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1. Einleitung

Kardiovaskulare Erkrankungen stellen in den Industrienationen die haufigste
Todesursache dar. Den weitaus gréBten Anteil haben hierbei die atherosklerotisch
bedingten Erkrankungen, wie die koronare Herzkrankheit (KHK) oder die cerebrale
Ischamie.

Im Laufe der Jahre ist es gelungen eine Reihe von Risikofaktoren zu identifizieren, deren
Vorliegen die Entwicklung einer Atherosklerose begunstigt. Hierzu gehoéren in erster Linie
eine genetische Disposition, arterielle Hypertonie, Diabetes mellitus, Nikotinabusus und
Hyperlipoproteindmie (37, 74).

Die Inzidenz kardiovaskularer Erkrankungen liegt bei Frauen vor der Menopause deutlich
niedriger als bei Mannern vergleichbaren Alters. Erst nach der Menopause steigt ihre
Inzidenz auf eine, den Mannern vergleichbare H6he an, und Ubertrifft diese sogar im
héheren Lebensalter. Pramenopausale Frauen sind also gegen die Ausbildung einer
Atherosklerose relativ geschitzt (8, 58).

Bei der Suche nach der Ursache dieser Protektion zeigten Frauen mit einer ovariellen
Dysfunktion schon in jungen Jahren ein den Mannern &hnlich erhdhtes Risiko fur
kardiovaskuldre Erkrankungen. Der beobachtete Effekt scheint also auf die Wirkung der
weiblichen Geschlechtshormone begrindet zu sein (43, 69).

In der Tat hatten Ludden et al. schon 1942 eine Reduktion des Cholesteringehaltes in der
Aorta von Kaninchen unter Ostrogen-Substitution nachgewiesen (69). Anfang der 50er
Jahre konnte in einer tierexperimentellen Studie ein protektiver EinfluB des Ostrogens auf
die Entwicklung atherosklerotischer GefaBveranderungen nachgewiesen werden (75).
Seither wurde die atheroprotektive Wirkung des Ostrogens in zahlreichen experimentellen
Studien an verschiedenen Tiermodellen belegt (13, 28, 39, 41, 105).

Trotz intensiver Bemihungen ist es bis heute jedoch noch nicht gelungen die genauen
Wirkmechanismen vollstdndig aufzuklaren.

Eine Reihe direkter und indirekter Effekte von Ostrogen auf die GefaBwand sind bekannt.
So beeinfluBt Ostrogen das Serum-Lipid-Profil giinstig, im Sinne einer Erhdhung des
HDL-Cholesterins und einer Senkung der LDL-Cholesterin Fraktion (38, 101, 106).

Die LDL-Oxidation wird gehemmt, und an verschiedenenen Modellen wurde eine
Hemmung der LDL-Cholesterinaufnahme in die arterielle GefaBwand nachgewiesen (51).
Ein weiterer direkter Effekt liegt in der Hemmung der Kollagensynthese in der GefaBwand
(29). An glatten Muskelzellen wurde unter dem EinfluB von Ostradiol eine antiproliverative
Wirkung in vitro und in vivo gezeigt (3, 80, 104).



AuBerdem beeinfluBt Ostrogen den GefaBtonus und flihrt zu einer Vasodilatation. Dies
geschieht zum einen durch einen kalziumantagonistischen Effekt auf die glatte
Muskulatur der GefaBwand (19, 56, 57), zum anderen steigert Ostrogen
geschlechtsspezifisch die endotheliale Freisetzung von Stickstoffmonoxid (NO) (45).
Neuere Studien weisen auf eine Beteiligung gefaBwandstandiger Ostrogenrezeptoren bei
der atheroprotektiven Wirkungsvermittlung des Ostrogens hin (59, 60, 68).

Als Konsequenz dieser Erkenntnis wird Frauen in der Menopause seit den spaten 60er
Jahren eine Ostrogen-Substitutionstherapie angeboten. Die in diesem Zusammenhang
durchgefihrten klinischen Studien ergaben kein einheitliches Bild.

Wahrend mehrere groBe Kohortenstudien eine signifikant erniedrigte Zahl
kardiovaskularer Ereignisse ( tdédlicher und nicht tédlicher Myokardinfarkt) zeigte (46, 48,
82, 83, 94, 95), fanden andere Autoren ein erhéhtes Risiko, bzw. keinen Effekt einer
Ostrogensubstitution (66, 109).

Von Sullivan et al. wurde der protektive Effekt einer Ostrogen-Substitutionstherapie
differenziert im Rahmen der Primar- oder Sekundarprophylaxe untersucht (99). Es zeigte
sich, daB Frauen mit einer vorbestehenden koronaren Herzerkrankung von einer
postmenopausalen  Therapie  profitierten, wohingegen ohne  angiographisch
nachgewiesene KHK eine Primarprophylaxe keine Veranderung der Sterblichkeit zur
Folge hatte.

Die tierexperimentellen Arbeiten zur Ostrogenwirkung beschéftigten sich lediglich mit dem
EinfluB auf die primére Atherogenese. Zur Wirkung des Ostrogens auf vorbestehende
atherosklerotische Lasionen gibt es nur sehr wenige Daten.

In der vorliegenden Studie wurden atherosklerotische Plaques bei weiblichen Kaninchen
durch das Fttern einer Cholesterindiat erzeugt. Dann wurde an verschiedenen arteriellen
GefaBsegmenten die Wirkung von Ostrogen auf die weitere Plaqueentwicklung
untersucht. Zusétzlich wurde die Expression des “von Willebrand Faktors”
immunhistochemisch als Marker fur intakte Endothelzellen untersucht.
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2. Material und Methoden

2.1 Versuchsmodell

2.1.1 Versuchstiere

Far die Versuche wurden 32 weibliche weile Neuseeland Kaninchen (NZW) verwendet
(Fa. Savo, Kissleg, Deutschland). Zu Versuchsbeginn waren die Tiere ca. zwdélf Wochen
alt und hatten ein Ausgangsgewicht zwischen 1,8 und 2,4 kg. Sie wurden zu vier Gruppen
mit jeweils acht Tieren randomisiert. Eine Gruppe diente als Kontrollgruppe (Gruppe 1V),
die Tiere der drei anderen Gruppen wurden ovarektomiert.

Wahrend der gesamten Versuchsdauer wurden die Kaninchen in Einzelkéfigen gehalten,
in denen der Tag/Nachtzyklus bei kiinstlicher Beleuchtung jeweils zwélf Stunden betrug.

2.1.2 Cholesterinzufiitterung

Mit Ausnahme der Kontrollgruppe (Gruppe V) erhielten die Kaninchen von
Versuchsbeginn an eine kommerziell erhaltliche Cholesterindiat (40 g/kg KG
Standardfutter mit einem 0,5 Massenprozent Cholesterinzusatz/Firma Altromin, Lage,
Deutschland). Die Tiere der Gruppe IV erhielten lediglich eine Standarddiat ohne
Cholesterin (Firma Altromin).

2.1.3 Blutentnahmen

Den Kaninchen wurde unmittelbar vor der Ovarektomie, sowie am Tag 84 und zu
Versuchsende ca. 6 — 8 ml Blut in EDTA-R&hrchen enthommen. Die Blutentnahme
erfolgte aus der Ohrarterie.

Aus dem Plasma erfolgte die Bestimmung des Gesamicholesterins und der
Ostradiolwerte.

Bei den Tieren der Gruppe IV wurde auf die Enthahme von Blut verzichtet.
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2.2 Ovarektomie

Die Tiere wurden zu Beginn gewogen und dann mit einer subcutanen Atropinsulfat-
Injektion (2 mg/kg KG - Firma Braun AG, Melsungen, Deutschland) pramediziert um die
Salivation zu unterdricken.

Im AnschluB wurde eine periphere Venenverweilkaniile an einer Ohrvene plaziert Uber
die die Injektionsnarkose mit einer Kombination aus einem Narkotikum und einem
Sedativum gefihrt wurde.

Zu diesem Zweck wurde eine Mischung aus Ketaminhydrochlorid (Ketanest 50,
entsprechend 50 mg Ketamin-Base/ml, Parke-Davis GmbH, Berlin, Deutschland) und
Xylazin-Hydrochlorid (Rompun, entsprechend 20 mg Xylazin/ml, Bayer AG, Leverkusen,
Deutschland), in der Dosierung von 20 mg/kg KG Ketanest und 0,4 - 1,8 mg/kg KG
Rompun verabreicht.

So lieB sich eine effiziente Vollnarkose bei gleichzeitiger Analgesie und Muskelrelaxation
erreichen. Die Narkose wurde wahrend der gesamten Operation intravends, durch
mehrfache Nachinjektionen, gefuhrt.

Die Tiere wurden auf einer stabilen Unterlage gelagert und an den Extremitaten fixiert.
Das Operationsfeld vom Rippenbogen bis zur Leiste wurde sorgfaltig rasiert und
desinfiziert.

Danach wurde unter sterilen Bedingungen mit dem Skalpell ein ca. 5 cm langer
Hautschnitt entlang der Linea alba durchgefihrt. Im AnschluB wurden die
darunterliegenden Muskelschichten und das Peritoneum mittels einer Schere ebenfalls im
Bereich der Linea alba durchtrennt.

Nach der Orientierung im Bauchraum wurde der Dinndarm in sterile Tucher
eingeschlagen und zur Seite geklappt. Dann wurde der Uterus mit den Tuben und den
Ovarien aufgesucht.

Die A. ovarica wurde ebenso wie die A. uterina samt Tuba uterina mit einem
resorbierbaren Faden ligiert, um anschlieBend die Ovarien und den gréBten Teil der
Eileiter abtrennen zu kénnen.

Nach der Entfernung dieser Organe wurde der Dinndarm wieder in die Bauchhdhle
verlagert und das Peritoneum zusammen mit den dartberliegenden Muskelschichten als
Ganzes mit einem resorbierbaren Faden in einer fortlaufenden Naht verbunden.

Die Hautnaht erfolgte in der Rickstichtechnik nach Donati um ein Aufkratzen oder -
beiBen durch die Tiere zu verhindern.
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2.3 Versuchsaufbau

Wie schon beschrieben erhielten die Tiere der Gruppe IV ohne weitere Intervention eine
cholesterinfreie Diat fir die Dauer von vierundzwanzig Wochen (168 Tage).

Die Tiere der Gruppen | bis Ill wurden ovarektomiert und erhielten unmittelbar nach dem
Eingriff fur die Dauer des Versuchs eine 0,5%ige Cholesterindiat zur Erzeugung von
atheromat6sen Plaques.

Die Tiere der Gruppe | erhielten die Cholesterindiat Uber einen Zeitraum von zwolf
Wochen (84 Tage), danach wurden sie abgetétet. Die Gruppe Il erhielt ebenfalls lediglich
die Cholesterindiat, jedoch Uber den doppelten Zeitraum, also vierundzwanzig Wochen
(168 Tage). Auch die Gruppe Il bekam die Cholesterindiat tber vierundzwanzig Wochen
(168 Tage), zusatzlich erhielten die Tiere jedoch in der zweiten Versuchshélfte, also ab
dem 85. Tag, in wochentlichen Abstanden eine Hormongabe. lhnen wurden 1 mg
Estradiolvalerat/kg KG/Woche (17-B-Ostradiol, Progynon-Depot-10, Schering AG, Berlin,
Deutschland) intramuskular verabreicht.

Weibliche Neuseeland-Kaninchen
n=32

Bilaterale Ovarektomie
n=24
Gruppe | Gruppe I Gruppe Il Gruppe IV
0,5%-ige 0,5%-ige 0,5%-ige Cholesterinfreie
Cholesterindiat Cholesterindiat Cholesterindiat tber Standarddiat
Uber 84 Tage Uber168 Tage 168 Tage. Uber 168 Tage
Zusatzlich in den
letzten 84 Tagen
Gabe von 178-
Ostradiol
(1mg/kgKG/Woche)
n=8 n=38 n=38 n=38

Abb. 1: Versuchsaufbau
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2.4 NachweiB der Zellproliferation mit der 5’-Brom-2’-
Desoxyuridin (BrdU)-Biotin-Avidin-Methode

2.4.1 Grundlagen des Proliferationsnachweises mit 5’-Brom-2’-
Desoxyuridin (BrdU)

Die Verabreichung vom BrdU geh6rt zu den Standardverfahren fir den
histomorphologischen Nachweis von proliferierenden Zellen. BrdU stellt ein
Thymidinanalogon dar. Aus diesem Grund wird es, sofern im UberschuB vorhanden, von
den teilungsaktiven Zellen wahrend der S-Phase der Mitose anstatt von Thymidin in die
DNA eingebaut. Auf diese Weise lassen sich in der Teilung befindliche Zellen , die sich
mindestens eine Stunde in der S-Phase des Zellzyklus befinden, sicher erfassen. Mit Hilfe
eines monoklonalen Antikérpers gegen BrdU (Bio Cell Consulting, Grellingen, CH), der
mit einer Farbreaktion (Avidin-Biotin-Methode) gekoppelt ist, lassen sich die BrdU-
markierten Zellen sichtbar machen. Die Kerne dieser Zellen erscheinen im
mikroskopischen Bild rot.

Um mdogliche Resorptionsstérungen zu erfassen wurde bei allen Tieren die
Zellteilungsaktivitdt der Dunndarmmukosa bestimmt. Hier zeigt die physiologische
Schleimhautregeneration eine Mitoserate von ca. 30%.

Die Gabe von BrdU vermindert Ober einen Rulckkopplungsmechanismus die
Biosyntheserate der Pyrimidinbasen. Ein so entstehender Mangel an Pyrimidinbasen
kénnte die DNA-Replikation beeintrachtigen. Um dies zu verhindern wurde zusatzlich 2’-
Desoxycytidin appliziert.

Bei der hier angewandten Methode der fraktionierten intramuskuldren und subcutanen
Applikation von BrdU dber 18 Stunden konnte mit der HPLC-Technik an Serumproben
von Kaninchen ein ausreichender BrdU-Spiegel Uber den gesamten Zeitraum bis zur
GefaBentnahme nachgewiesen werden. Die Beeintrachtigung der DNA-Replikation durch
die toxischen Effekte von BrdU kann bei der kurzen Applikationsdauer von 18 Stunden

vernachlassigt werden.

2.4.2 Verabreichung von 5’-Brom-2’-Desoxyuridin (BrdU) und 2’-
Desoxycytidin (d-cyt)

Die Tiere erhielten 18 Stunden vor der GefdBentnahme eine Narkose bestehend aus
einer Mischung von Ketaminhydrochlorid (Ketanest 50, entsprechend 50 mg Ketamin-
Base/ml, Parke-Davis GmbH, Berlin, Deutschland) und Xylazin-Hydrochlorid (Rompun,
entsprechend 20 mg Xylazin/ml, Bayer AG, Leverkusen, Deutschland).
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Die Dosis bestand aus einer Mischung von 1,4 ml Ketanest und 0,6 ml Rompun. Die
Injektion erfolgte intramuskulér in die Glutealmuskulatur. In Narkose wurde den Tieren die
dorsale Halsseite rasiert und eine subkutane Nackentasche durch einen 5 cm langen
Schnitt angelegt. In diese Tasche wurde dann ein Gemisch von 100 mg BrdU/kg KG und
75 mg d-cytkg KG (beides Sigma GmbH, Deisenhofen, Deutschland) in Form eines
Pulvers appliziert.

Um die Serumkonzentration von BrdU konstant zu halten wurden zusétzlich 18 und 12
Stunden vor GeféaBentnahme 30 mg BrdU/kg KG und 25 mg d-cyt’kg KG als waBrige
Lésung in die Oberschenkelmuskulatur injiziert.

2.5 GefaBentnahme

Die Tiere erhielten eine wie oben beschriebenen intramuskuldren Ketanest® Rompun®
Narkose und wurden dann in einer Kammer durch Einleitung von CO, abgetdtet. Sofort
nach dem Eintritt des Todes wurde die ventrale Kdrperhélfte vom Schambein bis zum
Hals erdffnet und der proximale Aortenbogen freiprapariert. Im folgenden wurde die Aorta
in ihrem Verlauf bis zum Abgang der Nierenarterien dargestellt. Am Aortenbogen wurden
die linke und die rechte A. carotis communis bis zur Verzweigung in die A. carotis interna
et externa freiprapariert. Der praparierte GefaBstamm wurde proximal am linken Ventrikel
sowie distal am Abgang der Nierenarterien und am Sinus caroticus abgesetzt. Fir die
Kontrolle der BrdU-Resorption wurde auBerdem ein etwa 1 c¢cm groBes
Dinndarmsegment enthommen.

Der entnommene GefaBstamm wurde, entsprechend dem Schema in Abbildung 2, in die
verschiedenen GefaBsegmente mittels einer scharfen Préparierschere geteilt. Der
Aortenbogen (AoBo) wurde in drei Segmente, der thorakale (A.thor) und abdominale
(A.abd) Aortenabschnitt in jeweils vier Segmente aufgeteilt. Die A. carotis communis
(Car.-re bzw. Car.-li) ergab zwei Segmente. Die einzelnen GefaBabschnitte wurden
entsprechend ihrer Lage von proximal nach distal mit rémischen Ziffern numeriert (AoBo
LILIE; Athor LILILIV; A.abd LILILIV; Car.-re LII; Car.-li L1).

Ausgewertet wurden von jedem Tier der Aortenbogenabschnitt | (AoBo 1), der thorakale
Aortenabschnitt Il (A.thor 1ll), der abdominale Aortenabschnitt IV (A.abd IV) und das
zweite Segment der rechten Halsschlagader (Car.-re Il).
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Car-lill
Car.-re |l Car-li |

Carre | AoBo

AnBo | A thar |

— —Adthorl

—  —Acthor |l

AoBoll

il B I I

A thor Y

— ——A.abd |

4—————-Aabd |l

™ A.abd Il

. A abd [

Abb. 2: Einteilung des GefaBstamms (schematisch).
Die Bedeutung der Abkulrzungen ist dem Text zu entnehmen, die
ausgewerteten Abschnitte sind grau unterlegt.

2.6 Praparation und Fixierung der GefaBsegmente

Direkt nach der Entnahme wurden die GeféBabschnitte und das Dinndarmsegment
immersionsfixiert. Hierzu diente eine 4%ige neutral gepufferte Formalinlésung in der die
GefaBe fur mindestens 24 Stunden verblieben.

Danach wurden die GefaBe sorgfaltig vom umgebenden Bindegewebe befreit und in
Biopsiekasetten eingeschlossen. AnschlieBend erfolgte die Entwésserung in einer
aufsteigenden Alkoholreihe (70% - 100%), und Uber eine Xylol-Lésung schlieBlich die
Einbettung in Paraffin. Dieser Arbeitsschritt wurde maschinell mit einem Vakuum-

infiltrationsprozessor (Fa. Bayer, Tissue-Tek Il) durchgefthrt.

2.7 Histologische und histochemische Aufarbeitung

2.7.1 Einbettung und Anfertigung von Semidiinnschnitten

Die GefaBsegmente wurden in Paraffinblécke eingegossen, von denen sich dann mit
Hilfe eines Mikrotoms (Fa. Leica, Jung RM 2045) Semidlnschnitte mit einer Schnittdicke
von 4 um angefertigen lieBen. Die Schnitte wurden auf adh&siv-beschichtete Objekttrager

aufgezogen.
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2.7.2 Hamalaun-Eosin-Farbung (H.E.)

Um die Schnitte morphologisch beurteilen zu kénnen, erfolgte zuerst eine
Standardfarbung mit Hamalaun und Eosin (beides Croma Gesellschaft, Kdngen,
Deutschland).

Hierbei wird das Chromatin durch Hamalaun blau angefarbt, das Zytoplasma und die
Interzellularsubstanz farbt sich durch Eosin rot.

2.7.3 Elastika-van Gieson-Farbung

Um die Membrana elastica interna deutlich identifizieren zu kénnen wurde eine Elastika-
van Gieson-Farbung durchgefuhrt. Hierbei wird nach Vorfarbung mit Weigertschem
Eisenhamatoxylin (Chroma Gesellschaft, Kéngen, Deutschland) das Bindegewebe mit
Resorcinfuchsin-Lésung nach Weigert (Croma Gesellschaft, Kéngen, Deutschland) und
Pikrinsdure (Croma Gesellschaft, van Gieson-Lésung, Kéngen, Deutschland) angeféarbt.
Es ergibt sich eine dunkelviolette Farbung der Zellkerne, das Zytoplasma und
Muskelzellen farben sich gelb und Kollagenfasern rot.

2.7.4 Immunhistologische Farbungen mit der Avidin-Biotin-
Komplexmethode am Paraffinschnitt

Bei der Auvidin-Biotin-Komplexmethode (ABC) handelt es sich um eine indirekte
immunhistologische Farbung. Die Antigene werden in einem ersten Schritt mit einem
spezifischen Antikérper markiert. Danach wird an diesen Primarantikérper ein zweiter,
biotinylierter Antikérper gekoppelt (Sekundéarantikérper). Uber einen Biotin-Avidin-
Peroxidase-Komplex wird dieser schlieBlich mit dem 3-amino-9-Ethylcarbazole-
Farbkomplex (AEC-Substrat) in einer enzymatischen Reaktion angefarbt. Die angefarbten
Strukturen erscheinen im Lichtmikroskop rotbraun.

2.7.4.1 Imnmunhistologische Anfarbung von BrdU mit der Avidin-Biotin-

Komplexmethode

Die Farbung wurde in folgenden Schritten durchgefihrt:

1. Schrittweise Entparaffinierung im Warmeschrank bei 60°C fir 2-6h, dann mit Xylol und
in einer absteigenden Alkoholreihe (100%, 96% und 70% Vol. Ethanol).

2. Inkubation in 0,1 %iger Protease flir 10 min bei Raumtemperatur.

3. Um die endogene Peroxidase zu blockieren wurde ein sogenannter Acid-Block fir 10
min zwischengeschaltet, bestehend aus 5 ml 30 %iges H.O, und 200 ml Methanol.

4. Die Schnitte wurden fir 20 min in 1 n HCI bei Raumtemperatur eingetaucht.
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5. Um die unspezifische Anlagerung des Primarantikérpers an stark geladene
Bindegewebselemente der Préaparate zu verhindern wurde auf die Schnitte
Pferdeserum (Fa. Dianova, Hamburg, Deutschland) aufgebracht, 1:2 mit PBS-Puffer
verdinnt, far 20 min bei 37°C. Als blockierende Proteinlésung wird hier Pferdeserum
verwendet, da der Sekundarantikérper vom Pferd stammit.

6. Auforingen des monoklonalen Primarantikérpers Anti-BrdU (Bio Cell Consulting,
Grellingen, Schweiz) in der Verdiinnung 1:100 in 0,5 %igem Tween 80 und Inkubation
fr 40 min bei 37 °C.

7. Aufbringen des Sekundérantikérpers Pferd-anti-Maus-biotinyliert (Fa. Camon,
Hamburg, Deutschland) in einer Konzentration von 1:100 in PBS-Puffer fiir 10 min bei
37 °C.

8. Aufpipetieren des Avidin(A)-Biotin(B)-Komplexes (A:B = 1:1/Fa. Camon,Hamburg) in
der Verdinnung 1:100 in PBS fiir 10 min bei 37 °C.

9. Auftragen des AEC (3-amino-9-Ethylcarbazole) Farbekomplexes und warten bis eine
Anfarbung der Schnitte sichtbar wird, in der Regel etwa 10 min.

10. Gegenfarben der BrdU-negativen Zellkerne mit Hamalaun fiir 10 s.

11. Einbetten der Schnitte auf den Objekttragern in Kaisers Glyceringelatine.

Zwischen allen Schritten, auBer zwischen 5. und 6., wurde ein 5-minitiges Sptlen der

Schnitte in PBS" -Puffer (pH 7,4) durchgeflhrt.

In 51 PBS -Puffer sind enthalten: 40 g NaCl, 1 g KCI, 1 g KH,PQOy,, 7,2 g Na,HPO, x 2

H,0.

2.7.4.2 Immunhistologische Anfarbung von Endothelzellen mit der Avidin-Biotin-

Komplexmethode

Zur Darstellung des Edothels wurde ein monoklonaler Antikbrper gegen den “von
Willebrand Faktor” (VWF, anti-human factor VIII related antigen) verwendet (Pharma
International, Mainz, Deutschland).

Die Produktion, Speicherung und Expression dieses Glykoproteins ist ausgesprochen
gewebsspezifisch, und dem Endothel, sowie Megakaryozyten vorbehalten.

Die Farbung entspricht im wesentlichen der unter 2.7.4.1 aufgeflhrten Vorgehensweise
fur BrdU. Entscheidender Unterschied ist die Verwendung eines monoklonalen
Antikérpers gegen VWF in der Verdinnung von 1:100 in PBS anstelle des Antikdrpers

gegen BrdU. AuBerdem wurde auf den dort beschriebenen Schritt 4 verzichtet.
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2.8 Auswertung der histologischen Schnitte

Alle Praparate wurden unter einem Lichtmikroskop beurteilt und ausgewertet (Nikon
Alphaphot 2, Dusseldorf, Deutschland).

2.8.1 Bestimmung der Intimaflache

Zur Ermittlung der Intimafliche wurden die H.E.-gefarbten Schnitte mit einem
computergestiitzten Morphometriesystem (Bioquant® Software der Fa. Bilaney
Consulting, Dusseldorf) vermessen.

Die Intima wurde als Flache zwischen dem luminalen EndothelabschluB und der Lamina

elastica interna definiert und in [mm?2] gemessen.

Intima Media .
Flache A,

Fliche B

B

lurninaler
Endaothelabschluld

Lamina elastica interna
Larmina elastica externa

Abb. 3: Schematische Darstellung der Bestimmung der Intimaflache.
Mit einem Morphometriesystem werden die Flachen A und B bestimmt.
Die Intimaflache ergibt sich wenn von der Flache A die Flache B subtrahiert wird.
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2.8.2 Ermitteln der Proliferationsaktivitat

An den BrdU-gefarbten Schnitten wurde die Anzahl an positiven Zellen im Bereich der
gesamten Intima eines Schnittes ausgezahit.
Die proliverative Aktivitdt konnte dann als Zahl BrdU-positiver Zellen pro intimaler
Flacheneinheit in [mm?] angegeben werden:

Proliferative Aktivitat = Intimale BrdU-Zellen [1/mm?]

Intimaflache [mm?2]

2.8.3 Beurteilung des Endothels

Zur Beurteilung des Endothels wurde die Anzahl der vWF-exprimierenden Endothelzellen,
sowie aller luminaler Zellen bestimmt.

Eine Endothelzelle wurde als positiv eingeschatzt, wenn sie im mikroskopischen Bild bei
groBer VergréBerung eine homogene Verteilung an vWF-positiver Granula Uber das
gesamte Zytosol zeigte.

Der Prozentsatz an vWF-positiven Endothelzellen ergab sich aus der Anzahl positiver
Zellen im Verhaltnis zur Zahl aller luminaler Zellen pro Schnitt.

2.9 Bestimmung der Blutwerte

Die entnommenen Blutproben wurden auf Eis gekidhlt. Das Abtrennen der zellularen
Bestandteile erfolgte durch zentrifugieren in einer Kulhlzentrifuge bei 3000
Umdrehungen/min Gber 10 Minuten.

2.9.1 Gesamtcholesterin

Die Messung des Gesamtcholesterins wurde im EDTA-Plasma mit einem enzymatischen
Verfahren bestimmt (“Testkombination Monotest Cholesterin, CHOD-PAP-Methode”,
Boehringer, Mannheim, Deutschland). Hierbei wird, nach enzymatischer Spaltung der
Cholesterinester, freies Cholesterin in Anwesenheit von Sauerstoff zu 6-4-Cholesteron
oxidiert. Dabei entstehendes Wasserstoffperoxid reagiert mit 4-Aminophenazon unter der
katalxtischen Wirkung von Peroxidase zu einem roten Farbstoff, dem 4-(p-Benzochinon-
monoamino)-phenazon. Dessen Extinktion ist zur vorhandenen Cholesterinmenge

proportional und wird bei einer Wellenlange von 546 nm photometrisch gemessen.
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2.9.2 Ostradiol

Die Bestimmung der Ostradiolspiegel erfolgte mit einem kommerziellen
Radioimmunoassay (Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, USA). Dieser bedient
sich dem Prinzip der kompetitiven Proteinbindung. Plasma-Ostradiol konkurriert mit
einem 125l-markierten Ostradiol um die Bindungsstellen an einem hochspezifischen
Antikdrper. Die mit einem Gammacounter gemessene Radioaktivitat ist der Menge des
Plasma-Ostradiols proportional. Die Nachweisgrenze liegt bei 20 pg/ml.

2.10 Statistische Auswertung

Die Daten der einzelnen Versuchsgruppen wurden als Median mit dem jeweiligen
minimalen und maximalen Wert angegeben, da eine Normalverteilung nicht vorlag.

Um die statistische Signifikanz der Differenzen zu ermitteln wurde der Rangsummentest
fur unverbundenen Stichproben (Wilcoxon-Test) durchgeflhrt.

Eine statistische Signifikanz wurde bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05

angenommen.
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3. Ergebnisse

3.1 Morphologische Ergebnisse

3.1.1 Gruppe IV

Die Tiere der Gruppe IV hatten Gber 168 Tage eine cholesterinfreie Diat erhalten und
stellen die Kontrollgruppe dar.

Bei der Auswertung der Hamalaun-Eosin sowie der Elastika-Van Gieson-gefarbten
Schnitte zeigten in dieser Gruppe der Aortenbogen, die rechte A. carotis, die thorakale
und die abdominale Aorta eine intaktes endotheliales Zellband ohne die Entwicklung einer
atherosklerotischen L&sion. Aus diesem Grund wurde in dieser Gruppe keine
morphometrische Bestimmung der Intimaflache durchgeflhrt.

3.1.2 Gruppe |

Die Tiere der Gruppe | hatten Uber 84 Tage hinweg eine 0,5%-ige Cholesterindiat
erhalten.

Bei der morphologischen Auswertung zeigten die einzelnen GefaBsegmente
unterschiedlich Stadien der Atherosklerose.

Im Bereich des Aortenbogens hatten alle Tiere dieser Gruppe eine deutliche, grdBtenteils
exzentrisch lokalisierte atherosklerotische Lasion entwickelt. Der Median der Intimaflache
lag in den Schnitten bei 5,09 mm?2, die Spanne reichte von 0,94 mm? bis 6,42 mm2.

In den Schnittpraparaten der rechten A. carotis lieBen sich nur bei zwei Tieren der
Gruppe sehr kleine, exzentrische L&sionen nachweisen, wohingegen die restlichen flnf
Tiere keine atherosklerotischen Plaques zeigten. Die beiden Plagues zeigten eine GréBe
von 0,023 bzw. 0,0015 mm?2, der Median der Intimaflache lag fur die A. carotis bei 0 mm2.
Im Bereich der Aorta thoracalis und der Aorta abdominalis fanden sich dagegen wieder
bei allen Tieren exzentrisch lokalisierte atherosklerotische Plaques. Im Vergleich zum
Aortenbogen waren diese jedoch nur moderat ausgepragt. Die morphometrische
Bestimmung der Intimaflache ergab fir die Aorta thoracalis im Median 0,18 mm?2 (0,06 —
0,59 mm?), und flr die Aorta abdominalis 0,13 mm? (0,02 — 0,34 mm?).
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3.1.3 Gruppe |l

Die Tiere der Gruppe Il erhielten Uber einen Zeitraum von 168 Tagen eine 0,5%-ige
Cholesterindiat.

Nach diesem Zeitraum fanden sich bei allen vier untersuchten GefaBabschnitten schwere
atherosklerotische Lasionen.

Im Bereich des Aortenbogens zeigten sich ausgedehnte, konzentrische Plaques. Der
Median der Intimaflache lag bei 11,44 mmz? (7,03 — 15,58 mm?2).

In den Schnitten der rechten A. carotis fanden sich, mit einer Ausnahme, durchgehend
exzentrische Plaques moderateren AusmaBes. Der Median der Intimaflache ergab 0,63
mm2 (0 — 1,11 mm3).

Das thorakale Segment der Aorta zeigte wieder schwere, weitestgehend konzentrisch
lokalisierte atherosklerotische Lasionen. Die Morphometrie ergab 3,91 mm?2 (0,56 — 6,13
mm?2).

Bei der Untersuchung der Aorta abdominalis fielen ebenfalls deutlich ausgepragte, aber
exzentrisch lokalisierte Lasionen auf, der Median der Intimaflache betrug hier 1,95 mm?
(0,33 — 3,45 mm?).

3.1.4 Gruppe lll

Die Tiere der Gruppe Il erhielten Uber einen Zeitraum von 168 Tagen eine 0,5%-ige
Cholesterindiat, die ersten 84 Tage ohne weitere MaBnahmen. In der zweiten
Versuchshdlfte wurde ihnen (ber 84 Tage zusétzlich 17B-Ostradiol intramuskular
verabreicht (1mg/kg KG/Woche).

Bei allen Tieren dieser Gruppe zeigten sich im Aortenbogen schwere, konzentrische
atherosklerotische Plaques. Das Ausmal der Lasionen war mit den Plagues im Bereich
des Aortenbogens der Gruppe |l vergleichbar. Der Median der Intimaflache betrug 10,11
mm2 (6,22 — 10,32 mma3).

In den Schnittpréparaten der rechten A. carotis lie sich lediglich bei einem Tier eine
atherosklerotische L&sion nachweisen, die restlichen Tiere zeigten ein durchgehend
einschichtiges Endothel. Die erwahnte Lasion zeigte eine Intimaflache von 0,4 mm?2.

Die untersuchten Abschnitte der Aorta thoracalis waren gréBtenteils mit kleineren,
exzentrischen Plaques versehen. Die Intimaflache betrug im Median 0,25 mm?2 (0 — 1,96
mma3).

Der abdominale Abschnitt der Aorta zeigte ebenfalls durchgehend kleine, exzentrische
Plaques mit einer Intimaflache von 0,07 mm?2 (0,02 — 1,48 mm?2).



23

Tabelle 1: Morphometrische Ergebnisse der Intimaflache
Arteriensegment Studiengruppen
(Intimafléche in mm2) Gruppe | (n=7)" | Gruppe Il (n=8) | Gruppe Ill (n=5)" | Gruppe IV (n=8)
Aortenbogen | MW + SD 418 +2.01 11.64 + 3.29 9.42 +1.79 Kein Plagque
Median 5.09 11.44 10.11 -
Range 0.94-6.42 7.03 - 15.58 6.22 -10.32 -
Arteria carotis | MW + SD 0.004 + 0.009 0.60 + 0.39 0.08 +0.18 Kein Plaque
Median 0 0.63 0 -
Range 0-0.023 0-1.11 0-0.40 -
Aorta MW + SD 0.23 +0.18 3.63 + 2.06 0.56 + 0.94 Kein Plaque
thoracalis Median 0.18 3.91 0.25 -
Range 0.06 —0.59 0.56 —6.13 0-1.96 -
Aorta MW + SD 0.16 + 0.10 1.71 +1.05 0.55 +0.70 Kein Plaque
abdominalis Median 0.13 1.95 0.07 -
Range 0.02-0.34 0.33-3.45 0.03-1.48 -
MW + SD: Mittelwert + Standardabweichung

# Ein Tier in Gruppe | wurde vorzeitig abgetétet.

® Drei Tiere in Gruppe Ill wurden vorzeitig abgetétet.

Abb. 4: Histologischer Querschnitt aus dem Aortenbogen eines Kaninchens der Gruppe I
(Cholesterinfltterung Uber 168 Tage). Ausgepragte atherosklerotische Plagque mit reichlich
Schaumzellen. Durch die Darstellung der Lamina elastica interna wird eine exakte Abgrenzung der
Media von der Neointima méglich (Elastika-van Gieson-Farbung, Original x 75).
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3.2 Proliferative Aktivitat in den Lasionen

3.2.1 Gruppe |

Insgesamt lieBen sich in allen atheromatésen Lasionen dieser Gruppe proliferierende
Zellen nachweisen.

Im Bereich des Aortenbogens zeigte sich eine deutliche proliferative Aktivitat, im Median
152,4 Zellen/mm? (105,4 — 246,0 Zellen/mm?).

In den Dunnschnitten der rechten A. carotis fanden sich nur bei zwei Tieren kleine
Plaques, in denen aber eine relativ hohe Anzahl an BrdU-positiven Zellen vorhanden war.
Dies flihrt zu einer hohen Proliferationsrate mit 565,2 und 2666,7 Zellen/mm?2.

Die Aorta thoracalis zeigt eine Zellteilungsrate, die mit dem Aortenbogen vergleichbar
war. Es fanden sich im Median 164,3 Zellen/mm? (66 — 357,1 Zellen/mm?).

In den Plaques der abdominalen Aorta lag die proliferative Aktivitat mit 46,4 Zellen/mm?2
(0 — 255,9 Zellen/mm?) auf einem niedrigeren Niveau, einzelne Schnitte zeigten aber eine
dem Aortenbogen und der thorakalen Aorta vergleichbare Aktivitat.

3.2.2 Gruppe Il

Die GefaBabschnitte der Gruppe |l zeigten ebenfalls in allen atherosklerotischen
Lasionen proliferierende Zellen. Mit Ausnahme der A. carotis jedoch im Vergleich zu
Gruppe | in geringerem Mafe.

Im Aortenbogen fanden sich im Bereich der Intima im Median 31,7 BrdU-positive
Zellen/mm? (18,5 — 49,8 Zellen/mm?). Die Proliferationsrate in den Plaques der A. carotis
lag bei 94,9 Zellen'mm? (0 — 166,1 Zellen/mm?2), in der Aorta thoracalis bei 60,6
Zellen/mm? (26,1 — 400,3 Zellen/mm?2) und im Bereich der Aorta abdominalis bei 34,3
Zellen/mm? (9,4 — 958,5 Zellen/mm?).

3.2.3 Gruppe Il

In den untersuchten GeféaBsegmenten der Gruppe lll lag die Zahl der proliferierenden
Zellen deutlich unter den korrespondierenden Abschnitten der Gruppe |, und tendenziell
etwas niedriger als in Gruppe II.

Im Bereich des Aortenbogens fanden sich im Median 21,1 Brdu-positive Zellen/mm?2 (12,9
— 25,4 Zellen/mm3). In den Schnitten der A. carotis zeigte nur ein Tier eine atheromatdse
Lasion. Hier fanden sich 41 positive Zellen, was eine proliverative Aktivitdt von 102,2
Zellen/mm? ergab. In den Plaques der Aorta thoracalis ergab sich im Median eine
Proliferationsrate von 36,5 Zellen/mm?2 (0 — 150,7 Zellen/mm?), in der Aorta abdominalis
lag sie bei 15,3 Zellen/mm?2 (0 — 39,4 Zellen/mm?).
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Tabelle 2: Proliferative Aktivitat in den atherosklerotischen Lasionen
Arteriensegment Studiengruppen
(proliferierende Zellen/ Gruppe | (n=7)" | Gruppe Il (n=8) | Gruppe Ill (n=5)" | Gruppe IV (n=8)
mmg2)
Aortenbogen | MW + SD 154.4 + 46.1 32.9+10.8 19.9+5.0 Nicht gelabelt
Median 152.4 31.7 21.1 -
Range 105.4 — 246.0 18.5-49.8 12.9-25.4 -
Arteria carotis | MW + SD 461.7 + 994.9 88.5+49.3 20.4 +45.7 Nicht gelabelt
Median 0 94.9 0 -
Range 0 - 2666,7 0-166.1 0-102.2 -
Aorta MW + SD 193.2 + 109.2 107.8 + 124.5 46.4 + 61.8 Nicht gelabelt
thoracalis Median 164.3 60.6 36.5 -
Range 66.0 — 357.1 26.1 —400.3 0-150.7 -
Aorta MW + SD 87.3+99.5 151.1 + 327.1 19.3 + 16.1 Nicht gelabelt
abdominalis Median 46.4 34.3 15.3 -
Range 0-255.9 9.4 -958.5 0-394 -
MW + SD: Mittelwert + Standardabweichung

& Ein Tier in Gruppe | wurde vorzeitig abgetotet.

® Drei Tiere in Gruppe IIl wurden vorzeitig abgetétet.

Abb. 5 :
Nachweis von BrdU (Original x 40). Teilungsaktive Zellen sind rot geférbt.

Histologischer Querschnitt des Aortenbogens nach immunhistochemischem

a) Tier der Gruppe | (84d Cholesterindidt). Zellreiche Neointima mit hoher proliferativer Aktivitat.

b) Tier der Gruppe Il

(168d Cholesterindiat).

Im Zentrum des Plaques vorwiegend

Schaumzellen. In der luminalen, zellreichen Schicht zeigen sich nur wenige BrdU-positive Zellen
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3.3 VWF-Expression des Endothels

3.3.1 Gruppe IV

In den Semidiinnschnitten der rechten A. carotis, der Aorta thoracalis und der Aorta
abdominalis fand sich ein fast durchgehendes luminales Band vWF-positiver Zellen.

In der A.carotis exprimierten im Median 100 % der Zellen den von-Willebrand-Faktor
(97,9 - 100 %).

Fast identische Verhaltnisse zeigten sich im Bereich der Aorta abdominalis, auch hier lag
der Median bei 100% (97,4 — 100 %).

In der thorakalen Aorta lag die Zahl vWF-positiver Zellen bei 98 % (90,8 — 100 %).

Im Gegensatz dazu zeigten im proximalen Aortenbogen im Median nur 80,5 % der
luminalen Zellen eine homogene vVWF-Expression (77,3 — 94,2 %).

3.3.2 Gruppe |

Nach einer 0,5 %-igen Cholesterindiat Gber 84 Tage fanden sich im proximalen
Aortenbogen nur noch 63 % (51,1 — 83,9 %) vWF-positive, luminale Zellen.

Auch in den Schnitten der Aorta abdominalis zeigte sich kein durchgehendes, vWF-
positives Zellband. Hier waren im Median 84,5 % der Zellen positiv (80 — 100 %).

Das Endothel in den untersuchten Abschnitten der A. carotis und der Aorta thoracalis
stellte sich hingegen als gréBtenteils vollstdndig intakt dar. In der A.carotis exprimierten
ausnahmslos alle luminalen Zellen vVWF, und in der thorakalen Aorta zeigte sich im
Median ebenfalls ein vVWF-positiver Anteil von 100 % (72,9 — 100 %).

3.3.3 Gruppe i

Bei den Tieren, die eine 0,5 %-ige Cholesterindiat Gber 168 Tage erhalten hatten zeigte
sich in allen GefaBabschnitten eine, der Normalgruppe (Gruppe V) vergleichbare Zahl an
VWF exprimierenden Endothelzellen.

Im Bereich des Aortenbogens waren es im Median 83,5 % (74,6 — 95 %), in der Aorta
thoracalis 91% (83,2 — 96,2 %) und in der Aorta abdominalis 92,3 % (85 — 100 %).

Die luminalen Zellen in den Schnitten der A. carotis waren ausnahmslos homogen

angefarbt.

3.3.4 Gruppe lll

Auch in der Gruppe die zusatzlich zur Cholesterinfutterung in der zweiten Versuchshalfte
mit Ostradiol behandelt wurde, zeigte sich ein ahnliches Bild wie in den Gruppen Il und
V.
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Im proximalen Aortenbogen waren 82 % (74,8 — 91 %) der luminalen Zellen positiv.

In der A. carotis exprimierten im Median 100 % (90 — 100 %) den VWF.

In der thorakalen Aorta waren es 93,5 % (90,3 — 100 %) und in der Aorta abdominalis
89,7 % (85,7 — 93,4 %).

Tabelle 3: Anzahl der ,von Willebrand Faktor” exprimierenden Endothelzellen
Arteriensegment Studiengruppen
(VWF-positive Zellen, %) | Gruppe | (n=7)> | Gruppe Il (n=8) | Gruppe Ill (n=5)° | Gruppe IV (n=8)
Aortenbogen |[MW + SD 65.9 + 12.4 85.7 +7.3 82.0 + 6.6 83.1+6.2
Median 63.0 83.5 82.0 80.5
Range 51.1-83.9 74.6 —95.0 74.8-91.0 77.3-94.2
Arteria carotis | MW + SD 100+ 0 100+ 0 971 +4.4 99.7 + 0.74
Median 100 100 100 100
Range 100 - 100 100 - 100 90 -100 97.9-100
Aorta MW + SD 95.0+9.9 90.8 +4.5 943 +4.2 96.8 + 3.8
thoracalis Median 100 91.0 93.5 98.0
Range 72.9-100 83.2-96.2 90.3-100 90.8 - 100
Aorta MW + SD 89.0+8.0 93.3+5.6 89.7 +3.2 994 +1.2
abdominalis Median 84.5 92.3 89.7 100
Range 80.0-100 85.0-100 85.7-93.4 97.4-100
MW + SD: Mittelwert + Standardabweichung

& Ein Tier in Gruppe | wurde vorzeitig abgetotet.
® Drei Tiere in Gruppe Ill wurden vorzeitig abgetétet.

Abb. 6: Histologischer Querschnitt des Aortenbogens eines

Kaninchens der Gruppe | (84d  Cholesterindiat).  Die
immunhistochemische Farbung zeigt eine homogene Expression des
vWF in den luminalen Endothelzellen (Original x 100)



Aortenbogen

Arteria carotis

Aorta thoracalis

Aorta abdominalis

Abb. 7: Histologische Querschnitte der untersuchten Arteriensegmente nach immunhisto-
chemischer Farbung des vWF (Original x 100).

In der Gruppe IV (cholesterinfreie Diat (ber 168 Tage) zeigt sich in allen GefdBsegmenten eine
homogen rote Farbung der Endothelzellen.

In der Gruppe | (0,5%-ige Cholesterindiat Uber 84 Tage) trifft diese Beobachtung auf den
Aortenbogen nicht zu. Hier sind einige luminale Zellen nicht vWF-positiv .
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3.4 Laborparameter

3.4.1 Gesamtcholesterin

Die bei Studienbeginn erhobenen Gesamtcholesterinwerte im Plasma zeigten flr alle
Gruppen ein vergleichbar niedriges Niveau.

In den Gruppen, die eine 0,5 %-ige Cholesterindiat erhalten hatten, fanden sich nach 84
Tagen deutlich héhere Werte. Ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen |, Il
und Il bestand aber nicht.

Die Messungen bei Versuchsende der Gruppen Il und lll, also bei Tag 168 ergaben
Gesamtcholesterinwerte, die im Bereich der Messung vom Tag 84 lagen. Die Werte der
Ostrogen behandelten Tiere (Gruppe ll) lagen tendenziell etwas niedriger als in der
Gruppe mit ausschlieBlicher Cholesterindiat (Gruppe Il). Dieser Unterschied erwies sich

jedoch als statistisch nicht signifikant.
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Abb. 8: Schematische Ubersicht (iber das Gesamtcholesterin im Plasma



Tabelle 4: Mittelwert
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Standardabweichung  der

Plasmacholesterinwerte  bei

Versuchsbeginn, nach 84 Tagen und nach 168 Tagen (n=8)

Gesamtcholesterin in mg/dl

0 Tage 84 Tage 168 Tage
Gruppe | 37 + 11 1858 + 299
Gruppe Il 39+9 2144 + 335 1868 + 554
Gruppe Il 35+ 14 2009 + 614 1591 + 315

3.4.2 Ostradiolspiegel

Die Bestimmung der Ostradiolspiegel im Plasma erbrachte bei allen Gruppen zu

Versuchsbeginn und am Tag 84 sehr niedrige Werte, zwischen < 20 bis 31 pg/ml.

Bei den Tieren der Gruppe |l zeigten sich auch nach 168 Tagen derart niedrige Werte.

In der Gruppe Ill lagen die Plasma-Ostradiolspiegel am Tag 168, unter Ostradiol-

Therapie, im Mittel bei 418 + 245 pg/ml.

Tabelle 5: Mittelwert und Standardabweichung der 17-B-Ostradiol-Werte bei Versuchsbeginn,

nach 84 Tagen und nach 168 Tagen (n=8)

Ostradiolwerte in pg/ml

0 Tage 84 Tage 168 Tage
Gruppe | alle < 20 alle < 20 _
Gruppe Il alle < 20 alle < 20 <20-21,9
Gruppe Il alle < 20 <20-30,2 417,8 + 245,0
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3.5 Zusammenfassung der Ergebnisse

3.5.1 Morphologische Ergebnisse

Die Fultterung einer 0,5 %-igen Cholesterindiat fiihrte nach 84 Tagen (Gruppe 1) im
Bereich des proximalen Aortenbogens, der thorakalen und der abdominalen Aorta zur
Entwicklung deutlicher atheromatéser Lasionen. In der rechten A. carotis lieBen sich zu
diesem Zeitpunkt nur bei zwei von sieben Tieren beginnende Plagueformationen
nachweisen.

Wurde den Tieren Uber den doppelten Zeitraum diese Diat verabreicht (Gruppe 1) so
waren in allen untersuchten GeféBabschnitten schwere atherosklerotische Lasionen
nachweisbar.

Im Vergleich hierzu zeigten sich bei den Tieren der Gruppe Ill, die vom 85. bis 168.
Versuchstag zusétzlich eine Ostradioltherapie erhalten hatten, signifikant (p < 0.05)
kleinere Plaques im Bereich der A. carotis und der Aorta thoracalis als in Gruppe II.
Offensichtlich hatte die Gabe von Ostradiol hier einen antiatherosklerotischen Effekt auf
die weitere Plaque-Entwicklung.

Im Bereich der abdominellen Aorta war im Vergleich zu Gruppe |l ebenfalls eine deutliche
Plaquereduktion festzustellen, die aber keine statistische Signifikanz erreichte.

Die atherosklerotischen L&sionen des proximalen Aortenbogens der Gruppe Il zeigten
aber das selbe AusmaB wie die vergleichbaren Segmente der Gruppe Il. Die Gabe von
Ostradiol hatte im Bereich des proximalen Aortenbogens keinen atheroprotektiven Effekt

gezeigt.
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Abb. 9: Schematische Ubersicht (iber die Plaqueflache




32

3.5.2 Proliferation

Nach dem Futtern einer 0,5 %-igen Cholesterindiat Gber 84 Tage (Gruppe ) zeigte sich in
den atherosklerotischen Plaques aller GeféBabschnitte eine betrachtliche Zahl an
proliferierenden Zellen.

Auf das Weiterflhren der Diat Uber 168 Tage (Gruppe Il) waren ebenfalls in allen
untersuchten Segmenten proliferierende Zellen nachzuweisen, jedoch in niedriger Zahl
als in Gruppe |.

Die Gabe von Ostradiol wahrend der zweiten Versuchshalfte (Gruppe lll) ergab, im
Vergleich zu Gruppe Il eine tendenziell weiter reduzierte Proliferationsrate. Eine
statistische Analyse zeigte keinen signifikanten Unterschied aufgrund des groBen
Verteilungsbereichs der Daten, der auch fir die hohe Standardabweichung verantwortlich
ist.
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GefaBabschnitt

Abb. 10: Schematische Ubersicht (iber die proliferative Aktivitat im Bereich der Intima
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3.5.3 VWF-Expression

Bei den Tieren der normocholesterolamischen Kontrollgruppe (Gruppe 1V) fand sich in
der rechten A. carotis, in der thorakalen und der abdominalen Aorta ein nahezu
durchgehendes, luminales Band an vWF-positiven Zellen. Im Bereich des proximalen
Aortenbogens exprimierten 80,4 % der Zellen den vWF.

Nach einer 84 Tage dauernden Cholesterindiat (Gruppe 1) zeigten sich flr die A. carotis
und die Aorta thorakalis vergleichbare Ergebnisse wie in Gruppe IV.

Im Gegensatz dazu exprimierten lediglich 63 % der luminalen Zellen des proximalen
Aortenbogens den VWF, was einen signifikanten Unterschied (p < 0,05) zur Gruppe IV
darstellt. Auch fir die Aorta abdominalis zeigte die statistische Analyse einen
signifikanten Unterschied (p < 0,05) im Anteil der VWF-positiven Endothelzellen zwischen
Gruppe | und Gruppe IV.

Die Zahl der vWF-positiven, luminalen Zellen der Gruppen Il und Il war in allen
untersuchten Segmenten mit der Gruppe IV vergleichbar.
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Abb. 11: Schematische Ubersicht Giber die Expression des von-Willebrand-Faktors
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4. Diskussion

4.1 Wahl des Tiermodells

Bereits 1913 beschrieben Anitschkow und Chalatow die Entstehung atheromatéser
Plaques in der Aorta von Kaninchen durch Cholesterinzusatz zum Futter (6). Seither
diente das hypercholesterindmische Kaninchen in zahlreichen experimentellen
Untersuchungen zur Pathogenese der Atherosklerose als etabliertes Modell (17, 25, 42,
55).

Vorteile des NZW-Kaninchens sind die schnelle Erzeugbarkeit von Hyperlipidamie und
Atherosklerose durch Cholesterinfitterung, die geringen Kosten und die Verflgbarkeit
historischer Daten (26).

Die erzeugten Lasionen sind denen des Watanabe Heritable Hyperlipidemic Rabbit (14,
85) und der beschleunigten Atherosklerose beim Menschen mit familidrer
Hypercholesterinamie Typ lla sehr &hnlich (84).

Einschrankungen in der Vergleichbarkeit mit der menschlichen Form der Atherosklerose
ergeben sich jedoch schon durch die Verwendung eines spezifischen Induktionsfaktors
(Cholesterin) und dem dadurch erzeugten Spezialfalls einer Atheromentstehung (27). So
wird bei der diatetisch erzeugten Plague am Kaninchen eine besonders hohe
Schaumzellproduktion beobachtet (110). Auch ist das Verteilungsmuster der
Veranderungen in verschiedenen GefédBabschnitten anders als beim Menschen (110,
111). Ein weiterer Unterschied besteht im Lipidmetabolismus. Hier ist beim Cholesterin-
gefltterten Kanninchen der Anteil des VLDL- und des LDL-Cholesterins Uberproportional
hoch (10, 40).

Der Cynomolgus-Affe stellt das derzeit am besten geeignete Tiermodell zur Erforschung
der Atherosklerose dar. Diese Primaten bieten GefaBverédnderungen, die in der
Morphologie und der Verteilung im GefaBbaum den Bedingungen beim Menschen am
nachsten kommen. Jedoch ist dieses Modell mit einer Laufzeit von 30 Monaten sehr zeit-
und kostenaufwendig, und auch hier wird in Abh&ngigkeit des Induktionsstimulus ein
Spezialfall der Atherosklerose erzeugt (2, 3, 18).
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4.2 Eigene Ergebnisse

4.2.1 Morphometrie

Ziel der vorliegenden Studie war die Wirkung von Ostrogen auf vorbestehende
atheromatése Plaques zu untersuchen, nachdem vorausgegangene Studien einen
positiven Ostrogeneffekt bei der de novo Plaque-Entstehung gezeigt hatten (28, 41, 75,
105).

Bei der hierzu durchgeflihrten morphometrischen Bestimmung der Intimaflache im
Bereich der atherosklerotischen Lasionen zeigte sich kein positiver Effekt auf die weitere
Plaque-Entwicklung im Aortenbogen. In den sonst untersuchten GefaBabschnitten trat
hingegen eine verminderte Plaqueprogredienz unter Ostrogengabe auf.

Die letzteren Ergebnisse stehen im Einklang mit einer Arbeit von Haarbo und
Christiansen (40). Die Autoren fanden nach Vorfltterung und Plaque-Erzeugung mit
Cholesterin und anschlieBender Ostrogengabe eine reduzierte Cholesterinanreicherung
in der thorakalen Aorta. Weitere GefaBabschnitte wurden jedoch in dieser Arbeit nicht

untersucht.

4.2.2 Ostradiolspiegel

Das gewahlte Versuchsdesign erlaubt den direkten Vergleich mit vorausgegangenen
Experimenten (41, 42, 44). Die Dosierung und die Art der Applikation des Ostradiols
fihrten in vorausgegangenen Studien zu einer signifikant erniedrigten intimalen
Dickenzunahme im proximalen Aortenbogen. Auch die bestimmten Plasma-
Ostradiolspiegel der Gruppe Il sind mit denen in friiheren Untersuchungen vergleichbar
(13, 42). Dadurch wird der SchluB nahe gelegt, daB die Ostradiolspiegel in der
vorliegenden Studie ausreichend waren, um einen antiatherosklerotischen Effekt zu
erreichen. Dies wird durch die verminderte Plaque-Entwicklung im Bereich der A. carotis,
der thorakalen und abdominellen Aorta bestatigt.

4.2.3 Proliferationsaktivitat

Beim Kaninchen entwickeln sich unter Cholesterinfitterung am GefaBbaum
unterschiedlich groBe atherosklerotische Lasionen im gleichen Zeitraum am identischen
Tier. Die groBten Plaques finden sich im Bereich des Aortenbogens, wahrend im Bereich
der A. carotis, der thorakalen und abdominalen Aorta deutlich geringere L&asionen
entstehen (10, 32, 102).
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Dies entspricht auch den Beobachtungen bei den Tieren der Gruppe |, die im Bereich der
A. carotis nur bei 2 Tieren Uberhaupt eine Lasion entwickelt haben. Diese Gruppe zeigt
nach 84-tagiger Cholesterinfltterung das AusmaB an Plague-Entstehung an, das mit
einer weiterfiinrenden Cholesterindiat, bzw. einer kombinierten Ostradiolgabe verglichen
werden soll.

Rosenfeld und Ross (85) erkannten eine inverse Beziehung zwischen dem
Proliferationsindex und der GréBe einer Plaque, d.h. je gréBer eine Lasion desto geringer
ist ihre proliferative Aktivitat. Die Atheroprotektion unter Ostrogen wird teilweise mit einer
antiproliferativen Wirkung, besonders auf glatte Muskelzellen erklart (16, 29, 107).

Das Fehlen einer atheroprotektiven Wirkung im Bereich des Aortenbogens lieBe sich also
iber eine zu geringe proliferative Aktivitit, zu Beginn der Ostrogengabe, in den am
weitesten fortgeschrittenen Lé&sionen erklaren. Gegen diese Hypothese spricht die
ermittelte Proliferationsaktivitat. Hier zeigt sich gerade am Tag 84 im Aortenbogen eine
betrachtliche Zahl proliferierender neointimaler Zellen. Nach einer Cholesterindiat Gber
168 Tage findet sich in Gruppe |l ein fast siebenfacher Rickgang der
Proliferationsaktivitat, was der natirlichen Wachstumsdynamik wahrend der Plaque-
Entwicklung entspricht. In der Gruppe Il liegt die Proliferationsaktivitdt nach
Ostrogentherapie tendenziell noch niedriger.

Der atheroprotektive Effekt von Ostrogen blieb in einem GefaBbereich aus, der zu
Therapiebeginn eine besonders hohe Zellteilungsaktivitat zeigte. Mdéglicherweise ist
gerade die exzessive Dynamik des Plaquewachstums am 84. Tag der Cholesterindiat
hierfiir verantwortlich, die durch eine Ostrogentherapie nicht mehr zu kontrollieren war.
Diese Erkléarung reicht alleine jedoch bei weitem nicht aus, da im Bereich der thorakalen
Aorta nach 84 Tagen eine noch hdéhere proliverative Aktivitdt bestand, ohne den
Ostrogeneffekt zu schmalern.

4.2.4 Rolle des Endothels

Zur Pathogenese der Atherosklerose entwickelte Ross die “Response-to-Inury”-
Hypothese. Diese besagt, daB3 die Atherosklerose als eine Antwort auf verschiedenste
Belastungen und Verletzungen der GeféaBwand aufzufassen ist (86-88).

Insbesondere die Stérung der normalen Funktion des GefaBendothels stellt einen initialen
und zentralen Schritt dar. Das friheste nachweisbare Zeichen einer atheromatésen
Umwandlung des GefaBes ist die reduzierte Produktion des vasodilatorisch wirkenden
Stickstoffmonoxids (NO) durch das Endothel nach pharmakologischer Stimulation. NO ist
mit dem “Endothelial Derived Relaxing Factor (EDRF)” identisch und reguliert den

GefaBtonus unmittelbar.
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Eine solche Funktionsstérung des Endothels entsteht in erster Linie durch hohe
Konzentrationen an atherogenen Lipoproteinen im zirkulierenden Blut (15, 93, 96, 112),
aber auch durch direkte GefaBwandverletzungen und lokale Besonderheiten der
Strdomungsdynamik und daraus resultierenden Scherkraften (11, 12). Folge ist eine
vermehrte Durchléssigkeit des Endothels fir Lipide und Entziindungszellen, teilweise
Uber eigens hierflr exprimierte Oberflachenproteine, welche die Adhasion und Migration
erleichtern. Zusatzlich erfolgt eine Anlagerung von Thrombozyten (88).

Es entsteht eine lokale Entziindungsreaktion, die Uber die Produktion von
Wachstumsfaktoren und Zytokinen zu einer Aktivierung der beteiligten Zellpopulationen
und einer Ausweitung der Reaktion auf z.B. glatte Muskelzellen (SMC) fuhrt (87, 89).

Die atheroprotektive Wirkung von Ostrogen wurde initial durch eine Verbesserung des
Lipidprofils im Sinne einer Senkung der LDL- und Erhéhung der HDL-Fraktion erklart (47,
52, 64, 65, 75, 101). Eine Reihe von Untersuchungen in den letzten Jahren relativierte
diesen indirekten Effekt jedoch, so daB heute lediglich ca. 25 % des Ostrogeneffekts auf
eine Veranderung der Plasmalipide zurtckgeflhrt wird (4).

Ein weitaus groBerer Anteil an der Ostrogenwirkung wird direkten Effekten an der
GefaBwand zugeschrieben. An verschiedenen Modellen wurde eine Hemmung der LDL-
Cholesterinaufnahme in die arterielle GefaBwand beschrieben (39, 51, 105).

Im Tierexperiment wurde eine Hemmung der Kollagensynthese unter dem EinfluB von
Ostrogen gezeigt (29). Ein weiterer bedeutender Effekt ist die sowohl in vitro, als auch in
vivo nachgewiesene antiproliferative Wirkung auf glatte Muskelzellen (3, 70, 80, 104,
107). Diese Proliferation ist in Verbindung mit der Migration und Matrixbildung ein
Schlusselproze der Atherosklerose (31, 88).

Gunstig wird durch Ostrogen auch die Hamodynamik beeinfluBt. So kommt es in
verschiedenen GefdBarealen einschlieBlich der Koronararterien zu einer Vasodilatation.
Dem liegt zum einen ein kalziumantagonistischer Effekt an der glatten Muskelzelle, zum
anderen eine vermehrte NO-Freisetzung des Endothels zugrunde (19, 21, 45, 56, 57, 72).
AuBerdem werden noch antioxidative Eigenschaften des Ostrogens diskutiert (73, 92).
Dieser Mechanismus ist interessant, da dem oxidierten LDL-Cholesterin eine besondere
Bedeutung bei der Atherogenese beigemessen wird (96, 97, 112). In wie weit dieser
antioxidative Effekt jedoch in der GefaBwand selbst eine Rolle spielt bleibt noch zu kléren.
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Vermittelt werden die genannten Wirkungen (ber Ostrogenrezeptoren, die mittlerweile in
GefaBmuskelzellen und Endothelzellen nachgewiesen wurden (59, 68). Man kennt heute
zwei verschiedene Rezeptortypen. Den Ostrogenrezeptor o (ER-a), der sowohl
kernstédndig als auch in der Zellmembran nachgewiesen wurde, und den
Ostrogenrezeptor B (ER-B), der bisher nur im Zellkern bekannt ist (60, 63).

Der GroBteil der oben beschriebenen, direkten Ostrogenwirkungen wird (iber das
GefaBendothel vermittelt. An kultivierten Endothelzellen lieB sich eine Stabilisierung unter
dem EinfluB von Ostrogen nachweisen. Es stellte sich eine direkte zellprotektive Wirkung
gegeniber zytotoxischen Effekten, z.B. des oxidierten LDL ein (73).

Im Mittelpunkt der Wirkungsvermittlung durch das Endothel steht jedoch die Produktion
von NO (50, 61). Acetylcholin stimuliert die Freisetzung von NO im intakten Endothel und
wirkt so auf das gesunde GefaB vasodilatorisch. In atherosklerotisch verédnderten Arterien
kommt es unter Acetylcholin zu einer paradoxen Vasokonstriktion, die sich durch die
zusétzliche Gabe von Ostradiol jedoch wieder aufheben Iasst (20, 33, 34, 108, 114). Die
endotheliale NO-Freisetzung steht in direktem Zusammenhang mit der zikulierenden
Ostrogenmenge (45). Eine Relaxation der GefaBwand wird unter Ostrogenen aber nicht
nur durch eine erhdhte NO-Synthese vermittelt, gleichzeitig wird die Produktion von
vasodilatorischem Prostacyclin gesteigert, und die des vasokonstriktorisch wirksamen
Endothelin 1 (ET-1) gehemmt (71, 113).

Die atheroprotektiven Wirkungen des Stickstoffmonoxids (NO) gehen (ber eine reine
Beeinflussung der Hamodynamik weit hinaus. Es hemmt zusétzlich die Proliferation
glatter Muskelzellen direkt, und verhindert die Adhasion von Monozyten und
Thrombozyten an das Endothel (9, 22, 76).

Wie bei der Pathogenese der Atherosklerose scheint das Endothel also auch bei der
Atheroprotektion durch Ostrogen eine zentrale Rolle einzunehmen (19, 33).

Vor diesem Hintergrund stellt sich die Frage, ob im vorliegenden Experiment die im
Rahmen der Vorfltterung erzeugte Schadigung der GefaBwand far den Verlust der
atheroprotektiven Ostrogenwirkung verantwortlich sein kénnte.

Aus diesem Grund stellten wir die Hypothese auf, daB eine Schadigung des Endothels
verantwortlich sein kénnte fiir die unterschiedliche Ostrogenwirkung in verschiedenen
GefaBabschnitten am selben Tier.

Zur Klarung wurden weitere immunhistochemische Farbungen durchgefihrt, um die
Expression des “von Willebrand Faktors” (vWF) darzustellen. Beim vVWF handelt es sich
um ein Glycoprotein, das durch die Vermittlung der Thrombozytenaggregation an
exponierte subendotheliale Matrix wesentlich zur Hamostase beitragt (91).
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Die Expression des VWF st hochgradig spezifisch fir Endothelzellen und
Megakaryozyten (7, 77). Daher wurde sie an den GeféBschnitten in der vorliegenden
Studie als morphologischer Marker fir Endothelzellen verwendet.

Im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe (Gruppe 1V) zeigte sich eine signifikant
reduzierte Zahl an VWF-positiven Zellen im Bereich des Aortenbogens nach 84-tagiger
Cholesterindiat bei den Tieren der Gruppe |. Wie schon oben erwahnt gibt diese Gruppe
die Ausgangslage fur eine weiterflhrende Cholesterindiat in Gruppe IlI, oder eine
zusétzliche Ostrogentherapie in Gruppe |l wieder. Auch im Bereich der abdominellen
Aorta lag die Zahl der vWF-positiven Zellen deutlich niedriger als in der Kontrolle, jedoch
noch auf einem héheren Niveau als im Aortenbogen.

Eine mdgliche Erklarung fir die geringe VWF Expression im Aortenbogen kénnte in den
besonderen Stdmungsverhéltnissen des Blutes in diesem Bereich liegen. Hier wirken
neben den atherogenen Risikofaktoren (z.B. hoher Lipidspiegel) zusétzlich starke
Scherkrafte auf das Endothel ein.

Aufgrund der Ergebnisse der vorliegenden Studie 1aBt sich also folgern, daB die
GefaBwandschadigung im Aortenbogen am Tag 84 mdglicherweise bereits so weit
fortgeschritten war, daB Ostrogen nicht mehr in der Lage war einen anti-
atherosklerotischen Effekt in diesem Bereich aufzubauen. In diesem Zusammenhang
weisen die vorliegenden Daten Uber die Expression des VWF in der luminalen Zellschicht
darauf hin, daB ein intaktes Endothel eine wichtige Rolle bei der Vermittlung der positiven
Ostrogenwirkung auf die GefaBwand spielen kénnte.

4.3 Kontext zu klinischen Studien

Seit den spaten 60er Jahren wird Frauen in der Menopause eine Hormon-
Substitutionstherapie (HRT) angeboten. Diese besteht aus einer oralen oder
transdermalen Ostrogen-, bzw. kombinierten Ostrogen/Gestagen Gabe. Ziel ist neben der
Behandlung klimakterischer Beschwerden, der Osteo- und Neuroprotektion insbesondere
das Auftreten kardiovaskularer Ereignisse wie Myokardinfarkte, Angina Pectoris oder
Schlaganfalle zu senken.

Tatsachlich zeigte eine Metaanalyse von ca. 30 Kohorten- und Fall-Kontroll-Studien, daf
eine HRT bei postmenopausalen Frauen das Risiko an einer KHK zu erkranken um ca.
35 — 45% senken kann (1, 38, 46, 48, 67, 94, 95, 99, 100).

Bei der Nurses' Health Study, einer prospektive Kohortenstudie an 59337 Frauen, wurde
die Wirksamkeit von Ostrogen allein, sowie einer Kombination aus Ostrogen und
Progesteron wahrend einer Nachbeobachtungsphase von 16 Jahren untersucht.
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Die Kombination mit einem Gestagen verhindert einen 2 bis 3-fachen Anstieg der
Inzidenz des Endometriumkarzinoms, wie er unter einer reinen Ostrogen-Therapie
beobachtet wird. Die Studie ergab ein relatives KHK-Risiko von 0,6 bei alleiniger
Ostrogenbehandlung, und 0,39 unter Kombinationstherapie. Das Hinzufiigen von
Progesteron schwéchte den kardioprotektiven Ostrogeneffekt nicht ab (36, 95).

Die erwidhnten Studien beschaftigten sich mit der Effektivitit von Ostrogenen in der
Primarpravention kardiovaskularer Ereignisse. Gegen die Ergebnisse dieser nicht
randomisierten Beobachtungsstudien wenden Kritiker ein, daf3 die Frauen in der HRT-
Gruppe generell ein héheres GesundheitsbewuBtsein hatten als die Vergleichsgruppen
(8, 81, 98). Ein groBer Teil der Risikoreduktion kénnte daher z.B. auf einen geringeren
Nikotinkonsum oder eine fettarmere Erndhrung in den Ostrogen-Gruppen zuriickgehen
(53).

Hinsichtlich der Wirksamkeit einer HRT in der Sekundarpravention der KHK liegen
weitaus weniger Daten vor. Die 1998 publizierte HERS-Studie war die erste grofe,
randomisierte, Plazebo-kontrollierte und doppelblind angelegte Studie zu diesem Thema.
Insgesamt erhielten 2763 postmenopausale Frauen mit bekannter KHK eine
Kombinationstherapie aus konjugiertem equinem Ostrogen und
Medroxyprogesteronacetat im Vergleich zu Placebo. Nach einer mittleren
Nachbeobachtungsdauer von 4,1 Jahren zeigte sich bezuglich der priméaren
(nichttédlicher ~ Myokardinfarkt, kardialer Tod) und sekunddren Endpunkte
(Revaskularisation, instabile Angina, Herzinsuffizienz, Herzstillstand, Schlaganfall, TIA,
periphere VerschluBkrankheit) kein signifikanter Unterschied. Im ersten Behandlungsjahr
traten in der Verumgruppe sogar vermehrt KHK-bedingte Ereignisse auf. Darlber hinaus
war das Auftreten von thromboembolischen Ereignissen und Erkrankungen der
Gallenblase unter Ostrogen deutlich erhéht (30, 54).

Unlangst wurden unter dem Titel ,HERS II“ weitere Daten aus dieser Studie mit einer
Nachbeobachtungszeit von mittlerweile fast 7 Jahren veréffentlicht, die ebenfalls keinen
Vorteil einer HRT auf die oben erwahnten Endpunkte zeigten (35).

Als Erklarung fir dieses Uberraschende Ergebnis wurde insbesondere das Studiendesign
kritisiert. So wurde als Gestagenkomponente Progesteron kontinuierlich verabreicht. Aus
tierexperimentellen Arbeiten ist bekannt, da3 gerade Progesteron in der Lage ist die
protektive Ostrogenwirkung komplett zu hemmen, entscheidend ist hierbei eine
kontinuierliche Progesteronprasenz (5, 13). Weiterhin wurde konjugiertes Ostrogen, und
nicht das natirliche 17p-Ostradiol verwendet, welches das Risiko vendser

thromboembolischer Ereignisse nicht erhoht.
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Die Ergebnisse der HERS-Studie wurden aber durch eine weitere randomisierte,
doppelblinde Studie bestétigt. Herrington et al. (49) untersuchten angiographisch das
Fortschreiten einer vorbestehenden KHK bei postmenopausalen Frauen unter
Ostrogensubstitution, kombinierter Ostrogen/Gestagen-Gabe und Placebo. Keine der
Therapien beeinflusste die Progression der Erkrankung. Auch hier zeigte sich kein
signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen betreffend kardialem Tod,
Myokardinfarkt, Revaskularisation, instabiler Angina und Schlaganfall.

Wie kann bei den etablierten Effekten von Ostrogen auf das Lipidprofil, die
Endothelfunktion und andere, die Atherogenese beeinflussenden Faktoren, das
Ausbleiben einer Atheropotektion in den genannten Studien erklart werden ?

Da Herrington nicht nur die kombinierte Ostrogen/Gestagen Gabe, sondern auch die
alleinige Ostrogensubstitution untersuchte ist die oben bereits genannte Hemmung des
atheroprotektiven Effekts durch Progesteron kein hinreichendes Argument.

Eine mdgliche Erklarung sowohl des mangelnden protektiven Effekts, als auch der
erhéhten  Anzahl KHK-bedingter Ereignisse ware eine proinflammatorische
Ostrogenwirkung. Mehrere epidemiologische und klinische Studien haben erhdhte
Spiegel des C-reaktiven-Proteins (CRP) bei Frauen unter Ostrogen bzw. kombinierter
Ostrogen/Gestagen Einnahme gezeigt (23, 24, 78, 103). Erhdhte Spiegel dieses
Entzindungsmarkers sind mit einem erhéhten Risiko fir zuklnftige kardiovaskulére
Ereignisse assoziiert (62, 79, 89). Unklar ist derzeit aber ob es sich lediglich um einen
Surrogatparameter handelt, oder ob CRP selbst, und damit auch eine Behandlung die zu
einem erhéhten CRP-Spiegel fihrt, das Fortschreiten der Atherosklerose begunstigt.

Eine weitere Erklarung fir das Ausbleiben eines Ostrogeneffekts in der
Sekundarpravention der KHK legen die Ergebnisse der vorliegenden experimentellen
Arbeit nahe. Offensichtlich erfordert Ostrogen zur Ausbildung einer Atheroprotektion im
Tierversuch ein intaktes GefaBendothel. Eine Hypothese die durch die Ergebnisse einer
weiteren tierexperimentellen Arbeit untermauert werden. Hier konnte Ostrogen die
Ansammlung von Cholesterin in der GefaBwand nur bei intaktem Endothel verhindern
(51).

Da sowohl eine vorbestehende Atherosklerose, als auch der natlrliche Alterungsprozef
zu einer Einschrankung der Endothelfunktion flhren profitieren postmenopausale Frauen
mit manifester KHK mdglicherweise aus diesem Grund nicht von einer
Hormonersatztherapie.

Auch auf dem Gebiet der Primarpravention atherosklerotischer Erkrankungen wurden
mittlerweile Daten aus der ersten randomisierten, doppelblinden Studie zur HRT
veroffentlicht. In der Women’s Health Initiative (WHI) wird an 16608 Frauen unter
anderem eine alleinige Ostrogen-Gabe und eine Ostrogen/Progesteron Kombination mit
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Placebo verglichen. Der Ostrogen/Progesteron Arm der Studie wurde im Mai 2002
aufgrund von Sicherheitsbedenken vorzeitig beendet. Nach einer Laufzeit von 5 Jahren
zeigte sich in dieser Gruppe ein vermehrtes Auftreten von KHK-bedingten Ereignissen
(z.B. Herzinfarkt), invasivem Brustkrebs, Schlaganféallen und Lungenembolien (90).

Eine Hormonersatztherapie mit einer kombinierten Ostrogen/Progesteron Gabe scheint
also auch bei Frauen ohne vorbestehende KHK keinen Schutz vor atherosklerotischen
Erkrankungen zu bedingen, schlimmer noch, das Risiko fur diese und andere
Erkrankungen steigt sogar.

Die hier aufgefuhrten Ergebnisse Klinischer Studien haben zu folgenden Empfehlungen
beziglich einer Hormon-Substitutionstherapie gefiihrt.

Weder zur primaren, noch zur sekundaren Pravention von kardiovaskularen
Erkrankungen sollte eine HRT begonnen werden. Bei Patientinnen mit schon
bestehender HRT sollte eine genaue Risiko/Nutzen Analyse bedacht werden. Nach den
oben genannten Ergebnissen stehen dem Nutzen der Osteoprotektion und der Therapie
von Menopausenbeschwerden teilweise schwerwiegende Risiken gegenuber. Die
Ergebnisse der WHI-Studie mit vermehrtem Auftreten von Brustkrebs, Schlaganfall und
Lungenembolien legen gegebenenfalls den Abbruch einer bestehenden HRT und die
Suche nach Therapiealternativen nahe.

4.4 Schlussfolgerung und Ausblick

Die vorliegende Studie unterstreicht die mégliche Rolle des Endothels bei der
atheroprotektiven Wirkungsvermittiung von Ostrogen. Es scheint eine Korrelation zum
AusmaB einer vorbestehenden GeféaBwandschadigung zu bestehen.

Die Ergebnisse stehen im Einklang mit den oben genannten klinischen Studien zur
Hormon-Substitutionstherapie bei postmenopausalen Frauen.

Weiterhin unbekannt sind aber die genauen Wirkmechanismen der Ostrogenprotektion,
sowie das Ausmalf und die Art einer Endothelschadigung, die zum Verlust dieses Effekts
fuhrt. Weiterflhrende experimentelle Studien sind daher notwendig, um die
Voraussetzungen einer dstrogenvermittelten Atheroprotektion genau zu definieren.
Mdoglicherweise ergeben sich daraus Ansatzpunkte, die es aus klinischer Sicht
ermoglichen unter den postmenopausalen Frauen Subkollektive zu bilden, die von einer
Hormon-Substitutionstherapie profitieren kénnten.
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5. Zusammenfassung

Der relative Schutz, den prédmenopausale Frauen vor atherosklerotischen Erkrankungen
genieBen wird durch die Effekte von Ostrogen erklart. Eine Reihe von direkten und
indirekten Wirkungen auf die GefaBwand sind bekannt, die genauen Wirkmechanismen
bleiben jedoch noch ungeklart.

In zahlreichen experimentellen Studien an verschiedenen Tiermodellen wurde die
atheroprotektive Wirkung von Ostrogen bei der Atherogenese belegt. Zur Wirkung auf
vorbestehende atherosklerotische Lasionen liegen aber nur wenige Erkenntnisse vor.

Ziel der vorliegenden experimentellen Arbeit war es die Auswirkungen einer Vorfitterung
mit Cholesterin auf den atheroprotektiven Effekt von Ostrogen am Kaninchenmodell zu
Uberprtfen.

Insgesamt wurden 32 weibliche weie Neuseeland Kaninchen (NZW) verwendet. Bei 24
Kaninchen folgte auf eine Ovarektomie die Aufteilung in 3 Gruppen zu je 8 Tieren.
Folgende Versuche wurden durchgefiihrt: 84 Tage Cholesterinfitterung (Gruppe 1), 168
Tage Cholesterinfutterung (Gruppe Il), 168 Tage Cholesterinfltterung, davon die letzten
84 Tage Gabe von Ostrogen (1 mg/kg KG/Woche i.m.). Eine weitere 8-kdpfige Gruppe
erhielt eine Normaldiat Gber 84 Tage.

Nachdem zu Versuchsende verschiedene GefaBsegmente entnommen wurden erfolgte
eine morphometrische Bestimmung der Intimaflache. Proliferierende Zellen wurden mit
dem Thymidin-Analogon 5’-Brom-2’-Desoxyuridin immunhistologisch nachgewiesen.

Die morphometrische Bestimmung der Intimaflache ergab, dass in der mit Ostrogen
behandelten Gruppe Ill die atherosklerotischen Plaques im Bereich der A. carotis, Aorta
thoracalis und abdominalis deutlich kleiner waren als in der korrespondierenden Gruppe
ohne Ostrogengabe (Gruppe Il). Im Aortenbogen konnte die Gabe von Ostrogen das
Plaquewachstum in der zweiten Versuchshalfte in Gruppe lll jedoch nicht mehr glnstig
beeinflussen.

Der Nachweis proliferierender Zellen ergab zu Beginn des Plaquewachstums eine hohe
proliferative Aktivitat, die mit zunehmendem Plaquealter wieder deutlich ricklaufig war.
Die Gabe von Ostrogen in der zweiten Versuchshélfte ergab keinen statistisch
signifikanten Unterschied.

Die Tatsache, dass es in Abhangigkeit der GeféBlokalisation innerhalb eines Individuums
zu unterschiedlichen Ostrogenwirkungen kommt legt den Schluss nahe, dass hierfiir
lokale Faktoren verantwortlich sind. Vor diesem Hintergrund stellten wir die Hypothese
einer Endothelschadigung als ursachliches Moment.
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In zuséatzlichen immunhistochemischen Farbungen wurde die Expression des von
Willebrand Faktors (VWF) als endothelspezifischem Marker bestimmt. Korrespondierend
zu den morphometrischen Befunden zeigte sich im Aortenbogen nach 84-tagiger
Cholesterinfitterung (Gruppe ) eine signifikant reduzierte Expression des vVWF’s im
Vergleich zur Kontrollgruppe (Gruppe 1V). In den Ubrigen GefaBabschnitten konnte kein
Unterschied in der vWF-Expression nachgewiesen werden.

Eine vorbestehende schwerwiegende Schéadigung des Endothels scheint also mit einem
Verlust der atheroprotektiven Wirkung von Ostrogen einherzugehen. Diese Befunde
weisen auf die wichtige Rolle einer intakten endothelialen Funktion, bzw. eines intakten
Endothelverbands bei der Vermittlung der atheroprotektiven Ostrogenwirkung hin.
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