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In vitro Modell zur Untersuchung der Wirkung
yon Ostrogenen auf die Neointimabildung nach
Endothelverletzung an der Kaninchenaorta
Gerald Finking, Christina Lenz, Markus Wohlfrom, Hartmut Hanke
Universitat Ulm, Abt. Innere Medizin II, Kardiologie, D-Ulm

Zusammenfassung
Tierexperimente bilden eine wichtige Grundlage fur die
Beantwortung bestimmter Fragestellungen im Rahmen der
Arterioskleroseforschung. Experimente mit Ostrogenen
haben gezeigt, dass diese nicht nur einen Effekt auf die
Cholesterinspiegel und den Gefiisstonus besitzen, sondern
auch antiproliferativ auf solche Zellen in der Gefasswand
wirken, die eine Rolle bei Stenosierungsprozessen, zum
Beispiel nach Verletaungen oder im Rahmen der Athero-
sklerose, spielen. Das Ziel dieser Arbeit war es, ein
Organkulturmodell (Kaninchenaorta) zu etablieren, mit
dem reproduzierbar definierte Wirkungen von Ostrogenen
im kardiovaskuliiren System untersucht werden konnen. Es
wurde als Untersuchungsgegenstand die Bauchschlagader
(aorta abdominalis ) des Kaninchens gewdhlt, die auch in
entsprechenden Tiermodellen hdufig Zielorgan ist. Diese
gait es im Bereich des Endothels (innere einrellige Schicht)
so zu manipulieren (Verletzungsmodell), dass eine reprodu-
zierbare und messbare Yerletzungsreaktion entsteht
(Neointimabildung). 1m Rahmen dieser Verletzungsreaktion
sollte nun die Wirkung verschiedener Ostrogene (l7.fJ-
Ostradiol, der Phytoostrogene Genistein und Daidreiri) im
geschlechtsspezifischen Unterschied untersucht werden. Es
konnte gezeigt werden, dass bei aquivalenten Dosierungen
(50 ug/ml) aile drei Ostrogene geschlechtsunspezifiscn die
Neointimabildung hemmen. Durch den Einsat: dieses
Organkulturmodells war es im Rahmen der Fragestellung
moglich, Effekte verschiedener Ostrogene auf die Verlet-
zungsreaktion des arteriellen Gefiisses zu zeigen und
dadurch auf aufwendige Tierversuche zu verzichten. Da
aus einer Kaninchenaorta 10 Gefiisssegmente geschnitten
werden konnten, wurde die Zahl der Tiere, die aus statisti-

1 Einleitung

Tierexperimente bilden eine wichtige
Grundlage fur die Beantwortung be-
stimmter Fragestellungen im Rahmen
d~r Arterioskleroseforschung. Das Ziel
dieser Arbeit war es, zur Verminderung
der Zahl dieser Tierexperimente ein Or-
gankulturmodell zu etablieren, mit dem
reproduzierbar definierte Wirkungen
von Ostrogenen auf die Verletzungsre-
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schen Grunden fur einen in vivo Versuch notwendig
gewesen wiire, um den Faktor 10 reduziert.

Summary: In vitro model to investigate the effect of estrogens
on neointima development after endothelial injury in the
rabbit aorta.
Animal experiments are widely accepted in arterosclerosis
research. Estrogens have lipid lowering properties and
beneficial effects on the vasomotion. They act antiproliferati-
ve on those cells of the vascular wall which playa major role
in lumen narrowing after vascular injury and in atherogene-
sis. The aim of the present study was to establish an organ
culture model (rabbit aorta) to investigate post injury
estrogen effects in the vessel wall. We chose the rabbit
abdominal aorta which is the target organ in various animal
experiments on this matter: The endothelial mono-layer was
manipulated in a way that caused a measurable and reprodu-
cible post injury reaction (neointima formation). Then the
effect of different estrogens (17.fJ-Estradiol, the phytoestro-
gens Genistein and Daidzein) on neointima development was
investigated in male andfemale rabbit aortae. In equivalent
dosages of 50 ug/ml all three estrogens inhibited the neointi-
maformation significantly in male and female vessels. By the
use of this organ culture model it was possible to show post
injury effects of different estrogens in the vasculature while
the consumption of animals was significantly reduced.
Because 10 aortic segments could be taken from one aortic
vessel, the number of animals that would have been necessary
for an in vivo experiment could be reduced by the factor 10.

Keywords: 3R, reduce, vascular injury, organ culture, estro-
gen, phytoestrogens

aktion der Gefasswand untersucht wer-
den konnen,

Experimente mit bstrogenen (z.B. 17B-
Ostradiol) haben gezeigt, dass diese die Pro-
liferation insbesondere glatter Gefassmus-
kelzellen in vitro hemmen konnen (Vargas
et al., 1993; Voisard et al., 1995). Auch eine
Hemmung der Verletzungsreaktion nach
Schadigung der Gefasswand wurde im Tier-
experiment dokumentiert (Chen et al., 1996;
Krasinski et al., 1997). Diese Wirkung war,

im Gegensatz zur giinstigen Ostrogenwir-
kung auf dieAtherogenese (Hanke et al.,
1996), geschlechtsunspezifisch. Auch
pflanzliche Ostrogene besitzen, ahnlich wie
17B-bstradiol (Wagner et al., 1997; Collins
et al., 1995), eine Wirkung auf den Lipid-
metabolismus (Anthony et al., 1996) und
auf die Vasomotion (Honore et al., 1997).
Dariiber hinaus werden antiproliferative Ei-
genschaften, z.B. im Hinblick auf bosarti-
ge Tumoren (Prostata- und Colon-Karzi-

1 I



_F_IN_K_m_G_E_T_A_L. ~I~----
",.'

nom) diskutiert (Adlercreutz ct al., 1993;
Barnes et al., 1998).

Gegenstand der Untersuchung in diesern
Organkulturmodell (Kaninchenaorta) war
die Beeinflussung der Verletzungsreaktion
(Neointimabildung) der arteriellen Gefass-
wand dureh 17B-Ostradiol und die Phyto-
ostrogene Genistein und Daidzein. Urn ge-
sehleehtsspezifische Wirkmeehanismen zu
untersuchen, wurden Aortensegmente von
weiblichen und mannlichen Kaninehen be-
handelt.

2 Material und Methoden

2.1 Gefassentnahme, Kuitivierung,
Versuchsaufbau
Insgesamt wurden 6 weibliche und 6mann-
liche weisse Neuseelandkaninehen mit 3 kg
Korpergewicht (aus dem Tierforschungs-

ge von 5 mm Breite gesehnitten. Diese
wurden in jeweils 6 weibliehe und 6 mann-
liehe Gruppen a 10 Ringe randomisiert
(Abb. 1) und in handelsiibliehen 6-Loeh-
Sehalen (Costar, D-Bodenheim) kultiviert
(Abb. 2). Dabei schwebten die Organstiik-
ke frei in 5 rnl Nahrmedium. Die Tempera-
tur im Brutschrank entsprach mit konstant
37°C der Korpertemperatur,

Das Nahrmedium bestand aus Phenolrot-
freiem DMEM mit Hams F12 im Verhalt-
nis 1+4 gemischt (Gibco, D-Eggenstein).
Auf den Zusatz yon Phenolrot wurde be-
wusst verzichtet, da es bekanntermassen mit
Ostrogenrezeptoren kommuniziert, was zu
Wechselwirkungen mit den Ostrogenen fiih-
fen wurde. Das Medium enthielt ausserdem
einen 15 %igen Anteil an fetalem Kalber-
serum .fcs' (Bioproducts, D-Heidelberg),
das uber die enthaltenen Waehstumsfakto-
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Abbildung 1: Dosisabhangige Wirkung von 17B-Ostradiol, Genistein und Daidzein auf
die Neointimabildung nach Endotheldenudation mittels Ballonkatheter. Werte sind aus-
gedruckt in Mittelwert und Standardabweichung .• = signifikant (p<0,05) vermindert im
Vergleich zur Kontrollgruppe .•• = signifikant (p < 0.05) vermehrt im Vergleich zur Kon-
trollgruppe. K = Kontroltqruppe; BD = Batlondenudation: 0 = 17B-Ostradiolj G =Genist-
ein; D = Daidzein.

zentrum der Universitat VIm) mitteJs Bol-
zenschuss getotet und ansehliessend uber
die arteria carotis entblutet. Danaeh wurde
in situ eine Gefassverletzung der Bauch-
schlagader (aorta abdominalis) durchge-
ftihrt. Dazu musste das Abdomen mit ei-
nem Skalpell eroffnet und das Fettgewebe
vorsichtig mit Tupfem und klein en Pinzet-
ten entfemt werden. Naeh Freilegung des
Gefasses wurde Uber einen Schnitt im Be-
reich des Abgangs der lliacalarterien ein 3F
Fogarty Ballonkatheter (Baxter, D-Unter-
sehleissheim) in die Bauehaorta eingefiihrt.
Nach der Entfaltung mittels 0,9 %iger
Kochsalzlosung wurde der Ballon einmal
durch das Gefass gezogen, was zu einer
Dehnung und transmuralen Verletzung der
Gefasswand und zur Schadigung des En-
dothels fuhrte, Danaeh wurden die Gefasse
unter Sehonung der ausseren Wandschicht
(adventitia) exzidiert und in jeweils 10 Rin-
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ren proliferativ wirkt, sowie 5 ml/l Penicil-
lin/Streptomycin (Gibco, D-Eggenstein)
zum Schutz vor bakterieller Kontaminati-
on. Da die Ostrogene in Athanol gelost
werden mussten, enthielt das Medium aus-
serdem in allen Versuchsgruppen einsehlies-

Abbildung 2: Die Kultivierung der Gefiiss-
ringe (aorta abdomina/is) geschah in so-
genannten 6-Loch-Schalen, in denen die
Ringe frei in 5 ml Niihrmedium schweben.

slich den ballondenudierten unbehandelten
Kontrollgruppen exakt 1 % Athanol. Gen-
istein und Daidzein wurden in Konzentra-
tionen von 5 und 50 ug/ml dem Medium
zugesetzt. Die bereits in frliheren Experi-
menten (Voisard et al., 1996) als antiproli-
ferativevaluierte 17B-Ostradioldosis yon 50
ug/ml diente ebenfalls der Kontrolle,

Das Medium wurde dreimal wochentlich
gewechselt. Hierbei wurde zunachst der
Zustand des verbrauchten Mediums mikro-
skopiseh auf Bakterien- und Pilzbefall hin
uberpriift. Dann wurde es vorsiehtig steril
abgesaugt und durch neues, zuvor auf 37°C
erhitztes ersetzt. In dieses Medium waren
zuvor die entsprechenden Mengen an 17B-
Ostradiol, Genistein oder Daidzein titriert
worden. Das Experiment dauerte 28 Tage.

2.2 Histologie, Immunhistochemie,
Auswertung
18 Stunden vor Versuchsende wurde dem
Nahrmediurn 5-Brom-2'Desoxy-Uridin
(30,71 mg BrDV + 26,37 mg 2'Desoxycyti-
din; Sigma, D-Deisenhofen) in einer Kon-
zentration yon 20 JlM zugesetzt. BrDU wird
in der S-Phase des Zellzyklus in die DNA
eingebaut und dient als Proliferationsmar-
ker. Nach Versuchsende wurden die Aor-
tensegmente uber 24 Stunden in 4%iger
Formalinlosung fixiert und anschliessend in
Paraffin eingebettet. Danach wurden die
Aortenstucke zur histochemischen Weiter-
behandlung mittels Mikrotom in 4 urn breite
Ringe geschnitten. Farbungen nach Elasti-
ea-van-Gieson und Hamalaun-Eosin dien-
ten der morphologischen und morphome-
trischen (Morphometrie-Einrichtung: Mi-
kroskop der Fa. Leica, Software von Bila-
ny Consulting in D-Dlisseldort) Auswer-
tung. Die Neointirna war definitionsgemass
die Flache zwischen Lamina elastica inter-
na und Lumen. Verglichen wurden zwi-
schen den einzelnen Versuchsgruppen dann
die Schnitte mit der jeweils grossten Neoin-
timaflache.

Die immunhistochernische Farbung mit
einem monoklonalen Antikorper gegen (X-

Aktin (Fa. Renner, D-Darrnstadt) wurde
nach der Avidin-Biotin-Peroxidase-Metho-
de durchgefuhrt und identifizierte glatte
Gefassmuskelzellen. Ein positiver Befund
ist zugleich ein Hinweis auf die Integritat
des Gefassschnittes, BrDU wurde mit ei-
nem monoklonalen Antikorper (Bio Con-
sulting, D-Reinach) und der Avidin-Biotin-
Peroxidase-Methode sichtbar gemacht.
Dadureh konnen einmal die proliferative
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Aktivitat und darliber die Vitali tat des Ge-
fassschnittes beurteilt werden.

Die Prlifung auf Signifikanz wurde mit
dem Wilcoxon Test (p<0,05) clurchgeflihrt.

3 Ergebnisse

Abbildung I: In keiner cler Versuchsgrup-
pen kamen aile 10 Gefasssegmente in die
Auswertung. Einige wenige mussten wegen
makroskopisch erkennbarer Schadigungen
aus der Kultur genommen werden. Einige
Gefasssegrnente wurden durch die histolo-
gische Aufarbeitung (z.B. Faltelungen) so
geschadigt, dass eine Auswertung nicht
mehr moglich war. Die zur weiteren Aus-
wertung verwendeten Gefasssegmente wa-
ren makroskopisch unauffallig und in vita-
lem Zustand. Nekrosen waren auch mikro-
skopisch nicht erkennbar.

Die Gefassverletzung rnittels Ballonka-
theter fiihrte in den Gefassen der Kontroll-
gruppe zu einer deutlichen Neointimabil-
dung (Abb. 3A). Bereits 5 ug/ml Genist-
ein, jedoch nicht Daidzein, verrninderten die
Neointimabildung bei mannlichen Aorten-
segmenten signifikant (p<0,05). In weibli-
chen Segmenten fuhrte diese Konzentrati-
on zu einer signifikanten Zunahme der
Neointimabildung (p<0,05). In Konzentra-
tionen yon 50 ug/ml verhinderten sowohl
17B-Ostradiol als auch die Phytoostrogene
Genistein und Daidzein signifikant (p<0,05)
und geschlechtsunspezifisch die Neointima-
bildung in weiblichen und mannlichen Aor-
tensegmenten (Abb. 3B).
Die Farbung fur o-Aktin als Indikator

fur glatte Muskelzellen markierte in allen
Gefassschnitten sowohl Zellen der Media
als auch, wenn vorhanden, der Neointima.
In der Neointima waren die locker grup-
pierten u-Aktin positiven Zellen yon Bin-
degewebe umgeben. BrDU-positive proli-
ferierende Zellen kamen in den Ge-
fassschnitten in Abhangigkeit yon der je-
weiligen Behandlung mit unterschiedlicher
Haufigkeit vor. Ihre Zahl war bei Schnit-
ten rnannlicher und weiblicher Tiere unter
Behandlung mit 50 ug/ml 17~-Ostradiol
und 5 ug/ml Daidzein signifikant erhoht.
Bei Behandlung mit 50 ug/ml Genistein
waren keine proliferierenden Zellen in der
Gefasswand mehr nachweisbar.

4 Diskussion

17B-Ostradiol, Genistein und Daidzein ver-
minderten in diesem Organkulturexperi-
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Abbildung 3: A) OuerschniU durch die aorta abdominalis eines weiblichen Kaninchens
nach Ballondenudation und Kultivierung liber 28 Tage. In der HE-Farbung erkennt man
die ausqepraqte Neointimabildung (Pfeile). B) Nach 28tagiger Behandlung mit 50 /.lg/ml
Daidzein (aorta abdominaliseines mannllchen Kaninchens) ist keine signifikante Neoin-
timabildung nach Ballondenudation erkennbar. Lu = Lumen; Me = Media; Ad = adventi-
tia.

ment die Neointimabildung nach Endothel-
schadigung geschlechtsunabhangig bei ei-
ner Konzentration yon 50 ug/ml signifikant.
In der Konzentration yon 5 ug/ml hatte Gen-
istein geschlechtsabhangig "proliferative"
und .antiproliferadve" Effekte.

Geschlechtsspezifische antiproliferative
Wirkungen von Ostrogen, die un sere Ar-
beitsgruppe kiirzlich im Tierexperiment de-
monstrieren konnte (Hanke et al., 1996),
scheinen u.a. uber eine erhohte NO-Frei-
setzung aus dem Endothel vermittelt zu wer-
den (Hayashi et al., 1992), das in dem vor-
liegenden Experiment aber durch die Bal-
Iondenudation erheblich geschadigt worden
war. Die hier gezeigte "endothelunabhlin-
gige" Hemmwirkung auf die Neointimabil-
dung, die im hoheren Dosisbereich ge-
schlechtsunabhangig war, konnte deshalb
beispielsweise auf Kalzium-antagonisti-
schen Mechanismen beruhen. Solche wur-
den bereits yon Jiang et al. (1991) fur das
17B-Ostradiol und von Wijetunge et al.
(1992) fur Phytoostrogene beschrieben. In-
wieweit die Eigenschaft des Genisteins als
Thyrosinkinase-Hemmer (Bischof et al.,
1995) eine Rolle spielt, bleibt spekulativ.
Andererseits besitzt Daidzein keine derar-
tige Wirkung auf Thyrosinkinasen, so dass
sie in diesem Experiment als untergeordnet
angesehen werden kann.

Die Neointima in diesem Organkultur-
modell besteht unter anderem aus o-Ak-
tin positiven Zellen mit umgebendem Bin-
degewebe, was auf ihre Herkunft von glat-
ten Muskelzellen der Media bzw. Fibro-
blasten der adventitia hinweist (Ross et al.,
1985; Shi et al., 1996). Glatte Muskelzel-
len und transformierte Myofibroblasten
sind in der Lage, dieses Bindegewebe
selbst ZlI produzieren (Layman et aI., 1975;
Shi et aI., 1996).

Die gezeigten Hemmeffekte auf die
Neointimabildung sind am ehesten stati-
sche und nicht toxische Effekte. Dafur
spricht einmal der makroskopische und
mikroskopische morphologische Zustand
der Gefassstucke bei Versuchsende. Dar-
uber hinaus war die o-Aktinfarbung auch
nach Behandlung mit der wirksamen
Ostrogen- und Phytoostrogendosis von 50
ug/rnl iiber 28 Tage noch deutlich positiv
im Bereich der mittleren Gefassschicht
(Media), die aus glatten Muskelzellen be-
steht. Abgesehen yon den mit 50 ug/ml
Genistein behandelten Gruppen liessen
sich in allen anderen Versuchsgruppen
nach 28 Tagen auch proliferierende Zel-
len mittels der Brfrlf-Farbung nachwei-
sen. Dies ist ein weiterer Hinweis auf die
grundsatzliche Vitalitat der Gefassseg-
mente nach dies em Behandlungszeitraum.
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Es ist bekannt, dass sowohl Alkohol als

auch fetales Kalberserurn 'Ics' in der Zell-
und Organkultur proliferativ wirken kon-
nen. Dieser Effekt war in diesern vorliegen-
den Experiment hinsichtlich des fetalen Kal-
bcrserums und der darin enthaltenen Wachs-
tumsfaktoren durehaus beabsichtigt, denn
auch in vivo spielen Wachstumsfaktoren
eine wichtige Rolle bei dcr Vermittlung pro-
liferativer Prozesse in der Gefasswand. Im
fliessenden Blutstrom kommen Blutplatt-
chen (Thrombozyten) als weitere, die Pro-
liferation triggernde Faktoren hinzu, da sie
im Rahmen der Adhasion an das verletzte
Endothel Wachstumsfaktoren freisetzen
(Ross, 1985). Der Alkoholzusatz zum Me-
dium musste wegen des Losungsverhaltens
der Ostrogene in Kauf genommen werden,
ebenso der Zusatz van Antibiotika zum
Schutz vor bakterieller Kontamination. Um
die speziellen Effekte und Wirkungen die-
ser Substanzen zu nivellieren, wurden dem
Medium der Kontrollgruppen dieselben
Mengen an Athanol, Antibiotika und feta-
lem Kalberserurn zugegeben, wie denjeni-
gen der mit 1713-6stradiol oder mit den Phy-
toostrogen behandelten Gruppen. Eine In-
teraktion zwischen 1713-bstradiol, Genist-
ein oder Daidzein und besagten Substan-
zen kann aber letztendlich nicht ausge-
schlossen werden. D.h., dieses artifizielle
Organkultursystem beinhaltet neben der
reinen mechanischen Verletzung der Ge-
fasswand weitere Variablen, die nur fur die-
ses in vitro System typisch eine Wirkung
an der Gefasswand und womoglich auf die
Wirkung der Prtifsubstanzen austiben. Der
Aussagewert des Experiments, beispiels-
weise fur die Situation beim Menschen,
bedarf daher der gezielten weiteren Unter-
suchung an .physiologischeren" Modellen.

Andererseits bietet gerade ein Organkul-
tursystem wie dieses die Moglichkei t, durch
Ausschaltung bestimmter Variablen oder
Prozesse (z.B. Thrombozyten- und Mono-
zytenaktivierung, Cholesterinwirkungen,
Blutdruck usw.) gezielt EinzeImechanismen
zu untersuchen. Dies kann, neben dem
Aspekt der reinen Grundlagenforschung,
auch fur Fragen der Dosisfindung und der
Auswahl bestimmter wirkungsverwandter
Substanzen in vivo eine Rolle spielen.
Dieses Organkulturmodell ist grundsatz-

lich geeignet, die Wirkungen pharmakolo-
gisch wirksamer Substanzen an der Gefass-
wand nach Endothelverletzung zu untersu-
chen. Es ist dadurch moglich, vor der Un-
tersuchung derartiger Substanzen an phy-
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siologischeren Modellen Tierversuche und
Versuchstiere in erheblichem Umfang ein-
zusparen. Im Vergleich zu einem Tierexpe-
riment mit gleicher Fragestellung konnte
durch Einsatz dieses Organkulturexperi-
rnents die Zahl der notwendigen Tiere um
den Faktor 10 reduziert werden. Abgese-
hen davon wurde hier ein "Tierexperiment
irn eigentlichen Sinn" ganzlich vermieden.
Es ist auf diese Weise moglich, mit einem
Minimum an Tieren Kritericn und Frage-
stellungen zu erarbeiten, die bei cntspre-
chender therapeutischer Relevanz dann ge-
zielter in einem komplexeren Modell (Tier-
versuchlKlinische Studie) untersucht wer-
den konnen.
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