Lhiversitat
wien

DIPLOMARBEIT / DIPLOMA THESIS

Titel der Diplomarbeit / Title of the Diploma Thesis

,Neue Daten zur Chemie, Pharmakologie, Toxikologie und
Klinik von Rotklee”

verfasst von / submitted by

Jasmin Jandera

angestrebter akademischer Grad / in partial fulfilment of the requirements for the degree of

Magistra der Pharmazie (Mag.pharm.)

Wien, 2017 / Vienna, 2017

Studienkennzanhl It. Studienblatt: / A 449
degree programme code as it

appears on

the student record sheet:

Studienrichtung It. Studienblatt / Diplomstudium Pharmazie
degree programme as it appears on
the student record sheet:

Betreut von / Supervisor: Ao. Univ. Prof. Mag. Dr. Liselotte Krenn






Danksagung

Mein Dank gilt zuerst Frau ao. Univ. Prof. Dr. Liselotte Krenn fiir die interessante
Aufgabenstellung und die stets freundliche Betreuung bei meiner Diplomarbeit.

AuRerdem mochte ich mich bei meinem Mann und meiner Tochter bedanken, die
immer hinter mir stehen, mich unterstitzen, und es mir ermoglicht haben, mein
Studium zu beenden.

Bei meinen Eltern mochte ich mich bedanken, dass sie mir mein Studium erméglicht
haben.

Mein Dank gilt nicht zuletzt all jenen, die mich bei der Anfertigung der Diplomarbeit
mit Rat und Tat unterstiitzt und mich auf meinem Studienweg begleitet haben.






Inhaltsverzeichnis

1. EINLEITUNG ...ttt ettt 1
2. MATERIAL UND METHODEN ........ccocoiiiiiiiiiiniieeiee e 2
3. CHEMIE VON ROTKLEE ...........cooiiiiiieiiieeiee ettt 3
3.1 INhAIESSLOFFE .o 3
3.1, 1 1SOFIAVONE . 3
3.1.1.1 Verteilung der Isoflavone in der Pflanze........cccccocovveeiirnnnnnn. 5

3.1 2 SAUFEN ottt 5

3.1.3 POlYSaCCharide ....ccooeiiiiieieeeeeeee e 6

3.1.4 AtheriSChe Ol€ ......cvcvieiiverieiieteieeieiee et aens 6

3.1.5 Weitere Inhaltsstoffe ........coooeerieiiiienieec e 6

3.2 Isoflavonkonzentrationen in Nahrungserganzungsmitteln............. ......... 6

4. IN VITRO STUDIEN ........oooiiiiiiiiiiiieiite ettt et 8
4.1 In Vitro Studien mit Testsubstraten ..........ccoceeiiiiiiiiiiinieeeee 8
4.2 In Vitro Studien in ZellsSyStemen ........ooccvviiiiiiriiiiieeeeeieeee e 8
4.2.1 Testung an verschiedenen Tumorzelllinien ..........ccccoeveevecevnvvnveeneen. 8

4.2.2 Testung an Nervenzelllinien ........ooooeciiiiiiiieeeeeeeee e, 14

4.2.3 Testung der antiinflammatorischen Aktivitat............ccccceeeeeennnennnn. 17

4.2.4 Testung an TraCh@ageWEDE .......cccccvvvirrvreeiieeieeeeeeeeee e 18

4.2.5 Testung an Osteoklasten und Osteoblasten .............coeecnrnvinnneen. 18

4.2.6 Testung an der Prostata .........eeeeeeeeeeiiiiiei e 19

4.2.7 Testung auf antimykotische Wirkung .........ccccoecvveveiinniiieeeee e, 19

4.3 In Vitro Studien zur Rezeptorbindung .........ccoovviiiieiiiiniiiieei e 19
4.4 In Vitro Studien zur Pharmakokinetik ..........ccooceeviieniiniiiniee e 23



5.

IN VIVO STUDIEN ......oiiiiiiiiiieieete ettt sttt sbe e e 24
5.1 Wirkung auf den ULErUS .....cceeeeiiiiiiiee ettt e e e e 24
5.2 Wirkung auf das ENdOmMEtrium ........ccovvviiiiiiiiiiiiiicce e 26
5.3 Wirkung auf die KeimdrliSEN .......eeeeeeeeiiiiiiiiiiiiiiiieiieeeeeeeeeeeeeees e 27
5.4 Wirkung auf Brustgewebe und Brustdrisen ........ccccvvvveeeeeeeeeeeeeeeeeeinennnns 27
5.5 Wirkung auf die LEDEr .....uvviiiiiieieei e 28
5.6 Wirkung auf die Prostata ........ccccueeeeeeiiiiiiee e 29
5.7 Wirkung auf di€ LUNEZE ....evviiieiiiiiiiiee ettt e e e s s 29
5.8 Wirkung auf den Knochenmetabolismus ..........ccccooviiiiieeeieen e, 30
5.9 ANalgetische WIrkUNE .........uvuiiiiiiiiieiieeeee e ceeccctrereeeee e e e e e e e e e e e 38
5.10 Wirkung auf die WUNdheilung ..........coeeeeviiiiiiiiiiiee e 39
5.11 Wirkung auf die HaUt ......vvvvveeeeiieiiiciieieeeicccrirereeeeeeeeee e e 39
5.12 Wirkung auf Blutglucose- und FEttWerte .......cccccccceeveevecnvrnrereeeeeeeeeeen. 40
5.13 Antiinflammatorische und antiangiogene Wirkung ..........ccccccvvvvvvennenn. 40
5.14 Pharmakokinetische Wirkung ..........cueveevieiiiiiiiiiicicreeeeeee e, 41
5.15 Ubergangsraten von Phytodstrogenen in Milch ..........cccccoeeveveeveveinenee. 43
KLINISCHE STUDIEN .........ooiiiiiiiiiiie ettt ettt e 44
6.1 Wirkung bei menopausalen Beschwerden ..........ccccecvvvimvrvveeeieeeeeeeenennn. 44
6.2 Wirkung auf das Gedachtnis .........ceeeeviiiiieiiiiiiiieie e 48
6.3 Wirkung auf Angst und depressive Symptome ........ccoeeeevrvrrrveeeeeeeereeenn. 49
6.4 Wirkung auf den Knochenstoffwechsel .........cccueveeveeiiiiiiiiiiiiiciiiinreeee, 50
6.5 Wirkung auf die Brust ........ccuvviiiiiiiiieiiee e 50
6.6 Wirkung auf Prostata und Leber .........ccoeeevciiiiiiiice e, 50
6.7 Wirkung auf das Lipidprofil ........cccveeeiiiiiiiiieee e 51
6.8 Wirkung auf die Insulinsensitivitat .........cccccoviiiiieiiei e, 51
6.9 Wirkung auf das IGF — SYStEM .....ceeeviiiiiiiiiiiiccreeeeee e 52



10.

11.

12.

6.10 Wirkung auf den Homocysteinspiegel .......cccceveeeeeeeieeieecccccriveeeeeee, 53

6.11 Pharmakokinetische Wirkung ..........ccceeeeeiiiiiiiiiciiiee e 54
6.12 Unerwiinschte Arzneimittelwirkungen .........cccceeevvviieeeee v, 54
IN SILICO STUDIE ..ottt et 56
ZUSAMMENFASSUNG ........cooiiiiiiiiieeeeeeeee e e 57
SUMIMARY ...ttt ettt e sae e e s e e e st e e sareesbeesaneas 59
LITERATURVERZEICHNIS ..........oooiiiiiiiiieeeiee et 61
ABBILDUNGSVERZEICHNIS .......ccc.uiiiiiiiiiiiie ettt 71
TABELLENVERZEICHNIS .........cooiiiiiiiiiiiiiiee ettt 73






Abkiirzungsverzeichnis

6S Zellen
AhR

AR

AUC
Bax
Bcl2
BPH

C3

CEE
c-MYC
COX
COX7RP

CYpP

DAD

DHEA

DMSO

DPD

E.

ERa

ERPB

ERK1/2

FP

FSH

GOT

GPT

Ha-ras

HCN 1-A Zellen
HDL

HESC Zellen
HMG-CoA-Reduktase
HPLC
HPLC-MS
HPLC-UV-MS
hTERT

HSD

ICso

IGF

IGFBP
IGF-1R

IkKBa

IE

IKK

Prostatastromazellen

Arylhydrocarbon Rezeptor

Androgen Rezeptor

Area under the curve

BCL2-associated X

B Zell Lymphom 2

benigne Prostatahyperplasie

humaner Komplementfaktor 3
konjugiertes equines Ostrogen
Transkriptionsfaktor

Cyclooxygenase

Cytochrom c Oxidase Untereinheit 7-verwandtes
Protein

Cytochrom

Diodenarray-Detektion
Dehydroepiandrosteron

Dimethylsulfoxid

Deoxypyridinolin

Ostradiol

Ostrogen Rezeptor a

Ostrogen Rezeptor B

extrazelluladre Signal regulierende Kinase %
Fakalpraparate

Follikel stimulierendes Hormon

Oxalacetat Transaminase

Glutamat Pyruvat Transaminase
Protoonkogen

humane kortikale Nervenzellen

high density lipoprotein

menschliche Endometrium Stromazellen
Hydroxymethylglutaryl-Coenzym A Reduktase
Hochleistungs-Flissigkeits-Chromatographie
HPLC gekoppelt mit Massenspektrometer
HPLC mit UV-Spektroskopie und MS
humane Telomerase reverse Transkriptase
Hydroxysteroid Dehydrogenase
halbmaximale hemmende Konzentration
Insulin-like growth factor

IGF bindende Proteine

IGF-1 Rezeptor

Inhibitor des Nuklear Faktor Kappa Beta Alpha
internationale Einheiten

IKB Kinase



IL

iNOS

IRC

KG

LAPC- 4 Zellen
LC

LDH

LDL

LNCaP Zellen
LPS

MAPK
MCEF-7 Zellen
MMP-16
MPA

MS

MTT

NF-kB
NIRC

NO

ODMA
OoVX

p-Akt
PAMPA
PC-3 Zellen
PC-12 Zellen
p-IGF-1R
PPARa
PPARy

PR

PRE

PSA

QR

Ras

Raf

RAW 264.7 Zellen

RP

RT-PCR
T47D Zellen
TGFB
TNFa
TRAIL
UDP-GTs
UGT

UHPLC

Interleukin

induzierte Stickstoffmonoxid Synthase
bewdsserter Rotklee

Korpergewicht

Prostatakarzinomzellen
FlUssigkeitschromatographie
Lactatdehydrogenase

low density lipoprotein

Prostatakrebs Zelllinie

Lipopolysaccharid

Mitogen-aktivierte Proteinkinasen Kaskade
menschliche Brustkrebszelllinie

Matrix Metalloproteinase 16
Medroxyprogesteronacetat
Massenspektrometrie
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl-)-2,5-diphenyl-
tetrazoliumbromid

Nuklear Faktor Kappa Beta

Rotklee der Trockenstress ausgesetzt war
Stickstoffmonoxid

O-Desmethylangolensin

Ovariektomie, die Entfernung einer/beider Eierstocke
Antikorper

parallel artificial membrane permeability assay
Prostatakrebs Zelllinie

Phdaochromozytom von Ratten

monoklonaler Antikérper

Peroxisom Proliferator aktivierender Rezeptor a
Peroxisom Proliferator aktivierender Rezeptor y
Progesteron Rezeptor

Progesteron responsive element
Prostataspezifisches Antigen

Chinon Reduktase

rat sarcoma, Pro Onkogen

rapidly accelerated fibrosarcoma, Protein
leukamische monozytische Mausmakrophagen
reverse phase, Umkehrphase

reverse Transkriptase-Polymerasen-Kettenreaktion
menschliche Brustkrebszelllinie

Transforming growth factor 3

Tumor Nekrose Faktor a

TNF- related apoptosis including ligand
Uridindiphospaht-Glucuronosyltransferasen
Uridindiphospaht-Glucuronosyltransferase
Ultra-Hochleistungs-Flissigkeitschromatographie

10



1. Einleitung

Rotklee (Trifolium pratense L.), auch Wiesenklee genannt, gehort zur Familie der
Fabaceae.

Erstmals wurde 1940 festgestellt, dass Rotklee als Futterpflanze bei Schafen zu
Fertilitatsstorungen fiihrte. Daraufhin wurde der Rotklee genauer untersucht und
man entdeckte, dass die im Rotklee enthaltenen Isoflavone (Phytodstrogene)
strukturelle Ahnlichkeit mit Ostradiol (17B-Ostradiol) haben und sowohl zu
Ostrogenen als auch antiostrogenen Effekten fiihren kdnnen (Moga et al., 2008).
Aufgrund der Ostrogenen Wirkung des Rotklees und der Nebenwirkungen der
klassischen Hormonersatztherapie (kontraindiziert bei thromboembolischen
Ereignissen, Mammakarzinomen und Endometriumkarzinomen) wird Rotklee
gegenwartig in einer Vielzahl von Nahrungsergdanzungsmitteln gegen menopausale
Beschwerden eingesetzt.

Diese Anwendung beruht darauf, dass Studien gezeigt haben, dass eine sojareiche,
isoflavon-haltige Ernahrung wie die traditionelle asiatische Kost, zu einer Reduktion
von hormonabhéngigen Erkrankungen fiihrt (Jabos et al., 2009).

Da das Interesse an pflanzlichen Alternativen zur Hormonersatztherapie noch immer
sehr hoch ist, beschaftigt sich die vorliegende Diplomarbeit mit der
Zusammenfassung der Studien zu Rotklee, die zwischen 2008 und 2013 publiziert
wurden.



2. Material und Methoden

2.1 Datenquelle

Eine systematische Literaturrecherche wurde im April 2014 durchgefiihrt mit der
zeitlichen Beschrdankung von 2008 bis 2013. Die Datenbank SciFinder
(www.scifinder.cas.org) wurde durchsucht, die auf folgende Datenbanken zugreift:
CAplus, Registry, CASreact, Chemcats, Chemlist und Medline. Die Suchbegriffe, die
verwendet wurden, waren: Trifolium pratense bzw. Red clover. Beschrdnkt wurden
die Suchergebnisse auf folgende Dokumententypen: Clinical trial, Dissertation,
Journal, Letter, Preprint und Review. Es wurden nur englischsprachige
Suchergebnisse ausgewertet. Falls ein Abstract in englischer Sprache vorhanden war,
wurde es miteinbezogen.

2.2 Auswahl der Studien

Nach Durchsuchen der Datenbank SciFinder mit den oben beschriebenen
Auswabhlkriterien konnten 1088 Studien gefunden werden. Aus diesen wurden fir
die vorgegebene Themenstellung Studien zur Chemie, Pharmakologie und
Toxikologie sowie klinische Studien selektiert, sodass am Ende 117 relevante
Arbeiten ausgewertet werden sollten. Davon konnten 95 Studien bearbeitet
werden.



3. Chemie von Rotklee

Die Inhaltsstoffe des Rotklees sind aufgrund seiner Verwendung in
Nahrungserganzungsmitteln fiir die Menopause und als Futterpflanze sehr gut
untersucht. Deswegen konnten zwischen 2008 und 2013 nur wenige neue
Komponenten isoliert werden.

3.1 Inhaltsstoffe
3.1.1 Isoflavone

Klejdus et al. (2008) entwickelten eine Ultra-Hochleistungs-Fllssigkeits-
Chromatographie (UHPLC) -Methode und konnten an unterschiedlichen stationdren
Phasen (RP-18, Cyanopropyl- bzw. Phenyl-phasen), ausgewahlte Isoflavon-Aglyka
und Isoflavon-Glykoside (Genistin, Genistein, Daidzin, Daidzein, Glycitin, Glycitein,
Ononin, Sissotrin, Formononetin und Biochanin A) innerhalb von 1,5 min trennen.

In einem Blattextrakt konnten Daidzein, Genistein, Formononetin und Biochanin A
identifiziert werden. Daidzein zeigte die niedrigste Konzentration.

2008 (a) gelang es Drenin et al., erstmals Formononetin-7-O-B-D-galactopyranosid
(s. Abb. 1) und Inermin-3-0O-B-D-galactopyranosid (s. Abb. 2) aus Wurzeln des

Rotklees zu isolieren.
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Abb. 1: Formononetin-7-O-3-D-galactopyranosid
(nach Drenin et al., 2008 a)

Abb. 2: Inermin-3-0O-B-D-galactopyranosid
(nach Drenin et al., 2008 a)



AulBerdem wurde Genistein-7-0O-B-D-galactopyranosid aus den oberirdischen
Pflanzenteilen isoliert (s. Abb. 3) (Drenin et al. 2008, b).

R = B-D-Galp

Abb. 3: Genistein-7-0-B-D-galactopyranosid
(nach Drenin et al., 2008 b)

Peng et al. (2008) konnten neben 15 anderen Komponenten erstmals Calycosin-7-
O-B-D-glucosid isolieren (s. Abb. 4).

Abb. 4: Calycosin-7-0-B-D-glucosid
(nach http://www.ebi.ac.uk/chebi/searchld.do?chebild=CHEBI:86512)

Saviranta et al. (2010) untersuchten Rotkleewurzeln aus dem Freiland und dem
Gewadchshaus mittels HPLC-Massenspektrometrie (MS) auf ihre phenolischen
Bestandteile. Dabei konnten sie 28 Verbindungen detektieren.

Die Wurzeln aus dem Gewdchshaus enthielten am meisten Formononetin-Glykosid-
Malonate, und die Aglyka Formononetin und Biochanin A, wahrend die Wurzeln aus
dem Freiland hohe Konzentrationen an Formononetin-Glykosid-Malonaten, Maa-
ckiain-Glykosid-Malonaten und Pseudobaptigenin-Glykosid-Malonaten enthielten.
Im Sommer war die Ausbeute der phenolischen Verbindungen hdéher als im Herbst.
AulBerdem stellten sie fest, dass die Konzentrationen der Isoflavonoid-Aglyka der
Wurzeln aus dem Gewachshaus um 39 mal héher waren als jene der Wurzeln aus
dem Freiland.

Drenin et al. (2010; 2011) isolierten erstmals das Monoglykosid Prunetin-4'-O-a-D-
glucopyranosid aus Rotklee.



3.1.1.1 Verteilung der Isoflavone in der Pflanze

Saviranta et al. (2008) untersuchten verschiedene Rotkleeextrakte aus Blatt, Stamm,
Wurzel und verschieden gefarbten Bliten, die entweder aus dem Gewachshaus oder
dem Freiland stammten, auf die Konzentrationen von Daidzein, Genistein,
Formononetin und Biochanin A.

In den Gewachshausproben fanden sich die hochsten Konzentrationen von Daidzein
(0,11 - 0,28 mg-g' Trockengewicht) und Genistein (0,30 - 0,54 mg-g*
Trockengewicht) in den Blattstielen. In den Freilandproben waren die
Konzentrationen von Daidzein und Genistein in den Stielen (0,24 und 0,55 mg-g*
Trockengewicht) im August am hochsten. In den Gewachshausproben waren die
Blatter reich an Formononetin (5,57 — 9.05 mg-g"* Trockengewicht) und Biochanin A
(10,94 - 14,59 mg-g* Trockengewicht). Im Gegensatz dazu wurden in den
Freilandproben die hdchsten Konzentration von Formononetin (7,47 mg-g*
Trockengewicht) und Biochanin A (9,69 mg-g* Trockengewicht) in jungen Blattern
gefunden.

Dass die Wachstumsphasen (Bliten-, vegetatives und Fruchtstadium) von Rotklee
eine Auswirkung auf die Isoflavonkonzentrationen haben, zeigten Gikas et al. (2008)
mittels HPLC-Diodenarray-Detektions (DAD)-Analysen.

Im vegetativen Stadium waren die Werte am hochsten (12,8 mg Isoflavone/g
Trockengewicht) und im Fruchtstadium die Konzentration etwas geringer (12,4 mg
Isoflavone/g Trockengewicht), wahrend im Bllutenstadium die geringsten
Konzentrationen gefunden wurden (9,8 mg Isoflavone/g Trockengewicht).

Dartiber hinaus konnten sie feststellen, dass Formononetin in allen
Wachstumsphasen in hoheren Konzentration vorlag als Biochanin A, beide die
hochsten Konzentrationen im vegetativen Stadium erreichten, wahrend die hochste
Konzentration von Daidzein und Genistein im Fruchtstadium vorlag.

3.1.2 Sauren

Tsurkan et al. (2008 b) identifizierten mittels HPLC in den Bliiten des Rotklees 17
Aminosaduren. Dabei konnten sie eine Gesamtmenge von 3,96% feststellen. Die
Hauptkomponenten waren Asparaginsaure mit 1,48% und Prolin mit 1,35%.

Neben 15 anderen Komponenten konnten Peng et al. (2008) erstmals aus Rotklee
Salicylsaure isolieren.

Klejdus et al. (2008) konnten aus einem Blatterextrakt Protocatechusdure, p-
Hydroxybenzoesaure, Vanillinsdure, Kaffeesdure, Syringasdure sowie p-
Cumarinsdure identifizieren.



Mittels HPLC-Ultraviolett-Spektroskopie (UV)-MS untersuchten Olah et al. (2010)
Polyphenole in einem nativen und einem hydrolysierten Rotkleeextrakt. Dabei
konnten die Phenolcarbonsauren p-Cumarsaure, Gentisinsdure, Chlorogensaure und
Ferulasdure erstmals in Trifolium pratense beschrieben werden.

3.1.3 Polysaccharide

Tsurkan et al. (2008 a) quantifizierten in Rotklee 11,46% Polysaccharide.

3.1.4 Atherisches Ol

In den frischen oberirdischen Teilen von Rotklee wurde mittels
Wasserdampfdestillation ein Gesamtgehalt von 0,018% G/G eines blassgelben
atherischen Ols bestimmt. Mittels Gaschromatographie mit
Flammenionisationsdetektor und Gaschromatographie mit MS konnten lber 60
Komponenten identifiziert werden. Als Hauptkomponenten wurden Alkohole
(36,1%) identifiziert, neben Ketonen (22,8%), Aldehyden (7,3%), Sauren (6,7%)
Terpenen (Monoterpene mit 6,0% und Sesquiterpene mit 1,9%), Estern (1,1%),
Phenolen (1,0%) und Kohlenwasserstoffen (0,6%)(Tava et al., 2009).

3.1.5 Weitere Inhaltsstoffe

Wang et al. (2011 a) isolierten erstmals mittels HPLC und RP-HPLC Stig-
mast-4-en-3-on, Stigmast-4-en-3,6-dion, a-Stigmast-4-en-3,6-dion, 12-en-3-one-me-
thyl-oleanolicat und 1-Hydroxy-5,6,7-trimethoxy-xanthon aus einem ethanolischen
Rotkleeextrakt.

Das Cyclopolyol Pinitol konnte erstmals in Rotklee nachgewiesen werden (Drenin et
al., 2011).

3.2 Isoflavonkonzentrationen in Nahrungserganzungsmitteln

In einer Studie von Clarke et al. (2008) wurden 35 Nahrungsergdanzungsmittel aus
UK, Kanada und Italien mittels Flissigkeitschromatographie (LC)-MS/MS auf ihre
Isoflavonkonzentration untersucht.

Die Mehrheit der Produkte enthielt Soja mit den Isoflavonen Genistein, Daidzein,
Glycitein und Rotklee mit den Hauptkomponenten Formononetin und Biochanin A.
Kudzu, das auch Puerarin enthalt, war nur in einigen Produkten enthalten.

Nur 14 der 35 getesteten Proben enthielten mit mehr als 40 mg/d an Isoflavon-
Aglyka, eine Dosis, die flr einen therapeutischen Effekt verantwortlich gemacht



wird. 11 Proben erfullten den deklarierten Wert (x 20%) nicht und bei
bestimmungsgemalen Gebrauch von 6 Proben ware die Tagesdosis weniger als 10
mg Isoflavone.

In der Studie von Schwartz et al. (2008) wurden 11 Nahrungsergdanzungsmittel
(basierend auf Soja und/oder Rotklee) mittels HPLC mit coulometrischer
Elektrodenarray Detektion auf ihren Isoflavongehalt und ihren Anteil an freien
Aglyka und Glycosiden getestet und mit den Herstellerangaben verglichen.

In sechs von elf Produkten entsprach der Isoflavongehalt den Herstellerangaben
oder war geringfiigig hoher. Im Vergleich der freien Aglyka und Glykosidanteile,
stimmten acht von elf Praparaten mit den Herstellerangaben lberein.

Der Isoflavongehalt lag zwischen 12,0 — 45,6 mg/Kapsel bzw. Tablette und der
Gehalt der freien Aglyka und Glykoside bei 12,2 — 51,6 mg/Kapsel bzw. Tablette.

Mittels RP-HPLC quantifizierten Reiter et al. (2009) Isoflavone aus 19
Nahrungserganzungsmitteln, die bei menopausalen Beschwerden Anwendung
finden.

Nur bei funf Prdparaten stimmten die angegeben Werte mit der Deklaration
Uberein oder waren etwas hoéher als deklariert. Die tagliche Isoflavonaufnahme lag
basierend auf den bestimmten Gehalten zwischen 5,7% und 186,9% der
angegebenen Isoflavonmengen.



4. In Vitro Studien

Bei den folgendem in vitro Studien wurde die Wirkung von Rotkleeextrakten, ihren
Isoflavonoiden und deren Metaboliten in verschiedenen Assays auf enzymatischer
Basis bzw. an unterschiedlichen Zelllinien getestet.

4.1 In Vitro Studien mit Testsubstraten

Wang et al. (2009) untersuchten die Wirkung eines Rotkleeextraktes (mindestens
40% Flavonoidgehalt) auf das Enzym Matrix Metalloproteinase 16 (MMP-16).

Dabei konnte die MMP-16 Aktivitat durch das Extrakt gehemmt werden, Biochanin
A, Daidzein und Genistein zeigten keine hemmende Wirkung. Nur Formononetin
konnte dosisabhangig die Aktivitat schwach hemmen. Von 33 Fraktionen, in die das
Extrakt mittels Sdulenchromatographie aufgetrennt worden war, konnten nur zwei
(eine davon dosisabhéngig) die Aktivitat hemmen.

Die Auswirkungen der menschlichen Darmflora auf den Abbau der Isoflavone Irilon
und Genistein untersuchten Braune et al. (2010).

Nach Inkubation von Irilon oder Genistein mit Fakalpraparaten (FP) von zehn
Freiwilligen zeigten LC-DAD/MS Analysen, dass Irilon sehr bestandig gegenliber dem
humanem Mikrobiom war. In sehr geringen Konzentrationen wurde Dihydroirilon
gebildet.

Dagegen kam es beim Abbau von Genistein durch FP zu starkeren Unterschieden in
der Abbaurate und den metabolischen Mustern.

In einem weiteren Experiment wurde der Abbau von Irilon und Genistein durch das
Darmbakterium Eubacterium ramulus untersucht. Auch dabei zeigte sich, dass Irilon
sehr bestandig war und Genistein stark metabolisiert wurde.

Eine 6,7-Methylendioxybriicke unterscheidet Irilon von Genistein und kdnnte dafir
verantwortlich sein, dass Irilon durch menschliche Darmbakterien kaum abgebaut
wird.

4.2 In Vitro Studien in Zellsystemen
4.2.1 Testung an verschiedenen Tumorzelllinien

Mittels Proliferationsassays an elf verschiedenen menschlichen Krebszelllinien
(Dickdarm, Prostata, Brust, Zervix, Leber, Pankreas, Magen und Eierstdcke) und einer
Fibroblastenlinie untersuchten Reiter et al. (2011) die Effekte von Isoflavonen und
Extrakten aus Soja und Rotklee auf die Zellproliferation, Apoptoseinduktion und den
Zellzyklusarrest.

Die Proliferation mehrerer Zelllinien konnte durch Isoflavone und Pflanzenextrakte



reduziert werden, wobei am starksten Biochanin A wirkte.
Genistein induzierte am starksten Apoptose, Nekrose und Zellzyklusarrest.

Wang et al. (2008 b) untersuchten die Wirkung von Biochanin A auf die Aromatase-
Aktivitdt und die Genregulation in MCF-7aro- (Brustkrebszellen infiziert mit
humanen CYP19) und SK-BR-3-Brustkrebszellen.

In MCF-7aro Zellen hemmte Biochanin A die Aktivitat der Aromatase mit einem 1Cso
Wert von 8 uM und reduzierte die Testosteron-induzierte Proliferation.

In beiden Zelllinien hemmte Biochanin A (50 uM) die Aktivitdt der Promotoren 1.3
und II.

Um mehr als 80% konnte Biochanin A (100 uM) die Aromatase mRNA und die
Proteinexpression in SK-BR-3 Zellen reduzieren. AuBerdem verminderten 25 uM
Biochanin A die Aromataseaktivitat signifikant.

Genistein hemmte ebenfalls in SK-BR-3 Zellen die CYP19 Transkriptionsaktivitat der
Promotoren |.3 und Il

Die Ostrogene Wirksamkeit von verschiedenen Isoflavonen aus Rotklee und Soja
testeten Lin et al. (2008). In einem rekombinanten Hefe-Assay mit palindromen
Estrogen Response Element und einem ADE2 Reporter System, zeigten Genistein (1
uM) > Biochanin A, Formononetin (5 uM) > Daidzein (10 uM) > Glycitein (> 10 uM)
Wirksamkeit. Als Kontrolle wurde Ostradiol (E,) verwendet.

In MCF-7 Zellen wurden Onkogene (hTERT, c-MYC, Bcl2 und Ha-ras) und Nicht-
Onkogene (QR, C3 und COX7RP), die durch Ostradiol reguliert werden, als
Markergene herangezogen. Die Isoflavonoide beeinflussten die Expressionsmuster
der Markergene deutlich, wobei es Unterschiede gab zu den Expressionsmustern
durch Ostradiol.

Dabei wurde das Expressionslevel fiir die Onkogene hTERT, c-MYC, BcL2 und Ha-ras
durch E, erhoht. Die Isoflavonoide zeigten eine Erniedrigung der hTERT
Transkription (p<0,05). Das Expressionslevel von Ha-ras wurde durch Formononetin,
Biochanin A und Glycitein erniedrigt. Wahrend Genistein die mRNA von c-MYC
erhohte, konnten die anderen vier Isoflavone den Expressionslevel von Bcl2
erhohen.

Bei den Nicht-Onkogenen erhéhten alle funf Isoflavonoide den Expressionslevel von
C3, wahrend der QR Wert nur wenig gesenkt werden konnte und es fliir COX7RP
keinen Effekt gab.

AuBerdem konnten Biochanin A und Formononetin die Ostradiol induzierte
Expression der Onkogene hemmen (p<0,05) (s. Abb. 5, S. 10).
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Abb. 5: Dosisabhangiger Effekt der Isoflavonoide auf das Expressionslevel der primar ER-
regulierenden Gen Profile in MCF-7 Zellen
A: Biochanin A, B: Formononetin, C: Daidzein, D: Glycitein und E: Genistein
(nach Lin et al., 2008)
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Die 6strogenen und antitstrogenen Effekte eines Nahrungserganzungsmittel auf das
Zellwachstum von MCF-7 Brustkrebszellen testeten Ju et al. (2008). Dabei konnten
sie feststellen, dass die Proliferation durch geringe Konzentrationen (0,1-50 ug/ml
Medium) eines Dimethylsulfoxid (DMSO) Extraktes erhoht wurde. Hingegen wurde
das Zellwachstum durch héhere Konzentrationen gehemmt.

Chen et al. (2011) stellten fir unterschiedliche Formononetinkonzentrationen an
MCF-7-Zellen Proliferationshemmung fest.

Formononetin induzierte dosisabhangig den Zellzyklusarrest und reduzierte die
Expression von Cyclin D1 mRNA. Ebenfalls dosisabhangig konnte Formononetin die
Inaktivierung der Antikérper p-IGF-1R, pAkt und Cyclin D1 induzieren.

An verschiedenen Brustkrebszelllinien zeigten Chen et al. (2012), dass Formononetin
die Proliferation von Ostrogen-positiven MCF-7 und T47D Zellen hemmte (p<0,05),
aber in Ostrogen-negativen MDA-MB-435S Zellen keine Hemmung erfolgte.
Formononetin aktivierte dosisabhangig den Mitogen-aktivierte Proteinkinasen
Kaskade (MAPK) Signalweg und flihrte zu einer Erhéhung der Expression von BCL2-
associated X (Bax) mRNA und der Proteinexpression von rat sarcoma (Ras), rapidly
accelerated fibrosarcoma (Raf) und Bax. Die Proteinexpression von B Zell Lymphom
2 (Bcl2) wurde dagegen reduziert.

In den MCF-7-Zellen konnte Formononetin Apoptose induzieren, die abgeschwacht
wurde, wenn die Zellen mit einem p38MAPK Inhibitor vorbehandelt wurden.

Mannella et al. (2012) untersuchten das Eindringen und die Migration von
verschiedenen Brustkrebszellen nach der Behandlung mit Rotkleeextrakten.

Zur Untersuchung der Zellwanderung wurde ein horizontales Migrations-Assay mit
T47-D Zellen verwendet. Die Zellmigration wurde durch Ostradiol verstirkt, durch
eine Behandlung mit Genistein oder einer Mischung aus Isoflavonen jedoch wieder
reduziert.

Durch die Behandlung der T47-D Zellen mit Ostradiol/Genistein oder Ostradiol/lso-
flavongemisch konnten die durch Ostradiol induzierten morphologischen Verinde-
rungen des Zytoskelettes verringert werden und die durch Ostradiol induzierte Phos-
phorylierung von Moesin verhindert werden.

In einer 3-D Matrix wurde die Zellinvasion von T47-D Zellen durch die Behandlung
mit Ostradiol, Genistein oder dem Isoflavongemisch geférdert. Eine kombinierte
Behandlung mit Ostradiol und Rotkleeextrakt fiihrte zur Hemmung der Ostradiol-
induzierten Invasion (s. Abb. 6, S. 12).
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Abb. 6: Effekt der Rotklee Phytodstrogene auf die Invasion von T47-D Brustkrebszellen
(nach Mannella et al., 2012)

Toh et al. (2012) untersuchten acht verschiedene ethanolische Extrakte von
Pflanzen, die zur Behandlung menopausaler Beschwerden verwendet werden, auf
ihre Fahigkeit, in T47D Zellen mit dem Progesteron Rezeptor (PR) zu interagieren
oder die Progesteron responsive element (PRE) Luziferase zu induzieren.

Eine Interaktion mit dem PR zeigten nur vier Extrakte, wobei nur das Rotkleeextrakt
(20 pg/ml) die PRE Luziferase induzieren konnte.

In einer Bibliothek mit 26 Komponenten aus Rotklee, die an PR binden und die PRE
Luziferase induzieren, konnte Kaempferol als Wirkkomponente in Rotklee
identifiziert werden. Naringenin (10 uM) konnte nur am PR binden, die PRE
Luziferase aber nicht induzieren.

In T47D Zellen wurde mit 250 uM von Kaempferol oder Naringenin die ZBTB16
mRNA (ein auf Progesteron ansprechendes Gen) induziert und Kaempferol
reduzierte die Progesteron induzierte PRE Luziferase.

In HESC Zellen konnten 100 uM von Kaempferol oder Naringenin die Prolactin
Expression induzieren und Kaempferol dosisabhangig die PRE Luziferase aktivieren.

12



Der Metabolismus von Dehydroepiandrosteron (DHEA) wurde in der Kokultur von
LAPC4 Prostatakrebszellen mit 6S Prostatastromazellen in Anwesenheit von
proinflammatorischen Zytokinen wie TGFB1 untersucht sowie die Auswirkungen von
Rotkleeisoflavonen auf dieses Testsystem.

Die Prostataspezifisches Antigen (PSA) Proteinsekretion wurde um das zwei bis
vierfache, die PSA Genexpression auf das 50-fache erhoht und die Produktion von
Testosteron wurde ebenfalls verstirkt, wenn die LAPC4/6S Kultur mit einer
Kombination von TGFB1 und DHEA behandelt wurde (p<0,01).

Rotkleeisoflavone hatten dagegen den umgekehrten Effekt. Die PSA Protein- und
Genexpression konnte durch eine Behandlung mit 100 nmol/L Rotkleeisoflavonen
gesenkt werden und die Testosteronsekretion in mit TGFB1 und DHEA behandelten
LAPC4/6S Kulturen wurde gehemmt.

In 6S Zellen wurde die Expression des Androgen Rezeptors (AR) durch Behandlung
mit TGFB1 und DHEA erhoht, wahrend Rotklee den Effekt umkehrte (Gray et al.,
2009).

Ebenfalls in einer Kokultur von LAPC4 Zellen und 6S Zellen, die mit DHEA behandelt
wurde, wurden die Auswirkungen von Rotkleeisoflavonen und TGF-B1 auf die
Hydroxysteroid-Dehydrogenasen 3B-HSD, HSD-17B1 und HSD-1785, die bei der
Metabolisierung von DHEA zu Testosteron eine Rolle spielen, untersucht.

Die Proteinexpression der HSD Enzyme wurde durch TGF-B1 erhéht und in 6S Zellen
war die Expression hoher als in den LAPC4 Zellen. Durch Rotklee konnte die durch
TGF-B1 erhohte Proteinexpression von 3B3-HSD Aggregaten gehemmt werden, aber
nicht die Expression von HSD-171 (p<0,01).

TGF-B1 blockierte die Interaktion zwischen dem TGF-B1 Rezeptor und den 3B-HSD
und HSD-17B1 Aggregaten (p<0,01). Dagegen wirkte Rotklee hemmend auf diesen
Effekt bei 3B-HSD Aggregaten, aber nicht bei HSD-17p1 Aggregaten (Liu et al., 2011).

Mittels 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl-)-2,5-diphenyl-tetrazoliumbromid (MTT) Assay
und Annexin V/PI doppelfiarbender Durchflusszytometrie wurde die Wirkung von
Rotkleeisoflavonen auf menschliche benigne Prostatahyperplasie (BPH)
Stromazellen getestet. Die Isoflavone hemmten die Proliferation und induzierten
Apoptose bei einer Konzentration von 25 pg/ml (Chen et al., 2010 a).

Formononetin hemmte die Proliferation in zwei verschiedenen Prostatakrebs
Zelllinien (PC-3 und LNCaP) (p<0,05), wobei der Effekt in den LNCaP-Zellen am
starksten war.

In den LNCaP-Zellen wurde Apoptose induziert, dosisabhangig die Bax mRNA und
Protein Expression erhdht und die Proteinexpression von p-ERK1/2 erniedrigt (Ye et
al., 2012).
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Biochanin A verstarkte die TNF-related apoptosis including ligand (TRAIL)-induzierte
Cytotoxizitat an den Prostatakrebs Zelllinien LNCaP und DU145.

Biochanin A sensibilisierte die TRAIL-resistenten LNCaP-Zellen, durch eine Erhéhung
des mitochondrialen Membranpotentials und der TRAIL-R2 Expression sowie durch
die Verringerung der Nuklear Faktor Kappa Beta (NF-kB) Aktivierung (Szliszka et al.,
2013).

Lin et al. (2011) isolierten Biochanin A als die aktive Komponente aus einem
Rotkleeextrakt, der hemmende Wirkung auf die Melanogenese von B16
Melanomzellen gezeigt hatte.
Biochanin A und Formononetin fiihrten zu einer signifikanten, dosisabhangigen
Hemmung der Melanogenese. Biochanin A fihrte auch zu einer Abnahme der
zelluldren Tyrosinaseaktivitat.

Vorbehandlung mit Biochanin A (1, 10, 50 und 100 uM) konnte den zytotoxischen
Effekt von L-Glutamat in PC12 Rattenphdaochromocytomzellen mildern (1uM: 72,9 +
2,21%, 10uM: 80,1 £ 0,55%, 50uM: 85.9 + 1,5% und 100 uM: 92,7 + 1,88%) und
flhrte zu einer Abnahme der LDH Abgabe, der Apoptose und der Caspase 3 Aktivitat
sowie zu einer Zunahme der Glutathion-Werte (Tan et al., 2013).

4.2.2 Testung an Nervenzelllinien

In einer Untersuchung der neuroprotektiven Wirksamkeit von Isoflavonen an HCN-1-
A-Zellen gegeniiber der Toxizitdt von Glutamat konnte eine konzentrationsabhangige
Abnahme der Lebensfdhigkeit von Neuronen nach Behandlung mit Glutamat
festgestellt werden. Durch eine 24-stiindige Vorbehandlung der Zelllinie mit
angereicherten Isoflavonen (IEF) konnte die Uberlebensrate signifikant erhoht
werden.

Die durch Glutamat bewirkten morphologischen Schadigungen konnten durch IEF
bzw 17-B-Estradiol verhindert werden (s. Abb. 7, S. 15) (Occhiuto et al., 2008).
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Abb. 7: Mikroskopische Bilder der morphologischen Schaden durch Glutamat in HCN 1-A
Zellen (nach Occhiuto et al., 2008)

Die Lipopolysaccharid (LPS)-induzierte Abnahme der dopaminergen Neuronen und
der Dopaminaufnahme in Kulturen mesenzephalischer Gliazellen von Ratten wurde
durch die Rotkleeisoflavone (Formononetin, Daidzein, Pratensein, Calycosin und
Irilon) reduziert.

Aullerdem konnten diese Isoflavone in Gliazellkulturen sowie in Mikroglia-
angereicherten Kulturen die LPS-induzierte Mikrogliaaktivierung und somit auch die
Abgabe von proinflammatorischen Faktoren (TNFa, NO und Superoxid) hemmen.
Die neuroprotektive Wirksamkeit war wie folgend: Pratensein > Daidzein > Calycosin
> Formononetin > Irilon (Chen et al., 2008).
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Occhiuto et al. (2009) testeten in einem weiteren Experiment die neuroprotektive
Wirksamkeit eines Rotkleeextraktes an HCN 1-A Zellen gegeniiber Wasserstoffper-
oxid. In allen Experimenten wurden 100 pg/ml Wasserstoffperoxid als Ausloser von
oxidativem Stress verwendet.

Es zeigte sich, dass die Lebensfahigkeit der Zellen durch eine 24-stiindige
Vorbehandlung mit einem lIsoflavonextrakt (0,5; 1 bzw. 2 ug/ml) um 45% + 5%
erhéht werden konnte und dass das Extrakt und Ostradiol Neuronen vor oxidativen
Stress schiitzen kdnnen.

Die protektive Wirkung konnte auch durch die mikroskopische Untersuchung
morphologischer Veranderungen nachgewiesen werden (s. Abb. 8).

Abb. 8: Mikroskopische Bilder der morphologischen Schaden durch Wasserstoffperoxid in
HCN 1-A Zellen (nach Occhiuto et al, 2009)
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Die durch die Cytotoxizitdat von N-methyl-D-Aspartat verursachte Apoptose von
kortikalen Neuronen aus embryonalen C57B1/6 Mausen konnte durch
Formononetin vermindert werden (p>0,05), wobei die Zellen in der friihen Phase
der Apoptose den starksten Effekt zeigten (p<0,01).

Die antiapoptotische Wirkung von Formononetin beruhte auf der Hochregulierung
von Bcl-2, der Downregulation von Bax sowie der Verringerung der Procaspase 3
Clearance und der Caspase-3 Expression (Tian et al., 2013).

4.2.3 Testung der antiinflammatorischen Aktivitat

Ein Extrakt aus Rotklee konnte die Aktivierung und Proliferation von Maus CD3" T-
Lymphozyten, als auch die GbermaRige Produktion von inflammatorischen Faktoren
(CD69, CD25 und CD71) dosisabhangig hemmen. In LPS-stimulierten
Mausmakrophagen wurde die NO-Sekretion gehemmt (Yang et al., 2008).

In LPS-induzierten Makrophagen (RAW 264.7 Zellen) wurde die Freisetzung
verschiedener inflammatorischer Mediatoren durch Rotkleeextrakte, Isoflavone und
Metaboliten untersucht.

Durch den Rotkleeextrakt konnte Interleukin-6 (IL) (ICs, = 65 pg/ml) und Tumor
Nekrose Faktor a (TNFa) (ICsp = 252 pg/ml) dosisabhangig gesenkt werden und
deren Sekretion durch Daidzein (TNFa: ICso = 40 £ 5 nM, IL-6: ICso = 18 = 8 nM),
Biochanin A (TNFa: ICsp = 8 £ 3 nM, IL-6: IC5, = 65,2 + 14,25 nM), Genistein (IL-6: ICso
= 41,3 + 6,0 nM) und den Metaboliten Equol (IL-6: ICs, = 5,9 £+ 0,4 nM) und O-
Desmethylangolensin (ODMA) ebenfalls gehemmt werden.

Die IL-10-Sekretion konnte vom Metaboliten Equol (ICs, = 4,3 £ 0,2 nM) und von
Genistein (ICsp = 33 + 8 nM) und Biochanin A gehemmt werden.

Das Extrakt, Biochanin A, Genistein und Daidzein und in geringerem MaRe
Formononetin, Equol und ODMA reduzierten die Expression von NF-kB. Wahrend
die Expression der induzierten Stickstoffmonoxid Synthase (iNOS) durch Biochanin A
und Formononetin reduziert wurde, konnte die Expression von Cyclooxygenase 2
(COX-2) durch das Rotkleeextrakt und Biochanin A vollstindig unterdriickt werden
und durch Equol reduziert werden (Mueller et al., 2010).

Die entziindungshemmenden und antiproliferativen Wirkungen von Biochanin A aus
Rotklee untersuchten Kole et al. (2011) an RAW 264.7 Zellen und peritonealen
Mausmakrophagen.

In peritonealen Makrophagen konnte Biochanin A dosisabhdngig die LPS-induzierte
NO-Produktion und die iNOS-Expression hemmen. In RAW 264.7 Zellen, die mit
unterschiedlichen Konzentrationen von Biochanin A behandelt wurden, zeigte sich,
dass die durch LPS-induzierte NF-kB Bindungsaktivitdt gehemmt werden konnte.
Biochanin A hemmte die LPS-induzierte IkBa (Inhibitor des Nuklear Faktor Kappa
Beta Alpha) Phosphorylierung und IkB Kinaseaktivitdat. In RAW 264.7 Zellen und
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peritonealen Mausmakrophagen hemmte Biochanin A durch die Blockade der LPS-
induzierten Phosphorylierung von IkBa und p38 MAPK die Produktion der Zytokine
IL-6, IL-18 und TNFa.

Ein Rotkleetrockenextrakt hemmte die Migration von Leukozyten durch alle
getesteten Konzentration (5, 10, 25, 50 und 100 pg/ml, p<0,001) (Ramos et al.,
2012).

Manna (2012) zeigte an Jurkat T-Zellen, dass Biochanin A die durch IL-8 induzierte
Aktivierung von NF-kB, Aktivator Protein 1 und IkB Kinase (IKK) hemmt. Dagegen
konnten Formononetin und Genistein die durch IL-8 bedingte IKK Aktivitdt nur
partiell hemmen.

Auch die durch Pervanadat (Tyrosin-Phosphatase Inhibitor), Phorbol-12-myristat-13-
acetat, LPS und H,O, induzierte IKK Aktivitat bzw. NF-kB Aktivitdt konnte durch
Biochanin A gehemmt werden.

Die durch IL-8 induzierte Aktivitat der Lymphozyten spezifischen Protein Tyrosin
Kinase und Spleen Tyrosin Kinase konnte von Biochanin A und Genistein geghemmt
werden. AuBBerdem zeigte sich, dass Biochanin A die Aktivierung von NF-kB durch
TRAF6 komplett, durch TRAF2 nur partiell hemmen konnte.

Durch in silico Versuche wurde gezeigt, dass Biochanin A und in geringerem Mal3e
auch Genistein mit der Serin/Threonin Kinase interagieren.

4.2.4 Testung an Tracheagewebe

An isolierten Luftrohren von Meerschweinchen hemmte Biochanin A die durch
Ovalbumin hervorgerufenen Kontraktionen ab einer Konzentration von 10uM (Ko et
al., 2011).

4.2.5 Testung an Osteoklasten und Osteoblasten

In Osteoblasten von Ratten fiihrte Biochanin A (10 bis 10 M) zu einer signifikanten
Preosteoblastenproliferation und einer Differenzierung von Preosteoblasten zu
Osteoblasten (p<0,05). Die Osteoblastenmineralisierung wurde erhoht. AuRerdem
konnte Biochanin A die Proliferation von Preosteoklasten und Osteoklasten hemmen
(p<0,05) und die Knochenresorption durch Osteoklasten reduzieren. Die Expression
und Aktivitat der alkalischen Phosphatase wurde durch Biochanin A erhoht (Su et
al., 2013).
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4.2.6 Testung an der Prostata

Ein Rotkleeextrakt flhrte zu einer signifikanten Hemmung von Kontraktionen, die in
isolierten  Prostatas von Ratten durch Acetylcholin, Noradrenalin und
Adenosintriphosphat hervorgerufen wurden (Brandli et al., 2010).

4.2.7 Testung auf antimykotische Wirkung

Saviranta et al. (2008) untersuchten verschiedene Rotkleeextrakte aus Blatt, Stamm,
Wurzel und verschieden gefarbten Bliten auf ihre antimykotische Aktivitdt. Die
meisten Extrakte hemmten das Wachstum von Drechslera teres und Wurzelextrakte
hatten den starksten Effekt auf Microdochium nivale.

4.3 In Vitro Studien zur Rezeptorbindung

Biochanin A und Formononetin wurden auf ihr Potential zur Transaktivierung des
Arylhydrocarbon Rezeptor (AhR) an YCM3 Hefezellen getestet.

Beide Isoflavone zeigten starkes AhR Transaktivierungspotential (Biochanin A:
1,3x107"mol/l, Formononetin: 2,5x107 mol/l).

Auch Coumestrol wies agonistisches Potential (ICs, = 1,0x10° mol/l) auf, Daidzein
und Genistein hatten keinen agonistischen Effekt am AhR (Medakovic et al., 2008).

Der Peroxisom Proliferator aktivierende Rezeptor y (PPARy) spielt eine wichtige Rolle
bei Diabetes Typ 2 und dem metabolischen Syndrom.

Genistein und Biochanin A wurden als starke Liganden (ICs, 19,6 uM bzw. 22,5 uM)
und Aktivatoren (ECso 18,7 uM bzw. 39,5 uM) des PPARy identifiziert.

Blatter- und Bliitenextrakt zeigten ebenfalls signifikante Bindungsaffinitaten (ICs
12,9 + 2,3 ug/mL bzw. 7,5 £ 0,9 pg/mL) und Transaktivierungsaktivitaten (ECs, 28,9
1,4 pg/mL bzw. 23,4 + 2,9 ug/mL).

Die Transaktivierungsaktivitditen und die Bindungsaffinititen waren bei einigen
Metaboliten hoher als bei den genuinen Substanzen. So zeigte z.B. 6-
Hydroxydaidzein mit einer ICso von 3,3 uM die hochste Bindungsaffinitat.
6-Hydroxydaidzein und 3’-Hydroxygenistein Gberschritten mit 117,6% und >137,4%
auch die maximale Transaktivierungsaktivitat von Rosiglitazon als Positivkontrolle
(Mueller et al., 2008).

Pfitscher et al. (2008) untersuchten in zwei verschiedenen Hefeassays die
Transaktivierungs- und Bindungseigenschaften von Isoflavonen und ihren
Metaboliten auf den Ostrogen Rezeptor a (ERa) und Ostrogen Rezeptor B (ERB), den
AR und den PR.

Im Radioligandenassay wiesen Equol und 3’OH-Genistein die hochste Affinitat zu
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ERa und ERP auf. Zum AR und PR zeigten alle untersuchten Komponenten (Biocha-
nin A, Formononetin, Genistein, Daidzein, Dihydrobiochanin A, Dihydroformonone-
tin, Dihydrogenistein, Dihydrodaidzein, Equol, Angolensin, Desmethylangolensin, 3’-
Hydroxygenistein, 6-Hydroxydaidzein, 6-Hydroxydesmethylangolensin und p-Ethyl-
phenol) nur sehr schwache Bindungsaffinitaten.

Beim Hefetransaktivierungsassay konnte keine der untersuchten Komponenten den
PR oder AR aktivieren. Equol und Angolensin zeigten das hochste
Transaktivierungspotential fir ERa.

Zusammenfassend zeigte sich, dass die Rezeptoraffinitdt und die Transaktivierungs-
eigenschaften abhéangig sind von metabolischen Verdanderungen. Partiell agonisti-
sche Eigenschaften wurden durch Reduktion oder Demethylierung, antagonistische
Eigenschaften durch Hydroxylierung von Isoflavonen hervorgerufen.

In einem Vergleich von 19 Rotklee- und Sojapraparaten hinsichtlich ihrer Bindungs-
und Transaktivierungsaktivitdten gegentber sechs verschiedenen Rezeptoren (ERa,
ERB, AR, PR, PPARy und AhR) zeigten die Extrakte Bindungsaktivitat zu Era.

Die Bindungsaktivitat zu ERB war hoher als zu ERa. Auch an den AR, PR, PPARy und
ERB Rezeptoren konnte fiir die meisten Praparate Bindungsaktivitdt nachgewiesen
werden, die am PPARy am hdochsten war. (s. Abb. 9, S. 21).

Transaktivierungsaktivitat konnte am ERa bei 18 Praparaten, am PPARy bei 16
Praparaten und am AhR bei 17 Praparaten festgestellt werden (s. Abb. 10, S. 22)
(Reiter et al., 2009).

Mueller et al. (2010) untersuchten die Aktivierung von PPARa (Peroxisom
Proliferator aktivierender Rezeptor a) durch Rotkleeextrakte, deren Komponenten
und ihrer Metaboliten in einem Transfektionsassay aus NIH-3T3 Mausfibroblasten
mit dem chimadren pGAL4-hPPARa-LBD Expressionsplasmid.

Genistein, Biochanin A aktivierten PPARa moderat. Durch zwei Rotkleeextrakte kam
es zu einer signifikanten Aktivierung, wahrend die Metabolite 6-Hydroxydaidzein
und 3’-Hydroxygenistein am starksten aktivierten.
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Abb. 9: Bindungsaktivitdten der 19 Rotklee- und Sojapraparate

A: schwarzer Balken: ERa, linierter Balken: ERB
B: schraffierter Balken: AR, gepunkteter Balken PR

C: PPARYy (Reiter et al., 2009)
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Abb. 10: Transaktivierungsaktivitat der 19 Rotklee- und Sojapraparate
A:ERa, B: PPARy, C: AhR (Reiter et al., 2009)



4.4 In Vitro Studien zur Pharmakokinetik

Isoflavone aus 6 Rotkleeprodukten wurden an Caco-2-Zelllen getestet. Durch die
unterschiedlichen Isoflavonwerte in den Produkten wurde die intestinale
Absorptionsrate von Formononetin und Biochanin A beeinflusst. Die Permeabilitat
von Formononetin und Biochanin A war in allen Proben dhnlich, wurde aber durch
die Produktmatrix beeinflusst.

Bei Metabolisierung und Ausscheidung der Isoflavone konnte man feststellen, dass
Biochanin A das einzige Isoflavon war, das auf der apikalen als auch auf der
basolateralen Seite der Caco-2-Zellschichten deutliche metabolische Peaks zeigte.
Das glucuronidierte Biochanin A wurde jeweils Uber die apikale Seite ausgeschieden
(p<0,05).

Die Ausscheidung von glucuronidiertem Biochanin A war in Anwesenheit von
Dipyridamol (Inhibitor des Brustkrebs-resistenten Proteins), apikal als auch
basolateral um das 7,5 bis 9,4-fache reduziert (Wang et al., 2008 a).

Maul et al. (2011) untersuchten die Glucuronidierung von Irilon durch sechs
verschiedene rekombinante Uridindiphosphat-Glucuronosyltransferasen (UDP-GTs
bzw. UGT: 1A1, 1A7, 1A8, 1A10 und 2B15) in drei verschiedenen Lebermikrosomen
(Mensch, Ratte und Schwein).

Mittels HPLC-MS konnten sie zeigen, dass zwei Monoglucuronide, Irilon-0-4'-
monoglucuronid (IRI-C4") von Schweinelebermikrosomen und Irilon-O-5-
monoglucuronid (IRI-C5) von menschlichen und Rattenlebermikrosomen gebildet
wurden.

Funf der sechs rekombinanten UDP-GTs konnten Irilon metabolisieren, nur UGT2B15
konnte Irilon nicht glucuronidieren.

Die intrinsische Clearance ergab Werte zwischen 4-100 ml/min*mg, wobei die
Umsetzungsraten fir UGT1A10 am hochsten und fir UGT1A7 am niedrigsten waren.

Singh et al. (2011 b) untersuchten in Plasma und Blut von Ratten die
Plasmaproteinbindung und den Verteilungskoeffizienten von Formononetin. Die
Plasmaproteinbindung lag bei 93,61% (bei einer Gabe von 50 ng/ml) und 96,14%
(bei einer Gabe von 150 ng/ml) und der Verteilungskoeffizient bei 0,94 + 0,06 (50
ng/ml) und 0,93 £ 0,03 (150 ng/ml).

Die Permeabilitit von Formononetin in einem ,parallel artificial membrane
permeability assay” war bei einem pH zwischen 4 und 7 hoch.
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5. In Vivo Studien

Die 6strogenen Wirkungen von Rotklee wurden in tierexperimentellen Studien an
verschiedenen Organen untersucht. AuBerdem wurden die Wirkungen von Rotklee
auf den Knochenmetabolismus, die Schmerzschwelle, die Wundheilung, die
FlieReigenschaften des Blutes und Blutglucose- und Fettwerte untersucht.

5.1 Wirkung auf den Uterus

Da Rotklee in Nahrungsergdanzungsmitteln bei menopausalen Beschwerden
verwendet wird, untersuchten Overk et al. (2009) den 6strogenen Einfluss auf den
Uterus. An ovariektomierten Ratten konnten sie herausfinden, dass Rotklee keinen
Ostrogenen Einfluss auf den Uterus hat, da es zu keiner Zunahme des
Uterusgewichts kam und die sekunddren Parameter (Korpergewicht und
Scheidenzellenverhornung) nicht stimuliert wurden.

An weiblichen Kunming Mausen (n=50) testeten Mu et al. (2009) die 6strogenen
und antioxidativen Effekte von Formononetin. Die Mause wurden in 5 Gruppen
eingeteilt, eine scheinoperierte, eine OVX, eine mit Stilbestrol Ersatztherapie (0,20
mg/kg Tag) behandelte, eine, die niedrig dosiertes Formononetin (0,05 g/kg Tag)
und eine, die hoch dosiertes Formononetin (0,5 g/kg Tag) erhielt.

Als MalR fir oOstrogene Effekte von Formononetin wurde das Uterusgewicht
herangezogen. In der hoch dosierten Formononetin Gruppe war die Zunahme
geringer als in der niedrig dosierten.

Antioxidative Effekte wurden, durch die Erhéhung der Superoxiddismutase-,
Katalase- und Glutathionperoxidase-Aktivitit und einer Erniedrigung der
Malonaldehydproduktion in Serum und Organen (Leber, Herz und Niere)
nachgewiesen.

Adaikan et al. (2009) verglichen den Einfluss von Ostradiol, Daidzein und einem
Rotkleeextrakt an ovariektomierten Kaninchen, die taglich peroral entweder
Ostradiol (100 pg/kg), Daidzein (100 pg/kg) oder Extrakt (6,68 mg/kg) fur 12
Wochen erhielten.

Das Extrakt bewirkte keine signifikanten Veranderungen des Uterusgewichts. Nach
Stimulierung des Beckennervs stieg der vaginale Blutfluss durch das Rotkleeextrakt
um 59,98% und durch Daidzein um 116,74% an. Die Knochenmineraldichte war in
Extrakt-Gruppe (0,4012 g/cm?) am hdchsten. Strukturelle Verdnderungen des
Klitorisschwellkérpers, die durch Ovariektomie entstehen, konnten durch den
Extrakt als auch durch Daidzein und Ostradiol verhindert werden (s. Abb. 11, S. 25)

24



Abb. 11: Strukturelle Verdanderungen des Klitorisschwellkdrpers
A: Kontrollgruppe, B: OVX Gruppe, C: Ostradiol Behandlung, D: Daidzein Behandlung
E: Rotklee Behandlung (Adaikan et al., 2009)
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Die &strogenen Effekte von perinataler Rotkleeernidhrung bzw. Ostradiol auf
weibliche Jungtiere wurden an trachtigen Ratten untersucht, die entweder
normales Futter, Futter mit 7,5% Rotklee oder mit Ostradiol (12,5 pg/Ratte/Tag)
erhielten. Am 21. Tag nach der Geburt wurden die weiblichen Jungtiere getotet und
Gewebeproben entnommen.

Die relativen Uterus- und Eierstockgewichte waren in der Rotklee-Gruppe
gegenliber der Kontrollgruppe erhoht. Ebenfalls erhéht war die Zahl der uterinen
Driisen, die luminale EpithelzellgroBe und das Volumen des Endometriums. Die
Expression von ERa und PR im luminalen und glanduldaren Epithelium war im
Vergleich zur Kontrolle unverandert (s. Tab. 1 und 2) (Yatkin et al., 2011).

Control I pratense Estradiol

Body weights (g) 2389241 214166 1987=043

Relative ovaria 508019 687=02% 568027
weights

Relative uterus 585024 T723x021*% Ti14=042%
weights

Tab. 1: Korpergewicht, relative Uterus- und Eierstockgewichte
(nach Yatkin et al., 2011)

Control I pratense Estradiol
Number of 219+010 240=012% 203+000%
uterine glands (81) (500 (52)
Luminal 1134=011 1199=007* 1222=008*
epithelial cell (189) (228) (184)

height (um)

Tab. 2: Anzahl der uterinen Driisen und luminale Epithelzellgrof3e
(nach Yatkin et al., 2011)

5.2 Wirkung auf das Endometrium

Alves et al. (2008) untersuchten die Wirkung von Rotklee auf das Endometrium an
kastrierten, weiblichen Wistar-Ratten, die peroral Placebo, Ostradiol (0,029 mg/kg)
oder Rotklee (1,15 mg/kg) taglich Gber 28 Tage erhielten.

Das Endometrium blieb unter Rotkleebehandlung atrophisch. Im Vergleich zu der
Placebogruppe flihrte das Rotkleeextrakt zu einer erhéhten Expression von ERa und
einer niedrigeren Ki67 Expression.
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5.3 Wirkung auf die Keimdriisen

Japanische Wachtelhlihner erhielten 20%, 40% bzw. 60% Rotklee als Futterzusatz,
der entweder normal bewassert (IRC) oder Trockenstress ausgesetzt (NIRC) war, um
herauszufinden, ob Trockenstress die Ostrogene Aktivitdt des Pflanzenmaterials
beeinflusst.

Mit einem Luziferase Assay konnte gezeigt werden, dass IRC Extrakte eine hohere
Ostrogene Aktivitat hatten als NIRC Extrakte.

Rotkleezusatz fihrte zu einer signifikant verzogerten Gewichtszunahme, wobei IRC
starker wirkte als NIRC. Das absolute und relative Gewicht der Hoden wurde durch
IRC und NIRC herabgesetzt. Wahrend das absolute Eileitergewicht mit steigender
Rotklee-Dosis immer mehr abnahm, erhéhte sich das relative Eileitergewicht in der
60% IRC Gruppe. Bei den Eierstockgewichten fihrte IRC vor allem in hoheren Dosen
zu einem starker verminderten Gewicht als NIRC.

Wahrend verminderte Serumproteinwerte in der 40% und 60% IRC Gruppe
beobachtet wurden, verdanderten sich die Vitellogeninwerte nicht (Rochester et al.,
2008).

5.4 Wirkung auf Brustgewebe und Brustdriisen

An ovariektomierten Mausen, denen MCF-7 Zellen implantiert wurden, zeigte sich,
dass die orale Gabe von 500 ppm eines DMSO-Extraktes aus Rotklee das Wachstum
von MCF-7 Tumoren signifikant stimulierte (p<0,05), wahrend bei 1000 ppm Extrakt
kein Effekt beobachtet wurde. AuBerdem zeigte sich bei Tumoren in der Testgruppe
mit 500 ppm Einnahme eine um das 3,1 fache erhohte pS2 Expression (p<0,05).
Durch Untersuchung des Uterusgewichts in den Testgruppen wurde nachgewiesen,
dass das Extrakt keinen uterotrophen Effekt hervorrief (Ju et al, 2008).

Mishra et al. (2009) untersuchten an prapubertdren Ratten den Einfluss von
Biochanin A auf die Differenzierung und Proliferation von Brustepithelzellen sowie
die Expression von ERa in Brustdriisen. Ratten erhielten 16, 18 und 20 Tage nach der
Geburt entweder Biochanin A (500ug/g KG), Estradiolbenzoat (EB, 500ng/g KG) oder
DMSO (500ug/g KG) subcutan.

Nach 21 (PND 21) oder 50 (PND 50) Tagen nach der Geburt wurden die Brustdriisen
entnommen und eine erhohte Differenzierung der Brustdriisen durch Biochanin A
anhand der groReren Zahl der terminalen Endknospen der terminalen Kanale und
der Lobuli nach 21 Tagen festgestellt. Der Effekt von Biochanin A war mit EB
vergleichbar.

In der Biochanin A und der EB Gruppe zeigte sich eine verringerte ERa Expression
bei PND 21 (42,5 + 1,4%, p<0,001 und 38,8 + 0,9%, p<0,05 verglichen mit der
Kontrollgruppe: 45,9 + 0,5%) und eine erhéhte ERa Expression bei PND 50 (120%,
p<0,001 und 123%, p<0,001 verglichen mit der Kontrollgruppe: 33,9 + 0,51%). Das
Bcl2/Bax Verhéltnis war bei PND 50 erhoht (20,1 + 1,35%, p<0,001 und 22,5 *
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1,46%, p<0,001 verglichen mit der Kontrollgruppe: 16,6 + 0,41%), nicht aber bei PND
21. Die bei PND 50 erhohten Caspase-3 Werte wiesen auf verstarkte Apoptose hin.

Chen et al. (2011) testeten die Auswirkungen von Formononetin (15, 30 bzw. 60
mg/kg/d i.p. fur 20 Tage) auf das Tumorwachstum von nackten Mausen mit
Xenotransplantaten von MCF-7-Zellen. Dabei konnte Formononetin dosisabhangig
das lokale Tumorwachstum hemmen und im Vergleich zur Kontrollgruppe das
Tumorgewicht um 39,6% senken.

5.5 Wirkung auf die Leber

An ovariektomierten Ratten wurde ein isoflavonreicher Rotkleeextrakt hinsichtlich
Fettmetabolismus und Gen- und Proteinexpression in der Leber untersucht. Die
Ratten erhielten 450 mg Rotkleeextrakt/kg fiir 4 Tage. Danach wurden Blutproben
gesammelt und die Leber auf ihre unterschiedliche Genexpression mittels DNA-
Microarrays untersucht.

Das Rotkleeextrakt fihrte zu verminderten Plasma HDL-, LDL- und Cholesterin-
Werten (p<0,05), wahrend der Triglycerid-Spiegel stieg (s. Tab. 3). Durch das Extrakt
wurde die HMG-CoA-Reduktase, die Farnesyldiphospat Farnesyltransferase 1, die
Lanosterin Synthase und CYP P450 17a signifikant herunterreguliert. Oxidative Gene
wie Nicotinamidadenindinukleotid Dehydrogenase und Peroxiredoxin 6 wurden
ebenfalls herunterreguliert. Diese Prozesse konnten fir die Beeinflussung der
Blutfette verantwortlich sein (Pakalapati et al., 2009).

Treatment group Uterus weight Cholesterol Triglycerides HDL (mg/dl) LDL (mg/dl)
(mg/100 g body (mg/dD) (mg/dl)
weight)
Agar control (n = 3) 17.3+23 806+13.1 49.8+158 60.4+9.2 104+23
Red clover extract (PSC  16.3+2.5* 71.81+9.5 57.0£12.5% 51.31£9.0 g8t25*
0319) (n=35)

All values are represented as mean£ SEM.
*p<0.05,

Tab. 3: Effekt der Rotkleebehandlung auf Uterusgewicht, Plasmacholesterin, Triglycerid, HDL und LDL
Konzentrationen (nach Pakalapati et al., 2009)

An weiblichen und méannlichen Ratten fihrte Biochanin A (2, 10 bzw. 50 mg/kg/Tag
fir eine Woche) in Leber und Darm zur verstarkten Expression der Sulfotransferase
1A1, 2A1 und 6strogenen Sulfotransferase, die liber den Transkriptionslevel
induziert werden (Chen et al., 2010 b).
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Dass Biochanin A die chronische Zerstorung der Leber durch CCl, schitzt, zeigten
Breikaa et al. (2013) an ihrem Versuch an mannlichen Ratten. Tiere der Gruppe A
dienten als Kontrolle, Gruppe B erhielt CCl, (1 ml/kg intraperitoneal, 2mal
wochentlich), Gruppe C wurde mit Biochanin A (50 mg/kg intraperitoneal, 3mal
wochentlich) vorbehandelt, an den Biochanin A freien Tagen mit CCl, behandelt und
Gruppe D erhielt nur Biochanin A, jeweils fiir sechs Wochen.

Die Behandlung mit CCl,; fiihrte zu einer Erh6hung der Aspartataminotransferase um
das 1,8 fache, der Alaninaminotransferase um das 1,5 fache, des Totalcholesterins
und der Triglyceride um das Doppelte, der alkalische Phosphatase um das 1,7 fache
und des Totalbilirubins 1,5 fache. Durch die Vorbehandlung mit Biochanin A konnten
diese Werte normalisiert und die Erhohung des Leberindex' signifikant reduziert
werden.

Die CCl, Behandlung beeinflusste die hepatische Effizienz durch Senkung der
Eliminationsrate (um die Halfte) und der Clearance (um 23%) und durch Erhéhung
der Halbwertszeit, der Area under the curve (AUC) und des Verteilungsvolumens
(um das 4; 1,4 und 3,2 fache). Vorbehandlung mit Biochanin A fiihrte zu einer 1,5
bzw. 1,2 fachen Erhohung der Eliminationsrate und der Clearance und einer
Senkung von Halbwertszeit, AUC und Verteilungsvolumen (um das 3; 1,3 und 2,7
fache). Der Abbau von Albumin, Totalproteinen und IGF-1 durch CCl, konnte durch
Vorbehandlung mit Biochanin A verhindert werden. Die CYP2E1 Aktivitdt und die
CYP1A1l Expression erhohten sich durch CCl, und wurden durch Biochanin A
Vorbehandlung gesenkt.

Die Marker fur oxidativen Stress (Malondialdehyd, Glutathion, Antioxidative
Kapazitat, Superoxid-Dismutase und Katalase), Entziindung (TNFa, NO, COX2 und
iNOS) und Fibrose (TGF-B1), die durch CCl, Behandlung verdandert wurden, konnten
durch Biochanin A Vorbehandlung wieder normalisiert werden.

Die Vorbehandlung mit Biochanin A hemmte auch die Expression von NF-kB und
verbesserte die Nekrose der Leber, die durch CCl, verursacht wurde.

5.6 Wirkung auf die Prostata

Ein kommerzielles Rotkleeextrakt zeigte an Ratten Wirkung auf die Kontraktionen
der glatten Muskulatur der Prostata.

Mit einer 1Cs, von 68,9 pg/ml reduzierte das Rotkleeextrakt die durch elektrische
Feldstimulation hervorgerufene Kontraktion der glatten Muskulatur in der Prostata
(p=0,005). Die aus dem Extrakt isolierten Isoflavone Formononetin (0,1 mM) und
Biochanin A (0,1 mM) hemmten die Kontraktionen in gleicher Weise wie
kommerzielles Formononetin und Biochanin A (Brandli et al., 2010).

5.7 Wirkung auf die Lunge

In Méusen, die mit Ovalbumin sensibilisiert waren, konnte durch Biochanin A (100
umol/kg p.o.) der durch Methacholin erhohte Atemwegswiderstand und die
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verlangerten Pausen reduziert und die dynamische Lungencompliance verbessert
werden.

In der bronchoalveoldre Lavage (BALF) der sensibilisierten Mause kam es zu einer
Reduktion von inflammatorischen, neutrophilen und eosinophilen Zellen sowie
einer Hemmung der Zytokine IL-2, IL-4, IL-5 und TNFa. Die Interferon y-Werte
blieben unbeeinflusst. Die Immunglobulin (Ig) G, -Werte in Serum und BALF wurden
durch Biochanin A (100uM/kg) verbessert und die Erhéhung der Total- und
Ovalbumin-spezifischen IgE Werte unterdriickt.

Das Verhaltnis hohe zu niedrige Phosphodiesterase 4 Affinitat flr Biochanin A lag
bei >35 (Ko et al., 2011).

5.8 Wirkung auf den Knochenmetabolismus

Den Effekt auf den Knochenmetabolismus von weiblichen Ratten durch ein
Rotkleeextrakt (mit 40% Isoflavonen) und einem alkalischen Supplement mit
Kalzium- und Natriumbicarbonat, Magnesium- und Kaliumcarbonat und
Dinatriumphosphat untersuchten Kawakita et al. (2009). OVX Tiere erhielten
entweder normales Futter (OVX), Rotkleeextrakt (RCE) oder Rotkleeextrakt
kombiniert mit alkalischen Supplement (RCE+BP).

Die Ovariektomie flihrte zu einer 70% Erniedrigung des Uterusgewichtes (p<0,01),
dagegen konnte die Fitterung mit RCE oder RCE+BP den Verlust auf 50%
beschranken (p<0,05) (s. Abb. 12, S. 31). In der RCE und der RCE+BP Gruppe waren
die Ostradiolwerte (p<0,05) (s. Abb. 12, S.31) erhéht und der Oberschenkelhals
stabiler, verglichen mit der OVX Gruppe. RCE und RCE+BP Behandlung fiihrte zu
einer Normalisierung, der durch OVX erhéhten Osteocalcinwerte (s. Abb. 12, S. 31)
und der Ausscheidung von DPD.

In der OVX Gruppe zeigte sich ein 20% Verlust der Knochenmineraldichte (p<0,05)
und eine Verringerung des Verhéltnisses Knochenmineralgehalt/Kérpermasse
(p<0,05). RCE und RCE+BP Behandlung wirkten diesen Veranderungen entgegen
(p<0,05 verglichen mit OVX Gruppe) (s. Abb. 13, S. 32). Die RCE und RCE+BP
Behandlung konnte auch die 48% Abnahme der trabekuldren Knochenmasse des
Schenkelhalses verhindern, die in der OVX Gruppe auftrat (s. Abb. 13, S. 32).

Die Ovariektomie filihrte zu einer 80%-Erhohung der knochenspezifischen
alkalischen Phosphatase, die durch RCE und RCE+BP Behandlung auf einen Anstieg
von 15-35% (p<0,01) verringert werden konnte und der durch die Behandlung mit
RCE+BP effektiver entgegengewirkt wurde als durch RCE (p<0,05).

30



Estradiol level

pg/iml

140 -
120 1
100 |
80 A
60 -
40 1
20 -

500 -

400 -

300 -

200 -

100 -

0.3 1
0.25 -

0.2 1

0.1 1

0.05 +

Uterus weight

ma

Osteocalcin level

ng/ml

*% #

Abb. 12: Ostradiolwerte, Uterusgewicht und Osteocalcinwerte der Gruppen A (Scheinoperiert), B
(Ovariektomie), C (Ovariektomie und RCE) und D (Ovariektomie mit RCE und BP)
*: p<0,01 gegentliber Gruppe A, **: p<0,05 gegeniiber Gruppe B, #: p<0,05 gegentliber Gruppe C

(nach Kawakita et al., 2009)
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Abb. 13: Knochenmineraldichte und Knochenmineralgehalt/Kérpermasse, sowie Prozentsatz der
trabekuldren Knochenmasse des Schenkelhalses der Gruppen A (Scheinoperiert), B (Ovariektomie), C
(Ovariektomie und RCE) und D (Ovariektomie mit RCE und BP)

*: p<0,01 gegeniiber Gruppe A, **: p<0,05 gegeniiber Gruppe B, #: p<0,05 gegeniiber Gruppe C
(nach Kawakita et al., 2009)
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Die Entwicklung von Osteoporose an ovariektomierten, weiblichen Ratten durch die
Behandlung mit einem Rotkleeextrakt wurde an zahlreichen Parametern untersucht.
OVX Tiere erhielten peroral entweder Leitungswasser, Rotklee (10 mg bzw. 20
mg/kg) bzw. Ostradiol (0,2 mg/kg). Eine schein-operierte Gruppe diente als
Kontrolle.

Durch die Ovariektomie sank das Uterusgewicht und Seruméstradiol wahrend
Kérpergewicht und Thymusmasse erhéht wurden. Die Behandlung mit Rotklee hatte
keinen Effekt wahrend die Ostradiolbehandlung den Verinderungen des Uterus- und
Korpergewichts entgegenwirkte (s. Tab. 4)

Der Rotkleeextrakt in beiden Dosierungen konnte den Kalzium- und Phosphorgehalt
in Tibia und L4-Wirbeln erh6hen (s. Tab. 5, S. 34).

Die Festigkeit der tibialen Metaphyse wurde durch Ovariektomie erniedrigt, aber
durch die Rotkleeexktrakte sowie Ostradiol erhéht (s. Tab. 6, S. 34).

Die Rotkleeextrakte erhohten die mechanische Eigenschaft der femoralen Diaphyse
(s. Abb. 14, S. 35 und Tab. 7, S.35), wahrend sie keinen Einfluss auf die Festigkeit des
Oberschenkelhalses hatten (s. Abb. 15, S. 36).

Die Breite der trabekularen Epiphyse und Metaphyse konnte durch die
Rotkleeextrakte erhoht werden (s. Tab. 8, S. 36)

Die durch die Ovariektomie verursachte Erhéhung der Osteocalcin- und RatlLaps
Werte (Marker fur die Knochenresorption) wurde durch die Rotkleebehandlung
nicht beeinflusst, wiahrend Ostrogen die Werte normalisierte (s. Tab. 9, S. 36)
(Cegiela et al., 2012).

Sham- OVX rats
Parameters
operated rats Control TP10 TP20 Estradiol
. 234.8 263.1 263.9 265.2 250.6
Body mass gain after 28 16.5 39.0 38.3 40.7 25.6
days (g) +24 + 2 GEE= + 2.0%** + 3.3%%= + 2.9%
Uterus mass (mg/100 g of 235.66 35.09 39.39 37.19 67.31
body mass) + 27.70 + 1.B1*** + 1.67*** + 1.79%** + 4 89FFxee
Thymus mass (mg/100 g of 130.07 196.83 201.27 196.57 181.74
body mass) +11.12 + 9.25%* + 13.81** + 11.35* + 15.74**
. 20.64 10.37 9.34 10.95 13.84
Estradiol (pg/mL) +3.05 + 0.80 +0.44% +1.07* +1.26

Tab. 4: Uterusgewicht, Serum Ostradiol, Kérpergewicht und Thymusmasse
TP10: Rotklee 10mg/kg, TP20: Rotklee 20mg/kg
*:p<0,05; **: p<0,01; *** p < 0,001 signifikanter Unterschied zur Schein-operierten Gruppe
ee:p<0,01; eee: p<0,001 signifikanter Unterschied zur OVX Kontrollgruppe
(nach Cegiela et al., 2012)
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OVX rats

Sham-
Parameters .
operated rats Control TP10 TP20 Estradiol
. 382.79 379.61 394,26 395.70 391.82
Calnumfcopt:;tl Femur +4.77 +4.73 + 4.06 + 6.08 + 5.48
i::lfg o i . 397.83 406.06 439.05 446 67 4557
Tibia +3.93 + 9,05 + 0.18% = 1149** =+ 1443
L-4 409,72 408,35 451.76 453.69 427.06
vertehra +7.67 £ 5.82 +076% 1265  +12.12
161.50 160.89 164.47 164.41 162.48
Phosphorus content  Femur +1.73 + 1.60 +1.38 +1.32 +3.25
'[mE? of mineral . 154.36 153.32 168.61 168.28 153.65
nass Tibia +2.17 + 265 + 3.09* + 436" + 331
L-4 165.01 163.93 176.66 178.18 171.48
vertebra + 2,07 =201 + 2.97% +£35.12% + 3.45

Tab. 5: Kalzium- und Phosphorgehalt

TP10: Rotklee 10mg/kg, TP20: Rotklee 20mg/kg

*:p <0,05; **: p <0,01; *** p < 0,001 signifikanter Unterschied zur Schein-operierten Gruppe
*:p<0,05; *e: p <0,01 signifikanter Unterschied zur OVX Kontrollgruppe

(nach Cegiela et al., 2012)

Shg_m— OV X rats
Parameters d .
operated rats Control TP10 TP20 Estradiol
. 120.63 66.85 79.66 77.12 90.38
Maximum load (N) +3.95 + 3.56%** + 286%*F £ 286+ 3.08FTH
Displacement for 0.84 0.90 0.82 0.89 0.82
maximum load (mm) + 0.06 + 0.07 + 0.03 + .06 + (.05
Energy for maximum 52.02 39.20 36.58 3777 39.93
load (m]) + 4.36 + 4.61%F + .67 + 2.86™F + 2.01**
Maximum stress 103.82 54.82 60.05 59.65 = 73.74
(MPa) +4.23 + 4 3B*** + J.60%F* 2.T7ExE + 4 Q7FFF
Young’s modulus 3410.78 2318.16 214964 2417.34 277031
(MPa) + 237.74 + 182.21** + 178.80%*= 140.06%** + 286.73

Tab. 6: Festigkeit der tibialen Metaphyse
TP10: Rotklee 10mg/kg, TP20: Rotklee 20mg/kg

**.p<0,01; *** p <0,001 signifikanter Unterschied zur Schein-operierten Gruppe
*:p<0,05; ¢e:p<0,01; eee: p < 0,001 signifikanter Unterschied zur OVX Kontrollgruppe
(nach Cegiela et al., 2012)

34



140 E 07
E
E 3= =
- =
= 8
e o
= H]
3 g
§ = i
B =
B
-}
2 2
£
=
g
SHAM OWVX ovE v ovx =] SHAM OVX Oovx OV OVX
ot TPIO TP estradial oo trol TPID TPy estradiol

S0 21

- T E IBD Lo i I = 1
e e o e o EE E B s
= T
E — Eim | —
‘B E o -l |-----.iooii--d
E w E o/l ... ...
l._,; = = E M] ..............
Ef ]I'.I 31 2 Feadaassded it s T — - dﬂ ______________
£ — 8] I TR —
SHAM WX OvVE  OVX OvX ’ SHAM OWVX oY OWX OV
control TP  Tpag estradiol coatrol TPI0 Tpag estradiol
Abb. 14: Mechanische Eigenschaften der femoralen Diaphyse
TP10: Rotklee 10mg/kg, TP20: Rotklee 20mg/kg
*: p < 0,05 signifikanter Unterschied zur Schein-operierten Gruppe
*:p<0,05; *e: p<0,01; signifikanter Unterschied zur OVX Kontrollgruppe
(nach Cegiela et al., 2012)
Sham- OVX rats
Parameters .
operated rats Control TPI10O TP20 Estradiol
E load (N 114.56 111.98 116.84 127.66 120,15
racture load (N) +3.04 +2.33 + 4.00 + 2,66 +3.80
Displacement for 0.52 0.52 0.55 0.56 0.54
fracture load (mm) + (.03 +0.02 + 0,02 + 0.02 + 0.02
Energy for fracture 35.69 34.71 40.04 43.73 40.56
load (m]) + 2.75 + 1.55 + 289 + 266 + 3.58
Stress for fracture 172.68 169.16 178.01 193.34 187.79
load (MPa) + 5.76 + 534 + 3.63 + 6.89% + 7.14"
Young's modulus 9368.24 8679.70 9356.92 8759.22 9687.52
(MPa) + 430.74 + 689.37 + 148.39 + 1028.53 + 654.88

Tab. 7: Mechanische Eigenschaften der femoralen Diaphyse
TP10: Rotklee 10mg/kg, TP20: Rotklee 20mg/kg
*: p < 0,05 signifikanter Unterschied zur Schein-operierten Gruppe
*:p<0,05; *e: p <0,01 signifikanter Unterschied zur OVX Kontrollgruppe
(nach Cegiela et al., 2012)
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Abb. 15: Festigkeit des Oberschenkelhalses
TP10: Rotklee 10mg/kg, TP20: Rotklee 20mg/kg

*:p<0,05; **: p<0,01; *** p < 0,001 signifikanter Unterschied zur Schein-operierten Gruppe

(nach Cegiela et al., 2012)

Sham- OVX rats
Parameters od
operatedrats  Control TP10D TP20 Estradial
. . . 58.76 5347 57.85 50.42 60.53
Width of Epiphysis +0.79 + 109%*  + 1.26* = 1.35% + 1.49%
trabeculae (um)
Metaphvsis 36.04 32.98 36.23 37.46 38.49
Ay + 0,59 +0.86°  +0.70° + 135" + 1.78°
Tab. 8: Breite der trabekularen Epiphyse und Metaphyse
TP10: Rotklee 10mg/kg, TP20: Rotklee 20mg/kg
**: p < 0,01 signifikanter Unterschied zur Schein-operierten Gruppe
*: p<0,05; ee: p <0,01 signifikanter Unterschied zur OVX Kontrollgruppe
(nach Cegiela et al., 2012)
Sham- OVX rats
Parameters .
operated rats Control TP10 TP20 Estradiol
. 238.30 32547 344.84 332.50 254.33
Osteocalcin (ng/mL) +27.70 +2672  +38.73 +39.91 +17.13
20.88 30.89 32.99 28.59 23.39
Ratlaps (ng/mL) + 1.82 + 1447+ 178%** +2.09* + 2.80°

Tab. 9: Osteocalcin und RatLap Werte
TP10: Rotklee 10mg/kg, TP20: Rotklee 20mg/kg

*:p<0,05; **: p<0,01; *** p < 0,001 signifikanter Unterschied zur Schein-operierten Gruppe
: p < 0,05 signifikanter Unterschied zur OVX Kontrollgruppe

(nach Cegiela et al., 2012)
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Kaczmarczyk-Sedlak et al. (2013) untersuchten ebenfalls an weiblichen OVX Ratten
den Effekt von Formononetin (10 mg/kg peroral iiber 4 Wochen) bzw. Ostradiol (0,2
mg/kg peroral) auf die mechanischen Eigenschaften und den chemischen Aufbau
des Knochens.

OVX Tiere hatten ein verringertes Uterus- sowie ein erhdhtes Koérper- und
Thymusgewicht. Formononetin hatte keinen Einfluss auf diese Werte, wahrend
Ostradiol das Uterusgewicht anhob und Kérper- und Thymusgewicht senkte (s. Tab.
10).

Die Ovariektomie und das daraus resultierende Hormondefizit fihrten zu einer
Verringerung des Gewichts, der Festigkeit, des Mineralgehalts und des
Kalziumgehaltes von Tibia, Femur und L4-Wirbeln sowie dem Durchmesser von Tibia
und Femur. Der Wassergehalt und der organische Substanzgehalt waren fir Tibia,
Femur und L4-Wirbeln erhoht.

Die Behandlung mit Ostradiol fiihrte zu einer weitgehenden Normalisierung dieser
Werte. Die mechanischen Parameter der Tibia wurden am geringsten positiv
beeinflusst.

Formononetin konnte die mechanischen Eigenschaften des Knochens im geringeren
AusmaR als Ostradiol verbessern, sowie das Gewicht von Tibia (um 2,2%), Femur
(um 4,4%) und L4-Wirbeln (um 9,8%) und dem Durchmessers von Femur (um 3,5%)
und Tibia (um 4,7%) erhéhen.

Die Festigkeit der femoralen Diaphyse und tibialen Metaphyse wurde durch
Ovariektomie verschlechtert. Behandlung mit Formononetin verbesserte die
Festigkeit beider, aber im geringeren AusmaR als Ostradiol, wahrend der
Elastizitditswert durch Formononetin mehr angehoben wurde als durch Ostradiol.
Auf die Festigkeit des Oberschenkelhalses hatte Formononetin keinen Einfluss (s.
Tab. 11, S. 38).

Formononetin konnte den Wassergehalt von Femur, Tibia und L4-Wirbeln (um 15%,
19,8% und 16,1%) verringern und den Gehalt an organischen Substanzen (um
12,2%, 3,6% und 7,7%) erhohen. Im Femur anderte sich der Mineralgehalt nicht,
wahrend er in Tibia und L4-Wirbeln anstieg (um 10,5% und 7,7%). Formononetin
zeigte keine signifikanten Anderungen der Kazium- und Phosphorwerte im Vergleich
zur Ovariektomie.

Parameters SHAM ovx OVX +ES OVX + FEM
Final body mass (g) 263.3£10.5 2726+ 3.6 252.9 + 72" 270.0+ 24
Body mass gain after 4 weeks (g) 321129 50.6 + 3.8 341+45° 498 £22
Uterus mass (g) 0.39 + 0.01 0.09 + 001444 0.18 + 0.01%%8 0.09 + 0.01
Thymus mass (g) 0.39 + 0.04 0.68 + 0.03444 0.62 + 0.05 0.72 + 0.03

Tab. 10: Korper-, Uterus- und Thymusgewicht
ES: Ostradiol, FRM: Formononetin
A p < 0,01; #: p < 0,001 signifikanter Unterschied zw. OVX und Schein-operierter Gruppe
B: p < 0,05; %8 p < 0,001 signifikanter Unterschied zur OVX Kontrollgruppe
(nach Kaczmarczyk-Sedlak et al., 2013)
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Parameter SHAM ovx OVX +ES OVX + FRM
Femoral diaphysis

Maximum load (N) 94.0+3.6 88.2+35 032 +5.6 921+38
Displacement for maximum load (mm) 0.60 £ 0.02 0.65 + 0.02 0.58 + 0.01 0.62 £ 0.01
Fracture load (N) 939 +3.6 845 + 6.0 940+ 83 88.0+3.8
Displacement for fracture load (mm) 0.61 £ 0.03 0.72 £ 0.07 0.60 + 0.09 0.63 £ 0.03
Young’s modulus (MPa) 4673.9 £ 4747 4386.7 + 384.4 49337 + 3335 5352.2 + 463.7
Tibial metaphysis
Maximum load (N) 114.9 +5.1 56.3 + 79444 75.9 + 10.0 674+54
Displacement for maximum load (mm) 0.85 £ 0.07 0.86 £ 0.05 0.90 + 0.07 0.91 £ 0.06
Fracture load (N) 110.7 + 3.8 50.4 + 9.9444 75.4 + 9.9% 65.5+4.9
Displacement for fracture load (mm) 1.01 + 0.07 116 + 0.27 1.06 +0.22 1.09 + 0.02
Young’s modulus (MPa) 3318.2 £ 9576 1628.3 + 449.3* 1774.3 + 492.3 1943.3 + 228.3
Femoral neck
Maximum load (N) 93.2+ 3.1 8509 +6.2 902 + 5.3 78.6 + 4.8

Tab. 11: Mechanische Eigenschaften von femoraler Diaphyse, tibialer Metaphyse
und Oberschenkelhals
ES: Ostradiol, FRM: Formononetin
A p < 0,05; *: p < 0,001 signifikanter Unterschied zw. OVX und Schein-operierter Gruppe
B: p < 0,05 signifikanter Unterschied zur OVX Kontrollgruppe
(nach Kaczmarczyk-Sedlak et al., 2013)

An ovariektomierten (OVX) Ratten wurde die Wirkung von Biochanin A und
Ostradiol auf den Knochen untersucht. Bei OVX Ratten ist das Kérpergewicht erhéht,
die Knochenmineraldichte, das trabekuldre Knochenvolumen wund der
Knochenmineralgehalt sind erniedrigt. Dieser Effekt konnte durch Behandlung mit
Biochanin A (25mg/kg/d p.o. iUber 14 Wochen) oder Ostradiol (23ug/kg an 3
Tagen/Woche i.p. iiber 14 Wochen) umgekehrt werden. Durch Ostradiol wurde das
Uterusgewicht erhdht, Biochanin A hatte keine Auswirkungen.

AuBerdem kam es durch die Behandlung mit Biochanin A oder Ostradiol zu einer
Erniedrigung von Deoxypyridinoline (DPD) im Harn und von TNFa und IL-1B im
Serum, die durch die Ovariektomie erhéht waren (p<0,05).

Durch die Ovariektomie waren die Werte von Osterix, Collagen Typ 1, alkalische
Phosphatase und Osteocalcin erniedrigt. Die Tartrat-resistente saure Phosphataseex-
pression und das Verhaltnis von Rezeptorenaktivator des NF-kB Liganden zu Osteo-
protegrin waren erhéht. Diese Effekte konnten Biochanin A und Ostradiol verhin-
dern (Su et al., 2013).

5.9 Analgetische Wirkung
In einer Langzeitstudie an Ratten wurde die analgetische Wirkung eines

methanolischen Extraktes aus Rotklee mit 41,1% Isoflavonen an normalen und
ovariektomierten Ratten im Tailflick- und Formalintest untersucht. Die Tiere
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erhielten 500 mg/kg Extrakt peroral tiber 90 bzw. 180 Tage.

Der Tailflicktest dient dazu die Schmerzreaktion der Tiere, nach Hitzeeinwirkung,
durch ihre Schwanzbewegung, zu ermitteln. Mittels diesem Test konnte gezeigt
werden, dass die Schmerzschwelle bei OVX Ratten aufgrund des Ostrogenmangels
reduziert war (90 Tage: 4,9 + 0,57 s, 180 Tage: 6,45 + 0,55 s, verglichen mit
Kontrolle: 13,986 + 0,55 s), wahrend bei den OVX Ratten, die den Extrakt bekamen,
die Schmerzschwelle vergleichbar mit der Kontrollgruppe war (90 Tage: 10,985 +
0,55s, 180 Tage: 13,163 + 0,68 s).

Mittels dem Formalintest wurde ebenfalls die Schmerzreaktion getestet. Den Tieren
wurde eine subkutane Dosis Formalin (50uL 10%) in die Hinterpfote appliziert und
danach das Verhalten (Lecken der Injektionsstelle), das Hinweise auf
Schmerzreaktion gibt, in zwei Phasen (Phase 1: 0-5 min und Phase 2: 15-60 min)
beobachtet. Durch den Ostrogenmangel der OVX Ratten war die Schmerzschwelle
reduziert (180d, Phase 1: 175,5 + 0,72 s, Phase 2: 380,5 + 0,72 s, verglichen mit
Kontrolle: Phase 1: 45,5 + 0,71 s, Phase 2: 215,16 + 0,71 s). Die Behandlung mit dem
Extrakt flihrte bei ovariektomierten Tieren zur Verkiirzung der Phasen (Phase 1:
55,66 *+ 0,28 s, Phase 2: 170,5 + 0,78 s), wahrend bei nicht ovariektomierten Tieren
und Extraktgabe (Phase 1: 38,66 + 0,39 s, Phase 2: 121,83 + 0,79 s) bessere
Ergebnisse erzielt werden konnten als in der Kontrollgruppe (Phase 1: 45,5 £ 0,71 s,
Phase 2: 215,16 + 0,71 s) (Vishali et al., 2011).

5.10 Wirkung auf die Wundheilung

Renda et al. (2013) verglichen die Wirkung von 13 Extrakten aus verschiedenen
Trifolium Arten auf die Wundheilung von mannlichen Sprague-Dawley Ratten und
Albinomausen.

In einem Versuch wurden lineare Schnitte iber neun Tage mit einer Salbe mit
Rotkleeextrakt bzw. als Kontrolle mit Madecassol oder Basisgrundlage behandelt.
Am zehnten Tag wurde mittels Tensiometer die Dehnbarkeit der Wunden gemessen.
Weiters wurde die Heilung kreisformiger Wunden in gleicher Weise untersucht.

Von den 13 Extrakten zeigte jenes von Trifolium pratense var. pratense signifikante
Wundheilungsaktivitat im linearen und kreisformigen Modell (21,3%, p<0,05, Tag 12:
30,21%, p<0,05).

5.11 Wirkung auf die Haut

Eine Behandlung von Zebrafischembryonen mit Biochanin A resultierte in einer
reduzierten Melaninproduktion in den Larven und in einer Abnahme der
Tyrosinaseaktivitat. Bei Mdusen flihrte eine Creme mit 2% Biochanin A, die zweimal
taglich auf die Haut aufgetragen wurde, schon nach einer Behandlungswoche zu
einer Erhohung des Skin-Whitening Index. Nach weiteren zwei Wochen Behandlung
stiegen die Werte weiter an (Lin et al., 2011).
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5.12 Wirkung auf Blutglucose- und Fettwerte

An Streptozotocin-induzierten diabetischen mannlichen Mausen untersuchten Qiu
et al. (2012) den Effekt eines Rotkleeextraktes (50 und 200 mg/kg/Tag), von
Formononetin (1mg/kg/Tag) und Biochanin A (1mg/kg/Tag) auf Blutglucose- und
Fettwerte.

Die dreiwbchige Behandlung hatte keinen Effekt auf die Blutglucosewerte. Dagegen
konnte eine signifikante Verringerung der Serumtriglyceride und LDL durch Extrakt,
Formononetin und Biochanin A beobachtet werden. Das Gesamtcholesterin wurde
durch alle drei Behandlungen unter den Wert der normalen Kontrolle gesenkt.
AulBerdem reduzierten Formononetin und Biochanin A die hepatische Expression
von APOC3, einem Zielgen von PPARa.

Cegiela et al. (2012) konnten an weiblichen Ratten feststellen, dass OVX zu erhdhten
Serumcholesterin Werten fihrte. Eine perorale Behandlung mit Rotklee (10mg bzw.
20mg/kg/Tag) zeigte keinen Effekt, wihrend eine Ostradiolbehandlung (0,2
mg/kg/Tag) entgegenwirkte (s. Tab. 12)

Sham- OV X rats
Parameters

operated rats Control TP10 TP20 Estradiol
Total cholesteral 49.93 69.11 68.23 66.13 56.19
{mg/100mL) + 2.90 + 2RI + 3. 17%** + 3.30%F + 3.81°

Tab. 12: Totalcholesterin Werte
TP10: Rotklee 10mg/kg, TP20: Rotklee 20mg/kg
**.p<0,01; *** p < 0,001 signifikanter Unterschied zur Schein-operierten Gruppe
: p < 0,05 signifikanter Unterschied zur OVX Kontrollgruppe
(nach Cegiela et al., 2012)

5.13 Antiinflammatorische und antiangiogene Wirkung

Im HET-CAM Assay hemmten ein Rotkleeextrakt, Formononetin, Biochanin A,
Daidzein und Genistein die Angiogenese.

Daidzein (SV = score value: 1,2 mit 50 ug/Pellet), Genistein (SV: 1,0 mit 50 pg/Pellet)
und das Rotkleeextrakt (SV: 1,0 mit 250 ug/Pellet) flhrten zu einer starkeren
Hemmung als Biochanin A (SV: 0,7 mit 50 pg/Pellet) und Formononetin (SV: 0,4 mit
50 ug/Pellet).

Die Effekte des Extraktes und von Daidzein und Genistein waren besser als die
Positivkontrolle Suramin und vergleichbar mit Thalidomid. Bei der Testung auf
entziindungshemmende Aktivitat im selben Modell zeigten Genistein und Daidzein
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(I = Hemmung: 76% mit 50 ug/Pellet) eine starkere Hemmung als Biochanin A (I:
69% mit 50 pg/Pellet), das Rotkleeextrakt (I: 65% mit 250 pg/Pellet) und
Formononetin (I: 47% 50 pg/Pellet) verglichen mit der Positivkontrolle
Hydrocortison (I: 85% mit 50 pg/Pellet). AuRerdem konnte gezeigt werden, dass
keine der getesteten Komponenten toxische Nebenwirkungen oder
Membranirritationen ausloste (Krenn et al., 2009).

Ramos et al. (2012) konnten an einem Rattenmodell zeigen, dass ein
Rotkleetrockenextrakt auf Carrageen-induzierte Pfotenédeme hemmend wirkte.

5.14 Pharmakokinetische Wirkung

An mannlichen Ratten untersuchten Mun et al. (2009) die Aufnahme, Verteilung und
Ausscheidung von *C radioaktiv markierten Isoflavonen aus Rotklee (einmalig 75
mg/kg KG von *C markierten Extrakt = 7,256 Mbq/g, mittels Ultrafiltratsonde).

Nach 5, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 180, 240, 300, 360, 480, 600, 720 und 1440 min nach
der Extraktgabe wurde 200ul Blut gesammelt. Interstitielle Fliissigkeit wurde fir 24
h alle 60 min und Harn- und Stuhlproben von 24h gesammelt. 24h nach Extraktgabe
wurden verschiedene Organe (Magen, Dinn- und Dickdarm, Gehirn, Herz, Lunge,
Leber, Nieren und Hoden) und Knochen (Oberschenkelknochen, Schienbein und
Wirbeln) entnommen sowie Blut, Plasma, Magen-, Dinndarm- und Dickdarminhalt
gesammelt.

Die Analyse des Serums und der interstitiellen Flussigkeit zeigte, dass das Extrakt
schnell absorbiert und im Gewebe verteilt, sowie schnell metabolisiert und tUber
Harn und Stuhl eliminiert werden konnten. Im Urin fand man 4,4% und im Stuhl
3,59%, im Plasma 0,61% und in der interstitiellen Flussigkeit 0,55% der
verabreichten Rotkleedosis.

Die radioaktiv markierten Substanzen wurden in Femur, Tibia und Wirbelknochen
angereichert. In der Leber kumulierte die groBte Menge an Radioaktivitat (1,54%
der verabreichten Rotkleedosis) neben Dinndarm (0,68% der verabreichten
Rotkleedosis), Dickdarm- und Dinndarminhalt (0,99% und 0,51%) verglichen mit
den anderen Organen und Geweben.

Die Pharmakokinetik und der Metabolismus nach oraler (50 mg/kg) und
intraventdser Gabe (10 mg/kg) von Formononetin wurde an weiblichen Ratten
untersucht.

Neben einer hohen Clearance (5,13 I/h/kg) und einem grofRen Verteilungsvolumen
(14,16 L/kg) war die orale Bioverfugbarkeit mit 3% sehr niedrig. Die maximale
Plasmakonzentration war bei intravendser Gabe (4548,50 + 321,73 ng/ml)
deutlicher héher als bei oraler Gabe (16,67 = 6,60 ng/ml) (s. Tab. 13, S. 42).
Formononetin wurde schnell zu den Metaboliten Daidzein, Daidzein- und
Formononetin-glucuroniden und -sulfaten umgebaut (Singh et al., 2011 b).
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Parameter Unit Free FMN

Oral LV.

AUCh_¢ hrsng/mL 251.44 + 63.67 1949.10 + 295.09
AUC,__. hrsng/mL 278.27 + 66.68 1975.88 +317.15
Cinax ng/mL 16.67 + 6.60 4548.50 +321.73
tomax hr 1.00 + 0.00 -

thye hr - 1.95 +0.48
Clrotal L/hr/kg - 5.13 +0.82
vd Likg - 14.16 + 1.26

Tab. 13: Pharmakokinetische Parameter von Formononetin nach oraler und i.v. Gabe
(nach Singh et al., 2011 b)

Ebenfalls an weiblichen Ratten untersuchten Singh et al. (2011 a) die
Pharmakokinetik von Biochanin A nach oraler und intravendser Gabe.

Es konnten ein groBes Verteilungsvolumen (10,56 L/kg) und eine hohe Clearance
(15,7 I/h/kg) festgestellt werden, wahrend die orale Bioverfiigbarkeit mit 4,6% sehr
niedrig war. Die maximale Plasmakonzentration war bei intravendser Gabe (1109,75
ng/ml) deutlicher héher als bei oraler Gabe (33,47 ng/ml) (s. Tab. 14).Biochanin A
wird sehr schnell zu den Metaboliten Genistein, Genistein- und Biochanin A-
glucuroniden und -sulfaten umgebaut.

Parameter Unit Oral (50 mg/kg) L. V. (5 mg/kg)
AUGC, h*ng/ml 220.29 480.80

Cmax ng/ml 3347 1109.75

Tmax h 0.42 -

t1/2 h 13.73 1.00

Clyoa I/h/kg - 15.70

vd kg - 10.56

Tab. 14: Pharmakokinetische Parameter von Biochanin A nach oraler und i.v. Gabe
(nach Singh et al., 2011 a)
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5.15 Ubergangsraten von Phytodstrogenen in Milch

In einer Studie von Mustonen et al. (2009) wurden Kiihe 21 Tage lang mit vier
verschiedenen Rotkleesilagen gefiittert. Da Silagen aus dem 2. Schnitt hdhere
Isoflavongehalte als jene aus dem 1. Schnitt aufwiesen, wurden dementsprechend
hohere Konzentrationen des Metaboliten Equol im Plasma und der Milch dieser
Tiere detektiert.

Andersen et al. (2009) untersuchten in Futter und Milch danischer Holsteinkiihe die
Konzentration von Phytodstrogenen. Die Kilhe wurden fir 14 Tage mit Rotklee bzw.
mit anderen Futterpflanzen gefittert.

Im Vergleich zu den anderen Futterproben enthielt Rotklee eine 45-90 fach héhere
Konzentration an PhytoOstrogenen.

Daher war bei den Milchproben die Konzentration an Phytodstrogenen ebenfalls
hoher als bei der Fiitterung mit den anderen Pflanzen.

In den Milchproben waren die Konzentrationen von Equol um 6,1-11,8 fache, von
Daidzein um 2,7-6,6 fache und von Formononetin um 2,74 fache héher als bei der
Fatterung mit den anderen Pflanzen (p<0,001).

In einer breit angelegten Studie wurden Kiihe mit Silagen aus dem 2. (R2) bzw. 3.
Schnitt (R3) von Rotklee, die auch unterschiedlich lang siliert worden waren,
gefittert. Wahrend die aufgenommenen Phytodstrogenmengen bei den Silagen des
2. und 3. Schnittes und der Kurzzeitsilage vergleichbar waren, enthielt die
Langzeitsilage signifikant weniger Isoflavone. In der Milch von Kiihen, die mit R2 und
R3 gefluttert wurden, stimmten die gemessenen Mengen an Formononetin und
deren Metaboliten weitgehend Uberein.

In der Milch von Kihen, die mit Kurz- bzw. Langzeitsilagen gefiittert wurden lag die
Konzentration von Equol nur bei der Halfte bzw. einem 20stel. Auch die
Genisteinkonzentration war gering. Hingegen fand man hoéhere Coumestrol und
Lignan-Werte der Milch dieser Kiihe (Hojer et al., 2012).
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6. Klinische Studien

In erster Linie liegen Studien zur Wirkung von Rotklee bei menopausalen
Beschwerden vor. Hier wurden vor allem Hitzewallungen Gedachtnisleistung, Angst
und depressive Symptome sowie der Knochenstoffwechsel untersucht. Einige
Studien liegen zu Effekten auf Brust, Prostata, Leber, Haut und Haare vor.

6.1 Wirkung bei menopausalen Beschwerden

Geller et al. (2009) untersuchten die Sicherheit und Wirksamkeit eines
standardisierten Rotkleeextraktes auf vasomotorische Symptome in einer
randomisierten, doppelblinden, Placebokontrollierten Studie an perimenopausalen
und postmenopausalen Frauen (n=89) mit einem Durchschnittsalter von 53 Jahren
und mindestens 35 vasomotorischen Symptomen pro Woche. Die Probandinnen
erhielten fiir ein Jahr taglich A: Placebo, B: 0,625 mg konjugiertes equines Ostrogen
(CEE) + 2,5 mg Medroxyprogesteronacetat (MPA), C: Rotkleeextrakt (standardisiert
auf 120 mg Isoflavone).

Die vasomotorischen Symptome im Vergleich zur Placebogruppe sanken nur in der
CEE/MPA Gruppe signifikant. Das Rotkleeextrakt zeigt mit 57% Reduktion keinen
statistisch signifikanten Unterschied zur Placebogruppe (63%). Nur im Bezug auf den
Greene Anxiety Score konnte eine signifikante Reduktion durch das Rotkleeextrakt
erzielt werden (p = 0,04).

Das Extrakt verursachte keine Unterschiede zur Placebogruppe hinsichtlich der
Leberenzyme, Fettwerte, Blutwerte sowie Brust und Endometrium.

In der einjahrigen, randomisierten, doppelblinden Placebokontrollierten Studie an
100 postmenopausalen Frauen (45-65 Jahre, Amenorrhoe seit mindestens 12
Monaten) wurde der Effekt von Rotklee (40 mg Isoflavone taglich) gegeniber
Placebo auf klimakterische und sexuelle Symptome untersucht.

Vor der Behandlung und nach vier, acht und zwolf Monaten wurden mittels
Kupperman Index und Golombok Rust Inventory of Sexual Satisfaction (GRISS) Daten
zu menopausalen Beschwerden und sexuellen Symptomen ermittelt.

Sowohl Rotklee als auch Placebo verbesserten die Hitzewallungen (Baseline
Rotklee: 8,72 * 3,68, nach 12 Monaten: 3,44 + 3,68, Baseline Placebo: 8,10 + 3,88,
nach 12 Monaten: 3,01 * 3,96), wahrend sich die GRISS-Werte nicht veranderten.
Der Kuppermann Index veranderte sich im Laufe der Behandlung nicht signifikant
zwischen den Gruppen (Baseline Rotklee: 25,34 + 10,17; nach 4 Monaten: 16,96 *
9,16; nach 8 Wochen: 13,16 + 9,55; nach 12 Monaten: 11,12 + 8,68, Baseline
Placebo: 25,12 +9,02; nach 4 Monaten: 17,22 * 8,34; nach 8 Wochen: 13,30 + 7,06;
nach 12 Monaten: 12,01 £ 9,01) (Del Giorno et al., 2010).
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Ma et al. (2011) untersuchten die Daten von Teilnehmerinnen der HEAL (Health, Ea-
ting, Activity, Lifestyle) Studie auf Verbindungen zwischen der Einnahme von 0Ostro-
gen wirkenden Nahrungserganzungsmitteln (EBS) und Midigkeit, hormonabhangi-
gen Symptomen, Lebensqualitdt und Gesundheit. Aus der 40-monatigen multizentri-
schen, multiethnischen, prospektiven Studie wurden Daten von 767 Brustkrebsiiber-
lebenden Uberpriift.

Zur Verbesserung der Symptome wendeten 39,5% der Frauen nach ihrer Diagnose
ein (18,4%) oder zwei bis mehrere (21,1%) EBS an.

Unter diesen Probandinnen kam es bei Frauen, die Rotkleeprdparate nahmen, zu
weniger Gewichtszunahmen, Nachtschweill und Konzentrationsschwierigkeiten im
Vergleich zu Nicht-EBS Anwenderinnen.

Lipovac et al. (2011) untersuchten in einer prospektiven, randomisierten,
doppelblinden, Placebokontrollierten Studie an 109 postmenopausalen Frauen (> 40
Jahre, Amenorrhoe seit mindestens 12 Monaten, moderate bis schwere
menopausale Beschwerden, Kupperman Index > 15) die Wirkung von Rotklee-
isoflavonen auf Haut, Schleimhaut und Haare.

Die Probandinnen erhielten fir 90 Tage entweder taglich 2 Kapseln eines
Rotkleepraparates mit 80 mg Isoflavonen oder Placebo. Nach einer siebentagigen
Wash-Out-Phase wurden die Gruppen getauscht. Die Wirkungen wurden mittels
einer visuellen Analogskala bewertet. Zusatzlich wurden Libido, Midigkeit,
Schlafverhalten, Stimmungsveranderungen, Harnzwang und Inkontinenz bewertet.
Bei beiden Gruppen zeigten sich subjektive Verbesserungen der Qualitdt des
Kopfhaares und der Haut, der Libido, der Gemitsverfassung und von Schlaf und
Midigkeit. Verbesserungen bei Harnzwang, Inkontinenz, Zustand der Nagel, Qualitat
der Korperbehaarung und Schleimhautstatus zeigten keine statistischen
Abweichungen innerhalb und zwischen den Behandlungsgruppen. In beiden
Gruppen filihrte die Rotkleebehandlung zu einer hdheren Zufriedenheit als die
Placebobehandlung (s. Tab. 15, S. 46).
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Studied parameters Group A Group B

After RCE After placebo After placebo After RCE
Scalp hair (better texture, less fragility, 7.3 = 16.61 4.2 +13.9 0.2=09 6.3 = 13.9%
and overall condition) [0, 0] [0,0] [0,0] [0,0]
. 6.4 = 16.5 2.6 £ 10.9*% 1L.0x+34 22+62
Body hair (less growth) [0, 0] [0, 0] [0, 0] [0,0]
Skin condition (better texture, more 18.6 = 20.57 6.2+ 16.2* 50+ 11.0 17.7 + 21.2*1
moisture, and better overall condition) [15, 32] [0, 0] [0,5] [5,35.0]
Ocular complaint (dryness and 7.8 = 18.01 53 £ 15.1 22+95 6.0+ 13.7
burning) [0,7) [0,0) [0, 0] [0,1.3]
Oral mucosa complaint (dryness and 3.9 = 140 3.3+ 13.0 1.8 5.2 2.8 +£97
burning) [0, 0] [0, 0] [0, 0] [0,0]
Nasal mucosa complaint {dryness and 42 +15.3 26=09.1 1.6 =53 6.2 = 16.1*
fissuring) [0,0] [0,0] [0,0] [0, 1.3]
Nails condition (change in thickness 5.6 + 16.2 6.2 = 16.7 3.3 +£10.0 10.8 = 19.3*
and stability) [0, 0] [0, 0] [0, 1.3] [0,11.3]
Digestive complaints (diarrhea and 6.0 = 16.11 144 + 19.4* 19.5 = 26.0 119 + 26.4*
constipation) [0, 0] [0,32.0] [6,31.3] [0, 10.8]
Libido 18.0 = 16.7° 4.9 + 14.3*% 50+12.4 17.8 + 20.9*
17, 30] [0,0) [0, 1.3] 10, 30]
Urinary complaint (incontinence and 52 = 18.1 54 % 17.3 3.0£13.7 4.7 = 15.0
dysuria) [0, 0] [0,0) [0, 0] [0,0]
Mood complaint 68.5 = 33.67 15.0 + 25.2* 7.7 +£19.2 65.8 + 37.8+1
P (80, 48] [0,25.3] [0,0.8] [78.5, 70.5]
Sleeping complaint 73.5 + 33.4% 16.2 + 25.7% 9.8 £23.0 7046 = 3.5
g comp (90, 45] [0,25] [0,7] [81.5,62.2]
Tiredness 61.7 = 45.81 16.1 = 24.5*% 8.3 £22.7 56.1 = 47.7*1
[96, 100] [0,26.3] [0, 0] [92.0, 100)
Overall satisfaction with treatment 87.3 = 26.6° 29.8 + 31.4% 147 £ 26.8 81.7 + 268+
[100, 12.5] 30, 50] [0, 19] [100, 43.7)

Tab. 15: Parameter der subjektiven Symptome
RCE: Rotkleebehandlung
*: p < 0,05 verglichen mit den Phasen derselben Gruppe
t: p < 0,05 verglichen mit Placebo Phase der gegenteiligen Gruppe
(nach Lipovac et al., 2011)

In einer randomisierten, dreifachblinden, Placebokontrollierten Studie wurde der
Effekt von Rotklee auf 55 postmenopausale Frauen (> 45 Jahre, Amenorrhoe seit
mindestens 12 Monaten, Kupperman Index > 15) Uberprift. Die Patientinnen
erhielten entweder einmal taglich 45 mg Rotkleeisoflavone oder Placebo fiir acht
Wochen.

Vor Beginn der Behandlung (Woche zwei) und nach zehn Wochen wurde die
Lebensqualitat mittels dem MENQOL Fragebogen (zu den vier Gebieten:
vasomotorische Symptome, psychosoziale, physische Bereiche und Sexualitat)
erhoben.

Die Lebensqualitdat war am Ende der Studie in beiden Gruppen signifikant verbessert
(Rotklee und Placebo: p<0,01) im Vergleich zur Woche zwei, jedoch gab es keine
signifikanten Unterschiede zwischen Verum und Placebo bei der Lebensqualitat oder
einer der Untergruppen des MENQOL Fragebogens (Ehsanpour et al., 2012).
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Lipovac et al. (2012) untersuchten den Effekt von Rotklee auf vasomotorische und
menopausale Symptome in einer randomisierten, doppelblinden, Placebokontrol-
lierten Studie an 109 postmenopausalen Frauen (> 40 Jahre, Amenorrhoe seit > 12
Monate, Kupperman Index > 15, mehr als 5 Hitzewallungen/Tag).

Die Behandlung tber 90 Tage erfolgte in Gruppe A mit einem Rotkleepradparat (80
mg Isoflavone) oder in Gruppe B mit Placebo. Nach einer siebentagigen Wash-Out-
Phase wurden die Behandlungen getauscht und weitere 90 Tage fortgesetzt. Am
Beginn der Studie, nach 90, 97 und 187 Tagen wurden der Kupperman Index und die
Anzahl der Hitzewallungen (HW) sowie das Auftreten von Nachtschweill (NS)
ermittelt.

In beiden Gruppen zeigte sich eine signifikante Verbesserung des Kupperman
Indexes (Gruppe A Baseline: 32,5 + 10; nach 3 Monaten: 8,0 £ 6,9, Gruppe B:
Baseline: 34,3 + 10,4; nach 3 Monaten: 9,7 + 9,4) durch die Rotklee Einnahme. Eine
signifikante Reduktion der Hitzewallungen (73,5%) und von Nachtschweil’ (72,2%)
verglichen mit der Placebogruppe (8,2 % und 0,9%), wurde im ersten Teil der Studie
beobachtet. Im zweiten Teil der Studie kam es in Gruppe A (nach Wash-Out-Phase
und Placebobehandlung) zu einer signifikanten Erhohung von Kupperman Index,
Hitzewallungen und Nachtschweils, wahrend es in Gruppe B zu einer signifikanten
Reduktion kam (Baseline HW: 11,0 * 5,1; nach 3 Monaten: 3,3 + 4,0; Baseline NS:
5,0 + 2,8; nach 3 Monaten: 1,7 + 1,8) (s. Abb. 16).
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Abb. 16: Effekte des Rotklees auf vasomotorische und menopausale Symptome
(nach Lipovac et al., 2012)
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6.2 Wirkung auf das Gedachtnis

Die Beeinflussung der kognitiven Funktionen durch Rotklee wurde in einer
randomisierten,  doppelblinden, Placebokontrollierten Studie  an 66
postmenopausalen Frauen (Durchschnittsalter: 53 Jahre, mehr als 35
Hitzewallungen pro Woche, Amenorrhoe seit mindestens 6 Monaten) untersucht.
Die Probandinnen erhielten (ber ein Jahr entweder taglich ein ethanolisches
Rotkleeextrakt (120 mg Isoflavone), CEE/MPA (0,625 mg CEE + 2,5 mg MPA) oder
Placebo. Zusatzlich zu den verschiedenen kognitiven Tests wurden die
Hitzewallungen subjektiv und objektiv bei 19 Frauen mittels 24-Stunden-Scan der
Hautleitfahigkeit am Sternum ermittelt.

Das verbale Gedachtnis sowie alle anderen untersuchten kognitiven Funktionen
konnten durch das Extrakt nicht verbessert werden. In der CEE/MPA Gruppe war die
verbale Gedachtnisleistung und das Zahlengedachtnis geringer als in der Placebo
Gruppe, dagegen gab es eine Verbesserung beim Test zur Sprachkompetenz.

Die Hitzewallungen nahmen subjektiv in allen Gruppen ab (s. Abb. 17), bei
objektiver Messung jedoch nur in der CEE/MPA Gruppe (p<0,001) (s. Abb. 18, S. 49)
(Maki et al., 2009).
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Abb. 17: Anzahl der subjektiven Hitzewallungen
(nach Maki et al., 2009)
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Abb. 18: Anzahl der objektiven Hitzewallungen
(nach Maki et al., 2009)

6.3 Wirkung auf Angst und depressive Symptome

Lipovac et al. (2010) {berpriften in einer randomisierten, doppelblinden,
Placebokontrollierten Cross-over Studie an 109 postmenopausalen Frauen (liber 40
Jahre, Amenorrhoe seit mehr als 12 Monaten) die Wirkung eines Rotkleeextraktes
auf Angst und depressive Verstimmung.

Fir einen Behandlungszeitraum von 90 Tagen erhielten die Probandinnen zwei mal
taglich entweder ein Rotkleextrakt (40 mg Isoflavone) oder Placebo. Nach einer
sieben tagigen Wash-Out-Phase wurden die Gruppen getauscht.

Mittels des Hospital Anxiety and Depression Scale (HADS) und des Zung's Self Rating
Depression Scale (SDS) wurden am Beginn, nach 90 und 187 Tagen Angst und
depressive Symptome bemessen.

Das Rotkleepraparat konnte die Scores auf der HADS-Skala insgesamt um 76,9%
reduzieren (Angst Baseline: 9,98 * 4,68; Placebo: 8,05 + 4,76; Rotklee: 2,40 + 2,53;
Depression Baseline: 6,91 + 4,02; Placebo: 5,23 + 3,65; Rotklee: 1,50 + 2,06). Auf der
SDS-Skala kam es zu einer Abnahme um 80,6% (Baseline: 12,24 + 7,39; Placebo: 9,57
+ 7,01; Rotklee: 2,37 £ 3,97). Die Reduktion durch Placebo lag bei beiden Skalen bei
21,7%.
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6.4 Wirkung auf den Knochenstoffwechsel

Durch Bestimmung der **Ca Ausscheidung im Urin untersuchten Weaver et al.
(2009) den antiresorptiven Effekt von kommerziellen Isoflavonprdparaten auf den
Knochen in einer randomisierten, Cross-over Studie an elf postmenopausalen
Frauen.

Jede Probandin erhielt als Positivkontrolle tiglich entweder Ostradiol (1 mg) mit
Medroxyprogesteron (2,5 mg) oder Risedronat (5 mg) sowie vor und wahrend der
Studie zusatzlich zur Isoflavongabe taglich 500mg Kalzium und 500 IE Vitamin D3.
Jede Behandlungsperiode dauerte 50 Tage mit einer gleichlangen
Behandlungspause, danach wurden die Gruppen getauscht bis jede Frau jede
Behandlungsgruppe durchlaufen hatte.

Fur die “Ca Methode erhielten die Testpersonen *(Ca i.., gefolgt von einer
100tagigen Wash-Out-Phase. Wahrend der Behandlungsperioden und -pausen
wurde alle zehn Tage der 24-Stunden Harn gesammelt, um die *’Ca Werte zu
ermitteln.

Die Knochenresorption konnte durch Ostradiol/Medroxyprogesteron um 24% und
durch Risedronat um 22% reduziert werden. Rotklee reduzierte die Knochenresorp-
tion nicht signifikant. Wahrend Serumwerte der knochenspezifischen alkalischen
Phosphatase nicht beeinflusst wurden (Baseline: 15,8 + 5,0 ng/ml; Ostradiol/Rise-
dronat: 12,6 £ 5,9 ng/ml; Rotklee: 12,6 + 5,5 ng/ml), konnte Rotklee die Serumwerte
der alkalischen Phosphatase senken (Baseline: 82,4 + 23,2 U/I; Ostradiol/Risedronat:
73,1+ 22,8 U/I; Rotklee: 59,1 + 31,5 U/I).

6.5 Wirkung auf die Brust

Boucher et al. (2013) versuchten die Einnahme von verschiedenen isoflavonhaltigen
Nahrungserganzungsmitteln mit vermindertem Brustkrebsrisiko zu korrelieren und
untersuchten 3.101 Fille der Ontario Women's Diet and Health Studie, in der Frauen
(Durchschnittsalter 56  Jahre, 67% postmenopausal) mit erstmaliger
Brustkrebsdiagnose zwischen Juni 2002 und April 2003 mit 3.471 gesunden Frauen
verglichen worden waren.

Nur 2% aller Frauen (n=117) verwendeten Rotkleeprdparate, wobei 48 an Brustkrebs
litten und 69 aus der Kontrollgruppe waren. Die Einnahme von Rotkleepraparaten
Uber ein Jahr (mit > 0,676 mg Isoflavonen/Tagesdosis) war mit einem geringeren
Brustkrebsrisiko assoziiert.

Bei postmenopausalen Frauen sank das Risiko, wenn mehr als 3 Produkte
eingenommen wurden oder bei einer Einnahme von mehr als 5 Jahren.

6.6 Wirkung auf Prostata und Leber

In einer prospektiven einjahrigen Studie an 20 Mannern (Durchschnittsalter 65
Jahre) mit BHP und erhdhten PSA Werten wurde die Wirkung einer taglichen
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Einnahme von 60 mg Isoflavonen aus Rotklee (iberpriift.

Nach einem Jahr war eine 33,4% Reduktion der PSA Werte (p=0,019) sowie eine ge-
ringfligige Senkung des Prostatavolumens um 10% (p=0,097) zu beobachten. Schon
nach 3 Monaten konnte man eine Erhéhung der Lebertransaminasen (GOT, GPT und
y-Glutamyltransferase) feststellen, die allerdings iber den gesamten Beobachtungs-
zeitraum im hohen Normalbereich blieb. Sexualhormone (Gesamttestosteron, Lutei-
nisierendes Hormon, Follikel stimulierendes Hormon, Ostradiol und Dehydroepian-
drosteronsulfat) und Sexualfunktionen wurden nicht beeinflusst. Es wurden keine
Nebenwirkungen beobachtet (Engelhardt et al., 2008).

6.7 Wirkung auf das Lipidprofil

Terzic et al. (2009) untersuchten in einer einjahrigen offenen, randomisierten,
kontrollierten, prospektiven Studie den Einfluss von Rotkleeisoflavonen (40 mg/Tag)
auf das Lipidprofil von gesunden postmenopausalen Frauen (n=40,
Durchschnittsalter: 56 Jahre, Amenorrhoe seit mindestens 12 Monate).

Sowohl im Vergleich zur Baseline als auch zu Placebo wurden die Werte des
Gesamtcholesterins (p=0,028), von LDL (p=0,032) und Triglyceriden (p=0,099)
signifikant gesenkt sowie der HDL (p=0,024) Spiegel signifikant erhdéht (s. Tab. 16).

mean + SDf

Triglycerides (mmol/L) Total cholesterol (mmol /L) LDL (mmol/L) HDL (mmol/L)
Phytoestrogen Control P- Phytoestrogen Control P- Phytoestrogen Control P- Phytoestrogen Control P-
group group valuet group group valuet group group valuet group group valuet

Start rate  1.75 = 0.50 173 £037 0891 562 +045 555+ 040 0005 338040 311050 0157 147 x023 150 £ 040 0.808
4months  1.69 = 0.42 175 =050 0.689 487 =040 554+ 030 0.003 287 =032 314 +045 0051 178 =036 150 =036 0.022
8months  1.60 = 0.38 175 =035 0219 4.96+045 557 +050 0.045 2.84=+040 312+034 0027 176 +041 1.48 =030 0.024
12 months 1.55 = 0.37 175 =036 0.009 4062 +030 565+ 045 0.028 279 =043 310+ 042 0032 175x038 151 =020 0.024

tValues of the probability of Hy; fmean values + standard deviation (SD). HDL, high-density lipoprotein; LDL, low-density lipoprotein.

Tab. 16: Triglycerid- und Cholesterinwerte in der Rotklee- und Kontrollgruppe
(nach Terzic et al., 2009)

6.8 Wirkung auf die Insulinsensitivitat

Die Auswirkungen von transdermal verabreichtem Ostrogen gegeniiber oral
verabreichten Phytodstrogenen auf die Insulinsensitivitdt, SHBG Werten (Sex
hormone-binding globulin), Totaltestosteron und andere Parameter wurden an 43
gesunden postmenopausalen Frauen (Durchschnittsalter 68 Jahre, keine
Hormonersatztherapie) verglichen.

Die Frauen erhielten Uber 3 Monate pro Tag entweder 0,05 mg transdermales
Ostrogen (A), 0,1 mg transdermales Ostrogen (B), 40 mg orale Rotkleeisoflavone (C)
oder 80 mg orale Rotkleeisoflavone (D). Zur Beginn der Studie und monatlich fur
drei Monate wurden die Insulinsensitivitdt, Nichternglucose, Insulin, SHBG,
Ostradiol, Estron, gesamtes und freies Testosteron gemessen.

Durch die Behandlung mit oralen Phytodstrogen wurde die Insulinsensitivitat
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weniger verbessert als durch die transdermale Ostrogenbehandlung (p=0,01). Das
Rotkleepriparat hatte keine Auswirkungen auf SHBG, Ostradiolwerte und
Gesamttestosteron. Auch Nichternglucose und -insulin wurden nicht beeinflusst (s.
Abb. 19) (Lee et al., 2012).

I Cval phytoestrogen (40 mg/iday)
EL5Y Oral phytoestrogen (80 mg/day)

100+
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% Change SHBG
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Abb. 19: Prozentuelle Anderung der SHBG-Werte nach oraler Phytodstrogengabe
(nach Lee et al., 2012)

6.9 Wirkung auf das IGF-System

Erhohte Konzentration von Insulin-like Wachstumsfaktoren (IGF) werden mit
erhohtem Darmkrebsrisiko in Verbindung gebracht. In einer randomisierten,
doppelblinden, Placebokontrollierten Cross-over Studie an postmenopausalen
Frauen (50-75 Jahre), mit familidar erhohtem Darmkrebsrisiko erhielten die
Probandinnen fir 8 Wochen taglich entweder ein Rotkleextrakt (84 mg Isoflavone)
oder Placebo. Nach einer achtwdchigen Wash-Out-Phase wurden die Gruppen
getauscht. Jeweils nach dem ersten Behandlungszeitraum wurde eine Biopsie von
kolorektalen Gewebe durchgefiihrt.

Die Rotkleebehandlung hatte keine signifikanten Auswirkungen auf IGF-1 (Rotklee:
121 + 45 pg/l, Placebo: 123 + 39 ug/l), IGF-2 (Rotklee: 546 + 92 ug/l, Placebo: 559 +
98 ug/l), IGFBP-1 (Rotklee: 45 ug/l, Placebo: 42 ug/l), IGFBP-2 (Rotklee: 234 + 137
ug/l, Placebo: 223 + 108 pg/l) und IGFBP-3 (Rotklee: 1,96 + 0,30 mg/|, Placebo: 2,01
+ 0,30 mg/I).

Es konnten weder im aufsteigenden Kolon noch im Mastdarm signifikante
Unterschiede der mRNA Expression von IGF-1, IGF-2, IGFBP-3 und IGF-1R
beobachtet werden (s. Tab. 17, S. 53) (Vrieling et al.,2008).
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Isoflavones (n = 15) Flacebo (n =19) P+

Mean + SD Median Range Mean + SD Median Range
Ascending colon
IGF-I 040 £ 024 0.35 0.17-1.03 032 £0.20 033 0.09-0.84 023
IGF-IT 0.14 + 0.08 014 0.03-0.34 016 £ 0.11 0.14 0.04-0.45 0.98
IGFBP-3 029 + 024 018 0.08-1.02 029 +£ 017 0.25 0.04-0.66 0.99
IGF-IR 325 + 258 27N 0.00-10.91 258 +1.59 242 0.00-5.54 0.66
Rectum
IGF-I 104 £ 094 073 0.17-3.14 0.80 £ 046 0.85 0.19-1.90 035
IGF-IT 030 + 0.4 023 0.07-1.09 026 +0.11 0.25 0.05-0.45 0.56
IGFBP-3 125 + 0.86 102 0.35-3.44 114 £ 057 110 0.18-2.28 0.65
IGF-IR 6.07 £ 228 6.80 298-11.08 710 £ 225 636 4231278 047

*P value based on independent t test of natural log-transformed IGF-I, IGF-II, and IGFEP-3, and Mann-Whitney test for IGF-IR.

Tab. 17: mRNA Expression von IGF-1, IGF-2, IGFBP-3 und IGF-1R in Kolon und Mastdarm nach
Isoflavon und Placebo Gabe
(nach Vrieling et al., 2008)

6.10 Wirkung auf den Homocysteinspiegel

Fiir die Dauer von vier Menstruationszyklen erhielten in einer randomisierten,
doppelblinden, Placebokontrollierten Parallelstudie, 23 pramenopausale Frauen (18
bis 45 Jahre, regulare Menstruationsblutung) ein Rotkleeprdparat mit 86 mg/d
Isoflavonen.

Es konnten keine Unterschiede der Folsdure- und Homocysteinkonzentration
zwischen Verum und Placebo sowie in Follikel- und Gelbkorperphase festgestellt
werden (s. Tab. 18).

In der Placebogruppe war ein nicht signifikanter Trend des vermehrten
Alkoholkonsums aufféllig, der eine verminderte Kalorien- und Folsdureaufnahme
und somit erhéhte Homocysteinkonzentrationen bedingt (Samman et al., 2009).

Placebo group Intervention group

Monthly average  Follicular phase  Luteal phase  Monthly average  Follicular phase  Luteal phase

Serum folate (nmo /L)

Month 1 1246 £ 400 1228+ 390 1258 +428 10.40 £ 2.17 978+2.46 1093 +£223

Month 3 1227 +£3.03 1199+ 297 1274 +394 984 +209 997 +1.81 10.14 +2.63

Month 4 1249+ 358 1278+ 328 1251 +4.67 9.9 +233 981+2.21 10.01 +3.16
Serum Hey® (pmol /L)

Month 1 815+ 178 8.25+173 806+1.89 B.64+1.98 B69+2.10 847+ 198

Month 3 BI7+174 B.36+ 158 8264207 B85+ 1.82 907 +1.86 8RB+ 203

Month 4 816+ 175 815+1.72 817 +1.88 9.2 + 1.a2 920+1.640 8.64+ 1.60

Tab. 18: Folsdure- und Homocysteinkonzentration in Placebo- und Rotkleegruppe
(nach Samman et al., 2009)
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6.11 Pharmakokinetische Wirkung

In einer Pilotstudie an vier Mannern und drei Frauen (24-30 Jahre) wurde die
Absorption der Rotklee-Isoflavone Irilon, Prunetin und Pseudobaptigenin aus einem
Nahrungserganzungsmittels mit 38,8 mg Gesamtisoflavonen untersucht.

Drei Tage vor der Verabreichung des Rotkleepraparates durften die Testpersonen
keine isoflavonhaltige Nahrung oder Supplemente zu sich nehmen. 6,5 Stunden
nach der Einnahme wurden die Plasmawerte bestimmt.

Formononetin und Biochanin A, die Hauptisoflavone im Rotklee, wurden in grol3en
Mengen demethyliert zu Daidzein und Genistein.

Daidzein zeigte die hochsten Plasmakonzentrationen mit 0,385 uM, gefolgt von
Irilon mit 0,351 uM. Es wurden hohere Isoflavonplasmawerte bei den mannlichen
Probanden gefunden als bei den weiblichen, vor allem bei Irilon (s. Tab. 19).
Biochanin A und Pseudobaptigenin zeigten hohere Konzentration im Plasma als im
Nahrungsergdnzungsmittel, wahrend Prunetin anndhernd gleiche Konzentration
erreichte.

Pseudobaptigenin und Prunetin konnten das erste Mal im Plasma nachgewiesen
werden, Pseudobaptigenin nur in sehr geringen Konzentrationen (Maul et al., 2010).

IF plasma level (nm)

Subjects Body weight (kg) FORM BIOA DAl GEN IRl

Female 1 75 144 21 347 79 197

Female 2 72 68 10 385 52 250

Female 3 64 34 k] 158 36 179

Male 4 73 187 10 493 58 589

Male 5 63 140 26 592 94 394

Male 6 78 83 14 444 79 504

Male 7 108 119 B 27 43 344
Mean 50 Mean &0 Mean 50 Mean 5D Mean &0

Female 82 56 13 7 297 122 56 22 209 ar

Male 132 44 15 B 450 134 [:1:1 23 458 110

Group 111 52 14 7 385 144 63 21 351 156

FORM, formononatin; BIOA, biochanin A; DA, daidzain, GEN, ganistain; IRL, irilona.

Tab. 19: Plasmawerte der Isoflavone Formononetin, Biochanin A, Daidzein, Genistein und Irilon
(nach Maul et al., 2010)

6.12 Unerwiinschte Arzneimittelwirkungen

An gesunden Frauen (n=401) mit erhohten Brustkrebsrisiko durch familidre Vorge-
schichte, wurde in einer randomisierten, doppelblinden, Placebokontrollierten Stu-
die die Sicherheit und Vertraglichkeit eines standardisierten Nahrungsergdanzungs-
mittels mit 40 mg Isoflavon untersucht.

Flr drei Jahre erhielten pra- und postmenopausale Probandinnen (35-70 Jahren)
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entweder Verum oder Placebo. Alle sechs Monate wurden klinische
Untersuchungen und Blutproben genommen. Einmal pro Jahr wurde bei den
postmenopausalen Frauen eine Mammographie, eine Knochendichtemessung und
ein transvaginaler Ultraschall gemacht.

Die Studie zeigte keine Unterschiede zwischen der Placebo- und der Verumgruppe
hinsichtlich der Dichte des Brustgewebes, der Dicke des Endometriums, der
Knochenmineraldichte, des Serumcholesterins und FSH Werte.

Bei postmenopausalen Frauen in der Placebogruppe stieg nach sechs und nach
zwoOlf Monaten die knochenspezifische alkalische Phosphatase (Powles et al., 2008).

Orr et al. (2013) berichteten von einer unerwiinschten Wechselwirkung zwischen
Rotklee und Methotrexat. Eine 52-jahrige Frau erhielt aufgrund ihrer starken
Psoriasis schon seit zwei Jahren wdchentlich Methotrexat-Infusionen. Wegen
auftretender Hitzewallungen wurden als Alternativtherapie Rotkleekapseln (430 mg)
empfohlen. Nach dreitagiger Einnahme traten starkes Erbrechen und
Oberbauchschmerzen auf. Diese Symptome sprachen fiir eine erhohte Methotrexat-
Toxizitat, obwohl die Leberwerte im Normalbereich lagen. Deswegen vermutete
man, dass das Rotkleeprdaparat Wechselwirkungen mit Methotrexat zeigte. Nach
Absetzen des Rotkleeprdparates und einer weiteren Methotrexat Infusion traten
keine weiteren unerwiinschten Wirkungen auf. Orr et al. vermuteten, dass Rotklee
den Abbau von Methotrexat in der Leber beeinflusst und deswegen unerwiinschte
Nebenwirkungen auftraten.
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7. In Silico Studie

Das Ziel einer in silico Studie war, die chemischen Bestandteile von Pflanzen, die als
PhytoOstrogene in  Verwendung sind (Hopfen, Maonchspfeffer, Rotklee,
Traubensilberkerze) hinsichtlich ihrer Auswirkungen auf die Leber zu untersuchen.
Basierend auf offentlich zugdnglichen Datenbanken wurden Datensets fir jede
Pflanze angelegt, die die Komponenten und ihre Strukturen enthielten. Es konnten
94 Bestandteile flir Rotklee identifiziert werden. Um die lebertoxischen Endpunkte
zu ermitteln, wurden finf verschiedene Softwareprogramme eingesetzt. Als
Positivkontrolle wurden Diclofenac, Benoxaprofen und das Pyrrolizidinalkaloid
Monocrotalin, als Negativkontrolle N-acetylcystein und Ranolazin verwendet.

17 der 94 Komponenten aus Rotklee wurden als lebertoxisch vorhergesagt. Mittels
der LMA-Software wurden jene Teile der Molekiile identifiziert, die toxisch auf die
Leber wirken kénnten (s. Tab. 20). Mit Hilfe der Leadscope-Enterprise-Software
konnten wichtige Schlisselstrukturen in den Inhaltsstoffen der Pflanzen
vorhergesagt werden, die lebertoxische Effekte haben kénnten: Phenole, Flavone,
Isoflavone und deren Glykoside sowie 4-Hydroxyacethophenone.

Aus drei verschiedenen Datenbanken wurden eine orale Hochstdosis fir Rotklee
von 4g/Tag ermittelt (Wang et al., 2011 b).

Baota nical Constituents analyzed by LMA

Red dover 3-Methy l-quercetin-7-0-beta-o-glucoside-6-malonate
Irilin p-7-beta-o-glucoside-6-0-malonate
Texasin-7-0-be a-p-glucoside-6-0 -malonate
Irilone-4-0-be a-np-glucoside-6-0-malonate
3-Methoxy-quercetin-7-0-be @ -p-glucoside
Farmonone t n-7-0-beta-o-glucoside-6-0-acetate
Ononin
Afrormosin-7-0-be ta-o-glucoside
Biochanin A-7-beta-o-gl umside -6-0-acetate
Sissorrin
Daphnoretin

Tab. 20: Bestandteile aus Rotklee, die durch die LMA-Software positiv auf
Lebertoxizitat beurteilt wurden (nach Wang et al., 2011 b)

56



8. Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit dem Fortschritt in der Forschung an
Rotklee zwischen 2008 und 2013.

Chemisch war Rotklee bereits vor diesem Zeitraum sehr gut untersucht. Daher
wurden in den Jahren zwischen 2008 und 2013 nur einige neue Isoflavon-Glykoside
charakterisiert sowie erstmals Salicylsdure aus Rotklee isoliert.
Konzentrationsbestimmungen von Isoflavonen in Nahrungserganzungsmitteln
zeigten fehlerhafte Herstellerangaben und stark variierende Mengen an Isoflavonen
pro Tablette/Kapsel. Dies macht Patienten einen Vergleich der Praparate sehr
schwierig.

Viele in vitro Studien beschaftigten sich mit der Wirkung von Rotkleeextrakten auf
verschiedene Zelllinien. So konnte gezeigt werden, dass hohe Isoflavonkonzentratio-
nen das Wachstum verschiedener Krebszelllinien nicht forderten.

Mehrere Studien beschaftigten sich mit den positiven Wirkungen von Rotklee auf
Brustkrebs. So hemmte Formononetin die Proliferation in Ostrogen-positiven Brust-
krebszelllinien und das Tumorwachstum bei Mausen. Genistein und Isoflavongemi-
sche zeigten protektive Effekte auf die Migration von Brustkrebszellen. Die Sicher-
heitsbewertung eines Nahrungserganzungsmittels mit 40 mg Rotkleeisoflavonen
zeigte nach dreijahriger Einnahme keine Unterschiede in der Dichte des Brustgewe-
bes zwischen Verum und Placebo. Ein verringertes Brustkrebsrisiko korrelierte mit
der Einnahme eines Rotklee-Nahrungserganzungsmittels iber ein Jahr.

Die Isoflavone des Rotklees konnten in Prostatakrebszellen und BHP-Stromazellen
die PSA Protein- und Genexpression reduzieren, die Proliferation hemmen und
Apoptose induzieren. In einer klinischen Studie resultierte eine tagliche Einnahme
von 60 mg Rotkleeisoflavonen bei BHP in einer 33% Reduktion des PSA Wertes.

Eine neuroprotektive Wirkung von lIsoflavonen wurde in zwei in vitro Studien
nachgewiesen.

In einer in vitro Studie flhrte Biochanin A zur Differenzierung von Preosteoblasten
zu Osteoblasten und erhohte deren Mineralisierung. In vivo wurde eine verringerte
Knochenmineraldichte und reduzierter Knochenmineralgehalt sowohl durch
Biochanin A als auch durch einen Rotkleeextrakt erhoht. Auch Formononetin
resultierte in vivo in positiven Effekten. Eine klinische Studie an postmenopausalen
Frauen zeigte allerdings keine signifikante Senkung der Knochenresorption.

Protektive Effekte von Rotkleeisoflavone auf die Leber umfassten den Schutz vor ei-

ner chronischen Schadigung durch CCl; durch Biochanin A und die Senkung von LDL-
und Cholesterin-Werten durch Rotkleeextrakt. In einer klinischen Studie an postme-
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nopausalen Frauen wurden Cholesterin, LDL und Triglycerid-Werte gesenkt und HD-
L-Werte erhoht. Dagegen postulierte eine in silico Studie, dass Daidzein-7-O-beta-D-
glucosid-6"-0-acetat zu Leberschadigungen fiihren konnte und eine Hochstdosis von
4g Rotklee/Tag nicht tiberschritten werden soll.

Eine Reihe von Studien befassten sich mit der Wirkung von Rotklee auf
menopausale Beschwerden, wobei vielfach subjektive Verbesserungen demonstriert
werden konnten, allerdings oft keine signifikanten Unterschiede zur Placebogruppe
bestanden.
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10. Summary

This thesis compiles the progress in the research on red clover during 2008 to 2013.

Chemically, red clover was already well-studied before this period. Therefore only
few new isoflavone glucosides have been characterized between 2008 and 2013 as
well as salicylic acid was isolated for the first time from red clover.

The quantification of isoflavones in food supplements resulted in the proof of
incorrect declarations and significantly differing amounts of isoflavones per
tablet/capsule. This makes a comparison of the preparations quite difficult.

Many in vitro studies dealt with the effect of red clover extracts on different cell
lines. It was shown that high isoflavone concentrations did not promote the growth
of different cancer cell lines.

Some studies reported positive effects of red clover on breast cancer. Formononetin
inhibited proliferation in estrogen-positive breast cancer cell lines and tumor growth
in mice. Genistein and total isoflavones showed protective effects on cell migration
of breast cancer cells. The safety assesment of a food supplement containing 40 mg
red clover isoflavones did not show any differences in the density of breast tissue
between verum and placebo after three years of treatment. A reduced risk of breast
cancer correlated with the ingestion of a red clover food supplement over a year.

Red clover isoflavones reduced PSA protein- and gene expression in prostate cancer
cells and BHP stroma cells, inhibited proliferation and induced apoptosis. In a clinical
study daily intake of 60 mg red clover isoflavones resulted in a 33% reduction of the
PSA value in BHP.

A neuroprotective effect of isoflavones was demonstrated in two studies.

In an in vitro study biochanin A led to the differentiation of preosteoblasts into
osteoblasts and increased their mineralization. In vivo, reduced bone mineral
density and the reduced bone mineral content were increased by biochanin A and a
red clover extract. Formononetin as well resulted in positive in vivo effects. A clinical
study in postmenopausal women did not show a significant reduction of bone
resorption.

Protective effects of red clover isoflavones in the liver comprised the prevention of
chronic damage caused by CCl, by biochanin and the reduction of LDL- and
cholesterol by a red clover extract. In a clinical trial in postmenopausal women,
cholesterol, LDL and triglyceride levels decreased, while HDL values increased. In
contrast, an in silico study postulated that daidzein-7-O-beta-D-glucosid-6“-O-
acetate might lead to liver damage and recommended a maximum dose of 4g red
clover /day.
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A series of studies dealt with the effects of red clover on menopausal complaints
and subjective improvement of manifold symptoms was demonstrated, although
frequently no significant differences to the placebo group were recorded.
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