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1. Einleitung  

1.1 Androgenbiosynthese  
 
1.1.1. Synthese von DHEA und die Funktion des Enzym s CYP17A1 
 

Cholesterin ist das Vorläufersteroid aller Steroidhormone (Abb.1). Aus 

Cholesterin werden in der Nebennierenrinde Glucocorticoide, 

Mineralocorticoide und Sexualhormone synthetisiert. Versorgt werden die 

steroid-produzierenden Zellen, wie Nebennierenrinde oder Gonaden, durch 

LDL-Cholesterin [5] bzw. HDL-Cholesterin [6] aus dem Serum-Plasma. Die 

Lipide werden mit Hilfe spezifischer Rezeptoren an der Zellmembran 

aufgenommen und anschließend lysiert, um freies Cholesterin zu gewinnen.  

 
Abb.1: Strukturformel von Cholesterin 

 

Androgene werden bei Frauen hauptsächlich in der Zona reticularis der 

Nebenniererinde produziert. Die Synthese der Steroide ist dabei in mehreren 

Kompartimenten der Zelle lokalisiert. Zunächst erfolgt die Konversion von 

Cholesterin zu Pregnenolon durch 20α-Hydroxylierung, 22-Hydroxylierung und 

Spaltung der C20, 22 Bindung durch das Enzym CYP11A1 (Abb.2).  
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Damit dieser Schritt jedoch erst möglich wird, muss das Cholesterin zu dem an 

der inneren mitochondralen Membran befindlichen Enzym CYP11A1 

transportiert werden. An diesem Prozess ist das Steroid Acute Regulatory 

Protein beteiligt [7], welches für den Cholesterintransport von der äußeren zur 

inneren Mitochondrienmembran verantwortlich ist.  

Der nächste Reaktionsschritt der Androgenbiosynthese findet im 

Endoplasmatischen Retikulum statt. Hier ist das Enzym Cytochrom P450c17 

(CYP17A1) an den Mikrosomen lokalisiert. CYP17A1 gehört zur Gruppe der 

P450 Cytochrom (CYP)-Enzyme, mit zentralständiger Häm-Gruppe [8]. Es ist 

auf dem Chromosom 10 (10q24-3) lokalisiert und besteht aus etwa 500 

Aminosäuren. Unterteilt werden die P450-Enzyme in zwei Typen. Typ I-Enzyme 

befindet sich in Mitochondrien, Typ II-Enzyme im endoplasmatischen 

Retikulum. Wie alle mikrosomalen P450-Enzyme benötigt CYP17A1 ein Ko-

Enzym für seine katalytische Aktivität. Das Ko-Enzym P450-Oxidoreduktase 

transferiert die für die Reaktion notwendigen Elektronen vom 

Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (NADPH) zu CYP17A1 (Abb.3) sowie zu 

allen anderen  mikrosomalen CYP-Enzymen. Das 82-kDa große 

P450scc                  

Cholesterin 

Pregnenolon         

Abb.2: Synthese von Pregnenolon aus Cholesterin durch CYP11A1 (früher P450scc) 
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membranständige P450-Oxidoreduktase bindet ein Flavin-Adenin-Dinukleotid 

(FAD), welches ein Elektronenpaar vom NADPH akzeptiert und weiter zum 

Flavinmononukleotid (FMN) transferiert. Anschließend wird das Elektronenpaar 

direkt auf das CYP17A1-Molekül übertragen. 

 

 
Abb. 3: Elektronentransfer von NADPH zu CYP17A1 über P450 Oxidoreduktase (POR) [9] 

  ER: Endoplasmatisches Retikulum; POR: P450 Oxidoreduktase; b5: Cytochrom b5;  
Preg: Pregnenolon 

 
 
CYP17A1 besitzt zwei Aktivitätszentren. Durch die 17α-Hydroxylase-Aktivität 

wird zunächst das C-Atom 17 von Pregnenolon hydroxyliert. Anschließend wird 

durch die 17,20 Lyase-Aktivität das 17OH-Pregnenolon um zwei C-Atome 

gekürzt. Damit ist die wichtigste Vorstufe der Androgene, das 

Dehydroepiandrosteron (DHEA), entstanden. Gesteuert wird die Aktivität von 

CYP17A1 durch das Cytochrom b5 als allosterischer Faktor [10]. Der gesamte 

Reaktionsschritt findet in der Zona fasciculata und reticularis der 

Nebennierenrinde statt.   

Fehlt durch eine Mutation das auf dem Chromosom 10 (10q24-3) lokalisierte 

Enzym CYP17A1, kann es klinisch zu einer kongenitalen Adrenalhyperplasie 

mit einem Defizit sowohl von Glucocorticoiden wie auch Sexualsteroiden 

kommen [9].  

 

Das aus 17-OH-Pregnenolon synthetisierte DHEA ist das bei Frauen wichtigste 

Prohormon für die Androgensynthese [11]. Mehr als 50% der aktiven 

Androgene werden aus der Konversion von DHEA gewonnen [12]. 
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Durchschnittlich werden am Tag 4 mg DHEA von den Nebennieren sezerniert. 

Abhängig ist diese Sekretion allerdings vom Lebensalter [13].  

Von der sulfatierten Form von DHEA, dem Dehydroepiandrosteronsulfat 

(DHEAS), werden durchschnittlich 7-14 mg täglich sezerniert. In der Leber und 

der Nebenniere wird DHEAS durch die DHEA Sulfotransferase gebildet. Die 

Aufgabe von DHEAS ist noch unklar. Zunächst nahm man an, dass DHEAS 

eine Speicherform von DHEA sei, da die mikrosomale Sulfatase die 

Sulfatgruppe des DHEAS hydrolysieren kann, um DHEA wieder 

zurückzugewinnen. Hammer et al. zeigte allerdings, dass die Steroidsulfatase 

beim Menschen nur eine untergeordnete Rolle spielt, da DHEAS in vivo kaum 

zum desulfatierten DHEA zurück konvertiert wird [14]. Eine Ausnahme ist die 

Schwangerschaft, in der die Steroidsulfatase eine deutlich erhöhte Aktivität 

aufweist. 

 

1.1.2. Weiterkonversion von DHEA zu Androstendion d urch die 3 ββββ-

Hydroxysteroiddehydrogenase 

 

Im nächsten Reaktionsschritt wird Androstendion aus DHEA durch das Enzym 

3β-Hydroxysteroiddehydrogenase (3β-HSD) gebildet (Abb.4). Somit ist die 3β-

HSD neben CYP17A1 das zweite wichtige Schlüsselenzym für die androgene 

Steroidbiosynthese. Zwar kann auch CYP17A1 mittels der 17,20-Lyase Aktivität 

17α-OH-Progesteron zu Androstendion konvertieren, diese Reaktion findet 

allerdings in relevantem Umfang nur bei pathologischem Überangebot von 17-

OH-Progesteron, wie z. B. bei einem 21-Hydroxylase-Mangel, statt [15].  

3β-HSD existiert im humanen Körper in zwei Isoformen, die beide auf dem 

gleichen Chromosom 1p13.1 lokalisiert sind und jeweils vier Exons besitzen. 

Die katalytische Reaktionsgeschwindigkeit der beiden Formen ist gleich [16, 

17]. Typ 1 der 3β-HSD, bestehend aus 372 Aminosäuren, kommt sowohl in der 

Plazenta wie auch ubiquitär in fast allen peripheren Geweben (Haut, Prostata, 

Mamma) vor. 3β-HSD Typ 2 besteht aus 371 Aminosäuren und wird  von den 

Nebennieren und den Gonaden (Testis und Ovar) exprimiert [4, 18]. Die 

Regulierung der Expression von 3β-HSD erfolgt durch zahlreiche Faktoren wie 

zum Beispiel durch SF-1, Steroide oder Interleukine. Steroide wie 

Glucocorticoide stimulieren dabei die Expression in der Nebennierenrinde, 
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Androgene inhibieren die Expression sowohl in der Nebennierenrinde als auch 

in den Leydig-Zellen [19, 20]. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3β-HSD ist als membranassoziiertes Enzym zum einen in den Mitochondrien, 

zum anderen im Endoplasmatischen Retikulum lokalisiert [4]. Weshalb 3β-HSD, 

im Gegensatz zu anderen Hydroxysteroiddehydrogenasen, auch im 

Mitochondrium vorhanden ist, ist unklar. Angenommen wird, dass mit höherer 

mitochondraler Expression die Substratverfügbarkeit limitiert werden kann.  

Die Aufgaben von 3β-HSD sind vielfältig. Neben der Konversion von DHEA zu 

Androstendion ist es ebenfalls an der Synthese der Gluco- und 

Mineralocorticoide beteiligt (Abb.5). 

Zum Elektronenaustausch benötigt 3β-HSD Nicotinamidadenindinukleotid 

(NAD+) als Ko-Faktor.  

 

 

 

Abb. 4: Bandstruktur von 3β-HSD I mit DHEA und NAD+ [4] 
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Abb. 5: Überblick über die Androgenbiosynthese 

 

Bongiovanni beschrieb 1961 erstmalig einen Patienten mit 3β-HSD Mangel [4, 

21]. Verantwortlich für den klassischen Mangel ist eine Mutation des HSD3B2-

Gens, wobei das HSD3B1-Gen keine Pathologien aufweist. Klinisch zeigt sich 

je nach Patient ein differierendes Bild. So kann es entweder vollkommen 

unauffällig sein, es kann aber auch zu einer fehlenden Ausbildung der 

Geschlechtsmerkmale kommen oder einen renalen Salzverlust verursachen. 

Vor allem bei Frauen wird durch die normale Geschlechtsentwicklung ein 3β-

HSD-Defizit in der Regel erst spät diagnostiziert.   

 

1.1.3 Vermittlung der Androgenwirkung am Androgenre zeptor 

 

Die Aktivierung wie auch die Inaktivierung von Androgenen wird durch die 

zahlreichen Isoenzyme der 17β-Hydroxysteroid-Dehydrogenase (17β-HSD) 

 

Cholesterol       

Pregnenolon 

17α -OH-
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durch Interkonversion von Androstendion zu Testosteron gesteuert. Bisher 

konnten 14 unterschiedliche humane Isoformen identifiziert werden. Lokalisiert 

sind diese Isoenzyme von 17β-HSD sowohl im Zytosol als auch an den 

Membranen der Mikrosomen [22]. 

In in vitro-Studien wurde nachgewiesen, dass die 17ß-HSD-Isoenzyme 

reversibel die Oxidations- und Reduktionsvorgänge der 17-Ketosteroide (z.B. 

DHEA, Androstendion) in 17-Hydroxysteroide (z.B. Androstendiol, Testosteron) 

katalysieren [10, 23] und somit den letzten Schritt der Androgenbiosynthese 

regulieren.  

Nur 2 % des Testosterons liegt im Serum ungebunden, also frei vor. Der 

Hauptanteil ist an Albumin (38%) und an das sexualhormonbindende Globulin 

(SHBG) (60%) gebunden [24, 25]. Andere Androgenvorläufer wie DHEA und 

Androstendion zirkulieren dagegen in der Regel überwiegend frei im Blut.  

Als lipophiles Steroid kann Testosteron bzw. Dihydrotestosteron durch die 

Zellmembran in die Zelle diffundieren. Dort bindet es an den Androgenrezeptor, 

der als einfach phosphorylierte inaktive Form in der Zelle vorhanden ist. 

Zusätzlich sind Proteine wie zum Beispiel das Heat Shock Protein (HSP) mit 

dem Rezeptor assoziiert. Nach Bindung von Testosteron an den Rezeptor 

spaltet sich das HSP ab und es kommt zu einer weiteren Phosphorylierung. Der 

Hormon-Rezeptor-Komplex kann nun die Kernmembran passieren und sich mit 

einem weiteren aktivierten Androgenrezeptorkomplex verbinden. Dieses Dimer 

bindet an die androgenresponsiven Elemente (ARE) und reguliert somit als 

Transkriptionsfaktor die Genexpression und Proteinsynthese (Abb.6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 6: Androgen-Wirkungsmittlung durch den Androgenrezeptor (AR);  

P: Phosphorylierung; HSP: Heat Shock Protein; TF: Transkriptionsfaktor; ARE: Androgen-
responsive Element; RNA-Polym.: RNA-Polymerase (aus Hiort et al., 1998) 
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1.2 Tibolon  

1.2.1 Struktur, Metabolismus und Pharmakokinetik vo n Tibolon 

 

Tibolon ist in Deutschland unter dem Handelsnamen Liviella seit dem Jahr 

1999 zugelassen. Hergestellt wird es von der Firma Organon. Auf dem 

europäischen Markt ist Liviella seit 1988 erhältlich. Bekannt ist Tibolon als 

Steroid allerdings schon seit den späten 60er Jahren. Seine Anwendung findet 

Liviella in der Behandlung klimakterischer Beschwerden und in der Prophylaxe 

der östrogenmangelbedingten Osteoporose. Inzwischen ist es in über 90 

Ländern zugelassen. 

Tibolon ist ein synthetisches Steroid bestehend aus einer 3-keto-∆5-10-

Doppelbindung, einer 7α-Methyl-Gruppe und einer 17α-Ethinyl-Gruppe (Abb.7). 

Wichtige Merkmale eines Steroids wie zum Beispiel der für Östrogene typische 

aromatische A-Ring fehlen Tibolon. Trotzdem konnte ein protektiver östrogener 

Effekt bei Frauen in der Postmenopause nachgewiesen werden. Ebenfalls 

zeigten sich androgene und gestagene Wirkungen. Tibolon muss daher einer 

intrazellulären Metabolisierung unterliegen, um seine entsprechende Wirkung 

zu entfalten.  

Nach oraler Aufnahme in den Körper wird Tibolon zügig im Intestinum sowie in 

der Leber in seine Metaboliten umgewandelt [26]. Ein Nachweis von Tibolon im 

Plasma gelingt bereits 30 Minuten nach Einnahme. In Phase I wird die 3-Keto-

Gruppe des Tibolon in Hepatozyten zu einer 3α- oder 3β-Hydroxy-Gruppe 

reduziert, es entstehen somit 3α-Hydroxy-Tibolon bzw. 3β-Hydroxy-Tibolon. 

Diese Reaktion wird durch die 3α-HSD bzw. 3β-HSD katalysiert. Eine weitere 

Phase-I-Reaktion ist die Verschiebung der 5(10)-Doppelbindung zu einer 4(5)-

Doppelbindung durch die ∆4-5-Isomerase, dadurch entsteht das ∆4-Isomer. 

Anschließend findet in Phase II eine Sulfatierung der C3- bzw. C17- Hydroxy-

Gruppe statt [27-29].  
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Abb. 7: Metabolismus von Tibolon [30] 

 
Im Serum liegen Tibolon und seine Metaboliten zu 97% an Albumin gebunden 

vor. Etwa 80% der totalen oralen Dosis von Tibolon unterliegt der Sulfatierung. 

Dies verhindert eine intrazelluläre Aufnahme und anschließende Bindung an 

den Steroidrezeptor [31]. Die Aufnahme in die Zelle ist unklar, erfolgt aber 

wahrscheinlich über einen aktiven Influxtransport vermittelt durch 

transportierende organische anionische Polypeptide [32].  

Die Eliminationshalbwertszeit von Tibolon liegt bei etwa 45 Stunden. Deutlich 

niedriger ist die Halbwertszeit der 3α- bzw. 3β-Hydroxy-Metaboliten. Nach 

einmaliger Gabe liegt sie bei sieben Stunden. Eine Halbwertszeit für das ∆4-

Isomer konnte bisher nicht bestimmt werden. Der niedrige Blutplasmaspiegel 

weist jedoch auf eine niedrige Bildungsrate bzw. kurze 

Eliminationshalbwertszeit hin.  Eine Ausscheidung erfolgt wie bei ähnlichen 

Steroiden mit 60-65% hauptsächlich über die Faeces [33].  

Die durchschnittliche Plasmakonzentration von Tibolon bei einer maximalen 

Dosierung von 2,5 mg/Tag beträgt 1,7 ng/ml im Serum. Für 3α- bzw. 3β-

Hydroxy-Tibolon und für das ∆4-Isomer wurden durchschnittlich 14,2, 3,8 und 

0,4 ng/ml nachgewiesen [27]. Timmer et al. konnte zeigen, dass das Alter von 

Frauen in der Postmenopause für die Höchstkonzentration im Serum sowie für 

die Halbwertszeit unbedeutend ist. Jedoch ist die AUC (0,∞) für Frauen in der 

frühen Postmenopause (45-55 Jahre) mit bis zu 49,6 ng/ml h im Vergleich zu 

Frauen in der späten Postmenopause (65-75 Jahre) (62,6 ng/ml h) signifikant 
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niedriger. Werden die Ergebnisse jedoch gewichtsadaptiert, so zeigt sich kein 

Unterschied mehr [2].  

 

1.2.2 Wirkungsweise von Tibolon auf die Östrogen-, Androgen- und 
Gestagenrezeptoren 

 

In den 80er Jahren wurde Tibolon in in vitro- bzw. in vivo-Studien auf seine 

Bindungsaktivität untersucht. In verschiedenen Untersuchungen zeigten sich 

östrogene, gestagene und androgene Wirkungenweisen. Diese für ein Steroid 

außergewöhnliche Eigenschaft ist durch die rasche Umwandlung von Tibolon in 

seine Metaboliten zu erklären. Dabei wird angenommen, dass jeder der 

Metaboliten in Abhängigkeit vom Gewebe an bestimmte Rezeptor bindet.  

Die Fähigkeit zur Bindung an mehrere Steroidrezeptoren ist bisher einzigartig. 

Muss bei der klassischen Hormonersatztherapie zum Östrogen ein Gestagen 

als Antiöstrogen zur Inhibition der Endometriumproliferation gegeben werden, 

so ist dies bei Tibolon nicht mehr notwendig. Auch im Vergleich zu selektiven 

Östrogenrezeptor Modulatoren (SERM) wie z. B. Tamoxifen, die sowohl 

östrogene wie auch gestagene Wirkung haben, erweitert Tibolon das 

Wirkspektrum um die androgene Komponente. Es wird daher auch als STEAR 

(selective tissue estrogenic activity regulator) bezeichnet.  

In den ersten Untersuchungen von Tibolon war eine östrogene Wirkung nicht 

erwartet worden, da Tibolon nicht die essentielle Struktur eines Östrogens 

besitzt. Zum Beispiel fehlt der für Östrogene typische aromatische A-Ring mit 

einer C3-Phenylgruppe [34]. Eine geringe Aktivierung von Östrogenrezeptoren 

konnte aber nachgewiesen werden [35]. Volle agonistische Wirkungen an 

Östrogenrezeptoren entwickeln aber nur die beiden 3α- bzw. 3β-Hydroxy-

Metaboliten. Die agonistische Wirkung der beiden Tibolonmetaboliten ist zwar 

geringer als die von Östrogen, durch hohe Konzentrationen am 

Östrogenrezeptor kann aber eine volle Östrogenantwort angenommen werden.  

Eine östrogene Wirkung von Tibolon bzw. seinen Metaboliten konnte in 

verschiedenen Geweben nachgewiesen werden. In zahlreichen Studien konnte 

gezeigt werden, dass Tibolon in Knochen eine osteoprotektive Wirkung erreicht, 

nachdem es an den Östrogenrezeptor gebunden hat [36-38].  
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Ederveen et al. untersuchte bei ovariektomierten Mäusen die Aktivierung der 

Östrogen-, Progesteron- und Androgenrezeptoren nach Tibolongabe [39]. Eine 

Zunahme der Knochendichte zeigte sich sowohl bei dem Östrogen 17β-

Estradiol als auch bei Tibolon. Mit Hilfe von Antiöstrogenen konnte dieser Effekt 

wieder rückgängig gemacht werden.   

Zusätzlich zu einer Wirkung an den Knochen zeigten sich Veränderungen im 

kardiovaskulären System. So traten positive Veränderungen für Triglyceride, 

Lipoprotein (A), LDL-Cholesterin und Gefäßtonus auf [40]. Weiterhin werden 

Effekte von Tibolon im Urogenitalbereich (z.B. positiver Einfluß auf 

Dyspareunia, Harnbeschwerden) und im Gehirn angenommen, die auf 

östrogene Rezeptorbindungen zurückzuführen sind. In Studien konnte dies aber 

nicht nachgewiesen werden [41].  

Die gestage Wirkung ist durch das ∆4-Isomer zu erklären. Dabei besitzt es eine 

höhere Affinität zum Typ B als zum Typ A Progesteronrezeptor. Bei der 

Hormonersatztherapie mit einem Östrogen kommt es zur Stimulierung des 

Endometriumwachstums. Um dies zu verhindern und um eine mögliche 

Dysplasie zu vermeiden, wird zusätzlich ein Gestagen zur Inhibition des 

Wachstums gegeben. In mehreren klinischen Studien konnte nachgewiesen 

werden, dass auch bei der Gabe sowohl von Tibolon wie auch dessen 

Metabolit, dem ∆4-Isomer, eine Inhibition der Endometriumproliferation 

stattfindet [42, 43].   

Tang et al. konnte zusätzlich nachweisen, dass das ∆4-Isomer nicht nur direkt 

aus Tibolon, sondern zusätzlich aus dem 3β-Hydroxy-Metaboliten im 

Endometrium transformiert werden kann, womit eine verstärkte gestagene 

Wirkung im Endometrium entsteht [44]. 

Neben dem Einfluss von Tibolon auf die Endometriumproliferation konnten auch 

positive Effekte auf die Brust nachgewiesen werden. Patientinnen berichten 

über Abnahme von Mastalgie bzw. Brustspannen [45]. Weiterhin konnte 

Gompel et al. in in vitro-Studien zeigen, dass Tibolon und das ∆4-Isomer einen 

antiproliferativen und einen proapoptotischen Effekt auf normale Brustzellen 

haben [46]. Dies geschieht durch verminderte Expression der antiapoptotischen 

Proteine bcl-2 und bclxl. Ob dies möglicherweise über den gestagenen 

Steroidrezeptor geschieht konnte bisher nicht nachgewiesen werden. 
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De Gooyer et al. konnte in in vitro-Untersuchungen belegen, dass das ∆4-

Isomer sowohl eine hohe Affinität zu Progesteron- als auch zu 

Androgenrezeptoren hat [35]. Neben dem ∆4-Isomer zeigt auch Tibolon 

intrinsische Aktivität am Androgenrezeptor. Im Gegensatz dazu konnte bei den 

beiden  3α- bzw. 3β-Hydroxy-Metaboliten keine Bindung mit dem 

Androgenrezeptor nachgewiesen werden. 

 
 
 

Abb. 8: Aktivierung des Androgenrezeptors (AR) durch Tibolon und seinen Metaboliten. Als Referenz 
ist 5α-Dihydrotestosteron angegeben (5α-DHT). (Abb. entnommen aus De Gooyer et. al,[35]) 

   
Man nimmt an, dass der androgene Effekt in der Leber ein wichtige Rolle spielt 

[47]. In klinischen Untersuchungen konnte eine Reduktion des HDL-Cholesterin 

von etwa 34% nachgewiesen werden. Diese Reduktion geschieht durch 

Bindung des ∆4-Isomers an die hepatische Lipase.  

Zusätzlich wird der androgenen Wirkung noch die Zunahme der Libido sowie 

der Häufigkeit der sexuellen Aktivität bei postmenopausalen Frauen 

zugeschrieben [48]. Dies geschieht durch indirekte Erhöhung des freien 

Testosterons über eine Abnahme des SHBG-Spiegels. 
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Tabelle 1: Übersicht über das Wirkungsspektrum von Tibolon  

   (?): unklar, ↑: Zunahme, ↓: Reduktion 
 

Zusätzlich zur Zusammenfassung des Wirkungsspektrums von Tibolon (Tab. 1) 

wird in Tabelle 2 eine Übersicht über die Bindungsstärke von Tibolon an den 

entsprechenden Steroidrezeptoren im Vergleich zum normalen Steroid 

dargestellt: 

 

 ÖR GR AR 
Tibolon  1,3 + 4,9 + 3,2 + 

3αααα-Hydroxy-Tibolon 3,2 +  n.c. - n.c. - 

3β-Hydroxy-Tibolon 1,7 + n.c. - n.c. - 

∆∆∆∆4-Isomer n.c. - 12,9 + 39,2 + 

Tabelle 2: ÖR: Östrogenrezeptor, GR: Gestagenrezeptor, AR: Androgenrezeptor, n.c.: keine 
Kompetition 
 

 

Tibolon 

Androgen   Gestagen   Östrogen   

1. Kardiovaskul är 
Gefäßtonus 
Triglyceride  
LDL-Cholesterin 
 
2. Knochen  
Osteoprotektiv 
 
3. Urogenitalbereich (?)  
Dyspareunia ↓ 
Harnbeschwerden ↓ 

1. Endometrium  
Proliferation ↓ 
 
 
 
2. Brust (?)  
Proapoptotisch 
Antiproliferativ 

1. Leber  
HDL-Cholesterin ↓ 
 
 
 
2. Systemisch  
Freies Testosteron ↑ 
SHBG ↓ 
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1.2.3 Nebenwirkungen von Tibolon 

 

Tibolon wurde in den bisher durchgeführten Studien gut vertragen. 

Nebenwirkungen sind selten. Ob die aufgetretenen Nebenwirkungen durch die 

Östrogenaufnahme bedingt sind, konnte bisher nicht eindeutig nachgewiesen 

werden. Studien, die sich mit unerwünschten Arzneimittelwirkungen von Tibolon 

auseinandersetzen, führten zum Vergleich eine Hormontherapie mit Östrogen 

durch [47]. Allerdings wurden Untersuchungen mit Placebogruppen bisher nicht 

durchgeführt.  

Egarter et al. konnte eine leichte Gewichtszunahme von 0,7kg ± 3,2kg nach 

viermonatiger Behandlung nachweisen. Weiterhin kam es bei 1% der 

Behandelten zu Metrorrhagien [49]. In weiteren Studien beendeten 2,6% der 

Patientinnen eine Liviellatherapie vorzeitig. Als Grund wurden hauptsächlich 

Gewichtszunahme und Blähungen angegeben. 3-6% der Patienten beschrieben 

eine Zunahme der Gesichtsbehaarung sowie Akne [50-52]. Zusätzlich zu den 

bisher genannten Beschwerden wurden Kopfschmerzen, Ödeme, Pruritus, 

depressive Verstimmungen und Brustspannen genannt. 

 
1.2.4 Einfluss von Tibolon auf die Androgenbiosynth ese 

 

Die Effekte von Tibolon auf die Östrogen- und Gestagenplasmakonzentration 

bei Frauen in der Postmenopause sind gut erforscht. Auch ihre Wirkung auf 

andere Organe des Körpers, wie zum Beispiel Uterus oder Mamma, wurden 

eingehend untersucht. Im Gegensatz dazu weiß man bisher wenig über die 

Veränderung des Androgenplasmaspiegels unter Tibolontherapie.  

Weiterhin ist nicht in jedem Gewebe mit Androgenrezeptoren ein Effekt durch 

Tibolon oder das ∆4-Isomer zu erwarten. Im Knochen sind neben Östrogen- 

und Gestagenrezeptoren auch Androgenrezeptoren vorhanden. Ederveen et al. 

konnte mittels spezifischer Antihormone nachweisen, dass Androgene wie das 

∆4-Isomer keinen Effekt auf die Knochen haben [39]. 

Dören et al. untersuchte in einer klinischen Studie den Androgenplasmaspiegel 

bei 100 postmenopausalen Frauen mit einer Hormontherapie über ein Jahr [53]. 

Jeweils 50 Patientinnen wurden täglich mit 2,5 mg Tibolon oder mit 2 mg 17-ß-

Estradiol und 1 mg Norethindronacetat behandelt. Nach 6 bzw. 12 Monaten 
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wurden Estradiol, FSH, Total Testosteron, freies Testosteron, Androstendion, 

DHEAS und SHBG im Serum gemessen. In die Studie aufgenommen wurden 

100 Frauen im Alter von über 45 Jahren, die letzte Blutung musste dabei 

mindestens ein Jahr zurückgelegen haben. Über 50% der Frauen wurden vor 

Beginn der Studie mit einer Hormonersatztherapie behandelt. Insgesamt 

beendeten in beiden Gruppen 13 Frauen vorzeitig die Therapie. In der 

Tibolongruppe waren es sechs Frauen, davon zwei Patientinnen wegen 

mangelnder Compliance, die anderen vier wegen Nebenwirkungen wie 

Schlaflosigkeit, Akne, uterinen Fibroiden und Apathie. In der Östrogengruppe 

hörten sieben Frauen wegen Uterusblutungen bzw. Angst vor Depressionen, 

Thrombose, Flatulenz und Gewichtszunahme auf. 

 

In Tabelle 3 sind die Ausgangswerte der untersuchten Frauen vor Beginn der 

Tibolontherapie dargestellt: 

 

 
Tabelle 3:  Übersicht über die Hormone im Serum vor Therapiebeginn  
 

 

 

 

 

 

 

 

 



1.Einleitung   
______________________________________________________________________ 

- 16 - 
 

In Tabelle 4 werden die prozentualen Veränderungen dieser Werte nach 6 bzw. 

12 Monaten gezeigt: 

 

 
Tabelle 4: Hormone im Serum nach 6 und 12 Monaten Hormonersatztherapie 
 

Signifikante Veränderungen zeigten sich nach 6 bzw. 12 Monaten für DHEAS in 

der  Tibolon-Gruppe. DHEAS stieg nach 6 Monaten um 18,5% und nach einem 

Jahr um 20,4% im Vergleich zum Ausgangsspiegel. Außerdem fand sich eine 

Reduktion der Androstendionkonzentration um 0,3% bzw. 3,8%, die allerdings 

nicht als signifikant einzustufen ist. In der 17-ß-Estradiol- und 

Norethindronacetat-Gruppe verringerte sich DHEAS zwar nach 6 Monaten 

signifikant, nach 12 Monaten jedoch konnte keine signifikante Änderung mehr 

nachgewiesen werden. Das Serum-Androstendion verringerte sich signifikant 

nach Gabe von 17-ß-Estradiol- und  Norethindronacetat.  

Weiterhin fand sich eine signifikante Abnahme des SHBG in der Tibolon-

Gruppe, in der 17-ß-Estradiol- und  Norethindronacetat-Gruppe kam es 

dagegen zu einem Anstieg. In weiteren Studien konnte ebenfalls ein Abfall des 

SHBG durch Tibolon nachgewiesen werden. Milner et al. fanden einen Abfall 

von 37% auf 70% im ersten Jahr. Nach zwei Jahren zeigte sich noch eine 

Verminderung von 55% [52]. Durch diese Suppression des SHBG verdoppelte 

sich die Serumkonzentration des freien Testosterons in der Tibolon-Gruppe.  
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Wie es aber genau zu der Erhöhung des Testosterons kommt, ist unbekannt. 

Unter anderem wurde vorgeschlagen, dass Tibolon bzw. seine Metaboliten (vor 

allem das ∆4-Isomer) Enzyme der Androgenbiosynthese hemmen und dadurch 

den Anstieg von Testosteron und DHEAS bzw. die Senkung des 

Androstendionspiegels verursachen.  

 

1.2.5 Plasmakonzentration von Tibolon 

 

Vos et al. untersuchte bei drei Frauen die Plasmakonzentration von Tibolon, 3α-

Hydroxy-Tibolon, 3β-Hydroxy-Tibolon und des ∆4-Isomers [27]. Nach Gabe 

einer täglichen oralen Dosis von 2,5 mg Tibolon konnte nach fünf Tagen eine 

maximale Plasmakonzentration von 1,7; 14,2; 3,8 und 0,4 ng/ml (5, 50, 12 und 

1,3 nM) nachgewiesen werden. Zusätzlich konnte er zeigen, dass über 75% 

von Tibolon bzw. seiner Metaboliten in sulfatierter Form zirkulieren. 

In einer ähnlichen Arbeit bestimmte Timmer et al. bei 32 Frauen ebenfalls die 

Plasmakonzentration von Tibolon [2]. In dieser Studie wurde Tibolon in einer 

Dosierung von 1,25 mg und 2,5 mg gegeben. Zusätzlich erfolgte die 

Differenzierung zwischen einer morgendlichen und abendlichen oralen 

Applikation. Im Blut konnte eine maximale Konzentration von 1,6 ng/ml Tibolon 

nachgewiesen werden (Abb. 9). Das ∆4-Isomer zeigte einen maximalen 

Höchstwert von 0,8 ng/ml. Mit 16,7 ng/ml konnte von 3α-Hydroxy-Tibolon im 

Vergleich zu den anderen Metaboliten die höchste Plasmakonzentration 

nachgewiesen werden. Die maximale 3β-Hydroxy-Tibolonkonzentration lag bei 

3,8 ng/ml. Bei der abendlichen Einnahme wurden leicht erhöhte 

Plasmakonzentrationen erreicht. 

 

 

 

 

 

Abb. 9: Plasmakonzentration nach oraler Gabe von 1,25 mg bzw. 2,5 mg 3α- und 3β-Hydroxy-Tibolon: 
♦ 1,25 mg morgens, ■ 1,25 mg abends, ▲ 2,5 mg morgens oder Ο 2,5 mg abends  
(Abb. entnommen aus Timmer et al., [2])   
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Verheul et al. hat 2007 bei sechs Affen die Konzentration von Tibolon, seiner 

Metaboliten sowie erstmalig der sulfatierten Metaboliten untersucht [1]. Nach 

Gabe von Tibolon über 36 Tage konnte eine maximale Plasmakonzentration für 

3α-Hydroxy-Tibolon von 30 ng/ml nach einer Stunde nachgewiesen werden 

(Abb.10). Diese ist somit fast doppelt so hoch wie die höchste nachgewiesene 

Serumkonzentration beim Menschen. Zusätzlich wurde die Summe der Mono- 

und Disulfatierten 3α- und 3β-Hydroxy-Tibolonmetaboliten untersucht. Es 

ergaben sich maximale Konzentrationen von bis zu 1349 ng/ml nach 1,25 

Stunden. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 10: A: Konzentration der einzelnen Metabolite im Serum von Affen      
               B: Summe der mono- und disulafierten Metabolite im Serum (Abb. entnommen aus Verheul et al,[1]) 
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1.3 Fragestellung  

 

Tibolon wird zur Therapie klimakterischer Beschwerden bei Frauen in der 

Postmenopause eingesetzt. Neben der östrogenen und gestagenen Wirkung ist 

im Gegensatz zu anderen Hormonersatztherapien zusätzlich eine androgene 

Wirkung bekannt. De Gooyer et al. konnte 2003 nachweisen, dass Tibolon eine 

direkte intrinsische Aktivität am Androgenrezeptor hat [35]. Zusätzlich konnte 

Dören et. al zeigen, dass es nach kontinuierlicher Einnahme von Tibolon über 

ein Jahr zu einer signifikanten Veränderung der Vorstufen der 

Androgenbiosynthese, unter anderem zu einem Anstieg von DHEAS im Serum 

der Patientinnen kommt [53]. Dieser Effekt ist jedoch nicht mit einer Aktivierung 

des Androgenrezeptors zu erklären.  

Es stellt sich somit die Frage, ob Tibolon Enzyme der Androgenbiosynthese 

direkt beeinflussen kann. 

 

Ziel dieser Arbeit ist es zu untersuchen, ob es zu einer direkten Inhibition oder 

Stimulation von Enzymen der Androgenbiosynthese durch Tibolon oder seiner 

Metaboliten kommt. Zu diesem Zweck werden die beiden Schlüsselenzyme der 

Androgenbiosynthese CYP17A1 und 3β-HSD II untersucht (Abb. 11), in 

Hefezellen exprimiert. Anschließend wird die Aktivität in den so transformierten 

Zellen bestimmt.  
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Abb. 11: Übersicht über die Funktion der beiden Enzyme CYP17A1 (P450c17) und 3β-HSD in der 
Androgenbiosynthese 

    17-OHPreg: 17-Hydroxy-Pregnenolon, 17OHP: 17-Hydroxy-Progesteron 
 

Aufgabe der 17α-Hydroxylaseaktivität des Enzyms CYP17A1 ist die in zwei 

Schritten verlaufende Synthese von DHEA aus Pregenolon. Anschließend wird 

DHEA als bedeutendste Vorstufe der Androgene durch das Enzym 3β-HSD zu 

Androstendion konvertiert. Die Reaktionsgeschwindigkeit ist dabei für alle 

Schritte eines Enzyms gleich. Untersucht wurde die Konversion von 

Pregnenolon zu Progesteron durch 3β-HSD II bzw. Progesteron zu 17OH-

Progesteron durch CYP17A1. 
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2. Material und Methoden  
 

Zur Untersuchung einer Modulation der Aktivität von CYP17A1 und 3β-HSD II 

durch Tibolon bzw. seine Metaboliten wurde ein Hefe-Expressionsmodell nach 

dem Protokoll von Lee und Auchus (1999) gewählt [54]. Die für die Versuche 

benötigten Materialen befinden sich im Anhang. 

 

2.1 Transformation der Enzyme in Hefen  
 
Im ersten Schritt erfolgt die Transformation der beiden Enzyme CYP17A1 und 

3β-HSD II in den Hefestamm Saccharomyces cerevisiae vom Wildtyp W303B 

(JC104) (trp1-1; ura3-1; ade2-1; can1-100; mat α) [55]. Die Transformation 

erfolgt mit dem Hefeexpressionsvektor pYeDP10 (V10).  

Neben der cDNA-Sequenz für die humanen Enzyme CYP17A1 bzw. 3β-HSD II 

enthält der Vektor auch einen Uracilmarker für die auxotrophen Hefen. 

Zusätzlich wird für die Transformation von CYP17A1 der Vektor pYcDE2 mit der 

cDNA der humanen P450-Oxidoreduktase, der als Elektronendonor das 

Elektron von NADPH transferiert, verwendet [56]. Neben der cDNA besitzt der 

Vektor pYcDE2 zusätzlich einen Tryptophanmarker.  

 
 
Wachstum der Wildtyp-Hefen in der Nährstofflösung:  

Zunächst werden Hefen vom Wildtyp W303B auf zuvor hergestellten 

Wachstumsplatten ausgestrichen und für 3 Tage zur Proliferation in einen 30°C 

Inkubator gestellt. Die gewachsenen Hefen werden zur Inokulation in einer 15 

ml YPD-Nährlösung angesetzt, gefolgt von einer Proliferationsphase von 2 bis 4 

Tagen bei Raumtemperatur. 

 

Vorbereitung der Transformation:  

Die nach 2 bis 4 Tagen gesättigte Hefelösung wird zur Selektion in 10 ml einer 

YPD-Nährlösung 1:2000 verdünnt und eine weitere Nacht bei Raumtemperatur 

ruhen gelassen. Am nächsten Tag wird die Lösung 3 bis 5 Stunden unter einer 

permanenten Rotation von 230 rpm bei 30°C inkubiert . Anschließend wird die 

optische Dichte (OD600) im Photometer gemessen. Der Zielwert soll zwischen 

0,3 bis 0,5 liegen, um eine ausreichende Sättigung der Hefelösung zu 
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erreichen. Damit ergibt sich die Möglichkeit des weiteren Wachstums zur 

Inkorporation des exprimierten Vektors. 

 

Transformation:  

Zur Transformation der Enzyme CYP17A1 und 3β-HSD II wird mit der 

Zentrifugation von 1,5 ml gesättigter Hefelösung für zwei Minuten in einem 

Eppendorf-Röhrchen bei 13.000 Umdrehungen begonnen. Nachdem die 

Nährlösung abgesaugt wurde, erfolgt die Vermischung der Hefen mit 100 µl von 

0,1 M TE/LiAc. Anschließend gibt man 700 µl frisches 0,1 M PEG/LiAc dazu 

und invertiert das Röhrchen mehrfach. Nach Zugabe von 1,5 µg der 

gewünschten Plasmid-DNA (Vektoren: V10 (ura+), pYcDE2 (trp+)) und zuvor 

denaturiertem Hering Sperma als Carrier der cDNA, werden die Eppendorf 

Röhrchen für 30 Minuten im Inkubator bei 30°C bebrü tet, um anschließend für 

15 Minuten in ein 42°C Wasserbecken gestellt zu wer den. Nach einer weiteren 

Zentrifugation von 5 Minuten bei 13.000 Umdrehungen wird der Überstand 

abgesaugt und mit 0,5 ml von 4 M Sorbitol/TE gewaschen. Anschließend wird 

die Lösung 20 Sekunden in den Vortex gestellt. Erneut wird für 2 Minuten bei 

13.000 rpm zentrifugiert, der Überstand abgesaugt und das Hefepellet in 100 µl 

1xTE (pH 7,5) aufgenommen. Zum Schluss werden die transformierten Hefen 

auf den Selektionsplatten (SD) ausgestrichen und zum Wachstum für 3 Tage in 

den 30°C Inkubator gestellt. Im Anschluss werden di e Hefen erneut auf den 

Selektionsplatten mit der entsprechend fehlenden Aminosäure ausgestrichen 

und nochmals für 3 Tage bei 30°C bebrütet. Die auf den Selektionsplatten 

gewachsenen Hefen benötigen zum Wachstum nun nicht mehr die 

entsprechenden Aminosäuren. Dadurch kann nachgewiesen werden, dass die 

Transformation mit dem Vektor erfolgreich war.  
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2.2 Hefe Mikrosomen Präparation  
 
Im anschließenden Schritt werden die Mikrosomen mit den erfolgreich 

transformierten Hefezellen durch mehrere Zentrifugationsschritte präpariert. 

 

Wachstum der Hefezellen: 

Um sicher zu gehen, dass die transformierten Hefen die Vektoren 

aufgenommen haben, ruhen die Hefen über Nacht in einer 10 ml 

Selektivlösung, um weiter wachsen zu können. Danach gibt man 5 ml der 

gesättigten Lösung in 300 ml der Selektivlösung und lässt die Lösung für 15 bis 

18 Stunden bei 30°C in einem Schüttler wachsen. Dan ach überprüft man die 

optische Dichte mit einem Photometer bei 600 nm, um einen ausreichenden 

selektiven Wachstum nachzuweisen. Um die erforderliche Menge an 

Mikrosomen zu gewinnen, sollte für die Dichte ein Wert von 1 erreicht werden. 

 

Durchführung: 

Die Hefelösung wird zunächst 5 Minuten bei 5K zentrifugiert. Der Überstand 

wird verworfen. Zu den Hefen gibt man 5 ml TE-K zur Reinigung und lässt sie 5 

Minuten bei Raumtemperatur stehen. Man zentrifugiert erneut 5 Minuten bei 4K 

und verwirft wiederum den Überstand. In einem zweiten Reinigungsschritt gibt 

man 1,8 ml TES-B und 0,2 ml Protease Inhibitor Cocktail hinzu.  

Um die Mikrosomen aus den Hefen zu isolieren, gibt man 425-600 µm große 

Glass Beads dazu. Anschließend werden die Röhrchen für 30 Sekunden 

manuell geschüttelt. Dadurch kommt es zu einer mechanischen Eröffnung der 

harten Zellmembran der Hefen. Die Hefen werden dann für 30 Sekunden durch 

den Vortex vermischt und schließlich für 1 Minute auf Eis ruhen gelassen. 

Diesen Schritt wiederholt man fünfmal, um genügend Hefen mechanisch 

aufzubrechen. Der Überstand wird in einem neuen Röhrchen gesammelt, die 

Glass Beads werden verworfen.  

Als nächstes wäscht man den Überstand mit 2 ml TES-B und mixt ihn eine 

Minute. Dieser Schritt wird mit 5 ml TES-B wiederholt. Um die restlichen Glass 

Beads und Zelltrümmer zu entfernen, zentrifugiert man zweimal 10 Minuten bei 

9K. Der Überstand wird auf Beckman Ultrazentrifugenröhrchen verteilt und 90 

min lang bei 80.000 rpm in einer Ultrazentrifuge zentrifugiert. Die Mikrosomen 

haben sich am Boden der Röhrchen gesammelt, sodass der Überstand 
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verworfen werden kann. Zu den Mikrosomen gibt man jeweils 0,25 ml TE-G. Mit 

Hilfe zweier Kanülen der Stärken 18G und 27G wird die Lösung durch Auf- und 

Abziehen homogenisiert. Dadurch ist es möglich, eine feinere Fraktionierung zu 

erreichen. Die gewonnenen Mikrosomen können gleich für einen 

enzymatischen Funktionsassay weiter verwendet werden oder dann bei –80°C 

in einem Gefrierschrank aufbewahrt werden. 

 
2.3 Bradford Protein Assay  
 
Vor Beginn des enzymatischen Funktionsassay muss zunächst die 

Konzentration der gewonnenen Mikrosomen mit dem Bradford Protein Assay 

gemessen werden [57].  

 

Dazu wird zunächst eine Standardkurve mit bekannten Konzentrationen von 

bovinem Serumalbumin (BSA 1 µg/µl) benötigt. Anhand dieser Kurve kann 

dann die Mikrosomenkonzentration errechnet werden. Zunächst werden jeweils 

2.5, 5, 10, 15 und 20 µl BSA in 800 µl Bradford Reagenz gegeben, welches 

vorher im Verhältnis 1:5 mit Wasser verdünnt worden ist. Anschließend misst 

man in einem Photometer die jeweilige Absorption bei 595nm (A595nm). Diese 

Messung wird mehrfach durchgeführt. Aus den so erhaltenen Werten wird dann 

die Standardkurve errechnet.  

Mit Hilfe der Standardkurve kann die Mikrosomenkonzentrationen errechnet 

werden. Dazu werden 10 µl der Mikrosomen-TE-G-Puffer-Lösung mit 90 µl 

Wasser verdünnt. Von dieser Lösung verwendet man jeweils 5, 10 und 15 µl 

und gibt sie zu 800 µl Bradford Reagens (ebenfalls 1:5 mit Wasser verdünnt). 

Nach erneuter Messung der Absorption bei 595 nm erfolgt die Errechnung des 

Proteingehalts, indem der Mikrosomen-Wert durch den Standard-Wert (für 5, 10 

oder 15 µl BSA) dividiert wird. Um die Proteinkonzentration zu erhalten, muss 

der Wert noch mit 10 multipliziert werden, da zuvor die Lösung zehnfach 

verdünnt wurde.    
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2.4 Enzymatischer Funktionsassay  
 
Anschließend werden die an den „humanisierten“ Hefemikrosomen 

gebundenen Enzyme CYP17A1 bzw. 3β-HSD mit den radioaktiv markierten 

Steroiden inkubiert.  

 

Durchführung: 

Alle Versuche werden dreimal in unabhängigen Dreifachansätzen durchgeführt. 

Die Inkubationszeit der Versuche findet dabei im linearen Konversionsbereich 

des jeweiligen Enzyms statt. Der lineare Konversionsbereich muss vor den 

eigentlichen Experimenten bestimmt werden. Dies geschieht durch Variation 

der Inkubationszeit von 0 bis 120 Minuten von CYP17A1 bzw. 3β-HSD II ohne 

Zugabe von Tibolon bzw. seiner Metaboliten. 

 

Nach Bestimmung der Inkubationszeit wird der Funktionsassay mit Tibolon und 

dem entsprechenden Enzym durchgeführt. Wie in Kapitel 1.1.2 ausgeführt 

synthetisiert das Enzym 3β-HSD II mehrere Schritte der Steroidbiosynthese. 

Lee und Auchus konnten zeigen, dass alle diese Schritte die gleiche 

Michaeliskonstante Km und die gleiche Reaktionsgschwindigkeit Vmax haben 

[54]. In dieser Arbeit erfolgte die Untersuchung der Aktivität von 3β-HSD II mit 

dem Substrat 17-OH-Pregnenolon. 

Wie ebenfalls in der Einleitung ausgeführt wurde hat das Enzym CYP17A1, 

zwei Aktivitätszentren: die 17α–Hydroxylase und die 17-20-Lyase. Prinzipiell 

wäre eine Untersuchung der 17-20-Lyase Aktivität möglich. Da diese jedoch als 

Vektor nicht erhältlich war, wurde nur die Aktivität der 17α-Hydroxylase 

untersucht.  

 

Die Steroidlösung besteht aus 86 µl 100 mM KiP als Puffer, 86 µl destilliertes 

Wasser, 4 µl Hefe-Mikrosomen mit dem Enzym CYP17A1 oder 3β-HSD II 

(entsprechen jeweils 40 µg bzw. 4 pmol mikrosomaler Proteine) und 4 µl mit 

dem entsprechenden Steroid, welches aus dem kalten und dem radioaktiv-

markierten Steroid (14C-Pregnenolon mit 20.000 cpm bzw. 3H-17OH-

Pregnenolon mit 50.000 cpm) besteht. Insgesamt enthält die Lösung 1 µM der 

Steroidkonzentration. Dies entspricht dem Bereich der Michaelis-Konstanten 
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Km. Untersuchungen von inhibitorischen oder induzierenden Effekten sollten 

idealerweise im Bereich von Km, also der halbmaximalen Geschwindigkeit des 

Enzyms durchgeführt werden.  

In entsprechender Konzentration (0, 0.1, 1, 10, 50, 100 µM) werden 

anschließend zu dieser Lösung noch 4 µl des gewünschten Inhibitors gegeben, 

also Tibolon, 3α-Hydroxy-Tibolon, 3β-Hydroxy-Tibolon oder des ∆4-Isomers.  

Die hergestellte Lösung wird kurz vermischt. Anschließend wird die Lösung für 

zwei Minuten in einem 37°Celsius warmen Wasserbad e rwärmt, um 

physiologische Bedingungen zu erreichen.  

Zum Start der Reaktion wird noch ein Elektronendonor benötigt. Dazu wird eine 

20 µl NADPH-Lösung für CYP17A1 bzw. eine NAD+-Lösung für 3β-HSD II 

hergestellt. Diese Lösung besteht aus jeweils 2 µl 100 mM NADPH bzw. NAD+, 

9 µl 100 mM KiP und 9 µl dH2O. Der Elektronendonor wird anschließend zur 

Mikrosomenlösung gegeben. Die Lösung aus Enzymen und Steroiden wird 

erneut kurz gemischt. 

 

Steroidextraktion: 

Nach der Inkubation erfolgt durch Zugabe von 400 µl Ethylacetat/ Isooktan (1:1) 

die Beendigung der Reaktion. Anschließend werden die Steroide aus dem 

Lösungspuffer extrahiert. Dazu vermischt man die Lösung für 20 Sekunden und 

lässt die Phasen für 30 Minuten voneinander separieren. In der oberen Phase 

sammeln sich die Steroide. Diese werden in ein neues Eppendorf-Röhrchen 

pipettiert, ohne die beiden Phase miteinander zu kontaminieren. Um die 

Steroide aus dem Lösungsmittel zu gewinnen, muss die organische Lösung 15 

Minuten unter einem konstanten Stickstofffluss evaporiert werden. 

 

Separation durch Dünnschichromatographie:  

Im nächsten Schritt resuspensiert man die an dem Eppendorf anhaftenden 

Steroide mit 20 µl einer 0,1 M Methylenchloridlösung und zentrifugiert diese 

kurz. Anschließend wird die Methylenchlorid-Lösung auf einer Dünnschicht-

Chromatographieplatte aufgetragen.  

Die Chromatographieplatte stellt man in einen Container, welcher als Laufmittel 

200 ml Chloroform/Ethylacetat (3:1) enthält. Der Container sollte schon Stunden 

vorher mit der Lösung gefüllt sein, um eine gleichmäßige Atmosphäre zu 



2. Material & Methoden   
______________________________________________________________________ 

- 27 - 
 

erreichen. Die Chromatographie läuft ca. 1 Stunde. Der Versuch muss beendet 

werden, wenn das Laufmittel bis 1 cm an das obere Ende erreicht. Die Platte 

wird nun eine Stunde getrocknet und anschließend je nach Steroid auf einen 
3H- bzw. auf einen 14C-Screen gelegt. Dort verbleibt sie dann für 24 Stunden 

auf dem 14C-Screen bzw. eine Woche auf dem 3H-Screen. 

 
Bestimmung der Untersuchungszeit:  
Vor Durchführung der Versuche mit Tibolon muss zunächst die Inkubationszeit 

bestimmt werden, bei der die enzymatische Aktivität noch im linearen Bereich 

liegt. Dazu wird die Zeit-Reaktionskurve ohne Zugabe von Tibolon hergestellt. 

Beide Enzymlösungen werden für 0, 15, 30, 60 und 90 Minuten in dem 

37°Celsius warmen Wasserbad inkubiert. Diese Versuc he ergaben für 3β-HSD 

II eine Versuchszeit von 60 Minuten. Die lineare Konversion für CYP17A1 lag 

bei 30 Minuten. Im folgenden wird erläutert, wie diese Werte ermittelt wurden. 
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2.5 Identifikation und Quantifizierung der Reaktion sprodukte  
 
Die Erläuterung der Auswertung wird am Beispiel der Bestimmung der 

Inkubationszeit erfolgen. In Kapitel 3 werden die Ergebnisse der Inkubation von 

Tibolon mit den Enzymen CYP17A1 und 3β-HSD dargestellt, welche in gleicher 

Weise wie die Bestimmung der Zeitkurve erfolgte. 

Nach ausreichend langer Lagerung der Dünnschichtchromatographieplatte auf 

einem 3H- bzw. 14C-Screen, wurde nach Entnahme des Screens, dieser mit 

Hilfe eines Phosphorimagers eingescannt. Anschließend wurden die Bilder mit 

dem Programm ImageQuant an einem Apple-Computer quantifiziert. Hier 

zeigten sich je nach verwendetem Steroid mehrere Banden: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mit Hilfe der Dichtemessung der entsprechenden Chromatographiepunkte 

durch das Programm ImageQuant erfolgte die Quantifizierung der Steroide. 

 
Abb. 12: Zeitkurve von 3β-HSD II mit einer Laufzeit von 0, 15, 30, 45, 60 und 90 Minuten.  

Abb. 13: Versuch mit CYP17A1 und verschiedenen Konzentrationen Tibolon. Zusätzlich zu 
Progesteron und 17OH-Progesteron wird noch 16OH-Progesteroin synthetisiert. 

   Startpunkt    

   Progesteron    

   Pregnenolon    

17OH-Progesteron      

16OH-Progesteron      

Progesteron  
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Diese Werte wurden anschließend in das Programm Microsoft Excel 

übertragen. Das metabolisierte Steroid wurde dann mit dem Ausgangssteroid in 

Verhältnis gesetzt. Aus diesem Quotienten konnte man ablesen, wie viel von 

dem initialen Steroid in den Zeiträumen 0, 15, 30, 60 und 90 Minuten 

umgewandelt worden ist. Die Werte wurden in einer Exceltabelle visualisiert. 

Aus diesen Ergebnissen konnte die Inkubationszeit, in der eine lineare 

Konversion vorliegt, entnommen werden. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

Die Inkubationszeit für 3β-HSD II wurde mit 60 Minuten festgelegt (Abb. 14). 

Für CYP17A1 liegt eine lineare Konversion nach 30 Minuten vor (ohne Abb.).  

 

Statistik 

Die Ergebnisse wurden als Mittelwert und Standardfehler (SEM) dargestellt. Mit 

Hilfe des gepaarten t-Tests erfolgt die Überprüfung, ob ein signifikanter 

Unterschied vorliegt. Dabei wurde jeweils eine entsprechenden 

Tibolonkonzentration eines Versuchs mit der Konzentration ohne Tibolon 

untersucht. Als statistisch signifikant wurde ein p<0,05 akzeptiert.  
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Abb. 14: Prozentuale Konversion von Pregnenolon zu Progesteron durch 3β HSD II 
nach 0, 15, 30, 45, 60 und 90 Minuten 



3. Ergebnisse   
______________________________________________________________________ 

- 30 - 
 

3. Ergebnisse  

3.1 Wirkung von Tibolon und seiner Metaboliten auf die 

Aktivität der 17 αααα-Hydroxylase von CYP17A1  

 

Nach einer halben Stunde Inkubationszeit ohne Tibolon wird durchschnittlich 

36,3% 17OH-Progesteron aus Progesteron synthetisiert. Um den Effekt besser 

illustrieren zu können, wird die Konversion des Wildtyps mit 100 % normiert. 

 

3.1.1 Wirkung von Tibolon auf CYP17A1  

 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ab einer Konzentration von 50 µM Tibolon kommt es zu einer leichten 

Hemmung der Konversionsrate von CYP17A1 von 9,3 Prozent. Ein zeigt sich 

allerdings kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen 

Konzentrationen.  
 

 

 

 

Abb. 15: Prozentuale Konversion von 1 µM Progesteron durch CYP17A1 zu 17OH-Progesteron  
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 Mittelwert Mittelwert Mittelwert Mittelwert ±±±±    SEMSEMSEMSEM    (in %)(in %)(in %)(in %)    SignifikanzSignifikanzSignifikanzSignifikanz    

0 µM Tibolon0 µM Tibolon0 µM Tibolon0 µM Tibolon    100 ± 5,8 n.S. 

0,1 µM Tibolon0,1 µM Tibolon0,1 µM Tibolon0,1 µM Tibolon     104 ± 5,1  n.S. 

1 µM Tibolon1 µM Tibolon1 µM Tibolon1 µM Tibolon    102 ± 4,6 n.S. 

10 µM Tibolon10 µM Tibolon10 µM Tibolon10 µM Tibolon    102 ± 3,3 n.S. 

50 µM Tibolon50 µM Tibolon50 µM Tibolon50 µM Tibolon    91 ± 4,2 n.S. 

100 µM Tibolon100 µM Tibolon100 µM Tibolon100 µM Tibolon    91 ± 2,9 n.S. 

Tabelle 5: Prozentuale Konversion von Progesteron zu 17OH-Progesteron mit Tibolon mit Darstellung 
des  Standardfehlers (SEM) und der Signifikanz (n.S.= keine Signifikanz) 
 

 

3.1.2 Wirkung von 3 αααα-Hydroxy-Tibolon auf CYP17A1 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Auch 3α-Hydroxy-Tibolon zeigt sich keine statisch signifikante Inhibition des 

Enzyms CYP17A1. 

  

 

 

Abb. 16: Prozentuale Konversion von 1 µM Progesteron durch CYP17A1 zu 17OH-Progesteron 
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 Mittelwert Mittelwert Mittelwert Mittelwert ±±±±    SEMSEMSEMSEM    (in %)(in %)(in %)(in %)    SignifikanzSignifikanzSignifikanzSignifikanz    

0 µM 0 µM 0 µM 0 µM 3333αααα----HydroxyHydroxyHydroxyHydroxy----TibolonTibolonTibolonTibolon    100 ± 2,3 n.S. 

0,1 µM 0,1 µM 0,1 µM 0,1 µM 3333αααα----HydroxyHydroxyHydroxyHydroxy----TibolonTibolonTibolonTibolon    102 ± 7,1 n.S. 

1 µM 1 µM 1 µM 1 µM 3333αααα----HydroxyHydroxyHydroxyHydroxy----TibolonTibolonTibolonTibolon    103 ± 9,7 n.S. 

10 µM 10 µM 10 µM 10 µM 3333αααα----HydroxyHydroxyHydroxyHydroxy----TibolonTibolonTibolonTibolon    97 ± 7,1 n.S. 

50 µM 50 µM 50 µM 50 µM 3333αααα----HydroxyHydroxyHydroxyHydroxy----TibolonTibolonTibolonTibolon    85 ± 3,8 n.S. 

100 µM 100 µM 100 µM 100 µM 3333αααα----HydroxyHydroxyHydroxyHydroxy----TibolonTibolonTibolonTibolon    94 ± 7,3 n.S. 

Tabelle 6: Prozentuale Konversion von Progesteron zu 17OH-Progesteron mit 3α-Hydroxy-Tibolon  
mit Darstellung der Standardabweichung (SEM) und der  Signifikanz (n.S.= keine Signifikanz) 

 

 

3.1.3 Wirkung von 3 ββββ-Hydroxy-Tibolon auf CYP17A1 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Auch hier findet sich kein statistisch signifikanter Unterschied bei der 

Konversion von Progesteron zu 17OH-Progesteron in Anwesenheit von 3β-

Hydroxy-Tibolon. 

 

Abb. 17: Prozentuale Konversion von 1 µM Progesteron durch CYP17A1 zu 17OH-Progesteron 
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 Mittelwert Mittelwert Mittelwert Mittelwert ±±±±    SEMSEMSEMSEM    (in %)(in %)(in %)(in %)    SignifikanzSignifikanzSignifikanzSignifikanz    

0 µM 0 µM 0 µM 0 µM 3333ββββ----HydroxyHydroxyHydroxyHydroxy----TibolonTibolonTibolonTibolon    100 ± 22,7 n.S. 

0,1 µM 0,1 µM 0,1 µM 0,1 µM 3333ββββ----HydroxyHydroxyHydroxyHydroxy----TibolonTibolonTibolonTibolon    100 ± 16,5 n.S. 

1 µM 1 µM 1 µM 1 µM 3333ββββ----HydroxyHydroxyHydroxyHydroxy----TibolonTibolonTibolonTibolon    106 ± 2,5 n.S. 

10 µM 10 µM 10 µM 10 µM 3333ββββ----HydroxyHydroxyHydroxyHydroxy----TibolonTibolonTibolonTibolon    107 ± 8,1 n.S. 

50 µM 50 µM 50 µM 50 µM 3333ββββ----HydroxyHydroxyHydroxyHydroxy----TTTTibolonibolonibolonibolon    100 ± 6,0 n.S. 

100 µM 100 µM 100 µM 100 µM 3333ββββ----HydroxyHydroxyHydroxyHydroxy----TibolonTibolonTibolonTibolon    90 ± 7,1 n.S. 

Tabelle 7: Prozentuale Konversion von Progesteron zu 17OH-Progesteron mit 3β-Hydroxy-Tibolon  mit 
Darstellung der Standardabweichung (SEM) und der  Signifikanz (n.S.= keine Signifikanz) 
 
 
3.1.4 Wirkung des ∆4-Isomers auf CYP17A1 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Bis zu einer Konzentration von 10 µM des ∆4-Isomers kann kein Einfluss auf 

die Aktivität des Enzyms CYP17A1 nachgewiesen werden. Bei einer 

Konzentration von 50 µM des ∆4-Isomers zeigt sich jedoch eine statistisch 

signifikante Reduktion der Konversion um 12% (p<0,05). Ebenso kommt es bei 

100 µM zu einer signifikanten Inhibition um 19% (p<0,01).  

 

Abb. 18: Prozentuale Konversion von 1 µM Progesteron durch CYP17A1 zu 17OH-Progesteron  
(*): Signifikanz p<0,05. (***) : Signifikanz p<0,001 
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 Mittelwert Mittelwert Mittelwert Mittelwert ±±±±    SEMSEMSEMSEM    (in %)(in %)(in %)(in %)    SignifikanzSignifikanzSignifikanzSignifikanz    

0 µM 0 µM 0 µM 0 µM ∆4∆4∆4∆4----TibolonTibolonTibolonTibolon    100 ± 5,8 n.S. 

0,1 µM 0,1 µM 0,1 µM 0,1 µM ∆4∆4∆4∆4----TibolonTibolonTibolonTibolon    109 ± 8,8 n.S. 

1 µM 1 µM 1 µM 1 µM ∆4∆4∆4∆4----TiboTiboTiboTibolonlonlonlon    105 ± 3,8 n.S. 

10 µM 10 µM 10 µM 10 µM ∆4∆4∆4∆4----TibolonTibolonTibolonTibolon    98 ± 10 n.S. 

50 µM 50 µM 50 µM 50 µM ∆4∆4∆4∆4----TibolonTibolonTibolonTibolon    87 ± 4,4 p=0,011 

100 µM 100 µM 100 µM 100 µM ∆4∆4∆4∆4----TibolonTibolonTibolonTibolon    81 ± 5,9 p<0,001 

 
Tabelle 8: Prozentuale Konversion von Progesteron zu 17OH-Progesteron mit ∆4-Tibolon mit 
Darstellung der Standardabweichung (SEM) und der Signifikanz (n.S.= keine Signifikanz) 
 
 
 
3.1.5 Zusammenfassende Übersicht über die Wirkung v on 

Tibolon und seiner Metaboliten auf die  Aktivität v on 

CYP17A1 

 

In Abbildung 19 sind die vier Metaboliten von Tibolon zusammengefasst. 

Insgesamt findet sich bei allen eine Hemmung in den hohen Konzentrationen 

ab 50 µM. Bei Tibolon und 3α- sowie 3β-Hydroxy-Tibolon liegt diese zwischen 

10 und 15 Prozent. Eine statistische Signifikanz kann jedoch nicht 

nachgewiesen werden. Mit 19 Prozent Inhibition bei 100 µM zeigt das ∆4-

Isomer die größte Hemmung. Dieser Wert ist ebenso statistisch signifikant wie 

die Inhibition bei einer Konzentration von 50 µM. 
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Wirkung der Metaboliten von Tibolon auf die Konvers ion von 
Progesteron zu 17OH-Progesteron
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Abb. 19: Übersicht über die prozentuale Konversion von 1 µM Progesteron durch CYP17A1 zu 17OH-
Progesteron bei Inkubation mit Tibolon und seinen Metaboliten 
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3.2 Wirkung von Tibolon und seiner Metaboliten auf die 
Aktivität von 3 ββββHSD II 

3.2.1 Wirkung von Tibolon auf  3 ββββHSD II 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Abb. 20: Prozentuale Konversion von 1 µM Pregnenolon durch 3β-HSD II zu Progesteron 
  (***): Signifikanz p<0,001 
 
Nach einer Stunde Inkubationszeit kommt es zu einer kontinuierlichen 

Reduktion der Konversionsrate von Pregnenolon zu Progesteron bei 

zunehmender Konzentration von Tibolon. Tibolon zeigt dabei eine statistisch 

hochsignifikante Inhibition des Enzyms 3β-HSD II (p<0,001) ab einer 

Konzentration von 1 µM.   
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Tabelle 9: Prozentuale Konversion von Pregnenolon zu Progesteron mit  Tibolon mit 
Darstellung der  Standardabweichung (SEM) und der Signifikanz (n.S.= keine Signifikanz)  

 
 
3.2.2 Wirkung von 3 αααα-Hydroxy-Tibolon auf 3 ββββHSD II  

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Es lässt sich ab einer Konzentration von 10 µM 3α-Hydroxy-Tibolon eine 

statistisch signifikante Inhibition der 3β-HSD II nachweisen, jedoch in 

geringeren Maßen als bei Tibolon selbst.  

 Mittelwert Mittelwert Mittelwert Mittelwert ±±±±    SEMSEMSEMSEM    (in %)(in %)(in %)(in %)    SignifikanzSignifikanzSignifikanzSignifikanz    

0 µM Tibolon0 µM Tibolon0 µM Tibolon0 µM Tibolon    100 ± 2,9 n.S. 

0,1 µM Tibolon0,1 µM Tibolon0,1 µM Tibolon0,1 µM Tibolon    96 ± 7,7 n.S. 

1 µM Tibolon1 µM Tibolon1 µM Tibolon1 µM Tibolon    88 ± 4,4 p<0,001 

10 µM Tibolon10 µM Tibolon10 µM Tibolon10 µM Tibolon    87 ± 5,4 p<0,001 

50 µM Tibolon50 µM Tibolon50 µM Tibolon50 µM Tibolon    67 ± 8,5 p<0,001 

100 µM Tibolon100 µM Tibolon100 µM Tibolon100 µM Tibolon    63 ± 10 p<0,001 

Abb. 21: Prozentuale Konversion von 1 µM Pregnenolon durch 3β-HSD II zu Progesteron. 
(**): Signifikant p<0,01 
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Tabelle 10: Prozentuale Konversion von Pregnenolon zu Progesteron mit  3α-Hydroxy-Tibolon mit 
Darstellung der Standardabweichung (SEM) und der Signifikanz (n.S.= keine Signifikanz) 
 
 
3.2.3 Wirkung von 3 ββββ-Hydroxy-Tibolon auf 3 ββββHSD II 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Abb. 22: Prozentuale Konversion von 1 µM Pregnenolon durch 3β-HSD II zu Progesteron  

(**): Signifikanz p<0,01. (***): Signifikanz p<0,001 
 

Auch 3β-Hydroxy-Tibolon zeigt eine statistische signifikante Hemmung. Diese 

Hemmung zeigt sich ab einer Konzentration von 50 µM.  

 
 

 Mittelwert Mittelwert Mittelwert Mittelwert ±±±±    SEMSEMSEMSEM    (in %)(in %)(in %)(in %)    SignifikanzSignifikanzSignifikanzSignifikanz    

0 µM 0 µM 0 µM 0 µM 3333αααα----HydroxyHydroxyHydroxyHydroxy----TibolonTibolonTibolonTibolon    100 ± 2,4 n.S. 

0,1 µM 0,1 µM 0,1 µM 0,1 µM 3333αααα----HydroxyHydroxyHydroxyHydroxy----TibolonTibolonTibolonTibolon    100 ± 3,6 n.S. 

1 µM 1 µM 1 µM 1 µM 3333αααα----HydroxyHydroxyHydroxyHydroxy----TibolonTibolonTibolonTibolon    108 ± 4,8 n.S. 

10 µM 10 µM 10 µM 10 µM 3333αααα----HydroxyHydroxyHydroxyHydroxy----TibolonTibolonTibolonTibolon    84 ± 5 p=0,004 

50 µM 50 µM 50 µM 50 µM 3333αααα----HydroxyHydroxyHydroxyHydroxy----TibolonTibolonTibolonTibolon    73 ± 6,2 p=0,002 

100 µM 100 µM 100 µM 100 µM 3333αααα----HydroxyHydroxyHydroxyHydroxy----TibolonTibolonTibolonTibolon    81 ± 5,4 p=0,004 
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Tabelle 11: Prozentuale Konversion von Pregnenolon zu Progesteron mit 3β-Hydroxy- Tibolon mit 
Darstellung der Standardabweichung (SEM) und der Signifikanz (n.S.= keine Signifikanz) 
 
 
 
3.2.4 Wirkung des ∆4-Isomers auf 3 ββββHSD II 

 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Im Bereich bis 1 µM kann keine Inhibition nachgewiesen werden. Ab 10 µM 

zeigt sich allerdings eine deutlich signifikante inhibierende Wirkung des ∆4-

Isomers auf das Enzym 3β-HSD II. 

 Mittelwert Mittelwert Mittelwert Mittelwert ±±±±    SEMSEMSEMSEM    (in %)(in %)(in %)(in %)    SignifikanzSignifikanzSignifikanzSignifikanz    

0 µM 0 µM 0 µM 0 µM 3333ββββ----HydroxyHydroxyHydroxyHydroxy----TibolonTibolonTibolonTibolon    100 ± 1,8 n.S. 

0,1 µM 0,1 µM 0,1 µM 0,1 µM 3333ββββ----HydroxyHydroxyHydroxyHydroxy----TibolonTibolonTibolonTibolon    97 ± 2,4 n.S. 

1 µM 1 µM 1 µM 1 µM 3333ββββ----HydroxyHydroxyHydroxyHydroxy----TibolonTibolonTibolonTibolon    107 ± 2,5 n.S. 

10 µM 10 µM 10 µM 10 µM 3333ββββ----HydroxyHydroxyHydroxyHydroxy----TibolonTibolonTibolonTibolon    90 ± 4,5 n.S. 

50 µM 50 µM 50 µM 50 µM 3333ββββ----HydroxyHydroxyHydroxyHydroxy----TibolonTibolonTibolonTibolon    85 ± 2,6 p=0,007 

100 µM 100 µM 100 µM 100 µM 3333ββββ----HydroxyHydroxyHydroxyHydroxy----TibolonTibolonTibolonTibolon    63 ± 2,5 p<0,001 

Abb. 23: Prozentuale Konversion von 1 µM durch 3β-HSD II Pregnenolon zu Progesteron 
(***): Signifikanz p<0,001 
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Tabelle 12: Prozentuale Konversion von Pregnenolon zu Progesteron mit ∆4-Tibolon mit 
Darstellung der Standardabweichung (SEM) und der Signifikanz (n.S.= keine Signifikanz) 

 

 

3.2.5 Zusammenfassende Übersicht über die Wirkung v on 
Tibolon und seiner Metaboliten auf die Aktivität vo n 
3ββββHSD II 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Abb. 24: Übersicht über die prozentuale Konversion von 1 µM Pregnenolon zu 
Progesteron bei Inkubation mit Tibolon und seinen Metaboliten 
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bereits ab 10 µM eine signifikante Inhibition, für Tibolon beginnt diese sogar ab 

1 µM. Die Reduktion der Syntheseleistung liegt für Tibolon, 3α- und 3β-

Hydroxy-Tibolon zwischen 26 und 39 Prozent. Das ∆4-Isomer hemmt 3β-HSD II 

sogar bis zu 69 Prozent. 
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4. Diskussion  
 
In dieser Arbeit wurde der Einfluss von Tibolon und seinen Hauptmetaboliten 

auf die zentralen Enzyme der Androgenbiosynthese untersucht. Tibolon ist seit 

1999 in Deutschland als Medikament in der Hormonersatztherapie (HRT) 

zugelassen. Damit ist eine ganz neue Wirkstoffgruppe für die Therapie 

postmenopausaler Beschwerden verfügbar.  

Tibolon, das der Gruppe der STEAR (selective tissue estrogenic activity 

regulator) zugerechnet wird, unterscheidet sich durch seine Wirkungsweise von 

der bisherigen HRT sowohl durch die direkte Bindung an den Steroidrezeptoren 

als auch durch zusätzliche Modulation der Steroidbiosynthese. Als Prohormon 

interagiert es gewebeabhängig mit dem hormonalen Metabolismus und 

entwickelt dadurch seine gewebespezifische östrogene, gestagene und 

androgene Wirkung. Wie genau Tibolon seine gewebsspezifische Aktivität 

entwickelt, ist jedoch unklar. Mehrere Faktoren spielen sicherlich eine Rolle. Zu 

nennen ist hier zum einen die Aktivität der Steroidbiosynthese, zum anderen die 

Bindungsaffinität. Auch die Verteilung des Prohormons und die Umwandlung in 

die drei Hauptmetaboliten 3α-Hydroxy-, 3β-Hydroxy-Tibolon und das ∆4-

Isomer, wie in Kapitel 1.2.2 dargestellt, spielen zweifelsohne eine wesentliche 

Rolle. Zudem sind auch die unterschiedlichen Konzentrationen der 

Steroidrezeptoren, die gewebespezifische Co-Aktivatoren bzw. Inhibitoren und 

die transskriptionelle Faktoren zu bedenken [58]. Inwieweit die lokale 

Konzentration eines Metaboliten von Tibolon dabei wichtig ist, ist strittig. 

Untersucht wurde in dieser Arbeit erstmals der Einfluss von Tibolon und seinen 

Metaboliten auf die zentralen Enzyme Androgenbiosynthese. 

 

In den bisherigen Arbeiten wurde vor allem die androgene Wirkung von Tibolon 

auf den gesamten Körper erforscht (vgl. Dören et al. [53]). Shifren et al. 

untersuchte die Wirkung von Testosteron bei Frauen mit vermindertem 

sexuellen Verlangen. Sie konnten nachweisen, dass es zu einer signifikanten 

Steigerung des SHBG bei postmenopausalen Frauen durch Testosteron im 

Vergleich zu einem Placebo kommt [59]. Neben dem Anstieg von SHGB gaben 

die untersuchten Frauen zusätzlich eine Libidosteigerung an. Auch der Anstieg 

der Libido war im Vergleich zur Placebogruppe statistisch signifikant. Ähnliche 
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Ergebnisse konnten Burger et al. in zwei klinischen Studien zeigen, in denen sie 

das sexuelle Verlangen von Frauen unter Tibolontherapie im Vergleich mit einer 

Placebogruppe untersuchten [60, 61]. Nevinny-Stickel konnte nach 

sechswöchiger Therapie mit Tibolon bei 35 Frauen allerdings keinen 

Unterschied nachweisen [62]. Ob jedoch nach sechs Wochen Therapie bereits 

eine Veränderung der Libido zu beobachten ist, ist sicherlich fraglich. Laan et 

al. befragten 38 Frauen nach dreimonatiger Therapie. 25 Frauen (66%) gaben 

unter Tibolontherapie ein vermehrtes sexuelles Verlangen an. Zusätzlich 

konnten signifikant erhöhte physiologische Parameter wie vaginale 

Durchblutung oder Feuchtigkeit nachgewiesen werden [63]. Ob die Steigerung 

der Libido durch das frei zirkulierende Testosteron im Plasma entsteht, wie 

durch Burger nachgewiesen wurde, oder möglicherweise aufgrund einer 

Beeinflussung der Steroidbiosynthese durch Tibolon im Gehirn, ist bisher nicht 

eindeutig belegt. Es konnte allerdings durchaus gezeigt werden, dass das 

SHBG einen Einfluss auf die Libido hat. Außerdem konnte nachgewiesen 

werden, dass auch Tibolon einen Effekt auf die Libido hat. 

Im Gegensatz zu den zahlreichen klinischen Studien gibt es bisher aber kaum 

Untersuchungen, ob und in welcher Art und Weise Tibolon einen intrazellulären 

Effekt auf die Androgenbiosynthese hat. So ist zum Beispiel unklar, ob die 

Steigerung des freien Testosterons durch eine direkte Hemmung von Tibolon 

im Hormonmetabolismus verursacht wird. 

Ziel der Arbeit war es also, zu untersuchen, ob Tibolon bzw. seine Metaboliten 

einen direkten Einfluss auf die Biosynthese von androgenen Steroiden haben. 

Da verschiedene Enzyme in der Steroidbiosynthese interagieren (Abb. 5), 

wurden die für die Androgenbiosynthese zentralen Enzyme CYP17A1 und 3β-

HSD II herausgenommen.  

 

Zur Untersuchung der humanen Enzyme CYP17A1 und 3β-HSD II wurde ein in 

vitro Hefekultur-Expressionsversuch von Lee und Auchus (1999) gewählt [54, 

64]. Dieses Modell hat den Vorteil, dass bis auf das in die Hefen transformierte 

Enzym keine weiteren Enzyme der Steroidbiosynthese vorhanden sind. Eine 

mögliche Verfälschung der Ergebnisse durch Interaktionen von anderen 

Enzymen der Steroidbiosynthese war dadurch ausgeschlossen. Somit war eine 

isolierte Betrachtung der einzelnen Enzyme der Androgenbiosynthese ohne den 
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Einfluss von interferierenden Faktoren gewährleistet. In in vivo Untersuchungen 

wäre dies so nicht gewährleistet gewesen. 

Um die verschiedenen Plasmakonzentrationen jedes Metaboliten zu 

berücksichtigen, wurde in dieser Arbeit jeder Versuch mit unterschiedlichen 

Konzentrationen von Tibolon bzw. seinen Metaboliten durchgeführt. Die 

Konzentrationen wurden teilweise deutlich über den nachgewiesenen 

Konzentrationen im Plasma gewählt, da die intrazellulären Konzentrationen von 

Tibolon bzw. seiner Metaboliten in den unterschiedlichen Geweben aufgrund 

der Sulfatierung deutlich höher sind als im Plasma. 

 

Der erste Schritt der Steroidbiosynthese besteht aus der Konversion von 

Cholesterol zu Pregnenolon. Dies geschieht durch das Enzym P450scc, 

welches der quantitative Regulator der Steroidsynthese ist. Der qualitative 

Regulator dagegen ist das CYP17A1, das sowohl die 17α-Hydroxylase- wie 

auch die 17,20-Lyase-Aktivität katalysiert [56]. Ohne das Enzym CYP17A1 

würde Pregnenolon direkt zu einem Mineralocorticoid umgewandelt werden. 

Betrachtet man den Einfluss von Tibolon, 3α-Hydroxy-Tibolon und 3β-Hydroxy-

Tibolon auf das Enzym CYP17A1 und der damit verbundenen Synthese von 

17α-OH-Pregnenolon aus Pregnenolon, so fällt auf, dass bei einer 

Konzentration von bis zu 10 µM Tibolon bzw. die beiden Metaboliten keinen 

Einfluss auf die Reaktion hatten. Ab einer Konzentration von über 50 µM kam 

es zu einer diskreten, jedoch statistisch nicht signifikanten Reduktion der 

Konversionsrate. Ein Einfluss auf die Androgenbiosynthese in vivo dürfte somit 

als gering angenommen werden. Im Vergleich zu den beiden anderen 

Metaboliten unterliegt Tibolon zusätzlich einem hohen First-pass-Metabolismus 

in der Leber und im Darm. Dadurch ist die Plasmakonzentration von Tibolon 

geringer als die der anderen Metaboliten, womit eine Wirkung auf CYP17A1 

noch unwahrscheinlicher ist. 

Das ∆4-Isomer ist neben dem Tibolon für die gewebeselektive androgene 

Wirkung verantwortlich, sodass durch das Isomer am ehesten eine Inhibition 

von CYP17A1 zu erwarten ist. Bis 10 µM konnte jedoch ebenfalls keine 

Inhibition von CYP17A1 nachgewiesen werden. Ab einer Konzentration von 50 

µM kam es allerdings zu einem kontinuierlichen Abfall der Konversationsrate bis 
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auf 81% bei 100 µM. Hierbei zeigte sich jeweils ein statistisch signifikanter 

Unterschied (p<0,01).  

Als einziger Metabolit konnte beim ∆4-Isomer des Tibolons ein statistisch 

signifikanter regulativer Effekt auf CYP17A1 nachgewiesen werden. Dieser tritt 

jedoch erst ab einer Konzentration von 50 µM auf. Die physiologische 

Plasmakonzentration Wert des ∆4-Isomers liegt allerdings bei 2,6 nM [2]. Ein 

Wirkung tritt also erst ab einer Konzentration auf, die über dem 19000fachen 

der nachweisbaren Konzentration im Serum liegt. 

Als Schlussfolgerung kann daher gezogen werden, dass diese Hemmung 

aufgrund der benötigten Konzentration in vivo kaum eine Rolle spielen wird, 

auch wenn es zu einer Inhibition von CYP17A1 durch das ∆4-Isomer des 

Tibolons kommt. 

 

Die 3β-Hydroxysteroiddehydrogenase Typ II (3β-HSD II) ist das zweite 

Schlüsselenzym der Steroidbiosynthese. Aus dem durch das Enzym CYP17A1 

synthetisierten DHEA bildet es Androstendion, welches anschließend weiter zu 

Testosteron katalysiert wird.  

Dören et al. hatte gezeigt, dass es unter einer Tibolontherapie zu einer 

Senkung von Androstendion um 3,8% im Serum der Patientinnen kommt. 

Dagegen kam es zu einem deutlichen Anstieg von DHEAS um 20,4%, sodass 

angenommen werden kann, dass durch eine mögliche Inhibition von 3β-HSD II 

das vermehrt vorhandene DHEA durch die Sulfatase in DHEAS umgewandelt 

wird.  

In dieser Arbeit wurde der Reaktionsschritt von 17OH-Pregnenolon zu 17OH-

Progesteron untersucht. Dies ist möglich, da Auchus et al. zeigen konnte, dass 

sowohl die maximale Geschwindigkeit Vmax wie auch die Michaeliskonstante Km 

der 3β-HSD II für alle drei Schritte der Steroidbiosynthese gleich ist [10]. Die 

Konversion von Pregnenolon zu Progesteron entspricht damit der Synthese von 

17OH-Progesteron aus 17OH-Pregnenolon bzw. Androstendion aus DHEA.  

Betrachtet man die Ergebnisse der Konversion von 17OH-Pregnenolon zu 

17OH-Progesteron, so zeigte sich, dass alle Metaboliten eine statistisch 

signifikante hemmende Wirkung auf 3β-HSD II ausüben. Diese beginnt bei 3α-

Hydroxy-Tibolon bereits ab 1 µM. Bei den anderen Metaboliten fängt sie ab 

einer Konzentrationen zwischen 10 und 50 µM an. Das interessanteste 
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Ergebnis zeigt sicherlich erneut das ∆4-Isomer, da es durch den Metaboliten zu 

einer signifikanten Reduktion der Syntheseleistung der 3β-HSD II um 73% kam. 

Es gelang somit der Nachweis, dass Tibolon sowie alle anderen drei 

Metaboliten das Enzym 3β-HSD II inhibieren. Somit ist vorstellbar, dass sowohl 

der Anstieg von DHEAS als auch die Reduktion von Androstendion durch eine 

Hemmung von 3β-HSD II erreicht wird. 

 

Interessant ist auch der genaue Hemmungsmechanismus von Tibolon, der 

bisher allerdings nicht erforscht ist. Tang et al. hat die Wirkung von Tibolon auf 

die humane 3β-HSD in endometrialem Gewebe untersucht und konnte 

nachweisen, dass die 3β-HSD Tibolon in sein ∆4-Isomer konvertiert [44]. Durch 

die Konvertierung konnte eine Abnahme der intrinschen östrogenen und 

gestagenen Aktivität des Enzyms nachgewiesen werden. Eine Abnahme der 

intrinschen Aktivität der 3β-HSD II konnte auch in dieser Arbeit gezeigt werden. 

Es ist deshalb anzunehmen, dass es sich bei dem Hemmungsmechanismus um 

eine kompetitive Hemmung des Enzyms 3β-HSD II durch Tibolon handelt. Ob 

dabei zusätzlich in vitro das ∆4-Isomer synthetisiert und somit eine lokale 

Verschiebung der Metaboliten stattgefunden hat, wurde nicht untersucht. Es ist 

jedoch durchaus vorstellbar, dass auch bei dem Versuch mit Tibolon das ∆4-

Isomer durch die 3β-HSD II synthetisiert wurde, wie dies Tang et al. bei der 3β-

HSD nachwies. Dieser Effekt ist wahrscheinlich in vivo aufgrund des hohen 

First-pass-Metabolismus in der Leber als eher gering einzuschätzen. Ob also 

die Reduktion der Syntheseleistung von 3β-HSD II durch Tibolon oder aber 

durch das möglicherweise neusynthetisierte ∆4-Isomer entstanden ist, muss in 

weiteren Arbeiten untersucht werden.  

Um eine kompetitive Hemmung handelt es sich wahrscheinlich auch bei der 

Konversion von Tibolon zu 3β-Hydroxy-Tibolon durch das Enzym 3β-HSD II 

(Abb. 7). Die Inhibition durch 3α-Hydroxy-Tibolon und das ∆4-Isomer ist 

dagegen unklar. Das ∆4-Isomer wird zwar von 3β-HSD aus 3β-Hydroxy-Tibolon 

katalysiert, bisher wird jedoch angenommen, dass dieser Schritt irreversibel ist 

[30].  Van de Ven nimmt bei seiner Untersuchung von Tibolon als Inhibitor der 

Sulfatase an, dass dies direkt durch die 17α-Ethinylgruppe des Tibolons 
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geschieht [65]. Vergleichbar ist dies mit der Inhibierung der Sulfatase der 

Rattenleber durch das 16α-Carbonitrilderivat des Pregnenolons [66].  

Bisher noch nicht untersucht wurde der Einfluss von Tibolon auf das Enzym 

CYP17A1, sodass also keine genaue Aussage über den 

Hemmungsmechanismus möglich ist. Es ist bisher unklar, ob es sich bei der 

Hemmung durch das ∆4-Isomer um eine kompetitive bzw. nicht-kompetitive 

Hemmung handelt. 

 

Bei allen vier Metaboliten von Tibolon konnte eine statistisch signifikante 

Inhibition des Enzyms 3β-HSD II nachgewiesen werden. Zusätzlich hemmt das 

∆4-Isomer des Tibolons neben 3β-HSD II auch das Enzym CYP17A1. 

Allerdings ist diese Inhibition für alle Metaboliten erst bei einer sehr hohen 

Konzentration nachweisbar. Die im Körper gemessene Konzentration bei einer 

täglichen Dosierung von 2,5 mg Tibolon (siehe Abb. 9) ist mindestens um das 

20fache niedriger. Ob die von Dören et al. untersuchten Ergebnisse somit durch 

die Hemmung der Androgenbiosynthese zustande kommen, muss also mit 

Skepsis bewertet werden. Eine Inhibition des Enzyms CYP17A1 ist 

unwahrscheinlich. Dagegen ist die Wahrscheinlichkeit einer Hemmung von 3β-

HSD II durch alle Metaboliten eher gegeben. Da die Inhibition aber ebenfalls 

über dem therapeutischen Plasmaspiegel liegt, konnte auch diese bisher in vivo 

nicht bewiesen werden. Ein ähnliches Ergebnis haben Flück et al. in ihrer Arbeit 

über den Effekt von Antikonvulsiva auf die beiden Enzyme CYP17A1 und 3β-

HSD II erhalten [3]. Es war zwar eine Inhibition von Valproat nachweisbar, diese 

lag jedoch ebenfalls über dem in vivo nachweisbaren Valproatspiegel. 

Was allerdings bedeutet eine Inhibition von 3β-HSD II für den 

Steroidplasmaspiegel des Menschen? Flück konnte zeigen, dass es bei einer 

globalen Inhibition von 3β-HSD II bei gleichbleibender Aktivität von CYP17A1 

zu einem Anstieg von DHEA kommt (Abb. 25). Diese Inhibition war auf allen 

drei Ebenen (Abb. 11) der Androgenbiosynthese nachweisbar. Dass sich dieses 

in vitro-Ergebnis mit in vivo-Untersuchungen deckt, konnte Dören et al. zeigen 

[53]. Sie fanden einen signifikanten Anstieg von DHEAS von 19 Prozent nach 

sechs Monaten Tibolontherapie. 
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Zusätzlich untersuchten Flück et al. die Produktion von Androgenen bei 

verminderter Aktivität von 3β-HSD II. Sie konnten eine gleichbleibende bis 

sogar leicht erhöhte Konzentration von Androstendion bei Inhibition von 3β-

HSD II nachweisen. Bei einer Reduktion der Aktivität von 3 β-HSD II um 60 

Prozent konnte insgesamt die höchste Androstendionkonzentration gefunden 

werden. Zwar ist durch die Aktivitätsminderung von 3β-HSD II die eigentliche 

Syntheseleistung von DHEA zu Androstendion vermindert. Dies wird jedoch 

durch das erhöhte Angebot von DHEA wieder ausgeglichen. Kommt es unter 

Tibolontherapie ebenfalls zu einer Verminderung der Aktivität der 3β-HSD II bei 

gleichbleibender Syntheseleistung von CYP17A1, ist damit der Anstieg von 

DHEAS und des Testosterons zu erklären. Weshalb das Androstendion 

gesunken ist, bleibt jedoch weiter unklar, da Tibolon auch das Enzym 17β-HSD, 

welches für die Konversion von Androstendion zu Testosteron zuständig ist, 

inhibiert. 

 

Ob aber tatsächlich nur von den Plasmakonzentrationen von Tibolon bzw. 

seinen Metaboliten im Serum auf eine mögliche Wirkung auf die 

Steroidbiosynthese geschlossen werden kann, stellen de Gooyer et al. in Frage. 

Tibolon liegt im Serum zu 80 % in sulfatierter Form vor. Sie untersuchten 

deshalb die Wirkung von Tibolon auf die Sulfataseaktivität in vier Zellreihen von 

Abb. 25: Anstieg bzw. Abfall der Steroide nach Inhibtion von 3β-HSD II bei 
regulärer CYP17A1-Aktivität [3] 
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Brust-, Knochen- und Endometriumkarzinomen [67]. So konnten sie zeigen, 

dass in hohen Konzentrationen ab 5 µM Tibolon sowohl die Zellreihen der 

Brust- wie auch der Endometriumkarzinome gehemmt wurden. Eine Inhibition 

der Aktivität der Osteoblasten fand aber nicht statt. Sie schließen daraus, dass 

eine direkte Inhibition in vivo bei therapeutischer Dosierung nicht vorhanden ist, 

da die Konzentration von 5 µM deutlich oberhalb der nachgewiesenen 

Plasmakonzentration nach oraler Tibolongabe liegt. Tibolon zirkuliert allerdings 

hauptsächlich in sulfatierter Form im Serum. Dieses sulfatierte Tibolon wird 

wahrscheinlich durch membranständige Sulfataseenzyme in die Zelle 

transportiert, sodass intrazellulär eine deutlich höhere Konzentration erreicht 

werden kann. Weiterhin kann die Sulfatase der Steroidbiosynthese das 

sulfatierte Tibolon desulfatieren und somit ebenfalls die lokale Konzentration 

erhöhen. Auch andere Studien (Gompel et al. [46]) zeigen, dass vermutete 

Effekte von Tibolon zwar nachgewiesen werden konnten, allerdings nur in 

Konzentrationen oberhalb der therapeutischen Serumkonzentrationen.  

Verheul et al. hat erstmalig an Affen die unterschiedlichen 

Gewebekonzentrationen von Tibolonmetaboliten bzw. deren sulfatierten 

Formen untersucht [1, 68]. Die AUC der sulfatierten Metaboliten war mit 5620 

ng/ml im Plasma deutlich höher als die der nichtsulfatierten Metaboliten 

(Abb.26). Verheul et al. konnten somit zeigen, dass die eigentliche 

Plasmakonzentration von sulfatiertem und nichtsulfatiertem Tibolon deutlich 

höher ist, als bisher nachgewiesen. 

Interessant ist zudem, dass die Summe des nichtsulfatierten 3α- und 3β-

Hydroxy-Tibolon im Hypothalamus mit 246 ng/ml am größten war, in anderen 

peripheren Gewebe allerdings ähnlich hoch wie im Plasma war. Weshalb trotz 

einer möglichen Passage der sulfatierten Metaboliten durch die Blut-Hirn-

Schranke die Konzentration im Hypothalamus deutlich erhöht war, ist unklar. 

Eine Ursache kann die hohe lokale Sulfataseaktivität im Hypothalamus sein.  

Auffallend sind auch die erhöhten Konzentrationen der Summe von Tibolon und 

seinem ∆4-Isomer in der proximalen Vagina, im Endometrium und in der Brust 

im Vergleich zum Plasma. So war das ∆4-Isomer mit 101 ng/ml im Fett des 

Brustgewebes um das 14fache höher als im Serum. Als mögliche Ursache kann 

hier eine Hemmung der Sulfatase gesehen werden, sodass das Gleichgewicht 

zwischen sulfatierter Form und Tibolon in Richtung Tibolon verschoben wird. 
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In der Studie von Verheul et al. konnte erstmalig gezeigt werden, dass nicht nur 

der alleinige Tibolonspiegel eine Rolle spielt. Eine erhöhte lokale 

Sulfataseaktivität kann zu einem deutlichen Anstieg der Tibolonkonzentration 

führen und dadurch eine Inhibierung von 3β-HSD II ermöglichen. Zusätzlich 

kann die Sulfataseaktivität eine wichtige Rolle in der Gewebeselektivität spielen. 

 

 

In dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass Tibolon und seine 

Metaboliten die Biosynthese von Androgenen beeinflussen können. Dazu muss 

allerdings eine höhere lokale Konzentration als die im Serum von Patienten 

nachgewiesene Konzentration vorliegen. Es stellt sich somit die Frage, ob nicht 

auch weitere Enzyme durch eine Modulation von Tibolon für eine Senkung des 

Gesamttestosterons verantwortlich sein könnten.  

Bisher wurde der Effekt von Tibolon auf zahlreiche Enzyme der 

Steroidbiosynthese untersucht. Dabei konnten sowohl stimulierende als auch 

inhibitorische Effekte nachgewiesen werden. In mehreren Arbeiten wie der von 

Abb. 26: Summe der Konzentrationen der Metaboliten von Tibolon im Hypothalamus, proximaler Vagina, 
Endometrium, Mamma und Serum von Affen [1] 
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Chetrite bzw. Pasqualini et al. wurden die Wirkungen von Tibolon auf die 17β-

Hydroxysteroiddehydrogenase untersucht [69-71]. Dabei wurde festgestellt, 

dass Tibolon die 17β-Hydroxysteroiddehydrogenase ebenfalls hemmen kann. 

Ob dadurch allerdings die Erhöhung des freien Testosterons bei einem 

Überangebot von DHEA erklärt werden kann, muss bezweifelt werden. Zu 

erwarten wäre eher eine Reduktion des Testosterons durch die Inhibition von 

sowohl 3β-HSD II als auch 17β-HSD.  

Zwei weitere wichtige Enzyme der Androgenbiosynthese sind die 

Steroidsulfatase und DHEA-Sulfotransferase (Hydroxysteroid-Sulfotransferase 

2A1), die die Bildung von DHEA und DHEAS katalysieren. Chetrite et al. sowie 

de Gooyer et al. haben zeigen können, dass Tibolon die Sulfataseaktivität in 

Brust- und Endometriumzellen hemmt und somit Einfluss auf die Biosynthese 

der Steroide nimmt [67, 72]. Als Nachweis der Gewebeselektivität konnten sie 

ebenfalls zeigen, dass die Steroidsulfatase in anderen Geweben wie den 

Osteoblasten nicht inhibiert wird. Chetrite untersuchte zusätzlich die 

Östrogensulfotransferase in humanen Karzinomen der Brust und konnte 

nachweisen, dass es zu einer Inhibition in niedriger Konzentration sowie einer 

Stimulierung der Enzymaktivität in hoher Konzentration durch Tibolon kommt 

[69]. In weiteren Studien wie der von Raobaikady et al. und Van de Ven et al. 

konnte die Hemmung der Sulfatase durch Tibolon bestätigt werden [65, 73]. Es 

ist also durchaus möglich, dass die von Dören et al. gefundenen Effekte 

(Abnahme des Testosterons und Zunahme von DHEAS) aufgrund der 

Interaktion von Tibolon mit diesen beiden Enzyme entsteht.  

 

Van de Ven wies zusätzlich nach, dass Tibolon einen intrinsischen Effekt auf 

die Aromatase humaner Brustzellkarzinome hat [65]. Dieser intrinsische Effekt 

spricht jedoch vielmehr gegen die klinischen Daten von Dören et al., da durch 

eine Stimulation der Aromatase Androstendion eher zu Estron konvertiert 

werden würde und somit die Östrogenproduktion in den Vordergrund rücken 

würde.   
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Im folgenden ist eine Übersicht von bisher nachgewiesenen 

Enzymmodulationen der Steroidbiosynthese durch Tibolon dargestellt: 

PublikationPublikationPublikationPublikation Untersuchte 

Enzyme 

Zellsysteme/ GewebeZellsysteme/ GewebeZellsysteme/ GewebeZellsysteme/ Gewebe    ErgebnisseErgebnisseErgebnisseErgebnisse    

Tang,  

1993 [44] 

3β-HSD/ isomerase Humane Endometriumzellen Inhibition der östrogenen/ 

gestagenen Aktivität 

Chetrite, 

1999 [74] 
 17β-HSD MCF-7 Mammacarcinom 

Zellen  
 

T47D Mammacarcinom 

Zellen 

Inhibition der 17β-HSD durch 

Tibolon und Metaboliten 
 

Inhibition der 17β-HSD durch 

Tibolon und Metaboliten 

Chetrite, 

1999 [72] 

Östrogen-

sulfotransferase 

MCF-7 Mammacarcinom 

Zellen  
 

 

T47D Mammacarcinom 

Zellen 

Stimulation beider Zelllinien in 

niedriger Dosierung (0,05µM) 

durch Tibolon bzw. 3α-,3β-OH-

Tibolon 
 

Inhibition beider Zelllinien in 

hoher (50µM) Dosierung durch 

Tibolon und aller Metaboliten 

de Gooyer, 

2001 [67]    

Steroidsulfatase Humane Endometrium- 

zellen (HEC-1A) 
 

T47D Mammacarcinom 

Zellen 
 

 

Humane Osteoblasten 

Zelllinien (MG 63, HOS TE-

85 

Inhibition der Steroidsulfatase 

durch Tibolon und Metaboliten 
 

Inhibition der Steroidsulfatase 

durch Tibolon und Metaboliten 
 

Keine Modulation der 

Steroidsulfatase durch Tibolon 

und Metaboliten 

Van de Ven, 

2002 [65]    

Östronsulfatase 

Aromatase 

Fettgewebszelle der 

humanen Brust 
 

MCF-7 Mammacarcinom 

Zellen  
 

T47D Mammacarcinom 

Zellen 

Inhibition der Sulfatase und 

Aromatase durch Tibolon 
 

Inhibition der Sulfatase durch 

Tibolon und Metaboliten 
 

Leichte Inhibition der Sulfatase 

durch Tibolon 

Raobaikady, 

2005 [73]    

Steroidsulfatase MCF-7 Mammacarcinom 

Zellen  
 

T47D Mammacarcinom 

Zellen  
 

JEG-3 Chorioncarcinom 

Zellen 

Inhibition der Steroidsulfatase in 

allen drei Zelllinien durch 

Tibolon und seiner Metaboliten 

Ch. Henke CYP17A1 

 

 

 

3β-HSD II 

In vitro Hefe-Enzymassay Inhibition von CYP17A1 durch 

Δ4-Isomer in hoher 

Konzentration (>50 µM) 
 

Inhibition von 3β-HSD II durch 

Tibolon und Metaboliten 
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Ziel weiterer Studien sollte die Untersuchung des Einflusses von Tibolon auf 

Zellen der Nebennierenrinde (NNR) sein. Die NNR spielt als Hauptsyntheseort 

der Androgenproduktion bei Frauen die wichtigste Rolle und ist somit für eine 

mögliche Androgeninhibition von Tibolon von besonderem Interesse. 

Zusätzlich wäre interessant, ob Tibolon einen Effekt auf die 

Androgenproduktion, vor allem der Leydig-Zellen der Testes bei Männern hat. 

Gelänge dort der Nachweis einer Reduktion von Androgenen, so könnte damit 

die Aussage gefestigt werden, dass Tibolon direkt die Androgenbiosynthese 

inhibiert.  

 

Weiterhin ist bisher nicht eindeutig geklärt, ob die Enzyme CYP17A1 und 3β-

HSD II einen Einfluss auf die Metabolisierung von Tibolon haben. Tang et al. 

hat nachweisen können, dass die endometriale 3β-HSD Tibolon in das ∆4-

Isomer metabolisiert, ob dies jedoch auch für die 3β-HSD in anderen Geweben 

gilt, ist bisher nicht untersucht worden. Wenn der Nachweis von einer 

gewebeunabhängigen Konversion gelänge, so wäre weiterhin interessant, ob 

die Rolle der 3β-HSD möglicherweise weit wichtiger in der Konversion von 

Tibolon in das ∆4-Isomer ist als bisher angenommen. Das Enzym CYP17A1 ist 

wiederum noch gar nicht auf eine mögliche Metabolisierung von Tibolon 

untersucht worden.  

 

In dieser Arbeit gelang somit erstmals der Nachweis einer in vitro Inhibition von 

3β-HSD II durch Tibolon und seiner Metaboliten. Allerdings konnte diese 

Hemmung erst ab einem supraphysiologischen Konzentrationsbereich der 

20fachen Konzentration gezeigt werden. Ob es sich jedoch wirklich um einen 

supraphysiologischen Bereich handelt, kann allerdings nur anhand der bisher 

wenigen vorhandenen Untersuchungen  von Konzentrationen im humanen 

Serum angenommen werden [2, 27]. Es fehlen weitere genauere 

Konzentrationsmessungen von Tibolon und seiner Metaboliten in den 

verschiedenen Geweben, wie dies Verheul et. al an Affen gelungen ist [68]. 

Interessant ist zum Beispiel der Nachweis einer 14fach höheren Konzentration 

des ∆4-Isomers im Fettgewebe von Affen. Weiterhin sind keine Daten über die 

Konzentrationen von sulfatierten Tibolon in humanen Geweben bekannt. Auch 

hier konnten Verheul et al. in verschiedenen Geweben (Vagina, Mamma und 
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Endometrium) von Affen deutlich höhere Konzentrationen nachweisen, als 

diese im Serum zu finden waren [75].  

Eine Inhibition von CYP17A1 ist dagegen, wie in dieser Arbeit gezeigt wurde,  

unwahrscheinlich. Die Konzentration von dem ∆4-Isomer müsste schon über 

dem 19000fachen der nachgewiesenen Konzentration liegen. Allerdings wurde 

nur die 17α-Hydroxylase-Aktivität von CYP17A1 untersucht werden, das Enzym 

CYP17A1 hat jedoch, wie bereits geschildert, zwei Aktivitätszentren. Die 17,20 

Lyase-Aktivität konnte allerdings nicht untersucht, da es bisher nicht gelungen 

ist, diese zu isolieren und mit Hilfe des Hefe-Expressionsmodells zu 

synthetisieren. Es ist aber durchaus möglich, dass Tibolon und seine 

Metaboliten die 17,20 Lyase-Aktivität des Enzyms CYP17A1 modulieren.  

Weitere wichtige Enzyme der Androgenbiosynthese welche nicht untersucht 

wurden, sind die Isoformen der 17β-HSD. Auchus et al. ist es gelungen die 

zentral wichtigen Isoformen dieses Enzymsystems mit Hilfe des Hefe-

Expressionsmodells zu exprimieren [76]. Es wäre also von weiterem Interesse, 

ob Tibolon und seine Metaboliten neben der 3β-HSD II auch einen Effekt auf 

dieses Enzymsystem haben.  
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5. Zusammenfassung  
 
Tibolon ist seit 1999 in Deutschland zur Therapie klimakterischer Beschwerden 

bei Frauen in der Postmenopause zugelassen. Einzigartig im Vergleich mit 

anderen Hormonersatztherapien ist, das neben der östrogenen und gestagenen 

Wirkung auch eine androgene Aktivität besteht. Die unterschiedlichen 

Wirkmechanismen sind auf die rasche Konversion von Tibolon in seine drei 

Hauptmetaboliten 3α-Hydroxy-, 3β-Hydroxy-Tibolon und das ∆4-Isomer 

zurückzuführen.  

In einer klinischen Studie, in der Frauen in der Postmenopause ein Jahr mit 

Tibolon behandelt wurden, konnte gezeigt werden, dass es zu einer 

Veränderung des totalen und des freien Testosterons, des Androstendions, des 

DHEAS und des SHBG im Serum der Patientinnen kommt. Dabei ist bisher 

unklar gewesen, weshalb diese Verschiebungen entstehen, da sie nicht mit 

einer direkten Aktivierung des Androgenrezeptors zu erklären sind. Eine 

mögliche Ursache ist die Inhibition oder Induktion von Enzymen der 

Androgenbiosynthese durch Tibolon. Diese Arbeit hat deshalb den Fokus auf 

die zwei Schlüsselenzyme CYP17A1 und 3β-HSD II gelegt. 
 

Untersucht wurde mit Hilfe eines in vitro Hefeexpressionsversuchs, ob Tibolon 

und seine drei Hauptmetaboliten die Enzyme CYP17A1 und 3β-HSD der 

Androgenbiosynthese inhibieren. Dazu wurden die Vektoren V10 mit der 

humanen cDNA-Sequenz für CYP17A1 bzw. 3β-HSD II in Hefen vom Wildtyp 

W303B transformiert. Für CYP17A1 wurde zusätzlich der Vektor pYcDE2 mit 

der P450-Oxidoreduktase als Ko-Enzym benötigt. Nach Präparation der 

mikrosomal gebundenen Enzyme erfolgte die Inkubation der Enzyme mit den 

radioaktivmarkierten Steroiden auf Pregnenolon für 3β-HSD II und mit 17OH-

Progesteron für CYP17A1 sowie die Exposition mit Tibolon bzw. eines 

Metaboliten.  
 

Die Versuche zeigten eine signifikante Inhibition des Enzyms CYP17A1 durch 

das ∆4-Isomer des Tibolons. Das Enzym 3β-HSD II wurde sowohl durch 

Tibolon als auch durch die drei Metaboliten statistisch signifikant gehemmt. 

Eine Reduktion der Syntheseleistung der Enzyme war jedoch erst ab einer 

Konzentration von 1 bis 10 µM nachweisbar und übersteigt damit den bei 50 nM 
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liegenden physiologischen Plasmaspiegel von Tibolon bzw. seiner Metaboliten. 

Da Tibolon jedoch zu 75 Prozent in sulfatierter Form im Serum zirkuliert und in 

verschiedenen Geweben in mehr als der zehnfach höheren Konzentration als 

im Plasma nachweisbar ist, ist eine in vivo Inhibition von 3β-HSD II durch 

Tibolon durchaus möglich. Die Veränderungen der Steroide im Plasma nach 

einjähriger Tibolontherapie können somit durch eine Inhibition der 

Steroidsynthese bedingt sein. 
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Anhang:  
 

Material  
 

Hefetransformation  

 

Hefestämme    Vektor    Nährmedium  

W303B (ade-/trp-/ura-)  V10 (ura+)    SD 

ade+/trp+/ ura- 

W303B (ade-/trp-/ura-)  pYcDE2  (trp+)   SD ade+/trp-

/ura+  

W303B (ade-/trp-/ura-)  V10 (ura+) + pYcDE2  (trp+) SD ade+/trp-

/ura- 

W(hORc) (ade-/trp-/ura+)  pYe-SF2c17 (ade+)   SD ade-

/trp+/ura- 

 

Vektoren:  

V10 (ura+)   h(C/B/M)P450c17, h3β-HSD II 

pYcDE2 (trp+)  hOR 

pYe-SF2 (ade+)  hP450c17 

 

Nährmedien : 

 

YPD (100ml):     SD (500ml) : 

 

1g Hefeextrakt (yeast extract)   0,85g Yeast-Nitrogen-Base 

2g Pepton      2,5g NH4SO4 

95 ml dH2O      470ml dH2O 

(evtl. 2g Agar)     (evtl. 10g Agar) 

 

→ Autoklavieren     → Autoklavieren 

+ 5 ml Glucose 40%    +25 ml Glucose 40% 

       (evtl. 5ml Aminosäure) 
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Lösungen : 

 

1M K2HPO4 (500ml):  M= 174,18 g/mol  →            87,09g/500ml 

1M KH2PO4 (500ml):  M= 136,09g/mol →   68,045g 

1M Lithiumacetat (100ml):  M= 102,0g/mol →   10,2g 

4M Sorbitol:     54g Sorbitol für 75ml dH20 

3M KCl (500ml):   M= 74,55g/mol →   112,485g 

0,5M EDTA (100ml):   M= 372,22g/mol →   18,61g 

80% Glycerol (100ml)  20ml dH20, 80ml Glycerol (100%) 

 

1M Tris HCl pH7,5 

1M Tris HCl pH7,5 

 

Adenin (100ml)   2g/l →  200mg/100ml 

Tryptophan (100ml, 4°C,Alu) 2g/l →  200mg/100ml 

Uracil (100ml, 4°C)   2g/l →  200mg/100ml 

 

Material für Transformation : 

 

• D-Sorbitol   Sigma  S-1876  500g 

• Lithium Acetate (1M) Sigma  L-6883  250g 

• PEG 3350 (50%)  Sigma  P-4338  500g 

• Hering Sperm  Sigma  D-7290  1ml 

• Trizma Hydrochlorid Sigma  T-5941  500g 

• Trizma Base   Sigma  T-6066  1kg 

• EDTA    Sigma  E-5134  100 g  

• Eppendorf Tubes 

• Photometer (OD600) 

• 50 ml Tubes (Polypropylen) 

• 42°C Wasserbad    

• 30°C Inkubator 

• 30°C Schüttler 
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Hefe-Mikrosomenpräparation  

 

Material:  

Zentrifugen: 

10000 x g  = 9000 rpm on Beckman J2-HS (JA-20 rotor) 

100000 x g  = 70000 rpm on TL-100 (TLA 100.3 rotor) 

 

Lösungen: 
 

• TE-K (50 mM TrisHCl pH 8,0, 1mM EDTA, 0,1M KCl) 

     0,2 ml 0,5M EDTA, pH 8,0 

+   5,0 ml TrisHCL, pH 8,0 

+   3,3  ml 3M KCl 

+ 91,5  ml dH20  ad 100 ml  

 
 

• TES-B (50mM TrisHCl pH 8,0, 1 mM EDTA, 0,6 M Sorbitol) 

     0,2  ml 0,5 M EDTA, pH 8,0 

+   5,0  ml TrisHCl, pH 8,0 

+ 15,0  ml 4 M Sorbitol 

+ 80,0  ml dH2O ad 100 ml  
 

• TE-G (50mM TrisHCl pH 8,0, 1 mM EDTA, 20 vol% Glycerol) 

     0,2  ml 0,5 M EDTA, pH 8,0 

+   5,0  ml TrisHCl, pH 8,0 

+ 25,0  ml 80% Glycerol 

+ 70,0  ml dH2O ad 100 ml  
 

• Protease inhibitor cocktail  (Complete, Mini, protease inhibitor cocktail 

tablets, Roche, # 1836153) 

• TE/LiAc  (1xTE pH 7,5, 0,1M LiAc); 1ml = 0,1 ml 1M LiAc  + 0,1 ml 10xTE + 

0,8 ml dH20 

• PEG/LiAc  (40% PEG 3350, 1xTE pH 7,5, 0,1M LiAc); 1ml = 0,8 ml 50% 

PEG 3350 + 0,1ml 10xTE pH 7,5  + 0,1 ml 1M LiAc  

• 1M Sorbitol  , 1xTE pH 7,5 
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Stammlösungen: 
 
3 M KCL (Autoklaviert) 

4 M Sorbitol (= 54 g/ 75 ml dH20) (Steril filtriert) 

80% Glycerol (Autoklaviert) 

0,5 M EDTA, pH 8,0 (Autoklaviert) 

1 M TrisHCl, pH 8,0 (Autoklaviert) 

 

Material: 
 
• Glass beads, acid-washed, 425-600 µ, Sigma G-8772, 500 g 

• 18 G + 27 G Kanülen, steril 

• 2-ml and 5-ml Spritzen, steril 

• Zentrifugenflaschen 200-500 ml 

• 50-ml Zentrifugeröhrchen  (Max RCF 9400 x g),  

• 14 ml Rundbodenröhrchen, PolystyrolFalcon 352051 

• Beckman Polycarbonat Zentrifugeröhrchen 1,5 ml 

• PCR tubes 

 

Bradford Protein Assay 
 
800 µl Bradford Reagens (verdünnt mit dH2O 1:5)  

(Bio-Rad Protein Assay  Bio-Rad 500-0006) 

BSA 1 µg/µl (1:10 verdünnt mit 100 x BSA (NEB, purified))  

Hefemikrosomen (1:10 Verdünnung: 10 µl Mikrosomen + 90 µl dH20) 

Küvetten  

Photometer (Messung der Absorption bei 595 nm) 
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Enzymatischer Funktionsassay  
 

• Tibolon, 3α-Hydroxy-Tibolon, 3β-Hydroxy-Tibolon, ∆4-Isomer 

• Konzentrationen: jeweils 0,1; 1; 10; 50; 100 µM 

• 1M K2HPO4 + 1M KH2PO4  Lösung 

• 1M KiP, pH 7,4 (= 80,2 ml 1M K2HPO4 + 19,8 ml 1M KH2PO4)  

• 0,1 M KiP, pH 7,4 (Enzym Assay Puffer) 
 

• Dimethyl-Sulfoxid (DMSO)  Sigma  D-8418 50 ml 
 

• NADPH     Sigma  N-1630 100 mg 

• +   1,2 ml dH20 = 100 mM NADPH 

• NAD+      Sigma  N-6522 1 g 

� + 14,3 ml dH20 = 100 mM NAD+ 

� Aufbewahrung von NADPH und NAD+ Stammlösung im Gefrierschrank 

bei –20 °C, auftauen im Kühlschrank (+ 4 °C), während der Versuche die 

ganze Zeit im Eis aufbewahren 
 

 

Steroidextraktion: 

• Ethylacetat 

• Isooktan 

� Vorbereitung von Ethylacetat/Isooktan (1:1)  

• Methylenchlorid     Sigma  17-3 500 ml 
 

 

TLC running container: 

• Ethylacetat 

• Chloroform 

Herstellung von 200 ml Chloroform/Ethylacetat (3:1) als Laufmittel für die 

Dünnschichtchromatografie 
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Steroide 
 

Pregnenolon    Sigma   P-9129  5g 

Progesteron    Sigma   P-0130  25g 

17-OH-Pregnenolon   Sigma   H-5752  5g 
 

[14C] Pregnenolon    Amersham Pharmacia Biotech 

[14C] Progesteron     Perkin Elmer Life Sciences 

[3H] 17-OH-Pregnenolon  Perkin Elmer Life Sciences 
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