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Erschaffen Sie sich lhre
ertragreiche grine Oase in
lhrem Zuhause oder in lhrer
Praxis

Mehr als nur eine Dekoration:

. Sie wollen das Besondere?

 Sie mochten Ihre eigenen Salate,
Krauter und auch |hr Gemuse

ernten?
e Frisch, reif, ungespritzt und voller
Geschmack?
. Ohne Vorkenntnisse und ganz
ohne grunen Daumen?
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ANGIOGENETISCHE UND ANTI-

ANGIOGENETISCHE WIRKUNGEN VON
ESTRADIOL UND SEINEN METABOLITEN

Angiogenetic and anti-angiogenetic effects of estradiol and

its metabolites
Summary

Atherosclerotic plaques exhibit
marked presence of new micro-
vessels. Thus angiogenesis may be
important for the development of
atherosclerotic plaques and long-
term anti-angiogenetic therapy
may present an effective new
anti-atherosclerotic approach. 2-
methoxyestradiol, an endogenous
estradiol metabolite, has already
been shown to be an effective anti-
angiogenetic substance. In the
present study 14 endogenous
estradiol metabolites were tested
on their angiogenetic and anti-
angiogenetic properties and com-
pared to the effect of their parent
substance, 17p-estradiol. Endothe-
lial cells from human umbilical
veins were used for the experi-
ments. 17B-estradiol showed a
biphasic reaction on the prolifera-
tion of vascular endothelial cells.
At low concentration it stimulated
and at high concentrations it inhib-

ZUSAMMENFASSUNG

In atherosklerotischen Plaques finden
sich nahezu immer auch neu gebil-
dete Mikrogefdafe. Somit scheint die
Angiogenese auch fur die Entwick-
lung atherosklerotischer Plaques
wichtig zu sein, und eine antiangio-
genetische Behandlung diirfte ein
interessanter antiatherosklerotischer
Therapieansatz sein. Fir 2-Methoxy-
estradiol, einen endogenen Estradiol-
metaboliten, wurden bereits starke
antiangiogene Wirkungen gezeigt.

In der vorliegenden Arbeit wurde die
Wirkung von 14 Estradiolmetaboliten
auf die Proliferation kultivierter
Endothelzellen menschlicher Nabel-
schnurvenen untersucht und mit der
ihrer Muttersubstanz, Estradiol, vergli-

ited cell growth. The same pattern
was observed for the hydroxylated
A-ring metabolites. Methylation of
these metabolites, however, com-
pletely abrogated the anti-prolif-
erative effect at high concentra-
tions, except for the metabolite 2-
hydroxyestradiol. For the D-ring
metabolites no marked changes
were observed. These results indli-
cate that in addition to 2-methoxy-
estradiol other endogenous estra-
diol metabolites are potent anti-
angiogenetic substances. Since
some of these metabolites are al-
most devoid of any estrogenic
property, they may be useful for
long-term anti-angiogenetic the-
rapy in both men and women. This
should be of interest to clinical
pharmacological research since it
points to potential new aspects in
the treatment of cardiovascular
diseases.

Key words: estradiol, estradiol
metabolites, angiogenesis

chen. Die Dosis-Wirkungsbezie-
hungen wurden tber den Konzen-
trationsbereich 1078 bis 10~ M ge-
testet.

Estradiol zeigte ein biphasisches
Verhalten; in niedriger Dosis Stimu-
lation, in hoher Hemmung. Bei allen
10 getesteten A-Ring-Metaboliten
wurden in niederer Dosis ebenfalls
Stimulationen beobachtet. Bei hoher
Dosierung wurden bei 5 Metaboliten,
2-Hydroxyestron, 2-Hydroxyestra-
diol, 2-Hydroxyestriol, 4-Hydroxy-
estron und 4-Hydroxyestradiol, signi-
fikante Hemmungen erzielt, die in
vier Féllen zu mehr als 90%iger Re-
duktion des Zellwachstums fihrten.
Die Methylierung dieser Metaboliten
fuhrte mit einer Ausnahme zu einer
Aufhebung der proliferationshem-
menden Wirkung. 2-Methoxy-

estradiol bildete diese Ausnahme.
Bei den D-Ring-Metaboliten wurden,
abgesehen von einer leicht stimulie-
renden Wirkung in niederen Dosen
bei Estron, Estriol und Estetrol, keine
ausgepragten proliferationsbeeinflus-
senden Effekte beobachtet. 160.-
Hydroxyestron zeigte in hohen Do-
sierungen eine geringe Hemmwir-
kung.

Diese Ergebnisse weisen darauf hin,
daR neben 2-Methoxyestradiol auch
andere endogene Estradiolmetabo-
liten potente antiangiogene Substan-
zen sind. Da einige dieser Metabo-
liten nahezu keine estrogenen Eigen-
schaften aufweisen, konnten sie fir
eine Langzeitbehandlung bei Mann
und Frau eingesetzt werden. Dies ist
von besonderem Interesse fiir die
klinisch-pharmakologische Forschung,
da neue Aspekte zur Therapie kar-
diovaskuldrer Erkrankungen auftreten.

EINLEITUNG

Eine Hemmung der Neoangiogenese,
d. h. Wachstum neuer MikrogefalSe,
ist heute in den Mittelpunkt des In-
teresses gertickt, da sich hier mogli-
cherweise ein neuer Weg zur Beein-
flussung des Krebswachstums eroff-
nen kann [1]. So sind momentan
zahlreiche klinische Studien im Gan-
ge, die die Behandlung verschiede-
ner Krebsarten durch antiangiogene
Substanzen untersuchen. Es gibt al-
lerdings auch Hinweise, dafl die
Verhinderung der Neoangiogenese
klinische Bedeutung bei der Behand-
lung kardiovaskuldrer Erkrankungen
haben durfte, da eine Neubildung
von GefaRen auch in atherosklero-
tischen Plaques beobachtet wurde
[2]. Dartiber hinaus konnte in Tier-
experimenten eine Entwicklung von
atherosklerotischen Plaques durch
die Gabe von antiangiogenen Sub-
stanzen verhindert werden [3].

Es ist heute eine bekannte Tatsache,
dal} Estradiol das Gefalisystem in
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verschiedener Weise beeinflussen
kann [4]. Das vaskulédre Endothel ist
ein wichtiges Zielorgan fir Estradiol
und besitzt ein stark ausgepragtes
Estradiolrezeptorsystem [5, 6]. Es
konnte gezeigt werden, dal% Estradiol
in physiologischen Dosen die Adhé-
sion, Migration und Proliferation von
Endothelzellen, Vorstufen der Neo-
angiogenese, stimulieren kann [7].

In vivo wird Estradiol weitestgehend
durch Oxidation am A- und D-Ring
des Sterangertistes metabolisiert.
Dabei wird Estradiol zunédchst rever-
sibel in Estron tberfiihrt und anschlie-
Bend irreversibel am A-Ring zu 2-
und 4-Hydroxyverbindungen und am
D-Ring zu 16a-Hydroxyestron und
Estriol konvertiert. Vom endogenen
Estradiolmetaboliten 2-Methoxyestra-
diol sind bereits ausgepragte antipro-
liferative, antiangiogene und tumor-
hemmende Wirkungen bekannt [8].

In der vorliegenden Arbeit wurden
Dosis-Wirkungsbeziehungen von 14
endogenen Estradiolmetaboliten auf
die Proliferation von Endothelzellen
menschlicher Umbilikalvenen unter-
sucht und mit der Wirkung von
Estradiol verglichen.

IMIATERIAL UND METHODEN

17B-Estradiol und die A-Ring-Meta-
boliten 2-Hydroxyestron, 2-Methoxy-
estron, 2-Hydroxyestradiol, 2-Methoxy-
estradiol, 2-Hydroxyestriol, 2-Meth-
oxyestriol, 4-Hydroxyestron, 4-Meth-
oxyestron, 4-Hydroxyestradiol,
4-Methoxyestradiol und die D-Ring-
Metaboliten Estron, Estriol, Estetrol
und 160-Hydroxyestron wurden von
der Firma Steraloids, USA, bezogen.
Die Steroide wurden in Ethanol ge-
|6st und in den Konzentrationen 108,
107, 10-° und 10> M getestet. Die
Experimente wurden mit Zellen in
Passage 7 durchgefiihrt.

Endotheliale Zellen aus menschli-
chen Umbilikalvenen wurden von

der Firma Biowhittaker, Deutschland,
bezogen. Die Zellen wurden in MCDB
131, 10 % fotalem Serum, 5 % endo-
thelialem Wachstumsfaktor und
Heparin, 0,3 mg/ml Glutamin, 1 %
Amphotericin B und 1 % Penicillin/
Streptomycin kultiviert.

Etwa 900 bis 1000 Zellen wurden in
96er-Platten tberfiihrt und in Stan-
dardmedium kultiviert. Die Zellen
wurden fiir 3 Tage vorinkubiert und
anschliefend die Steroide in den
entsprechenden Konzentrationen
zugesetzt. Das Medium und die Test-
substanzen wurden alle 48 Stunden
gewechselt. Nach 7 Tagen Inkuba-
tion wurden die Zellen mit 10 pl

11 % Glutaraldehydlosung fixiert,
welche zu 100 pl Kulturmedium pro
Loch dazugegeben wurde. Nach 15
Minuten wurden die Platten dreimal
mit destilliertem Wasser gewaschen
und luftgetrocknet. Zum Anfarben
der Nuklei wurden 100 pl einer

0,1 % Kristallviolettlosung pro Loch
far 20 Minuten dazupipettiert. Nach
dreimaligem Waschen mit destillier-
tem Wasser und Lufttrocknen wur-
den pro Loch 100 pl 10 % Essigsaure
zum Solubilisieren der Farbelosung
dazupipettiert. Die Platten wurden
30 Minuten geschiittelt und die Ab-
sorption bei 600 nm mit einem
Spektrophotometer bestimmt.

Die Kristallviolett-Farbung beruht auf
dem Anfarben der Zellnuklei mit
Kristallviolett nach Fixierung [9]. Der
absorbierte Farbstoff wird mit Essig-
sdure solubilisiert und durch Spek-
trophotometrie bestimmt. Die statisti-
sche Auswertung erfolgte mittels
ANOVA und Dunett’s-Test aus Dupli-
katen von drei verschiedenen Experi-
menten.

ERGEBNISSE

In Tabelle 1 sind die Ergebnisse zu-
sammengefalit; sie geben, ausge-
driickt in Prozentzahlen, das Verhilt-
nis der Zellzahlen gegentiber den

Kontrollwerten nach Behandlung mit
den Testsubstanzen wieder.

Die Muttersubstanz Estradiol zeigte
in der niedrigsten Dosis von 10-¢ M
den hochsten Zuwachs von 37,6 %.
Mit Dosisanstieg nimmt dieser Wert
kontinuierlich ab, um bei der hoch-
sten Dosis von 10> M einen Um-
schlag, namlich eine Reduzierung
der Proliferation um 13,2 %, zu be-
wirken.

Dieses Verhalten, namlich signifi-
kanter Anstieg der Proliferation der
Endothelzellen bei 10 M Konzen-
tration wird, wenn auch in etwas
geringerem Ausmalle, bei den 10
getesteten A-Ring-Metaboliten, den
Katecholestrogenen, ebenfalls beob-
achtet.

Hier zeigt 4-Hydroxyestradiol mit
30,4 % Zuwachs den stirksten Effekt,
2-Hydroxyestron mit 10,7 % den
schwdchsten.

Mit zunehmenden Konzentrationen
geht bei allen 10 A-Ring-Metaboliten
der stimulierende Effekt zurtick, um
bei 10-° M in der Mehrzahl der Fille
in signifikante proliferationshem-
mende Effekte umzuschlagen. Aus-
nahmen bilden lediglich 2-Meth-
oxyestron, 2-Methoxyestriol und
4-Methoxyestron, die auf den Aus-
gangswert zurtickgehen, d. h. in ho-
her Dosis ohne Wirkung bleiben.

In 5 Féllen wurde eine Reduzierung
der Zellen um mehr als 90 % des
Ausgangswertes registriert. Die nied-
rigsten Werte wurden erstaunlicher-
weise mit 1,6 % und 0,2 % bei den
4-Katecholestrogenen, 4-Hydroxy-
estron und 4-Hydroxyestradiol ge-
messen.

Bei den getesteten D-Ring-Metabo-
liten zeigten sich keine einschneiden-
den Verdanderungen. In der niedrig-
sten Dosis wurden bei 3, Estron,
Estriol und Estetrol, geringe Prolifera-
tionsanstiege beobachtet. Bei Estron
wurde in der nachsthéheren Dosie-
rung eine geringfligige Zunahme der



Tabelle 1: Anderungen der Zellzahl von endothelialen Zellen aus der menschlichen Umbilikalvene
nach Zugabe von Estradiol und seinen Metaboliten. Die Werte sind als prozentuale Ver-
anderungen gegeniiber dem Kontrollwert = 100 % angegeben. (Mittelwerte + SD, n = 6)
*p <005 **p<0,01

Substanz 10°M 107 M 10°M 10°M
Estradiol 137,6 £12,7*  127,9 = 11,5* 1088 = 56* 87,8 = 6,7 **
A-Ring-Metaboliten
Proliferation registriert' 2-Hydroxyestron 110,7 £ 4,2 ** 100,3 =+ 3,4 86,5 £ 9,3 ** 8,5 + 2,2 **
Hohere Konzentratio- 2-Methoxyestron 124,5 + 9,5 ** 116,9 =+ 7,0 ** 99,1 + 8,0 94,6 + 6,0
nen blieben ohn 2-Hydroxyestradiol 124,2 £12,5% 1125 = 11,3 * 72,6 = 102* 9,0 x 2,7 **
ngchk\)/veeitzﬁar(e)n Eeffekt 2-Methoxyestradiol 116,5 £ 7,9 ** 102,2 + 10,3 46,9 = 7,0 ** 16,4 + 4,0 **
 die Proliforati 2-Hydroxyestriol 1130 = 68* 1088 + 62* 1000 + 6,3 83,2 % 6,1 **
auf die Froliferation. 2-Methoxyestriol 128,8 = 7,6* 1244 + 6,9*  113,4 = 10,6 95,4 = 7,0
4-Hydroxyestron 1292 = 7,4* 1154 = 9,7* 86,2 + 18,1 0,2 + 0,6 **
160-Hydroxyestron 4-Methoxyestron 1244 +103* 1135 = 52* 1083 = 13,5 97,5 + 7,7
nimmt eine Sonderstel-  4-Hydroxyestradiol ~ 130,4 + 7,5* 1273 = 7,0*  103,2 = 18,2 1,6 + 2,4 %
lung insofern ein, als 4-Methoxyestradiol 118,2 + 5,5 ** 14,6 + 9,9* 1052 = 12,9 84,8 + 9,3 **
es nur in den hoheren . .
Dosierungen von 107 D-Ring-Metaboliten
bis 10~ M leichte Estron 17,0 £14,8* 1201 = 14,6* 103,2 = 13,4  102,7 = 9,7
Proliferationshem- 16a-Hydroxyestron 92,8 + 15,3 77,8 = 52% 767 £ 96* 66,1 £ 6,9
mung gegeniiber dem  Estriol 110,8 + 10,0 * 14,2 + 42 99,6 = 6,8 100,3 * 3,0
Kontrollwert zeigte. Estetrol 15,0 £ 17,1 * 1049 + 5,6 97,6 + 9,3 93,8 + 7,7

DISKUSSION

In der vorliegenden Arbeit zeigte die
Muttersubstanz, 17B-Estradiol, ein
biphasisches Reaktionsverhalten be-
ztiglich der Poliferation von mensch-
lichen Endothelzellen aus der Umbi-
likalvene. Bei niederen Dosen war
eine Stimulation und bei hoheren
Dosen eine Hemmung des Zellwachs-
tums zu verzeichnen.

Die A-Ring-Metaboliten verhalten sich
alle in der niederen Dosierung &hn-
lich wie die Muttersubstanz, bei der
hohen Dosis von 10~ M sind jedoch
wesentliche Unterschiede zu ver-
zeichnen. Der Methylierungsprozefd
scheint bei den Metaboliten 2-Hy-
droxyestron, 4-Hydroxyestron und
4-Hydroxyestradiol ihre biologische
Aktivitat betreffend von grofSer Be-
deutung zu sein, eine Ausnahme ist
2-Hydroxyestradiol. Der stark anti-
proliferative Effekt auf die Endothel-
zellen wird namlich durch die
Methylierung vollig aufgehoben, die
Metaboliten haben selbst in hoher
Dosierung keine Wirkung mehr auf
das natiirliche Zellwachstum. Nur
2-Methoxyestradiol weist noch starke
antiproliferative Eigenschaften bei
den hohen Dosierungen auf. Von
2-Methoxyestradiol existieren bereits
zahlreiche Untersuchungsergebnisse
Uber antiproliferative Wirkungen
sowohl auf GefaBendothelzellen als

auch auf Zellen verschiedenster
Tumorarten [10]. So wurde in einer
friiheren Arbeit bereits tiber die Pro-
liferationshemmung von Kapillaren-
endothelzellen des bovinen Gehirns
berichtet [8]. Auch hier wurde der
Effekt verschiedener Estradiolmeta-
boliten mitgetestet. Es gibt jedoch
keine Angaben (iber die getesteten
Konzentrationen, die Effektivitat ist
angegeben in der Konzentration des
Metaboliten, die in der Lage ist, die
Halfte der unbeinflufSten Kontroll-
zellzahlen nach 6tagiger Inkubation
um 50 % zu reduzieren. Ein direkter
Vergleich mit unseren Ergebnissen ist
deshalb nicht méglich. Ein biphasi-
scher Verlauf der Dosis-Wirkungsbe-
ziehung, wie in unserer Arbeit vorge-
funden, wird nicht berichtet. Die
Autoren kamen zum Ergebnis, dafs
2-Methoxyestradiol von allen Meta-
boliten die starkste proliferations-
hemmende Wirkung hatte. In unserer
Arbeit fanden wir, dall andere Meta-
boliten dhnlich starke Effekte aufwei-
sen. Die Unterschiede konnen bedingt
sein durch unterschiedliche Metho-
dik sowie durch unterschiedliche
Endothelzellen. Moglicherweise ha-
ben die Autoren aber auch weniger
hohe Testdosierungen angewandt;
die Differenzierung der prolifera-
tionshemmenden Potenzen wurde
namlich in unserer Arbeit nur bei der
Dosierung von 10> M vorgefunden.

Die Untersuchung der D-Ring-Meta-
boliten ergab, abgesehen von einer

leichten Stimulierung in niederer
Dosierung durch Estron, Estriol und
Estetrol, keine ausgepragten proli-
ferationsbeeinflussenden Effekte.
Erstaunlich war jedoch die Tatsache,
daf8 durch 160-Hydroxyestron, das
als starkes Estrogen eingestuft wird
[11, 12], kein Proliferationsreiz aus-
gelost wird. In den hoheren Dosen
wurden sogar Hemmungen beobach-
tet. Moglicherweise verhalten sich
arterielle Endothelzellen diesbeziig-
lich ganz anders als die sonst zu-
meist getesteten Tumorzellen.

Zur Anwendung des Dosisbereiches
10-8 bis 10> M in unseren Untersu-
chungen ist zu sagen, dal® es sich um
pharmakologische Dosen handelt.
Wie die mehrwochigen Tierversuche
von Fotsis et al. mit hohen 2-Methoxy-
estradiol-Dosen (ca. 10~ M/kg) ge-
zeigt hatten, waren keine toxischen
Wirkungen auf das Ganztier zu be-
obachten [8]. Demnach hat dieser
Metabolit eine grofRe therapeutische
Breite, so dal fiir eine klinische An-
wendung durchaus so hohe Dosen in
Betracht kommen, die zu den gete-
steten Konzentrationsbereichen fiih-
ren konnen.

Wihrend die Anwendung von Estra-
diolmetaboliten fiir die Hemmung des
Tumorwachstums bereits einige Be-
achtung gefunden hat, existieren bis-
her nur wenige Untersuchungen zu
der Wirkung der Estradiolmetaboliten
auf das kardiovaskulare System [13].



Von unserer Arbeitsgruppe wurde ge-
funden, daR Estradiolmetaboliten die
endotheliale Prostacyclinsynthese
stimulieren [14], die Proliferation von
menschlichen glatten Koronararterien-
muskelzellen hemmen [15] sowie eine
potente Kapazitét hinsichtlich der
Hemmung der LDL-Oxidation besit-
zen [16]. Somit scheinen Estradiol-
metaboliten kardioprotektiv wirken zu
konnen, wobei die Effekte teilweise
starker als diejenigen der Mutter-
substanz 17f-Estradiol sind.

Die aktuellen Ergebnisse von Moul-
ton et al. [3], die in Tierexperimen-
ten einen antiatherosklerotischen
Effekt von Substanzen mit antiangio-
genen Eigenschaften nachweisen
konnten, 6ffnen neue Wege fiir den
moglichen Einsatz dieser Substanzen
bei der Pravention von kardiovasku-
laren Erkrankungen. Da 2-Methoxy-
estradiol und andere potente anti-
angiogene Estradiolmetaboliten nur
eine geringe estrogene Aktivitat ent-
falten, diirften diese Verbindungen
von therapeutischem Interesse so-
wohl bei der Frau als auch beim
Mann sein. Somit scheinen Estradiol-
metaboliten in hoheren Dosierungen
eine interessante Moglichkeit fir
eine zukinftige klinische Anwen-
dung zu sein.

Zusammenfassend ist zu sagen, daf®
Estrogenmetaboliten ebenso wie
Estradiol auf das Endothel des Gefal3-
systems sowohl| angiogene als auch
antiangiogene Wirkungen austiben
konnen. Es existieren jedoch wesent-
liche Unterschiede zur Muttersub-
stanz, wobei insbesondere die Kate-
cholestrogene in hohen Dosen starke
proliferationshemmende Effekte zeig-
ten. Dies durfte fur die klinisch-phar-
makologische Forschung von Interes-
se sein; moglicherweise ergeben sich
hier neue Aspekte zur Behandlung
nicht nur von Tumorerkrankungen,
sondern auch von kardiovaskuldren
Erkrankungen.
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