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1. EINLEITUNG

Die Herztransplantation ist die letzte Behandlungsmoglichkeit fur Patienten mit terminaler
Herzerkrankung (Meiser et a., 1997. Die aste Herztransplantation beim Menschen flihrte
Barnard am 3. Dezember 1967 duch (Barnard et a., 196%. Der erste Patient, Louis
Washkansky (55 Jahre), verstarb 18 Tage spéter an einer Lungenentzindurg.

Aufgrund deser sehr begrenzten Uberlebenszeit galt der Herztransplantation in den 70er
Jahren nu experimentell es Interesse. Neben Problemen der Operationstechnik standen dabel
von Anfang an immundogische Komplikationen der Organabstof3urg im Vordergrund. Dies
anderte sich Anfang der 80er Jahre nach Einfuhrung von Cyclosporin A (CsA), einem
Medikament, das die AbstoRurgsresktion duch Hemmung des Immunsystems verhindern
kann. Der routineméldige Einsatz dieses Immunsuppressvums, die Standardisierung der
Absto3urgsdiagnostik durch feingewebliche Untersuchung von Herzmuskelproben des
gespendeten Herzens, die Verbeserung der Konservierung der Spenderorgane und de
Losung logistischer Probleme bel der Organgewinnung maditen ab Mitte der 80er Jahre die
Herztransplantation zunehmend zu einem etablierten Verfahren zur Behandlung der
terminalen Herzinsuffizienz. Heute ist der operative Ersatz eines geschadigten Herzens durch
das Herz eines verstorbenen Spenders mit einer 3-Jahres-Uberlebensrate von 80 % ein
etabli ertes Therapieverfahren (Miniati et al., 2003.

Trotz umfangreicher Kenntnisse der Immundogie und \erbesserter Immunsuppresson sind
im ersten pastoperativen Jahr vorwiegend akute Abstol3urgsresktionen und Infektionen de
prognostisch wichtigsten Faktoren nach einer Herztransplantation. Im spéteren Verlauf tritt
dann va alem das Problem pathologischer Veranderungen am Geféal3bett des Transplantats,
auch chronische Transplantatvaskulopathie (TVP) genannt, in den Vordergrund (Worrall et
al., 1997. Eine dronische TVP kann sich bereits nadh 3 Monaten, in manchen Féallen aber
auch erst nach uber 20 Jahren manifestieren und ist ein gleichermalden prognostisch
ungunstiges wie ungel stes Langzeitproblem nach Herztransplantationen (Adams et al., 1992
Billi ngham et al., 1994 Haverich et al., 1994 Knight et a., 1997. Zu den schwerwiegenden
klinischen Folgen der TVP zdhlen stumme Infarkte, plotzlicher Herztod undin seltenen
Félen ene ischdmische Kardiomyopathie (von Scheidt et a., 199§. Bei bestehender
Transplantatvaskulopathie sind Koronarinterventionen oder operative Revaskularisationen
seten moglich, da die TVP (im Gegensatz zur Atherosklerose) vor alem Kkleine,
intramyokardial gelegene Arterienaste diffus befélt und sich somit selten adaguate
Anschlusgyefélie fir eine operative Revaskularisation finden (Billi ngham et al., 1994 Libby
et a., 1989. Be fortgeschrittener Erkrankung bleibt als letzte Mdglichkeit nur die
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Retransplantation. Herztransplantierte Patienten mit pathologischen angiographischen
Befunden haben ein 2.4ad erhéhes Risiko eines plétzlichen Herztodes und ein 4.Gac
erhbhtes Risiko eines kardial bedingten Todes (Uretsky et a., 1992.

In desem Zusammenhang ist bekannt, dassdas Transplantat von eéinem méannli chen Spender
fir einen mannlichen Empfanger eine deutlich schleditere Uberlebenszeit hat, als
vergleichbare andere Geschledhter-Konstell ationen.

1/90-12/94; n=2.609

Frau ——— > Man

Entwicklung einer TVPiIn bzw.

% Mann -_ Frau

Alter des Spenders

Abb. 1

1998 wurden in einer amerikanischen Multi center-Studie 2609 Patienten, de zwischen 1990
und 1994 brztransplantiert wurden, jewells zwel Jahre nach der Transplantation
angiographisch nachurtersucht (Costanzo et al., 199§. In Abb.1 zeigt die Ordinate die
Haufigkeit an, mit der nach zwe Jahren obstruktive Koronargefal3veranderungen
nachgewiesen wurden. Die Konstellation ,Mann auf Mann‘ zeigte wesentlich héufiger
Veranderungen der Koronargefdl3e im Sinne eéner Obstruktion as z.B. ,, Frau auf Frau®. Somit
ist ein vasoprotektiver Eff ekt der weiblichen Sexualhormone anzunehmen.

Die vorliegende Arbeit zielt darauf ab einen vasoprotektiven Effekt von Estrogenen im
Tiermodell nachzuweisen. Diese Hypothese stitzt sich auf den Nadweis von
Estrogenrezeptoren in kardialen Fibroblasten und Myozyten in ménnlichen und weiblichen
Ratten, der erstmals 1995 erbradht wurde (Neyses et al., 1995. Die Demonstration der
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Anwesenheit des Estrogenrezeptors im Herzgewebe ist aber aleine nicht ausreichend fir den
Beweis, dass der Rezeptor auch funktionell intakt ist. 1997 wurde zum ersten Mal
nachgewiesen, dass der Estrogenrezeptor am Herzen auch funktionstiichtig ist und es bei
Estrogengabe zu einer vermehrten Expresson von Estrogenrezeptoren in Fibroblasten und
Myozyten kommt (positi ve Riickkopdung) (Grohe ¢ al., 1997.

Wéhrend de Rezeptoren der Peptidhamone in der Zellmembran lokalisiert sind, kefinden
sich de Rezeptoren der Steroidhamone im Zytoplasma der Zelle (= zytoplasmatischer
Rezeptor). Mehr as 90% des Estradiols werden im Ovar gebildet, der Rest peripher durch
Aromatisierung von Androgenen. Ein wichtiger extragenitaler Syntheseort von Estrogenen
ist das Fettgewebe und de Nebennierenrinde. Nad heutiger Vorstellung gelangt das lipophile
Steroid duch pasgve Diffusion in das Zytoplasma und wird dat vom zytoplasmatischen
Rezeptor gebunden; dieser Vorgang bewirkt eine Konformationsénderung des Rezeptors und
wird als Aktivierung bezeichnet. Als Folge der Aktivierung wird der Steroid-Rezeptor-
Komplex zum Zellkern transportiert, wo er an bestimmte Stellen des Chromatins gebunden
wird (Pelzer et a., 1996 und eine ehdhte Genexpresson zur Folge hat (Kato et a., 1995.
Die geschilderten Vorgange (die unter anderem die Synthese von Proteinen enthalten),
beanspruchen ca 15— 30 Minuten. Aus diesem Grund kann de Estrogenwirkung, die auf
diesem Wirkungsmedhanismus beruht, erst nadh desem Zetraum erwartet werden.
Aulerdem konren bestimmte Estrogenrezeptor-Antagonisten (z.B. ICI oder Tamoxifen) die
Bindurg von Estrogenen am Rezeptor verhindern. Effekte, die nicht durch
Rezeptorantagonisten bockiert werden, konren also nicht tber diesen , klassschen* Hormon-
Rezeptor-Komplex vermittelt worden sein.

1997 zeigten Kuiper et a. dasszwei Subtypen des Estrogenrezeptors (ER) existieren, ER-a
undER-B (Kuiper et a., 1997.

Abb. 2



Chemisch  urterscheiden sich de beiden Subtypen in  der C-terminalen
Ligandenbindurgsdomane und in der, fur die intrazelluléare Signalverarbeitung zustandigen,
N-terminalen Doméne. In ihrer Studie wiesen Kuiper et a. die Expresson des jeweili gen
Rezeptortyps im Rattengewebe mittels RT-PCR nach und \erglichen auf¥erdem die Spezifitat
der Ligandenbindurg von ER-a und ER-B. In urserer Arbeit wurden zwei Hormone der
Estrogenfamilie ausgewahlt, die unterschiedliche Affinitéten zum ER-a bzw. ER-B
aufweisen: 17-B-Estradiol (ein physiologisch im Korper vorkommendes Estrogen) und
Coumestrol (ein  pflanzliches Estrogen (sog. Phytoestrogen), das in Hopfen und
Sojaprodukien vorkommt). Auf¥erdem wurde ICI 182.780,ein kompetitiver ER-Antagonist,
verwendet.

Kuiper et a. war es moglich fir die getesteten Substanzen eine ,Rangliste” relativer
Affinitdten zu den ER-a undER-3 zu erstell en:

Relative Binduna saffinitaten zum Estroaenrezeptor-a

Corticosterone
Progesterone
5-alpha-Dihydrotestosterone
Genistein
Tamoxifen

Estriol

Clomifene
17-alpha-Estradiol
Estrone

ICI 182.780
Coumestrol
17-beta-Estradiol
4-OH-Tamoxifen
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Diese Auflistung zeigt, dass die fur unsere Versuche relevanten Substanzen 17-(3-
Estradiol, ICI und Coumestrol sich in ihrer Affinitdt zum a-Rezeptor nur wenig
unterscheiden: 17-B-Estradiol weist von den drel Substanzen die grofde Affinitat auf,
wahrend Coumestrol eine geringere Affinitét zeigt. Dies dellt sich beim [3-Rezeptor
anders dar:
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17-B-Estradiol hat von den drel Substanzen zum ER-3 die geringste Affinitat und richt mehr

die hichste, wie es beim Rezeptortyp a der Fall war. Coumestrol zeigt hier die hichste

Affinitét.

Kuiper et a. zeigten in ihrer Studie auf¥erdem, dasses Unterschiede in der ER-a- und ER-3-

Expressonim Gewebe von Ratten undMenschen gibt:

ZNS: g- und &-Rezeptoren

>& \

Brust: o und &-Rezeptoren
Herz: o und &-Rezeptoren

R>a

Gastrointestinaltrakt: 'S und @- Rezeptoren

Urogenitaltrakt: & und &-Rezeptoren

8> 8

Knochen: 8- und &-Rezeptoren

Abb. 5: Verteilung d er Estrogenrezeptoren in Organen des Menschen

Wiein Abb. 5zu sehen ist, werden in den meisten Organsystemen beide Subtypen exprimiert,

alerdings in unterschiedlichem Ausmal3. Die Estrogensubtypen a und B am Herzen wurden

erst 2001 vonSavolainen et a. ndher untersucht. Sie zeigten, dassim Herzen von Menschen

undRatten de Expresson des ER-[3 Uberwiegt (Savolainen et al., 200).
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Die von Kuiper et a. beschriebenen Unterschiede zwischen den beiden ER-Subtypen
hinsichtlich ihrer relativen Liganden-Bindurgsaffinitét undihrer unterschiedlichen Verteilung
im Gewebe konrten ein wichtiger Grund fur die selektive Wirkung von Estrogen-Agonisten
und -Antagonisten in verschiedenen Geweben sein. Allerdings ist die biologische Bedeutung
der Existenz von zwei Estrogenrezeptor-Subtypen derzeit noch unKar.

Die Pathogenese der TVP ist bis heute nicht vollsténdig aufgeklart (Lowry et a., 1993.
Diskutiert werden sowohl antigenabhéngige ds auch antigenunabhéngige Faktoren (Schmid
et a., 1996. Antigenabhéngige Immunre&ktionen werden durch Unterschiede im MHC- oder
nonMHC-Komplex ausgelost und manifestieren sich  duch  T-Zell-bedingte
Abstol3urgsphasen (zellulér) und duch Produkion vonAntikdrpern gegen das Transplantat
(humoral). Es wurde gezeigt, dasszwischen dem Auftreten einer TVP und der Anwesenheit
von antiendahelialen Antikdrpern eine paositive Korrelation besteht (Crisp et al., 1994. Diese
Immunrektionen des Empfangers ielen eine wichtige Rolle bel der Entwicklung der TVP,
da sich entsprechende Gefél3verénderungen bel syngenen Transplantaten nicht finden (Forbes
et a., 1997. Durch Veranderung dieser Immunmecdanismen koénrte die Entwicklung einer
Transplantatvaskulopathie mdglicherweise gehemmt werden. Es ist gezeigt worden, dass
Estrogene die humorale Immunantwort steigern und de zell-vermittelte Immunantwort
abschwaden (Lou et a., 1997. Saito et al. haben 1998eine Studie verdffentlicht, die den
Effekt von 17-B-Estradiol auf die MHC-II-Expresson rach Transplantation urtersucht.
MHC-1I sind Molekile mit denen de Zelle Antigene aif ihrer Oberflache exprimiert, die von
CD4-positiven Zellen erkannt werden. Die MHC-II-Expresson ist das wichtigste Signal fur
die CD4-T-Lymphazyten das Blutgefald des Spenderorgans as fremd zu erkennen (Saito et
al., 1999. Normalerweise wird MHC-II nur auf antigenprésentierenden Zellen (B-Zellen,
Makrophegen, Langerhanszellen) exprimiert, nicht jedoch auf Endahelzellen. Nur durch
AbstoBurgsprozesse  &tivierte  Endahelzellen  exprimieren  MHC-II-Molekile. Durch
Estrogenbehandung wurde die MHC-II-Expresson des Transplantats vermindert und de
Entwicklung einer TVP gehemmt (Saito et al., 199§. Die estrogenvermittelte Protektion
gegen eine TVP scheint Uber die Unterdriickung einer MHC-I1-Expresson vermittelt zu
werden (Louet a., 1996.

Es existieren nach zahlreiche weitere Wirkungsweisen von Estrogenen, de ebenfalls einen
Einfluss auf die Entstehurg der TVP haben konrten. Schon seit vielen Jahren werden de
verschiedensten Wirkungen der Estrogene auf den Organismus diskutiert. Estrogene bewirken

zahlreiche sowohl genitale ds auch extragenitale Veranderungen. So beanflussen sie aul¥er



Uterus, Mammag Haut, Knochensystem, etc. auch das Gefdl3system, den Lipidstoff wedsel
und das Immunsystem (siehe Abb. .

... uber NO

auf GefaRe .. uber
2) Endothelin-1

Wirkung en
der

Estrogene it

Leukozyten
3)

... Uber Ca?®

. auf das
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Abb. 6: 1) Bush et al., Eur Heart J 1996; Gardner et al., Prev Med 2000; Schurz et al., Wien Klin Wochenschr 1997;
Szafran et al., Przegl Lek 1998
2) Lieberman et al., Circulation 1993; Oparil et al., Hypertension 1999; Spencer et al., Pharmacotherapy 2000
3) Squadrito et al., Eur J Pharmacol. 1997; lto et al., Clin Immunol. 2002
4) Saito et al., Transplantation 1998; Lou et al. Circulation 1996

Mit Lipidsenkern werden bei herztransplantierten Patienten nedrige LDL- und
Triglyceridwerte angestrebt. Die Estrogenwirkung auf das Lipidprofil ist ausfihrlich studiert
worden (Gardner et al., 200Q Goldschmid et a., 1994 Westerveld et al., 1998: Estrogene
bewirken eine Abnahme der Triglyceride und des LDL-Cholesterins (Brezinka d al., 1994
Schurz et a., 1997 und erhéhen HDL-Chodesterinwerte bis um 15% (Bush et al., 1996
Brezinka ¢ al., 1999, indem sie auf zelluldrer Ebene die mRNA-Produktiion von Proteinen,
diein den Lipidmetabolismus invalviert sind, regulieren undin der Leber die Syntheserate fir
LDL und HDL beanflusen (Szafran et a., 1998. Hyperchdesterindmie und
Hypertriglyceridamie zéhlen zu den antigenurabhéngigen Risikofaktoren bei der Entwicklung
einer TVP. Ein gemeinsames Auftreten von Hyperchao esterinamie und Hypertriglyceriddamie
kann eine verstéarkende Wirkung bei der Entstehung arteriosklerotischer Veranderungen des
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Transplantatgefél3es haben, indem sie @ne Proliferation vonglatten Muskelzellen (SMC) und
eine Synthese von Wadstumsfaktoren indwzieren (Adams et al., 1993 Dong et a., 1996
Mennander et al., 1993.

In einigen Studien wurde gezeigt, dass Estrogene Frauen in der Postmenopause vor einer
fortschreitenden KHK und dem damit verbundenen erhéhten Myokardinfarkt-Risiko schitzen
konren. Calaf et al. berichteten 1997 von Uker 30 epidemiologischen Studien, de zeigten,
dass Estrogene das Risiko einer KHK-Entwicklung in der Postmenopause bis zu 50 %
reduzieren konren (Caaf et a., 1997. Der Wirkungsmedanismus ist bis heute ungeklart.
Verschiedene Studien lassen vermuten, dass die Estrogenwirkung auf das Lipidprofil nicht
aleine fur die kardioprotektive Wirkung verantwortlich ist (Bush et al., 1996 Grodstein et al .,
1998 Losordo et al., 1994 Mandio et al., 1992 Oparil et a., 1999 Ribot et a., 1997
Spence et a., 2000Q. Es wird dskutiert, ob NO bei der vasoprotektiven Wirkung von
Estrogenen eine Rolle spielt. In einigen Studien wird Estrogenen eine endahelabhéngige,
vasodil atierende Wirkung tber den NO/cGMP-Weg nadhgesagt (Drexler et a., 1994 Muck et
a., 1999: Drexler et a. vertreten de Hypothese, dass niedrige Estrogenspiegel mit einer
verminderten NO-Produkion verbuncden sind, der Estrogenspiegel aso pasitiv mit der NO-
Produlktion kareliert. Die vasoprotektive Estrogenwirkung konnte dso Ulber das antiatherogen
wirkende NO vermittelt werden (Russall et al., 1995. Auch Weiner et a. kamen bereits 1994
zu dem Ergebnis, dasseine Langzeitgabe von Estrogenen die Transkription der NO-Synthase
hochreguliert und so de Produkion von NO gesteigert wird (Weiner et a., 1994. In den
ersten Tagen nadh mechanischer Intimaverletzung bt die vermehrte NO-Produktion einen
antithrombotischen Effekt aus, der eine Plattchenaggregation und eine nadfolgende
Thrombaosierung des Geféllumens verhindert. Durch zusétzliche Vasodilatation wird der
Blutfluss durch das geschadigte Gefald verbessert. Die schnell einsetzende NO-Produkion
durch SMC geschédigter Gefal3abschnitte hat hier die wichtige protektive Aufgabe enen
ungestorten Blutfluss im Gefal} trotz des Intimaschadens aufredhtzuerhaten (Yan et a.,
1994. Eine weitere Schutzfunktion fir das Gewebe kdnrte NO Uber die Hemmung von
zytotoxischen T-Zell en austiben, welche in vitro nachgewiesen wurde (Lewis et a., 1996.
Viele Studien vertreten jedoch andererseits die Hypothese, dass Estrogene ihre Wirkung auf
das Gefédsystem NO-unabhdngig entfalten (Gilligan et a., 1994 Liebermann et al., 1993
Reis et a., 1994 Williams et a., 1993. Es wurden Rezeptor-unabhdngige Medanismen
postuliert, wie z.B. die Mdgli chkeit, dassEstrogene direkt als Antioxidanzien wirken (Keaney
et a., 1999. In atherosklerotischen GefalZabschnitten kdnren eine Reihe von Antioxidanzien
die endathel-abhéngige Vasodilatation wieder herstellen, da deren Beantraditigung Folge



einer gesteigerten Produktion vonfreien Radikalen ist (Harrison et al., 1995. Diese freien
Radikale konren nun NO in der Gefaldwand drekt inaktivieren. Zusétzlich vermindern
oxidierte LDL-Partikel Uber eine Schédigung des Endahels die Produkion vonNO (Liao et
a., 1995 Steinberg et a., 1992 Witztum et a., 191). Estrogene zeigen eine aitioxidative
Wirkung, die durch ihren Phendring in 17-p-Estradiol zustande kommt (Sugioka d 4al.,
1987. Die LDL-Oxidation kel postmenopausalen Frauen wird reduziert, wenn sie éne
Estrogensubstitution erhalten (Sad et a., 1994). Eswird vermutet, dassEstrogene die Anzahl
der freien Radikale direkt in der Arterienwand reduzieren (Gerhard et a., 1995. Von White
et a. wurde a@n duch Estrogene indwzierter Abfall des Redoxpatentials der Gefédwand
beobadhtet. Dieser Abfall kommt durch eine Hemmung der LDL-Oxidation zustande. White
et a. fragten 1997 "No Role for NO in Estrogen-mediated Vasoprotedion?* und zeigten,
dassEstrogene NO-unabhéngig vor atherogenetischen Lasionen schitzen (White d@ a., 1997.

Nadh White @ al. kommt die vasoprotektive Wirkung von Estrogenen zusétzlich durch ihre
Fahigkeit zustande, die Gefal3permeabilit &t zu reduzieren undsomit eine zellulére Infiltration
zu limitieren. Hinzu kommt, dass Estrogene die strukturelle Integritdt von Endahelien
verstarken (White g al., 1997.

White @ a. sehen den grofden Vortell einer Estrogenbehandlung einerseits in der
Regulation der Zelproliferation und andererseits in der verminderten Infiltration von
Monazyten/Makrophegen in de Gefalwand (White d al., 1997). Diese Zelltypen spielen bel

der Entwicklung der chronischen TV P eine entscheidende Rolle.

Dievielen zum Tell kontroversen Ergebnisse zeigen, dassUntersuchungen néig sind, um das
Zusammenspiel jener fordernder und hemmender Faktoren der Reéektionsablaufe, die
letztendlich zur TVP fuhren, besser zu verstehen. Bisherige praventive und therapeutische
Mal3rehmen nach Herztransplantation beinhalten eine potente Immunsuppresson mit CsA,
FK506 odr Rapamycin, kambiniert mit MMF oder antiproliferativen  Substanzen
(Azathioprin, 6Mercgptopuin), aufferdem konventionel medikamentdse Ansitze
(Kalziumantagonisten, Lipidsenker) und als letzte Mdglichkeit die Retransplantation. Sollten
Estrogene anen Einfluss auf die Entwicklung der chronischen TVP haben, wirden sich
hieraus eventuell neue Therapie- bzw. Praventionsansitze egeben.

Diese Arbeit beschaftigt sich genauer mit der Beanflussung der TVP durch Gabe estrogener
Substanzen. Zur Untersuchung der chronischen Absto3urg wird hier das Modell heterotoper
Herztransplantationen in der etabli erten Rattenstammkombination Lew - F344 verwendet. Da
diese nur eine geringe Histoinkompatibilit & aufweisen, kann duch kuzfristige Gabe von
Cyclosporin A die &ute Abstof3urg verhindert werden, so dass die Transplantate 150 Tage



Uberleben (Cramer et a., 1999. Es entwickeln sich dffuse ateriosklerotische Lasionen wie
sie bei menschlichen Transplantaten gefunden werden. Immunhistochemische und
histologische Studien belegen, dass $ch de Gefal3veranderungen beim Menschen und l@m

Lew - F344-Tiermodell sowohl in der Zusammensetzung der zelluléren Infiltrate ds auch im

Auftreten myointimaler Proliferationen mit Lumenobstruktion gleichen (Adamset al., 1993.

Zusammenfaseend beschéftigt sich dese Arbeit mit der Klérung folgender Fragen:

1.

Haben Estrogene im Rattenmodell einen Einflussauf die Entwicklung der chronischen
Transplantatvaskul opathie?

Entfalten sie ihre Wirkungen rezeptorvermittelt?

Uber welchen Mechanismus wirken Estrogene gefal3protektiv (konren sie z.B. das
Lipidprofil oder das Immunsystem beanflussen)?

Existieren Unterschiede bei der Gabe des physiologischen 17-p-Estradiol (mit hoherer
Affinitét zum ER-a) bzw. des pflanzlichen Coumestrol (mit hoherer ER-B-Affinitét)?
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1 Versuchstiere und d eren Haltung

Als Versuchstiere wurden Ratten der Stémme Lew (RTavl) und F344 (RT1lvl) verwendet,
die sichin einem MHC Klas< lI-Locus, in zwel Klasse I-Loci sowie enigen nonMHC-Loci
unterscheiden (Schmid et a., 1997. In deser Stamm-Kombination ist die Entwicklung der
chronischen TVP sowohl histologisch als auch in der Zusammensetzung der Infiltrate mit den
herztransplantierten Patienten vergleichbar.

Als Versuchstiere wurden aus<chliefflich weibliche Ratten verwendet, weil im weiblichen
Versuchstier eine Ovarektomie die physiologische Estrogenprodukion weitestgehend
unterbindet, andererseits die therapeutische Substitution problemlos durchfuhrbar ist. Somit
konrte in einer Gruppe @n Ratten-Estrogenspiegel aufgebaut werden, in anderen Gruppen
war der Estrogenspiegel durch Nicht-Gabe unbedeutend gering.

In den Versuchs- und Kontrollgruppen denten Lew-Ratten als Spender und owarektomierte
F344-Ratten a's Transplantatempféanger (= al ogene Stammkombination).

In der syngenen Kontrollgruppe dienten F344-Ratten as Transplantatspender und
ovarektomierte F344-Ratten a's Transplantatempféanger.

Die ovarektomierten F344-Ratten wurden von ,,IFFA CREDO" aus Frankreich bezogen, wo
sie im Alter von 9 Wochen ovarektomiert wurden. Sie trafen im Alter von 10Wochen und
einem Gewicht von 120160 g in der experimentellen Chirurgie der Universitétsklinik
Wirzburg en. 14 Tage vor der heterotopen Herztransplantation erhielten sie die
gruppenspezifische Medikation. Die Tiere waren zum OP-Zeitpunk 12 Wochen alt und
wogen zwischen 150 und 18@.

Die nicht Lew-Ratten und de nicht ovarektomierten Tiere vom F344-Stamm (die in der
syngenen Gruppe ds Spender dienten) wurden von Charles River Laboratories, Sulzfeld
(Deutschland) bezogen undwaren am OP-Tag ca 12 Wochen alt und wogen zwischen 150
und 180g.

Alle Tiere wurden unter Standardbedingungen im Tierstall der Abteilung fir Experimentelle
Chirurgie der Universitét Wirzburg gehalten:
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Jewells zwei Tiere teillten sich einen Maaolon-Ké&fig, dessen Boden mit Holzspan- Streu
bedeckt war. Die Ké&fige standen in Scanbu-Klimaschrénken bel einer konstanten
Umgebungstemperatur von 20T, einer Luftfeuchtigkeit von 5060 % und einem 12 Stunden-
hell-dunkel-Rhythmus. Alle Tiere ehielten Ratte-Maus-Pell ets und Wasser ad li bitum.

2.2 Heterotope Herztransplantation

Lange & a. beschrieben 1997 de Operationstechnik nach dem Modell von Y okoyama, das
die Grundage dieser Arbeit darstellt (Timmermannet al., 1997 Yokoyama € al., 1995:

Die Tiere wurden mit einer Isoflurannarkose
anasthesiert; hierzu wurde ihr Kopf in eine speziell
fur sie angefertigte Inhalationsmaske gestedkt. Die
Zusammensetzung der Narkose bestand aus 2
[/min O2 und 1,3% Isofluran.

Abb. 7

Spender

Das Spendertier wurde zuerst in einem Glasgefal3 mit geringen Mengen Isofluran anésthesiert,
anschlief3end gewogen und, rachdem das OP-Gebiet rasiert wurde, auf einer Korkplatte so
fixiert, dass Nase und Mund van Narkosegerét umschlossen wurden. Nach Erldschen der
Schmerzreation wurde das Abdamen eréffnet. Die grofen Gefélde (abdaminelle Aorta und
V. cava inf.) wurden duchtrennt, um eine Entlastung des Herzens zu erzielen (durch
Reduktion des Afterloads vor Ischdmiebeginn). Anschlief?end wurde der Thorax im lateralen
Bereich in kraniale Richtung er6ffnet, das Diaphragma durchtrennt und der Brustkorb nach
oben geklappt undfixiert.
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| Die V. cava inf. und Vv. cavae sup. wurden
abgeklemmt Uber die untere V. cava wurden ca
15 ml ener 4°C kihlen, kardioplegen Losung
(HTK-LOsung nach Bretschneider = Custodil [7)
Uber den rechten Vorhof inijziert.

Nadh anschlieffender antegrader Kardioplegie
wurden zuerst die Gefale der rechten Seite, die |
V. cava sup. cxt., V. pumonalis dext. undV.
cava inf. freiprépariert, ligiert (7-0 Prolene,
Ethicon Norderstedt) und duchtrennt.

Abb. 9

Das Herz wurde nach redits umgeklappt und
folgende GefélRe wurden in einer grofien Ligatur
zusammengefasd und duchtrennt: V. cava sup.
sin.,, V. pumordis sn. und V. pumonalis 1.
caudati. Ebenso
wurde ach de A. pumondis ligiet und
durchtrennt.

Abb. 10
Zuletzt musde noch die Aorta freiprapariert und 5§£,‘¢,§§§;TA>; 23 ] »a:. 3 ;K"“';
durchtrennt  werden, wobei auf gerade :If? 187 B Cheetites s &
? . J"* : 0 > ol ¢ ¢
Schnittrénder geaditet  wurde. Nad & :b 2e Tt atats:
vollstandiger  Freipréparation des  Herzens - 2o2ei1: -3
wurde esin 4°C kalter NaCl-L6sung aufbewahrt “

bis der Empfanger fir die Transplantation ’vi.’j

vorbereitet war. #8e8s
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EMPFANGER
Das Empféngertier wurde aif die gleiche [
Weise aasthesiert, gewogen und rasiert.
Nadch der medianen abdaminelen Inzision
wurden de infrarenale a@daminelle Aorta
und de V. cava inf. freiprépariert. Die 7
Lumbalgefdle wurden, wenn ndig, ligiert
(7-0 Prolene, Ethicon Norderstedt).

TRANSPLANTATION

Der Blutfluss der infrarenalen abdominellen
Aorta und d V. cava inf. des Empfangers

wurde mit Bull dockklemmen urterbrochen.

Anschlief3end wurde nadh einer
Langsinzison (ca 23 mm) der
abdaminellen Aortenvorderwand de
Spenderaorta mit der abdaminellen Aorta des
Empfangers End-zu-Seit anastomosiert (8-0 ¢
Prolene, Ethicon Norderstedt).

Abb. 14

) Der redite Vorhof war bel der
S Herzentnahme in  vertikaler  Richtung
inzidiert worden, un einen ASD und eine
Trikuspidali nsuffizienz 2 erzeugen.
Hierdurch soll die Hamodynamik verbessert

werden.

Abb.15

14



Anschlie?end wurde die Vorderwand cer
Empfangervene (V. cava inf.) longitudinal
inzidiert (4-5 mm) und mit dem rechten
Vorhof anastomosiert (8-0 Prolene, Ethicon
Norderstedt).

Abb. 16

Nadchdem die Gefél3e anastomosiert waren,
wurden de Bulldockklemmen gedffnet und
der Blutstrom freigegeben. Nadch kurzer
Reperfusionszeit begann das Herz wieder zu
schlagen. Abschlief3end wurde das Abdamen
durch schichtweisen Wundverschlusswieder

verschlosen  (5-0  Prolene,  Ethicon

Norderstedt). Abb- 17

SCHEMA DESBLUTFLUSSESDURCH DASTRANSPLANTAT
Der linke Vorhof und dr linke Ventrikel des
Transplantats werden duch de interatride
Verbindurg mit dem Blut vom rechten Vorhof
belastet (siehe roter, haizontaler Pfeil).
Dadurch prodwziert der linke Ventrikel des
Transplantats einen systoli schen Blutdruck, der
gleich dem Aortendruck des Empfangers ist.
Die Koronararterien des Transplantats werden

sowohl mit dem oxygenierten arteriellen Blut
Uber die Empfangeraorta, als auch mit un-

oxygenierten, ventsem Blut Gber den transplantierten linken Ventrikel perfundert.
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2.3 Medikation der Tiere

Gruppe Stamm- Behandlung Anzahl | Tiernummer
kombination | Medikation (n)

1 LEW - F344 | Ovarektomie 7 SO 30-33
17-B-Estradiol (+CsA) SO 4042
2 LEW - F344 | Ovarektomie 6 SO 1013
ICl (+CsA) S0 26-27
3 LEW - F344 | Ovarektomie 8 SO 52-55
Coumestrol (+CsA) SO 62-65
4 LEW - F344 | Ovarektomie 8 SO 35-39
17-p-Estradiol + ICI (+CsA) SO 66-68
5 LEW - F344 | Ovarektomie 8 SO 56-59
Coumestrol + ICI (+CsA) SO 6972

6 LEW - F344 | Ovarektomie 11 SO 1-5

(CsA) SO 6-8
SO 44-46
7 F344 - F344 | Ovarektomie 7 SO 20-21
syngen (CsA) SO 23-25
SO 60-61
8 LEW - F344 | Ovarektomie 8 SO 14-19
Erdnussil (+CsA) SO 28-29
9 LEW - F344 | Ovarektomie 3 SO 47-49

Ethanol (+CsA)
Tabelle 1

Die Gruppen 1 ks 5 sind de agentlichen Versuchsgruppen. Diese Tiere wurden mit
den ER-Agonisten 17-B3-Estradiol und Coumestrol, dem ER-Antagonisten ICI 182.780
bzw. einer Kombination aus Agonist und Antagonist behandelt. Die Tiere, die den
Gruppen 6 ks 9 angehdren hilden die Kontrollgruppen. Tiere der Gruppe 6 erhielten
keine spezifische Medikation. Gruppe 7 ist die syngene Kontrollgruppe (F344- F344).
Gruppe 8 und9 entstanden, well ICl und Coumestrol in Erdnussil bzw. Ethanol geldst
werden. Um am Ende a@nen beobadteten Effekt auch wirklich der Grundsubstanz ICl

bzw. Coumestrol zuschreiben zu konren, missen Effekte der Tragersubstanzen
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ausgeschlossen werden. Alle Tiere wurden 14 Tage post OP mit CsA (2 mg/kg/d)
behandelt.

2.3.1 Cyclosporin A

Cyclosporin (CsA) wurde urspriinglich als Peptid aus einer Fledhte (Tolypocladium)
isoliert und gehort zur Gruppe der Calcineurin-Antagonisten. Ruhende Zellen werden
kaum bednflusg, demnach bleiben ruhende T-Zellen as Trager des immundogischen
Gedadhtnisses fur die Infektabwehr unbeantraditigt. Zusétzlich wird duch CsA die
Zytokinprodultion (IL-2) gehemmt

Allen Tieren wurde & dem Tag der Transplantation fir 14 Tage CsA intramuskulér
gespritzt. Die Dosierung von 2mg/d CsA war bel jedem Tier gleich und Wieb auch de
14 Tage tber konstant. 20mg CsA und 0.04ml Ethand (10%%ig) wurden mit Miglyol
auf einen ml geldst. Jedes Tier bekam von desem Ansatz 0.1 ml injiziert. CsA wurde
von cer Firma Novartis (Nurnberg) bezogen, Miglyol kam von der Firma Condea
Chemie GmbH, Werk Witten.

2.3.2 17-@-Estradiol

17-&-Estradiol

Abb. 19

Die Dosierung fur die 17-B-Estradiol-Medikation (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Deutschland) wurde mit téglich 2 pug/kg/d s.c. gewdahlt. Das reine Estradiolpulver wurde
mit NaCl vermischt (im Verhaltnis 0.4 ug/0.1 ml NaCl).
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2.3.3 Estrogenrezeptorantagonist ICI 182.780

ICI 182.780
M OH
o]
I
H s FF
CF3

Abb. 20

Der Estrogenrezeptorantagonist 1CI wurde den Tieren in der Dosierung 200 pg/kg/d s.c.
gespritzt. Das ICI-Pulver wurde unter sterilen Bedingungen in 100%igem Ethand (20
mg/ml Ethanol) gelést und as 20ul-Aliquas bei —80°C gelagert. Vor Applikation
wurden de Aliquas frisch aufgetaut und mit 980yl Erdnussl (1:49) verdinrt. Pro Tier
wurden 0.1ml injiziert. Das ICI-Pulver wurde von der Firma,, Tocris Cookson'* aus den
USA geliefert.

2.3.4 Coumestrol (= Phytoestrogen)

Das Phytoestrogen ,Coumestrol® bekamen de betreffenden Tiere zwei Ma
wochentlich intramuskulér verabreicht, da diese Substanz im Tierkdrper nur sehr
langsam abgebaut wird (Pel zer-Forschungsgruppe, Medizinische Klinik Wirzburg). 0.4
pg Coumestrol wurden in 15pul Ethand (100%ig) gel6st, anschlief3end kamen nach 985
pl Erdnussdl hinzu. Dies ergab 1Iml, dem Tier wurde 0.1 ml injiziert. Geliefert wurde
Coumestrol von der Firma Sigma, Schnelldorf.

2.3.5 Erdnu ssol

Das Erdnussl wurde bereits fertig aus der Klinikapotheke der Universitétsklinik
Wirzburg oeliefert. Jedes Tier der Gruppe 8 erhielt 0.1 ml/d subkuan.
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2.3.6 Ethanol

Jedes Tier der Gruppe 9 bekam 20 pl Ethand (1:49 mit Erdnusdl verdiinrt) subkutan

injiziert. Ethand wurde von der Firma Baker aus Holl and geli efert.

2.4 Explantation

Die Explantation der Transplantate wurde bei alen Gruppen nach 150 Tagen
durchgefuhrt. Fir die Explantation wurde das Tier (wie bereits unter ,2.2 Heterotope
Herztransplantation” beschrieben) in einem Glasgefal? mit dem Narkotikum Isofluran
betdubt, gewogen, rasiert und auf einer Korkplatte fixiert. Auch fur die Explantation
wurde das Isofluran-Inhal ationsgerét zur Anasthesie verwendet. Nach der Eroff nung des
Abdamens entlang der Linea dba wurde zuerst das transplantierte Herz nadc
Kontraktion, Farbe und Verwadchsungen beurteilt. Anschlief3end wurde aus der V.cava
inf. Blut fUr die Estradiol- undLipidbestimmungen abgenommen.

Fur histologische und immunhstochemische Untersuchurgen wurde sowohl das
abdaminelle Transplantat als auch das native Herz entnommen. AulRerdem der Uterus,
der zusétzli ch gewogen wurde.

Die entnommen zwei Herzen (das Tx und dis native Herz) wurden halbiert und wie
folgt konserviert:

Der basisnahe Teil wurde fur die Anfertigung der histologischen Farbungen mit H.E.
und wan Gieson verwendet. Hierflr wurde das Herzstlick zuerst in ein Formali ngefal3
gelegt, dann wurde das < fixierte Stick in Paraffin gebettet und mit dem
Schlittenmikrotom geschnitten (2 um). Die Auswertung erfolgte dann morphametrisch.
Die Herzspitze wurde in Tisuue Tek (Einbettmedium fur Gefrierpraparate der Firma
Hartenstein, Wirzburg) fixiert, in flisdgem Stickstoff gefroren und bs zur Anfertigung
der Kryoschnitte im Gefrierschrank bei -80°C aufbewahrt. Das Kryomaterial wurde im
Kryostat geschnitten (4 um). Die immunhistochemischen Farburgen im Verfahren der
Immunperoxidase wurden mit den Antikdrpern gegen CD4-positive Zellen (T-
Helferzellen), CD8-pasitive Zellen (zytotoxische T-Zellen), Makrophagen, MHC-II-
Strukturen und dis Adhasionsmolekil ICAM-1 durchgefiihrt.
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2.5 Auswertung

Es wurden dle Herzen (das Transplantat und dis native Herz) aler Gruppen
folgendermal3en urtersucht:

2.5.1 Auswertung d er histologischen Farbung en

Die Hamatoxylin/Eosin (H.E.)-Farburg stellte @ne Ubersichtsfarbung dar, mit der das
Ausmald der Zellinfiltrate im Myokard, perivaskuldr und epikardia beurteilt werden
konrte. AuRerdem konrten eventuell entstandene Odeme identifiziert werden.

Der Nachwels von éastischen Fasern gelang mit der Elasticavan Gieson (EVG)-
Farbung. Mit ihr konnen de Gefdle dargestellt und Aussagen Uber ene
Geféal3olstruktion und de Integritét der Lamina dastica interna gemadit werden. Die
Lumenobstruktion charakterisierte das Ausmal} oer chronischen
Transplantatvaskulopathie. Damit objektive Aussagen Uker die Ausprégung der
Transplantatvaskulopathie der einzelnen Versuchsgruppen gemadt werden konrten,
wurden de Elasticavan Gieson-Praparate planimetrisch ausgewertet: In jedem Préparat
wurden de Gefélle mikroskopisch herausgesucht und fotografiert. Diese Fotos wurden
eingescannt und computergestiitzt konnten de Flachen des aktuellen Lumens und s
friheren Gefaldlumens (das durch de angeférbte Lamina dastica interna identifiziert
werden kann) berechnet werden (s. Abb. 21).

Lamina elastica interna = urspringliches

Lumen

aktuelles Lumen

Abb. 21: Querschnitt eines GefalRes

Die Differenz aus urspringlichem und aktuellen Gefa3querschnitt beschreibt die
Obstruktion duch neointimale Proliferation. Durch Bildung des Quatienten mit dem
urspringlichen Gefal3querschnitt ergibt sich de relative Querschnittsverminderung.
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2.5.2 Immunhistochemische Farbung en

Die zusédtzlich duchgefuhrten immunhstochemischen Farburgen — denten der

Identifikation der Entziindurgszell popuationen.

Fur die Immunhistochemie wurden Antikorper gegen folgende Antigene verwendet:

* Mouse-anti-rat CD4 [Klon OX38], Serotec (erkennt T-Helferzellen, Monazyten,
Makrophagen)

* Mouse-Anti-Rat CD8 [Klon MRC OX8], Serotec (erkennt T-Lymphazyten,
Thymozyten, NK-Zellen)

* Mouse aiti rat ED1, Serotec (erkennt Gewebsmakrophagen)

e MHC-II [AK  Anti-IA], (erkennt  MHC-ll-exprimierende Zellen =
antigenprésentierende  Zellen wie B-Zellen, Makrophagen und stimulierte
Endahelzell en)

* Mouse-Anti-Rat CD54 [ICAM-1] (Adhésionsmolekil, wichtig bel der Zell-Zell-
Interaktion).

Die geférbten Pr&parate wurden urter dem Mikroskop keurteilt. Die Infiltratdichte
wurde anhand einer Skala von 0 bs 4 bestimmt, wobei folgende Einteilung verwendet
wurde:

0 = negativ

1 =mild

2 = moderat

3 = ausgepragt

4 = schwer.

2.5.3 Estradiolbestimmung

Die Estradiolbestimmung erfolgte aus dem Serum. Fir die Estradiolbestimmung
wurden aus der V. cava inf. pro Tier zwischen 3 und 5ml Blut abgenommen. Das
entnommene Blut wurde bei 1000 U/min bei Raumtemperatur (24/25°C) 10 Minuten
zentrifugiert, das Serum wurde in ROhrchen diquaiert und anschlieffend im
Gefrierschrank bei -20°C aufbewahrt. Die Estradiolbestimmung wurde mit dem RIA-
Test (Bioscentia) im endokriologischen Labor von Prof. Allolio (Universitatsklinik
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Wirzburg) durchgefiihrt. Dieser Test bendtigt eine Serummenge von lediglich 200,
hat einen Standardbereich von 5 s 500 m/ml und seine Empfindichkeit liegt bel 1.4
pg/ml. Weder Bili rubin nach Hamolyse haben einen signifikanten Einflussauf den Test.
Der Normwert fur weibli che Ratten liegt zwischen 30 bs 50 py/ml.

2.5.4 Serumlipidspiegel
Die Lipidspiegel wurden im klinisch-chemischen Labor des Zentrallabors der

Universitatsklinik Wirzburg bestimmt. Der Normwert von Cholesterin fir weibliche
F344-Ratten liegt bel zwischen 46 und 86ng/dl.

2.5.5 Statistische Tests

Fur Vergleiche wurden statistische Tests (t-Test fur zwel Gruppen bezw. Varianzanalyse
ANOVA mit anschlieffendem LSD postHoc-Test fur mehrere Gruppen) verwendet,

wobei eine Irrtumswahrscheinli chkeit von p<0.05als sgnifikant erachtet wurde.
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3. ERGEBNISSE

Die Explantation wurde bei alen Gruppen nach 150Tagen duchgefihrt. Zuerst wurde
das transplantierte Herz nach Kontraktion, Farbe und Verwadsungen beurteilt. Die
Ergebniss sind in folgender Ubersicht dargestellt:

Bewertung d er Herzen bei Enthnahme

20

18

16

14

12

Anzahl der Tiere 10
8
6
4
gr=ml
0 -—- t t . t t t t
0 +

1
L)
+(+) ++ ++(+) +++ +++(+) ++++

Kontraktili tat

Abb. 22

0 . nur die Spitze zuckt autonam; Thrombenbil durg

+ . Tx ist hart, schwade Kontraktion, Thrombenbil dung

+(+) : inhamogene Kontraktion

++  © gleichmalige aer flaue Kontraktion

++(+) : Txist verwadhsen, Kontraktionist maldig

+++ . Txist verwadsen, aber kréftige Kontraktion

+++(+): schone Kontraktion, nur wenig verwacdsen

++++ : keine Verwadsung, rosiges Tx, kréftige und
hamogene Kontraktion

Wie aus der Grafik zu sehen ist, waren viele eltnommene Transplantate zwar mit den

umliegenden Darmschlingen verwacdhsen, aber ihre Kontraktion war kréftig und
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homogen, es hatten sich keine Thromben im Vorhof oder Ventrikel gebildet und es
waren keine Infarktarede sichtbar.

GEWICHT DER TIERE

Das durchschnittli che Gewicht der Tiere (Gruppen 2 und 3, 49) lag bei 2633 £ 23g,
wobei zu beobadhten ist, dass das Gewicht bei zwei Gruppen signifikant geringer
ausfiel: Sowohl das Gewicht der Estradiol-Gruppe lag mit 2133y + 329 signifikant
(p<0.00) unter dem durchschnittlichen Wert der anderen Gruppen als auch das
Gewicht der Estradiol+ICI-Gruppe (p<0.01), die durchschnittlich 241g + 21g wog. Bel
der Gruppe, die mit dem pflanzlichen Estrogen Coumestrol behandelt wurde, zeigte sich
dieser Effekt nicht. Das Gewicht der Gruppen ICI, Coumestrol, Coumestrol+ICI, CsA,
syngen, Erdnusl und Ethanad unterscheidet sich fast nicht voneinander (p=0.15 (siehe
Abb.23. Auf der anderen Seite unterscheidet sich das Gewicht der Estradiol-Gruppe
kaum von der Estradiol plus ICI-Gruppe (n.s.).
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5 e T Q g 35 ? g
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Abb. 23: Gewicht der Tiere (Mittelwerte + Standardabweichung)
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UTERUSGEWICHT

Bereits makroskopisch war bel der Explantation ein deutlicher Grofenunterschied
zwischen dem Uterus der 17-B-Estradiol-Gruppe und cem Uterus der anderen Gruppen
zu erkennen. Der Uterus auf Abbildung 24 zeigt die typische Grolée fur die Tiere, die
mit 17-B-Estradiol behandelt wurden. Im Vergleich dazu ist in Abbildung 25 en
représentativer Uterus aler anderen Gruppen zu sehen, dessen Uterushorner deutlich

schméler ausgepragt sind.

Abb. 24 Abb. 25

In der statistischen Uberpriifung konrnte gezeigt werden, dass sch das Uterusgewicht
der Gruppen, de kein 17-3-Estradiol substituiert bekamen einerseits nicht signifikant
untereinander  unterscheidet (p=0.08, andererseits aber ein signifikanter
Gewichtsunterschied zwischen desen Gruppen und ar Estradiolgruppe (p<0.001) bzw.
der Estradiol+ICI-Gruppe (p<0.00)) vorliegt. Zwischen den Gruppen Estradiol und
Estradiol+ICl konnte ébenfalls ein deutlicher Unterschied gemessen werden (p<0.001).
Die Coumestrol-Gruppe hatte keinen vergrolierten Uterus. In Abbildung 26 ist fir jede
einzelne Gruppe das durchschnittliche Uterusgewicht mit Standardabweichung
angegeben. Die Abszise zeigt die e@nzelnen Gruppen (die Versuchsgruppen [farbig]
und de Kontrollgruppen [wei(3]). Die Ordinate gibt das Uterusgewicht in mg an.
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mg
450+

Estradiol
ICI

Coumestrol
Estradiol+ICI
Coumestrol+ICI
CsA (Lew)

CsA (F344)

syngen

Erdnussél
Ethanol

Abb. 26: Uterusgewicht (Mittelwerte + Standardabweichung)

ESTRADIOLWERT DER TIERE

Bel der Explantation wurden jedem Tier zwischen 3 und ®nl Blut in Serumréhrchen
entnommen fur die anschlief3enden Estradiol- bzw. Lipidbestimmungen.

Der physiologische Wert von Serumestrogen bei weiblichen F344-Ratten betrégt,
abhangig vom Menstruationszyklus, 30-50 py/ml.

In Abbildung 27 ist zu erkennen, dassder Estradiolspiegel in den Gruppen, de mit 17-
B-Estradiol behandelt wurden (17-B-Estradiol und 17p-Estradiol+ICI) signifikant
erhoht ist (p<0.00). Die Estradiolwerte zwischen beiden Estradiol-substituierten
Gruppen urterscheiden sich nicht signifikant voneinander (p=0.47), ebenso lieffen sich
zwischen den anderen Gruppen keine signifikanten Unterschiede ekennen (p=0.16).
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Abb. 27: Estradiolwert (Mittelwerte + Standardabweichung)

LIPIDPROFIL DER TIERE

Aus dem gewonrenen Serum wurde neben dem Serumestradiol auch das Lipidprofil
(Triglyceride, LDL-Chadlesterin undHDL-Cholesterin) der Tiere bestimmt.

Abbildung 28ze gt den Mittelwert der Triglyceride der einzdnen Gruppen. Der
Wert der ICI-Gruppeist signifikant hoher als bel allen anderen Gruppen
(p<0.002.

Bel den LDL-Chadlesterinwerten urterscheidet sich de ICI-Gruppe éenfalls sgnifikant
von den anderen Gruppen (Abb. 29: Das LDL ist signifikant (p<0.01) hoher als bei den
restlichen acht Gruppen, de d@wagleich hoke Werte aufweisen (p= 0.25.
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Abb. 28: Triglyceride (Mittelwerte + Standardabweichung)
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Abb. 29: LDL-Cholesterin (Mittelwerte + Standardabweichung)
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Bel den HDL-Chdesterinwerten (Abb. 30 sind keine signifikanten Ergebnisse zu
beobaditen. Esist die Tendenz zu erkennen, dassdie Coumestrol-Gruppe die héchsten
HDL-Werte aifweist (p=0.09.

mg/dI
704

50+

40-

30+

20

104

Estradiol

ICI

Coumestrol
Estradiol+ICI
Coumestrol+ICI
CsA (Lew)

CsA (F344)

syngen

Erdnussol
Ethanol

Abb. 30: HDL-Cholesterin (Mittelwerte + Standardabweichung)

HISTOLOGIE

Durch de H.E.-Farbungwerden Degenerationen undAtrophien der Muskulatur sowie
Infarktarede sichtbar. Infiltrate zeichnen sich durch intensive blaue Kernférbungen der
vermehrten Zellpopuationen ab. Diese Farburg liefert eine gute Ubersicht Gber
Gewebsdrukturen des Myokards und der Geféle. Aulerdem koénren perivaskulére
Fibrosen undOdeme beurteilt werden.

Die nativen Herzen aler Tiere weisen keine pathologischen Veranderungen auf. Je nach
Versuchsgruppe ekennt man bei den alogenen Transplantaten eine durchbrochene
Lamina dasticainterna und reointimale Zell proliferation. Bel einigen Geféal3en ist eine
verstarkte perivaskulare Fibrosierung nachweisbar.
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Bel syngenen Transplantaten weisen de Gefalwande keine Verdickung auf, ihre
Struktur ist klar erkennbar. Das Myokard urterliegt jedoch vergleichbaren
Veranderungen wie bei den allogenen Transplantaten, es wirkt aufgelockert und
atrophisch.

Wandwverdickungen und Lumenobstruktionen konren in der H.E.-Farbung nur
abgeschétzt werden. Fir die Quantifizierung der Lumenobstruktion wurde die Elastica-
Van Gieson-Farbungherangezogen. Die Lamina dasticainterna der Gefél3e wird duch
eine kréftige Braunfarbung einerseits von ihren umgebenden Strukturen deutlich
abgrenzbar, andererseits in ihrer Integritdt beurteilbar. Bereits geringgradige
Lumenobstruktionen konren duch eine Zellvermehrung jenseits der Lamina @ndeutig
as olche ekannt werden. Unterbrechurgen oder Verschmélerungen der Lamina

verdeutli chten die verstérkte Immigration medialer Zellen in die Intima.

PLANIMETRIE

Die Lumenobstruktion ist en Charakeristikum der chronischen
Transplantatvaskulopathie. Um die Lumenobstruktion der intramyokardialen Gefélie
quantitativ zu erfaseen wurden Fotos von histologischen Schnitten in der Elastica-van
Gieson-Farbung dieser Herzen in den Computer eingescannt. Es wurde der Anteil des
im Schnitt sichtbaren ehemaligen Geféllumens errechnet, um den das Gefald duch
neointimale Zell ansiedlungen eingeengt wurde.

Abbildung 31 zeigt ein Gefél3 der syngenen Kontroll gruppe: Da bei der Transplantation
von F344 auf F344 de Tiere in sowohl alen MHC Klas= II-Loci as auch in alen
Klase I-Loci und Non-MHC-Loci Ubereinstimmen, kann ein Gefal3schaden nicht
immundogisch entstanden sein, sondern ist die Folge des Reperfusionschadens.
Abbildung 31 zeigt eine deutlich braun geférbte Lamina dastica interna, die von dcen
umgebenden Strukturen deutlich abgrenzbar ist und keine Unterbrechungen aufweist.
Eine neointimale Proliferation, de sich lumenwarts zeigen wiirde, ist nicht nadhweisbar.
Ebenso lasg sich keine Wandverdickung nadhweisen. Es snd keine morphdogischen
Zeichen einer chronischen TVP in desem, wie auch in alen anderen Prdparaten der

syngenen Gruppe, vorhanden.
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Abb. 31: EVG- Farbung (Vergr. 400>>§) / syngene Kontrollgrupp e (SO 21)
Demgegenuiber wird bel den Ukrigen Gruppen, bei denen Lew auf F344transplantiert
wurde, eine mehr oder weniger stark ausgeprégte TV P erwartet.

Abb. 32: EVG-Farbung (Vergr. 400x) / Estradiol-Grupp e (SO 40)
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Abbildung 32 zeigt zwei Gefél3e der Estradiol-Gruppe. Zentral liegt ein nach vdlig
intaktes Gefal3 mit klar abgrenzbarer Lamina dasticainterna ohne Lumenobstruktion.
Das etwas kleinere Gefal3 links im Bild weist zwar ebenfall s eine intakte braun geféarbte
Lamina dasticainterna auf, allerdingsist bei genauerer Betrachtung eine diskrete
konzentrische neointimale Proliferation zu erkennen.

Diese morphdogische Gegebenheit ist charakteristisch fir die Estradiol-Gruppe: Neben
valli g intakten GefélRen liegen auch Gefélde, die leichte Veranderungen im Sinne @ner
Lumenobstruktion aufweisen, bei meist intakter Lamina dastica interna. Insgesamt ist
die dronische TVP jedoch wesentlich milder ausgeprégt als bei den Gruppen 2, 4,5, 6,
7 und 8.

Abbildung 33 zeigt ein reprasentatives Gefald der Gruppe 2 (ICI-Gruppe) mit einer
vielfach urnterbrochenen Lamina dastica interna. Sehr ausgepragt und ceutlich zu
erkennen ist die neointimale Proliferation mit Lumenobstruktion. Dieses
morphdogische Zeichen der chronischen TVP ist bei der Mehrzahl der Gefél3e aus der
ICI-Gruppe zu beobadhten. Typisch ist auch die Wandverdickung des Gefal3es.

D W A
_{"_,""A:’ K ALY

Abb. 33: EVG-Farbung (Vergr. 400;2) / ICI-Grupp e (SO 26)
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In Abbildung 34 ist ein Gefald der Tiere agebil det, die Coumestrol (= Phytoestrogen)
bekamen.

Abb. 34: EVG-Farbung (Vergr. 400>>§) / Coumestrol-Grupp e (SO 55)

Die Wandstruktur ist klar erkennbar, das Gefal3 ist nicht verandert und es gibt keine
Zeichen ener neointimaen Proliferation oder Lumenobstruktion. Der Zustand der
Gefél3e dieser Gruppe ist vergleichbar mit den Gefél3en der Estradiol-Gruppe. Meist ist
eine nur sehr diskret ausgebil dete TVP erkennbar, die Lamina dasticainterna zeigt sich
fast immer intakt und de Gefa3wand zeigt keine Veranderungen im Sinne aner TVP.
Die Gefél3e in der ,Estradiol + ICI*-Gruppe sehen morphdogisch wie in Abb. 35aus:
Alle drei Geféle zeigen eine fortgeschrittene Lumenobstruktion, das urspriingliche
Lumen wird duch de Lamina dastica interna angedeutet, die tellweise unterbrochen
ist. Es handelt sich morphdogisch um ein fortgeschrittenes Stadium der chronischen
TVP.
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Abb. 35: EVG-Farbung (Vergr. 400x) / Estradiol+ICI-Grupp e (SO 39)
Vergleichbares zeigt sich in der Coumestrol+ICI-Gruppe: Die Gefédl3e zeigen eine

ausgepragte Wandwverdickung und dtmals eine durchbrochene Lamina dasticainterna.
Das Lumen ist deutlich verengt (s. Abb. 36.

ol

. T - L

Abb. 36: EVG-Farbung (Vergr. 400x) / Coumestrol+ICI-Gruppe (SO 72)
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Bel der CsA-Gruppe, die ds Kontrollgruppe dient, ist nach 150 Tagen eine deutlich
ausgepragte TVP zu beobadchten. In Abbildung 37 ist ein représentatives Gefald deser
Gruppe dargestellt, das eine klar erkennbare Wandverdickung und ein stark verengtes
Lumen zeigt. Die restlichen Kontroll gruppen - Erdnussil und Ethanadl - zeigen ebenfall s
eine TVP, de vergleichbar stark ausgepréagt ist wie die TVP der CsA-Gruppe. Das
Ausshen der Gefélle der Kontrollgruppen entspricht dem gezeigten Gefald in
Abbildung 37: Es snd ceutlich morphdogische Zeichen der TVP vorhanden, es
dominiert eine neointimale Proliferation lumenwérts der Lamina dastica interna,

woraus e ne deutli che Lumenobstruktion resulti ert.
-~ "?" o ’-']' 7o ; ; —

Abb. 37: EVG-Farbung (Vergr. 400;2) / CsA-Gruppe (SO 5)

Damit objektive Aussagen Uber das Ausmald der Transplantatvaskulopathie der
einzelnen Versuchsgruppen gemadt werden kénren, wurden de Elasticavan Gieson
Préparate planimetrisch ausgewertet: Alle Gefél3e die im Querschnitt getroffen waren
wurden fotografiert und eingescannt. Computergestiitzt konrten de Faden des
aktuellen bzw. des urspringlichen Lumens gemessen und die Geféa3olstruktion genau
berechnet werden. Abbildung 38 zeigt die Mittelwerte der Gefél3obstruktionen fur jede
einzelne Gruppe: Es ist zu sehen, dbss die Gefdie der syngenen Gruppe keine
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mesdaren Obstruktionen aufweisen. Dies war zu erwarten, well die Empfangertiere

dem gleichen Stamm angehorten wie die Spendertiere (F344- F344).
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Abb. 38: GefaRobstruktion (Mittelwerte + Standardabweichung)

Die CsA-Kontrollgruppe (Gruppe 6) zeigt die dronische TVP, die sich innerhalb von
150 Tagen bei der Stammkombination Lew — F344 hildet, wenn de Tiere 14 Tage lang
post OP nur mit CsA behandelt wurden. Vergleicht man de Gruppen Estradiol+ ICI,
Coumestrol+ICI, CsA, Erdnusgl und Ethand miteinander so wird deutlich, dass se
sich beziiglich des Ausmal3es der TVP nicht signifikant unterscheiden (p=0.55. Auch

die mit dem Estrogenrezeptor-Antagonisten IClI behandelte Gruppe zeigt ene
vergleichbar starke Obstruktionen der Gefal3e (p= 0.66).

Auffallig ist, dassdie Obstruktionen der Estradiol- bzw. Coumestrol-Gruppe deutlich
weniger stark ausgepragt sind als die der anderen Gruppen. Die Lumenobstruktion der
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Estradiol-Gruppe ist signifikant (p<0.002 geringer ausgepragt als die Obstruktionen der
sedhs anderen Gruppen (ICl, Estradiol+ICl, Coumestrol+ICl, CsA, Erdnussil, Ethanadl).

Ebenso zeigt die Coumestrol-Gruppe @ne signifikant mildere Auspragung der TVP
(p<0.00)) asdie sechs oben aufgeftihrten Gruppen.

Zwischen den beiden Gruppen , Estradiol” und,,Coumestrol“ besteht kein signifikanter
Unterschied bezlglich der Gefél3olstruktion. Die Tiere entwickelten eine vergleichbar
gering ausgepragte Lumenokstruktion.

In beiden Erganzungsgruppen Estradiol+IClI und Coumestrol+ICl ist die TVP
vergleichbar stark ausgeprégt wie in der 1CI-Gruppe. Der , vasoprotektive* Effekt, der
in der Estradiol- bzw. Coumestrol-Gruppe zu sehen war, ist nicht vorhanden.

Da in deser Arbeit geprift werden sollte, ob sich de dronische TVP durch eine
Estradiol- bzw. aufgehobene Estradiolwirkung unterschiedlich entwickelt, wurde die
Estradiol-Gruppe isoliert mit der Gruppe, die den Estrogenrezeptor-Antagonisten 1Cl
gespritzt bekam, verglichen. In Abbildung 39 ist zu sehen, dassdie statistische Prifung
die Beobachtungen der histologischen Bilder (Abb. 32 und 3Bbestétigt: Die Estradiol-
Gruppe zeigt eine signifikant geringer ausgepragte Lumenobstruktion (p<0.007).

(%)
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70 +
60 +
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Abb. 39: GefaRobstruktion d er Estradiol- und ICI-Grupp e

(Mittelwerte + Standardabweichung)
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Abbildung 40 zeigt, dass die Lumenobstruktion der Coumestrol-Gruppe ebenfalls
signifikant milder ausgeprégt ist as in  der  ICI-Gruppe (p<0.00J.
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Abb. 40: GefaRobstruktion d er Coumestrol- und ICI-Gruppe
(Mittelwerte + Standardabweichung)

Da Coumestrol fur die Applikation mit Erdnussil und Ethand gemischt werden musge,
ist der beobaditete vasoprotektive Effekt nicht eindeutig auf die Reinsubstanz
Coumestrol zuruckzufiihren. Deshalb wurden die Gefa3obstruktionen der Erdnussl-
bzw. Ethand-Gruppe mit den Ergebnisen der Coumestrol-Gruppe verglichen. Die
Lumenobstruktion der Erdnusgl- bzw. Ethand-Gruppe war signifikant starker
ausgepragt as in der Coumestrol-Gruppe (p<0.001 lzw. p<0.002. Durch Ausshluss
eines protektiven Effekts der Trégersubstanzen Erdnusil und Ethand kann de
beschriebene Wirkung der Reinsubstanz Coumestrol zugeschrieben werden.
Zusammenfassend het sich de dironische TVP sowohl in der Estradiol-, als auch in der
Coumestrol-Gruppe gleichermal3en gering entwickelt, wahrend sie in alen anderen
allogenen Gruppen signifikant stérker ausgepragt war.

IMM UNHISTOCHEMIE

Die imnunhstochemischen Farbungen mit Antikdrpern gegen verschiedene Epitope
relevanter, immunkampetenter Zellen denten zur ldentifizierung der verschiedenen
Entzindurgszellpopdationen im entzindichen Infiltrat. Damit konrten neben der
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Aussage Uber die Stérke und de Lokalisation der Entziindurgsreaktion auch Aussagen
Uber die Zusammensetzung des Infiltrats gemadit werden.

Mit immunhstochemischen Farbungen lassen sich auch in gesunden Herzen vereinzelt
Entziindurgszellen nachweisen: Makrophagen, CD4-paositive und CD8-positive T-
Lymphazyten, MHC-II- undICAM-1-exprimierende Zell en.

Die Auswertung der immunhistochemisch geférbten Préparate egab de in Tabelle 2
gezeigten Mittelwerte. Die myointimale MHC-II-Expresson war in der 17-p-Estradiol-
und Coumestrol-Gruppe vergleichbar mild ausgepragt wie in der syngenen Gruppe. Im
Gegensatz hierzu war die MHC-II-Expresson in der Myointima der anderen Gruppen
signifikant erhoht (p<0.002. Die Infiltratdichte von ED1-positiven Makrophagen und
CD8-positiven Lymphazyten (Suppessor+zytotoxische Lymphazyten) war sowohl in
der 17-B-Estradiol- als auch in der Coumestrol-Gruppe signifikant erniedrigt, nicht
jedoch die der CD4-positiven Lymphazyten (T-Helferzell en) (p<0.007).

Alle beschriebenen Beobaditungen urter 17-B-Estradiol- bzw. Coumestrol-Gabe
konnen duch Zugabe des Rezeptorblockers ICI aufgehoben werden (s. Tabelle 2:
Gruppen 4 und 5.
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Gruppe| n Medikation MHC-I ED1 CDh4 CD8 ICAM-1

1 7 Estradiol 05+05| 03+05| 1.4+05| 0.6x0.5| 0.8+0.5
p<0.001 | p<0.001 n.s. p<0.001 | p<0.002

2 6 ICl 23+04 | 15+05| 23+04 | 22+04 | 1.5+04

3 8 Coumestrol 08+04 | 0.7+05 | 1.8+05 | 0.8+0.4 | 0.8+0.5
p<0.001 | p<0.001 n.s. p<0.001 | p<0.002

4 8 Estradiol+ICI | 1.8+£0.5| 1.5£0.5| 2.3+x0.5| 2.1+0.5| 1.8x0.5

5 8 | Coumestrol+ICl | 25+0.9 | 1.2+0.8 | 2005 | 1.6£0.9 | 2.1+0.8

6 11 Kontrolle 26+0.7 | 1.5+£05 | 22+09 | 2.3+0.8 | 25+0.5

7 7 syngen 0.8+ 0.3 0 1.1+04 | 0505 | 0.5+05

8 8 Erdnussil 26+05| 1.3+08 | 1.6x05| 1.3+x05 | 25+0.5

9 3 Ethanal 1.7+06 | 1.3+06 | 1.0x0 | 1.3+0.6 | 2.0+x0.5

Tabelle 2: Inmunhistochemische Auswertung (Mittelwerte + Standardabweichung)/ Fir den Vergleich
wurde als statistischer Test die Varianzanalyse ANOVA mit anschliefendem LSD postHoc-Test
durchgefuhrt, wobei eine Irrtumswahrscheinlichkeit von < 0.05 als signifikant erachtet wurde/ Bestimmung
der Infiltratdichte anhand einer Skala von 0 bis 4 (0=negativ/1=mild/2=moderat/
3=ausgepragt/4=schwer)
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ICAM-1 ist ein Adhésionsmolekil, das bel der Zell-Zell-Interaktion eine grofe Rolle
spielt. Hierdurch konren sich Entzindurgszellen an das Endahel anheften. Die
Expresson vonlCAM-1 war in beiden Estrogen-Gruppen signifikant geringer alsin den
anderen Gruppen (ausgenommen de syngene Kontrollgruppe, die eenfalls eine
niedrige Expresson zeigte) (p<0.002. Durch zusétzliche Gabe von ICI konrte die
beschriebene Wirkung von 17p-Estradiol bzw. Coumestrol nicht mehr beobadtet
werden.

Zusammenfasend heben de immunhstochemischen Farbungen gezeigt, dass die
myointimale MHC-II- und ICAM-1-Expresson duch Estrogengabe (17-p-Estradiol
und Coumestrol) signifikant geringer ausgeprégt war. Ebenso de Infiltratdichte an
ED1-positiven Makrophagen und CD8-pasitiven Lymphazyten, richt jedoch de der
CD4-positiven Lymphazyten. Alle beschriebenen Wirkungen der Estrogene konrten
durch Zugabe des Rezeptorblockers ICI aufgehoben werden.
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4. DISKUSS ON

Die dronische Transplantatvaskulopathie ist die Hauptursache des Transplantatversagens
nach dem ersten pcostoperativen Jahr nach Herztransplantation und Inhalt weltweiter
Forschungsbemiihurgen (Adams et a., 1993 Billi ngham et a., 1994 Haverich et al., 1999.
Als initiale Veranderung bei der Transplantatvaskulopathie wird eine immundogisch
vermittelte zelluldre und humorale Endahelschddigung in einem Milieu zusétzlicher
nichtimmundogischer Risikofaktoren angenommen (Crisp et a., 1994 Dong et a., 1996
Lowry et a., 1993. Adhdsionsmolekille exprimierende Endathelzellen, proliferierende glatte
Muskelzellen, aktivierte Makrophagen und T-Lymphazyten reagieren auf eine Vielzahl
stimulatorischer  Zytokine und Wadstumsfaktoren und setzen somit die priméar
immundogisch bedingte Endahelschédigung in eine dronische Entziindurg im Sinne énes
»resporse to injury” um (Meiser et a., 1997. Durch de Proliferation undMigration glatter
Muskelzellen sowie durch Bildung einer interzellularen Matrix wird eine fortschreitende
Intimaproliferation indwziert (Cramer et a., 1992 Cunningham et a., 1994 Koskinen et al.,
1997 Salomon et a., 1991 Tilney et a., 1989. Ebenso spielt der Ischdmie-Reperfusions-
Schaden eine wichtige Rolle, da & eine friihe Endatheldysfunktion indwziert. Es resultiert ein
Ungleichgewicht der antithrombotischen undantiproliferativen Komporenten. Hierbel scheint
freilen Sauerstoffradikalen und anderen aggressven Mediatoren (Proteasen, Zytokine,
Eicosanoide) mit konsekutiver Aktivierung und Adhésion zirkulierender Leukozyten eine
zentrale Bedeutung zuzukommen (Chilian et al., 1993 Libby et al., 1989.

Um die Entwicklung der TVP zu urtersuchen, kammen Kleintiermodelle - insbesondere
Rattenmodell e - zur Anwendurg. Der Nadhtell des bei Ono undLindsey weder druck- noch
volumenbelasteten Herzens wurde durch de Modifikation radch Yokoyama gemindert und
damit das Modell der reden Belastung des Transplantats angendhert (Y okoyama d al., 1995.
Dieses Modell bildet die Grundage dieser Arbeit, deren Anliegen es ist, den Einflussvon
estrogenen Substanzen auf die Entwicklung der TVP zu urtersuchen.

Seit 1884 gelten Estrogene ds vasoprotektive Substanzen (MadKenzie d al., 1889. Seither
haben zahlreiche hamodynamische und plarmakologische Studien diese Aussage Uberprift.
Den ersten Beweis, dass Estrogene im kardiovaskuldaren System die Transkription cer
Genexpresson regulieren, erbrachten Horwitz et a.. Sie zeigten, dass radioaktiv markiertes
17-B-Estradiol spezifisch an Aortengewebe bindet (Horwitz et al., 1983. 1994wurde gezeigt,
dass menschliche glatte Muskelzellen funktionstiichtige Estrogenrezeptoren exprimieren
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(Karas et a., 1999, drel Jahre spdter wurden Estrogenrezeptoren in Kardiomyozyten und
Fibroblasten nachgewiesen (Grohe d al., 1997.

Wir haben 150Tage nach Herztransplantation de Lumenobstruktion als Charakeristikum der
chronischen Transplantatvaskulopathie unter Gabe estrogener Substanzen planimetrisch
untersucht. Die Gefél3e der 17-p-Estradiol- bzw. Coumestrol-Gruppe weisen leichte
Verdnderungen im Sinne ener Lumenobstruktion auf, bel meist intakter Lamina dastica
interna. Insgesamt ist die dronische TVP signifikant milder ausgeprégt als bel den anderen
Gruppen (ICl, Estradiol+ICl, Coumestrol+ICI, CsA (alogen), Erdnussl und Ethanal). Fehlt
die Behandung mit estrogenen Substanzen, zeigt sich in der EVG-Farbung eine vielfach
unterbrochene Lamina dasticainterna mit ausgepragter neointimaler Proliferation unddaraus
resultierender Lumenobstruktion. Da Coumestrol fur die Applikation mit Erdnusdl und
Ethand gemischt werden musde, wurde geprift, ob der beobadtete vasoprotektive Eff ekt
auf die Reinsubstanz Coumestrol zurlickzufihren ist. Die Lumenobstruktion der Erdnussil-
bzw. Ethand-Gruppe ist signifikant stérker ausgeprégt als in der Coumestrol-Gruppe, ein
protektiver Effekt der Tragersubstanzen Erdnussl und Ethand kann somit ausgeschlossen
werden. Die beschriebene Wirkung kann somit der Reinsubstanz Coumestrol zugeschrieben
werden.

Durch Zugabe des Estrogen-Rezeptorblockers ICl kann de Wirkung von 17p-Estradiol bzw.
Coumestrol auf die Entwicklung der TV P aufgehoben werden. Dementsprechend scheint die
Wirkung auf die Gefdle sowohl von 17B-Estradiol as auch von Coumestrol
rezeptorabhangig zu sein, well ihr erzielter Effekt mit ICl zu antagonisieren ist. Ebenfalls
rezeptorvermittelt muss die Wirkung von 17B-Estradiol auf den Uterus win, da die
signifikante GroRRenzunahme bel aleniger 17-B-Estradiol-Gabe durch zusétzliche Gabe des
Estrogenrezeptorantagonisten ICI nicht beobadhtet wird. Obwohl durch Coumestrol-Gabe die
Entwicklung der TVP ebenso signifikant vermindert ist wie durch Gabe von 173-Estradiol,
unterscheiden sich ihre Wirkungen auf den Uterus sgnifikant voneinander. Nur 17-(3-
Estradiol bewirkt eine signifikante Grofen- und Gewichtszunahme des Uterus. Der Uterus der
Coumestrol-Gruppe zeigt keine Grofen- bzw. Gewichtszunahme, obwohl Coumestrol
ebenfalls den Estrogenrezeptor aktiviert. Dies bestétigt die Tatsade, dass es zwel
verschiedene Estrogenrezeptoren mit unterschiedlichen Affinitéten fur die verschiedenen
Estrogene geben muss Diese Vermutung wurde estmals 1997 vonKuiper et al. beschrieben,
die in ihrer Arbeit zeigten, dass zwel Estrogenrezeptoren (ER) existieren, ER-a und ER-3
(Kuiper et a., 1997. Diese Rezeptoren sind in den verschiedenen Geweben urterschiedlich

verteilt. Da an Uterus o- und -Rezeptoren vergleichbar hoch exprimiert werden, aber (wie
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gezeigt) nur 17-B-Estradiol eine GroRenzunahme bewirkt, hat eine Aktivierung des ER-[3
vermutlich andere Folgen als die des ER-a. Die Studie von Kuiper et a. zeigte ail¥erdem,
dassdie zwel Rezeptorsubtypen o und 3 unterschiedliche Affinitaten fur die in deser Arbeit
verwendeten Substanzen haben. Fir die Bindurgsaffinitét des ER-a gilt 17-B-Estradiol >
Coumestrol > ICI. ER-[3 zeigt folgende Reithenfolge: Coumestrol > ICI > 17-B-Estradiol. 17
B-Estradiol bindet somit starker an den o-Rezeptor, wahrend Coumestrol eine hohere
Bindurgsaffinitdt zu [-Rezeptoren zeigt. Diese beschriebenen Unterschiede zwischen den
beiden ER-Subtypen hinsichtlich ihrer relativen Liganden-Bindurgsaffinitét und ihrer
unterschiedlichen Vertellung im Gewebe kdnnten ein wichtiger Grund fur die selektive
Wirkung von Estrogen-Agonisten und -Antagonisten in verschiedenen Geweben sein. Eine
neue Studie wirft die Frage aif, ob 17B-Estradiol Uber einen nach nicht identifizierten
Rezeptor wirkt (Karas et a., 200). Karas et al. fuhrten heterotope Herztransplantationen bei
ER-a- und ER-B-Knockout-Mausen duch: 17-B-Estradiol erhohte signifikant das
Uterusgewicht und inhibierte die Proliferation vonglatten Muskelzellen in den Gefélien. Es
gilt zu dskutieren, ob dr 17-B-Estradiol-Eff ekt deshalb evtl. rezeptorunabhéngig ist oder ob
ein nach nicht identifizierter Rezeptor existiert. Hawkins et al. wiesen 2000erstmals einen
dritten Estrogenrezeptor (ER-y) in einer Krake aus dem Atlantik nach. Phylogenetische
Untersuchurngen zeigten, dassder ER-y durch Gen-Duplikation des ER- entsteht. Der dritte
Rezeptorsubtyp weist Aminosaurenunterschiede in Regionen auf, die fir die
Ligandenbindung und Rezeptoraktivierung wichtig sind (Hawkins et a., 200Q. Die
Anwesenheit von de funktionellen Estrogenrezeptoren in einer Spezies erweltert die
Wichtigkeit dieser Rezeptoren undléasd ein dynamisches System vermuten. Allerdings ist der
Nadhweis eines dritten funktionstiichtigen Estrogenrezeptors in Ratten und Menschen hisher
nicht erbracht worden. In desem Kontext fiel uns auf, dass ®wohl die Tiere der Estradiol- a's
auch der Estradiol+ICI-Gruppe signifikant weniger wiegen, im Vergleich mit allen anderen
Gruppen. Diese Wirkung wird nicht durch den Estrogen-Rezeptorblocker ICl antagonisiert
und kann deshalb nicht Gber ER-a oder ER-[3 vermittelt worden sein. Es g€llt sich de Frage,
ob Estradiol diesen beobadhteten Effekt rezeptorunabhéngig bewirkt oder ob dese Wirkung
evtl. Uber einen nach nicht identifizierten ER-Subtyp vermittelt wird, zu dem 17-3-Estadiol
eine Affinitét besitzt, ICI aber nicht. Dadurch wére es erkléarbar, dassICl den Estradiol-Eff ekt
nicht aufheben kann.

Estrogene sind Substanzen, de bisher auf die Therapie klimakterischer Beschwerden, de
Pravention und Behandung der Osteopaose und auf gyndkologische Anwendurgen
beschrankt sind. In der Postmenopause kann eine Estrogentherapie signifikant die
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Mineradisierung des Knochens geigern und so de Frakturrate im Alter vermindern
(DeGregorio et a., 1998 Fontana € al., 1999 Prelevic @ a., 1997 Wenger et a., 1999. Der
Medhanismus der Estrogenwirkung auf den Knochen ist nicht voll standig geklart, all erdings
ist bekannt, dass Estrogene direkt auf Knochenzellen wirken, in denen berets
Estrogenrezeptoren identifiziert wurden (Ribot et a., 1997. Estrogene sind in der Lage die
Osteoklastengenese zu reduzieren, indem sie die Produkion von Zytokinen (IL, TNF)
moduieren und zusédtzlich de Wadstumsfaktoren von Knochenmark und Knochenzellen
transformieren (Ribot et a., 1997. Aulerdem wurde in zahlreichen Studien gezeigt, dass
Estrogene a@nen pasitiven Effekt auf die kognitive Funktion heben (DeGregorio et al., 1998
Greene @ a., 2000 Prelevic @ d., 1997. Ribot et al. berichteten 1997 vonStudien de
gezeigt haben, dassEstrogene enerseits das Risiko an der Alzheimer Krankheit zu erkranken
um 50% reduwzieren undauf der anderen Seite bei bestehender Alzheimer Krankheit fir ein
verzogertes Fortschreiten sorgen (Ribat et a., 1997. Die Tatsadhe, dass Estrogene die
Inzidenz von Herzkrankheiten (wie KHK und Myokardinfarkt) bei postmenopausalen Frauen
deutlich senken kénren, ist in zahlreichen Studien gezeigt worden (Calaf et a., 1997, Schurz
et a., 1997 Wenger et al., 1993. In desem Zusammenhang wird immer wieder auf den
pasitiven Einflussder Estrogene auf das Lipidprofil verwiesen. Bush et al. vermuteten, dass
fur den kardioprotektiven Effekt einer Estrogen-Substitutionstherapie in der Postmenopause
vor alem das erhohte HDL von Bedeutung ist (Bush et a., 1996. Westerveld et a. zeigten,
dass bel postmenopausalen Frauen duch Substitution von 17B-Estradiol die postprandiae
HDL-Reduktion verhindert wurde (Westerveld et al., 199§. Diein der Literatur beschriebene
Beobadhtung, dass Estrogene @ne Zunahme des HDL-Cholesterin bewirken, konre in
unserer Arbeit nicht nachvollzogen werden (Oparil et a., 1999. Da 17-B-Estradiol und
Coumestrol eine deutlich mildere Auspréagung der TVP bewirken, ohre das Lipidprofil
signifikant zu beanflussen, missen nach andere, sich summierende Faktoren involviert sein.
Doch welche Medhanismen dafur verantwortlich sein konrten, deibt offen.

White @ al. sahen den grof¥en Vorteil einer Estrogenbehandung einerseitsin der Regulation
der Zdlproliferation und andererseits in der verminderten Infiltration von
Makrophagen/Monazyten in de Gefaldwand (White @ al., 1997. Denn dese Zdltypen
spielen bel den sich entwickelnden Lasionen der Gefal3wand eine entscheidende Rolle in der
TVP. Oparil et al. beobadteten, dass Estrogene die neointimalen Formationen der
Gefédllwand ebenso de Proliferation in der medialen glatten Muskelzellschicht, eine
Zellmigration in de Neointima und eine Stimulation des Endathels hemmen (Oparil et al.,
1999. Unsere immunhistochemischen Farbungen mit Antikdrpern gegen CD8 und
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Makrophagen/Monazyten zeigen duch 17-B-Estradiol- bzw. Coumestrol-Gabe ene
signifikante Verminderung von Suppresor- und zytotoxischen T-Lymphazyten und
Makrophagen im Vergleich zu den anderen Gruppen. CD4-pasitive Zellen (T-Helferzellen)
sind richt signifikant vermindert. Lou et al. bestétigen ebenfall s eine signifikante Reduktion
von CD8-positiven T-Lymphazyten nadh Estrogen-Gabe. Sie fanden heraus, dass T-
Helferzellen (im Gegensatz zu CDS8-positiven T-Zellen) keine Estrogenrezeptoren
exprimieren undes deshab zu keiner Suppresson der CD4-positiven T-Lymphazyten kommt
(Athreya @ a., 1993 Louet a., 199§.

Weliterhin scheinen Estrogene die MHC-11-Expresson undsomit das Hauptsignal, durch das
Blutgefal3e des Spenderorgans von Empfangerlymphazyten als fremd erkannt werden, zu
vermindern. Da dieser Vorgang das Transplantat zur Zielscheibe fir immundogisch
vermittelte Schaden madt, wéare diese Beobadhtung eine Erkldrung fir den vermuteten
kardioprotektiven Effekt der Estrogene nadh Transplantation (Saito et al., 199§. Unsere
Ergebniss zeigen eine signifikant hohere MHC-II-Expressonin den Transplantaten der nicht
Estrogen-behandelten Gruppen. Signifikant geringer war die Expresson in der syngenen
Gruppe und der 17-p-Estradiol- bzw. Coumestrol-Gruppe. In syngenen Transplantaten ist der
Reiz zur MHC-II-Expresson nu durch den Ischamie-Reperfusions-Schaden zu erkléren.
Dieser Reiz scheint nadh urseren Ergebnisen keinen signifikanten Einfluss auf die
Entwicklung der TVP zu haben. Lou et al. urtersuchten den Effekt der chronischen
Estradiolbehandlung auf die TVP und Immunogenitét nach Herztransplantation kel
Kaninchen. Die MHC-II-Expresson war nach 6 Wochen in der Estradiol-Gruppe nicht
nachzuweisen unddie Anzahl der Makrophagen war deutlich vermindert, wéhrend de Zahl
der T-Zelen unwerandert war. Aulierdem war die myointimale Proliferation der Estradiol-
Gruppe wesentlich geringer ausgepragt (Lou et al., 1997. Die Expresson vonMHC-II wird
durch verschiedene Stimuli, wie z.B. IFN-y induziert (Saito et al., 1998). Russ et al. zeigten
1994, dsseine Behandung mit monokonalen Antikdrpern gegen IFN-y die chronische TVP
nach Herztransplantationen bei Mausen vermindert (Russl et a., 1994. Eine andere Studie
zeigte in abdaminellen Aortentransplantaten bei Ratten, dass Estrogene die MHC-II-
Antigenexpresson im Transplantat hemmen, obwohl IFN-y und dr [IFN-y-Rezeptor
hochreguli ert werden (Saito et al., 1999.

Eine weitere in der Literatur beschriebene Erklarung fur die Estradiol-Wirkung ist die
Reduktion des Zytokins TNF-a. Dadurch wird die Expression von ICAM-1 vermindert und
somit die Leukozytenadhésion am Endahel und dmit die Entziindurgsregtion
abgeschwadt (Ito et al., 2001 und 2002Rogers et a., 2001 Squadrito et a., 1997. Die
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Suppresson vonICAM-1 nach Herztransplantation konrte aich von urs beobadhtet werden.
Sowohl die 17-B-Estradiol- as auch de Coumestrol-Gruppe zeigen in der
immunhistochemischen Farbung eine signifikant verminderte Expresson.

Eine weitere mogliche Erklarung, warum estrogene Substanzen de Entwicklung der
chronischen TVP deutlich verzogern, konrte der nachgewiesene antioxidative Effekt von
Estrogenen sein, der durch ihren Phendring zustande kommt (Sugioka € al., 1987. Keaney
et a. zeigten 1994 in ihrer Studie mit ovarektomierten Schweinen, dass eine
Estrogenbehandung die Schweine vor der Oxidation vonLDL schiitzte (Keaney et a., 1999.
Ebenso wird de LDL-Oxidation bei postmenopausalen Frauen reduziert, wenn sie ene
Estrogensubstitution erhalten (Sadk et al., 1994. Estrogene entfalten ihre Wirkung so schnell,
dass dies nicht durch eine Estrogen-indwzierte Reduzierung der LDL-Oxidation erklart
werden kann. Es wird vielmehr vermutet, dass Estrogene die Anzahl der freien Radikale
direkt in der Arterienwand reduzieren (Gerhard et a., 1995. Von White & al. wurde an
durch Estrogene indwzierter Abfall des Redoxpotentials der Gefa3wand beobadhtet. Dieser
Abfal kommt durch eine Hemmung der Lipoproteinoxidation zustande (White & al., 1997.
Sie verabreichten Mausen zusétzlich zu Estrogenen den NO-Synthase-Hemmer L-NAME und
stellten fest, dassdie Zugabe von L-NAME den vasoprotektiven Effekt der Estrogene nicht
anderte. Deshalb kamen sie zu dem Ergebnis, dassEstrogene ihren protektiven Eff ekt auf die
Gefél3e der Maus NO-unabhangig ausiiben. Dieser Meinung sind auch Elhage € al., de 1997
zeigten, dbss Estrogene zwar nicht die Oxidation von fre zirkulierenden Lipiden
beanflussen, sie der durchausin der Lage sind Lasionen in der Aorta ascendens von Méausen
deutlich zu reduzieren (Elhage d@ al., 1997. Dieser Effekt ist sowohl bei aleiniger
Verabreichung von Estrogenen zu beobadten, als auch in Kombination mit L-NAME. Die
alleinige Gabe von L-NAME zeigte jedoch keine Wirkung, d.h. nui die basale NO-Produktion
in der Arterienwand schitzt nicht vor den geflrchteten Lasionen. 1998wurde gezeigt, dass
die atioxidatative Wirkung von Estrogenen Ubker eine Beanflussung des Glutathion
Metabolismus erkléarbar ist. Denn in Abwesenheit von Estrogenen wird das intrazell ulare
Antioxidans Glutathion im Myokard so stark reduziert, dass es zu einer myokardiaen
Dysfunktion kanmt (Kim et a., 1998. Wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt, kann das
Phytoestrogen Coumestrol die Gefd3e gleich stark vor einer TVP schitzen wie 17-f3-
Estradiol. 1998 wurde gezeigt, dass auch Phytoestrogene (wie Coumestrol oder auch
Genistein, etc.) freie Radikale &fangen konren (Clarkson et al., 199§. Somit scheint die
Verhinderung der Glutathion-Reduktion eine mdgliche Erklérung fir unsere beobadtete
gefal3protektive Wirkung beider Substanzen zu sein.
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Vielfadh diskutiert wurde die Moglichkeit, dass NO bei der vasoprotektiven Wirkung von
Estrogenen eine Rolle spielt. In einigen Studien wird Estrogenen eine endathelabhdngige
Wirkung auf das vasodil atierende System NO/cGMP nachgesagt (Drexler et a., 1994 Muck
et a., 1999. Mehrere Studien beschrelben, dass Estrogene die endahelabhéngige
Vasodil atation sowohl bel normochoalesterolamischen Affen, als auch bei Affen mit bereits
manifester Atherosklerose steigern (Gerhard et al., 1995 Gisclard et a., 1988 Miller et d.,
1988 Williams et al., 1990. Diese Verbeserung war mit einer erhéhten NO-Freisetzung
asziiert (Gerhard et al., 1995. Sie stellten auff¥erdem fest, dasseine Estrogensubstitution bei
postmenopausalen Frauen mit Atherosklerose é@ne endahelabhéngige Vasodilatation
bewirken kann. Die ehdhten Serumnitrate und Nitritwerte bel postmenopausalen Frauen mit
einer Langzeit-Estrogensubstitution erstarken de These, dass die NO-Produltion duch
Estrogene gesteigert wird, indem in menschlichen Endathelzellen Gker den Estrogenrezeptor
die Transkription von eNOS hochreguliert wird (Hishikawa & a., 1995 Rosslli et a.,
1999. In den ersten Tagen nach medanischer Intimaverletzung Ubt die vermehrte NO-
Produktion einen antithrombotischen Effekt aus, der eine Pldttchenaggregation und eine
nachfolgende Thrombaosierung des Gefaldlumens verhindert. Durch zusétzli che Vasodil atation
wird der Blutfluss durch das geschédigte Geféld verbessert. Die schnell einsetzende NO-
Produkion geschédigter Geféllabschnitte hat hier die wichtige protektive Aufgabe enen
ungestorten Blutfluss im Geféld trotz des Intimaschadens aufrechtzuerhaten (Yan et a.,
1994). Eine weitere Schutzfunktion fir das Gewebe konnte NO Uber die Hemmung von CD8-
positiven T-Zell en austiben, welche in vitro nachgewiesen werden konrte (Lewis et a., 1999.
In vitro-Versuche a1 Hasen-Aorten belegen, dass NO die Adhésionsféhigkeit von
Makrophagen undMonazyten an das Endahel stark verringert (Tsao et a., 1994 und 1997
In urserer Arbeit zeigen de immunhistochemische Farbungen mit Antikdrpern gegen CD8
und Makrophagen/Monazyten, dassestrogene Substanzen eine verminderte Infilt ratdichte von
CD8-positiven T-Zellen undMakrophagen/Monazyten bewirken. Szabolcs et al. urtersuchten
den Apoposegrad bel Makrophagen undKardiomyozyten im abgestof¥enen Herztransplantat
sowohl im Rattenmodell, als auch beim Menschen. Sie fanden jeweils eine Korrelation
zwischen dem Apoposegrad und am Ausmald der NO-Produktion undfolgerten daraus, dass
Apoptose ene wichtige Ursadhe des Herzmuskel zellt odes wahrend des AbstoRurgsprozesses
darstellt, und dissdieser Medanismus durch NO reguliert wird (Szabolcs et al., 199§. Eine
pharmakol ogische Studie von 1999 utersuchte, welche Mecdanismen bei der 17-3-Estradiol-
indwzierten Vasodilatation am isolierten und grfunderten Rattenherzen eine Rolle spielen
(Hugdl et a., 1999. Hierfir wurden die Herzen mit verschiedenen Substanzen (L-NAME,
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Diclofenac, Glibenclamid und Nifedipin) vorbehandelt. Es zeigte sich, dass es trotz
Hemmung der NO-Synthese durch L-NAME zu einer Vasodil atation kam, 17-B-Estradiol die
Vasodil atation somit nicht tGber NO bewirkte. Sowohl Diclofenac (ein Prostaglandin-
Synthese-Hemmer) as auch Glibenclamid (ein K+ATP-Blocker) verminderten de
Vasodilatation, duch Nifedipin (ein Kalziumkanalblocker) wurde sie sogar komplett
aufgehoben. Der dilatatorische 17-B-Estradiol-Effekt wurde somit hauptsachlich Gbker den
Kalziumkanal vermittelt, allerdings gielte ene Prostaglandin-Freisetzung und eine K+ATP-
Kanal-Aktivierung ebenfall s eine Rolle (Hugel et al., 1999. Diese Interaktion vonEstrogenen
mit lonenkanden von Gefal3zellen wurde in der Literatur mehrmals nachgewiesen (Jiang et
a., 1991 Vargas et da., 1989. Estrogene verursachen duch eine Hemmung des
Kaziumeinstroms in de Zelle éne Relaxation von Koronararterien (Christian et a., 2002
Helguera @ al., 2002 Jiang et a., 1993. White & al. présentierten 1995Daten, de zeigen,
dassbhel Estrogen-Gabe die endahelunabhdngige Relaxation der Koronararterien durch einen
erhbhten Kalziumausgrom aus der Zelle und einer Aktivierung von spannurgsabhangigen
Kaliumkandlen (also einem erhdhten Kali umausgrom) zustande kommt (White d a., 1995.

Zusammenfasend vermindern  17-p-Estradiol und Coumestrol rezeptorabhdngig die
Entwicklung der TVP. Dieser Effekt ist auf mehrere Medanismen zurickzufiihren: Beide
estrogene Substanzen besitzen einen immunmodui erenden Effekt, indem sie @nerseits eine
signifikant verminderte Expresson von MHC-II und ICAM-1 und andererseits eine
verminderte Infiltratdichte von CD8-positiven Lymphazyten und Makrophagen bewirken.
Eine signifikante positi ve Beanflussung des Lipidprofils mit HDL-Cholesterin-Erh6hurg und
LDL-Chdesterin-Verminderung konnten wir im Tiermodell nicht nachvallziehen. Deshab
kann der beobaditete gefaBprotektive Effekt eventuell nicht aleine af ene
Lipidbeanflusaung zurtckzufihren sein. Als mogliche Erklarung sind urter anderem
folgende nadhgewiesene Medhanismen denkbar: 17-B-Estradiol und Coumestrol vermindern
die Infiltratdichte von Makrophagen, Monazyten sowie Lymphazyten, sie bewirken eine
Reduktion des Zytokins TNF-a mit folgender verminderter Leukozytenadhésion, sie besitzen
eine antioxidative Wirkung undinduzieren eine vermehrte endothel abhénige NO-Freisetzung.
Allerdings gilt zu beaditen, dass Estrogene auch urerwiinschte Wirkungen verursachen: Sie
erhohen fur Frauen das Risiko an einem Endametriumkarzinom zu erkranken um das 6-fade.
Durch zusétzliche Progesteron-Gabe kann deser unerwiinschte Effekt verhindert werden
(Meinertz et al., 1997. Kontroverse Meinurngen herrschen dartiber, ob eine Estrogen-Therapie
das Risiko fur Brustkrebs erhéht. Einige Studien beschreiben eine positive Korrelation
zwischen der postmenopausalen Einnahme von Estrogenen und @m Auftreten von
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Brustkrebs, die mit jedem Einnahmejahr ansteigt (Colditz et al., 199§. Andere Studien
konrten kein erhdhtes Risko nachweisen (Stanford et al., 1995 DeGregorio et a., 199§.
Prelevic & al. kamen zu der Schlusdolgerung, dassdas Risiko in den ersten 12Monaten einer
Estrogentherapie an einer vendsen Thromboembadlie zu erkranken viel hoher ist as das
Brustkrebsrisiko, deses Risiko aber besser akzeptiert wird (Prelevic @ a., 1997. Caaf et a.
kamen zu dem Schluss dass eine Hormonersatztherapie dlen Frauen in der Postmenopause
zugute kommt, die keine gravierenden vorbestehenden Erkrankungen (wie z.B.
Thrombaoseneigung oder arterielle Hypertonie) aufweisen (Calaf et a., 1997. Eine familiére
Brustkrebsanamnese zdhlt nicht zu solchen vorbestehenden Risikofaktoren, da nad
DeGregorio et a. Frauen, in deren Familienanamnese gehauft Brustkrebs vorkam trotz ihrer
Hormontherapie kein erhdhtes Brustkrebsrisiko hatten, verglichen mit gleichaltrigen Frauen
ohne vorbestehender Familienanamnese (DeGregorio et a., 1998. Es snd nah eine Reihe
von pospektiven randamisierten Studien ndig, um zu Kéren, ob duch Estrogensubstitution
das Brustkrebsrisiko erhéht ist und duch welche neueren estrogenhaltigen Préparate dieses
Risiko gesenkt werden konrte (Fontana € al., 1999 Menertz et al., 1997. Ein Ansatz in
diese Richtung wéren z.B. selektive Estrogen-Rezeptor-Moduatoren (Rao et a., 1998
Spencea at al., 1999 Weryha d@ a., 1999. Die Entwicklung neuer Medikamente mit
dhnlichem Wirkprofil wie die Estrogentherapie, aber gesichertem Ausschluss einer
Risikoerhohurg fur Brustkrebs wirde postmenopausalen Frauen sehr viel Gutes bringen.
Deshalb wurden hierzu schon einige Untersuchungen gemadt, wie z.B. 1998von Clair et al.:
Da die Entwicklung einer Atherosklerose im Tiermodell und de Inzidenz einer KHK bel
postmenopausalen Frauen deutlich durch eine Estrogenbehandlung reduziert wird, suchten sie
nach estrogendhnlichen Substanzen undentdedkten die Phytoestrogene. Phytoestrogene sind
unter anderem in Sojabohren enthalten und taben eine schwade estrogene Wirkung, daftr
scheinen sie aber starke positive Effekte auf die Arterienwand zu haben. Laut Clair et a. sind
Phytoestrogene vergleichbar mit “Designerhormonen”, die wegen ihres pasitiven Eff ektes auf
das Skelett und kardiovaskulare System und dem ausbleibendem krebsfordernden Eff ekt auf
Brust und Endametrium entwickelt wurden (Clair et al., 1999. In der vorliegenden Arbeit
wird erstmals gezeigt, dassnicht nur das physiologische 17-3-Estradiol eine gefal3protektive
Wirkung besitzt, sondern auch das in Pflanzen varkommende Phytoestrogen Coumestrol.
Histologie und Planimetrie zeigen, dass swohl 17-B-Estradiol als auch Coumestrol gegen de
Entstehung einer TVP protektiv wirken. Fitzpatrick et al. verdffentlichten 1999 ihre
Beobadhtungen, dessbereits viele Frauen in den USA Phytoestrogene in der Postmenopause
verwenden, dlerdings fehlen nach brauchbare Aussagen Uber ihre Langzeiteffekte
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(Fitzpatrick et a., 1999. Auch Clarkson et a. beschéftigten sich 1998mit dieser aternativen
Behandlungsmethode fur Frauen in der Postmenopause: Sie wollen den Patientinnen eine
Therapie bieten, de die guten Eff ekte ohre negative Aspekte aufweist und hdfen, dassdiese
natUrlichen Estrogene, die mit der Nahrung (z.B. Sojabohren) aufgenommen weden kdnren,
mehr Akzeptanz finden als die pharmakologische Estrogentherapie (Clarkson et a., 1998.
Die Vor- und Nadteile ener Estrogentherapie sind sorgféltig abzuwagen. Die therapeutische
Anwendurg von Estrogenen bei Herzkrankheiten wird hauptsachlich duch zwei Fragen
eingeschrankt: , Erhdhen Estrogene bel Frauen de Inzidenz von Brustkrebs?* und ,W elche
Dosierung dieser weiblichen Hormone ist fur méannliche Patienten angemessn ohre
feminisierende Probleme, Unfruchtbarkeit und ein erhéhtes Risiko fur Hodenkrebs zu
verursachen?*. Dann konren sich eventuell neue Behandlungsdrategien fur transplantierte
Patienten ergeben. Gegenwartig ist kein Immunsuppressvum mit eindeutig bewiesenem
Nutzen bezuglich der Prévention der TVP routinemaldig im Einsatz (z.B. Cyclosporin A,
Taaolimus, Mycophendat-Mofetil, 15-Deoxyspergualin, Rapamycin, Antikdrper gegen den
IL-2-Rezeptor oder ICAM-1, CTLA 4lg, etc.) (Gregory et al., 1995 Hosenpudet al., 1996;
Russell et a., 1999. Zum Erhat der Endahefunktiion und Verhinderung einer
Intimaproliferation wurden experimentell unter anderem ein  Somatostatinanalogon
(Angiopeptin) oder L-Arginin (NO-Vorléufer) verabreicht (Lou et a., 1996 Meiser et a.,
1992. Aul¥erdem wird versucht durch Gabe von Diltiazem (= Kaziumantagonist), ACE-
Hemmer oder HMG-CoA-Reduktase-Inhibitoren die Entwicklung einer chronischen TVP in
der Klinik zu verzégern undsomit das Langzeittberleben zu verbessern (Kobashigawa d al.,
1995 Mehra @ a., 19%; Schroeder et a., 1993. Es wae dso duchaus snnvdl
transplantierten Frauen in der Postmenopause eganzend eine Estrogen-Substitution
zukommen zu lassen (Foegh et a., 1995. Um fir Manner die protektiven Wirkungen von
Estrogenen nuzen zu konren, mussen de Wirkungen der Estrogenrezeptor-Untergruppen
untersucht werden und eventuell selektive Agonisten gefunden werden, de nicht

feminisieren.
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5. ZUSAMM ENFASSUNG

Die Herztransplantation stellt heute oftmals die anzig effektive Therapie fir Patienten mit
Herzerkrankungen im Endstadium dar (Meiser et a., 1997. Seit dem routineméaldigen Einsatz
von Cyclosporin A kann de &ute Absto3urg besser kontrolliert werden. Die dronische
Absto3ury, die sich bereits nach drel Monaten entwickeln kann, stellt heute die Hauptursache
aler Transplantatversagen nadh dem ersten paostoperativen Jahr dar. Da sie sich hauptsadlich
durch pathologische Verdnderungen am Gefa3bett des Transplantats manifestiert, wird sie
auch chronische Transplantatvaskulopathie (TVP) genannt. Um die histologischen Vorgange
der TVP zu ergrinden, de zum Transplantatversagen fihren, sind verschiedene Tiermodelle
erarbeitet worden. Durchgesetzt haben sich heterotope Herztransplantationen bei Ratten
verschiedener Inzuchtstdmme. In deser Arbeit wurde das als besonders glinstig empfundene
und lereits vielfach verwendete Tiermodell heterotoper Rattenherztransplantationen in der
Stammkombination Lew - F344 verwendet (Ono et a., 1969. Die sich hier einstellenden
Veranderungen entsprechen in holem Grad denen menschli cher Transplantate.

Seit 1995ist bekannt, dasszwei Estrogenrezeptoren (ER-& und ER-@’) mit unterschiedlicher
Expresson in den verschiedenen Organsystemen existieren. Im Herzen Ukerwiegt die
Expresson des ER-B (Savolainen et al., 200). In deser Arbeit wurden zwei Hormone mit
unterschiedlicher Affinitdt zum ER-a bzw. ER-3 der Estrogenfamilie ausgewahlt: 17-[3-
Estradiol (ein physiologisches Estrogen mit hoherer Affinié zum ER-a) und Coumestrol (ein
pflanzliches Estrogen mit hoherer Affinitdt zum ER-3). AulRerdem wurde ICI 182.780(ein
kompetitiver ER-Antagonist) verwendet. Die angefertigten histologischen Praparate stellten
die histologischen Verénderungen im Gewebe der chronisch abgestoffenen Herzen nach 150
Tagen dar. Es konrte deutlich dargestellt werden, dess bei Gabe von 17p-Estradiol und
Coumestrol die proliferativen Intimaveranderungen der TVP signifikant vermindert werden
kénren. Bemerkenswert war, dass dieser protektive Effekt von 17p-Estradiol- bzw.
Coumestrol durch zusétzliche Gabe des Estrogenrezeptor-Antagonisten ICl aufgehoben
wurde. Diese Ergebnise konrnten duch de genaue redhnergestitzte Vermesaung der
Gefallumina dargestellt werden.

Durch immunhistochemische Farbungen mit Antikdrpern zur Markierung von T-Helferzellen,
T-Suppressorzellen, MHC-1I-Strukturen, Makrophagen und ICAM-1 wurde aufRerdem
gezeigt, dass die myointimale MHC-II-Expresson duch 17p-Estradiol bzw. Coumestrol-
Gabe signifikant geringer ausgepragt war. Ebenso de Infiltratdichte an Makrophagen und
CD8-positiven Lymphazyten (Suppesor+zytotoxische Lymphazyten), nicht jedoch de der
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CD4-positiven Lymphazyten (T-Helferzellen). Alle beschriebenen Wirkungen von 17f-
Estradiol bzw. Coumestrol waren rezeptorabhéngig, da sie durch Zugabe des
Estrogenrezeptorbl ockers ICl aufgehoben werden konrten.

Aus den gewonrenen Ergebnissen konrten sich neue Therapie- bzw. Préventionsansétze fir

Herztransplantierte egeben.
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