1)

2

U1= mn +                 -R1
m(m+1)

2
U1= mn +                 -R1

m(m+1)
2

U1= mn +                 -R1
m(m+1)

2
m(m+1)

2
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Dabei musste die Summe der beiden Werte U1 und U2 dem Produkt der Anzahl der 

Werte beider Stichproben entsprechen. 

U1+U2=mnU1+U2=mn
 

Mithilfe dieser Teststatistik wurde berechnet, ob der Unterschied in den errechneten 

Rangsummen so groß ist, dass man es als sicher ansehen kann, dass die beiden 

verglichenen Gruppen nicht aus derselben Population stammen. 

In den graphischen Darstellungen wurde das Signifikanzniveau durch die folgenden 

Symbole veranschaulicht: 

    p<0.05  */+  leicht signifikant 

    p<0.01  **/++  signifikant 

    p< 0.001 ***/+++ hochsignifikant 
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4 Ergebnisse 

4.1 Einflüsse von Genistein auf die Zellproliferation und die 

gewebespezifische Expression verschiedener estrogensensitiver Gene 

Um die Einflüsse von Genistein (GEN) in klassisch estrogensensitiven Geweben zu 

untersuchen, wurden die Einflüsse dieses Phytoestrogens in Gewebeproben des 

Tierexperiments 1 (siehe 2.7) analysiert. Hierbei wurden die Einflüsse von GEN und 

von Estradiol (E2) auf die Zellproliferation und die Proteinexpression eines 

estrogenresponsiven Gens (Progesteronrezeptor) in der Brustdrüse miteinander 

verglichen. 

Des Weiteren wurde histologisch die Proteinexpression des Entzündungsmarkers 

Cyclooxygenase-2 (Cox-2) vergleichend im Uterus und im Gefäßsystem der 

behandelten Tiere untersucht. Ovarektomierte Tiere dienten als Kontrollen. 

4.1.1 Einflüsse von Genistein auf die Zellproliferation und die Genexpression in 

der Brustdrüse ovarektomierter Ratten 

Um Einflüsse auf die Zellproliferation in der Brustdrüse zu untersuchen, wurde die 

Expression des Proliferationsmarkers PCNA nach dreitägiger Applikation der 

Behandlungssubstanzen im Western Blot untersucht. Wie in Abbildung 4.1 zu sehen 

ist, führte eine Behandlung ovarektomierter Tiere mit E2 zu einer deutlichen 

Erhöhung der Proteinexpression des Proliferationsmarkers PCNA, während die 

Applikation von GEN zu einer weitaus schwächeren Induktion der PCNA-

Expression in diesem Gewebe führte. 

Die Proteinexpression des Progesteronrezeptors (PR) wurde durch die Behandlung 

mit E2 ebenfalls deutlich erhöht, während GEN hier keinen Einfluss hatte (Abb. 4.1). 
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Abb. 4.1: Proteinexpression des Proliferationsmarkers PCNA und des Progesteronrezeptors (PR) in 
der Brustdrüse ovarektomierter Ratten nach dreitägiger subkutaner Behandlung mit den 
Untersuchungssubstanzen (siehe Tab. 2.2). Dargestellt sind ein repräsentativer Western Blot und die 
densitometrische Auswertung. 

4.1.2 Gewebespezifische Einflüsse von Genistein auf die Genexpression von 

Cox-2 

Zur Analyse der Beeinflussung der gewebespezifischen Expression des 

Entzündungsmarkers Cox-2 durch die Behandlung ovarektomierter Tiere mit E2 und 

GEN, wurden immunhistochemische Färbenachweise in Querschnitten von Uterus 

und Vena cava der unterschiedlichen Behandlungsgruppen durchgeführt.  

Die Ergebnisse zeigen, dass die Expression von Cox-2 im Uterus durch die 

Applikation von E2 deutlich gesteigert wurde, während die Behandlung 

ovarektomierter Tiere mit E2 in der Vena cava gleichzeitig zu einer Verminderung 

der Cox-2 Proteinexpression führte (Abb. 4.2). 

Während die Behandlung der OVX-Tiere mit GEN in der Vena cava ebenfalls zu 

einer reduzierten Expressionsrate der Cox-2 führte, wurde die Proteinexpression 

dieses Entzündungsmarkers im Uterus, im Gegensatz zu E2, durch das Phytoestrogen 

GEN nicht beeinflusst (Abb. 4.2). 
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Abb. 4.2: Proteinexpression des Entzündungsmarkers Cox-2 im Uterus und der Vena cava 
ovarektomierter Ratten nach dreitägiger subkutaner Behandlung mit den Untersuchungssubstanzen 
(siehe Tab. 2.2). Dargestellt sind repräsentative immunhistochemische Färbungen von Querschnitten. 
Vergrößerung 100x. 

4.2 Untersuchung von Effekten einer phytoestrogenreichen Diät in Kombination 

mit körperlicher Aktivität 

Die Durchführung eines Langzeitversuches (siehe 2.7, Tierexperiment 3) diente zur 

Untersuchung kombinatorischer Einflüsse einer phytoestrogenreichen Diät und 

körperlicher Aktivität auf verschiedene molekulare Endpunkte estrogener Einflüsse. 

Ovarektomierte Tiere, gehalten auf phytoestrogenarmer Diät (PAD) und solche die 

zusätzlich mit E2 substituiert wurden, dienten als Kontrollen. 

4.2.1 Bestimmung des Phytoestrogengehalts in Futter und Blutplasma 

Um die Ergebnisse dieser Studie mit denen anderer Studien vergleichen zu können 

und um mögliche Effekte objektiv einordnen zu können, wurde zunächst der 

Phytoestrogengehalt der verwendeten Diäten und die quantitative Futteraufnahme 

der einzelnen Versuchsgruppen analysiert. Außerdem wurden nach Beendigung des 

Versuchs die Phytoestrogenspiegel im Blutplasma bestimmt. Der Phytoestrogen-
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gehalt in den Diäten und im Blutplasma wurde mittels HPLC ermittelt. Diese 

Untersuchungen wurden am Institut für Arbeitsphysiologie der Universität Dortmund 

(IFADO) in der Arbeitsgruppe von Frau Prof. Dr. G.H. Degen durchgeführt. 

Der Gehalt ausgewählter Phytoestrogene in der phytoestrogenreichen Diät (PRD) lag 

um ein Vielfaches über dem niedrigen Gehalt in der phytoestrogenarmen Diät (PAD) 

(Tab. 4.1). 

240 ± 36232 ± 10PRD

<10<10PAD

Genistein
µg/g

Daidzein
µg/g

Konzentra-
tion im
Futter

240 ± 36232 ± 10PRD

<10<10PAD

Genistein
µg/g

Daidzein
µg/g

Konzentra-
tion im
Futter

 

Tab. 4.1: Konzentrationen von Genistein und Daidzein in den verwendeten Diäten. Ergebnisse einer 
quantitativen HPLC-Bestimmung. 

Anhand der Ermittlung des Phytoestrogengehalts im Futter und der Bestimmung des 

durchschnittlichen täglichen Futterkonsums (etwa 21g/Tier/Tag) konnte somit die 

tägliche Aufnahme der gemessenen Phytoestrogene ermittelt werden. Die Tiere, die 

auf der PRD gehalten wurden, nahmen somit täglich 13 mg/kg KGW Daidzein und 

14 mg/kg KGW Genistein auf. 

Die Untersuchung der Plasmaproben ergab, dass die Tiere auf PRD (Phyto-Gruppe) 

deutlich höhere Plasmaspiegel der untersuchten Phytoestrogene aufwiesen als die 

Tiere, die auf einer PAD gehalten wurden (OVX) (Tab. 4.2). Außerdem ergaben die 

HPLC-Messungen, dass die Individuen der Phyto-Laufgruppe deutlich höhere 

Genistein- und Daidzeinplasmaspiegel aufwiesen, als die Phyto-Kontrollen (Tab. 

4.2). 

61,25 ± 44,9142,01 ± 19Phyto-
Kontrollen

132,3 ± 34,9170,2 ± 80
Phyto-

Laufgruppe

23,1+/-2,2<20OVX

Daidzein
ng/ml

Genistein
ng/ml

Plasmaspiegel

61,25 ± 44,9142,01 ± 19Phyto-
Kontrollen

132,3 ± 34,9170,2 ± 80
Phyto-

Laufgruppe

23,1+/-2,2<20OVX

Daidzein
ng/ml

Genistein
ng/ml

Plasmaspiegel

 

Tab. 4.2: Genistein- und Daidzeinspiegel im Blutplasma. Ergebnisse einer quantitativen HPLC-
Bestimmung. Die Behandlung der Untersuchungsgruppen ist Tab. 2.4 zu entnehmen. 
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4.2.2 Einflüsse von Estradiol und einer phytoestrogenreichen Diät auf die 

Körpergewichtsentwicklung ovarektomierter Ratten 

Zu Beginn und am Ende des Versuchszeitraums von drei Monaten wurden die 

Gewichte der Tiere bestimmt. Hieraus wurde der in Abbildung 4.3 dargestellte 

prozentuale Gewichtszuwachs der unterschiedlichen Gruppen berechnet. Zunächst 

wurde deutlich, dass der Gewichtszuwachs nach drei Monaten bei den jeweiligen 

Laufgruppen etwa um 5% niedriger war, als bei den entsprechenden Kontrollen 

(Abb. 4.3). Außerdem war der Gewichtszuwachs der E2- und SHAM-Gruppen 

signifikant geringer, als der Gewichtszuwachs von 30% bei der OVX-

Kontrollgruppe. Die Laufgruppe der intakten Gruppe zeigte den geringsten 

Gewichtszuwachs aller Gruppen, während die Behandlung ovarektomierter Tiere mit 

E2 ebenfalls zu einem signifikant geringeren Gewichtszuwachs geführt hat. Für eine 

PRD konnte hier kein Einfluss auf die Körpergewichtsentwicklung in 

ovarektomierten Tieren verzeichnet werden. 
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Abb. 4.3: Prozentualer Körpergewichtszuwachs nach drei Monaten. Die Behandlung der 
Untersuchungsgruppen ist Tab. 2.4 zu entnehmen. * kennzeichnet signifikante Unterschiede zur 
ovarektomierten Kontrollgruppe (OVX K), Mann-Whitney U Test (* p<0.05, ** p<0.01). + 
kennzeichnet signifikante Unterschiede zur Laufgruppe der intakten Tiere (SHAM L), Mann-Whitney 
U Test (+ p<0.05, ++ p<0.01). 
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4.2.3 Einflüsse von Estradiol und einer phytoestrogenreichen Diät auf den 

Bewegungstrieb ovarektomierter Ratten 

Während des Behandlungszeitraums von drei Monaten hatten die Tiere der 

Laufgruppen jeweils freien Zugang zu einem separaten Laufrad. Über eine 

entsprechende Versuchsapparatur (siehe 3.4) wurde über den gesamten 

Versuchszeitraum die Laufaktivität individuell für jedes Tier ermittelt. Die 

Auswertung der Daten der intakten SHAM-Lauftiere ergab für diese Tiere eine 

wesentlich höhere Laufaktivität (7x höher) als sie für die OVX-Laufgruppe ermittelt 

wurde (Abb. 4.4). Durch die Behandlung mit E2 konnte die Laufaktivität 

ovarektomierter Ratten deutlich (6x stärker) stimuliert werden, während die 

phytoestrogenreiche Ernährung keinen Einfluss auf die Laufaktivität ovarektomierter 

Tiere hatte (Abb. 4.4). 
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Abb. 4.4: Darstellung des Bewegungstriebs der verschiedenen Versuchsgruppen. Die Behandlung der 
Untersuchungsgruppen ist Tab. 2.4 zu entnehmen. ** kennzeichnet signifikante Unterschiede zur 
intakten Laufgruppe (SHAM), Mann-Whitney U Test, mit p<0.01. ++ kennzeichnet signifikante 
Unterschiede zur mit Estradiol substituierten Laufgruppe (E2), Mann-Whitney U Test, mit p<0.01. 
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4.2.4 Einflüsse von Estradiol und einer phytoestrogenreichen Diät auf die 

Entwicklung der Knochendichte 

Unmittelbar nach der Ovarektomie, sechs Wochen danach und nach zwölf Wochen 

wurde die Knochendichte der Tiere in verschiedenen Bereichen der Tibia gemessen 

(siehe 3.3 und Abb. 2.2). Bereits nach 6 Wochen konnten für den proximalen 

trabekulären Bereich der Tibiae der ovarektomierten Tiere, trotz einer Zunahme des 

Körpergewichts (siehe Abb. 4.3), deutliche Knochendichteverluste verzeichnet 

werden, wohingegen die Knochendichte der intakten, scheinoperierten Tiere nach 6 

Wochen leicht zugenommen hat (Abb. 4.5). Die Applikation von E2 führte zu 

knochenprotektiven Effekten in ovarektomierten Ratten, während für die 

ovarektomierten Tiere auf PRD keine knochenprotektiven Effekte beobachtet 

wurden (Abb. 4.5). 
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Abb. 4.5: Entwicklung der trabekulären Knochendichte der Versuchsgruppen in 6 Wochen. Die 
Behandlung der Untersuchungsgruppen ist Tab. 2.4 zu entnehmen. * kennzeichnet signifikante 
Unterschiede zur Endmessung der ovarektomierten Laufgruppe (OVX L), mit * p< 0.05 und ** p< 
0.01, Mann-Whitney U Test. + kennzeichnet signifikante Unterschiede zur Endmessung der Phyto-
Laufgruppe (Phyto L), mit + p< 0.05 und ++ p< 0.01, Mann-Whitney U Test. 
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4.3 Einflüsse von subkutan appliziertem Genistein auf die 

Zellproliferation im Uterus in Anwesenheit von Estrogenen 

Mit Hilfe einer immunhistochemischen Färbung wurden in den Uteri unterschiedlich 

behandelter OVX- und SHAM-Ratten (Tab. 2.3, Tierexperiment 2) agonistische und 

antagonistische Effekte von Genistein und E2 auf die Zellproliferation untersucht. In 

Abbildung 4.6 ist das Uterusfeuchtgewicht der unterschiedlichen Gruppen 

dargestellt. Es wurde deutlich, dass die Applikation der verschiedenen estrogen 

wirksamen Substanzen in allen Gruppen zu einem signifikanten Anstieg des 

Uterusfeuchtgewichts gegenüber der OVX-Gruppe geführt hat. Zwischen der 

unbehandelten SHAM-Gruppe und der SHAM-Gruppe, die mit GEN behandelt 

wurde, zeigte sich kein Unterschied, während die Genisteinbehandlung in 

ovarektomierten Tieren zu einem leichten, aber dennoch signifikanten Anstieg 

gegenüber der ovarektomierten Kontrollgruppe geführt hat (Abb. 4.6). Innerhalb der 

vier mit Estradiol substituierten Behandlungsgruppen zeigte sich, den Parameter des 

Uterusfeuchtgewichts betreffend, ebenfalls kein signifikanter Unterschied. In diesen 

vier Gruppen kam es zu einer dreifachen Zunahme des Uterusfeuchtgewichts 

gegenüber den OVX-Tieren. Weder die unterschiedlichen Estradioldosen, noch die 

zusätzliche Behandlung mit Genistein führten zu Unterschieden innerhalb dieser vier 

Behandlungsgruppen (Abb. 4.6). 
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Abb. 4.6: Uterusfeuchtgewichte von ovarektomierten Ratten nach dreitägiger s.c. Applikation 
verschiedener estrogener Substanzen. Die Behandlung der Untersuchungsgruppen ist Tab. 2.3 zu 
entnehmen. * kennzeichnet signifikante Unterschiede zur unbehandelten ovarektomierten 
Kontrollgruppe (OVX), mit p< 0.05, Mann-Whitney U Test. 
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In Abbildung 4.7 sind repräsentative immunhistochemische Kernfärbungen des 

Proliferationsmarkers PCNA in Uterusquerschnitten dieser Tiere dargestellt. Im 

Gegensatz zu den OVX-Tieren war fast jede Uterusepithelzelle der intakten Tiere 

PCNA positiv. Auch bei den mit E2 substituierten OVX-Tieren war eine hohe 

Proliferationsrate zu verzeichnen, während die Proliferation nach der Applikation 

von GEN zu einer deutlich geringeren Steigerung der PCNA-positiven Zellen im 

Uterus ovarektomierter Tiere geführt hat. Nach einer Kobehandlung der Tiere mit 

GEN und E2 in unterschiedlichen Dosen waren deutlich weniger proliferative Zellen 

zu verzeichnen als in den nur mit E2 substituierten Tieren. Auch in SHAM-Tieren 

führte die Applikation von Genistein zu einer reduzierten Proliferationsrate (Abb. 

4.7). 
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Abb. 4.7: Immunhistochemische PCNA-Kernfärbung in Uterusquerschnitten. Lichtmikroskopische 
Aufnahme bei 200facher Vergrößerung. Die Behandlung der Untersuchungsgruppen ist Tab. 2.3 zu 
entnehmen. 
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Betrachtet man den prozentualen Anteil der PCNA-positiven Zellen des 

Uterusepithels (Abb. 4.8), so wird auch hier deutlich, dass intakte Tiere und solche, 

die mit E2 substituiert wurden, einen höheren Prozentsatz an PCNA-positiven Zellen 

im Uterusepithel aufwiesen als ovarektomierte Tiere. 
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Abb. 4.8: Prozentualer Anteil PCNA-positiver Zellen im Uterusepithel verschiedener 
Behandlungsgruppen. Die Behandlung der Untersuchungsgruppen ist Tab. 2.3 zu entnehmen. * kenn-
zeichnet signifikante Unterschiede zur ovarektomierten Kontrollgruppe (OVX), Mann-Whitney U 
Test mit * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001). + kennzeichnet signifikante Unterschiede zur 
Genisteingruppe (GEN), Mann-Whitney U Test mit ++ <0.01, +++ p<0.001. 

Für GEN wurde auch hier eine schwächere Induktion der Proliferation im Vergleich 

zu intakten und mit E2 substituierten Tieren dokumentiert (Abb. 4.8). In SHAM-

operierten intakten Tieren und in Kombination mit E2 führte GEN zu einem 

reduzierten Prozentsatz PCNA-positiver Zellen (Abb. 4.8). 

4.4 Gewebespezifische Effekte von Genistein und estrogenrezeptorsub-

typspezifischen Liganden 

Zur Untersuchung gewebe- und estrogenrezeptorsubtypspezifischer Einflüsse von 

Genistein wurden ovarektomierte Ratten über einen Zeitraum von drei Wochen 

subkutan mit Genistein (GEN), estrogenrezeptorsubtypspezifischen Agonisten (ERA, 

ERB), Estradiol (E2) und einem Antiestrogen (ICI) behandelt (Tab. 2.5, 

Tierexperiment 4). Dieses Versuchsdesign sollte vor allem dazu dienen, Effekte von 

ERA und ERB auf die Parameter Körpergewichtsentwicklung, Knochenstoffwechsel, 

Bewegungstrieb und Darmhomöostase zu untersuchen. Die Wirkungen der 

estrogenrezeptorsubtypspezifischen Liganden wurden mit denen von Genistein und 

Estradiol verglichen und mit der jeweiligen uterotrophen Potenz korreliert. 



Ergebnisse 
 

 79

4.4.1 Uterotrophe Effekte von Genistein und 

estrogenrezeptorsubtypspezifischen Liganden 

Zunächst wurde die estrogene Wirksamkeit verschiedener Substanzen bestimmt, um 

darüber hinaus die uterotrophe Potenz der untersuchten Substanzen mit weiteren 

Einflüssen auf molekulare Endpunkte estrogener Wirkungen in anderen Geweben 

und Organen korrelieren zu können. Hierzu wurden estrogenrezeptorsubtyp-

spezifische Effekte auf die sensitiven Parameter Uterusfeuchtgewicht und Uterus-

epithelhöhe in diesem klassisch estrogensensitiven Gewebe in ovarektomierten 

Ratten untersucht. 

4.4.1.1 Effekte auf das Uterusfeuchtgewicht ovarektomierter Ratten 

Weibliche Wistar Ratten wurden ovarektomiert und drei Wochen lang mit 

verschiedenen Substanzen in definierten Konzentrationen subkutan behandelt (siehe 

Tab. 2.5). Während der Sektion wurden zunächst die freipräparierten Uteri der Tiere 

gewogen und anschließend ins Verhältnis zu dem jeweiligen Körpergewicht gesetzt. 

In Abbildung 4.9 sind die mittleren Uterusfeuchtgewichte der verschiedenen 

Behandlungsgruppen in Milligramm pro Kilogramm Körpergewicht (mg/kg KGW) 

dargestellt.  
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Abb. 4.9: Uterusfeuchtgewichte von ovarektomierten Ratten nach dreiwöchiger s.c. Applikation 
verschiedener estrogener Substanzen. Die Behandlung der Untersuchungsgruppen ist Tab. 2.5 zu 
entnehmen. ** kennzeichnet signifikante Unterschiede zur ovarektomierten Kontrollgruppe (OVX), 
mit p< 0.01, Mann-Whitney U Test. ++ kennzeichnet signifikante Unterschiede zur Genisteingruppe 
(GEN), mit p< 0.01, Mann-Whitney U Test. 

Die Abbildung zeigt eine fünffache, signifikante Zunahme des Uterusfeuchtgewichts 

durch die Applikation von E2 gegenüber der ovarektomierten Kontrolle. Die 
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Applikation des ERA führte ebenfalls zu einer etwa fünffachen, signifikanten 

Zunahme des Uterusfeuchtgewichts, während Genistein nur einen zweifachen, aber 

dennoch signifikanten Anstieg bewirkte. Der stimulierende Einfluss des ERA wurde 

durch das Antiestrogen (ICI) antagonisiert. Die Applikation des ERB bewirkte nur 

leichte, nicht signifikante Effekte auf diesen uterotrophen Parameter, die ebenfalls 

durch ICI antagonisiert werden konnten (Abb. 4.9). 

4.4.1.2 Effekte auf die Uterusepithelhöhe ovarektomierter Ratten 

Querschnitte der entparaffinierten Uteri der unterschiedlich behandelten Tiere (Tab. 

2.5, Tierexperiment 4) wurden mit einer Azan-Bindegewebsfärbung angefärbt (siehe 

3.2.7), um das Uterusepithel morphologisch identifizieren und seine Höhe vermessen 

zu können. In Abbildung 4.10 sind lichtmikroskopische Aufnahmen repräsentativer, 

gefärbter Uterusquerschnitte der verschiedenen Behandlungsgruppen in 100facher 

Vergrößerung dargestellt. 
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Abb. 4.10: Azanfärbung von Uteri unterschiedlich behandelter OVX-Ratten. Die Behandlung der 
Untersuchungsgruppen ist Tab. 2.5 zu entnehmen. Lichtmikroskopische Aufnahmen von 
Querschnitten. Vergrößerung 100x. 

Hier wurde deutlich, dass die Applikation von E2 und ERA neben einer Zunahme des 

gesamten Uterusquerschnitts zu einer Erhöhung des Uterusepithels geführt hat, 

während der Einfluss von GEN deutlich schwächer war. Eine Behandlung der Tiere 

mit dem ERB hatte keinen Effekt auf die Uterusepithelhöhe ovarektomierter Ratten 

(Abb. 4.10). Betrachtete man die gemittelten Ergebnisse der Vermessung der 

Uterusepithelhöhen aller Gruppen (Abb. 4.11), wurde deutlich, dass neben der 

Applikation von E2 und ERA auch die Behandlung von OVX-Ratten mit GEN zu 
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einer hochsignifikanten Erhöhung der Uterusepithelhöhe gegenüber den 

unbehandelten Tieren geführt hat. Allerdings war der Effekt von Genistein 

signifikant niedriger als der Einfluss von E2 und ERA. Für die Behandlung mit dem 

ERB war auch hier kein Einfluss auf diesen Parameter zu verzeichnen (Abb. 4.11). 

Uterusepithelhöhen

0

10

20

30

40

50

60

OVX Gen E2 Alpha Beta 

Ep
ith

el
hö

he
 (µ

m
)

***

******

+++

+++

+++

+++

Uterusepithelhöhen

0

10

20

30

40

50

60

OVX Gen E2 Alpha Beta 

Ep
ith

el
hö

he
 (µ

m
)

***

******

+++

+++

+++

+++

 

Abb. 4.11: Uterusepithelhöhen von OVX-Ratten nach dreiwöchiger s.c. Applikation verschiedener 
estrogener Substanzen. Die Behandlung der Untersuchungsgruppen ist Tab. 2.5 zu entnehmen. 
*** kennzeichnet signifikante Unterschiede zur ovarektomierten Kontrollgruppe (OVX), mit p< 
0.001, Mann-Whitney U Test. +++ kennzeichnet signifikante Unterschiede zur Genisteingruppe 
(GEN), mit p< 0.001, Mann-Whitney U Test. 

4.4.2 Estrogene Einflüsse auf die Entwicklung des Körpergewichts 

ovarektomierter Ratten 

Vor der Ovarektomie und nach dem Behandlungszeitraum wurden die 

Körpergewichte der Tiere bestimmt. Hieraus konnte für den Versuchszeitraum der 

durchschnittliche Gewichtszuwachs für alle Behandlungsgruppen ermittelt werden 

(Abb. 4.12). 

Bei Ovarektomie kam es innerhalb von drei Wochen zu einem durchschnittlichen 

Gewichtszuwachs von 80 g. Die Behandlung mit GEN und dem ERB hatte keinen 

Einfluss auf diesen Parameter, während die Applikation von E2 den Gewichts-

zuwachs signifikant reduzierte. Mit E2 behandelte OVX-Tiere nahmen während des 

Behandlungszeitraumes im Durchschnitt nur 40 g zu. Auch die Applikation des ERA 

schränkte den Gewichtszuwachs nach einer Ovarektomie signifikant ein; ein Effekt, 

der mit ICI antagonisiert werden konnte (Abb. 4.12). 
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Abb. 4.12: Körpergewichtsentwicklung von OVX-Ratten nach dreiwöchiger s.c. Applikation 
verschiedener estrogener Substanzen. Die Behandlung der Untersuchungsgruppen ist Tab. 2.5 zu 
entnehmen. ** kennzeichnet signifikante Unterschiede zur ovarektomierten Kontrollgruppe (OVX), 
mit p< 0.01, Mann-Whitney U Test. 

4.4.3 Estrogene Einflüsse auf den Bewegungstrieb ovarektomierter Ratten 

Durch die Behandlung mit E2 und ERA konnte die Laufaktivität ovarektomierter 

Ratten deutlich (4x stärker) stimuliert werden, während die subkutane Applikation 

von GEN zu einer signifikanten Reduktion des Bewegungstriebes von 

ovarektomierten Ratten führte (Abb. 4.13). Auch die Behandlung mit ERB reduzierte 

schwach und nicht statistisch signifikant die Laufleistung nach einer Ovarektomie. 

Die beobachteten Effekte von ERA und ERB konnten mit ICI antagonisiert werden. 
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Abb. 4.13: Laufleistung ovarektomierter Ratten während dreiwöchiger s.c. Applikation verschiedener 
estrogener Substanzen. Die Behandlung der Untersuchungsgruppen ist Tab. 2.5 zu entnehmen. 
* kennzeichnet signifikante Unterschiede zur ovarektomierten Kontrollgruppe (OVX), mit * p< 0.05, 
** p< 0.01, Mann-Whitney U Test. 
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4.4.4 Estrogene Einflüsse auf die Knochenhomöostase ovarektomierter Ratten 

Mit einem Kleintiercomputertomographen (Kleintier-CT) wurden vor und nach dem 

dreiwöchigen Behandlungszeitraum die trabekuläre und die kortikale Knochendichte 

in der rechten Tibia aller Tiere der verschiedenen Behandlungsgruppen ermittelt 

(siehe 3.3). Eine Ovarektomie führte innerhalb von drei Wochen zu einem 

Knochendichteverlust, während die Applikation von E2, ERA und GEN zu 

signifikanten knochenprotektiven Effekten im trabekulären Bereich der Tibia führte 

(Abb. 4.14A). Der knochenprotektive Effekt des ERA konnte mit dem Antiestrogen 

ICI antagonisiert werden. Die Substitution der ovarektomierten Tiere mit ERB hatte 

keinen signifikanten Einfluss auf die Entwicklung der trabekulären Knochendichte. 

Im kortikalen Bereich der Tibia konnte nach dem Versuchszeitraum in allen 

Behandlungsgruppen ein signifikanter Knochendichtezuwachs beobachtet werden 

(Abb. 4.14B). Innerhalb der Behandlungsgruppen konnten jedoch, die kortikale 

Knochendichte betreffend, keine unterschiedlichen Effekte beobachtet werden. 
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Abb. 4.14: Entwicklung der Knochendichte ovarektomierter Ratten nach dreiwöchiger s.c. 
Applikation verschiedener estrogener Substanzen. Die Behandlung der Untersuchungsgruppen ist 
Tab. 2.5 zu entnehmen. Trabekuläre Knochendichte (A), kortikale Knochendichte (B) 
** kennzeichnet signifikante Unterschiede zur ovarektomierten Kontrollgruppe (OVX), mit p< 0.01, 
Mann-Whitney U Test. 
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Anhand repräsentativer computertomographischer Aufnahmen wurde der Einfluss 

estrogener Effekte auf die Knochenhomöostase ovarektomierter Tiere auch 

morphologisch deutlich (Abb. 4.15). Die knochenprotektiven Effekte der 

Behandlung ovarektomierter Ratten mit E2, ERA und GEN spiegelten sich hier im 

Querschnitt der Tibia in hohen Knochendichtewerten wider, während die Tibiae der 

OVX-Tiere insbesondere in den medialen Arealen deutliche Verluste an 

Knochensubstanz aufwiesen (Abb. 4.15). 

Alpha 10µg

Beta 100µg

E2 4µg Gen 10mgOVX

Alpha+ICI Beta+ICI

Alpha 10µgAlpha 10µg

Beta 100µgBeta 100µg

E2 4µgE2 4µg Gen 10mgGen 10mgOVXOVX

Alpha+ICIAlpha+ICI Beta+ICIBeta+ICI

 

Abb. 4.15: Computertomographische Aufnahmen von Beinquerschnitten in Höhe des proximalen 
Unterschenkels. Dargestellt sind Tibia, Fibula und muskuläre Areale (v.a. des M. gastrocnemius) von 
repräsentativen Vertretern der einzelnen OVX-Behandlungsgruppen. Die Behandlung der 
Untersuchungsgruppen ist Tab. 2.5 zu entnehmen. Die Ergebnisse der Knochendichtemessung sind 
farblich dargestellt. 

Neben den Knochendichtemessungen wurden mögliche estrogene Einflüsse der 

Behandlungssubstanzen auch molekularbiologisch in Hinblick auf die Expression 

von BMP-2 (bone morphogenic protein-2) untersucht. Im Western Blot konnte für 

die Expression von BMP-2 im trabekulären Bereich der Tibia auf Proteinebene 

gezeigt werden, dass eine hohe Knochendichte mit einer gegenüber ovarektomierten 

Tieren gesteigerten BMP-2-Expression korrelierte (Abb. 4.16). Die Behandlung mit 

E2, GEN und ERA bewirkte eine erhöhte Expression von BMP-2 in OVX-Tieren, 

während der ERB die Genexpression dieses Proteins nicht beeinflusste (Abb. 4.16). 
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Abb. 4.16: Untersuchung der Regulation der BMP-2 Expression im Western Blot. Die Behandlung 
der Untersuchungsgruppen ist Tab. 2.3 zu entnehmen. Aktin dient als Referenzprotein. 

4.4.5 Estrogene Einflüsse auf die Darmhomöostase ovarektomierter Ratten 

Um mögliche estrogene Effekte auf die Gewebehomöostase im Verdauungstrakt zu 

untersuchen, wurden immunhistochemisch und molekularbiologisch Proliferations- 

und Apoptosemarker in Dünndarm und Mukosa der ovarektomierten Behandlungs-

gruppen analysiert. Hierzu wurde zunächst ein immunhistochemischer Nachweis 

(siehe 3.2.6) der PCNA-Expression in Dünndarmquerschnitten durchgeführt. In 

Abbildung 4.17 ist die Proteinexpression dieses Proliferationsmarkers in 

Dünndarmquerschnitten repräsentativer Vertreter der unterschiedlich behandelten 

Gruppen dargestellt.  

AlphaE2

Beta Gen

OVX AlphaAlphaE2E2

BetaBeta GenGen

OVXOVX

 

Abb. 4.17: Immunhistochemische PCNA Kernfärbung nach Behandlung mit verschiedenen 
estrogenen Substanzen. Die Behandlung der Untersuchungsgruppen ist Tab. 2.5 zu entnehmen. 
Dargestellt sind Dünndarmquerschnitte mit Serosa, Muskularis, Submukosa und Mukosa. 
Vergrößerung 100x. 

Bei OVX-Tieren konnte eine hohe PCNA-Expression im Bereich von Submukosa 

und Mukosa beobachtet werden. Die Behandlung mit E2 und ERA führte zu einer 
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leichten Steigerung der PCNA-Expression in diesen Dünndarmschichten, während 

die Applikation von GEN und ERB zu einer Reduktion der PCNA positiv gefärbten 

Kerne führte (Abb. 4.17). 

Die PCNA-Proteinexpression wurde ebenfalls quantitativ für gepoolte 

Mukosaproben der einzelnen Behandlungsgruppen bestimmt. Hierzu wurde ein 

Western Blot durchgeführt und densitometrisch ausgewertet (siehe 3.1). Neben der 

molekularbiologischen Untersuchung der PCNA-Proteinexpression (Abb. 4.18A) 

wurde zusätzlich im Western Blot die Aktivität der Caspase-3 untersucht (Abb. 

4.18B). Hierzu wurde ein Antikörper verwendet, der spezifisch nur an Epitope der 

aktiven Caspase-3 bindet. In Abbildung 4.18 sind die Ergebnisse der Western Blots 

und der densitometrischen Auswertungen dargestellt. Die Densitometrie stellt 

Grauwertverhältnisse von Zielprotein zu Referenzprotein (Aktin) dar. 
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Abb. 4.18: Analyse der Proteinexpression von PCNA (A) und aktiver Caspase-3 (B) im Western Blot 
mit densitometrischer Auswertung. Die Behandlung der Untersuchungsgruppen ist Tab. 2.5 zu 
entnehmen. 

In Abbildung 4.18A wird deutlich, dass die PCNA-Expression im Dünndarm 

ovarektomierter Ratten durch E2 nicht beeinflusst wurde, während der ERA zu einer 

deutlichen Steigerung der Expressionsrate geführt hat. GEN und ERB senkten die 

Proteinexpression dieses Proliferationsmarkers in ovarektomierten Tieren. Die 

Aktivität der Caspase-3 wurde durch die Applikation von GEN und noch stärker 

durch die Behandlung mit ERB gesteigert (Abb. 4.18B). Auch der ERA bewirkte 

eine Aktivitätssteigerung dieses Apoptosemarkers in ovarektomierten Tieren, 

während E2 nur zu einer marginalen Aktivitätssteigerung führte. 
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4.5 Kombinatorische Effekte von Genistein und 

estrogenrezeptorsubtypspezifischen Liganden 

Im Tierexperiment 6 (siehe 2.7) sollten mögliche antagonistische und additive 

Effekte von GEN, ERA und ERB untersucht werden. Hierzu wurden diese 

Substanzen in verschiedenen Kombinationen appliziert. Der ERA wurde bei der 

Applikation in diesem Versuchsdesign niedrig dosiert (1µg/kg KGW).  

Betrachtete man die Uterusgewichte dieses Kombinationsversuches, war eine 

signifikante Zunahme dieses sensitiven Parameters in den Behandlungsgruppen 

GEN+ERB, ERA1+ERB, GEN+ERA1 und ERA1 gegenüber der OVX-

Kontrollgruppe zu sehen (Abb. 4.19). Die Beeinflussung des Uterusgewichtes durch 

die Kombination von GEN+ERB unterschied sich signifikant von allen Gruppen und 

war deutlich geringer als in den Gruppen ERA1+ERB, GEN+ERA1 und ERA1. Die 

kombinierte Applikation von GEN und ERA1 führte zur höchsten Zunahme des 

Uterusgewichts, die allerdings keine statistische Signifikanz gegenüber ERA1+Beta 

und ERA1 erreichte (Abb. 4.19). 
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Abb. 4.19: Uterusfeuchtgewichte von OVX-Ratten nach dreiwöchiger kombinierter s.c. Applikation 
verschiedener estrogener Substanzen. Die Behandlung der Untersuchungsgruppen ist Tab. 2.7 zu 
entnehmen. ** kennzeichnet signifikante Unterschiede zur ovarektomierten Kontrollgruppe (OVX), 
mit p< 0.01, Mann-Whitney U Test. ++ kennzeichnet signifikante Unterschiede zur GEN+Beta 
Gruppe, mit p< 0.01, Mann-Whitney U Test. 

In Abbildung 4.20 ist die durchschnittliche Laufaktivität der Behandlungsgruppen 

dargestellt. Die Laufaktivität der Tiere, die ausschließlich mit ERA1 behandelt 

wurden, übertraf signifikant die aller anderen Gruppen. Die Kobehandlung von 

ERA1 mit GEN oder ERB führte somit zu einer signifikant reduzierten Laufaktivität 

gegenüber ovarektomierten Tieren, die nur mit ERA1 substituiert wurden (Abb. 

4.20). 
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Abb. 4.20: Laufaktivität von OVX-Ratten nach dreiwöchiger kombinierter s.c. Applikation 
verschiedener estrogener Substanzen. Die Behandlung der Untersuchungsgruppen ist Tab. 2.7 zu 
entnehmen. * kennzeichnet signifikante Unterschiede zu Alpha1, mit * p< 0.05 und ** p< 0.01, 
Mann-Whitney U Test. 

4.6 Einflüsse von körperlicher Aktivität auf knochenprotektive Effekte 

von Genistein 

Um den Einfluss körperlicher Aktivität auf die Knochendichteverluste nach einer 

Ovarektomie bei Ratten zu untersuchen, wurde ein dreiwöchiges Kontroll-

experiment durchgeführt, in dem mögliche Unterschiede bei der Entwicklung der 

trabekulären Knochendichte in einer OVX-Kontrollgruppe und einer OVX-

Laufgruppe evaluiert werden sollten. 

In Abbildung 4.21 sieht man, dass eine Ovarektomie in beiden Gruppen zu 

Knochendichteverlusten führte. Allerdings waren die Knochendichteverluste in der 

Laufgruppe signifikant niedriger, als in der Kontrollgruppe. 
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Abb. 4.21: Trabekuläre Knochendichte von ovarektomierten Ratten mit und ohne mechanischen Reiz. 
* kennzeichnet signifikante Unterschiede zur Endmessung der ovarektomierten Kontrollgruppe (OVX 
K), mit * p< 0.05 und ** p< 0.01, Mann-Whitney U Test. + kennzeichnet signifikante Unterschiede 
zur jeweiligen Anfangsmessung in dieser Gruppe, mit + p< 0.05 und ++ p< 0.01, Mann-Whitney U 
Test. 
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Um valide Aussagen über die knochenprotektiven Effekte estrogener Substanzen in 

ovarektomierten Tieren treffen zu können, wurde aufbauend auf dem Vorversuch 

(Abb. 4.21) ein zusätzliches Kontrollexperiment (Tierexperiment 5, siehe 2.7) 

durchgeführt, in dem die Einzeltiere der Behandlungsgruppen keinen Zugang zu 

einem Laufrad hatten. Hier sollten ausschließlich die knochenprotektiven Einflüsse 

der Behandlungssubstanzen ohne den kombinierten Einfluss körperlicher Aktivität 

untersucht werden. 

Die Applikation von E2 und ERA hatte in Abwesenheit von körperlicher Aktivität 

signifikante, knochenprotektive Effekte zur Folge, während die Behandlung 

ovarektomierter Tiere mit GEN in diesem Versuchsdesign keine knochenprotektiven 

Effekte bewirkte (Abb. 4.22). Die Applikation des ERB hatte ebenfalls keinen 

Einfluss auf die trabekuläre Knochendichte nach einer Ovarektomie. 
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Abb. 4.22: Trabekuläre Knochendichte von OVX-Ratten nach dreiwöchiger s.c. Applikation 
verschiedener estrogener Substanzen. Die Behandlung der Untersuchungsgruppen ist Tab. 2.6 zu 
entnehmen. ** kennzeichnet signifikante Unterschiede zu E2, mit p< 0.01, Mann-Whitney U Test. ++ 
kennzeichnet signifikante Unterschiede zu Alpha, mit p< 0.01, Mann-Whitney U Test. 
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5 Diskussion 

Estrogene sind an der Regulation eines breiten Spektrums physiologischer Prozesse 

beteiligt. Die vielfältige Bedeutung dieser Steroide wird deutlich, wenn man neben 

ihren Einflüssen in klassischen estrogensensitiven Geweben wie Ovarien, Uterus und 

Mammae auch ihre Bedeutung in nicht-klassischen Geweben, Zellen und Organen 

betrachtet. Die Einflussbereiche dieser Hormone erstrecken sich nahezu über den 

gesamten Organismus. Als wichtige Mediatoren regulativer und homöostatischer 

Prozesse spielen Estrogene im Herz-Kreislaufsystem, im Exkretionssystem, im 

Immunsystem und bei Stoffwechselprozessen bedeutende Rollen. Neben Effekten in 

verschiedenen Organen wie Leber, Milz und Lunge vermitteln diese Substanzen u.a. 

auch Wirkungen auf den Bewegungsapparat und das Verhalten. 

Diese weitreichenden Einflussbereiche von Estrogenen im menschlichen Organismus 

machen auch ihre pathophysiologische Bedeutung bei hormonell bedingten 

Osteoporosen, Herz-Kreislauferkrankungen und Krebserkrankungen, aber auch bei 

Beschwerden, wie sie während und nach der Menopause auftreten, deutlich. 

Die vielfältigen Wirkungsweisen der aktivierten Estrogenrezeptorsubtypen ERα und 

ERβ, sowie ihre gewebespezifischen Verteilungsmuster sind hierbei von besonderer 

Bedeutung. Die Interaktion dieser Transkriptionsfaktoren mit verschiedenen 

Kofaktoren und ihre genomischen und nicht-genomischen Effekte auf 

Signaltransduktionskaskaden, sowie ihre gewebespezifischen Einflüsse auf die 

Genexpression, stehen daher seit geraumer Zeit im Mittelpunkt wissenschaftlichen 

Interesses. 

Neben den molekularen Wirkmechanismen von Estrogenen haben auch verschiedene 

nicht-steroidale Substanzen an Bedeutung gewonnen, für die estrogene Effekte und 

Affinitäten zu den Estrogenrezeptoren ERα und ERβ beschrieben wurden. Hierzu 

zählen vor allem synthetische Substanzen, SERMs wie RAL und TAM, 

Antiestrogene aber auch wichtige Vertreter von Phytoestrogenen wie GEN, DAI und 

Equol. 

Vor diesem Hintergrund war es Gegenstand dieser Arbeit, die komplexen über 17β-

Estradiol vermittelten Einflüsse auf verschiedene molekulare Endpukte estrogener 

Wirkungen in unterschiedlichen Geweben zu untersuchen, und die gewebe-

spezifischen Wirkungen der Estrogenrezeptorsubtypen ERα und ERβ näher zu 

charakterisieren. Hierbei sollten im Tiermodell agonistische und antagonistische 
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Effekte der estrogenrezeptorsubtypspezifischen Liganden auf sensitive Parameter 

wie das Uterusfeuchtgewicht und die Uterusepithelhöhe, die Körpergewichts-

entwicklung, den Knochenstoffwechsel, das Verhalten und die Darmhomöostase 

untersucht werden. 

Zusätzlich sollten die hierbei gewonnenen Erkenntnisse dazu genutzt werden, das 

agonistische und antagonistische Potential von Genistein auf diese estrogensensitiven 

Parameter besser zu verstehen, und die estrogenen Wirkmechanismen dieses 

Phytoestrogens vor diesem Hintergrund näher definieren zu können. 

5.1 Das Tiermodell der ovarektomierten Ratte 

Die Grundlage der tierexperimentellen Studien dieser Arbeit bildete das Tiermodell 

der ovarektomierten Ratte (OVX). Dieses Tiermodell eignete sich besonders für die 

Untersuchung von Effekten estrogenrezeptorsubtypspezifischer Liganden und von 

Genistein auf verschiedene molekulare Endpunkte estrogener Wirkungen. 

Ovarektomierte Ratten dienen als Standardtestsystem für die Wirkstärke 

verschiedener estrogen wirksamer Untersuchungssubstanzen (Jefferson et al. 2002). 

Dieses Tiermodell eignet sich zur Untersuchung der estrogenen Einflussnahme 

verschiedener Untersuchungssubstanzen auf das Uterusfeuchtgewicht in utero-

trophen Assays (Odum et al. 1997, Tinwell et al. 2000). Darüber hinaus ist die 

ovarektomierte Ratte für die Analyse weiterer estrogensensitiver Parameter wie der 

Uterusepithelhöhe und der Genexpression verschiedener estrogenresponsiver Gene 

(Diel et al. 2004b), die mit dem Parameter des Uterusfeuchtgewichts korrelieren 

(Padilla-Banks et al. 2001), geeignet. Weitere estrogensensitive Parameter stellen die 

Proliferation des Uterusepithels (Diel et al. 2006), die Zahl der uterinen Drüsen 

(Newbold et al. 2001a, Newbold et al. 2001b) und die Epithelhöhe der Vagina 

ovarektomierter Ratten dar (Diel et al. 2002). Für die Charakterisierung der 

proliferativen Potenz des Phytoestrogens Genistein im Rahmen dieser Arbeit waren 

derartige Wachstumsprozesse und entsprechende molekulare Mechanismen im 

Uterus von besonderer Bedeutung. Bei der vergleichenden Interpretation der 

physiologischen Reaktionen des Uterus auf die Applikation von Genistein und 

Estradiol wurde daher berücksichtigt, dass unterschiedliche und zeitlich aufeinander 

folgende physiologische Prozesse zu einer Stimulation des Uterusfeuchtgewichts 

führen. Nach 2-6 Stunden kommt es, bedingt durch eine erhöhte Permeabilität der 

Zellen, zu einer Stimulation des Uterusfeuchtgewichts nach einer Infiltration von 
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Wasser in das uterine Gewebe. Außerdem nimmt in diesem Zeitraum die mRNA-

Expression spezifischer Markergene, die an der Regulation der Zellproliferation 

beteiligt sind, zu. In der zweiten Phase nach 10-16 Stunden kommt es zur DNA-

Synthese und zur gesteigerten Zellproliferation, die dann ebenfalls zu einem weiteren 

Anstieg des Uterusfeuchtgewichts beiträgt (Hewitt et al. 2003). Somit ist die 

Stimulation des Uterusfeuchtgewichts ovarektomierter Ratten durch estrogen 

wirksame Substanzen nicht zwangsläufig durch eine gesteigerte Zellproliferation 

bedingt, sondern kann ebenso durch eine erhöhte Permeabilität der Zellen und eine 

hieraus resultierende Wasseraufnahme hervorgerufen werden, ohne das gleichzeitig 

proliferative Prozesse stattfinden. Für die Interpretation der proliferativen Potenz des 

Phytoestrogens Genistein, welches einen Teilaspekt dieser Arbeit darstellt, waren 

diese zeitlich aufeinander folgenden und von einander verschiedenen molekularen 

Mechanismen relevant. 

Des Weiteren findet die ovarektomierte Ratte als Modellorganismus zur 

Untersuchung menopausaler und postmenopausaler Beschwerden Verwendung 

(Gallo et al. 2005). Die postmenopausale Osteoporose (Kalu et al. 1991, Arjmandi et 

al. 1996) und damit verbundene hormonell bedingte Veränderungen in der 

Knochenhomöostase (Gallo et al. 2005) können in diesem Kontext ebenfalls an 

ovarektomierten Ratten gut untersucht werden. Somit war dieses Tiermodell in dieser 

Arbeit auch für die Untersuchung von Einflüssen der subtypspezifischen ER-

Agonisten und von Genistein auf die kortikale und trabekuläre Knochendichte sowie 

auf die Veränderung der Genexpression von Knochenmarkern in der Tibia von 

Bedeutung. 

Neben der Untersuchung der proliferativen Potenz von Genistein und der Analyse 

von estrogenen Einflüssen auf die Knochenhomöostase eignete sich die 

ovarektomierte Ratte in Kombination mit estrogenrezeptorsubtypspezifischen 

Liganden im Rahmen dieser Arbeit auch für die Untersuchung estrogen-

rezeptorsubtypspezifischer Effekte. 

Die physiologische Bedeutung der Estrogenrezeptorsubtypen für molekulare 

Endpunkte estrogener Wirkungen wurde bereits an Tieren untersucht, bei denen 

jeweils das Gen eines der beiden Estrogenrezeptorsubtypen ausgeschaltet wurde 

(ERαKOs, oder ERβKOs) (Hewitt und Korach 2003, Korach et al. 2003). 
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5.2 Untersuchungen estrogenrezeptorsubtypspezifischer Wirkungen 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit stellten ovarektomierte Ratten, die mit 

estrogenrezeptorsubtypspezifischen Agonisten behandelt wurden, die bevorzugte 

Alternative zu ERKOs dar (Mueller und Korach 2001, Korach et al. 2003, Hewitt 

und Korach 2003, Nilsson et al. 2004). 

Experimente an ERKOs haben zu einem besseren Verständnis estrogenrezeptor-

subtypspezifischer Wirkungsweisen beigetragen. Es konnte z.B. in diesem 

Tiermodell gezeigt werden, dass die durch Estradiol vermittelten proliferativen 

Effekte im Uterus (Weihua et al. 2000) und in der Brustdrüse (Cheng et al. 2004) 

über den ERα vermittelt werden. Der ERβ scheint hingegen im Uterus über die 

Modulation der proliferativen Effekte des ERα, antiproliferative Einflüsse auszuüben 

(Weihua et al. 2000), und über seine Effekte auf die Ausdifferenzierung von 

Brustdrüsengewebe das Krebsrisiko zu reduzieren (Forster et al. 2002). Auch 

selektive Estrogenrezeptorliganden stellen wichtige molekularbiologische Hilfsmittel 

dar, um zusätzliche Einblicke in die Funktionen der Estrogenrezeptorsubtypen ERα 

und ERβ zu erhalten (Sun et al. 1999). Der Vorteil von spezifischen Liganden 

gegenüber genetisch veränderten Tiermodellen liegt darin, nicht auf Organismen 

zurückgreifen zu müssen, die während der gesamten Ontogenese ohne den Einfluss 

beider oder eines ERs sämtliche Entwicklungsstadien bis zum adulten Tier 

durchlaufen haben (Hillisch et al. 2004). 

Für ERKOs und für estrogenrezeptorspezifische Liganden konnten überein-

stimmende estrogenrezeptorsubtypspezifische Einflüsse in unterschiedlichen 

reproduktiven und nicht-reproduktiven Geweben beschrieben werden (Hillisch et al. 

2004). So konnten mit Hilfe von ERKOs (Korach et al. 2003, Krege et al. 1998, 

Couse et al. 1999) und mit estrogenrezeptorsubtypspezifischen Agonisten (Harris et 

al. 2002, Harris et al. 2003a, Hegele-Hartung et al. 2004, Hillisch et al. 2004) 

estrogenrezeptorsubtypspezifische mRNA-Expressionsmuster beschrieben werden. 

Zudem konnte dokumentiert werden, dass der ERα nicht aber der ERβ für die 

Sicherstellung der Fruchtbarkeit, für die über E2 vermittelte Hemmung der 

Ovulation, für Wachstumsprozesse in Uterus und Brustdrüse, für knochenprotektive 

Effekte und für Einflüsse auf LH-, Estradiol- und Testosteronspiegel bei weiblichen 

Tieren verantwortlich ist. Auch für den ERβ wurden in den letzten Jahren sowohl mit 

ERKOs als auch mit selektiven ER-Agonisten verschiedene Einflüsse beschrieben 

(Pettersson und Gustafsson 2001). Über den ERβ werden physiologische Effekte im 
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Kolon (Wada-Hiraike et al. 2006b), auf das Herzkreislaufsystem (Widder et al. 2003, 

Pelzer et al. 2005a, Pelzer et al. 2005b) und auf inflammatorische Prozesse (Harris 

2006a, Harris 2006b) vermittelt. 

Die dieser Arbeit zugrunde liegenden Untersuchungen estrogenrezeptor-

subtypspezifischer Effekte auf biologische Endpunkte wurden mit den selektiven 

Estrogenrezeptoragonisten 16α-LE2 (ERA) und 8β-VE2 (ERB) (Abb. 2.1) 

(Fritzemeier et al. 2004, Hillisch et al. 2004), die von Herrn Dr. K.H. Fritzemeier 

(Schering AG, Berlin) zur Verfügung gestellt wurden, durchgeführt. Bei diesen 

Substanzen handelt es sich um Derivate von 17β-Estradiol (Hillisch et al. 2004). 

Strukturelle Modifikationen an der 16α und 17α Position des D-Rings verhindern 

eine Bindung an den ERβ (16α-LE2). An der 8β Position des B- und C-Rings wurde 

17β-Estradiol synthetisch so abgewandelt, dass es räumlich nicht mehr in die 

Bindungstasche des ERα passt (8β-VE2) (Abb. 5.1). 

 

Abb. 5.1: Schematische Darstellung steroidaler Substanzen in der Bindungstasche der 
Estrogenrezeptoren α und β. A: Darstellung von E2 in der Bindungstasche von ERα (blau) und ERβ 
(grün), B: 16α-LE2 füllt den zusätzlichen Freiraum in der Bindungstasche des ERα (nahe der 
Aminosäure M421), C: 8β-VE2 füllt den freien Raum in der Bindungstasche des ERβ (nahe der 
Aminosäure M336) (übernommen aus: Hillisch et al. 2004). 

Rezeptorbindungstests mit diesen synthetischen ER-Agonisten zeigen, dass 16α-LE2 

bei ERs der Ratte eine 70 mal höhere Affinität zu ERα als zu ERβ hat, während 8β-

VE2 eine 93 mal höhere Affinität zu ERβ als zu ERα hat (Hillisch et al. 2004). In 

Transaktivierungstests hat 16α-LE2 eine 250fach induzierte Selektivität für ERα 

gegenüber ERβ, während 8β-VE2 eine 183fach induzierte Selektivität für ERβ 

gegenüber ERα zeigt (Hillisch et al. 2004). Die selektive Bindungsaffinität und 

Transaktivierung von ERα durch 16α-LE2 und von ERβ durch 8β-VE2 entspricht 

annähernd den Eigenschaften des natürlichen Estrogenrezeptorliganden 17β-

Estradiol (Hillisch et al. 2004). Somit stellen diese Substanzen hoch selektive 

Estrogenrezeptoragonisten dar, die zur Analyse rezeptorsubtypspezifischer 

Wirkungsweisen eingesetzt werden können. Im Rahmen dieser Arbeit sollten mit 
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diesen Substanzen in erster Linie estrogenrezeptorsubtypspezifische agonistische 

Effekte bei der Knochen- und Darmhomöostase untersucht und mit den 

entsprechenden Einflüssen von Genistein verglichen werden. 

Um analysieren zu können, ob die beschriebenen Einflüsse der Substanzen (ERA, 

ERB und GEN) tatsächlich über eine spezifische Bindung an die 

Estrogenrezeptorsubtypen vermittelt wurden, und um auszuschließen, dass andere 

molekulare Mechanismen hiermit in Verbindung gebracht werden müssen, wurde 

das Antiestrogen ICI 182780 (Abb. 2.1) eingesetzt. Bei dieser Substanz handelt es 

sich um einen reinen Estrogenrezeptorantagonisten, dessen antagonisierende Effekte 

im Gegensatz zu SERMs wie TAM oder RAL nicht gewebespezifisch sind (Tab. 5.1) 

(Hermenegildo und Cano 2000). Somit gehört ICI 182780 neben ICI 164384 zu einer 

Gruppe von Substanzen, die eine hohe Affinität zu den Estrogenrezeptoren aufweist 

(Kuiper et al. 1997), für die jedoch weder in vivo noch in vitro agonistische, 

estrogene Effekte nachgewiesen werden konnten (Hermenegilo und Cano 2000). ICI 

182780 bindet kompetitiv an Estrogenrezeptoren und verhindert hierbei, dass diese in 

den Zellkern gelangen (Hermenegildo und Cano 2000) und an EREs binden können. 

Aufgrund seines antiestrogenen Potentials ist ICI 182780 zur Antagonisierung 

estrogener Effekte in verschiedenen klinischen Anwendungen von Bedeutung 

(Gradishar und Jordan 1997). 

AntagonistAntagonistAntagonistICI 164384        
ICI 182780

AgonistAntagonistAntagonistRaloxifene

AgonistPartialagonistAntagonistTamoxifen

AgonistAgonistAgonist17β-Estradiol 
Ethinylestradiol

KnochenUterusBrustdrüseSubstanz

AntagonistAntagonistAntagonistICI 164384        
ICI 182780

AgonistAntagonistAntagonistRaloxifene

AgonistPartialagonistAntagonistTamoxifen

AgonistAgonistAgonist17β-Estradiol 
Ethinylestradiol

KnochenUterusBrustdrüseSubstanz

 

Tab. 5.1: Gewebespezifische Wirkungen verschiedener Estrogenrezeptorliganden; basierend auf 
praeklinischen Studien (nach Bryant und Dere 1998). 

In den Untersuchungen dieser Arbeit eignete sich ICI daher zur Antagonisierung 

estrogenrezeptorsubtypspezifischer Effekte von ERA, ERB und GEN, um die 

mechanistische Wirkungsweise dieser Substanzen genauer charakterisieren zu 

können. 
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5.3 Gewebeselektive Effekte des Phytoestrogens Genistein 

Aufgrund der Tatsache, dass es zu den Einflüssen von Estrogenen und 

Phytoestrogenen im Gefäßsystem noch sehr wenige Untersuchungen gibt, sollten im 

Rahmen dieser Arbeit die gewebespezifischen Einflüsse von Estradiol und Genistein 

auf die Genexpression von Cox-2 analysiert werden. 

Estradiol und Progesteron regulieren die Prostaglandinsynthese in Endometrium 

(Arosh et al. 2002) und Ovar (Arosh et al. 2004) und zwar über eine Veränderung der 

Expression von Cox-2 (Arosh et al. 2004). Auch im Herzkreislaufsystem scheint die 

Regulation der Expression von Cox-2 teil der über Estradiol vermittelten protektiven 

Effekte in Aorten zu sein, die hypercholesterinämischen physiologischen 

Bedingungen ausgesetzt sind (Ghanam et al. 2000). 

Phytoestrogene scheinen ebenso wie Estrogene im Gefäßsystem protektive Effekte 

zu vermitteln. So konnte in tierexperimentellen und klinischen Studien gezeigt 

werden, dass das Phytoestrogen Genistein die endotheliale Funktion verbessert 

(Squadrito et al. 2003) und im Endothel schützende Einflüsse ausübt (Mäkelä et al. 

1999). 

Somit könnte die Regulation der Genexpression von Cox-2 und der 

Prostaglandinsynthese durch estrogen wirksame Substanzen eine Erklärung für die 

protektiven Effekte dieser Stoffe im Herz-Kreislaufsystem sein. 

Die Einflüsse von Estradiol und Genistein auf die Proteinexpression von Cox-2 

wurde in den Untersuchungen dieser Arbeit vergleichend im Uterus und der Vena 

cava betrachtet. Die Vena cava wurde ausgewählt, da dieses Gewebe sehr sensitiv 

auf eine Behandlung mit Estrogenen reagiert (Knauthe et al. 1996, Hegele-Hartung et 

al. 1997). 

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Cox-2 Proteinexpression 

im Uterus ovarektomierter Ratten durch Estradiol gesteigert wurde (Abb. 4.2). Die 

Proteinexpression dieses Entzündungsmarkers in der Vena cava dieser Tiere wurde 

hingegen durch die Applikation von E2 vermindert. Dieses Ergebnis war in 

Übereinstimmung mit der Analyse der mRNA-Expression von Cox-2 in den 

Geweben dieser Tiere. Auch hier kam es durch die Applikation von E2 zu einer 

gesteigerten Genexpression von Cox-2 im Uterus, während gleichzeitig eine 

verminderte mRNA-Expression in der Vena cava zu beobachten war (Hertrampf et 

al. 2005). Im Gegensatz zu Estradiol konnte für Genistein im Uterus kein 

signifikanter Einfluss auf die Genexpression von Cox-2, weder auf Proteinebene 
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(Abb. 4.2), noch auf mRNA-Ebene (Hertrampf et al. 2005), gezeigt werden. In der 

Vena cava hingegen konnte für Genistein ein estrogener Einfluss auf die 

Genexpression von Cox-2 beobachtet werden. Hier kam es, ebenso wie nach einer 

Behandlung mit Estradiol, auch durch die Applikation von Genistein zu einer 

reduzierten Genexpression von Cox-2 (Abb. 4.2), was ebenfalls durch mRNA 

Analysen belegt werden konnte (Hertrampf et al. 2005). 

Dies deutet darauf hin, dass bezogen auf die Genexpression von Cox-2 in diesen 

beiden Geweben unterschiedliche Mechanismen für den Einfluss von Estradiol von 

Bedeutung sind. Tatsächlich konnte bereits gezeigt werden, dass mindestens zwei 

verschiedene molekulare Regulationsmechanismen bei der Cox-2 mRNA Expression 

eine Rolle spielen. So kann Cox-2 über die Modulation der Transkriptionsrate 

(Dixon et al. 2000) und alternativ über posttranskriptionelle Regulations-

mechanismen der mRNA-Stabilität (Dixon et al. 2001) reguliert werden. Ob diese 

unterschiedlichen Mechanismen als Erklärung für die gegensätzliche Regulation von 

Cox-2 durch Estradiol in den hier beschriebenen Untersuchungen dienen kann, sollte 

in weiterführenden Untersuchungen geklärt werden. An cerebralen Gefäßen konnte 

unter inflammatorischen Bedingungen gezeigt werden, dass die Hemmung der Cox-2 

Expression in der Vena cava durch E2 induziert wird (Ospina et al. 2004), was in 

Übereinstimmung mit den beschriebenen Ergebnissen dieser Arbeit ist (Abb. 4.2). 

Im Gegensatz zu Estradiol führte eine Behandlung mit Genistein nicht zu einer 

gesteigerten Genexpression von Cox-2 im Uterus, allerdings zu einer effizienten 

Herabregulation dieses Gens in der Vena cava (Abb. 4.2). Interessanterweise konnte 

für das SERM Tamoxifen ebenfalls diese gegensätzliche Beeinflussung der 

Expression von Cox-2 in Vena cava und Uterus beobachtet werden (Hertrampf et al. 

2005). Die effiziente Herabregulation von Cox-2 in der Vena cava durch GEN 

konnte sogar für sehr niedrige Dosierungen (0,5 mg/kg KGW) dieses Phytoestrogens 

beobachtet werden (Hertrampf et al. 2005). Bei dieser Dosierung konnten keine 

Effekte von GEN auf das Uterusfeuchtgewicht verzeichnet werden. Diese 

Beobachtungen stimmen mit Untersuchungen überein, in denen für GEN protektive 

Effekte im Gefäßsystem für Dosierungen beobachtet wurden, die keinerlei 

uterotrophe Effekte hervorriefen (Mäkelä et al. 1999). Verschiedene Studien belegen 

gewebespezifische Eigenschaften für GEN (Diel et al. 2001a, Diel et al. 2001b). 

Auch die hier untersuchten Effekte beschreiben für dieses Phytoestrogen die 

Eigenschaft, wie ein SERM zu wirken. Somit wäre bezogen auf die hier gezeigten 
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Ergebnisse die Bezeichnung Phyto-SERM für das Phytoestrogen Genistein eine 

zutreffende Charakterisierung. 

5.4 Untersuchungen estrogener Effekte von Genistein in Uterus und 

Brustdrüse 

Als klassischer Parameter zur Analyse der Estrogenität von Untersuchungs-

substanzen dient ihr Einfluss auf das Uterusfeuchtgewicht und die Uterusepithelhöhe 

von ovarektomierten Ratten (Diel et al. 2006) oder Mäusen nach Applikation 

verschiedener Substanzen. Neben diesen klassischen Parametern wurden in dieser 

Arbeit auch die Effekte auf die Proliferation im Uterusepithel (Diel et al. 2006) und 

in der Brustdrüse (Hertrampf et al. 2006b) untersucht. Die Untersuchungen erfolgten 

an Gewebeproben von Ratten, die zuvor drei Tage oder drei Wochen mit den zu 

untersuchenden Substanzen behandelt wurden (siehe 2.7 und Abb. 2.2). Des 

Weiteren wurde in diesen Geweben als zusätzlicher Marker für Estrogenität 

molekularbiologisch die Genexpression des Progesteronrezeptors (Hertrampf et al. 

2006b) herangezogen, und zur Analyse von gewebespezifischen Unterschieden 

wurde die Expression von Cox-2 immunhistochemisch untersucht (Hertrampf et al. 

2005). 

Ferner wurde in verschiedenen Untersuchungen der Einfluss von Genistein und 

Estradiol auf die Proliferation in den klassisch estrogensensitiven Geweben Uterus 

und Brustdrüse analysiert. 

Die Modulation von Proliferation und Differenzierung in klassisch 

estrogensensitiven Geweben wie Uterus- und Brustdrüsengewebe wird über 

estrogene Wirkmechanismen gesteuert. Das hieraus resultierende hormonell bedingte 

karzinogene Potential (Hulka und Stark 1995), z.B. bei der Entstehung von 

Mammakarzinomen (Thomas et al. 1997, Clemons und Goss 2001), wird vor allem 

für Phytoestrogene kontrovers diskutiert (Peeters et al. 2003, Adlercreutz 2002). Auf 

der einen Seite können diese Substanzen anhand ihrer antikarzinogenen (Peeters et 

al. 2003) und chemopräventiven (Lamartiniere 2000, Cotroneo et al. 2002, Rowell et 

al. 2005) Eigenschaften charakterisisert werden. Andererseits darf nicht außer Acht 

gelassen werden, dass Phytoestrogene auch „estrogenes“ Potential besitzen. Dies 

erschwert die Einschätzung der karzinogenen Eigenschaften dieser Substanzen. 

Außerdem spielt in diesem Zusammenhang die hormonelle Situation des 

Organismus, in dem Phytoestrogene untersucht werden (Bouker und Hilakivi-Clarke 
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2000), eine wesentliche Rolle. Hierbei scheint es von Bedeutung zu sein, wie man 

diese Substanzen dosiert (Wang et al. 1996, Bouker und Hilakivi-Clarke 2000) und 

ob es sich um gesundes oder bereits entartetes Gewebe handelt, in dem man die 

Einflüsse von Phytoestrogenen behandelt. Hinzu kommt, dass man bei der 

Beurteilung dieser Substanzen neben ihren hormonellen Effekten auch ihre nicht-

genomischen antikarzinogenen Eigenschaften berücksichtigen muss, was eine 

allgemeingültige Bewertung des karzinogenen Potentials dieser Pflanzeninhaltsstoffe 

weiter erschwert. 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde zusätzlich zu gewebespezifischen Eigenschaften das 

karzinogene Potential des Phytoestrogens Genistein in den klassisch 

estrogensensitiven Geweben Uterus und Mamma untersucht. Hierbei sollten zum 

einen die agonistischen Einflüsse von Genistein auf die Proliferation in diesen 

Geweben mit denen von Estradiol verglichen, und darüber hinaus auch mögliche 

antagonistische Effekte von Genistein auf die durch Estradiol vermittelten 

Wachstumsprozesse im Endometrium untersucht werden. 

5.4.1 Estrogenrezeptorsubtypspezifische Einflüsse auf Uterusfeuchtgewicht und 

Uterusepithelhöhe 

Die für Estradiol allgemein bekannte starke Induktion uterotropher Wachstums-

parameter und Genexpressionsmuster in ovarektomierten Ratten (Diel et al. 2004b, 

Diel et al. 2005, Diel et al. 2006) konnte auch in den uterotrophen Assays dieser 

Arbeit beobachtet werden. 

Abbildung 4.9 zeigt, dass die Stimulation des Uterusfeuchtgewichts ovarektomierter 

Ratten durch Estradiol über den ERα vermittelt zu sein scheint. Eine Behandlung mit 

ERB führte im Gegensatz zu der Applikation des ERA zu keinem signifikanten 

Anstieg dieses Parameters. Der Effekt des ERA konnte durch das Antiestrogen ICI 

antagonisiert werden. Diese Ergebnisse bestätigen ähnliche Befunde einer früheren 

Untersuchung mit diesen selektiven Agonisten (Hillisch et al. 2004). Im Einklang mit 

anderen Untersuchungen (Diel et al. 2001b, Diel et al. 2004b, Diel et al. 2006) ist der 

stimulierende Einfluss von Genistein auf das Uterusgewicht deutlich schwächer als 

der von E2. Ebenso wie der Effekt des ERA konnte auch der Einfluss von GEN durch 

eine Kobehandlung mit ICI antagonisiert werden (Abb. 4.9), was darauf schließen 

lässt, dass auch die für Genistein beobachteten Effekte über den ERα vermittelt 

wurden. 
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In Uterusquerschnitten wurde morphologisch deutlich, dass die Einflüsse der 

Untersuchungssubstanzen auf das Uterusfeuchtgewicht (Abb. 4.9) mit der 

Uterusepithelhöhe und dem Uterusquerschnitt korrelieren (Abb. 4.10), was auch die 

Ergebnisse der Vermessung der Uterusepithelhöhen (Abb. 4.11) widerspiegelten. Die 

Daten belegen, dass die Behandlung ovarektomierter Ratten mit E2 und ERA nicht 

nur zu einer signifikanten Erhöhung des Uterusepithels gegenüber OVX-Tieren, 

sondern auch zu einer signifikant stärkeren Ausprägung dieses Parameters gegenüber 

der GEN-Gruppe geführt hat (Abb. 4.11). 

Eine Behandlung mit Genistein führte im Vergleich zu der Applikation von ERA und 

E2 zu einer geringeren Zunahme des Uterusfeuchtgewichts und zu einer signifikant 

schwächeren Induktion der Uterusepithelhöhe. Dies kann auf die deutlich 

schwächere Affinität von GEN zum ERα und das gegenüber ERA und E2 reduzierte 

Transaktivierungspotential dieses Phytoestrogens zurückzuführen sein (Kuiper et al. 

1997, Hillisch et al. 2004). Mechanistisch könnte dies zwar eine mit E2 vergleichbare 

Wassereinlagerung, aber eine deutlich reduzierte Stimulation der Proliferationsrate 

(Hertrampf et al. 2006b, Diel et al. 2006) zur Folge haben und sich somit in einer 

reduzierten Induktion der Parameter Uterusfeuchtgewicht und Uterusepithelhöhe 

widerspiegeln. 

Bezogen auf den biphasischen Verlauf der Zunahme des Uterusfeuchtgewichts durch 

estrogene Substanzen (Hewitt et al. 2003) ist für die schwache Induktion des 

Uterusfeuchtgewichts durch Genistein beschrieben worden, dass es sich hierbei in 

erster Linie um eine Wassereinlagerung in das uterine Gewebe und weniger um eine 

Gewichtsinduktion durch eine gesteigerte Proliferation handelt (Diel et al. 2004b). 

5.4.2 Gewebespezifische Effekte des Phytoestrogens Genistein in der Brustdrüse 

Verschiedene Untersuchungen belegen, dass Estrogene eine Rolle bei der Entstehung 

und dem Wachstum von Mammakarzinomen spielen. Das Tumorwachstum könnte 

hier in einem Gewebe, dessen Regulation von Wachstum und Funktion unter 

normalen Bedingungen der endokrinen Kontrolle unterliegt, durch eine verstärkte 

hormonelle Stimulation begünstigt und induziert werden (Henderson et al. 1982). 

Obwohl die genauen molekularen Mechanismen, die zur Entstehung von Brustkrebs 

führen, noch nicht genau untersucht sind, wird der Stimulation der Proliferation in 

diesem Gewebe eine Schlüsselrolle zugesprochen (Lupulescu 1995). Es gibt 

verschiedene Hinweise darauf, dass zusätzlich zu Estrogenen auch Xenoestrogene 
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und supraphysiologische Phytoestrogenapplikationen diesen Prozess begünstigen 

(Bouker und Hilakivi-Clarke 2000, Hu 2004). 

Zur Charakterisierung des Phytoestrogens Genistein bezüglich seines karzinogenen 

Potentials in nicht-malignem Brustdrüsengewebe von Tieren mit niedrigen 

Estrogenspiegeln, die die Situation gesunder postmenopausaler Frauen wider-

spiegeln, wurden ovarektomierte Ratten im Rahmen dieser Arbeit über einen 

Zeitraum von drei Tagen subkutan mit Genistein oder mit E2 behandelt. Im Western 

Blot wurde die Genexpression des Proliferationsmarkers PCNA (Iatropoulos und 

Williams 1996) und des estrogenresponsiven Gens des Progesteronrezeptors 

(Savouret et al. 1991) im Brustdrüsengewebe untersucht. Wie in Abbildung 4.1 

deutlich wird, bewirkte die Behandlung ovarektomierter Ratten mit GEN und E2 

einen Anstieg der PCNA-Expression in diesem Gewebe. Der Einfluss von GEN 

(zweifache Induktion) war allerdings deutlich geringer als der von E2 (vierfache 

Induktion) (Abb. 4.1). Auf mRNA-Ebene und immunhistochemisch konnte ebenfalls 

gezeigt werden, dass die Proliferation im Brustdrüsengewebe dieser Tiere durch E2 

deutlich stärker induziert wurde als durch GEN (Hertrampf et al. 2006b). Im 

Gegensatz zur Untersuchung der Proteinebene (Abb. 4.1) konnte auf mRNA-Ebene 

für GEN eine Stimulation der Expression des Gens des Progesteronrezeptors gezeigt 

werden (Hertrampf et al. 2006b). Somit konnte ebenso wie nach einer dreiwöchigen 

Behandlung (Abb. 4.11), auch für eine dreitägige subkutane Applikation von 

Genistein in einer Dosierung von 10 mg/kg KGW gezeigt werden, dass dieses 

Phytoestrogen nicht nur im Uterus (Diel et al. 2004b, Hertrampf et al. 2005), sondern 

auch im Brustdrüsengewebe deutlich schwächere Einflüsse auf estrogen vermittelte 

Proliferationssprozesse hat als Estradiol (Hertrampf et al. 2006b). 

Bei der Interpretation dieser Ergebnisse muss beachtet werden, dass die subkutan 

verabreichte Dosis von 10 mg/kg KGW ebenso starke Wirkungen auf die 

untersuchten Parameter in der ovarektomierten Ratte hervorgerufen hat, wie oral 

applizierte Dosen von 100 und 200 mg/kg KGW (Hertrampf et al. 2006b). Die 

Applikationsform (oral oder subkutan) hat also deutlichen Einfluss auf die 

Bioverfügbarkeit dieses Phytoestrogens (Ashby 2001). Demnach wurden den Tieren 

in diesen Untersuchungen deutlich höhere Dosen an Genistein verabreicht als sie mit 

einer isoflavonreichen Ernährung in ostasiatischen Ländern aufgenommen werden 

(Nagata et al. 1998a, Chen et al. 1999b, Nakamura et al. 2000, Degen et al. 2002a). 
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Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass Genistein zwar die 

Genexpression in der Brustdrüse beeinflusste, sein Einfluss auf die Stimulation der 

Proliferation in nicht-malignem Brustgewebe allerdings sehr gering war. Genistein 

vermag scheinbar in gesundem Brustdrüsengewebe nicht in ausreichendem Maße die 

molekularen Mechanismen, die zu einer gesteigerten Proliferation führen, zu 

aktivieren. Eine mögliche Erklärung, warum Genistein in Tumormodellen bei 

Mäusen (Ju et al. 2001, Allred et al. 2004b) oder Ratten (Allred et al. 2004a) und in 

Brustkrebszellinien (Hsieh et al. 1999, Allred et al. 2001) das Wachstum von 

Mammakarzinomen und Brustkrebszellen weiter fördert, könnte darin begründet 

sein, dass unter diesen pathophysiologischen Bedingungen die molekularen 

Mechanismen der Gewebehomöostase verändert sind. 

Ob das Phytoestrogen Genistein allerdings bei der Behandlung von postmeno-

pausalen Beschwerden eine sichere Alternative zur HET darstellt, konnte im Rahmen 

dieser Arbeit nicht endgültig geklärt werden, denn im Gegensatz zu ovarektomierten 

Ratten sind im Blutserum postmenopausaler Frauen weiterhin physiologisch 

relevante Estrogenspiegel nachweisbar. Daher sollte in weiteren Untersuchungen die 

kombinierte Applikation von Estradiol und Genistein untersucht werden, um zu 

analysieren, ob es durch das Phytoestrogen Genistein in Kombination mit E2 zu 

additiven oder antagonistischen Effekten auf Proliferationsprozesse in der Brustdrüse 

kommt. 

5.4.3 Kombinatorische Effekte von Genistein und Estradiol im Uterus 

Während der Menopause und darüber hinaus kommt es zwar zu einem Absinken der 

endogenen Estrogenproduktion in den Ovarien, aber ca. 3-5% der prämenopausalen 

Estradiolspiegel bleiben erhalten, da z.B. auch das Fettgewebe einen der peripheren 

Orte der endogenen Estradiolproduktion darstellt (Simpson et al. 1999, Meseguer et 

al. 2002, Purohit und Reed 2002). Bei der Untersuchung von Phytoestrogenen als 

alternative Behandlungssubstanzen für postmenopausale Beschwerden sollte daher 

die Anwesenheit von niedrigen Estrogenspiegeln berücksichtigt werden. 

Da es kaum Studien gibt, die die Einflüsse von Genistein auf proliferative Prozesse 

im Endometrium in Anwesenheit von Estrogenen beschrieben haben, war es 

ebenfalls Teil der Untersuchungen dieser Arbeit, diesen physiologischen Zustand im 

Tiermodell zu untersuchen. Hierbei sollte der Frage nachgegangen werden, ob 

Genistein die durch Estradiol gesteigerte Proliferation des Endometriums additiv 
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stimuliert, reprimierend antagonisiert oder keinerlei Einfluss ausübt. Um dieser Frage 

nachzugehen, wurden zwei verschiedene Ansätze verfolgt. Zum einen wurden 

zyklussynchronisierte, SHAM-operierte intakte Tiere mit Genistein behandelt und 

zum anderen wurden ovarektomierte Tiere in Kombination mit verschiedenen Dosen 

E2 und mit GEN behandelt. Als Kontrollen dienten unbehandelte SHAM- und OVX-

Tiere und ovarektomierte Tiere, die ausschließlich mit verschiedenen E2 Dosen 

substituiert wurden (siehe Tab. 2.3, Tierexperiment 2). 

Betrachtete man zunächst den Einfluss auf das Uterusfeuchtgewicht (Abb. 4.6), 

wurde auch hier wieder deutlich, dass die Behandlung ovarektomierter Tiere mit 

Genistein (10 mg/kg KGW) zu einer messbaren Zunahme dieses Parameters führte 

(vgl. Abb. 4.9). Das Uterusfeuchtgewicht SHAM-operierter intakter Tiere wurde 

durch die Behandlung mit Genistein allerdings nicht beeinflusst. Auch in den mit 

Estradiol behandelten OVX-Gruppen führte die kombinierte Applikation mit 

Genistein zu keiner Veränderung (Abb. 4.6). Betrachtete man allerdings den weitaus 

sensitiveren Parameter der Uterusepithelhöhe innerhalb dieser Behandlungsgruppen, 

so wurde deutlich, dass GEN (10 mg/kg KGW) bei einer Kobehandlung mit E2 

(4µg/kg KGW) einen antiestrogenen Einfluss hatte (Diel et al. 2006). Es kam zu 

einer signifikanten Antagonisierung der Stimulation der Uterusepithelhöhe, die bei 

einer niedrigen Estradioldosis (1µg/kg KGW/T) tendenziell stärker ausgeprägt war 

als bei der höheren Dosierung (4µg/kg KGW/T). Die Behandlung intakter und 

ovarektomierter Tiere mit GEN blieb hier ohne signifikanten Einfluss (Diel et al. 

2006). Somit vermochte GEN teilweise den durch E2 induzierten Anstieg der 

Uterusepithelhöhe zu antagonisieren, während für den Parameter des 

Uterusfeuchtgewichts keine derartige Antagonisierung durch GEN zu beobachten 

war (Diel et al. 2006). 

Betrachtete man darüber hinaus die PCNA-Proteinexpression im Uterusepithel der 

Behandlungsgruppen (Abb. 4.7 und 4.8), so wurde deutlich, dass eine Behandlung 

intakter Tiere mit GEN zu einer deutlich reduzierten PCNA-Expression führte. Auch 

bei der mRNA-Expression von PCNA vermittelte die Applikation von Genistein 

antiestrogene Effekte in intakten Tieren (Diel et al. 2006). Ebenso wie in intakten 

Tieren bewirkte die Kobehandlung ovarektomierter Tiere mit E2 und GEN eine 

Antagonisierung der durch Estradiol vermittelten Stimulation der Proliferation von 

Uterusepithelzellen auf Proteinebene (Abb. 4.7 und 4.8). In unbehandelten OVX-

Tieren führte GEN zu einer leichten Erhöhung der Proliferation, die jedoch 
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signifikant schwächer war als in den mit E2 substituierten und unbehandelten 

intakten Tieren (Abb. 4.8). Somit vermittelte das Phytoestrogen Genistein, wenn es 

alleine oder in Kombination mit Estradiol verabreicht wurde, je nach untersuchtem 

Parameter agonistische und antagonistische Effekte im Uterus. Diese in vivo 

Beobachtungen im Neger decken sich mit Untersuchungen an Epithelzellen des 

humanen Endometriums (Kayisli et al. 2002). Wurden die Zellen in diesen 

Untersuchungen nur mit GEN behandelt, wurde die Proliferation der in Kultur 

gehaltenen Zellen stimuliert. Wurden die Zellen in Kombination mit GEN und E2 

behandelt, so wurde die über E2 vermittelte Stimulation der Zellproliferation durch 

die Anwesenheit von GEN antagonisiert (Kayisli et al. 2002). 

Im Wesentlichen belegen diese Ergebnisse, dass GEN in Bezug auf Wachstum und 

Proliferation keine additiven, sondern ganz im Gegenteil sogar antagonistische 

Effekte neben Estradiol zeigt, was die Ergebnisse bereits durchgeführter 

Untersuchungen (Diel et al. 2001b, Diel et al. 2004b) stützt. Somit stellt Genistein in 

Bezug auf proliferative Prozesse im Endometrium im Gegensatz zu Estradiol eine 

Substanz mit deutlich eingeschränktem karzinogenem Potential dar. Durch Genistein 

werden lediglich zu einem frühen Zeitpunkt des biphasischen Verlaufs während des 

Wachstumsprozesses im Endometrium (Hewitt et al. 2003) leichte Effekte induziert, 

die nicht auf Mechanismen der Zellproliferation beruhen (Diel et al. 2001b, Diel et 

al. 2004b, Diel et al. 2006). 
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5.5 Estrogenrezeptorsubtypspezifische Einflüsse auf die 

Körpergewichtsentwicklung 

Bislang liegen nur sehr wenige Untersuchungen vor, die die genauen Mechanismen 

und Zusammenhänge estrogener Einflüsse auf den Fettstoffwechsel beschreiben. Es 

wurden in diesem Zusammenhang bereits verschiedene Einflüsse von Estrogenen auf 

die Körperfettverteilung und den Fettstoffwechsel untersucht (Bjorntorp 1997, 

Campbell und Febbraio 2001, Chen et al. 2005). Die Körpergewichtszunahme stellt 

ein bekanntes Resultat physiologischer Veränderungen menopausaler und 

postmenopausaler Frauen dar, deren Ursache im Estrogenmangel zu suchen ist und 

daher mit einer HET erfolgreich therapiert werden kann (Sorensen et al. 2001, 

Delibasi et al. 2006 ). Die aus einem Estrogenmangel resultierenden Veränderungen 

des Fettstoffwechsels stellen darüber hinaus eine wesentliche Ursache für das 

vermehrte Auftreten von Herz-Kreislauferkrankungen bei postmenopausalen Frauen 

dar (Stevenson 1995, Chen et al. 2005). 

Vor diesem Hintergrund wurden auch im Rahmen dieser Arbeit die Einflüsse von 

estrogen wirksamen Substanzen auf die Körpergewichtszunahme untersucht. Hierbei 

wurde im Langzeitversuch deutlich, dass der Körpergewichtszuwachs von 

weiblichen Ratten durch eine Ovarektomie signifikant gesteigert wurde. Während die 

OVX-Tiere in diesem Versuchszeitraum um 30% schwerer wurden, lag der 

Körpergewichtszuwachs der SHAM-Tiere nur bei 20% (Abb. 4.3). Der Anstieg des 

Körpergewichts konnte ebenfalls durch körperliche Aktivität reduziert werden. In 

Abbildung 4.3 wird deutlich, dass die Lauftiere aller Behandlungsgruppen im 

Vergleich zur entsprechenden Kontrollgruppe einen um ca. 5-10% reduzierten 

Körpergewichtszuwachs aufwiesen. Somit kam es bedingt durch eine Ovarektomie 

zu einem um ca. 10% erhöhten signifikanten Körpergewichtszuwachs, der durch eine 

Substitution mit Estradiol und zusätzlich durch körperliche Aktivität antagonisiert 

werden konnte (Abb. 4.3) (Hertrampf et al. 2006a). Hierbei handelte es sich 

offensichtlich um zwei voneinander unabhängige Prozesse, die additiv den Parameter 

des Körpergewichtszuwachses beeinflussten. 

Diese Beobachtungen gehen einher mit denen anderer Untersuchungen, die zeigen 

konnten, dass die signifikante Körpergewichtszunahme ovarektomierter Ratten 

gegenüber SHAM-Tieren durch eine Estradiolsubstitution aufgehoben werden kann 

(Wang et al. 2004, McCormick et al. 2004). Ein wesentlicher hormoneller Effekt 
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scheint in diesem Zusammenhang der Einfluss von Estradiol auf die Mobilisation 

von Fettsäuren in Fettzellen zu sein (Lacasa et al. 1991, Giudicelli et al. 1993), was 

ebenfalls indirekt bei der Analyse der Einflüsse einer HET auf die Lipidspiegel bei 

postmenopausalen Frauen deutlich wird (Sumino et al. 2003). Weitere estrogene 

Einflüsse konnten für die Genexpression auf mRNA-Ebene in braunem und weißem 

Fettgewebe und im Skelettmuskel von Ratten beschrieben werden (Pedersen et al. 

2001). Estrogene erhöhen die Leptinserumspiegel und die Leptin mRNA-Expression 

im Fettgewebe von Ratten (Tanaka et al. 2001). Es konnte vor kurzem gezeigt 

werden, dass der hormonell bedingte Gewichtszuwachs nach einer Ovarektomie mit 

Genexpressionsmustern des Fettstoffwechsels im Fettgewebe und im Skelettmuskel 

korreliert (Kamei et al. 2005). Bezogen auf den gezeigten Einfluss von körperlicher 

Aktivität nach einer Ovarektomie konnten verschiedene Studien an Ratten einen 

antagonisierenden Einfluss auf den Gewichtszuwachs zeigen, der auch ohne den 

Einfluss von hormoneller Substitution zu beobachten war (Shinoda et al. 2002, 

Hertrampf et al. 2006a). 

Neben den Einflüssen von Estradiol und körperlicher Aktivität wurden in den 

Untersuchungen dieser Arbeit ebenfalls estrogenrezeptorsubtypspezifische Einflüsse 

auf die Entwicklung des Körpergewichts beobachtet. In einem dreiwöchigen 

Experiment (siehe 2.7, Tierexperiment 4) konnte gezeigt werden, dass der Einfluss 

von Estradiol über den ERα vermittelt wird. Die Behandlung ovarektomierter Ratten 

mit ERA führte hier zu einer mit E2 vergleichbaren Reduktion des 

Körpergewichtszuwachses und konnte durch ICI antagonisiert werden (Abb. 4.12). 

Eine Behandlung ovarektomierter Ratten mit ERB hatte keinen Einfluss auf diesen 

Parameter (Abb. 4.12). 

Dieses Ergebnis wird durch Studien an Mäusen mit ausgeschaltetem 

Estrogenrezeptorsubtyp (ERKOs) bestätigt. In diesen Tieren konnte gezeigt werden, 

dass der Lipidstoffwechsel, die hiermit verbundene Genexpression im Fettgewebe 

und der Körperfettanteil, sowie das Körpergewicht über ERα-spezifische 

Wirkmechanismen reguliert werden (Ohlsson et al. 2000, Heine et al. 2000, Mueller 

et al. 2001, Lemieux et al. 2005). Auch Studien mit anderen selektiven 

Estrogenrezeptoragonisten zeigten, dass der estrogene Einfluss auf die 

Körpergewichtsentwicklung ovarektomierter Ratten über den ERα vermittelt ist, 

während auch hier ERβ-selektive Agonisten keinen Effekt zeigten (Harris et al. 2002, 

Roesch 2006). Am Menschen konnte im Hinblick auf die Körperfettverteilung und 
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Mechanismen der Lipolyse in vivo und in vitro ebenfalls gezeigt werden, dass hier 

estrogene Einflüsse über den ERα vermittelt werden (Pedersen et al. 2004). 

Die Tatsache, dass Genistein weder über die orale Aufnahme im Langzeitversuch 

(Abb. 4.3), noch nach dreiwöchiger subkutaner Applikation (Abb. 4.12) Effekte auf 

das Körpergewicht in OVX-Tieren hatte, stimmt mit Beobachtungen überein, die 

belegen, dass Isoflavone keine statistischen und klinischen Einflüsse auf Serumlipide 

haben (Yeung und Yu 2003). Andere Untersuchungen mit oralen Isoflavon-

applikationen belegen ebenfalls und in Übereinstimmung mit den Ergebnissen dieser 

Arbeit für OVX-Tiere, dass eine tägliche Isoflavonaufnahme von ca. 10 mg/Tier/T 

(bestehend aus 1,3 mg Genistein, 5,6 mg Daidzein und 3,1 mg Glycitein) im 

Gegensatz zu der Applikation von Estradiol keinen Einfluss auf die 

Körpergewichtsentwicklung ovarektomierter Ratten hat (Lee et al. 2004). Auch die 

Tatsache, dass der ERB keinen Einfluss auf die Körpergewichtsentwicklung hatte 

(Abb. 4.12) und dass Genistein eine vielfach höhere Bindungsaffinität zum ERβ 

aufwies (Kuiper et al. 1997), könnte darauf schließen lassen, dass Genistein hier über 

seine geringere Affinität zum ERα keinen Einfluss auf diesen Parameter hatte. 

Im Gegensatz zu jüngsten Untersuchungen an ovarektomierten Mäusen (Kim et al. 

2006) wurde in dieser Arbeit an Ratten weder eine reduzierte Futteraufnahme (siehe 

4.2.1), noch ein reduziertes Körpergewicht nach oraler Aufnahme von Genistein über 

das Futter beobachtet (Abb. 4.3). An Mäusen sind dagegen für hohe Genisteindosen 

signifikante protektive Einflüsse auf das Fettgewebe und den Fettstoffwechsel 

gezeigt worden (Naaz et al. 2003). Zukünftige Studien sollten daher untersuchen, ob 

diese unterschiedlichen Beobachtungen auf Speziesunterschiede oder die 

verschiedenen Dosierungen von Genistein innerhalb der unterschiedlichen Studien 

zurückzuführen sind. Für eine orale Aufnahme von 10 mg/Tier/T (Genistein, 

Daidzein, Glycitein) (Lee et al. 2004) und 27 mg/kg KGW/T (Genistein, Daidzein) 

(Hertrampf et al. 2006a) konnten an Ratten keine Effekte beobachtet werden, 

während eine orale Genisteinaufnahme von 1,5 mg/kg KGW/T in Mäusen zu 

signifikanten Effekten führte (Kim et al. 2006). Im Gegensatz zu den 

Untersuchungen an OVX-Tieren in dieser Arbeit konnte eine Studie mit 

postmenopausalen Frauen für die Ingestion von Genistein „protektive Einflüsse“ auf 

das Körpergewicht und den Körperfettanteil untersuchen (Goodman-Gruen und 

Kritz-Silverstein 2003). 
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5.6 Einflüsse estrogener Substanzen auf den Bewegungstrieb 

ovarektomierter Ratten 

Steroidhormone und ihre Rezeptoren vermitteln diverse neuroendokrinologische 

Einflüsse (Ozawa 2005). Vor diesem Hintergrund zählen zu den Beschwerden 

menopausaler und postmenopausaler Frauen auch Antriebslosigkeit und 

Depressionen. In Bezug auf den hormonell bedingten Gewichtszuwachs 

postmenopausaler Frauen ist daher auch der Einfluss von Estrogenen auf den 

Bewegungsantrieb von Bedeutung. 

Der Bewegungsantrieb intakter SHAM-operierter Ratten wurde durch eine 

Ovarektomie um ca. 80% reduziert (Abb. 4.4). Diese signifikant reduzierte 

freiwillige Laufaktivität ovarektomierter Ratten konnte durch die Applikation von 

Estradiol wieder auf das Niveau von SHAM-Tieren angehoben werden (Abb. 4.4), 

was den estrogenen Einfluss auf den Bewegungsantrieb in diesem Tiermodell 

verdeutlicht. Mit dem Futter aufgenommene Phytoestrogene hatten in den hier 

verfütterten Mengen (siehe 4.2.1) keinen Einfluss auf die Laufaktivität von OVX-

Tieren (Abb. 4.4). 

Während der dreiwöchigen Applikation von verschiedenen estrogenen Substanzen 

konnte ebenfalls der stimulierende Einfluss von Estradiol auf den Laufantrieb 

ovarektomierter Tiere gezeigt werden (Abb. 4.13). Hier wurde zusätzlich deutlich, 

dass der Einfluss von Estradiol über den ERα vermittelt wird, denn die Applikation 

des ERA führte zu einer mit E2 vergleichbaren Stimulation des Laufantriebes und 

konnte durch die Koapplikation mit ICI antagonisiert werden (Abb. 4.13). Die 

Applikation von ERB führte zu einer leichten, aber statistisch nicht signifikanten 

Reduktion der Laufaktivität von OVX-Tieren. Diese Beobachtungen werden durch 

Untersuchungen an ERβKOs gestützt, die zeigen konnten, dass der Einfluss von 

Estradiol auf die Laufaktivität von Mäusen über den ERα vermittelt wird, während 

Estradiol in ERαKOs keinen stimulierenden Einfluss auf den Laufantrieb hatte 

(Ogawa et al. 2003). Da die Einflüsse von Estradiol auf die Laufaktivität über die 

mPOA (medial preoptic area) vermittelt werden, deren Neurone sowohl ERα als 

auch ERβ exprimieren (Tanaka et al. 2003, Ogawa et al. 2003), sprechen die 

Ergebnisse dieser Arbeit dafür, dass ERA, ERB und GEN die Blut-Hirn-Schranke 

überwinden können. 

Im Gegensatz zu den oral aufgenommenen 14 mg/kg KGW Genistein (Abb. 4.4) 

hatte die subkutane Applikation von 10 mg/kg KGW einen signifikanten 
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reduzierenden Einfluss auf den Bewegungsantrieb ovarektomierter Ratten (Abb. 

4.13). Eine Kobehandlung von Genistein und ERA führte zu einer vollständigen 

Antagonisierung des stimulierenden Einflusses von ERA auf die Laufaktivität (Abb. 

4.20). Der ERB hatte hier ebenso wie ICI auch einen antagonisierenden Einfluss auf 

die Stimulation des Bewegungsantriebs durch den ERA (Abb. 4.20). Somit wurde 

die über Estrogene vermittelte Induktion des Bewegungstriebes durch den ERα 

vermittelt, während Genistein und der ERB antagonistische Einflüsse vermittelten, 

die in ihrem Ausmaß mit dem Einfluss von ICI vergleichbar waren. Derartige 

antiestrogene Effekte konnten für ERB und GEN, bezogen auf das Uterus-

feuchtgewicht, hingegen nicht beobachtet werden (Abb. 4.19). Untersuchungen an 

ovarektomierten Mäusen, die mit Estrogenen und dem Phytoestrogen Coumestrol 

behandelt wurden, konnten ebenfalls zeigen, dass Coumestrol den stimulierenden 

Einfluss von Estrogenen auf den Laufantrieb dieser Mäuse antagonisiert (Garey et al. 

2001). Auch Coumestrol stellt eine Substanz dar, die eine höhere Affinität zum ERβ 

als zum ERα hat (Kuiper et al. 1997). Somit deuten die Ergebnisse darauf hin, dass 

der Bewegungsantrieb über die Aktivierung des ERα in den Neuronen der mPOA 

stimuliert wird, während durch die Aktivierung von ERβ über ERβ-selektive 

Agonisten und Phytoestrogene wie Genistein und Coumestrol die Stimulation des 

Bewegungsantriebes antagonisiert wird. Gestützt wird diese Hypothese durch 

Untersuchungen, die zeigten, dass Genistein im Gehirn antiestrogene Effekte über 

den ERβ vermittelt, während die zentralen Einflüsse von Genistein auf den ERα zu 

vernachlässigen sind (Patisaul et al. 2002). Außerdem konnte an ovarektomierten 

Ratten anhand von neuropsychopharmakologischen Studien gezeigt werden, dass 

ERβ-selektive Estrogenrezeptormodulatoren das ängstliche Verhalten dieser Tiere 

abschwächen (Walf und Frye 2005) und in einem Tiermodell, welches zur 

Untersuchung von depressivem Verhalten entwickelt wurde, antidepressive 

estrogene Effekte über den ERβ vermitteln (Walf et al. 2004). 

Zusammenfassend deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass Genistein und ERβ-

selektive Agonisten antiestrogene Effekte in der mPOA über den ERβ vermitteln und 

somit keinen stimulierenden Einfluss auf den Bewegungsantrieb haben. Allerdings 

werden über den ERβ im Hippocampus antidepressive agonistische Effekte 

vermittelt (Walf und Frye 2006). Genistein könnte daher aufgrund seiner hier 

gezeigten ERβ-selektiven Wirkung im Gehirn im Hinblick auf die Behandlung 

postmenopausaler Depressionen von Bedeutung sein. 
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5.7 Analyse protektiver estrogener Effekte auf Knochendichteverluste 

nach einer Ovarektomie 

Estrogene spielen eine komplexe Rolle bei der Regulation homöostatischer Prozesse 

im Knochengewebe (Turner et al. 1994b, Riggs et al. 2002, Balasch 2003). Im 

Wesentlichen sind hier steroidale Einflüsse auf Knochenvorläuferzellen, aber auch 

Effekte auf ausdifferenzierte Osteoblasten, Osteoklasten und Osteozyten von 

Bedeutung (Turner et al. 1994b). Dies ist der Grund dafür, dass neben natürlichen 

Alterungsprozessen vor allem niedrige Estrogenspiegel zur Ausprägung einer 

postmenopausalen Osteoporose beitragen (Richelson et al. 1984). Mit der 

Erkenntnis, dass die verschiedenen Zelltypen des Knochengewebes Estrogen-

rezeptoren exprimieren und hierüber eine Vielzahl an protektiven Interaktionen 

zwischen Estrogenen und Knochenzellen vermittelt werden (Weitzmann und Pacifici 

2006), gerieten auch estrogenrezeptorsubtypspezifische Wirkungsweisen und die 

Analyse der Einflüsse von Phytoestrogenen auf die Knochenhomöostase in den 

Fokus des wissenschaftlichen Interesses vieler Endokrinologen. 

Vor diesem Hintergrund und mit Berücksichtigung der Tatsache, dass auch 

mechanische Reize sowohl im Tiermodell (Yeh et al. 1993, Wu et al. 2004b), als 

auch beim Menschen (Balasch 2003, Borer 2005, Shipp 2006) Effekte auf die 

Knochenhomöostase haben, wurden in dieser Arbeit die Einflüsse von 

estrogenrezeptorsubtypspezifischen Liganden und von Genistein in An- und 

Abwesenheit von körperlicher Aktivität untersucht. Die ovarektomierte Ratte, als 

Modellorganismus für Untersuchungen der postmenopausalen Osteoporose (Kalu 

1991) war für diese Studien gut geeignet. 

In Bezug auf den Einfluss von mechanischen Reizen (Proctor et al. 2000) konnte hier 

gezeigt werden, dass den durch eine Ovarektomie bedingten Knochen-

dichteverlusten in diesem Tiermodell bereits durch moderate Bewegungsumfänge 

entgegengewirkt werden kann (Abb. 4.21). Diese Beobachtung geht einher mit der 

Untersuchung voneinander unabhängiger und verschiedener Einflüsse von Estradiol 

und mechanischen Reizen in der Tibia von ovarektomierten Ratten (Yeh et al. 1993). 

Zum einen wurden hier an diesem Tiermodell die knochenprotektiven Einflüsse einer 

phytoestrogenreichen Diät in An- und Abwesenheit von körperlicher Aktivität in 

einem Langzeitversuch analysiert (Tab. 2.4, Tierexperiment 3) und zusätzlich 

wurden die Effekte von körperlicher Aktivität in Kombination mit der subkutanen 
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Applikation von ERA, ERB und GEN in zwei weiteren Studien (Tab. 2.5: 

Tierexperiment 4, Tab. 2.6: Tierexperiment 5) untersucht. 

Wie erwartet führte eine Ovarektomie im Gegensatz zu einer Scheinoperation 

(SHAM) innerhalb von sechs Wochen zu einem Verlust der trabekulären 

Knochendichte in der Tibia, während die Estradiolsubstitution über subkutane 

Estradiolpellets signifikante knochenprotektive Effekte bewirkte (Abb. 4.5). Lee et 

al. (2004b) konnten für die Knochendichteentwicklung in Tibia und Femur nach 16 

Wochen die gleichen Beobachtungen an OVX- und SHAM-Tieren machen, 

allerdings konnten in dieser Studie ebenfalls knochenprotektive Effekte für eine orale 

Isoflavonaufnahme beobachtet werden. Die für die Untersuchungen dieser Arbeit 

verwendete phytoestrogenreiche Diät hatte im Gegensatz zu dieser Studie keine 

Einflüsse auf die zu beobachtenden Knochendichteverluste nach einer Ovarektomie 

(Abb. 4.5). Auch die geringen Umfänge an körperlicher Aktivität (Abb. 4.4) in der 

Phyto-Laufgruppe hatten in Kombination mit der phytoestrogenreichen Diät keine 

knochenprotektiven Effekte (Abb. 4.5). 

Bei der Diskussion dieser abweichenden Ergebnisse muss allerdings berücksichtigt 

werden, dass hier eine Isoflavonaufnahme von ca. 30 mg/kg KGW/Tag (Genistein, 

Daidzein, Glycitein) über einen Zeitraum von 16 Wochen knochenprotektive Effekte 

in Sprague-Dawley Ratten hatte (Lee et al. 2004), während nach sechs Wochen für 

27 mg/kg KGW/Tag (Genistein, Daidzein) kein Einfluss auf die Knochendichte von 

Wistar Ratten zu beobachten war (Hertrampf et al. 2006a). Somit stimmen die 

verabreichten Isoflavonmengen, das Alter und das Gewicht der Tiere in diesen 

Studien überein, aber die Dauer der Behandlungszeiträume und die verwendeten 

Rattenstämme unterscheiden sich, was eine Ursache für die unterschiedlichen 

Ergebnisse sein könnte. Weitere Studien, die für oral aufgenommene 

Isoflavonextrakte in ovarektomierten Ratten knochenprotektive Effekte finden 

konnten, haben ebenfalls Sprague-Dawley Ratten für ihre Untersuchungen verwendet 

(Arjmandi et al. 1996, Kim und Lee 2005). Hinzu kommt, dass die Isoflavonextrakte 

der drei genannten Studien (Arjmandi et al. 1996, Lee et al. 2004, Kim und Lee 

2005) große Mengen von Daidzein enthielten. Für dieses Phytoestrogen konnte 

gezeigt werden, dass es noch effektiver die Knochendichte ovarektomierter Ratten zu 

schützen vermag als Genistein (Picherit et al. 2000). In ovarektomierten Mäusen sind 

explizit für den Daidzeinmetaboliten Equol knochenprotektive Effekte beschrieben 

worden (Fujioka et al. 2004) und nach der Ingestion einer mit Daidzein 
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angereicherten Diät konnten vor kurzem im Knochengewebe der Tibia von Mäusen 

sowohl Daidzein als auch sein Metabolit Equol nachgewiesen werden (Fonseca und 

Ward 2006), was zeigt, dass diese Phytoestrogene das Potential haben, in vivo direkte 

Einflüsse auf Knochenzellen auszuüben. In diesem Zusammenhang konnte ebenfalls 

beobachtet werden, dass eine Verbesserung der oralen Bioverfügbarkeit von 

Phytoestrogenen im Hinblick auf die Metabolisierung von Daidzein zu Equol durch 

eine zusätzliche Anreicherung der Diät mit komplexen Kohlenhydraten zu einer 

verbesserten Mikroarchitektur im trabekulären Bereich der Tibia von 

ovarektomierten Ratten führt (Devareddy et al. 2006). 

In Anbetracht dessen, dass die für die Untersuchungen dieser Arbeit verwendete 

phytoestrogenreiche Diät neben Genistein auch relativ große Mengen an Daidzein 

enthielt (Tab. 4.1) und dennoch nicht zu knochenprotektiven Effekten führte, muss 

hinterfragt werden, ob die intestinale Mikroflora der verwendeten Wistar Ratten 

ebenso effektiv Equol herzustellen vermag wie Ratten des Stammes Sprague-

Dawley. Außerdem stellt sich die Frage, wie hoch der Kohlenhydratanteil in den 

Diäten der verschiedenen Studien im Vergleich zu dem Kohlenhydratanteil der hier 

verwendeten Diät war. Um zukünftige Studien, in denen die Effekte oral 

aufgenommener Isoflavone untersucht werden, besser miteinander vergleichen und 

erzielte Ergebnisse besser interpretieren zu können, sollten sowohl die in den Diäten 

enthaltenen Isoflavone und die mit der Diät aufgenommenen Kohlenhydratmengen 

dokumentiert, als auch die Konzentration des Metaboliten Equol im Blutserum der 

Versuchstiere analysiert werden. So würde die Bedeutung der Bioverfügbarkeit oral 

aufgenommener Phytoestrogene (Setchell et al. 2003) Berücksichtigung finden und 

die Ergebnisse unterschiedlicher Arbeitsgruppen könnten besser miteinander 

verglichen werden. 

Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass die Ingestion der hier verwendeten 

phytoestrogenreichen Diät in dem verwendeten Rattenstamm zu Genistein-

plasmaspiegeln von 0,15-0,63 µM und zu Daidzeinplasmaspiegeln von 0,24-0,52 µM 

(berechnet aus Tab. 4.2) geführt hat. Obwohl sich diese Plasmakonzentrationen in 

dem Bereich von Plasmaspiegeln bewegen, die bei japanischen Männern und Frauen 

bestimmt wurden, die sich phytoestrogenreich ernährten (Adlercreutz und Mazur 

1997, Morton et al. 2002), konnten hierfür keine knochenprotektiven Effekte 

beschrieben werden (Hertrampf et al. 2006a). Daher bleibt es in Anbetracht der hier 

gezeigten Ergebnisse und vor dem Hintergrund der Bioverfügbarkeit (Xu et al. 1995, 
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Setchell et al. 2003) weiterhin fraglich, ob oral aufgenommene Phytoestrogene in 

Bezug auf die Behandlung der postmenopausalen Osteoporose am Menschen von 

Bedeutung sind. Klinische Studien sollten sich in zukünftigen Untersuchungen 

insbesondere damit befassen, inwiefern ein geeigneter Metabolismus von 

Phytoestrogenen und die Fähigkeit Equol zu synthetisieren für protektive Effekte im 

menschlichen Knochengewebe von Bedeutung sind. 

Im Gegensatz zu der sechswöchigen oralen Aufnahme von Phytoestrogenen über 

eine phytoestrogenreiche Diät, konnten für eine dreiwöchige subkutane Applikation 

von Genistein in Kombination mit moderater körperlicher Aktivität signifikante 

knochenprotektive Effekte im trabekulären Bereich der Tibia beobachtet werden 

(Hertrampf et al 2007). Vergleichbar mit dem Einfluss von E2 und ERA führte GEN 

trotz deutlich geringeren körperlichen Bewegungsumfängen (Abb. 4.13) zu einem in 

seinem Ausmaß identischen Erhalt der trabekulären Knochendichte in der Tibia 

ovarektomierter Ratten (Abb. 4.14A). 

Ohne den zusätzlichen Einfluss von geringen Bewegungsumfängen konnte für die 

dreiwöchige subkutane Applikation von GEN im Gegensatz zu der Behandlung mit 

E2 und ERA allerdings kein Einfluss auf die Knochendichte beobachtet werden 

(Abb. 4.22), was auf kombinatorische Einflüsse von körperlicher Aktivität und der 

Substitution mit GEN schließen lässt (Chilibeck 2004, Hertrampf et al. 2007). 

Additive kombinatorische Einflüsse von Genistein und täglicher körperlicher 

Aktivität sind auch an ovarektomierten Mäusen untersucht worden. Hier führte die 

tägliche subkutane Applikation submaximaler Genisteindosierungen in Kombination 

mit einem täglichen dreißigminütigen Laufradtraining zu einer signifikant stärkeren 

Knochenprotektion als die Behandlung der Tiere mit GEN ohne zusätzliches 

Training (Wu et al. 2001). Diese kombinatorischen Effekte konnten auch in 

männlichen Mäusen beobachtet werden (Wu et al. 2004b). Wu et al. (2006) haben in 

ihrer jüngsten Studie die kombinatorischen Einflüsse von oral aufgenommenen 

Isoflavonen und Bewegung nun an postmenopausalen Frauen untersucht. Für die 

Körperfettverteilung und den Lipidstoffwechsel konnten sie kombinatorische Effekte 

beobachten, aber die bereits in Mäusen beschriebenen positiven Effekte auf die 

Knochendichte (Wu et al. 2001) sind für postmenopausale Frauen nicht gefunden 

worden (Wu et al. 2006). Die Autoren konnten dies mit der individuell 

unterschiedlichen intestinalen Metabolisierung der Isoflavone korrelieren. Somit 

zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit am Beispiel von Ratten, in Übereinstimmung mit 
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den Erkenntnissen aus Studien an Mäusen (Wu et al. 2001, Wu et al. 2004a) und 

postmenopausalen Frauen (Wu et al. 2006), dass körperliche Aktivität die 

knochenprotektiven Effekte von Genistein verstärkt und dass die Wirksamkeit von 

Phytoestrogenen im Hinblick auf den Knochenstoffwechsel von der Art der 

Applikation und der individuellen intestinalen Fermentierung oral aufgenommener 

Phytoestrogene abhängt. 

Für die protektiven Einflüsse von Estradiol auf die Knochenhomöostase konnte 

gezeigt werden, dass sie über den ERα vermittelt werden. Durch die Behandlung 

ovarektomierter Ratten mit dem ERA konnten im trabekulären Knochengewebe der 

Tibia protektive Effekte erzielt werden, die in ihrem Ausmaß den Einflüssen von E2 

entsprachen (Abb. 4.14A). Zusätzlich konnte anhand der Antagonisierung des 

Effektes von ERA durch ICI gezeigt werden, dass der knochenprotektive Einfluss 

von Estradiol estrogenrezeptorvermittelt über den ERα bewirkt wird, zumal für den 

ERB kein Einfluss auf diesen Parameter über den ERβ zu beobachten war (Abb. 

4.14A). Abgesehen von den Ergebnissen der Messdatenauswertung zeigten sich 

diese Ergebnisse auch morphologisch in den computertomographischen Aufnahmen 

von einzelnen Vertretern der Behandlungsgruppen (Abb. 4.15). Hier wird im 

proximalen Bereich der Tibia deutlich, dass eine Ovarektomie zu ausgeprägten 

Knochendichteverlusten führt, während die Applikation von E2, ERA und GEN im 

Gegensatz zu ERB den Erhalt der mineralisierten trabekulären Mikroarchitektur in 

diesem Bereich sichert (Abb. 4.15). 

Die hier beschriebenen Einflüsse der spezifischen Estrogenrezeptoragonisten ERA 

und ERB sind bereits in früheren Untersuchungen beschrieben worden (Hillisch et al. 

2004). Auch mit anderen Estrogenrezeptoragonisten konnte gezeigt werden, dass der 

von Estradiol vermittelte Einfluss auf den Knochen über den ERα vermittelt wird 

(Harris et al. 2002). Auch die Tatsache, dass bei ERαKO Mäusen die Entstehung 

einer Osteoporose beobachtet wird (Lindberg et al. 2001a, Lindberg et al. 2001b, 

Lindberg et al. 2002a), steht im Einklang mit den hier gezeigten Ergebnissen, die 

auch in Anwesenheit beider Estrogenrezeptoren zeigten, dass Estradiol 

knochenprotektive Effekte über den ERα vermittelt (Abb. 4.14A und 4.15). Darüber 

hinaus belegen auch Korrelationen von Polymorphismen des ERα Gens mit der 

Knochendichte postmenopausaler Frauen die Bedeutung dieses Transkriptionsfaktors 

im Knochen (Mitra et al. 2005). 
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Da die hier untersuchten Tiere neben ERA, ERB und E2 auch mit Genistein 

behandelt wurden und gezeigt werden konnte, dass Genistein, aber nicht der ERB, 

protektive Einflüsse im Knochen vermitteln konnte (Abb. 4.14A), eröffnen diese 

Ergebnisse wichtige Einblicke in die molekularen Wirkmechanismen von Genistein 

in diesem Gewebe. Vergleiche der Wirkungen von estrogenrezeptorsubtyp-

spezifischen Liganden mit dem Einfluss von Genistein führen zu der These, dass 

Genistein seine knochenprotektiven Effekte nicht über seine starke Affinität zum 

ERβ, sondern über ERα-spezifische Mechanismen vermittelt hat (Hertrampf et al. 

2007). Für diese These spricht auch die Analyse der Proteinexpression des 

Knochenmarkers BMP-2 (Abb. 4.16). Hier wurde deutlich, dass Genistein ebenso 

wie E2 und ERA eine erhöhte Expression dieses Knochenmarkers im 

Knochengewebe der behandelten Tiere bewirken. Für BMP-2 konnte bereits gezeigt 

werden, dass es bedeutende Einflüsse auf die Zelldifferenzierung von 

Knochenvorläuferzellen hat (Chen et al. 1997, De Biase und Capanna 2005) und 

sowohl Estrogene (Zhou et al. 2003) als auch Phytoestrogene wie Daidzein (Jia et al. 

2003) die Genexpression von BMP-2 aktivieren. Obwohl die genauen Mechanismen 

noch nicht bekannt sind, lassen die hier gezeigten Ergebnisse (Abb. 4.16) die These 

zu, dass BMP-2 ein geeigneter Marker für die estrogene Wirkung im Knochen sein 

könnte. Für weitere bedeutende Knochenmarker wie z.B. Osteoprotegerin (OPG) 

(Hofbauer et al. 2004), konnten ebenfalls estrogene Einflüsse über den ERα 

beobachtet werden (Lindberg et al. 2001b). Und auch für Genistein konnten 

Einflüsse auf die Genexpression von OPG gezeigt werden (Yamagishi et al. 2001). 

Ob die hier gezeigten knochenprotektiven Effekte von Genistein (Abb. 4.14A, Abb. 

4.15, Abb. 4.16) tatsächlich das Resultat der über den ERα vermittelten 

Wirkungsweisen waren, oder ob es sich um nicht-genomische Einflüsse dieses 

Phytoestrogens handelte, sollten weitere Untersuchungen beleuchten, die mit Hilfe 

von Estrogenrezeptorantagonisten den endgültigen mechanistischen Beweis liefern 

könnten. 

Im Gegensatz zum trabekulären Knochen (Abb. 14A) führte in den Untersuchungen 

dieser Arbeit weder eine Ovarektomie, noch die hormonelle Behandlung der Tiere zu 

Veränderungen der kortikalen Knochendichte (Abb. 4.14B). Die Ursache hierfür 

könnte in der unterschiedlich stark ausgeprägten Dichte der Substantia compacta und 

der Substantia spongiosa liegen (vgl. Abb. 14A und Abb. 14B). Eine dreiwöchige 

Behandlung der Tiere war möglicherweise zu kurz, um neben den Veränderungen im 
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trabekulären Knochen auch Veränderungen der deutlich dichteren Knochenstruktur 

der Substantia compacta zu induzieren, weil homöostatische Anpassungen, bedingt 

durch niedrigere Stoffwechselaktivitätn, in diesem Bereich des Knochens deutlich 

langsamer ablaufen. 

5.8 Untersuchung estrogener Effekte auf homöostatische Prozesse im 

Dünndarm 

Für die langfristige Anwendung der HET wurden, im Gegensatz zu den klassisch 

estrogensensitiven Geweben von Brustdrüse und Endometrium, für den Darm 

protektive Einflüsse im Hinblick auf die Entstehung von Tumoren beschrieben. 

Somit ist die langfristige Einnahme von Estrogen/Progestin Präparaten mit einem 

reduzierten Risiko verbunden, an Kolonkarzinomen zu erkranken (Nelson et al. 

2002, Chlebowski et al. 2004, Farquhar et al. 2005). Die genauen Mechanismen, 

über die derartige hormonell bedingte protektive Einflüsse im Darm vermittelt 

werden, sind noch nicht genau verstanden. Allerdings werden seit geraumer Zeit in 

diesem nicht-klassischen Gewebe die Einflüsse der Estrogenrezeptorsubtypen 

diskutiert (Gustaffson 2003) und insbesondere die über den ERβ vermittelten 

Einflüsse von Estrogenen im Darm scheinen von Bedeutung zu sein (Koehler et al. 

2005). In diesem Kontext sind in den letzten Jahren auch präventive Einflüsse von 

Phytoestrogenen auf die Entstehung von Kolonkarzinomen untersucht und diskutiert 

worden (Lechner et al. 2005, Branca und Lorenzetti 2005). 

Vor diesem Hintergrund wurden im Rahmen dieser Arbeit estrogenrezeptor-

subtypspezifische Einflüsse im Darm untersucht, insbesondere die ernährungs-

physiologische Bedeutung von Genistein für homöostatische Prozesse in diesem 

Gewebe. Das Darmgewebe des Tierexperiments 4 (Tab. 2.5) wurde hierzu 

immunhistochemisch und molekularbiologisch untersucht. In Abbildung 4.17 sind 

immunhistochemisch gefärbte Dünndarmquerschnitte von repräsentativen Vertretern 

der einzelnen Behandlungsgruppen dargestellt. Hier wurde zunächst deutlich, dass in 

der Mukosa der OVX-Tiere eine hohe PCNA-Expression zu verzeichnen war. Diese 

Beobachtung steht im Gegensatz zu der Expression dieses Proliferationsmarkers im 

Uterus (Abb. 4.7) oder in der Brustdrüse (Abb. 4.1) von ovarektomierten Tieren, wo 

in Abwesenheit von Estradiol eine deutlich reduzierte Genexpression dieses 

Proliferationsmarkers festgestellt werden konnte. Die Behandlung der OVX-Tiere 

mit E2 oder mit ERA führte zu keiner signifikanten Veränderung der PCNA-
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Expression im Dünndarm, während die Applikation des ERB zu einer deutlichen 

Reduktion der Zahl PCNA positiver Zellen in der Mukosa des Dünndarms führte 

(Abb. 4.17). Da auch diese Beobachtungen im Gegensatz zu den Einflüssen von 

Estradiol, ERA und ERB in klassisch estrogensensitiven Geweben stehen, scheinen 

hier unterschiedliche molekulare Mechanismen eine Rolle zu spielen. Auch in Bezug 

auf die Expressionsmuster der Estrogenrezeptorsubtypen ERα und ERβ im 

Darmgewebe wurden Unterschiede zu den Expressionsmustern dieser 

Rezeptorsubtypen in klassisch estrogensensitiven Geweben deutlich. Im Gegensatz 

zu Uterus und Brustdrüse überwiegt die Genexpression des ERβ im Vergleich zu der 

des ERα im Darmepithel (Campbell-Thompson et al. 2001, Konstantinopoulos et al. 

2003), was die Bedeutung von ERβ im Darm unterstreicht. 

Im Western Blot konnten die in der Immunhistochemie beobachteten Ergebnisse 

bestätigt und mittels Densitometrie genauer quantifiziert werden. Hier wurde 

deutlich, dass eine Behandlung mit E2 gegenüber der OVX-Gruppe zu keiner 

Veränderung der PCNA-Expression führte, während die Applikation des ERA eine 

deutliche Steigerung der PCNA-Expression bewirkte (Abb. 4.18A). Die Applikation 

des ERB hingegen führte zu einer signifikant reduzierten PCNA-Expression. 

Darüber hinaus konnte im Western Blot gezeigt werden, dass die Aktivität der 

Caspase-3 durch die Applikation des ERB um ein vielfaches gesteigert werden 

konnte, während E2 kaum Einfluss auf die Aktivität dieses Apoptosemarkers hatte 

(Abb. 4.18B). Es konnte allerdings auch eine gesteigerte Aktivität dieses Enzyms für 

die Behandlung mit ERA beobachtet werden (Abb. 4.18B). 

Somit zeigen diese Ergebnisse, dass estrogene Wirkmechanismen auch im 

Dünndarm eine Rolle spielen und dass hier über den ERβ antiproliferative und 

proapoptotische Einflüsse vermittelt werden. Für den Dickdarm konnte kürzlich 

gezeigt werden, dass in ERβKOs gegenüber dem Wildtyp die Proliferation gesteigert 

und die Aktivität der Caspase-3 reduziert wird (Wada-Hiraike et al. 2006b), was in 

Übereinstimmung mit den hier gezeigten Ergebnissen im Dünndarm ist. Auch in 

vitro konnte in ERα-negativen Kolonzellen gezeigt werden, dass die Aktivierung des 

ERβ die Proliferation deutlich reduziert (Martineti et al. 2005). Diese Beobachtungen 

verdeutlichen die präventive Rolle des aktivierten ERβ für die Entstehung von 

Darmkrebs. Für diese These spricht auch die Tatsache, dass die Expression des ERβ 

in Kolonkarzinomzellen und Darmtumoren deutlich reduziert ist (Konstantinopoulos 

et al. 2003, Xie et al. 2004, Martineti et al. 2005, Jassam et al. 2005). Am Menschen 
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konnte in diesem Zusammenhang gezeigt werden, dass sich die Genexpression von 

ERα in gesunden und malignen Darmzellen nicht unterscheidet, während ERβ in 

gesunden Darmzellen signifikant stärker exprimiert wird als in entarteten Zellen 

(Campbell-Thompson et al. 2001, Konstantinopoulos et al. 2003), was die 

bedeutende Rolle dieses Estrogenrezeptorsubtyps für die Tumorentstehung im Darm 

verdeutlicht. 

Für Genistein konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass es im Darm wie 

ein ERβ-spezifischer Agonist wirkt, da dieses Phytoestrogen ebenso wie der ERB 

antiproliferative (Abb. 4.17, Abb. 4.18A) und proapoptotische (Abb. 4.18B) Effekte 

vermittelte. In Anbetracht dessen, dass Genistein eine deutlich höhere Affinität zum 

ERβ hat (Kuiper et al. 1997) und hier in seinem Einfluss mit dem ERB vergleichbar 

ist, liegt die Vermutung nahe, dass Genistein die Darmhomöostase über den ERβ 

positiv zu beeinflussen vermag (Wada-Hiraike et al. 2006a). Die hier an Ratten 

beobachteten Effekte einer subkutanen Applikation von Genistein gehen einher mit 

Unter-suchungen an Ferkeln. Hier konnte beobachtet werden, dass oral verabreichtes 

Genistein bereits nach 10 Tagen zu einer signifikanten Reduktion der PCNA-

Expression im Dünndarm führte (Chen et al. 2005). Auch in vitro konnte für 

Genistein gezeigt werden, dass es die Proliferation von verschiedenen Darmzelllinien 

reduziert, während die Apoptose dieser Epithelzellen durch eine Behandlung mit 

Genistein gesteigert wurde (Booth et al. 1999). 

Die hier beschriebenen Einflüsse von Genistein im Darm der ovarektomierten Ratte 

könnten somit übertragen auf den Menschen eine mögliche Ursache für das geringere 

Vorkommen von Kolonkarzinomen in ostasiatischen Ländern sein (Lechner et al. 

2005, Branca und Lorenzetti 2005). Weitere Untersuchungen im Kolon sollten das 

möglicherweise vorhandene antikarzinogene Potential von GEN im Zusammenhang 

mit der Prävention von Kolonkarzinomen vor einem ER-spezifischen Hintergrund 

beleuchten. Denn auch hier liegt die Vermutung nahe, dass Phytoestrogene über den 

ERβ antikarzinogene Effekte vermitteln könnten (Wada-Hiraike et al. 2006a). 
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6 Schlussfolgerung und Ausblick 

Zusammenfassend eröffnen die Ergebnisse dieser Arbeit wichtige Einblicke in die 

molekularen Mechanismen estrogener Wirkungsweisen und ermöglichen eine 

genauere Charakterisierung des Phytoestrogens Genistein in Bezug auf karzinogene 

Risiken und gewebespezifische partialagonistische Einflüsse. 

In den Untersuchungen wurde deutlich, dass Estradiol stimulierende Effekte auf den 

Bewegungsantrieb, hemmende Einflüsse auf die Körperfettverteilung, protektive 

Wirkungen auf die Knochenhomöostase, sowie proliferative Effekte in Brustdrüse 

und Uterus über den ERα vermittelt. Für ERβ-spezifische Agonisten hingegen 

konnten neben antagonistischen Einflüssen auf den Bewegungsantrieb, anti-

proliferative und proapoptotische Effekte im Dünndarm demonstriert werden. 

Für Genistein belegen die Ergebnisse, dass es im Vergleich zu Estradiol eine deutlich 

schwächere proliferative Potenz in Uterus und Brustdrüse hat, was im Hinblick auf 

karzinogene Risiken von Bedeutung sein könnte. In diesem Zusammenhang konnte 

gezeigt werden, dass dieses Phytoestrogen in Anwesenheit von Estrogenen, deren 

proliferative Einflüsse im Uterus nicht additiv verstärkt, sondern sogar zu 

antagonisieren vermag. Diese Beobachtungen könnten als Erklärungsansatz 

epidemiologischer Unterschiede bei der Inzidenz von Krebserkrankungen in 

westlichen und ostasiatischen Ländern dienen und sollten daher bei der 

Krebsprävention Berücksichtigung finden. Darüber hinaus sind diese Erkenntnisse 

bei der Einschätzung von Genistein als mögliche Alternative zur Behandlung 

postmenopausaler Beschwerden und hieraus resultierender Erkrankungen von 

Bedeutung. 

Mechanistisch konnte im Rahmen dieser Arbeit für Genistein gezeigt werden, dass es 

protektive Effekte im Knochen und stimulierende Einflüsse auf das 

Uterusfeuchtgewicht über seine schwache Affinität zum ERα vermittelt, während 

Genistein auf den Bewegungsantrieb und im Darm wie ein ERβ-spezifischer Agonist 

wirkt. Es wurde darüber hinaus deutlich, dass bereits geringe körperliche 

Bewegungsumfänge die knochenprotektiven Einflüsse von Genistein signifikant 

verstärken, und dass in Bezug auf die Knochenprotektion dieses Phytoestrogens 

deutliche Unterschiede zwischen oraler und subkutaner Applikation zu verzeichnen 

sind. Zudem konnte neben estrogenrezeptorsubtypspezifischen Wirkungsweisen für 
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Genistein gezeigt werden, dass es die Genexpression von Cox-2 gewebespezifisch 

und selektiv moduliert. 

Somit zeigen die Ergebnisse dieser Untersuchungen für Genistein, dass es bezogen 

auf die endometriale Sicherheit im Vergleich mit Estradiol deutlich schwächer die 

Zellproliferation im Uterus stimuliert. Darüber hinaus belegen die Daten, dass 

Genistein estrogene Einflüsse wie z.B. homöostatische Prozesse im Knochen- und 

Darmgewebe sowohl über seine schwache Affinität zum ERα, als auch über seine 

stärkere Affinität zum ERβ bewirken kann. Im Knochen und im Uterus vermittelt es 

seine estrogenen Einflüsse über den ERα, im Gehirn und im Dünndarm wirkt es 

hingegen wie ein ERβ-spezifischer Agonist. 

Daher wird Genistein bei der selektiven und gewebespezifischen Modulation der 

Cox-2-Expression dem Begriff „Phyto-SERM“ gerecht, ist aber anhand der hier 

gezeigten estrogenrezeptorsubtypspezifischen Wirkungsweisen und vor dem 

Hintergrund seiner Bindungsaffinitäten eher über seine Eigenschaften als 

Partialagonist definiert. Somit unterstreichen die hier gezeigten Ergebnisse, dass 

Genistein als ein bedeutender endokriner Disruptor anzusehen ist (Vollmer et al. 

2002, Henley und Korach 2006), dessen genomische Einflüsse in erster Linie über 

seine partialagonistischen Eigenschaften geprägt sind. 

Neben der Charakterisierung der molekularen Wirkungsweise von Genistein und der 

Analyse estrogenrezeptorsubtypspezifischer Einflüsse können die Ergebnisse dieser 

Arbeit auch in Bezug auf alternative Strategien bei der HET Berücksichtigung 

finden. Außerdem belegen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass ERβ-selektive 

Agonisten und Partialagonisten mit hoher ERβ-Präferenz in der Darmkrebs-

prävention von Bedeutung sein könnten (Koehler et al. 2005), ebenso wie Ergebnisse 

anderer Studien derartige Substanzen für die Prävention und Therapie von Herz-

Kreislauferkrankungen zur Diskussion stellen. 

Zukünftige Untersuchungen sollten neben weiteren estrogenrezeptorspezifischen 

Einflüssen und der pathophysiologischen Bedeutung des ERβ im Darm und im 

Herzkreislauf-System auch die Bedeutung von Heterodimeren thematisieren. 

Hierdurch könnte mit Hilfe von selektiven Estrogenrezeptoragonisten und dem 

Tiermodell der ovarektomierten Ratte das Verständnis der mannigfaltigen 

molekularen Wirkmechanismen von Estrogenen bedeutend erweitert werden. 

Darüber hinaus sollte das Potential von Phytoestrogenen für die langfristige 

Prävention von Erkrankungen wie Brustkrebs, Darmkrebs, Osteoporose und Herz-
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Kreislauferkrankungen genauer untersucht werden, um die pathophysiologischen 

Einflüsse dieser natürlichen Substanzen auch aus dem Blickwinkel der Prävention 

besser verstehen zu können. 
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