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1. Einleitung

Die arterielle Hypertonie zahlt zu den weltweit hgsten Krankheiten: In den westlichen
Industrienationen leiden bis zu 25% der Bevoélkeruntgr Hypertonie, bei tiber 50 Jahrigen
betragt die Pravalenz sogar bis zu 30%iner der schwerwiegendsten Folgeschaden der
Hypertonie ist der Schlaganfall, der weltweit dieh@ufigste Todesursache und die haufigste
Ursache fur erworbene Behinderung im Erwachserandtrstellt. Die Konsequenzen, die
dies fur den Betroffenen, Angehdérige und auch desu@dheitssystem hat, sind immens und
erfordern verbesserte Pravention und intensivereaB&ung. Noch sind jedoch viele der
Mechanismen, die letztendlich von der HypertonienZschlaganfall fuhren, weitestgehend
unverstanden, weshalb ndhere Untersuchungen zentdiEsema dringend notwendig sind.

In diesem Zusammenhang ist auch von Interessegiemi Antihypertonika eine Rolle bei
der Pravention des Schlaganfalls spielen. In Détdaad unterziehen sich etwa 20% der
Bevolkerung einer antihypertensiven Therapie. Dawoederum erhdlt jeder dritte ACE-
Hemmer in Monotherapie und mehr als jeder zweiteEA@&mmer in Kombination mit
anderen Praparaten. In klinischen Studien konnteigewerden, dass Patienten durch die
Gabe von Antihypertonika eine hohere Lebenserwgrtisowie eine verminderte
Schlaganfallrate aufweisénEs gibt Hinweise dafiir, dass es bei Hypertoniezerebralen
Strukturverdnderungen kommt, die durch Antihypekanganz oder teilweise verhindert
werden konneh Wo genau auf zelluldrer Ebene sich solcherlei Schathanismen

abspielen, ist aber noch gro3tenteils ungekléart.

In dieser Studie haben wir daher den Einfluss eardihypertonen Therapie bei spontan
hypertensiven stroke prone Ratten (SHR-SP) aufbralee Strukturen untersucht. SHR-SP
stellen ein genetisches Tiermodell flr chronisclypétitonie dar. Die Tiere entwickeln friih
hypertonieassoziierte Erkrankungen wie schwerwidgeaerebrale und kardiale Schaden und
versterben meist an einem Schlaganfall. Sie sintledeoptimal fur Studien zum
Zusammenhang von Hypertonie und Schlaganfall gegidfs ist bekannt, dass durch eine
Therapie mit ACE-Hemmern Mortalitat und Morbiditigr Tiere vermindert werden kénfen
wobei diese Effekte sowohl in antihypertensiver algh nicht-antihypertensiver Dosierung
zu beobachten sifdUns interessierte deshalb, wie sich eine lartiggsBehandlung mit dem
ACE-Hemmer Ramipril bei SHR-SP auf zerebrale Stméd, d.h. einerseits auf
mikrovaskulére Strukturen, andererseits auf dierbieel selbst, auswirkt. Als Marker fir die

vaskularen Strukturen wahlten wir Kollagen und Laimi zwei wichtige Bestandteile der



Basalmembran, fir die Neurone die intrazellularetéarse Calpain und ihr Substrat MAP-2.
Die Wabhl fiel auf diese Marker, da friihere Studmaie legten, dass sie eine wichtige Rolle

fur die Entstehung und Auspragung eines Schladardpielen.

Bei chronischer Hypertonie kommt es zu einer vasiam Hypertrophie in den zerebralen
Arterien und Arteriolen von Menschen und TiéténDiese Hypertrophie ist hauptsachlich
auf einen verdickten Intima/Media-Komplex der GefaRd infolge einer
Leiomyozytenhypertrophie und einer Zunahme der dzditularmatrix zurickzufuhren,
wobei sowohl Kollagen Typ IV als auch Laminin bétgisind. Zwar gibt es Hinweise auf
protektive Effekte zerebraler Strukturen durch einéhypertensive Therapi® doch gibt es
zurzeit noch keine Daten zu mikrovaskularen Veramigen von SHR-SP unter langfristiger
Gabe von ACE-Hemmern. Von Bedeutung ist auch, @asbeim akuten Schlaganfall zu
einem Verlust von Kollagen Typ IV und Laminin inrdBasalmembran mikrovaskularer
GefaRe komnit’. Bestandteile der Basalmembran scheinen also ddvedtder vaskuldren
Reaktion auf erhdhten Druck als auch beim akutdriaganfall eine entscheidende Rolle zu
spielen, was in unserer Studie naher untersucldemesollte.

Weiterhin kann chronische Hypertonie zu zerebrdsmhamie und diese wiederum zu
Lasionen filhrett. Da sowohl globale als auch fokale zerebrale Isid&ierexperimentell
eine Zunahme der Calpainaktivitat und dadurch eilelmau von MAP-2 in den betroffenen
Arealen bewirkt?'? wollten wir untersuchen, ob durch eine antihypeet Therapie bei SHR-
SP ein Unterschied zu unbehandelten Tieren in dagebzalen Calpainaktivierung zu

beobachten ist.

Zusammenfassend lasst sich sagen: Hypertonie umddamfall stellen ein schwerwiegendes
und weit verbreitetes medizinisches Problem dabeNeeiner verbesserten Pravention und
besseren Behandlungsmal3nahmen ist es bedeutetkdudeden Zusammenhénge, welche zu
der Erkrankung gefuhrt haben, zu verstehen undrdadtherapieoptionen genauer anpassen
zu kénnen. In dieser Studie wollten wir daher duteh Vergleich von Hirngewebe chronisch
hypertensiver Tiere und langfristig antihypertensehandelter Tiere den folgenden Fragen

nachgehen:

1. Gibt es, gemessen an den Markern Kollagen und Liamidnterschiede in der

Zusammensetzung der Basalmembran zerebraler, ragkalarer GefalRe?



2. Wie verhélt es sich in den beiden Gruppen mit dalp&inaktivitat als Ausdruck far
neuronale Lasionen?

3. Welchen Stellenwert haben ACE-Hemmer bei der Veldtinng bzw. Abschwachung
zerebraler Strukturveranderungen?

Die Beantwortung dieser Fragen mag uns dem ZielPdavention und adaquaten Therapie
Betroffener ein kleines Sttick néher bringen.



2. Theoretische Grundlagen

2.1 Hypertonie

Die arterielle Hypertonie (= Bluthochdruck) ist oheért als systolischer Blutdruck van140
mm Hg oder diastolischer Blutdruck ven90 mm Hg. Als optimal gilt ein Blutdruck von
<120/80 mm Hg. Der Bereich dazwischen wird als ,nalfnf< 130/85 mm Hg) bzw. ,hoch
normal“ & 139/89 mm Hg) bezeichnet (s. Tab. 1). Bei Hockojgatienten wie z.B.
Diabetikern und chronisch Nierenkranken sollte Bartdruck Werte von< 130/80 nicht

uberschreitetf*>

Kategorie Systolisch Diastolisch
Optimal <120 <80
Normal 120-129 80-84
Hoch Normal 130-139 85-89
Stufe 1 Hypertonie (leicht) 140-159 90-99
Stufe 2 Hypertonie (mittel) 160-179 100-109
Stufe 3 Hypertonie (stark) > 180 =110
Isolierte systolische Hypertonie | =140 <90

Tabelle 1: Definition und Klassifikation der Blutdr uckstufen (mm Hg)

Wenn die systolischen und diastolischen Blutdruckwerte eines Patienten in verschiedene Kategorien
fallen, dann gilt die hohere Kategorie. Isolierte systolische Hypertonie kann man auch nach
systolischen Blutdruckwerten einstufen (1, 2, 3) wie oben aufgefuhrt, wenn die diastolischen Werte <
90 sind. (nach: Deutsche Hochdruckliga e.V. DHL ® — Deutsche Hypertonie Gesellschaft, 2005)

Wahrend die Pravalenz der Hypertonie in einigeneesrd europaischen Landern in den
letzten Jahren gesunken 'fst sind die Raten in Deutschland trotz verbesserter
medikamentOdser Therapie in etwa gleich gebliebed limgen damit im internationalen
Vergleich im mittleren bis oberen BerelclEs bestehen ausgepragte regionale Unterschiede:
Wahrend in Nordamerika 28% der Uber 35 Jahrigenettigp sind, finden sich in der
europaischen Vergleichsgruppe 44%, wobei Deutsdhfait 55% einen der Spitzenplatze
anfuhrt. Dieser Trend spiegelt sich bereits schorder Altersgruppe der 35-39 Jahrigen
wider*”. Auch innerhalb Deutschlands sind deutliche regierunterschiede zu beobachten.
Im Nordosten wurden etwa 60% der Manner zwischeidf3ahren als hyperton eingestuft,
im Sudwesten waren es hingegen nur 41%. Bei Fraetng die Pravalenz im Nordosten
etwa 39% und 29% im Sudwesten. Das qualitative Hgpe2e Management hingegen war in

allen Regionen etwa gleith Doch selbst ein optimaler Blutdruck in jungemehlist kein



Garant fur spatere Normotension: Auch normotensivelahrige haben noch ein 90%iges
Lebenszeitrisiko, im Laufe der Zeit eine arteriéfigpertonie zu entwickeff

Wahrend die in den 60er Jahren in den USA posteali€hese der ,Rule of halves®, die
besagt, dass nur die Halfte aller Hypertoniker Nwar Krankheit weil3, davon nur die Halfte
eine Behandlung erhalt und davon wiederum nur di#ftélbefriedigend eingestellt werden
kann, zwischenzeitlich sehr umstritten ®ahat man inzwischen wiederholt Hinweise dafiir
gefunden, dass sich die Situation kaum gebess¢tt*haimmer wieder werden deshalb
Forderungen nach besserer Kontrolle laut. In Délasc waren im Jahre 1997 nur 22,5% der
Hypertoniker auf Wertec 160/95 mm Hg eingestefft im Bereich < 140/90 waren es 1995
sogar nur 7% der Manner und 13% der Frauen

Das Risiko, an kardiovaskularen Folgeerscheinunzgeerkranken, beginnt schon bei 115/75
mm Hg und verdoppelt sich bei jedem Anstieg um @0tim Hd®. Somit muss eher von
einem kontinuierlichen als von einem Schwellenasikisgegangen werdén

Langjahrig bestehende Hypertonie hat zahlreiche pixationen an Augen, Gehirn, Herz,
Nieren und GefaRsystem sowie eine insgesamt erhagtaitat zur Folge'”*2 Dies ist
hauptsachlich durch strukturelle und funktionellerdhderungen im vaskularen System
bedingt. Zerebrovaskulare Verdnderungen fluhren 2Zoene erhdhten Risiko von

fi"2* vaskularer Demenz und Demenz vom Alzheimer*T$HEs entwickelt sich

Schlaganfa
sowohl beim Menschéhals auch beim Tiéf eine vaskulare Hypertrophie, die hauptséchlich
durch eine vermehrte extrazellulare Matrix und Mégperplasie bedingt ist.

Die Prognose hypertoner Patienten kann durch einghypertensive Behandlung
entscheidend verbessert werden: Die Mortalitdt wirdrmindert, die Inzidenz des
Myokardinfarkts, plétzlicher Herztod und Schlagdnfeehmen ah AuRerdem kann es zu
einer Riickbildung der linksventrikularen Hypertr@phkommeR® und die Rate an
Demenzerkrankungen gesenkt werdeAls Mittel der ersten Wahl gelten ACE-Hemmer und
Angiotensin-1-Antagonisten, Diuretika, Calcium-Agtaisten und B-Blocker, wobei

Kombinationen den besten Effekt erbringén Abb. 1).



— Abbildung 1. Effiziente und gut
vertragliche Medikamentenkombinationen
Betablocker

*

(Deutsche Hypertonie Gesellschaft, 2005)
Ca-Antagonist

ACE-Hemmer

AT 4-Antagonist

Synergistische Kombination
mmmm mogliche Kombination

* nur sinnvoll for Dihydropyridin-Ca-Antagonisten

2.2 Schlaganfall

Bei ca. 15% der Hypertoniker kommt es zum Tod dBchlaganfall, wobei die Haufigkeit
von hypertonen Massenblutungen ca. 15% und dieisairémischen Infarkten 85% betragt.
Das Risiko, einen Schlaganfall zu erleiden, ist bpertonikern um das 3-4fache im
Vergleich zur Normalbevélkerung erhdht was die Hypertonie unabhéngig von
geographischer Lage und ethnischer Zugehorigkem zamichtigsten Risikofaktor beim
Schlaganfall macht Man geht davon aus, dass von 10 Patienten, dieSehfaganfall
versterben, 4 durch adaquate Blutdruckeinstelluitteh gerettet werden konriénwahrend
frher vor allem der erhdhte diastolische Blutdrad& Risikofaktor galt, geht man heute
davon aus, dass auch der systolische Wert fur &ezadkulare Folgekrankheiten wie den
Schlaganfall verantwortlich St Weitere wichtige Risikofaktoren fiir einen Apoplgird ein
Nikotinabusu¥ (relatives Risiko 1,8-3,7x erhoht), Diabetes nedlj Hypercholesterinamie,
Adipositas, kérperliche Inaktivitat, Vorhofflimmenmd HerzinsuffizienZ.Weltweit starben
2002 5,5 Millionen Menschen an einem Schlaganfaths einen Anteil von 10% aller
Todesursachen ausmachte. Mit zunehmendem Altegtstke Inzidenz deutlich an und
gewinnt durch den in den Industrienationen stetgggenden Anteil der Uber 65 jahrigen
immer mehr an Bedeutung. In Deutschland liegt diedenz von Schlaganfallen derzeit bei
ca. 200.000/Jahr, wobei im Jahre 2002 79.326 Ratiestaran verstarb&h Damit handelt es
sich beim Schlaganfall nach den Herz-Kreislauferkumgen und den Krebserkrankungen um

die 3.-haufigste Todesursache in Deutschland. femaaber in den Entwicklungslandern, in
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denen die meisten aller Schlaganfalle auftrétemd in denen sich erwartungsgemaR die
Bevolkerung tber 60 Jahre in den nachsten 2 Dekasedoppeln wird, fehlt es an
PraventionsmalRnahmen und Basismedikamenten.

Der Trend zu verminderter korperlicher Aktivitatermehrter Kalorienaufnahme und
schadlichen Gewohnheiten wie Nikotinkonsum wird dasftreten von Schlaganféallen
weltweit sogar noch verstarkBn Auch ein gleichzeitiger leichter Gegentrend zu
gesundheitsbewul3terem Verhalten wird diese Entumckl wohl nicht malgeblich

beeinflussen konnéh®’,

Noch sind die genauen Pathomechanismen, welcheevbahten Blutdruck zur Entstehung
eines Schlaganfalls fuhren, nicht genau bekanmt) doheinen unterschiedliche Faktoren mit
daran beteiligt zu sein. So bewirken atheromatosmques, die sich in arteriellen
MikrogefalRen ablagern, eine Einengung bzw. einersdfduss des Lumens und férdern so
eine lokale Gerinselbildung. Dies widerum fiuhrt mchamischen Gefaldschaden und
konsekutiven Mikroinfarkten des umliegenden Hirngees. Auch kdnnen plotzliche
Druckschwankungen in den ZerebralgefalR3en langanddeiésefalispasmen hervorrufen, die
ebenfalls eine Ischamie der GefaRRe zur Folge HAbEim weiterer wichtiger Faktor fiir die
Reaktion zerebraler GefalRe auf Bluthochdruck istZlisammensetzung der Basalmembran.
Veranderungen in der Zusammensetzung sind sowahtHrenischer Druckbelastung der
Gefale als auch beim akuten Schlaganfall zu béatdmcwas in den Kapiteln 2.5-2.7 naher

erlautert werden soll.

Im Hinblick auf die bedeutende Rolle, die ein erledrBlutdruck fur die Entstehung von
Schlaganféallen spielt, stellt sich die Frage, welcBysteme regulierend darauf Einfluss
nehmen und deshalb bei Stérung der RegelkreiseHgpertonie fuhren kénnen. Neben
Barorezeptoren, Dehnungsrezeptoren in der Herzwaddeflektorischen Kreislaufzentren in
der Medulla oblongata gilt als das wohl potent&stgulationssystem das Renin-Angiotensin-

Aldosteron System ist, weshalb darauf im folgenui@mer eingegangen werden soll.

2.3 Renin-Angiotensin-Aldosteron System

Das Renin-Angiotensin-Aldosteron System (= RAASpuleert den Flussigkeits- und
Elektrolythaushalt des Koérpers und wirkt somit mtseheidender Weise auf den Blutdruck

ein.
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Die Komponenten des RAAS stehen in enger Wechdalwiy zueinander. Durch eine Reihe
enzymatischer Spaltungen entsteht letztendlichptgsiologisch wirksame Angiotensin II.
Renin ist eine hauptséachlich von den juxtaglomeemn&ellen der Niere produzierte Protease.
Seine Sekretion unterliegt einer Vielzahl von regmdischen Einflissen: So wird
beispielsweise bei Minderdurchblutung der Nierefaflbder glomerularen Filtrationsrate,
verminderter Natriumchloridkonzentration an der Mac densa oder Stimulation des
Sympathikus vermehrt Renin ins Blut ausgeschiitiet. Aufgabe des Renins ist die Spaltung
von Angiotensinogen in das Dekapeptid AngiotensiBieses wiederum wird durch das in
der Lunge gebildete Angiotensin converting enzym@&CE) in das Oktapeptid Angiotensin
Il Gberfuhrt. Dieser Schritt kann durch Antihyperse&va vom Typ der ACE-Hemmer
gehemmt werden und erhalt dadurch therapeutiscieusaeng.

Angiotensin Il bewirkt an den BlutgefaRen eine Masuwstriktion und in der
Nebennierenrinde eine vermehrte Ausschittung vomlogteron. Aldosteron ist ein
Steroidhormon und bewirkt hauptsachlich eine Natriwnd Wasserretention in der Niere.
Durch die Wirkung des Angiotensin Il wird also d&utdruck sowohl Gber Steigerung des
intravasalen Volumens als auch durch die Verengiemdlutgefal3e erhoht.

Angiotensin 1l wirkt Uber verschiedene Rezeptoremf aie Zielstrukturen. Fir die
kardiovaskularen Effekte ist die Wirkung am AT1-Bptor entscheidend, welche durch den
Einsatz von AT1-Rezeptorantagonisten aufgehobedemekann (s. Abb. 2).

Nebenniere
(Aldosteron)

+Renin

Nierenvene
Niere l

T » Angiotensinogen

Leber . .
Angiotensin |

_ Angiotensin
ACE-Hemmer ® Conversions-Enzym

!

Angiotf}nsin Il

ATII-Antagonisten q_,‘ Angiotensin H-AT, ~Rezeptoren|

T il ™ Abbildung 2: Das Renin -Angiotensin -
Gefalverengung Nebenniere wird aktiviert Sympathikus Aldosteron System
l e v artviernt Aktivierungskaskade, therapeutische
' Angriffsstellen der ACE-Hemmer und ATII-
Blutdruck steigt \ dlutdruck steigt Antagonisten und Wirkung auf den
Blutdruck
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2.3.1 ACE-Hemmer

2.3.1.1 Entwicklungsgeschichtlicher Hintergrund®

Der Grundstein fir die Entwicklung der ACE-Hemmaurde 1956 mit der Aufklarung der
Funktion des Angiotensin Converting Enzyiffs durch Leonard T. Skeggs gelegt. Die
Bedeutung dieses Enzyms fir die Blutdruckregulatvonde anfangs noch unterschétzt.

Erst 14 Jahre nach der Entdeckung des Angiotensivélting Enzyms wurde 1970 durch
den Pharmakologen Sergio H. Ferreira herausgefundess das Gift der Jararaca-
Lanzenotter in-vitro zu einer Hemmung des EnzynistfiMit dem in diesem Schlangengift
enthaltenen Pentapeptid BRRurde sogleich eine der wirksamen Komponenteneigol

Da BPR,im Koérper sehr instabil ist, startete fast glemkig eine Suche nach potenteren und
stabileren Inhibitoren des Enzyms. Ein erster [rigklang 1971 mit der Entdeckung der
ACE-hemmenden Wirkung des Nonapeptids Teprotid. Kiiésche Weiterentwicklung von
Teprotid wurde jedoch zwei Jahre spater aus madgeirkommerziellen Interesse seitens der
Hersteller eingestellt.

Ebenfalls anfangs der 1970er Jahre konnte die annkesTeilstruktur der ACE-hemmenden
Peptide BPR, und Teprotid aufgeklart werden. Anhand dieser Bckdngen wurden neue
nichtpeptidische ACE-Hemmer entwickelt. 1974 wuréestmalig der ACE-Hemmer
Captopril beschrieben, der Produkt einer gro3 augeh Wirkstoffsuche der Pharmafirma
Squibb war. 1981 wurde er als erster ACE-HemmatienTherapie eingefuhrt. Zwei Jahre
spater folgte mit Enalapril die Markteinfuhrung esrzweiten ACE-Hemmers.

Aufgrund des grol3en therapeutischen und wirtscblaéth Erfolges der Arzneistoffe
Captopril und Enalapril wurde eine 2. Generatiom A€E-Hemmer entwickelt, die seit

Anfang der 1990er Jahre erhaltlich sind (z.B. Loginl und Ramipril).

2.3.1.2 Wirtschaftliche Bedeutung
Die Behandlung der Hypertonie hat eine grof3e 6kosdme Bedeutung: Der Anteil von

Personen, die Antihypertensiva einnehmen, betragddrdamerika ca. 44% und in Europa
27%"". In Deutschland sind es in etwa 20 % der Bevolkgund jeder Zweite tiber 55 Jahre.
Etwa 35 % der Bluthochdruckpatienten werden miegnACE-Hemmer in Monotherapie
und ca. 55 % in Kombination mit einem weiteren Biutk senkenden Arzneimittel
behandelt. In den USA wurden im Jahr 2001 114 bhkin Packungen ACE-Hemmer
verschrieben, was einem Gesamtumsatz von ca. 4|&arklken US-Dollar entspricht. Den

Hauptanteil daran tragt der ACE-Hemmer Lisinopdif (%6), gefolgt von Enalapril (17 %),
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Captopril und Ramipril (je 9 %). Auf dem von Gelkergepragten deutschen Markt dominiert

hingegen der Arzneistoff Enalapril.

2.3.1.3 Experimentelle Modelle

In klinischen Studien am Menschen wurde vielfacbbaehtet, dass es durch Behandlung mit
ACE-Hemmern zu einer Verlangerung der Uberlebehsxeirminderter Mortalitat, einer
Verminderung von Schlaganfallen und einer verz@&mgerProgression der dilatativen
Kardiomyopathie kommen kaffri*. Der Effekt ist umso ausgepréagter, je mehr detdBlick
gesenkt werden kafth Es gibt jedoch auch Hinweise darauf, dass einteRtion unabhéngig
von der Senkung des Blutdrucks bzw. im Vergleicl amderen Antihypertensiva verstarkt

auftritt, was einen Schutz allein durch die Subsitiasse mdoglich erscheinen 148st

Auch zur Wirkung von ACE-Hemmern auf Tiere gibtzahlreiche Studien, derer sich viele
dem Tiermodell der Spontan hypertensiven Ratteemedi. Weshalb gerade dieses Modell fir
Studien zum Zusammenhang von Hypertonie und Sahmlaljaso geeignet ist, soll im

folgenden naher erlautert werden.

2.4 Spontan hypertensive Ratten stroke-prone (SHRFS

Die in dieser Studie verwendeten SHR-SP Rattefestein genetisches Modell fir schwere
arterielle Hypertonie mit konsekutiven vaskulareerdhderungen dar, die denen chronisch
hypertensiver Patienten gleichen.

1963 wurde die erste Reihe spontan hypertensividemR&SHR) aus Wistar Kyoto Ratten
gezichtet, die in den folgenden Jahren durch Sefekiind Inzucht zu den spontan
hypertensiven Ratten stroke-prone (SHR-SP) weiteiekelt wurderf>*® Die SHR-SP
haben im Vergleich mit den SHR ein geringeres Kigeeicht, einen um etwa 40-50 mm Hg
hoheren Blutdruck und versterben noch friher als Artgenossen an Folgekrankheiten der
Hypertonie.

Unbehandelt entwickeln die Tiere nach spatestets Wochen einen malignen Hypertofius
mit einem systolischen Wert von durchschnittliclo@4n Hg und erkranken im Verlauf ihres
Lebens an den mit Hypertonie assoziierten Folgesoha wie Arteriosklerose,
Niereninsuffizienz, kardialen Mikrogefal3schadenhveerwiegenden zerebralen Schéden,

Herzhypertrophie oder —insuffizienz. Sie versterlmath spatestens 1 1/2 Jahren an den
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Folgen von Myokardinfarkten oder Schlaganfalféh Normotensive Wistar-Kyoto Ratten
tiberleben hingegen durchschnittlich 30 Moha8owohl durch die kurzfristige als auch die
langfristige Gabe eines ACE-Hemmers lasst sichdbai SHR-SP jedoch eine Verlangerung
der Uberlebenszeit erreicen Mogliche Effekte, die dazu beitragen, sind Vedeirung der
linksventrikularen Hypertropht& Protektion der Herzfunktion und des Metabolisreawie
Protektion der Endothelién Protektive Effekte konnen sowohl in blutdrucksemter
Dosierung als auch in nicht-blutdrucksenkender &osig der ACE-Hemmer an der Adita
den MesenterialgefaB&nden zerebralen Gefafémnd den Koronararteriéhnachgewiesen

werden.

Bei der Untersuchung von Gefallen kommt es darayf stmkturelle Verdnderungen
maoglichst genau zu lokalisieren. Fundierte Kenmsmisom physiologischen Aufbau sowie

der Funktion der Blutgefale in verschiedenen Ongaired dabei von grol3er Bedeutung.

2.5 Aufbau der Blutgefalie

Die Wand von Blutgefal3en ist aus drei verschiedeBehichten aufgebaut, die sich bei
Venen und Arterien sehr ahnlich sind, aber je nagkalisation im Korper unterschiedlich
stark ausgepragt sein konnebie Blutgefale sind dadurch optimal an ihre jewelh

Aufgaben angepasst.
Folgende drei Schichten werden unterschieden:

- Tunica intima (= Intima): Die innerste Schicht von Blutgefal3en besteht ans Bndothel,
einem einschichtigen Verband flacher Zellen, an elas Basalmembran (s.u.) und das aus
zarten Kollagenfasern und elastischen Netzen bestieh subendotheliale Bindegewebe
anschlieRen. Am Ubergang zur Media findet sich Biembrana elastica interna. Die
Faserzige und Zellen sind vorwiegend in RichturgRlatstroms ausgerichtet.
Mikrovaskulares Endothel kann phanotypisch sehengohiedlich vorliegen: kontinuierlich,
fenestriert mit oder ohne Diaphragma oder diskamiich. Die jeweilige Auspragung hangt
von lokalen Mediatoren ab, wobei man von losliclk@ktoren, Zell-Zell- und Zell-Matrix-
Interaktionen ausgetit>®

Die Intima ist bei herznahen Arterien gewohnlicirlser ausgepragt als bei herzfernen.
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- Tunica media (= Media): Die mittlere Schicht besteht aus glatten Muskédrel
Kollagenfasern und elastischen Fasern, die vorm@gengformig angeordnet sind. Bei
Arterien verdichten sich am Ubergang zur Adventitae elastischen Strukturen zur
Membrana elastica externa, die aber zum Teil nbr sehwach ausgepragt sein kann. Der
Mengenanteil der einzelnen Gewebsbestandteile hémmgtier Lage und der Beanspruchung
im Organismus ab. Bei den Arterien ist die Media®@ dim kraftigsten entwickelte
Wandschicht.

- Tunica externa (= Adventitia): Die &uf3ere Schicht von Blutgefalen wird von
Bindegewebe gebildet, das kollagene und elastis@sern enthélt. Sie stellt dadurch eine
Verbindung mit der jeweiligen Umgebung her. In dieSchicht kénnen bei gré3eren Arterien
auch die Arterienwand versorgende BlutgefaRe (=aVassorum) und Gefal3nerven

eingebunden sein.

Im Rahmen dieser Arbeit ist vor allem die die Emédtellen und Basalmembran umfassende
Tunica intima von Interesse, welche im Gehirn dioezifische Funktion der Blut-Hirn-

Schranke erfullt.

2.5.1 Blut-Hirn-Schranke

Die Blut-Hirn-Schranke dient dem Schutz des Hirngegs vor potentiell toxischen
Substanzen. Es handelt sich um eine selektiv dissige Schranke zwischen Hirnsubstanz
und Blutstrom, die den Stoffaustausch im ZNS kdhérd. Nur wenn die Integritat der Blut-
Hirn-Schranke bewabhrt ist, kann ihre Schutzfunkaofrechterhalten bleiben.

1885 zeigte Paul Ehrlich, daR saure Vitalfarbstalées Hirn nach Injektion in den Liquor
Cerebrospinalis farbten, nicht jedoch nach intralier Injektion. Die eigentliche Barriere
wird nicht, wie zunachst gedacht, aus den Astragllan, sondern aus dem Endothel selber
gebildet. Im Unterschied zu den meisten andererotietien liegt es im Hirn namlich dicht
durch Tight junctions (Zonulae occludentes) mit deweils benachbarten Endothelzellen
verbunden vor (s. Abb. 3). Fur die morphologischeedritdt wie die Extravasation von
zellularen Bestandteilen sind jedoch aul3erdem wieelBasalmembran sowie in geringerem
Umfang die Astrozytenfortsatze von Bedeutung. Jehnarer Zusammensetzung ist das

Wechselspiel der unterschiedlichen Strukturen éeigend fir die zerebralen Mikrogefalle.
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So wird beispielsweise die Ausbildung der Tightguons erst durch die Astrozytenfortsatze
induziert, wohingegen die Basalmembran u.a. Eisfluauf das Uberleben des

Endothelzellverbandes nimmt (s.u.).

Fettlosliche Substanzen wie Nikotin, Alkohol unduf§jase, aber auch Narkotika wie
Halothan, kénnen die Blut-Hirn-Schranke per Difeusipassieren und somit ins Gehirn
gelangen. lonen und polare Substanzen wie Glukasd kingegen auf spezifische
Transportsysteme angewiesen. Durch die Blut-Himr&wke kann die chemische

Zusammensetzung der Interzellularflissigkeiten @ebirns weitgehend konstant gehalten

werden.

Astrozyt
Hirnkapillare

Hirngowobo

Basal-
membran

Astrozyten-
fortsatz

Abbildung 3: Blut -Hirn -Schranke
Schematische Darstellung der beteiligten
Strukturen

Wahrend die Basalmembran als Bestandteil der Inkeiaen direkten Anteil an der Blut-
Hirn-Schranke hat, ist sie dennoch fir die angredee Endothelzellen und somit die

zerebrovaskuldre Integritat von hochster WichtigRei

2.5.2 Basalmembran

Alle Endothelien grenzen mit ihrer dem Bindegewebegewandten Seite an eine
Basalmembran, durch die sie mittels transmembrand&rbindungsproteine in der

Umgebung befestigt sind. Die Basalmembran ist spezialisierte extrazellulare Matrix, die
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sowohl von Epithel- als auch Endothelzellen aufgelérd. Sie kann bis zu im dick sein
und ist fur die meisten Stoffe permeabel, wodurnehEinahrung des Endothels gewahrleistet
ist. Basalmembranen erfilllen wichtige Funktionen dés angrenzende Gewebe: einerseits
sorgen sie fir mechanische Stabilitat und wirken Bérriere zwischen unterschiedlichen
Zelltypen, andererseits sind sie entscheidend llggtan Zelldifferenzierung, -tberleben und
—migratiorr>>®

Lichtmikroskopisch erscheint die Basalmembran atsndégene Einzelschicht. Mithilfe

elektronenmikroskopischer Darstellung lasst siclogh ein vierschichtiger Aufbau erkennen:

Lamina rara externa (= Lamina lucida): Diese Schicht stellt eine Verbindung zwischen
Endothel und Lamina densa der Basalmembran heriniamt in diesem Zusammenhang ein

wichtiges vermittelndes Glykoprotein.

Lamina densa (= Basallamina): Die Lamina densa ist der zentrale Anteil der
Basalmembran. Sie ist zwischen 20-100 nm dick weltt sich elektronenmikroskopisch sehr
dicht dar. Charakteristisch ist das Vorkommen vanlagen Typ IV. Das Kollagen Typ IV
bildet ein geflechtartiges rdumliches Netzwerk, cek als Grundstruktur der Basallamina
anzusehen ist und die Verbindung zu den angrenne8ttakturen darstellt. Eingebettet sind
verschiedene Proteoglykane und Glykoproteine.

Lamina rara interna: Die Lamina rara interna ist als Verbindungsschizbt Lamina
fibroreticularis zu betrachten. Das GlykoproteitrBnektin ist zusammen mit anderen ein
wichtiger Vermittler.

Lamina fibroreticularis: Die Lamina fibroreticularis verbindet die Basalnt@an mit dem

unmittelbar angrenzenden Bindegewebe. Einstrahl@&nggegewebsfasern werden durch so
genannte Ankerfibrillen befestigt, aul3erdem entigltals wichtige Faser Kollagen Typ Ill.
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Abbildung 4: Struktur der
Basalmembran
Hier sind nur 4 Komponenten

aufgefiihrt von einer Vielzahl von
laminine type IV collagen iber 50 Glykoproteinen und
mehreren Proteoglykanen, die in
0 entactin @ﬁ. perlecan der Basalmembran vorkommen
kénnen.

Hauptbestandteile der Basalmembranen sind Kolldggn IV, das Glykoprotein Laminin,
Heparansulfat und einige quantitativ weniger hé&fiddestandteile wie BM40 (=
Osteonektin), Fibulin 1 und 2, Entactin, Perlec&ollagen Typ VIII, XV, XVIII und
Thrombospondin 1 und 2 (s. Abb. 4). Je nach Gevaglteen sich Basalmembranen sehr
unterschiedlich zusammen und erfiillen auch unterdiibhe FunktioneH. Dies ist zum
einen durch das unterschiedliche Verhdltnis deiteifte zueinander sowie die multiplen
Isoformen der einzelnen Proteine zu erkl&téh Auch das Entwicklungsalter spielt eine
Rolle fur die Zusammensetzung der Basalmembrareisichn frihen Phasen noch Laminin
als membranahnliche Matrix ausreichend zu seindist Inkorporation von Kollagen in
spateren Phasen unverzichtbar filr Integritat, Sthiind Funktionalitf.

Alle Bestandteile der Basalmembran sind multifumkéll und haben mehrere spezifische,
aktive Domanen, die mit Zellen, anderen Molekileer dExtrazellularmatrix oder
Wachstumsfaktoren wie VEGF oder FGF-2 interagid@meri* und dadurch Einfluss auf
das Wachstum von Gefal3en ausiben. Auch Proenzynie (aaktive Formen der
Metallomatrixproteasen) und Spaltprodukte der Beflalarmatrix (z.B. die4-Kette G4-5)°

kbnnen pro- oder antiangiostatisch wirken.

Menschliche und tierische Zellen kénnen mehrerescleedene Matrixtypen bilden. Eine

Auswahl zeigt Tab. 2:
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Kollagen | Anker Proteoglykan Oberflachenrezeptor Zellen
I Fibronektin Chondroitin und Integrin Fibroblasten
Dermatansulfate
Il Fibronektin Chondroitin-Sulfate | Integrin Chondrozyten
Il Fibronektin Heparansulfate Integrin inaktive Hepatozyten,
und Heparin Epithelien; assoz.
Fibroblasten
v Laminin Heparansulfate Lamininrezeptoren alle epithelialen Zellen,
und Heparin endotheliale Zellen,
regenerierende
Hepatozyten
\% Fibronektin Heparansulfate Integrin inaktive Fibroblasten
und Heparin
\i Fibronektin Heparansulfate Integrin inaktive Fibroblasten

Tabelle 2: Auswahl mdglicher Extrazellularmatrix-Ty ~ pen

Im folgenden soll auf zwei der wichtigsten Bestaildtvon Basalmembranen, das Kollagen

Typ IV und das Glykoprotein Laminin, n&her eingeg@mwerden.

2.6 Kollagen

Der Name Kollagen kommt aus dem Griechischen urdkltet ,Leim bildend“. Gewahlt
wurde diese Bezeichnung aufgrund seiner EigensdhlaftStrukturprotein des Knochens
(,Knochenleim*), welches heute in Form von Gelathravendung findet.

Kollagen ist das mengenmalig wichtigste Struktuginodes Bindegewebes im menschlichen
Korper und das erste biochemisch analysierte Protmi Basalmembran&h Zurzeit sind 27
verschiedene Kollagentypen (Typ | bis XXVII) sowzesatzlich mindestens zehn weitere
Proteine mit kollagen&hnlichen Doméanen bekannt.

Kollagen wird im endoplasmatischen Retikulum vobréblasten synthetisiert und besteht
aus helikalen Peptidketten, die untypischerweise dinksgangige Helix aufweisen. Drei
dieser Helices umschlingen einander zu einer rgéhtggen Superhelix (s. Abb. 5), die sich
wiederum mit weiteren Superhelices zu Mikrofibmlleusammenlagert. Die Mikrofibrillen
schlielich bilden die endgultige Kollagenfaser. ffAlend an der Priméarstruktur des
Kollagens ist, dass als jede dritte Aminosaure @Iworkommt. Ein haufig wiederholtes

Sequenzmotiv ist Prolin-Hydroxyprolin-Glycin (s. BI6).
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Abbildung 5: Aufbau einer Kollagen-Superhelix aus
3 Polypeptidketten

Glycine

' Q «— Hydroxyproline
g

‘»KProime
4 Abbildung 6: Primérstruktur des Kollagens.

Haufiges Sequenzmotiv ist Prolin-Hydroxyprolin-Glycin

Die Art der Vernetzung bestimmt die enorme Zugfgsit und Dehnbarkeit, die die Fasern
spater aushalten konnen und die oftmals bis zuf0D@achen des Eigengewichts ausmachen.
Typisches Zeichen von Kollagen ist, dass seine rRaseh nicht verzweigen und im

Mikroskop gewellt aussehen.

Die Einteilung der Kollagene erfolgt nach der Stwk der Molekilketten des
Tropokollagens, einer der Vorstufen des Kollagéne.wichtigsten Kollagentypen sind Typ |
bis Typ IV (s. Tab 3).

Typ polymerisierte Form orkommen
fibrillen-bildend I Fibrillen Knochen, Haut, Sehnen, Bander,
Hornhaut, innere Organe (ca. 90%)
Il Fibrillen Knochen, Zwischenwirbelscheiben
Il Fibrillen Haut, Blutgefal3e, Haare
Vv Fibrillen (mit Typ I) s. Typ |
Xl Fibrillen (mit Typ II) s. Typ 1l
fibrillen- IX seitliche Verbindung mit Fibrillen Knorpel
assoziiert des Typs Il
XIl | seitliche Verbindung mit manchen einige andere Gewebe
Fibrillen des Typs Il
geflecht- IV | flachiges Netz Basalmembran
bildend
VII | Verankerungsfibrillen unter geschichtetem Plattenepithel

Tabelle 3: Einteilung der Kollagene anhand ihrer St ruktur
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Bei dem in dieser Arbeit untersuchten Kollagen tedinds sich um das Kollagen Typ 1V,
welches vornehmlich in Basalmembranen vorkommtexperimentellen Studien am Tier
konnte gezeigt werden, dass es sowohl beim trasohath Hirnschadéhals auch bei akuter
zerebraler Ischamie und anschlieRender Reperfugioginem Verlust an Kollagen Typ IV
kommt®. Beziiglich des Verhaltens von Kollagen bei chreimés Hypertonie konnte noch
keine Einigung erzielt werden: Untersuchungen an Aterta®™, den Carotide¥t bzw. den
MesenterialgefaRéh ergaben, dass chronisch erhdhter Blutdruck zur efumahme von
Kollagen flihrt, haufig ausgedrickt durch ein veRgnies Kollagen/Elastin Verhaltnis.
Studien an zerebralen Arteriolen von SHR-SP im ééch zu normotensiven Ratten zeigten
hingegen nur eine relative Zunahme von Elastinglatten Muskelzellen, und der Gehalt von
Kollagen und die Dicke der Basalmembran bliebenclgleoder nahmen sogar ab. Die
Dehnbarkeit der Gefal3e nahm dadurch zu. Dies standsegensatz zu den grol3eren
zerebralen Gefalien, die verhaltnismalig mehr Ketlagnd weniger glatte Muskelzellen
enthielte®. Ein endgiltiger Konsens beziiglich der Kompositiater vaskularen
Extrazellularmatrix bei chronischer Hypertonie leéstzurzeit nicht, weshalb wir in unserer
Studie die Auswirkungen chronischer Hypertonie digf Basalmembran zerebraler GefalRe
von SHR-SP im Vergleich mit einer antihypertensehéndelten Gruppe untersuchen wollten.
Zwar gibt es Hinweise auf protektive Effekte auk dbtruktur von Hirngefal3en durch
Antihypertonika®®, jedoch ist zurzeit noch wenig iiber die mikrovaaten Veranderungen

bekannt.

2.7 Laminin

Laminine wurden erstmals vor ca. 25 Jahren alsnésier Bestandteil von Basalmembranen
entdeckt®. Es handelt sich um groRe Glykoproteine (850-1G@a) mit antigenen
Eigenschaften, die von verschiedenen epithelialeh mesenchymalen Zellen synthetisiert
werden. Sie sind in der Lamina rara externa derBasmbran lokalisiert und stellen die
Verbindung zwischen dieser und den Epithelzellen Seit einigen Jahren ist bekannt, dass
Laminine nicht immer auf die Basalmembran beschraimkl: So lasst sich beispielsweise die
y3-Kette des Laminin 12 in den meisten endotheliaehen der Arteriolen und Kapillaren
oder der apikalen Oberflache von ziliaren GewebenLunge und Reproduktionstrakt

nachweisef{ %8
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Laminine bestehen aus 3 glykosilierten Polypeptigke einer o-Kette (5 maogliche
Subtypen), einerp-Kette (f1-Kette, 4 Subtypen) und einer-Kette (= p2-Kette, 3
Subtypen}®, die sich spiralférmig umeinander winden

Cell-surface receptor und Uber Disulfidbriicken verbunden sind. Durch das
binding domain

achain  colgentv  VOrhandensein der Subtypen konnen mehrere
binding
doma verschiedene Isoformen gebildet werden, von denen

Collagen IV
binding
domain

zurzeit 15 bekannt sifd Die a-Kette enthalt an ihrem

e Ende eine funktionelle Domane fur die Verbindung zu
E}EE; organspezifischen Zellrezeptoren, wahrend dig
Kette undy-Kette fur die Bindung von Kollagen Typ
ook IV sowie die Aggregation von Lamininen
untereinander verantwortlich sind. Des Weiteren
finden  sich  Bindungsstellen  fur  Heparin,
Heparansulfat und Nidogen (s. Abb. 7).
00C CE:O'
::.':;:;?,z:..fm{ &2:5;;;?“ B it B Ketto Sind Spraltimig umeinéder gownden.
sincing dommeln binding domain AuRerdem sind die Bindungsdoménen fiir Kollagen, Heparin

EdcEson Wasdey Longman, Ine

und Zelloberflachen-Rezeptoren zu erkennen.

Die Familie der Laminine besteht aus multifunktiber® Makromolekilen und stellt das am
meisten  vorkommende strukturgebende nicht-kollagen&lykoprotein dieser
hochspezialisierten Extrazellularmatrix dar. In detzten Jahren sind im Rahmen von
Studien der Basalmembran neben den Kollagenen amwhhmend die Laminine auf ihre
Verteilung und Funktion untersucht worden. Laminiggielen eine wichtige Rolle fur
zahlreiche zellulare und biologische Prozesse wi@ha&ion, Migration, Chemotaxis,
Proteinexpression, Signaltransduktion und zellul&Eatwicklund®’2 Die Interaktion
zwischen Zellen und Lamininen erfolgt durch eine ihRe unterschiedlicher
Oberflachenrezeptoren wie den Integrinen, membiaunggenen Proteoglykanen und
Glykoproteinen wie Dystroglykdh’ Die wichtigsten Domanen, die mit den zellularen
Rezeptoren reagieren, befinden sich auf @dtette der Laminine, weshalb diese als der
funktionell aktive Teil des Heterotrimers angesetvenden. Dies konnte in Studien, in denen
a-Ketten inaktiviert wurden, und durch die Analysngtischer Krankheiten bestétigt werden.
So kommt es bei Elimination oder Mutation det-Kette bei Mausen und Menschen zu
muskulérer Dystrophié Elimination oder Mutation vona3-Ketten zu Epidermolysis
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bullosd®, Elimination der4-Kette zu einem embryonalen GefaRdefeund Elimination der
o5-Kette zu multiplen embryonalen Defekten und TenicH Plazentadefekte AuRerdem
gibt es Hinweise darauf, dass Laminin eine wichtigelle bei der Entstehung und
Ausbreitung von Tumoréfi® und der Entwicklung der Myokardhypertrophie und
HerzinsuffizienZ* spielt. Fiir unsere Studie sind vor allem die Smdiera4-Kette undo5-
Kette von Interesse, da diese beiden Isoformenem Basalmembranen von Endothelien

vorkommen.

Mehrere Krankheitsbilder gehen mit einer Zunahme Liaminingehalt des betroffenen
Organs einher: Myokardhypertrophie bei diabetisch&attef¥?, alkoholassoziierte
Lebererkrankungén oder auch der M. Binswanger, eine obliterierenderdéngiopathie der
weilRen Hirnsubstafiz Ebenso kommt es bei der akuten Vaskulopathie fiaghsplantation
zu einer Zunahme von Kollagen IV und Laminin in &M, wahrend diese Bestandteile bei
der chronischen Vaskulopathie mit Intimafibrosenwedert vorliegen. Der Zeitpunkt der
Lasion scheint also eine wichtige Rolle zu spi&leBs gibt noch einige weitere Zustande, in
denen es zu einem Verlust an Laminin kommt, wie Raispiel bei der akuten zerebralen
Ischamié oder bei der physiologischen Alterdfigdie beide mit Verlust der mikrovaskularen
Integritat einhergehen. Wie auch beim Kollagenablsaheinen bei den Lamininen das
Plasmin-Plasminogen Syst&hund die Metallomatrixproteasen, insbesondere MNf¥20an
der Degradation und konsekutivem Hirnschaden ligteili sein. Spezifische Antagonisten
der Proteasen werden zurzeit als Erfolg verspratiemterventionsmaoglichkeit beim

Schlaganfall diskutiert.

Zurzeit sind 15 Isoformen der Laminine bekanntTab. 4). Fir Endothelien sind dabei
hauptsachlich Laminin &4, p1 undyl-Ketten) und Laminin 1005, f1 undyl-Ketten) von
Bedeutung, deren Expression jeweils vom Entwickézogtand, dem Gefal3typ und der
Aktivitat des Endothels abhafi§t’ Laminin 8 wird von allen Endothelien unabhanges d
Reifezustands exprimiert und kann durch Einfluss pominflammatorischen Zytokinen (v.a.
TNF-0) und Wachstumsfaktoren stark hochreguliert werdeshingegen Laminin 10 sich
erst 3-4 Wochen nach der Geburt hauptsachlich iotbelialen Basalmembranen von
Kapillaren und Venolen nachweisen |1&8&sVermehrte Expression von Laminin 10 lasst sich
durch angiostatische Substanzen wie Progesteragicleen, die offenbar auch fir die
Erhaltung des Endothelzell-Phanotyps notwendig °4inflowohl Laminin 8 als auch 10

scheinen eine wichtige Rolle fiir die Integritat @ut-Hirn-Schranke zu spieléh Wahrend
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Laminin 8 einen permissiven Effekt auf die Migratieon T-Zellen durch das GefalRendothel
hat, wirkt Laminin 10 inhibierend. Dies scheint siw Uber direkte Effekte auf die

Leukozytenadhésion als auch indirekte Effekte anddEhel und Leukozyten zuriickzufihren
zu sein. Versuche ano4 knock-out Mausen lassen vermuten, dass Laminindmsem

Bestandteil vor allem als Modulator von Verzweigumgd Reifung in embryonaler und
pathologischer Angiogenese von Bedeutund®%t So kommt es beispielsweise in der
Entwicklung von Mausen, denen did-Kette der Laminine fehlt, zu defekten Mikrogefél3e

und fehlerhafter bzw. verspéteter Zusammensetzangwudothelialen Basalmembrafn

Trimer |Vorkommen Referenz
Laminin 1 alBlyl | Epithelien (Entwicklung) Beck et al. 1990
Laminin 2 a2B1lyl | Muskelgewebe, periphere Nerven Engvall et al. 1990
Laminin 3 alB2yl | Muskel-Sehnen Ubergang Engvall et al. 1990
Laminin 4 a2B2yl | Neuromuskuldare Synapse, mesangiale Matrix des | Engvall et al. 1990
Glomerulus
Laminin 5 a3B3yl | Epidermis Rousselle et al. 1991
Laminin 6 a3Blyl | Epidermis Marinkovich et al. 1992
Laminin 7 a3B2yl | Epidermis Champliaud et al. 1996
Laminin 8 a4Blyl | Endothel, glatter Muskel, Fettgewebe, periphere | Miner et al. 1997
Nerven
Laminin 9 a4B32yl | Endothel, glatter Muskel, neuromuskulére | Miner et al. 1997
Synapse, mesangiale Matrix des Glomerulus
Laminin 10 a5B1yl | Reifes Epithel, reifes Endothel, glatter Muskel Miner et al. 1997
Laminin 11 a5B2y1l | Reifes Epithel, reifes Endothel, glatter Muskel, | Miner et al. 1997
neuromuskulare Synapse, glomerulare
Basalmembran
Laminin 12 a2B1y3 | Oberflache von Zilienepithel Koch et al. 1999
Laminin 13 a3B2y3 | ZNS Burgeson et. al 1999
Laminin 14 a4B32y3 | ZNS Burgeson et. al 1999
Laminin 15 a5B2y3 | ZNS Burgeson et. al 2001

Tabelle 4: Familie der Laminine. Aufbau und Vorkommen

Wahrend es im ersten Teil unserer Arbeit um diewAtksingen von Hypertonie auf die
Zusammensetzung der vaskularen Basalmembran anpi@ei®n Kollagen Typ IV und

Laminin geht, handelt es sich im zweiten Teil ure &olgen von Bluthochdruck auf die
Neurone. Dazu wahlten wir einen empfindlichen Marki# neuronale Schaden, das pu-

Calpain, sowie sein Substrat MAP-2.

25



2.8 Calpain

Die Familie der Calpaine wurde erstmals 1964 voroGet al. im Rattenhirn beschrielén

anschlieBend in verschiedenen Spezies nachgewieserd 1991 im Rahmen der
Internationalen Konferenz uber intrazellularen E8irdkatabolismus schliel3lich mit dem
Namen ,Calpain“ versehéh Es handelt sich um neutrale Kalzium-abhangige tédys
Proteasen (= CANP), die intrazellular liegen und imaktivierten Zustand eine
Kristallstruktur zeigeM(s. Abb. 8).

Abbildung 8:
Kristallstruktur der Calpaine
(hier: m-Calpain)

Calpaine kommen beim Menschen und auch beim Saubguitar vor, wobei einige
Isoformen jedoch gewebsspezifisch zu finden %iffdZu unterscheiden sind Calpain | (= p-
Calpain) und Calpain Il (= m-Calpain), die durch tarachiedlich hohe Calcium
Konzentrationen aktiviert werden, gewebsspezifisCladgpaine (= n-Calpaine) sowie einige
Calpain-assoziierte Proteine in cDNA Fdffh Zurzeit kennt man 15 verschiedene Calpaine

sowie 2 so genannte ,Calpain Small Subunits” (. B

Calpain Calpaingen  |Andere EF- Gewebetyp Spezies | Chromosom Genbank
Namen Hand
_ u-Calpain o Mensch | 11913 X04366
Calpain 1 capnl CAPN1 ' + Ubiquitar Maus 19 NM_007600
Ratte NV NM_019152
m- Mensch | 1941 NM_ 001748
Calpain 2 capn2 Calpain, + Ubiquitér Maus NV NM_009794
CAPN2 Ratte NV NM_017116
nCL-1, Mensch | 15915.1 X85030
94, Maus 2 NM_007601
Calpain 3 capn3 ?Lp82, + Skelettmuskel, . AF091998
Lp85 Augenlinse, Retina NM 017117
P Ratte | NV _
Rt88) U96367
Calpain 4 - - - - - - -
Ubiquitar (v.a. im | Mensch | 11914 NM_004055
Calpain 5 capn5 htra3, - Kolon, Dinndarm | Maus 7 NM_007602
nCL-3 und Testis) Ratte NV NV
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CAPNX, Mensch | Xq28 NM_014289
Calpain 6 capn6 Calpamod Plazenta? Maus X NM_007603
ulin Ratte NV AF067793
Mensch | 3p24-p25 AB028639
Calpain 7 capn7 palBH Ubiquitar Maus NV NM_009796
Ratte NV NV
Mensch | 1g41 AA 043093"
Calpain 8 capn8 nCL-2 Magenmukosa Maus NV NV
Ratte NV D14479-
D14480
Mensch | 1g42 NM_006615
Calpain 9 capn9 nCL-4 Verdauungstrakt Maus NV u89513
Ratte NV uUg89514
Mensch | 2937.3 AF089088,
AF089090-96
Calpain 10 | capnl0 EQEH;O Ubiquitér Maus NV NM_011796
AF089089
Ratte NV AF227909
Mensch | 6p12 AJ242832
Calpain 11 capnll CAPN11 Testis Maus NV NV
Ratte NV NV
. Ubiquitéar (v.a. im Mensch | NV NV
Calpain 12 capnl2 CAPN12 Haarfollikel) Maus 19913 AJ289241
Ratte NV NV
Calpain 13 capnl3 CAPN13 Testis/Lunge Mensch | 2p22.2-p22.3 | (AC068689)
Calpain 14 | capnl4 CAPN14 Ubiquitér Mensch | 2p22.2-p22.3 | (AC015980)
Mensch | 16p13.3 u85647
Calpain 15 capnlb Sol H Ubiquitér Maus 17A3.3 NM015830
Ratte NV NV
Calpain capn-sl Mensch | 19q13.1 NM_001749
Small oder CAPN4 Ubiquitar Maus NV NM_009795
Subunit 1 cpnsl Ratte NV RNU10861
Calpain capn-s2 Mensch | 16 AC026802
Small oder - NV Maus NV AK009171
Subunit 2 cpns2 Ratte NV NV

Tabelle 5: Familie der Calpaine
NV = nicht verfigbar, EF-Hand: Kalzium-bindende Strukturen. Anmerkung: Es gibt kein Calpain 4. p-
Calpain = Protein-Heterodimer von Calpain 1 und einer kleinen Untereinheit. m-Calpain = Protein-
Heterodimer von Calpain 2 Protein und einer kleinen Untereinheit

Die zwei wichtigsten Calpaingruppen, pu-Calpain om&€alpain, bestehen aus einer schweren
(80 kDa) Untereinheit mit vier Domanen und einechHeen (28 kDa — 30 kDa) Untereinheit

mit zwei Doméanen (s. Abb. 9). Die grof3en Untereitémeder beiden Isoenzyme sind nicht

identisch, sondern unterscheiden sich in der Zusamsatzung der Aminosauren und der

Proteasenstruktur. Das Molekulargewicht variierhaum etwa 5 kD®. Domane |, die das

N-terminale Ende der Protease beinhaltet, ist vadeBtung fir die Stabilitat und

Aktivierung der Calpaine. Sie wird bei Kalzium-irmerter Autolyse abgespalten (s.u.). Das

katalytische Zentrum findet sich in der Domane B sitaweren Untereinhéft, die Papain-

ahnlichen Cysteinproteasen ahnelt. Doméane 1V, di&e ahrboxyterminale Ende des Proteins

beinhaltet, hat Ahnlichkeit mit dem Kalzium-bindemdProtein Calmodulin und z&hlt zu den

Kalzium-bindenden Domé&nen der Calpaine. Domé&ne riééragiert mit Domane 1l und
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hemmt in Abwesenheit von Kalzium die intrinsisch®tPasenaktivitat. Durch die Bindung
von Kalzium an die Domane IV kommt es zu einer Komfationsdnderung, wodurch die
Protease aktiviert wird. Domane 1l gilt ebenfalils Calmodulin-&hnliche Doméane, kann
Kalzium und Phospholipide bind®i und reagiert mit der Ca2+-gebundenen Domane IV
und/oder Doméane VI. Durch diese Interaktion wirds daktive Zentrum der Doméne I
freigelegt und ihre proteolytische Funktion ermégli Die leichte Untereinheit von p-
Calpain und m-Calpain ist identisch und nimmt véiméch regulatorische Funktionen wabhr.
Die N-terminale, hydrophobe Domane V besteht aygi@lesten und hat Bedeutung fiir die
Membranbindung und die Interaktion mit PhosphokpidDomane VI hat Ahnlichkeit mit
dem carboxyterminalen Ende der grol3en Untereinbed zahlt daher ebenso zu den
calmodulindhnlichen, Kalzium-bindenden Domé&nen. &dviboméne IV als auch VI besitzen
vier Regionen, in denen Calcium gebunden werdem kdie so genannten EF-Hande. Eine
fiinfte EF-Hand, die 1997 von Lin et ‘azum ersten Mal beschrieben wurde und Kalzium
nicht binden kann, ist wahrscheinlich von Bedeuttiimgdie Bindung zwischen der grol3en
und kleinen Untereinheit.

p-Calpain und m-Calpain werden durch unterschibdlimohe Kalziumkonzentrationen
aktiviert: Wahrend p-Calpain schon bei 10480 seine halbmaximalen Aktivitat erreicht
und somit eine relativ hohe Affinitat zu Kalziumfaeist, benottigt m-Calpain dazu etwa
400-800 pM. Keines der Isoenzyme zeigt in Abwesgémhen Kalzium eine messbare
Aktivitat'*”.

Ein weiterer Unterschied von p-Calpain und m-Calpsi das Verteilungsmuster im ZNS: So
findet sichp-Calpain vorwiegend im Zellkern und in den Dendrjtevohingegen m-Calpain

in den Axonen vorkommt.

I 11 111 v
N e — t—r—c 80-kDa
1 8788 327 328 569570 714

Vv VI
N bE——x 3 C 28-kDa
1 101 102 268

Abbildung 9: Calpainaufbau. p-Calpain und m-Calpain bestehen aus einer schweren (80 kDa)
Untereinheit mit vier Domanen und einer leichten (28 kDa) Untereinheit mit zwei Domanen. Hier
dargestellt: p-Calpain.
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Calpaine haben als Substrat verschiedene EnzymegpReproteine und regulatorische
Proteine der Membran und des Zytoskeletts. Daz@wrgehSpektrin, Fodrin, Ankyrin, tau-
Protein, Mikrotubuli-assoziiertes Protein 2 (MAR2, unten) und Protein-Kinasé®2 Der

endogene Gegenspieler der Calpaine ist das Cdipasta

Die Calpainaktivierung wird tber eine Zunahme ddrazellularen Kalziumkonzentration

vermittel£>19®

welche zu einer Konformationsanderung der Pretéiasrt und dadurch das
katalytische Zentrum freile¥f. Obwohl die zentrale Rolle des Kalziums unumenittst,
konnte noch nicht genau geklart werden, wie diep&abktivitat reguliert wird: Die
Kalziumkonzentrationen, die beispielsweise zur ¥ktiung vonp-Calpain oder m-Calpain
notwendig sind, wirden auch ohne Calpainaktivieranm sofortigen Zelltod fihren. Man
geht daher davon aus, das es Mechanismen gibtdethe Kalziumbedarf der Calpaine
herabsetzen, wobei vor allem zwei Thesen wahrshitieierscheinen: 1) Es ist moglich, auch
mit geringeren Kalziumkonzentrationen eine Calpatolyse zu induzieren, wobei die
autolysierten Enzyme allerdings bei einer physisidgen Kalziumkonzentration aktiv sein
mussten, und 2) es gibt andere Zellmolekule, diedem Calpainen interagieren und dadurch
den zur Aktivierung notwendigen Kalziumgehalt reieéuen®. Fiir die zweite These sprechen
Studien wie beispielsweise die von Saido et ale dinen Zusammenhang von
Calpainaktivitat und dem Vorhandensein von Phoplghtiositolphosphat (PIP) aufzetdt
Suzuki et al. stellten 1995 ein mdgliches Modelt @alpainaktivierung vor (s. Abb. 10).
Darin werden zwei unterschiedliche Wege zur Aktiwigy vorgestellt, deren einer Uber die
Kalzium-aktivierte Dissoziation der 30K und 80K Erginheiten ablauft, wahrend es bei dem
anderen zunachst zur Autolyse der Untereinheitath enst anschlieRend zur Dissoziation

kommt.
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Abbildung 10: Calpainaktivierung an der biologische n Membran **.

Kalzium bindet an das im Zytosol vorhandene Calpain. Dadurch kommt es zu einer
Konformationsénderung der Protease, hydrophobe Regionen werden freigelegt und Calpain kann an
die Phospholipidmembran wandern. Die Wanderung an die Phospholipidmembran ist der erste
wichtige Schritt in der Aktivierungskaskade von Calpain (Step A). An der Membran bindet Calpain an
vorhandene Calpainsubstrate oder an Aktivierungsfaktoren. Der weitere Aktivierungsweg ist entweder
Uber eine Autolyse (Step B) mit nachfolgender Dissoziation der Untereinheiten (Step C)

oder Uber eine Dissoziation der Untereinheiten allein zu erklaren (Step B", Step C ). Eine erste
Maoglichkeit der weiteren Aktivierung lauft folgendermaf3en ab: An der Membran findet zunéchst eine
Autolyse von Calpain statt (Step B). Durch die Abspaltung der Doméane | entsteht aus der 80K-
Untereinheit eine 76K-Untereinheit, durch die Abspaltung der Doméane V aus der 30K-Untereinheit
eine 18K-Untereinheit. Die Spaltung der Domane | ist der entscheidende Vorgang, der die benétigte
Kalziummenge fur die weitere Calpainaktivitat reduziert. Bevor Calpain proteolytisch aktiv wird (Step
C), dissoziieren die autolysierten Untereinheiten 76K und 18K. Diese Dissoziation ist ein irreversibler
Prozess und findet nur bei Vorhandensein von Phospholipiden und Kalzium statt. Der zweite
Aktivierungsweg ist unabhangig von der Autolyse. Es kommt zu einer reversiblen Dissoziation der
katalytischen 80K-Untereinheit und der regulatorischen 30K-Untereinheit (Step B’), wobei der Einfluss
von Aktivierungsfaktoren noch diskutiert wird. Die Kalziumaffinitat der katalytischen 80K-Untereinheit
ist viel hdher als die Kalziumaffinitat des Gesamtcalpains.

Nakagawa et al. hingegen zeigte, dass eine AutalgsdJntereinheiten zwar notwendig fur
die Dissoziation ist, diese Dissoziation aber eesth der Aktivierung stattfindet und somit

nicht firr diese notwendig <P.

Zum nicht-autolytischen Weg konnte Suzukis Arbeiipgpe 2004 neue Erkenntnisse
vorstelled™ (s. Abb. 11): Diese besagen, dass Kalzium und ptulipide eine

Konformationsdnderung der Protease bewirken, dadulie Domanen lla und Ilb ein
katalytisches Zentrum ausbilden und es zur Distioni@er Untereinheiten kommt.
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Abbildung 11: Calpainaktivierung durch Kalzium.

Das Binden von Kalzium und Phospholipiden (PL) an m-Calpain induziert eine
Konformationsénderung, durch die die Doménen lla und Ilb néher zueinander gebracht werden und
dadurch ein funktionell katalytisches Zentrum bilden. Dies fiihrt zu einer Dissoziation der 30K
Untereinheit von der 80K Untereinheit, was in einer 30K Homodimer Formation resultiert.

m-Calpain besitzt mindestens drei verschiedene Kalzium-bindende Regionen, zwei Calmodulin-
ahnliche EF-Hande in den Domanen IV und VI, ein saure Schleife in Doméane 1l und zwei Kalzium-
bindende nicht-EF-Hande in lla und llb.

C105 und H262 sind katalytische Residuen. K7 und D154 bilden in der Abwesenheit von Kalzium
lonen eine Salzbriicke. Nt = N-terminales Ende, + bzw. - = basische bzw. saure Aminoséaurereste zur
Bindung von Kalzium-lonen

Da die genauen Mechanismen der Calpainaktivierwa mmmer unklar sind, konnte auch
noch nicht geklart werden, was der Einstrom vomefreKalzium in die Zelle letztendlich
bewirkt. Die Kenntnis, dass der Kalziumeinstrom @Gehirn hauptséchlich Utber eine
Uberaktivierung der NMDA- und Glutamat-Rezeptorafolgt'*>**3 wird in néachster Zeit

vielleicht auch zu weiteren Einsichten in die Regjoh der Calpainaktivierung fihren.

Calpaine erfillen vielfaltige Aufgaben im Organisnibie spielen eine wichtige Rolle bei
Zellproliferation und Gewebedifferenzierdny"> sind beteiligt an der Reorganisation des
Zytoskeletts wahrend der Wundheildty sowie der Zellmigratiott’, wobei der

Prozessierung von Aktin eine zentrale Bedeutungmuit (s. Abb. 9). AuRerdem sind sie
mit der Vermittlung des apoptotischen Zelltods @émi Zellen assoziief®!'® Ein

Zusammenhang zwischen einer Malfunktion von Cal@aimd Magenkarzinom, Calpain 3a
und Muskeldystrophie Typ 2a (= Gliedergirteltypyveo Calpain 10 und Diabetes mellitus
Typ Il konnte in den letzten Jahren bestatigt wettfe?> Auch bei der Entstehung und
Ausdehnung von Myokardinfarkten wurde mittlerweden Einfluss der Calpaine geltend

gemacht??
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Glutamate In vielen Studien konnte gezeigt werden,

Ca2+ dass Calpaine, vermittelt durch die
\X\ Kalziumhomoostase, einen  wichtigen
) & A NMDA . , _

“Caz+ e Einfluss auf die Hirnfunktion haben. So
: eht man heute davon aus, dass sie zur
' PKC CALPAIN\* CaM Kinase Il | g

Langzeitpotenzierurg®*#*beitragen, einen
keletal Breakd . .
i Pt Faktor in der Pathogenese der Multiplen
Membrane Damage
25 ;
Abbildung 12: Aktivierung der Calpaine im Sklerosé und neurodegenerativer

Gehirn. Der Kalziumeinstrom wird durch NMDA-, . .
Glutamat- und Kalziumrezeptoren vermittelt und Erkrankungen wie dem M. Alzheinte?

fuhrt zum proteolytischen Abbau des Zytoskeletts und dem M. Parkinsdf’ darstellen und
und Membranschaden.

entscheidend an der Auspragung von
Schlaganfall und Hirntrauma mitwirkéfl Sowohl bei globalét**?® als auch bei fokaler
Hirnischamié®'* der Sinusvenenthrombds® dem traumatischen Hirnschad®r>? und
dem traumatischen Riickenmarkschddfekommt es zu einer Aktivierung bzw. vermehrten
Expression von Calpainen und protrahiertem, verteehAbbau ihrer Substrate wie Fodrin,
Spektrin und MAP-Z°3* Dieser Mechanismus geht dem neuronalen Zelltognvaind
scheint mit einem Kalziumeinstrom Uber die Glutanustd NMDA-Rezeptoren assoziiert zu
sein'?'%s. Abb. 12). Im Tierexperiment konnte beispielsgeéin Abbau von MAP-2 und
a-Spektrin schon nach® bzw. 60 Minutef?® experimenteller Ischamie nachgewiesen
werden, was die Calpaine und ihre Substrate zu §@hen Markern einer neuronalen
Verletzung macht. Der Gewebeschaden scheint beindess vulnerablen Neuronen (z.B.
CAl1l Bereich des Hippocampus) zu beginnen, zur dgsalren Fragmentierung und
Aktivierung von Calpainen in den Somata zu filifénind letztendlich den Zelltod durch
Apoptose bzw. Nekrose auszuls¥8nZeitlich gesehen spielen die Calpaine vor allardér
frhen Induktionsphase und in der spaten Exekupioase des ischamischen Zelltods eine
Rolle**® Der geschilderte Ablauf wird durch die p-Calpaiuzierte Aktivierung der
Cysteinprotease Caspase-3 und der lysosomalenaBeo@athepsin B unterstitZt**® Was
die Isoformen angeht, werden sowohl p-Calpain alksham-Calpain beim traumatischen
Hirnschaden vermehrt detekti&ft wobei die vermehrte Aktivierung jedoch nicht rurf die
Seite der L&sion und damit den Bereich des Zeligategs beschrankt ist, sondern auch in
primar nicht geschadigten Gebieten nachgewiesedamekann und somit eine generalisierte
Reaktion auf Hirnschaden darstellen mag. LetzteembBchtung wird noch kontrovers

1

diskutiert und konnte von einigen Arbeitsgrupperstaggt3*'** von anderen widerlegt

werdert®’. Wahrend in den meisten Studien davon ausgegamgeh dass Calpaine
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hauptséachlich fir die Induktion von Apoptose bzwekMse neuronaler Zellen verantwortlich
zu machen sind, gibt es auch Ansatze, die denatygidchen Aspekt hervorheben: Faddis et
al. wiesen nach, dass es bei einem sublethalend&chan Neuronen zwar zu vermehrter
Calpainexpression kommt, dies aber eher einem dmatien Remodelling als einem

bevorstehenden Zelltod zuzuschreiben**istEine Calpainaktivierung muss also nicht
unbedingt einen schadlichen Einfluss auf Zellenibas, sondern kann ebenso ein Indiz fur

die Erholung von Neuronen sein.

Verschiedene Substanzen kénnen U(Uber das Calpgmasialin-Caspase System
neuroprotektive Wirkungen entfalten und wurden daheden letzten Jahren zunehmend
experimentell eingesett. Es wird inzwischen vermutet, dass nicht die FasgeCalpain an
sich zellschadigend wirkt, sondern sie lediglick Blediator des pathologischen Prozesses
fungiert®. Die GroRe der Flache, in der beim ischamischedarkh oder traumatischen
Hirnschaden Substrat abgebaut wird, kann durch chimdene synthetische Calpain
Inhibitoren wie z.B. CX295, A275 oder A288%" vermindert bzw. neuronale Strukturen
vor dem Abbau geschiitzt werd&n Ebenso kann die Gabe eines solchen Inhibitors
tierexperimentell zu verbesserten motorischen wghitiven posttraumatischen Funktionen
filhred*. Auch die Applikation eines Caspase-3 Inhibitonse( z-DEVD-fmk)**>**® bzw.
Cathepsin B oder L Inhibitors (wie CA-074 und E-B4t*"hat einen protektiven Effekt auf
das Hirngewebe, was auf die enge Verknipfung deteBse-Systeme hinweist. Alle diese
Schutzmechanismen stellen mdglicherweise eine #tigértherapeutische Intervention beim
akuten Hirnschaden in Aussicht. Auch eine topiséipplikation zur Verminderung des
postoperativen Hirnschadens wird diskuti&rt

Der physiologische Gegenspieler der Calpaine, dafpaStatin, wird in ischamischen
Hirnarealen zu einem membrangebundenen 50 kDa &atighabgebaut, in unbeschadigten
Arealen hingegen hochreguli#ft Eine Neuroprotektion (iber dieses System wird
beispielsweise durch die Applikation eing®-Rezeptoragonisten wie Clenbuterol erreicht,

was eine Hochregulation der Calpastatinexpressiofralge hat”.

Noch ist nur wenig Uber die genaue Funktion dep&iak im Hirngewebe bekannt, doch die
Bedeutung fur vielfaltige pathologische Hirnprozessid —strukturen ist offensichtlich. In
unserer Arbeit wollten wir deshalb untersuchen, wieh chronische Hypertonie auf die
Calpainaktivitat neuronaler Strukturen auswirkt widsich durch die Behandlung mit einem

ACE-Hemmer Unterschiede in der Aktivitat ergeben.
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2.8.1 Mikrotubulus-assoziiertes Protein 2

Das Mikrotubulus-assoziierte Protein (MAP) gehdrtden Proteinen des Zytoskeletts und ist
essentiell fur die mikrotubulare Stabilitdt und remale Plastizitat. Gemeinsam mit Tubulin
bildet es die grundlegende Struktur der Mikrotubuislang konnten durch Protein-
Trennverfahren zwei unterschiedliche MAPs nachgsevieverden, das so genannte MAP-1
und MAP-2. MAP-2, ein 280 kD schweres Protein, &hdich in hoher Konzentration in
neuronalen Somata und Dendriten, wohingegen esrilatonen kaum vorkomrf. Es gibt
mindestens 3 verschiedene Isoformen des MAP-2yale Entwicklungszustand des Hirns
abhangert®*®* Der Abbau von MAP-2 erfolgt durch kalziumabhamg@ephosphorylierung
und anschlie3ende Spaltung durch Vertreter der lleader Cystein-Proteasen (= Calpaine).
Umgekehrt kann die Degradationsrate durch Phospeorgg des Substrats vermindert
werden. Generell gilt, dass die Phosphorylierung.d2ephosphorylierung von MAP-2 die
Assoziation mit den Mikrotubuli bestimmt und dieSepzess altersabhangig?t>* In vitro
wird MAP-2 von Kinasen wie cAMP-abhangigen Kinaska|zium-abhangigen Kinasen und
Proteinkinase C phosphoryliert.

MAP-2 gilt als eines der Calpain-sensitivsten Hrae reagiert sehr empfindlich auf
neuronale Schaden und kann daher gut als friherkevianerangezogen werdéi®
Tierexperimentell liel3 sich ein Verlust von MAP-2hen nach 3 Minuten andauernder,
einseitiger Okklusion der A. carotis communis naetsen, wobei die Demarkierung zunachst
in ipsilateralen hippocampalen Dendriten, im Veflgadoch auch in weiteren Teilen des
Hippocampus und im Kortex nachweisbar ¥ar Interessanterweise fanden Huh et al. in
ihrer Studie Hinweise darauf, dass der Verlust M#&P-2 nicht unbedingt als Anzeichen fir
einen bevorstehenden Zelltod, sondern ebenso gut 2éichen fur zellulare
Reparaturmechanismen zu werten’fstWeitere Untersuchungen dazu werden vielleicheneu
wichtige Erkenntnisse zur biologischen Funktion VBIAP-2 und seinen Abbau durch

Calpaine bringen.

Zusammenfassend verfolgen wir in dieser Arbeitdalie Ziele:
1) Im ersten Teil der Arbeit sollen die Auswirkungehranischer Hypertonie auf
zerebrale, mikrovaskulare Strukturen dargestelltdee. Dazu wahlten wir zwei
wichtige Marker der Basalmembran, Kollagen Typ hdd.aminin.
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2) Der zweite Teil der Arbeit befasst sich mit dendewml, die ein chronisch erhdhter
Blutdruck und auch mogliche mikrovaskulare Verdndgen auf die Neurone haben
konnen. Ein geeigneter Marker hierzu ist daSalpain sowie sein Substrat MAP-2.

3) Anhand der Ergebnisse in den verschiedenen Vergugbsen soll dartber diskutiert
werden, ob ACE-Hemmer einen protektiven Effektzerebrale Strukturen ausiben.
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3. Methoden und Experimente

3.1 Tiermodell

Die Tierversuche wurden von der Geburt der Tiege Zur Hirnentnahme mit freundlicher
Unterstitzung von PD Dr. Linz der Firma Hoechsin@aAventis) durchgefihrt.

12 spontan hypertensive Wistar Ratten (SHR-SP,@dedd Danemark) wurden gleich nach
der Geburt in zwei Gruppen aufgeteilt: Jeweils 6 ifmen erhielten 6 Monate lang entweder
Ramipril oder Placebo in einer Dosierung von 1mgd{kgfTag mit dem Trinkwasser. Dieses
stand ihnen ad libitum zur Verflgung. Um mdglichedare EinflussgréRen auf die
Ergebnisse weitestgehend auszuschlie3en, wurdeansansten unter gleichen Bedingungen
bezuglich Temperatur, Feuchtigkeit, Nahrungsangebotl Licht gro3gezogen. Den
Versuchsgruppen wurden 5 normotensive Wistar RaglenKontrolle gegenibergestellt.
Nach 6 Monaten unterschied sich der systolischédBlak der einzelnen Gruppen deutlich:
Bei den unbehandelten SHR-SP betrug er im DurchischnrOmmHg, bei den Ramipril-
behandelten Tieren und in der Kontrollgruppe imr#itii20mmHg. Im Alter von 6 Monaten
wurden die Tiere mit Trapanal narkotisiert und akardial perfundiert, die Gehirne zur
weiteren Aufarbeitung entnommen und bei -80° Csldiefgefroren. In diesem Zustand
wurden die Gehirne unserer Arbeitsgruppe zugefuhrt.

Nach ublicher Kryofixation wurden bei einer Kamneenperatur von -20° Celsius (i
dicke Praparate geschnitten, wobei im anteriorehpgasterioren Teil des Gehirns alle [0

5 Koronarschnitte und zusatzlich im medialen Ant@0 Koronarschnitte angefertigt wurden.
Durch die Schnitttechnik konnte sichergestellt veerddass im medialen Hirnanteil in der
Aufarbeitung sowohl eine Aussage Uber Kortexaraleauch Basalganglien mdglich ist. Die
Gefrierschnitte wurden auf Objekttrager Ubertraged bis zur Verarbeitung bei -80° Celsius
aufbewabhrt.

Alle Versuche fanden unter Zustimmung des Deutsdherschutzgesetzes statt.

3.2 Immunhistochemie

3.2.1 Methoden

Seit Anfang der 40er Jatr@ wird die Immunhistochemie erfolgreich zum spettiisn

Nachweis zellularer und extrazellularer AntigenactuAntigen-Antikorper (= AG-AK-)
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Reaktion eingesetzt und zahlt heute zu den zentraléethoden der modernen
histopathologischen Diagnostik und Forschung. Rrete Polysaccharide und andere
Strukturen, gegen die Antikdrper gebildet werdenrgn, konnen auf diese Art spezifisch
nachgewiesen und lokalisiert werden. Aus Korpesiljiseeiten (z.B. Aszites) oder in-vitro
(Zellkultur)  gewonnen, lassen sich  diese  Antikodrperin  verschiedenen

Untersuchungsverfahren zum Nachweis der von ihrnieanaten Antigene einsetzen. Dadurch
kann die konventionell-histologische Analyse von fi@enzierungsmustern um die

Ermittlung von Expressionsmustern erganzt werden.

Der Organismus kann sich gegen eingedrungene Fulrsidsmzen durch die Bildung von
Antikdrpern zur Wehr setzen, was als spezifischendmale Immunitat im Gegensatz zur
relativ unspezifischen zellularen Immunitat bezeethwird. Substanzen, die im Organismus
eine Immunreaktion hervorrufen kénnen, werden afdigene bezeichnet. Dazu gehoéren
beim Menschen Proteine, Oligopeptide, Polysacchanohd Lipide. Die molekularen

Strukturen eines Antigens, die von einem Antikorpekannt werden konnen, werden als
antigene Determinanten oder Epitope bezeichnet,eivolie Anzahl der verschiedenen
Epitope die Spezifitat des Antigens bestimmt. Beni Antigen-Antikbrper Reaktion werden

die Epitope eines Antigens mit Antikbrpern besetmtl das Antigen dadurch unschadlich
gemacht.

Antikdrper gehoren zur Proteinfamilie der Immunglbbe, die in der Serumelektrophorese
in der y-Globulinfraktion wandern. Produziert wendsie im Rahmen der humoralen
Immunantwort von aktivierten Plasmazellen, findet gedoch auch auf der Oberflache von
B-Lymphozyten. Die Einteilung in 5 Klassen erfolghsichtlich GroRe, Molekulargewicht,
Struktur und Funktion in Immunglobulin G (IgG), IgAgM, IgD und IgE (geordnet nach
abnehmender Quantitat im Plasma). Am Anfang eimenunreaktion dominieren Antikorper
der Klasse IgM, spater meist solche der Klasse Ig®. immunhistologische Farbungen

werden vorwiegend Antikorper der Klasse IgG eingdse

In der Immunhistochemie unterscheidet man 2 Arten Antikdrpern: polyklonale und

monoklonale Antikorper.
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3.2.1.1 Polyklonale Antikorper

Bei der physiologisch vorkommenden Immunantwort aeifi in den Organismus
eingedrungenes Antigen produzieren B-Zellklone mehrverschiedene Antikdrper, was als
»polyklonal“ bezeichnet wird. Die Antikdrper sindadu in der Lage, an unterschiedliche
Epitope der Antigene zu binden. Fir die Immunluls@mie lassen sich solcherlei
polyklonale AK gut von Spezies wie der Maus, Kahier, Ziege, Schwein, Esel, Schaf,
Pferd, Meerschweinchen oder Hamster gewinnen. Jéaksbesitzt allerdings eine Reihe
spontan entstandener AK, die Storfaktoren bei denunchemischen Reaktion darstellen
kénnen. Der Vorteil polyklonaler AK besteht dardiass ein AG trotz leichter Veranderungen
durch z.B. Polymorphismen oder Glykolysierung awfgl der Vielfalt an AK, die
verschiedene Epitope erkennen kdnnen, weiterhinirgggn werden kann. Auch werden sie
haufig benutzt, wenn es darum geht, in einer nowetesteten Spezies ein unbekanntes AG
nachzuweisen. Der Nachteil wiederum besteht inmhbeeiten Reaktionsspektrum, welches
zu Kreuzreaktionen, d.h. Bindung eines AK an vaestdne AG mit ahnlichen Epitopen,

fuhren kann.

3.2.1.2 Monoklonale Antikorper

Monoklonale Antikorper werden aus so genannten idgionazellen gewonnen. Dazu werden
Plasmazellen mit Zellen eines unbegrenzt teilutggéin Plasmazelltumors, eines
Plasmozytoms, fusioniert, wodurch die resultierende Hybridome die
Wachstumseigenschaften von Tumorzellen und dieifggexon antikdrperbildenden Zellen,
die nur einen einzigen ganz spezifischen Antikdlplelen, vereinen.

Die Produktion der AK erfolgt entweder in der Zellur oder in Tieren. Vorteile der
monoklonalen AK sind die Mdglichkeit eines prakhisanbegrenzten Nachschubs, die hohe
Standardisierung und ihre hohe und enge Spezifiglthe zu einer vergleichsweise geringen
Hintergrundfarbung fuhrt, auRerdem wegen ihrer Hgemitdt die gute Reproduzierbarkeit
von Ergebnissen unter standardisierten Versuchsgedgen. Nachteilig erweist sich
hingegen eine teilweise geringe Stabilitat und diireeinige Nachweismethoden zu enge
Spezifitat.

3.2.1.3 Immunhistochemische Farbemethoden

Immunhistochemische Techniken werden haufig in Bostjk und Forschung angewandt und
dienen dazu, antigene Komponenten in Zellen undebsgchnitten im mikroskopischen Bild
nachzuweisen. Das Grundprinzip basiert darauf, gisuchten Antigene mithilfe von

spezifischen AK zu binden und diese wiederum durbtarkersubstanzen wie
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Fluoreszenzfarbstoffe, Enzyme, partikulares MaltgjzaB. Goldpartikel) oder radioaktive
Isotope sichtbar zu machen. Wesentliche Voraussgé&zufiir die Aussagekraft der Methode
sind die Spezifitat der verwendeten AK und die Hitab der nachzuweisenden antigenen
Determinanten. Ein negativer Ausfall der Reaktiewbist daher nicht unbedingt das Fehlen
des Antigens.

In dieser Arbeit werden als Markersubstanzen Fhmaezfarbstoffe (= Fluorochrome) und

Enzyme verwendet.

Fluoreszenzfarbstoffe  in Form  von  Fluoreszeinisatpgnat (FITC)  und
Tetramethylrhodamin-lsothiocyanat (TRITC), aberta@y2 und Cy3, werden bevorzugt als
Marker an Antikorper gekoppelt. Bei Anregung im Wi¢ht oder bei Blau-Anregung mit
entsprechenden Anregungs- und Sperrfiltern kommauesiner gelbgrinen (FITC, Cy2) oder
roten (TRITC, Cy3) Fluoreszenz. Die in dieser Atbagrwendeten Cyanine sind Cy2 und
Cy3 (s. auch Abb. 13).

Cy2: Dieses grun fluoreszierende Carbocyanin ist desskéchen Label Fluorescein und
DTAF (Dichlortriazinylaminofluorescein) in weserttien Parametern deutlich Gberlegen.
Das betrifft vor allem die Leuchtintensitat von Cye Langzeitstabilitat dieses Fluorophors
nach Einbettung gefarbten Gewebes in organischeeviesdwie die geringe Tendenz von
Cy2, beim Fotografieren auszubleichen. Mit einemitationsmaximum bei 490nm und
einem Emissionsmaximum bei 508nm weist Cy2 ahnlghektraleigenschaften wie
Fluoreszein auf und ist mit Ublichen FITC-Filteronkpatibel.

Cy3: Im Vergleich zu den klassischen Fluoreszenzfaffestovie Tetramethylrhodamin und
Texas Red erweist sich das rot fluoreszierendedegemin 3 (Cy3) als extrem leuchtintensiv
und photostabil. Die relativ hydrophilen Cy3 konprgen Nachweisreagenzien zeigen kaum
unspezifische Bindungen an biologisches Gewebe CBa ein Exzitationsmaximum von
550nm aufweist und sein Emissionsmaximum bei 570agt, kann die Untersuchung Cy3-
markierter Praparate ohne apparativen Mehraufwand einem konventionellen
Rhodaminfilter am Fluoreszenzmikroskop erfolgenteiativ ist die Analyse von Cy3-
Markierungen am konfokalen Laser-Raster-Mikroskofighech, die sowohl nach Anregung
mit einem Argonlaser (bei 514 oder 528nm) als amtheinem Helium- Neon-Laser (bei
543nm) erfolgen kann. Bei Aufbewahrung Cy3-gefarBéparate in geeigneten organischen

Eindeckmedien, bei Dunkelheit und 4° Celsius bldibtintensitat oft jahrelang erhalten.
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Fluorochrom AMCA Cy2 DTAF FITC TRITC Cy3 T;::S Rh;zad'_“xi“e cys

Exzitationsmaximum 520/ 558 /

(Wallenlange in nm) 347 490 495 495 554 553 504 570 651

Emissionsmaximum

(Wellenlsng in nm) 456 508 528 528 582 575 623 590 674
Abbildung 13: Extinktions- und Emissionsmaxima der wichtigsten Fluorochrome

Ein optimales Verhéltnis von Fluoreszein, Protemd LAK ist notwendig, um eine geringe
unspezifische Hintergrundfarbung bei bestmdglidméensitat der spezifischen Fluoreszenz
zu erreichen. Die Konjugation eines Fluorochromg einem AK Uber eine chemische
Bindungsreaktion kann eventuell die AK-Struktur urghmit die Immunreaktivitat

beeinflussen. Der Vorteil der Fluoreszenzmethodgtlin ihrer schnellen und einfachen
Durchfuhrbarkeit. Von Nachteil sind hingegen distabilitdt der Fluoreszenzfarbstoffe, was
sich in einer raschen Abnahme der Fluoreszenz fuRed die oftmals erschwerte
Durchfiuhrung an anderen Geweben aul3er Gefriersehniuch bereiten die Interpretation

der Befunde und die Zuordnung zu bestimmten Gewmlissren haufig Probleme.

Als Enzyme finden bei immunhistochemischen Farbbouwdn hauptsachlich Meerrettich-
Peroxidase’ und alkalische Phosphatd¥eVerwendung. Die Methode basiert auf dem
Prinzip, dass ein farbloses Chromogen mithilfe iAK-gekoppelten Enzyms in ein farbiges
Enzymprodukt umgewandelt wird. Die Reaktion ved&uf2 Schritten:

Enzym + Substrat - Enzym-Substratkomplex
Enzym-Substratkomplex — Enzym + Endprodukt

Enzyme kénnen die 10 000 bis 1 000 000fache MengBudstrat pro Minute umsetzen, so
dass die Methode eine hohe Empfindlichkeit erreibie enzymatische Aktivitat ist abhangig
von der Konzentration von Enzym und Substrat, déta/\eert, der lonenkonzentration des
Puffermilieus sowie der Temperatur und dem LicHtdin Die Intensitat einer
immunhistochemischen Farbung hangt stark von s&neymaktivitat ab, was bedeutet, dass
durch eine erhdhte Anzahl an gebundenen Enzymmlelekim Gewebe eine bessere

Sensitivitat erreicht werden kann.

Peroxidase ist aus einer Reihe von Grinden besomerflir die Enzymmethode geeignet:

Das Molekdl ist klein, stabil und behindert nicheé @indung des AK an das Antigen, ist in
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hochgereinigter Form leicht zu gewinnen und blailsth wéhrend der Kopplung an den AK
sowie wahrend der Lagerung und Anwendung aktiv.e&d@&m sind physiologischerweise im
Gewebe nur geringe Mengen von Peroxidase vorhamdzan Aktivitat sich mit Methanol-
H,O, oder Puffer-HO,-NaN; unterdriicken lasst, so dass die Reaktion gut vaobem
steuerbar ist. Ein weiterer Vorteil ist die hohezAhl an Chromogenen, die mit Peroxidase

Farbprodukte bilden, was diese Methode in weitenfduignanwendbar macht.

Es gibt mehrere unterschiedliche Vorgehensweis@nA€& nachzuweisen: Die direkte, die
indirekte und die 3-Schritt-indirekte Methode, awdéen Nachweisverfahren mit I6slichen
Enzymkomplexen (PAP-Methode und APAAP-Methode) udid (Strept-)Avidin-Biotin-

Methode. Da in dieser Arbeit mit der Avidin-BiotMethode gearbeitet wurde, soll im

folgenden kurz darauf eingegangen werden.

Die (Strept-)Avidin-Biotin-Methode wird seit 198 mvendet’® und zeichnet sich durch ihre
besonders gute Madoglichkeit der AG Darstellung ausas durch eine hohe
Enzymkonzentration pro Gewebsantigen erreicht w8tk nutzt die starke Affinitdt von
Avidin (aus Huhnerei) oder Streptavidin (aus Swaptces avidinii) fur Biotin zur Bildung
von Komplexen aus enzymmarkierten Avidin-Biotin-Kplexen mit biotinylierten Sekundéar-
AK (= ABC-Methode, Abb. 14) oder zur Kopplung enzayarkierten Avidins an biotinylierte
Sekundar-AK (= labeled avidin biotin technique, LDABN beiden Fallen ist also ein
biotinylierter Sekundar-AK notwendig, wobei das #iokovalent an den AK gebunden ist.
Bei der Reaktion bindet das Avidin der A-B-Kompleo@er enzymgekoppeltes Avidin allein
an den Sekundar-AK. Das Verhaltnis der Enzymmokekilm Avidin betragt 3:1, wodurch
es zu einer hohen Enzymkonzentration im Gewebe KorHeutzutage wird Avidin meist
durch Streptavidin ersetzt. Die Reihenfolge der lA@apion ist Primar-AK - biotinylierter
Sekundar-AK - vorgeformte Avidin-Biotin-Enzymkomplexe oder enayarkiertes Avidin
- Substratldsung. Als Enzyme werden am haufigstearMéichperoxidase (= Horseradish

peroxidase = HRP) oder alkalische Phosphatase jvéiendet.

Die ABC- und die LAB-Technik haben durch ihre hd@reiEnzymkonzentrationen pro AG
die hochste Sensitivitat und Signalintensitat inrgieich zu den anderen Farbemethoden,
wobei die LAB-Technik nochmals 4-8fach sensitivés die ABC-Technik iSf°. Weitere
Vor- und Nachteile der ABC-Methode zeigt Tabelle 6.
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(Strept-) Avidin
Biotin-

\ xm Enzymkomplex

Briicken-
antikdrper,
biatinyliert

)k Primarantikérper

{Strept-) Avidin-Biotin-Complex

Abbildung 14: ABC-Methode

Vorteile der ABC-Methode Nachteile der ABC-Methode

e Erhdhte Enzymkonzentration pro » Evt. bei einigen Geweben endogene Biotin-
Antigen, dadurch verbesserte Blockierung zur Vermeidung unspezifischer
Detektion Anféarbung nétig

«  Weniger Primar-AK notwendig » GroRe des ABC-Komplexes, was das

e Verminderte Farbezeit im Vergleich Eindringen in einige Gewebe behindern
mit der PAP-Methode kann

Tabelle 6: Vor- und Nachteile der ABC-Methode

3.2.2 Experimente

Fur die Immunhistochemie wurden Lfn dicke Kryostatschnitte der Region +/-1mm vom
Bregma entfernt verwendet. Bei jeder Farbung wurdgandardmafig Positiv- und
Negativkontrollen erstellt. Um ein optimales Famgebnis zu erreichen, wurden vor
Versuchsbeginn Féarbereihen mit unterschiedlichenkdiKzentrationen, Inkubationszeiten
und Chromogenen durchgefuhrt.

3.2.2.1 Kollagen

Mithilfe der Kollagenfarbung sollte der Frage natdn Durchmessern von Basalmembran
und Lumen, der absoluten Anzahl an GefaRen procGiséeld und der Gesamtflache von
Kollagen IV markierten Schnitten in Kortex und Blgsenglien nachgegangen werden. Auch
die Farbeintensitat sollte bestimmt werden. Diet\agse erfolgten sowohl mit der Methode

der klassischen Immunhistochemie (ABC-Methodepatsh der Immunfluoreszenz.
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Die Schnitte wurden auf Raumtemperatur erwarmt 1#inuten lang luftgetrocknet, dann
mit Aceton-Chloroform (1:1) fir 5 Minuten bei° Lelsius fixiert, 10 Minuten mit PBS
bedeckt und anschlieend 3 x 5 Minuten mit PBS iespm unspezifische Bindungen zu
vermeiden, wurde 20 Minuten lang mit Blotto bei R@emperatur inkubiert. Danach wurden
pro Schnitt 150! der Primar-AK-L6sung in einer Konzentration voi@@0 hinzugegeben und
2 Stunden lang im Brutschrank bei einer Temperatur 37 Celsius inkubiert. Abermals
wurde 3 x 5 Minuten mit PBS gewaschen, dann deusd#r-AK in einer Konzentration von
1:200 hinzugefugt und bei 3TCelsius fur 30 Minuten inkubiert. Nach 3 x 5 MiantSpulen
mit PBS wurden die endogenen Peroxidasen n@,H30% HO, 1ml/1L PBS) 20 Minuten
lang bei Raumtemperatur blockiert und die Schrattermals mit PBS gespiilt. Vectastain
ABC wurde aufgetragen und nochmals 30 Minuten B&iGelsius inkubiert. Anschliel3end
wurde fur 10 Minuten das Chromogen (AEC Kit, BiormeQorp.) zur Darstellung der
Peroxidaseaktivitat aufgetragen, die Schnitte furMiuten mit Leitungswasser und
destilliertem Wasser gespdlt, luftgetrocknet unlyicerin Gelatine eingedeckelt.

Fur die Immunfluoreszenz galt das gleiche Farbegmit, nur wurde statt des Avidin-
haltigen ABC Kits Avidin-markiertes Cy3 in einer M#ginnung von 1:500 aufgetragen, 30
Minuten in Dunkelheit bei 37 Celsius inkubiert, mit PBS 3 x 5 Minuten gesputiduin
Vectashield Mounting Medium eingedeckelt.

Die Auswertung erfolgte mit den Bildverarbeitungggmammen OPTIMAS und Medmo

sowie mit dem Konfokalen Laser-Raster-Mikroskop.

3.2.2.2 Laminin

Analog der Kollagenfarbung sollte die LamininfarguAufschluss geben Uber die totale
Anzahl und die Gesamtflache von gefarbten GefaBemesderen Farbeintensitat. Auch hier
wurden sowohl die klassische Immunhistochemie ath @ie Fluoreszenzimmunhistochemie

eingesetzt.

Die Schnitte wurden ebenfalls auf Zimmertemperatuwarmt und far 10 Minuten
luftgetrocknet, anschlieBend bei Raumtemperatur Aiceton-Chloroform (1:1) fixiert,
abermals flur 5 Minuten luftgetrocknet, 3 x 5 Miamitin PBS gespult und zur Vermeidung

unspezifischer Bindungen 20 Minuten bei Raumtentpera Blotto inkubiert.
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Nach dem Auftragen des Primarantikbrpers (1:800 Reagent dilution, optimale
Konzentration wurde in Verdinnungsreihen festgktstelurden die Schnitte 2 Stunden bel
37° Celsius und Uber Nacht béi €elsius inkubiert.

Am Folgetag wurden die Schnitte zunachst 3x10 Minutit PBS gespdlt, dann mit dem
Sekundarantikdrper (1:200 in PBS, Pferdeserum @ Tween im Verhaltnis 1000:15:1)
fur 30 Minuten bei 37 Celsius inkubiert und erneut 3 x 10 Minuten mitSgespult. Um
unspezifische Anfarbungen zu vermeiden, wurde digvAat der endogenen Peroxidasen mit
H.0, (30% HO, 1ml/1L PBS) fir 20 Minuten bei Raumtemperatur kled. Die Schnitte
wurden fur 3 Minuten in Leitungswasser und 3 x fiiden in PBS gespililt.

Anschliel3end wurden die Schnitte mit dem AvidiniBieKomplex aus dem Vectastain Elite
Kit fir 30 Minuten bei 37 Celsius inkubiert, 3 x 5 Minuten in PBS und 30 @=den in
destilliertem Wasser gespult und schlie3lich mimd&EC Kit fir weitere 10 Minuten bei 37
Celsius im Dunkeln inkubiert, um die Aktivitat dexogenen Peroxidase darzustellen.
Abschlieend wurde fur jeweils 3 Minuten mit Leigsmwasser und destilliertem Wasser
gesplilt, die Schnitte getrocknet und in GlycerinaGee eingedeckelt. Die Schnitte wurden
bei & Celsius im Dunkeln aufbewabhrt.

Die Farbemethode fir die Laminin Cy2 Fluoreszenz s zum Auftragen des Primar-AK
am ersten Tag identisch. Am Folgetag wurde aberfiial® x 10 Minuten mit PBS gespiilt,
dann in Dunkelheit der Fluoreszenz- Sekundaramion1:200, optimale Konzentration
wurde in Verdinnungsreihen festgestellt) aufgemagad fir 60 Minuten in Dunkelheit
inkubiert. Nachdem die Schnitte 3 x 5 Minuten m#3gespult und in Vectashield Mounting
Medium eingedeckelt worden waren, erfolgte die Aeisung per Konfokalem Laser-Raster-
Mikroskop und dem Bildverarbeitungsprogramm OPTIMASe Schnitte wurden bei°4

Celsius im Dunkeln aufbewahrt.

3.2.2.3n-Calpain

Die p-Calpain Farbung sollte zeigen, ob es in den uchédlichen Versuchgruppen
Hinweise auf eine Aktivierung der Protease in desufdnen gab. Dafur wurden sowohl die
Calpain-positive Flache als auch die Anzahl Cakmasitiver Zellen immunhistochemisch

dargestellt.

Die Farbung erfolgte analog der Kollagen- und Lanié@rbungen: Die bei -80Celsius

tiefgefrorenen Schnitte wurden auf Zimmertemperatwarmt und far 10 Minuten
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luftgetrocknet, anschlieBend bei Raumtemperatur Aiceton-Chloroform (1:1) fixiert,
abermals fiur 5 Minuten luftgetrocknet, 3 x 5 Miamitin PBS gespult und zur Vermeidung
unspezifischer Bindungen 20 Minuten bei Raumtentpera Blotto inkubiert.

Nach dem Auftragen des Primarantikbrpers (1:400 Reagent dilution, optimale
Konzentration wurde in Verdinnungsreihen festgiésteurden die Schnitte 2 Stunden bei
37° Celsius und Uber Nacht béi €elsius inkubiert.

Am folgenden Tag wurden die Schnitte zunachst ® Minuten mit PBS gespdilt, dann mit
dem Sekundarantikérper (1:200 in PBS, Pferdeserum 10% Tween im Verhdltnis
1000:15:1) far 30 Minuten bei 37Celsius inkubiert und erneut 3 x 10 Minuten mitSPB
gespult. Um unspezifische Anfarbungen zu vermeidemrde die Aktivitat der endogenen
Peroxidasen mit kD, (30% HO, 1ml/lL PBS) fur 20 Minuten bei Raumtemperatur
blockiert. Die Schnitte wurden fur 3 Minuten in tigigswasser und 3 x 5 Minuten in PBS
gespuilt.

Anschliel3end wurden die Schnitte mit dem AvidiniBieKomplex aus dem Vectastain Elite
Kit fir 30 Minuten bei 37 Celsius inkubiert, 3 x 5 Minuten in PBS und 30 @=den in
destilliertem Wasser gespult und schliel3lich mmdeEC Kit fur 10 Minuten bei 37Celsius
im Dunkeln inkubiert, um die Aktivitat der exogenearoxidase darzustellen.

Abschlieend wurde fur jeweils 3 Minuten mit Leigsmwasser und destilliertem Wasser
gesplilt, die Schnitte getrocknet und in GlycerinaGee eingedeckelt. Die Schnitte wurden
bei & Celsius im Dunkeln aufbewabhrt.

Die Auswertung erfolgte mit dem Bildverarbeitungsggnamm OPTIMAS.

3.2.2.4 MAP-2

Mit der MAP-2 Farbung sollte geprift werden, obhtmikroskopisch Hinweise auf eine
Degradation von MAP-2 und somit indirekt der Akésming der Protease Calpain gegeben

waren. Auch fur diese Farbung wurde die klassisgeimunhistochemie gewahlt.

Die Schnitte wurden auf Zimmertemperatur erwarmd dir 10 Minuten luftgetrocknet,

anschlielend bei Raumtemperatur in Aceton-Chlonofdf:1) fixiert, abermals fur 5

Minuten luftgetrocknet, 3 x 5 Minuten in PBS gegpiihd zur Vermeidung unspezifischer
Bindungen 20 Minuten bei Raumtemperatur in Blottkubiert.
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Nach dem Auftragen des Primarantikbrpers (1:800 Reagent dilution, optimale
Konzentration wurde in Verdinnungsreihen festgktstelurden die Schnitte 2 Stunden bel
37° Celsius und Uber Nacht béi €elsius inkubiert.

Am folgenden Tag wurden die Schnitte zunachst ® Minuten mit PBS gespdilt, dann mit
dem Sekundéarantikérper (1:200 in PBS, Pferdeserum 0% Tween im Verhaltnis
1000:15:1) fur 30 Minuten bei 37Celsius inkubiert und erneut 3 x 10 Minuten mitSPB
gespult. Um unspezifische Anfarbungen zu vermeideurde die Aktivitdt der endogenen
Peroxidasen mit kD, (30% HO, 1ml/lL PBS) fur 20 Minuten bei Raumtemperatur
blockiert. Die Schnitte wurden fur 3 Minuten in tieigswasser und 3 x 5 Minuten in PBS
gespuilt.

Anschliel3end wurden die Schnitte mit dem AvidiniBieKomplex aus dem Vectastain Elite
Kit fir 30 Minuten bei 37 Celsius inkubiert, 3 x 5 Minuten in PBS und 30 @=den in
destilliertem Wasser gespilt und schlieBlich mimd®AB Kit fur 10 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert, um die Aktivitat der egngn Peroxidase darzustellen.
Abschlieend wurde fur jeweils 3 Minuten mit Leigsmwasser und destilliertem Wasser
gesplilt, die Schnitte getrocknet und in GlycerinaGee eingedeckelt. Die Schnitte wurden
bei & Celsius im Dunkeln aufbewabhrt.

Die Auswertung der MAP-2 gefarbten Schnitte hingich zellularer Lasionen erfolgte

lichtmikroskopisch bei 40facher VergrofR3erung.

3.2.3 Auswertungsprogramme und Gerate fir die Immuhistochemie

3.2.3.1 Das Bildverarbeitungsprogramm OPTIMAS

Ptolemaus (Kloss et al., 2002), eine Makrosammlwmog OPTIMAS, ermdglicht das
Digitalisieren und die quantitative Auswertung esrgefarbten Schnittes, dessen Grol3e Uber
ein mikroskopisches Gesichtsfeld hinausgeht. Desslgieht, indem es den gesamten Schnitt
mittels einer Aufzeichnungskamera, Mikroskoptisamsfeuerung und Verrechungscomputer
direkt am Mikroskop digitalisiert. Es erstellt vechnete Bilder, so genannte Karten, nach
wéhlbaren Vorgaben wie z.B. GefalRdichte, Farbiriti#nstc., welche bei Bedarf mit anderen

Karten kombiniert werden kdnnen.

Abb. 15 gibt eine Ubersicht tUber den zeitlichen aAlfl vom Tierversuch bis hin zur
Auswertung mit OPTIMAS:
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Tierversuch

A\ 4
Schnitte erstellen

A\ 4
Schnitte farben

A 4

Roh-Bilder speichern | Digitalisieren MAP-Farbung MRT
4 v v v
Kollage erstellen Kartieren Einscannen Daten transferieren
A 4 v A 4
An Karte anpassen Bitmap fur ROIs
A 4 A 4
Auswerten

Abbildung 15: Vom Versuch zur Auswertung mit OPTIMA S

Fur die Bildverarbeitung mussen verschiedene Sehsb genannte Makros, mit folgenden

Funktionen durchlaufen werden:

Makro 1 - Digitalisieren und Kartieren

Vom immunhistochemisch gefarbten Schnitt werdenheat erstellt. Eine Kachel entspricht
einem einzelnen Kamerabild, welches wiederum werteBubkacheln und Pixel unterteilt
wird. Das Makro steuert die Aufzeichnungskamera uhas Mikroskop Uber eine
Mikroskoptisch-Ansteuerung automatisch. Dabei kanreinfachsten Fall entweder nur der
Grauwert kartiert werden, was etwa dem in Grau wmagelelten gewohnlichen Blick durch
das Mikroskop entspricht, oder aber es konnen lgteitig Berechnungen wie z.B.
Farbintensitat, Gefal3zahl und Gefalldichte gemadden. Die so erzeugten Kacheln

werden im Microsoft Bitmap-Format abgespeichert.
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Folgende Parameter kénnen fir die Kartierung gewédden:

1.

Der logarithmische Grauwert gibt die Lichtextinktioan und ist damit der
Farbstoffkonzentration direkt proportional. Er gitk Menge eines Farbstoffes im Schnitt
semi-quantitativ wieder.

Die Flachenzahl mit variablem Schwellenwert pro Ikgeinheit ermdglicht die
Identifikation eines genauen Farbschwellenwerted der GroRe der Flachen. Der
variable Schwellenwert ist insbesondere bei inhameg Hintergrund einem fixen
Schwellenwert vorzuziehen. Nachteilig ist, dasshaBchmutz bei sehr schwacher
Farbung als Flache berechnet wird. Die einzelnetelRVNerte geben quantitativ die
Flachenzahl wieder.

Diese Option, der variable Schwellenwert, gibt demwzentualen Anteil der mit
Kartierung 1 gefundenen Flachen am Schnitt an. 16886en Pixel-Wert 255.

Der Grauwert (Mittelwert) stellt die einfachste KMarung dar. Es wird eine Karte
entsprechend dem  Blick durchs Mikroskop erstellt, llerdings  ohne
Gesichtsfeldeinschrankung.

Der Grauwert (Mittelwert-Standardabweichung) stadihe einfache semiquantitative
Kartierung fiir besonders kleine Strukturen dar (ikroglia).

Bei der Flachenzahl mit fixem Schwellenwert wird bestimmter Schwellenwert gesetzt,
was diese Option von Kartierung 1 unterscheidees®iEinstellung ist nur sinnvoll bei
homogenen Farbungen. Verschmutzte Flachen kdnnerergannt und herausgefiltert
werden

Der prozentuale Anteil der Flachen (fester Schwelkrt) benutzt die Parameter aus
Kartierung 6 fir eine prozentuale Flachenberechnéiig jede Berechnung wird jedem
Pixel der Karte ein Wert zwischen 0 und 255 zugeetdwobei die Bedeutung je nach

Farbung variiert (hier z.B. Kollagen-/Laminingehadter GefaRzahldichte).

Makro 2 — Kartenerzeugung

Die einzelnen Kacheln werden zu einer Gesamtkadarmmengestellt.

Makro 3 - Bitmap anpassen

Dieses Makro passt zwei Karten mit verschiedenem&ten aneinander an. Dabei werden

Position, Verzerrungen und die Auflosung angeglichem die Voraussetzung fir eine

gemeinsame Auswertung zu schaffen. Es entstehseigenannte orthotope Karte.
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Makro 4 - Auswertung

Das Makro ermdglicht es, in einer Karte Auswertuagsnen (regions of interest, ROI) zu
markieren, diese ROIs auf eine andere orthotop¢éekar Ubertragen und hier die mittleren

Pixel-Werte in den ROls zu berechnen.

Die ausgewerteten Daten der Masken-Karte konnen jeteine andere Anwendung, z.B.
EXCEL oder auch SPSS, Ubertragen werden.

Die Versuchsreihen in dieser Arbeit wurden hingdichtihres logarithmischen Grauwerts, der
Flachenzahl mit variablem Schwellenwert, des véiabSchwellenwerts, des einfachen
Grauwerts und des Grauwerts mit Standardabweichateysucht und daraus die Anzahl der
Peroxidase-positiven Gefal3e bzw. Neurone sowi€&dmamtflache der gefarbten Strukturen
bestimmt. Der RISC (relative intensity of stainiogefficient) wurde dabei als der relative
Wert der logarithmischen Darstellung des Quotientms Hintergrundsfarbung und
Zellfarbung berechnet. Alle Grundeinstellungen wiee Helligkeit oder die Kdhlerung
blieben innerhalb der einzelnen Versuchsreihen tisiedm Kollagen wurde mit 40- und
100facher Vergrol3erung ausgewertet, Laminin ungb&almit 10- und 40facher. Die ROls
wurden folgendermal3en definiert: ROI-1: Gesamt#&8kbhnitt, ROI-2: li. Hemisphére, ROI-
3: re. Hemisphéare, ROI-4: li. Kortex, ROI-5: re.@x, ROI-6: li. Basalganglienregion, ROI-
7: re. Basalganglienregion.

3.2.3.2 Das Bildverarbeitungsprogramm Medmo

Zur Einschatzung der Basalmembranhypertrophie wurdéas Medmo-
Bildverarbeitungsprogramm benutzt. Pro Tier wurde 20 Gefal3en der Kortexregion in der
GroRenordnung von 10-jBn Durchmesser das Verhaltnis zwischen
Basalmembrandurchmesser und Gefal3lumen semiquianieaechnet. Nur annéhernd quere
GefalRquerschnitte wurden dafir ausgewahlt, um Estitbmungen des Lumendurchmessers

zu vermeiden. Es wurde mit einer 40fachen Verguiifgegearbeitet.

3.2.3.3 Konfokale Laser-Raster-Mikroskopie

Die konfokale Laser-Raster-Mikroskopie (= confdealer scanning microscopy = CLSM) ist

eine neuere mikroskopische Methode, mit der marindensitat einer Fluoreszenz beurteilen
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kann. Gegenuber der Durchlicht- und insbesondergergéer der konventionellen
Epifluoreszenzmikroskopie zeichnet sie sich durctere besseren Kontrast aus. Besonders
von Vorteil ist jedoch die Mdglichkeit, optische Ifhitte (z.B. x-y-Ebenen) mit definiertem
Abstand durch ein Praparat zu legen, wobei dieehgthérfe bei etwa 0,5um liegt. Diese
Akquirierung von optischen Serienschnif®n erméglicht die  dreidimensionale
Rekonstruktion aus einem zweidimensionalen Datens&rundsatzlich kann jede
Markierung, die in der konventionellen Fluoreszeikzoskopie eingesetzt wird, auch mit der

konfokalen Laser-Raster-Mikroskopie verwendet werde

Als Lichtquelle wird ein Laser verwendet, der salfgrund seines linienférmigen Spektrums
besser zur Herausfilterung einer flir ein gegebenBtuorochrom bendtigten
Anregungswellenlange eignet. Dies setzt allerdingsaus, dass diese Wellenldnge im
Linienspektrum des benutzten Lasers vorkommt. Aafigéten werden Argon, Krypton oder
Mischgaslaser verwendet. Die Hauptlinien eines Ad-Ksers liegen bei 488, 568 und 647nm
und eignen sich damit gut zur Anregung der Starfilemechrome FITC (488nm), TRITC
(568nm) und Carbocyanin Cy2-Cy5 (s.0.).

Im Gegensatz zur konventionellen Mikroskopie, inr d#gas Objektfeld als ganzes
ausgeleuchtet wird, wird bei der konfokalen Lasaster-Mikroskopie durch Einbringen
einer llluminationslochblende nur ein scheibenf@®eni Objektbereich beleuchtet und das
Objektfeld Punkt flir Punkt abgerastert. Dies fidut weniger Streulicht aus benachbarten
Objektbereichen und erhéht somit die Scharfe umdkdntrast des resultierenden Bildes.
Das Einbringen einer zweiten, in ihrem Durchmesseranderbaren Lochblende, in die
aufnehmende Optik, die in dieselbe Objektebene daikut wie die beleuchtende Optik
(Prinzip der Konfokalitat), bewirkt, das Licht atisferen und héheren Objektebenen als der
Fokusebene nicht zum Photomultiplier (oder eineD&Gmera) gelangt. Dies fihrt zu einer
erheblichen Erhdhung der Bildscharfe durch Redukties so genannten "out of focus blur",
Streulicht aus nicht im Fokus liegenden Ebenen, istddie Voraussetzung fur die
Akquirierung von optischen Serienschnitten durchRyidparat.

Zusatzlich sind umfangreiche digitale Bildbearbegsmdoglichkeiten gegeben: Simultane
Rotationen um die drei Raumachsen, simultane Valsohgen entlang der drei
Raumachsen, Intensitdtsmessungen, Intensitatsdehweltdarstellungen, Histogramme,

Operationen mit Konstanten sowie Bildern und vietesr.
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Des Weiteren stehen meist mindestens zwei Kandle \&rfligung, so dass zwei
Fluoreszenzsignale (Doppelmarkierungen) im idehésc Praparat simultan oder
sequentiell gescannt und anschliel3end digital zeneiBild rekonstruiert werden kénnen.

Die Auswertung dieser Arbeit per CLSM erfolgte naetprobten Grundeinstellungen
Helligkeit, Kontrast, Zoom und Laserzeit waren irre@b der einzelnen Versuchsreihen
identisch. Weiterhin wurden folgende Einstellungewahlt: Voltage 700-726, Pinhole 100,
Laser Power 6000-7000. Um Verlust der Fluoreszenzezmeiden und ein mdglichst starkes
Signal zu erhalten, wurden die Schnitte so baldnadglich nach Beendigung der Farbung
ausgewertet.

In der Kollagenversuchsreihe wurden pro Tier 20 migefal3e der Kortexregion von 7,5-
30um Durchmesser ausgewabhlt, in der Lamininreihe jswH) Gefal3e. Jedes Gefald wurde
zunachst in der z-Ebene eingescannt (10 Scansmmo) Lind daraus ein stereoskopisches
Bild erstellt. In der Nahe eines jeden gemesserefalf@s wurde aufRerdem eine Bestimmung
der Hintergrundintensitdt vorgenommen, um die Isitéh der Gefale entsprechend
anzupassen. Diese ,normalisierte Intensitat* wurdhilfe einer relativen Skalierung von 0
bis 255 U (niedrigste bis hochste Intensitat) lesti und als Mittelwert =+
Standardabweichung ausgedruckt.

3.3 Western Blot

3.3.1 Methoden

Die Bezeichnung Western Blot geht auf den Namen Ekéimders der Blotting Technik,
Edwin Southern, zurtick. Dieser entwickelte 1975eeMethode zur Auftrennung und
anschlielenden Hybridisierung von DNA-Fragmentee|cihe als Southern Blot bekannt
wurde. In Anlehnung an dieses Verfahren wurde gezifische RNA-Nachweis Northern
Blot und der spezifische Protein-Nachweis Westelot Benannt. Die erste Publikation, die
sich mit dem Proteintransfer von einem Gel auf deste Membran beschatftigt, erschien
1979
Der Western Blot kombiniert die Methoden der Gédglgphorese mit spezifischem AK-
Nachweis, was eine Aussage Uber das Molekulargewides Proteins und seinen relativen
Anteil in einem Proteingemisch ermoglicht. Diesesfdhren ist besonders dann von Vortell,
wenn das gesuchte Antigen entweder schwer |6Sdinyierig zu markieren oder instabil ist
und somit dem Nachweis durch Immunprazipitatioricdint
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Beim Western Blot wird zunachst das Proteingemiaiider SDS-PAGE (= Sodium dodecyl
sulfate- polyacrylamide gel electrophoresis) Tekhmifgetrennt. Dies geschieht, indem die
Probe durch einen Uberschuss an SDS, einem artemddetergens, und Hitze denaturiert,
die Proteine dann von SDS gebunden, dadurch negataden und anschlielend auf eine
Polyacrylamidmatrix aufgetragen werden. Optionalnén Disulfidbriicken zwischen
Cysteinen durch Reduktion gespalten werden. Dazdemereduzierende Thiolverbindungen
wie B-Mercaptoethanol oder Dithiothreitol (= DTT) dem oBenpuffer zugesetzt. Im
elektrischen Feld, welches nun senkrecht zum Poliauidgel erzeugt wird, wandern die
Teilchen entsprechend ihrer Molekilgré3e und ereeugin Muster unterschiedlich grof3er
Proteinbanden.

Im anschliel3enden Blot werden die aufgetrenntetePy® auf eine feste Membran, meist eine
Nitrozellulose- oder PVDF (= Polyvinyldifluorid)-Mebran, Ubertragen und durch AK
sichtbar gemacht. Dabei bleibt das Muster der mpkibretischen Auftrennung erhalten. Fir
den elektrophoretischen Transfer sind zwei untéesiiibhe Verfahren im Einsatz, das
»1ankblot System" (= Kapillarelektrophorese) und g&emidryblot System" (= Elektroblot).
Die effizientere und haufiger benutzte Transferrodéhist der Elektroblot. Dabei werden das
Gel und die Membran eingebettet in Puffersubstangimer Kassette geschichtet und eine
Gleichspannung im rechten Winkel zum Gel angelédtb( 16). Die immer noch negativ
geladenen Proteine wandern vom Gel auf die Membreahwerden dort durch hydrophobe
Wechselwirkung fest gebunden. Da diese Wechselwgkzwischen Protein und Membran
nicht sehr stabil ist, miussen die Umgebungsbediggunder Elektrophorese sehr genau

eingehalten werden.

— Nitrocellulose
| =! 2 Lagen Filterpapier
+ I
Anode

Abbildung 16: Elektroblot. Durch das Gel flie3t eine Gleichspannung.

R <
l Gel :

Bevor nun der Primar-AK hinzugegeben werden darfissen die freien hydrophoben
Bindungsstellen der Membran mit einer Proteinlosbiogkiert werden, um eine Bindung des
AK an die Membran zu vermeiden. Dies wirde sorgligeen spezifischen Nachweis eines
Antigens unmaoglich machen. Dieses Blockieren fr&erdungsstellen (blocking) wird mit
einem nicht fir die Antikdrper erkennbaren Proteawerkstelligt. Oft wird BSA (= bovine

serum albumin) verwendet, seltener aber auch dettr Milchpulver, Myoglobin,

52



Hamoglobin und andere Materialien, insbesondererSdfs muss darauf geachtet werden,
keine Blockingsubstanz mit Antigen zu verwendere dom Primér- oder Sekundar-AK
erkannt werden kann.

Bei diesem Vorgang wird zudem das an den Proteamgelagerte SDS ausgewaschen. Die
Proteine kdnnen renaturieren und dabei teilweise 8ekundar- und Tertiarstruktur wieder
einnehmen, allerdings nicht ihre Quartarstruktue. ®nnen somit von Antikérpern erkannt
werden. Diese Renaturierung ist nicht vollstaneigdurch es Probleme mit monoklonalen
Antikdrpern geben kann, die spezifisch nur ein gpides Antigens erkennen.

Um abschlieBend das gesuchte Antigen visuell naekizen, muss der hinzugeflgte Primér-
AK mit einem Enzym wie beispielsweise Meerrettictypgdase oder alkalischer Phosphatase
gekoppelt sein. Durch Hinzufliigen eines geeignetemstBats, haufig Chlornaphthol,
Minoethylcarbazol oder Diaminobenzidin, kommt eswatder zu einer Farbreaktion an der
Stelle des AG-AK Komplexes (Colorimetrische Sulistra= Chromogene) oder zur
Aussendung von Licht (Chemoluminiszierende Subesgratvelches auf Rontgenfilm

dargestellt werden kann.

Eine schematische Darstellung des Western Blotg Adib. 17.

Western Blotting st ot

g Block
—» Membrane

Muolec
‘Waigal Markars

Abbildung 17: Western Blot
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3.3.2 Experimente

Mithilfe des Western Blots sollte der Gesamtgehait Kollagen IV quantifiziert werden, um
eventuelle Unterschiede in Versuchs- und Placelppgruund damit Hinweise auf

GefalRhypertrophie nachzuweisen.

Die Homogenisierung und Zentrifugation des Hirnge@gefand in einer Kaltekammer béi 4
Celsius statt. Es wurde unter Zuhilfenahme der msever Arbeitsgruppe entwickelten
Kratztechnik* Gewebe von 10n dicken Kryoschnitten verwend€t.

Das Hirngewebe wurde unter Zuhilfenahme eines Lyadfers homogenisiert, zur
Vermeidung von Proteindegradation mit den Protehgagtoren PMSF (100ug/ml),
Aprotinin (10 pg/ml) und Leupeptin (1Qug/ml) vermengt, schliel3lich sonifiziettind bei
13000 rpnezentrifugiert.

Anschliel3end wurden die Proteine per SDS-PAGE getrésleiche Proteinmengen wurden
in einem 2fach konzentrierten Ladepuffer gelost Gridinuten auf 95 Celsius erhitzt, dann
auf ein 7,5 % Polyacrylamidgel tibertragen und 2x&m lang bei 100 V laufen gelassen. Die
Proteine wurden bei °4Celsius auf eine PVDF Membran Ubertragen, indeneiimem
Transferpuffer fir 1 Stunde eine Gleichspannung vi®mA angelegt wurde. Nach
Immobilisation der Proteine wurde die Membran mdn&eaurot angefarbt, um gleiche
Mengenverteilung und Laufstarke in allen Linienbastatigen. Dann wurden die Blots fir 1
Stunde bei Raumtemperatur ein einer Losung von 8%deRserum Albumin, TBS und 0,2%
Tween-20 geblockt, um unspezifische Bindungen dem@-AK an der Membran zu
vermeiden. Uber Nacht wurden die Blots bgiCelsius mit dem Primar-AK (1:1000 in 3%
Rinderserumalbumin und Tween-20) inkubiert. Am seh Tag wurden die Blots 3 x 10
Minuten mit TBS gesplilt, der biotinylierte Sekundds (1:1000 in 3% Rinderserumalbumin
und Tween-2p aufgetragen und bei Raumtemperatur 1 Stunde lakgpiert. Daraufhin
wurde 3 x 5 Minuten mit TBST gesplt, dann fur 3thivten bei Raumtemperatur Vectastain
ABC hinzugefligt und nach erneutem Waschen mit TB&F¥ Blot mit dem ECL
Entwicklungskit abgeschlossen. Die Auswertung etl mit dem optischen

Analyseprogramm Tina, Version 2.08.

3.3.3 Auswertungsprogramm fur den Western Blot

Das optische Analyseprogramm Tina, Version 2.08gleeht die unterschiedlichen Banden

mittels optischer Densitometrie und Ubertragt diesitate auf eine Dichteskala. Das
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Verhéltnis der Dichtemessung bei Ramipril-behamaeltTieren im Vergleich zur

Placebogruppe wurde als Mittelwert + Standardableig bestimmt.

In dieser Arbeit wurde bei einer Extinktionsmesswog 590nm mit dem Bradford-Protein

Assay gearbeitet. Zur Eichung diente Rinderserubu#lin.

3.4 Statistische Analyse

Fur die Auswertung der Daten wurde das Statistigganmm SPSS Version 10.5
herangezogen. Die Daten wurden mithilfe des t-Testaluiert und als Mittelwert +
Standardabweichung (= Standard deviation = SD) eddefit. Das Signifikanzniveau lag,
sofern nicht anders angegeben, bei 0,05.

3.4.1 Statistische Grundbegriffe

Beim t-Test handelt es sich um ein Verfahren zur statistisddgpothesenprifung, bei dem
geprift wird, ob eine Teststatistik im Ablehnung®eh der t-Verteilung liegt.
Das wichtigste Anwendungsgebiet ist der Vergleieh Mittelwerte zweier Gruppen, wobei
zwei Falle unterschieden werden:

1. Mittelwertvergleich bei unabhangigen Stichproben

2. Mittelwertvergleich bei abhangigen (oder verbundgrigtichproben
Der t-Test kann eingesetzt werden, wenn die zu rsuntbende abhéngige Variable
mindestens (mehr oder weniger) intervallskaliett AuRerdem sollte das Merkmal in den
untersuchten Populationen normalverteilt sein;allem bei gro3en Stichproben und nicht zu
unterschiedlichem Umfang der beiden Gruppen ist\atahren jedoch relativ robust gegen
die Verletzung dieser Annahme. In unserem Versuadrdey ein Mittelwertvergleich
unabhangiger Stichproben vorgenommen.
Die Varianz ist die Summe der quadrierten Abweichungen deredmen Werte eines
Datenbindels vom Mittelwert dividiert durch n, ddurch die Anzahl der Beobachtungen.
Die Varianz ist also ein Maf3 dafir, wie weit dienzglinen Werte im Durchschnitt vom
Mittelwert entfernt liegen; es handelt sich dammt ein Streuungsmals.
Die Standardabweichungist die Wurzel aus der Varianz eines Datenbiindels.
StatistischeSignifikanz bezieht sich auf das Problem des Schlusses var édufalls-)
Stichprobe auf die Grundgesamtheit. Als signifikemtiesem Sinne gilt das Ergebnis eines
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Hypothesentests — des Signifikanztests —, wenn Adieahme berechtigt ist, dass ein
theoretisch angenommener und in den Daten vorgeherd Zusammenhang zwischen
Merkmalen oder ein Unterschied zwischen Gruppehtratieine durch die Unschéarfe erklart
werden kann, die mit der Stichprobenziehung verbaondst. Die Berechtigung dieser
Annahme kann nie mit Sicherheit erwiesen werdendem nur mit einer gewissen, vorab

festzulegenden Irrtumswahrscheinlichkeit. Dieseeldmet man in diesem Kontext als

Signifikanzniveau.
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4. Ergebnisse

4.1 Kollagen Typ IV

Schnitte aus den Versuchsreihen der normotensivafogtrollgruppe), der unbehandelten
hypertensiven (= Placebogruppe) und der Ramipiiahdelten Tiere (= Ramiprilgruppe)

wurden mittels der Immunhistochemie, der Immunfészenz und Western Blot untersucht.

4.1.1 Immunhistochemie

Mithilfe der klassischen Immunhistochemie wurdea Burchmesser von Basalmembran und
Gefal3lumen, deren Verhéltnis, die absolute AnzahKallagen IV gefarbten GefaRen pro
Gesichtsfeld sowie die Gesamtflache an Kollagen IWgefarbten Gefallen im Verhaltnis
zum Gesichtsfeld analysiert. Durch die Bestimmurifollpgen 1V/mikroskopischem
Feld]/[GefalRe/mikroskopischem Feld] konnte somi¢ dilenge an Kollagen pro Gefald
errechnet werden. Je nach Analyse wurden 10, 40 dd®fache VergroRerungen

angewendet. Makroskopisch stellten sich die Sahhitimogen und intensiv angefarbt dar.

Zunéachst wurden die Durchmesser von Basalmembrahn Gefal3lumen bestimmt. Dazu
dienten 20 zuféallig ausgewaéhlte, quer geschnitt&@efalle des Kortex, deren externer
Durchmesser zwischen 10-18n lag. Im Vergleich zu den normotensiven Tierem, €ine
durchschnittliche Dicke der Basalmembran von 2,9,2 um aufwiesen, zeigten
unbehandelte hypertensive Tiere in der Imnmunhigiota eine verdickte Basalmembran (3,9
+ 0,5um, p < 0,0001). Ramipril behandelte Tiere hatterclischnittlich jedoch im Gegensatz
zu den hypertensiven Tieren eine deutlich dinnasaBnembran (3,2 £ 048n, p < 0,0001).
Die Dicke der Basalmembran der Ramipril behandelteme war vergleichbar mit der der
nicht hypertensiven Kontrollgruppe. Au3erdem hdteeGruppe der hypertensiven Ratten ein
kleineres Lumen (3,0 + 0,8m) als die normotensive (4,3 = Oyn) oder die Ramipril
behandelte (4,6 + 0,4um). Der Vergleich zwischen dem Verhéltnis von Dicker
Basalmembran und Lumendurchmesser ergab bei deipRdmhandelten (0,69 + 0,13) und
den normotensiven Tieren (0,68 £ 0,06) keinen fkpamten Unterschied, jedoch war das
Verhaltnis signifikant kleiner als in der Placehggpe (1,31 £ 0,08, p < 0,0001, Abb.18+19).
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=== = Durchmesser Gefalllumen
= Durchmesser Basalmembran

Abbildung 18: Durchmesser von  Basalmembran und Gefal3slumen, 400fache Vergrof3erung.
A: Placebogruppe, B: Ramiprilgruppe. Gruppe B zeigt ein deutlich breiteres Lumen und eine
schmalere Basalmembran.
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Abbildung 19: Verhéltnis von Basalmembran und Gefal3 Ilumen. Die Placebogruppe zeigt
signifikant grof3ere Werte als die Ramiprilgruppe oder die Kontrollgruppe.
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Als nachstes wurde die Anzahl von Kollagen IV gefén Gefal3en und deren Gesamtflache

in Kortex und Basalganglien untersucht.

Kortex

In der Gruppe der normotensiven Tiere wurden im té&or22,8 + 0,8 Gefalle pro
mikroskopischem Bild nachgewiesen, vergleichbardeit Gruppe der Ramipril behandelten
Tiere mit 23,4 £ 1,0 GefalRen, wahrend die unbeHtardd&iere mit 20,4 + 2,0 Gefalden pro
mikroskopischem Feld signifikant weniger Gefal3e waegen, als die mit Ramipril
behandelten Tiere (p < 0,05, Abb. 20). Keinen diggmten Unterschied ergab die relative
Flache an Kollagen Typ IV gefarbten Gefal3en pro raskopischem Feld in den
verschiedenen Versuchsgruppen. Bei den normotendisen betrug diese 11,3 £ 0,6, bei
den hypertensiven 12,1 + 1,1 und bei den Ramiptiiamdelten Tieren 12,7 + 1,1 (Abb. 21).
Die Menge von Kollagen Typ IV pro Gefal3, berechailst [Kollagen IV/mikroskopischem
Feld]/[Gefal3e/ mikroskopischem Feld], ergab keibkernerschied bei normotensiven (0,50 +
0,02) und Ramipril behandelten Ratten (0,54 + Q,0vBr jedoch bei den unbehandelten
hypertensiven Tieren signifikant erhdht (0,60 +8),0 < 0,05).
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Abbildung 20: Anzahl Kollagen positiver GefalRe pro Gesichtsfeld, 10er Objektiv. ~Normotensive
und Ramipril-behandelte Tiere zeigen im Vergleich mit der Placebogruppe signifikant mehr Gefa3e im
Kortex, nicht aber in den Basalganglien.
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Abbildung 21: Relative Gesamtflache von Kollagen Ty  p IV pro mikroskopischem Feld, 10er
Objektiv. Es besteht kein signifikanter Unterschied in den Gruppen.

Basalganglien

Die quantitative Analyse der Basalganglien ergal8 #80,7 GefalRe pro mikroskopischem
Gesichtsfeld bei den normotensiven Ratten, 17,]6ib&i den hypertensiven und 17,6 + 1,4
bei den Ramipril behandelten (Abb. 20), wahrend railative Kollagen Typ IV positive
Flache mit 10,6 + 0,5 bei den normotensiven, 98 % bei den unbehandelten Tieren und
10,3 + 1,2 bei den Ramipril behandelten in allengpen vergleichbar war (Abb.21). Bei der
Menge an Kollagen pro Gefald wurde ebenfalls keitetdehied beobachtet, 0,58 + 0,03 bei
den normotensiven, 0,59 + 0,09 bei den unbehamdeitel 0,57 + 0,07 bei den Ramipril
behandelten Tieren.

4.1.2 Immunfluoreszenz

Die relative Intensitat Kollagen Typ IV gefarbterefal3e wurde in der Gruppe der
unbehandelten hypertensiven Tiere und der Ranbphiandelten Tiere mit dem Konfokalen
Laser-Raster Mikroskop bestimmt. Die fur die Ausreg gewéhlte Flache der Gefal3e im
Kortex war mit 113,9 + 59,4im? in der Ramiprilgruppe und 136,0 + 53,0n° in der

Placebogruppe vergleichbar. Ramipril behandelteeTaeigten mit 94,5 + 5,0 im Vergleich
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zu den hypertensiven Tieren mit 115,0 + 7,9 re@tiimmunfluoreszenz eine signifikante
Reduktion der Intensitat von 18,1 + 4,7% (p < 0008bb. 22).
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Abbildung 22: Relative Intensitat der Fluoreszenz. Die Ramiprilgruppe zeigt eine signifikant
geringere Intensitat der Fluoreszenz.

4.1.3 Western Blot

Kryostatschnitte der Ramipril- und Placebogruppeden bezuglich ihres Kollagen Typ IV

Gehalts untersucht.

Zur Darstellung des Kollagenase-sensitiven Kollag&wurden die Blots mit den Proteasen
MMP-2 und MMP-9, die beide Fibrillenkollagen spaltednnen, vorbehandelt. Im Vergleich
mit den unbehandelten Proben zeigten die MMP Bémen Verlust der Bande unterhalb
einer unveranderten, Kollagenase-insensitiven Balmdden weiteren Experimenten wurde
diese Kollagenase-sensitive Bande zum Vergleich HeHagen IV Gehalts in den
Versuchsgruppen herangezogen (Abb. 23). Bei denigRiirbehandelten Tieren war der
Gehalt an Kollagen IV verglichen mit den unbehateellieren deutlich um 51% vermindert
(7775 + 1340 vs. 15438 + 2504, p = 0,0004).
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Abbildung 23: Nachweis
von Kollagenase-sensitiven
Banden

4.2 Laminin

Schnitte aus den Versuchsreihen der Placebogruppeler Ramiprilgruppe wurden mittels

der Immunhistochemie und der Immunfluoreszenz ety

4.2.1 Immunhistochemie

Die Auswertung der immunhistochemischen Lamininfiéaden mit OPTIMAS erfolgte
sowohl mit 10facher als auch mit 40facher VergriRgr Es wurde hinsichtlich der
GefalRanzahl pro Gesichtsfeld, der relativen Lampaisitiven Flache in den Hemisphéaren, im
Kortex und den Basalganglien sowie dem Laminingeped Gefal3 untersucht. In beiden
Versuchsgruppen zeigten sich makroskopisch glei@mggut angefarbte Schnitte.

Zunachst wurde in 10facher VergroRerung die Geféddn pro mikroskopischem
Gesichtsfeld ermittelt, wobei sich in den beidemugen &hnliche Resultate ergaben. In den
Hemispharen lie3en sich in der Placebogruppe 18,82 vs. 17,98 + 0,98 Gefal3e in der
Ramiprilgruppe nachweisen, im Kortex zeigten si@&02 + 1,50 Gefal3e vs. 22,39 + 1,56,
und auch in den Basalganglien ergaben sich mit916,9,15 vs. 16,58 + 0,97 Gefal3en keine
signifikanten Unterschiede (Abb. 24).
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Abbildung 24: Anzahl Laminin positiver Gefal3e pro G esichtsfeld, 10er Objektiv. Es besteht kein
signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen.

AnschlieBend wurden die Schnitte hinsichtlich ihretativen Laminin gefarbten Flache

analysiert. Auch diese Untersuchung ergab sowoleim Hemisphéaren (16,54 + 0,66 in der
Placebogruppe vs. 17,07 + 1,18 in der Ramiprilgedpgem Kortex (19,79 £ 0.95 vs. 19.77 +
1,58) als auch den Basalganglien (14,52 = 1,3914s93 * 1,08) keine signifikanten

Unterschiede (Abb. 25).

Bei der Bestimmung der Menge an Laminin pro GefaBerechnet als

[Laminin/mikroskopischem Feld]/[GefaRe/mikroskopiem Feld], liel3 sich insgesamt ein
Trend zu groReren Werten in der Ramiprilgruppe rerke (0,95 + 0,07 vs. 0,90 + 0,03 in den
Hemispharen, 0,88 £ 0,08 vs. 0,86 £ 0,02 im Kor@®0 = 0,06 vs. 0,85 = 0,08 in den
Basalganglien), wobei die Ergebnisse jedoch aufyjyrder gro3en Standardabweichungen

keinen signifikanten Unterschied zur Placebogrupmgten (Abb. 25
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Abbildung 25: Relative Gesamtflache von Laminin pro mikroskopischem Feld, 10er Objektiv.
Auch hier zeigt sich kein signifikanter Unterschied in den Gruppen.

1,05

0,95 -

0,9

0,85 -

0,8 -

0,75 -

0,7 -
Hemisphéaren Kortex Basalganglien

B Placebo B Ramipril

Abbildung 26: Laminin pro Gefaf3, 10er Objektiv. In der Placebogruppe ist ein Trend zu geringeren
Werten zu beobachten, es besteht jedoch kein signifikanter Unterschied.
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Anschlieend wurde zur genaueren Untersuchung deelBanglien und des Kortex eine
Analyse mit dem 40er Objektiv vorgenommen. Dazudegarsowohl im Kortex als auch den
Basalganglien im zentralen Bereich der markiertéictien zufallige ROIs etwa gleicher
GroRRe ausgewahlt und ausgewertet. In der Placepypgrianden sich in den Basalganglien
durchschnittlich 2,22+ 0,33 Gefal3e im Vergleich zu 2,48 0,41 Gefal3en in der
Ramiprilgruppe, in der ROI der Basalganglien waesn1,69+ 0,15 vs. 1,93t 0,45, im
Kortex 2,08+ 0,27 vs. 2,34t 0,36 und in der ROI des Kortex 1,840,19 vs. 1,7# 0,29
GefalRe. Somit konnte gezeigt werden, dass auchgtiderer Auflésung bezlglich der
GefalRanzahl pro Bild kein Unterschied in der unbetien Gruppe und der Ramiprilgruppe
bestand. Ein Trend zu mehr Gefal3en in der Ramippfge war jedoch erkenntlich (Abb. 27).
Anschliel3end wurde die relative Laminin gefarbtéchke bestimmt. Hier ergab sich zunachst
ein Unterschied im Gesamtkortex von 18;29,69 in der Placebogruppe im Vergleich zu
16,81 + 1,31in der Ramiprilgruppe, was jedoch nicht in der Rd&s Kortex (manuell
nachgeprufte, neu eingestellte ROI) bestéatigt werdennte (17,75 2,04 in der
Placebogruppe vs. 16,%72.02 in der Ramiprilgruppe). Auch in den Basaldi@mgkonnten
mit 17,69+ 1,12 in der Placebogruppe vs. 17;:88,70 in der Ramiprilgruppe wie auch der
ROI der Basalganglien mit 13,60 1,32 vs. 13,56t 0,94 vergleichbare Werte in den
Versuchsgruppen festgestellt werden (Abb. 28).

Anzahl GefalRe

Basalganglien BG ROI Kortex Kortex ROI

B Placebo B Ramipril

Abbildung 27: Anzahl Laminin positiver GefaBe pro G esichtsfeld, 40er Objektiv. Es besteht kein
signifikanter Unterschied in den Versuchsgruppen.
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Abbildung 28: Gesamtflache Laminin, 40er Objektiv. Ein signifikanter Unterschied im Kortex
konnte im Kortex ROI nicht bestatigt werden.

Um madgliche vom Versuchsleiter abhéngige Fehlee =B. eine ungenaue Zuordnung der
.regions of interest (ROI)“, in der Auswertung zikennen, erfolgte eine zweite Auswertung
durch einen unabhangigen Versuchsleiter. Die jeaaihaltenen Werte wurden als gepaarte
Stichproben verglichen und ihre Korrelation sowignikanz errechnet. Dabei zeigte sich,
dass bis auf die Auswertung in den Basalgangliere aiehr starke Korrelation in allen
untersuchten Hirnregionen bestand, und dass albriawden Basalganglien unabhangig von
den Auswertern kein statistischer Unterschied zwéscden Gruppen gefunden werden

konnte.

4.2.2 Immunfluoreszenz

Die Auswertung der Lamininfarbungen anhand ihremlmfluoreszenz erfolgte mit dem
Konfokalen Laser-Raster-Mikroskop. Die zwei Verssgtuppen bestanden aus den
unbehandelten hypertensiven Tieren und den Rami@flandelten Tieren. Pro Schnitt
wurden jeweils im Kortex zufallig 10 GefalRe in etder gleichen Grélienordnung gewahlt
(mittlere GroRRe zwischen 122,30m? und 201,57um?) und hinsichtlich ihrer Intensitat

untersucht.
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Wahrend die mittlere Intensitat der untersuchteféaGe in der Ramiprilgruppe bei 24,24 +
5,26 lag, ergaben sich bei der hypertensiven uminidten Kontrollgruppe Werte von 28,13
+ 7,82 (Abb. 29). Somit zeigte sich ein Trend, nigdoch ein signifikanter Unterschied im

Laminingehalt der Basalmembranen der beiden Gruppen
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Abbildung 29: Relative Intensitat der Fluoreszenz. Es besteht kein signifikanter Unterschied
zwischen den beiden Gruppen.

4.3 Calpain

Gefarbte Schnitte der unbehandelten hypertensivesh der Ramipril behandelten Tiere

wurden mittels der Immunhistochemie untersucht.

4.3.1 Immunhistochemie

Calpain positive Zellen wurden mithilfe des Bildadyeitungsprogramms OPTIMAS in 10-
und 40facher VergroRerung detektiert. AngefarbteikBaren, die gréRer oder kleiner als
neuronale Zellen waren, wurden in die Auswerturgpinimiteinbezogen. Die Placebogruppe
und die Ramiprilgruppe wurden hinsichtlich der Anizder Calpain positiven Zellen sowie
der relativen Calpain gefarbten Flache in HemisphdKortex und Basalganglien untersucht.
Makroskopisch stellten sich die Schnitte dezergy gieichmalidig angefarbt dar.
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Zunachst wurde in 10facher Vergrol3erung die Gesacheé der Calpain positiven Zellen
berechnet (Abb. 30). In den Hemisphéren betrug-tiiehe in der Placebogruppe 5,47 + 1,21
vs. 5,76 £ 0,84 in der Ramiprilgruppe, im Korte®®%,+ 1,25 vs. 6,37 £ 1,12 und in den
Basalganglien 6,20 + 1,60 vs. 6,46 + 1,02. Unablmgder Lokalisation zeigte sich somit kein

signifikanter Unterschied in den beiden Versuchgpgeumn.

M

Hemispharen Kortex Basalganglien

B Placebo B Ramipril

Abbildung 30: Relative Gesamtflache Calpain-positiv.  er Zellen, 10er Objektiv. Es besteht kein
signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen.

Dann wurde, ebenfalls mit dem 10er Objektiv, diez&m gefarbter Zellen bestimmt. Die
Untersuchung der Hemispharen (65,31 + 6,24 in d@ceBogruppe vs. 65,01 + 8,74 in der
Ramiprilgruppe) und des Kortex (66,46 + 12,64 V5,06 = 15,64) zeigte in den beiden
Versuchsgruppen ahnliche Ergebnisse, und auch wiiersélichung der Basalganglien (68,25
+ 8,99 vs. 59,36 + 22,33) ergab wegen grof3er Stdabaeichungen keinen statistisch
signifikanten Unterschied (Abb. 31).

Im néchsten Schritt wurde zur genaueren Untersughies Kortex die Anzahl Calpain
positiver Zellen pro Gesichtsfeld in 40facher Véfggrung bestimmt. Strukturen, die in die
Auswertung miteingehen sollten, wurden erneut mbngdiniert und eingestellt. Auch hier
ergaben sich jedoch mit 2,07 £+ 0,40 Zellen in dac&bogruppe vs. 2,00 £ 0,23 Zellen in der
Ramiprilgruppe ahnliche Werte in den beiden Gruppdib. 32).
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Abbildung 31: Anzahl Calpain-positiver Zellen pro G
signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen in den verschiedenen Regionen.
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Abbildung 32: Calpaine 40er Objektiv, Zellen pro Ge
signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen.

69

sichtsfeld im Kortex (ROI).

Es besteht kein



4.3.2 Mikrotubuli-assoziiertes Protein 2

Um die Aktivitat der Protease Calpain auf eine amtArt darzustellen, wurden in der
Placebo- und der Ramiprilgruppe immunhistochemiddAd>-2 Farbungen angefertigt und
lichtmikroskopisch ausgewertet. Die Vergrol3erurfglgte mit dem 10er und 40er Objektiv.
Es wurde daraufhin dberpruft, ob sich im Schnittffalige Farbverminderungen,
insbesondere in Kortex und Basalganglien, als Awddfir den Abbau von MAP-2 durch
Calpain finden liel3en.

Makroskopisch zeigten sich bei allen Tieren homoged intensiv gefarbte Schnitte, die
keinen Hinweis auf MAP-2 Demarkierung gaben (Abb3 3 34). Dies konnte
lichtmikroskopisch bestatigt werden, denn auch didf@ sich unabhéangig der Vergro3erung,

der Region und der Versuchsgruppe keine vermindi@mieintensitat nachweisen.

Abbildung 33: Beispiel fir eine MAP-2 Farbung in de r
Placebogruppe

Abbildung 34: Beispiel fur eine MAP-2 Farbung in de r
Ramiprilgruppe
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5. Diskussion

In dieser Arbeit wurde der Einfluss des ACE-Hemn®Rasnipril einerseits auf die zerebrale
vaskulare Extrazellularmatrix und andererseits aefironale Hirnstrukturen von SHR-SP

untersucht.

5.1 Analyse der Basalmembran

Im ersten Teil der Arbeit analysierten wir zwei détauptbestandteile vaskularer
Basalmembranen, das strukturgebende Protein Kaollabg IV und das Glykoprotein

Laminin.

5.1.1 Kollagen IV

Durch die Gabe des ACE-Hemmers Ramipril kam esizer esignifikanten Verminderung
von Kollagen Typ IV in der Basalmembran behandeli@ere verglichen mit den
unbehandelten hypertensiven Tieren. Dies konnte osbwm Western-Blot, in der
immunhistochemischen Farbung als auch in der kaMok Laser-Raster-Mikroskopie
gezeigt werden. AuBerdem wurde beobachtet, das¥/ eldmiltnis zwischen der Dicke der
Basalmembran und dem Gefal3lumendurchmesser beiRaempril behandelten Tieren
signifikant niedriger war als in der Kontrollgrupp@ie Behandlung mit dem ACE-Hemmer
war dabei so effektiv, dass die Kollagenbestimmielgandelter Tiere beinahe gleiche Werte

wie die der normotensiven Kontrollgruppe ergab.

Verschiedene frihere Studien haben sich mit demphodogischen Veranderungen zerebraler
Gefal3e unter physiologischen und pathologischentéhden beschaftigt. So konnte gezeigt
werden, dass es im Laufe des Alterungsprozesseshsomeim Tief®* als auch beim
Menscherf® zu einer verstarkten Einlagerung von Kollagen itn Basalmembran zerebraler
MikrogefaRe kommt, die daher ein vergleichsweiseindres Lumen aufweisen. Die
GefalRanzahl ist aul3erdem vermindert. Beim Mensdb&nsich diesbezlglich jedoch kein
Unterschied bei hypertensiven und nicht-hypertesrisvPersonen feststelf@h Ein
Zusammenhang der Kollageneinlagerung mit der Ehkbtwig kognitiver Defizite wird
angenommen. Auch bei anderen nicht-hypertensivémagkungen, wie beispielsweise der
HIV- Enzephalopathie, kommt es zu Veranderungen @efal3morphologie, wobei sich
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widersprechende Ergebnisse finden. In einer Stadi@b die Basalmembrananalyse eine
Verdickund®®, in einer anderen jedoch erwies sich der Kollagka$j als insgesamt
vermindert, was mit einer Ausdiinnung der Basalmamimm Verbindung gebracht wurdé
Diese Ausdinnung der Basalmembran konnte bei AlB&Ren auch mithilfe der
Elektronenmikroskopie nachgewiesen werden. Beidedi&b schlussfolgern aus ihren
Ergebnissen, dass die Verdnderung der Basalmemis@mmensetzung das morphologische
Pendant zur Blut-Hirn-Schrankenstoérung darstellehkre andere Arbeiten haben sich
aulBerdem mit den Folgen chronischer Hypertonie zéeebralen Gefal3e befasst. In den
Arteriolen des Kortex und der Basalganglien von SER kam es zu einer verdickten
Basalmembran, einer Ablagerung von Kollagenfibmillend einem Zusammenbruch der Blut-
Hirn-Schrankenfunktiot?®. Aufgrund der nur geringfiigig vorhandenen, kuemsitigen
Verdnderungen und der Lokalisation der GefaRveramgen in  den
Versorgungsgrenzgebieten wurde jedoch davon ausgegadass noch andere Faktoren als
die chronische Hypertonie an den Veranderungeriliget@nd. In dieser Arbeit konnte kein
direkter Zusammenhang zwischen der Dicke der Basalnan und dem Anteil an Kollagen
Typ IV hergestellt werden. Eine andere Arbeit kenzkeigen, dass es in den pialen und
basalen Arterien von SHR-SP zu einem vergroRertericd media — GefaRlumen Verhéltnis
kam, was bei moderater Hypertonie entweder aufeenédickte Media oder einen geringeren
inneren Gefalldurchmesser, bei schwerer Hypertedigch beinahe ausschlief3lich auf einen
geringeren inneren GefaRdurchmesser zuriickzufitwat?®. Spezifische Marker fir das
veranderte Wand-Lumen Verhéltnis wurden jedoch abt@r nicht néher untersucht.
Ahnliche Resultate erhielt eine Arbeit von Ferraettal’’®, die zusatzlich zu der Bestimmung
des Media - Lumen Durchmessers noch den Effekdadéitiypertonikums Darodipine, eines
Kalzium Kanal Inhibitors, auf piale Arterien untechte. Es zeigte sich, dass die
antihypertensiv behandelten Tiere nach 3 MonateanegroReren Lumendurchmesser, eine
dunnere Tunica Media und ein geringeres Media - @rurWerhdaltnis aufwiesen als nicht
behandelte Tiere. Im Gegensatz zu Ferrantes Sg¢uliielten die hypertensiven Versuchstiere
in einer Studie von Hajdu et Ajeweils 3 Monate lang die Antihypertonika Cilazipginen
ACE-Hemmer, oder den Vasodilatator Hydralazin. Aboér konnte eine verminderte piale
GefalRwanddicke, ein groRerer externer GefaRdurdenesid zusatzlich ein verminderter
intraluminaler arterieller Druck festgestellt wengdewobei Cilazapril, abgesehen von der
Reduktion der GefalRwanddicke, bei der beide Antlntgmika gleich effektiv waren, bessere
Wirkungen zeigte als Hydralazin. Harper etakonnte ebenfalls bestdtigen, dass eine

antihypertensive Therapie bei chronischer Hypeeainen protektiven Effekt auf zerebrale
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Arteriolen hat, auch wenn diese erst verhaltnisgn@&piat begonnen wird. In seiner Arbeit
wurden SHR im Alter von 18-19 Wochen jeweils 25 Tdge lang mit Hydralazin, Reserpin

oder Chlorothiazid behandelt, was in einem groRddemchmesser der Arteriolen, einer

geringeren Dicke der Tunica media und einem vederiien intraluminalen Druck resultierte.

Es wurde jedoch auch beobachtet, dass hypertefisgre unabhangig der Therapie eine
erhohte Resistance in den groReren zerebralen &efalfwiesen. Klassenspezifische
Vorteile der einzelnen Antihypertonika wurden nicttkannt. In einer weiteren seiner

Arbeiten konnte gezeigt werden, dass Antihypertamilich bei renaler Hypertonie protektive
Wirkungen entfalten, die Art der Hypertonie alsohmiausschlaggebend fir den Erfolg einer
Therapie ist'’

Trotz der bekannten Zunahme des GefalRwand-GefaRluderhaltnisses durch einen
verdickten Intima-Media Komplex haben sich bishenr nwenige Studien mit den
Veranderungen der Zusammensetzung der Basalmenmbzarebralen Gefalien befasst. Eine
dieser Studien untersucht die Expression der Eedltdarmatrixproteine Prokollagen und
Kollagen IV in humanen intrazerebralen und menitere&efaRen verschiedener GriRe
Bei hypertensiven Individuen zeigte sich ubiquitéite deutliche Zunahme von Kollagen in
der Intima und Media, und beide Schichten, v.ar dmeBasalmembran, schienen verbreitert.
Auch Nag et al. konnte eine Zunahme extrazelluldeatrixproteine unter chronischer
Hypertonie nachweisénIm Unterschied untersuchte er jedoch zerebraleridien von
Wistar-Kyoto-Ratten, die nach einer Operation unégaler Hypertonie litten. Zwei Wochen
nach der Operation wurde die Halfte der Tiere 5 Wéoclang mit dem ACE-Hemmer
Enalapril behandelt. Auch hier konnte beobachtetdex® dass behandelte Tiere eine
vergleichsweise verminderte Expression von Kollagen pialen und intrazerebralen
Arteriolen aufwiesen. Bei den nicht behandeltenr@nezeigte sich aul3erdem, dass parallel zu
den Arealen mit der hochsten Immunreaktivitat fuoll&gen der Nachweis von
Serumproteinen als Ausdruck fur die Blut-Hirn-Setk@nstorung ebenfalls am héchsten war.
Eine andere Studiengruppe konnte bei der Untersuchpialer Arteriolen von SHR-SP
feststellen, dass es zwar zur Hypertrophie kansedider hauptsachlich durch die elastischen
Komponenten wie Elastin oder glatten GefaBmuskelinge war, wohingegen sich der
Kollagengehalt nicht anderte bzw. sogar abnahms Bteht im Gegensatz zu den meisten
anderen Arbeitsergebnissen, was damit erklart azulemeversucht, dass zerebrale Arteriolen
verhaltnisméaRig mehr glatte Muskelzellen und wenig®llagen enthalten als grol3ere

Arterier®. Diese spezielle Zusammensetzung soll auch di¢ingicht auf die Hypertrophie
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paradoxe Dehnbarkeit arteriolarer Gefalle bedinDém.gleiche Arbeitsgruppe untersuchte
einige Jahre spater spontan hypertensive Mause @ngléich mit transgenen Mausen, die
durch eine Uberexpression von Renin und Angiotemsiten erhohten Blutdruck hatten.
Dabei konnte entdeckt werden, dass die spontanrieyyseven Mause zwar genau wie die
transgenen Mause eine Hypertrophie der zerebrakaridlen zeigten (gemessen an der
GefalRwanddicke), es jedoch nicht zum Remodellingem@ssen am externen
GefalRdurchmesser) kafi Daraus wurde geschlossen, dass das Renin-Angioten
Aldosteron System eine wichtige Rolle beim vaslketdiRemodelling unter chronischer

Hypertonie spielt.

Die meisten der oben angefihrten Arbeiten habeh si¢ der Analyse von zerebralen
Arteriolen beschéftigt, doch sind es vermutlich gitaéchlich die kapillaren GefalRe, die am
mikrovaskularen Schaden beteiligt sind. Diese gimdem um ein vielfaches zahlreicher als
die Arteriolen. Daher mag die in dieser Arbeit ghit& Analyse von Kapillaren mehr
Informationen Uber Basalmembranverdnderungen uR@E-Hemmern geben als die der
Arteriolen. Desweiteren ist die von uns gewahltéspanne der antihypertensiven Therapie
deutlich langer als die der meisten vergleichb&wnlien. Da auch die meisten hypertensiven
Patienten langere Zeit medikamentds behandelt wemiggen der Ansatz dieser Arbeit
daher eher dem humanen Modell entsprechen und sgebauf den Menschen Ubertragbar
sein. Ein weiterer Vorteil ist die Verwendung mebreverschiedener Methoden zum
Nachweis der Reduktion von Kollagen Typ IV in deasBlmembran zerebraler Gefalle,
wahrend andere Studien meist nur eine Methode aiteman Beispielsweise wurde die
Analyse des Wand-Lumen Verhaltnisses haufig alszigen Parameter fir die
GefaRwandhypertrophie untersudft’ Die Ergebnisse unserer Studie bestatigen daher
einerseits schon bekannte Fakten, gehen andeseabeit durch die gleichzeitige Bestimmung
von GefalRanzahl, Kollagen-positiver Flache in eimestimmten ROI und den Gebrauch der
konfokalen Laser-Raster-Mikroskopie dartiber hin&gsveit bekannt hat bisher keine andere
Studie eine quantitative und qualitative Verminaegrwon Kollagen Typ IV in zerebralen

MikrogefalRen nachgewiesen, weder bei lang- odexfiistiger Gabe von ACE-Hemmern.

Da auch Studien mit anderen Antihypertensiva wieeRa@n, Hydralazin oder Chlorothiazid
zu ahnlichen Resultaten kaniéit’? scheint vor allem der Einfluss eines erhéhteridslicks
auf die Zusammensetzung der Extrazellularmatri>xd&umentd”™ und die Ergebnisse dieser

Arbeit hauptsachlich darauf zurtickzufihren zu sairf.der anderen Seite ist es gut mdglich,
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dass weitere Faktoren als nur die Senkung des termd@iutdrucks mitverantwortlich sind:

Himeno et al. beispielsweise zeigten, dass bemhitxh eine subtherapeutische, nicht-
antihypertensive ACE-Hemmer Gabe die Level der mRNA die Synthese von

extrazellularen Matrixproteinen sankéh Am Umbau der Extrazellularmatrix scheinen
auBerdem Proteasesysteme wie das Plasmin-Plasmino§gstem oder die

Metallomatrixproteasen beteiligt zu s&fft’’ deren Aktivitat tierexperimentell durch die
Gabe eines ACE-Hemmers vermindert werden kdfthtelnklar bleibt derzeit jedoch noch,

ob ein direkter Einfluss der Proteasesysteme auGaifalstruktur besteht.

Ob die Verminderung von Kollagen IV bei Ramiprilna@delten Tieren in dieser Arbeit auf
eine verminderte Synthese oder vermehrten Abbaiickmufiihren ist, bleibt zurzeit noch
offen und sollte in weiteren Studien untersuchtdeer

5.1.2 Laminin

Analog den Kollagenstudien wurden Ramipril behateddliere mit unbehandelten Tieren
hinsichtlich des Laminingehalts der Basalmembradem Laminingehalt pro Gefald und der
Anzahl an Laminin positiven Gefal3en verglichen. Daden Gruppen unterschieden sich
weder signifikant in den Laminin positiven Flachder Gefaldanzahl noch im Laminingehalt
pro Gefal3, was sowohl in der klassischen Immunths&imie als auch der Immunfluoreszenz
bestétigt werden konnte. Bei den Ramipril behaedeltieren zeigte sich jedoch ein Trend zu
insgesamt mehr Gefal3en und einem hdheren Lamiraitgaio Gefal3.

Nur wenige Studien haben sich bisher mit den Auswigen von Hypertonie auf die
Lamininexpression beschaftigt, und nur in zwei é@lvurden zerebrale Gefalie analysiert.

In einer Arbeit wurden die Auswirkungen einer ptataHypertonie auf die Lebersinusoide
untersucht. Im Tierversuch konnte gezeigt werdeagsdes in Sinusoiden von Ratten mit
hepatischer Fibrose mit Zunahme der portalen Hgpertzu einer Zunahme von Laminin
kommt’. In diesem Fall wurden zwar keine zerebralen Geféftersucht, doch konnte ein
direkter Zusammenhang von Hypertonie und einer Homga von Laminin in der
Basalmembran von BlutgefaRen hergestellt werdeiy. &laal. wies tierexperimentell nach,
dass es bei Ratten, die unter operativ herbeigeftinenaler Hypertonie litten, zu einer
Zunahme des Laminingehalts in den zerebralen vaskulBasalmembranen und vermehrter
Durchlassigkeit der Blut-Hirn-Schranke in KortexduBasalganglien kam und dies durch die

Gabe des ACE-Hemmers Enalapril stark gemindert everkonnt&*®® Im Gegensatz zu
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unserer Arbeit wurden jedoch zerebrale Arteriolatetsucht, die Uberlebenszeit der Ratten
unter Hypertonie war sehr viel kiirzer, und der AG&xnmer wurde nur fur wenige Wochen
gegeben. Aulerdem wird ein Vergleich durch die rebrige Altersangabe der Versuchstiere
zu Beginn des Versuchs erschwert. Ahnliche Resultate Nags Arbeit ergab eine
postmortale Untersuchung von humanen zerebralei@l¥@af inklusiv der Kapillaren: Die
Basalmembran der Versuchsgruppe mit chronischeretgpie war deutlich verdickt im
Vergleich mit der normotensiven Kontrollgruppe, vemsvohl auf einen erhdhten Kollagen-

IV- als auch Laminingehalt der Basalmembran zurétikigrt werden konnté®

Die Ergebnisse unserer Arbeit stehen damit im Gsmerzu diesen friheren Studien, da es
trotz des erhdhten Blutdrucks in der Placebogrupipbt zu einer Zunahme von Laminin
kam, sondern im Gegenteil eher ein Trend zu wenigeninin pro Gefal3 und weniger
GefalRen zu beobachten war. Es stellt sich die Fiagselchem Verhaltnis Laminin in der
EZM vaskularer GefalRe unter physiologischen Umaéniberhaupt vorhanden ist und wie
sich die Expression im Laufe der Zeit veranterPoschl et al. wies nach, dass eine
hauptsachlich aus Laminin bestehende Basalmembrainihen Entwicklungsphasen als
basalmembran-ahnliche Matrize ausreicht, spatercjedie Integration von Kollagen IV fur
Integritat, Stabilitast und Funktion unerlasslicht®ls Es ware also denkbar, dass in
unterschiedlichen Entwicklungsphasen auch untezdibhe Isoformen der Laminine
vorherrschen, die verschiedene Reaktionen auf &xhdbruck in den Blutgefal3en zeigen.
Wenn unsere Versuchstiere sich altersgemal in einderen Entwicklungsphase als die
Tiere anderer Studien befanden, wirde dies erkl&veshalb die Ergebnisse unterschiedlich
ausfallen.

Eine weitere wichtige Uberlegung ist, inwieferntsigin nur kurzzeitig erhéhter Blutdrifck
anderweitig auswirken mag als, wie in diesem Haiigerfristige Hypertonie. Versuchstiere,
die vormals einen normalen Blutdruck aufwiesen, embguf plotzliche Druckerh6hung in
den Blutgefal3en anders reagieren als Tiere, dieilfes Lebens hypertensive Werte hatten.
Jedoch auch die Patienten, die Roggendorf in s&nedie aufnahii® litten sehr
wahrscheinlich schon langere Zeit unter Hypertowias diese These eher unwahrscheinlich

erscheinen lasst.

Andererseits passt unsere Arbeit durch den Trendhggesamt mehr Gefal3en und mehr
Laminin pro GefalR in der Ramiprilgruppe gut zu dArbeitsergebnissen, die einen

Lamininverlust bei akuter Ischamie und im Laufe dérungsprozesses zeigéf Beide
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gehen mit einem Verlust der mikrovaskularen Intégreinher. Bei unseren hypertensiven
Versuchstieren moégen bei einer durchschnittlichebelnserwartung von 1,5 Jahren im Alter
von 6 Monaten durchaus schon erste Alterserschgaruaufgetreten sein, wohingegen die
Ramipril behandelten normotensiven Tiere eine h®hezbenserwartung haben und der
Prozess daher erst spater beginnen mag.

Denkbar wére allerdings auch, dass die chroniscyjgeibnie erste Folgen von zerebraler
Minderdurchblutung nach sich gezogen hat, die z2vemh keine erkennbaren ischamischen
Infarkte bewirkt (s. Calpain und MAP-2), aber decimdbereits zu einem geringflgigen
Lamininverlust geflhrt hat. Eine Degradation vommiiain mit anschlieRendem Zellschaden
kann dabei sowohl durch das Plasmin-Plasminogen te®§/s wie auch die
Metallomatrixproteasen, insbesondere MMP2§ erfolgen. Eine langere Uberlebenszeit der
Tiere hatte durch deutlichere Ischamiezeicheneiwit dariiber Aufschluss gegeben. Ob es
sich bei den Ergebnissen dieser Arbeit primar um Fblgen zerebraler Minderperfusion,
einen einsetzenden Alterungsprozess oder eine K@atibn von beidem handelt, kann nicht
sicher beantwortet werden und bedarf weiterer Studi

5.2 Calpain und sein Substrat MAP-2

Im zweiten Teil der Arbeit wurden neuronale Zellansichtlich der intrazellularen Protease
Calpain und ihres Substrats MAP-2 untersucht. Bei Analyse dem-Calpain positiven
Zellen und derp-Calpain positiven Flache in den Hemispharen, imrté&o und den
Basalganglien ergaben sich keinerlei Unterschiededan beiden Versuchsgruppen. Die
Analyse der MAP-2 Farbungen bestétigte diese EigebnWahrend sich normalerweise bei
neuronalen Schaden wie z.B. nach ischamischenktiefarin der MAP-2 Farbung bereits
makroskopisch eine deutliche Farbminderung findetnte in unserer Arbeit weder mikro-
noch makroskopisch eine Demarkierung des Substvtd#-2 gefunden werden. Die
Ergebnisse deuten darauf hin, dass unter den gegelitudienbedingungen eine arterielle
Hypertonie nicht zu einer vermehrten Expression @alpainen und einem Abbau ihres
Substrats MAP-2 als Ausdruck neuronaler Schaden.fiih

Unsere Ergebnisse konnten die These zur Entstekahgmischer Mikroinfarkte analog des
Schemas
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Hypertonie - autochthone Thrombose zerebraler MikrogefalRe - Calpainaktivierung -
MAP-2-Degradation

nicht unterstitzen. Verschiedene Ursachen sindiinielenkbar, was im folgenden néher

erlautert werden soll.

Bei chronischer Hypertonie finden sich als Ausdruigk Ischamie haufig frihe zerebrale
Mikroinfarkte, die einem gréRBeren Schlaganfall wsgehen kénnéh'®. Da in friiheren
Arbeiten Ubereinstimmend davon berichtet wird, daseebrale Ischdmie eine vermehrte
Expression bzw. Aktivierung der Calpaine sowie eilegradation von MAP-2

bewirkf19012?

in unseren Versuchsgruppen jedoch keine Untexdehibemerkbar waren, ist
davon auszugehen, dass es bei unseren Versuchstach nicht hypertoniebedingt zu
Mikroinfarkten gekommen ist. Weshalb es trotz dehraunterschiedlichen Blutdruckwerte in
den Gruppen keinen Unterschied in der Calpaindetekizw. den MAP-Farbungen gab, mag
mehrere Grinde haben: Zum einen ist es maglicls, diasTiere zum Zeitpunkt des Versuchs
unabhangig ihres Blutdrucks noch zu jung waren, nechweisbare zerebrale Schaden
auszubilden. Dies mag erst im spateren Leben dereTder Fall sein. Zwar konnte
tierexperimentell bei SHR-SP bereits nach 3 Mona&gne Storung der Blut-Hirn-
Schrankenfunktion festgestellt werd®n doch mag ein ischamischer neuronaler Schaden zu
diesem Zeitpunkt noch zu leicht fur einen immurdebemischen Nachweis ausfallen. Erst
bei grél3eren Infarkten mag Calpain in seiner Exgaoeshochreguliert und damit nachweisbar
werden. Da in einer friiheren Studie jedoch auclorsain sublethaler neuronaler Schaden
tierexperimentell zu einem vermehrten Abbau vorp8iailsubstraten filhrt&, erscheint dies
eher unwahrscheinlich. Auch ist nicht bekannt, 6tRSSP Uberhaupt auf dieselbe Art und
Weise Mikroinfarkte ausbilden, wie sie beim Menstlzet beobachten sind. Im grof3en und
ganzen sind sich die zerebralen vaskularen Strelktuon Menschen und Ratten zwar sehr
ahnlich®® und insbesondere kleinere KollateralgefaRe, die Ralle einer zerebralen
GefaRokklusion die Blutversorgung im menschlichehi@ gewahrleisten, sind auch bei der
Ratte vorhanden. Andere vaskulare Mikrostruktureme wdie langen penetrierenden
Marklagerarterien weisen die Tiere im Gegensatz denschen jedoch nicht auf, weshalb
unklar ist, ob eine Ischamie tatséchlich die glerchAuswirkungen auf das umliegende
Hirngewebe hat. Desweiteren muss Uberlegt werddn, das Auswertungsprogramm
OPTIMAS sensitiv genug fur eine Calpainerkennung isd feine Nuancen im
Farbeverhalten unterscheiden kann. Das Programmewadoch bestens eingestellt, manuell

gegengepriift und auch in anderen Studien erpfoltin anderer Grund kénnte die Auswahl
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der gefarbten Schnitte aus der Nahe des Bregmas seidass frische oder auch altere
Infarkte in anderen Arealen der Detektion entganggin mdgen. Statistisch gesehen sollten
sich zufallige Unterschiede in der Lokalisierunghviofarkten aber herausmitteln, weshalb

auch diese Begrindung fur die Ergebnisse diesezit®eher unwahrscheinlich ist.

Einen weiteren Erklarungsansatz liefert eine neueteeit von Averna et al., in welcher
Rattenhirne auf unterschiedliche Regulationsmechaen der Calpainaktivitdt Uberprift
wurdert®® Normotensive bzw. hypertensive Tiere wurden irteAlon 2 Monaten 14 Tage
lang entweder mit oder ohne eine stark salzhalige ernahrt und die Gruppen anschlielRend
hinsichtlich der Calpainaktivitat, dem Fodrinabbaler Calpastatinexpression und dem
Vorkommen der membranstandigen GATPase untersucht. Obgleich sich in beiden
Gruppen der salzhaltig erndhrten Tiere ein dewdlicBlutdruckanstieg nachweisen lies,
zeigten sich lediglich ein geringgradig vermehrtéodrinabbau sowie eine malige
Verringerung der Ca-ATPase als Ausdruck der Calpainaktivitat, und @apainexpression
selbst war im Vergleich zur salzfrei ernahrten Gep nicht verdndert. Die
Calpastatinexpression hingegen war bei den saighatbhéhrten Tieren deutlich reduziert,
und es konnte eine Akkumulation von Calpastatinapbadukten der GroRe 15 kDa
beobachtet werden, welche jedoch weiterhin einekestdktivitat von bis zu 50 % der
ursprunglichen Calpastatinaktivitat erzielten. NdéhWochen andauernder salzhaltiger Diat
erwiesen sich sowohl Calpastatinaktivitat als adierExpression der GaATPase annahernd
auf dem gleichen Niveau wie vor Beginn der Diat, beio die Level der schon vor
Versuchsbeginn hypertensiven Tiere nur geringfligiter denen der normotensiven Tiere
lagen. Diese Angleichung konnte grof3tenteils an @rhohte Synthese von Calpastatin- und
Cd*-ATPase zuriickgefiihrt werden. Die Calpainaktiwt@rde nach 12 Wochen nicht noch
einmal bestimmt. Die Autoren interpretieren ihrgé&bnisse dahingehend, dass es durch eine
Blutdruckerh6hung kurzfristig zwar zu einer Verstiung der Kalzium-Homoostase und
konsekutiver Calpainaktivierung kommt, diese Aldiving jedoch durch die Degradation von
Calpastatin in das enzymatisch aktive 15 kDa Abbadykt inhibiert und langfristig
zuséatzlich noch durch die Hochregulation der Cafps und CA&-ATPase-Synthese
abgeschwacht wird. Physiologische intrazellulare IziKianlevel kénnen dadurch
wiederhergestellt, die Aktivierung und Aktivitat w&alpain vermindert und die Balance des
Calpain-Calpastatin Systems aufrechterhalten bfeibe

Avernas Studie steht groR3tenteils im Einklang nen dErgebnissen unserer Arbeit. Die

Messungen der Calpainexpression zeigten auch bsgrem Tieren keine nennenswerten
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Unterschiede trotz unterschiedlicher Blutdruckwewtas daran liegen mag, dass es entweder
noch gar nicht zu einer Imbalance im Calpain-Cdhtas System gekommen bzw. diese
durch unterschiedliche Regulationsmechanismen eigpielsweise die hemmende Aktivitat
der Calpastatinabbauprodukte bereits wieder austegl ist. Der erste Fall wéare dann
denkbar, wenn unsere Tiere zur Zeit des Versuchs,im Alter von 6 Monaten, noch gar
nicht auf die Unterschiede im Blutdruck mit eineal@ainaktivierung reagiert hatten, sie also,
wie bereits oben angedacht, noch zu jung fur messWaranderungen waren. Hierbei ist
sowohl mdglich, dass die Erhéhung des Blutdruclchrau kurz angedauert hat, als auch dass
das Calpain-Calpastatin System noch in der Lagéé&dinnende biochemische Prozesse zu
kompensieren und eine Ubermallige Calpainaktivieungh ein negatives Feedback zu
hemmen. Kritisch ist dabei jedoch zu sehen, dassTdire in Avernas Arbeit zur Zeit der
Calpainbestimmung erst 14 Tagen einer Hypertonsgesetzt worden waren, unsere Tiere
hingegen weitaus langer. Auch stammten die Tierédvernas Arbeit aus einer anderen
Zuchtreihe als die unseren (Milan Ratten vs. Wikhgoto Ratten SHR-SP) und zeigten im
Vergleich um 20 mmHg hoéhere maximale Blutdruckwei@@0 mmHg vs. 190 mmHg).
Somit bleibt unklar, bei welchen Tieren wahrschieimkher mit einer Calpainaktivierung zu
rechnen gewesen ware. Einen Hinweis darauf magytietlass es in Avernas Versuchen nach
14 Tagen zu einem wenn auch geringfiigigen AbbauG#dgainsubstrats Fodrin kam, bei
dem von uns gewahlten Substrat MAP-2 hingegen Kbivau nachweisbar war, so dass die
Milan Ratten unter den gegebenen Versuchsbedingutedetendlich sensitiver auf einen
Blutdruckanstieg reagiert haben mogen als unsegaWwRatten. Moglich ist jedoch auch,
dass bei unseren Tieren, wie im Falle der Milartddamit langfristiger salzhaltiger Diat, im
Alter von 6 Monaten bereits zellulare Kompensatmeashanismen in Kraft getreten sind, die
eine moglicherweise vorher bestehende Calpain&ktimg maskieren. Sollten beispielsweise
hypertensive Tiere durch die Hochregulation dep@stiatinexpression oder der’GATPase

in der Lage sein, die Kalzium-Homoostase wiedetmsetlen, oder sollte das 15 kDa
Calpastatinabbauprodukt auch in diesem Alter noffek#®s eine Calpainaktivierung
inhibieren, wirde dies die mangelnden Unterschiaedenseren Versuchsgruppen erklaren.
Um den genauen Nachweis dazu zu bringen, solltemschlieRenden Versuchen bei SHR-
SP neben der Calpainaktivitdit auch das Calpastatmne Abbauprodukte sowie die
Expression der G&ATPase bestimmt werden.

Eine offensichtliche Fehlerquelle ist in der Dukgivung und Auswertung unserer Versuche

nicht zu finden, weshalb die Annahme, dass haulplishcdas Alter unserer Versuchstiere
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und in Verbindung damit eine wiederhergestellteziah-Homdostase fur den mangelnden

Unterschied in der Calpainexpression verantworistham wahrscheinlichsten erscheint.

5.3 ACE-Inhibitoren und Hypertonie

Antihypertensive Therapie, egal welcher Art, fuhzu einer Reduktion des
Schlaganfallrisiko¥> und zwar gilt: Je niedriger der Blutdruck, umserigger das
Schlaganfallrisik®. Andererseits gibt es viele Hinweise darauf, dassstimmte
antihypertensive Substanzgruppen wie die ACE-HendasrRisiko eines Schlaganfalls mehr
herabsetzen, als allein von der Reduktion des Blak$ zu erwarten gewesen w4re>
Auch Dosen, die an sich zu keiner wesentlichen ®&sbrung des Blutdrucks fuhrten,
konnten sowohl im Tierversuch als auch in klinisct&tudien die Mortalitat senk&3*®’
Unterstitzt wird diese Beobachtung auch dadurcés danetisch determinierte hypertensive
Tiere unabhangig ihres Blutdrucks vaskuldres Rettingezeigert®® eine Reduktion des
Blutdrucks also nicht allein fur die Verhinderurtguktureller Veranderungen verantwortlich
zu machen ist. Andere Effekte kommen in der Beharglimit ACE-Hemmern anscheinend
zusatzlich zum Tragen. Chronische Hypertonie, Isteaund endotheliale Dysfunktion
induzieren eine verstarkte ACE-Synthese im Gewebl's permanente strukturelle
Veranderungen wie myokardiales und vaskulares Refiogl nach sich ziehen katii*®®
ACE-Hemmer reduzieren eine kardiale Hypertrophieken nephroprotektiv, antagonisieren
Angiotensin-ll vermitteltes Wachstum und Prolifésat von glattem GefaRmuskel,
vermindern Makrophagenmigration und —funktion, wik antioxidativ und senken die
thrombotische Aktivitat im Geweb®*% Sowohl in der LIFE-Studi&’, der HOPE-Studfé

als auch in der MOSES-Stufié konnte beziiglich Myokardinfarkt und Schlaganfdth e
deutlicher Vorteil einer Inhibition des RAAS-Systemim Vergleich mit anderen
Substanzklassen nachgewiesen wettfeBesweiteren haben ACE-Hemmer im Gegensatz zu
anderen Antihypertensiva nicht nur einen positizéekt auf den Blutdruck, sondern kénnen
auch praventiv auf Diabetes mellitus wirkén Dies ist besonders daher von Vorteil, da
Hypertonie und Diabetes mellitus im Rahmen des baoditechen Syndroms oft gemeinsam
auftreten und beide einen bedeutenden kardiovaskuRisikofaktor darstellen. Zur Frage,
an welcher Stelle des RAAS-Systems durch Inhibitdenbeste Effekt zu erzielen ist, konnte
noch kein Konsens erreicht werden. Rizzoni etaldén in ihrer Studie keinen Beleg dafur,

dass ACE-Hemmer einen besseren Effekt als AngiotdhRezeptor Antagonisten
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aufweisen. Beide senkten den Blutdruck in zufriesteiendem Mal3e und konnten gleich gut
eine Verringerung struktureller Verdnderungen in semterialen Gefal3en, eine
Normalisierung der Herzmasse und eine Verbessetengndothelfunktion erreich&f

Es gibt jedoch auch Skeptiker eines zusatzlichéekEf von Hemmern des RAAS-Systems:
Zwar gilt ein protektiver Effekt hinsichtlich deelsundaren Entstehung eines Schlaganfalls
als gesichert, doch wird dies eher der Blutdruckkéidn als einem davon unabhangigen
Effekt zugeschriebér”. Die Rolle der ACE-Hemmer in der Sekundarpraventi&ines
Schlaganfalls ist somit, wie auch Davis et al.Hirei Metaanalyse bemerkf&nhinsichtlich
ihrer Wirkung noch nicht abschlieBend geklart, desthman sich darin einig, dass diese
Substanzgruppe wegen ihres grundsatzlichen scldénerEffekts auf jeden Fall in

Kombination Anwendung finden soltt&

Fur diese Arbeit bedeutet das nun folgendes: 1) BRadagenanalyse unterstitzt die
Annahme, dass ACE-Hemmer eine protektive Wirkunigzavebrale MikrogefalRe entfalten,
auch wenn bezuglich eines potentiellen klassenpezen Vorteils keine Aussage maoglich
ist. 2) Auch die Trends der Lamininanalyse weisaihetne gewisse Schutzfunktion hin, doch
bestehen in den Versuchsgruppen keine signifikatteterschiede. 3) Theoretisch wéren
Unterschiede im Calpainnachweis in den beiden \6lisgruppen zu erwarten gewesen, was
diese Arbeit jedoch nicht bestéatigen konnte. Dieggmach dem neuesten Erkenntnissstand
jedoch am ehesten auf das Alter der Versuchstieréckzufihren sein und erlaubt daher
keinen sicheren Ruckschluss auf die SchutzfunktanACE-Hemmern.

Ob sich unsere Ergebnisse damit erklaren lassess Hallagen in zerebralen vaskularen
Basalmembranen starker auf chronische Hypertorigieg und auRerdem mehr Einfluss auf
die Entstehung eines Schlaganfalls hat als Lamoder ob sich die Expression von Laminin
und Calpain erst nach langerer Zeit &ndert undased Arbeit daher noch keine Aussage uber
Langzeitschaden der Hypertonie moglich ist, bledw®rzeit offen. Auch ein zu weit
fortgeschrittenes Alter der Versuchstiere, welclms Falle der Calpaine zu effektiven
Kompensationsmechanismen gefuhrt haben mag, msssitieit und bei nachfolgenden
Studien eingeplant werden. Die Frage, ob ACE-Hembb&erchronischer Hypertonie einen
Schutzmechanismus auf das Hirngewebe ausiiben, damer mit den von uns gewahlten
Markern Calpain und MAP-2 nicht eindeutig beantwbmverden, ein positiver Effekt auf

Basalmembranstrukturen hingegen konnte gezeigtemerd
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6. Zusammenfassung

Der Schlaganfall hat weltweit eine hohe Inzidend Wravalenz und rangiert zurzeit in
westlichen Landern in der Todesursachenstatistikd@ter Stelle. Einer der wichtigsten
Risikofaktoren fiir einen Schlaganfall ist ein ert&itBlutdruck. Es wird vermutet, dass es bei
Hypertonikern zu strukturellen Veranderungen in derebralen GefaRen kommt, die zum
Verlust der vaskularen Integritdt und konsekutiveguronalen Zelltod fihren. In diesem
Zusammenhang wurde in den letzten Jahren haufigdieposition der Basalmembran als
entscheidender Faktor diskutiert. Von Interesseatsth, inwiefern ein chronisch erhdhter
Blutdruck neuronale Strukturverdnderungen bewidld,letztendlich auch zum Zelltod fihren
maogen.

In Deutschland werden je nach Altersgruppe zwisck@¥ und 50% der Bevolkerung mit
Antihypertensiva behandelt, wovon wiederum jedettedfACE-Hemmer in Monotherapie
und mehr als jeder zweite ACE-Hemmer in Kombinatioih anderen Praparaten erhalt. Aus
diesem Grund wahlten wir in dieser Arbeit den ACE&nhmer Ramipril flr unsere
Versuchsreihen. Der blutdrucksenkende Effekt deEA€@mmer ist unbestritten, doch sind
eventuell vorhandene klassenspezifische Wirkundenginen zusatzlichen Schutz bedeuten

kénnten, noch nicht genau geklart und deshalb Geged zahlreicher Forschungsprojekte.

In dieser Arbeit wurde untersucht, wie sich die &afon ACE-Hemmern bei chronischer
Hypertonie auf gewisse Hirnstrukturen auswirkt. Adeeignetes Tiermodell fur diese
Fragestellung boten sich SHR-SP an, die, genetlstérminiert, im Laufe ihres Lebens an
maligner Hypertonie erkranken und meist frih areeinSchlaganfall versterben. Es stellte
sich die Frage, ob es beziiglich der Zusammensetdengerebralen Basalmembranen von
BlutgefalRen und der neuronalen Strukturen zu Uchiegden kommt, wenn eine Gruppe
SHR-SP mit dem ACE-Hemmer Ramipril, die andere égamn mit einem Placebo behandelt
wird.

Im ersten Teil der Arbeit ging es um die Zusammenseg der zerebralen vaskularen
Basalmembran. Mittels unterschiedlicher Nachwefsy®en wurden zwei essentielle
Bestandteile der Basalmembran untersucht, zum alaerstrukturgebende Protein Kollagen
Typ IV und zum anderen das Glykoprotein Laminin.

Fur die Kollagenanalyse wurden mithilfe der Immwtdchemie der Durchmesser von
Basalmembran und Gefal3lumen, deren Verhaltnis,absolute Anzahl an Kollagen IV

gefarbten Gefallen sowie die Kollagen IV positives@etflache bestimmt. Anhand der
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letzteren beiden Parameter konnte zusatzlich diagdlean Kollagen pro Gefal3 berechnet
werden. Es zeigte sich, dass in der RamiprilgrufppeBasalmembran dinner (3,2 + Q)8
vs. 3,9 +0,5um, p <0,0001), das GefalR3lumen gro3er (4,6 uM4s. 3,0 + 0,3um) und
das Verhdltnis von Basalmembran zu GefaRlumen fdignt kleiner war als bei den
hypertensiven Tieren (0,69 + 0,13 vs. 1,31 £ 0f08,0,0001). Der Kortex behandelter Tiere
wies signifikant mehr Gefal3e pro Gesichtsfeld 23f4 + 1,0 vs. 20,4 + 2,0, p < 0,05) und
ergab eine geringere Menge von Kollagen pro Ged&s( + 0,04 vs. 0,60 + 0,08, p < 0,05).
Die relative Kollagen-positive Flache hingegen waallen Versuchsgruppen vergleichbar. In
den Basalganglien zeigte sich weder in der Anzadl @efal3e, der relativen Kollagen-
positiven Flache noch der Menge von Kollagen prédGen den Gruppen ein signifikanter
Unterschied.

Mithilfe der Immunfluoreszenz konnten die Ergebaisger Immunhistochemie bestatigt
werden. Ramipril behandelte Tiere zeigten mit .59 im Vergleich zu den hypertensiven
Tieren (115 £ 5,0) eine signifikante Reduktion tgensitat von 18,1 + 4,7% (p < 0,0001).
Auch im Western Blot war der Gehalt von Kollagenl¥i den Ramipril behandelten Tieren
verglichen mit den unbehandelten Tieren deutlich 286 vermindert (7775 + 1340 vs.
15438 + 2504, p < 0,001).

Die immunhistochemischen Lamininfarbungen wurdensichtlich der Gefal3anzahl, der
relativen Laminin-positiven Flache in den Hemisgméarim Kortex und den Basalganglien
sowie dem Laminingehalt pro Gefal3 untersucht. Egteesich weder in der GefalRanzahl
noch der relativen Laminin-positiven Flache eims#iganter Unterschied, doch konnte in der
Bestimmung von Laminin pro Gefal3 bei den behandeleeren ein Trend zu grofReren
Werten beobachtet werden (Kortex 0,88 + 0,08 \&6 &,0,02, Basalganglien 0,90 = 0,06 vs.
0,85 = 0,08). Auch in der genaueren Analyse vontéorund Basalganglien konnte
hinsichtlich der GefaRanzahl kein Unterschied im #eiden Gruppen festgestellt werden,
jedoch zeichnete sich insgesamt eine Tendenz zu @efélien bei Ramipril behandelten
Tieren ab (Basalganglien 2,480,41 vs. 2,22 0,33, p = 0,239; Kortex 2,34 + 0,36 vs. 2,08 £
0,27, p = 0,199). Eine in dieser Gruppe signifikargdrigere Laminin-positive Flache im
Gesamtkortex konnte bei der genaueren Bestimmun&Oé¢s nicht bestétigt werden. In der
Immunfluoreszenz ergaben sich keine signifikantemtetséchiede in den beiden
Versuchsgruppen, doch war hier ein leichter Trendemer geringeren Intensitat in der
Ramiprilgruppe zu erkennen (24,24 + 5,26 vs. 28 1382).
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Im zweiten Teil der Arbeit wurden neuronale Struktu hinsichtlich der Expression der
Protease Calpain analysiert. Neben dem direkterhais von Calpain war der Nachweis
seines Substrats MAP-2 von Interesse.

Beide Versuchsgruppen wurden in verschiedenen ¥Begungen auf die Anzahl der Calpain
positiven Zellen im Kortex sowie der gesamten Calpgefarbten Flache in Hemispharen,
Kortex und Basalganglien untersucht. Sowohl in @asamtflache der Calpain positiven
Flache wie auch der Anzahl der gefarbten Zelleridnesunabhangig der Lokalisation kein
signifikanter Unterschied. Die zusatzliche Untelsuwy des Kortex in starkerer
VergroRerung erbrachte keine weiteren ErgebnissehAlie immunhistochemische Farbung
mit MAP-2 konnte bekraftigen, dass es nicht zu e@alpainaktivierung gekommen war, da
weder mikro- noch makroskopisch eine Demarkierueg Substrats zu entdecken war.

Diese Arbeit zeigt, dass die Behandlung mit dem Ag¢&nmer Ramipril bei SHR-SP zu

einer signifikanten Verminderung im Kollagen Typ Gthalt der Basalmembran fiihrt und
dass das Verhaltnis von Basalmembrandicke zu Gefétidurchmesser geringer ist. In der
Lamininanalyse konnte in der Ramiprilgruppe einntreu mehr Laminin pro Gefald und
insgesamt mehr gefarbten Gefallen beobachtet wepeldomch bestand kein signifikanter
Unterschied. Die Gabe von Ramipril hat unter den dreser Arbeit gewé&hlten

Versuchsbedingungen keine signifikante WirkungdiafExpression von Calpain.

Trotz der nicht eindeutigen Ergebnisse scheineraealiulare Matrixproteine und darunter
insbesondere Kollagen IV eine wichtige Rolle in deeaktion zerebraler Gefal3e auf
chronische Hypertonie zu spielen und ACE-Hemmerdan klinischen Anwendung zur

Verhinderung struktureller Veranderungen sinnvalkein.
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7. Anhang

7.1 Material
7.1.1 Gerate
Bildanalysesoftware: ,OPTIMAS 6.1" Optimas Version 6.5, Media
Cybernetics, Silver Spring, USA
Medmo Homburg/Saar, D
Bildanalysekomponenten; Computer: Pentium Ill, 500z
Kamera: Sony, Power HAD, 3CCD Color
Video Camera
Mikroskop: Zeiss, Axioskop 2, HAL 100

Fluoreszenzlampe
Gottingen, D

HBO 50/AC,

Mikroskoptischkontrolle:

Multicontrol 2000

Objektive:

Zeiss, Plan Neofluar 5x, 10x, 2
40x, 100x, Gottingen, D

Installation: Weiss Imaging Solutions, Olching,

D

Brutschrank: Heraeus Instruments Function line
Type B12, Hanau, D

Konfokales Laser-Rastef- Leica, Heidelberg, D

Mikroskop (CLSM):

Kryostat: CM 3000, Leica

pH-Meter: WTW, Multical pH 526

Pipetten: Eppendorf research, Hamburg, D

Rahrer: Colora Magnetomix, Colora
Messtechnik GmbH,
Lorch/Wrttemberg, D

Ruttler: Heidolph Reax 2000, Ludwigshafen,
D

Scanner: EPSON Perfection 1240C

Western Blot Analyse: Tina, Version 2.08 RaytesbtdpenmelRgerate GmbH,
Munchen, D

Waage: Sartorius und Sartorius Micro (M
500P, Gottingen, D

Zentrifugen: Mikroliter-Zentrifuge Typ 2027,

Hettlich, Tuttlingen, D

7.1.2 Verbrauchsmaterialien

Tiere:

Ramipril- und Placebogruppe:

Wistar Ratten, SHRMN#&legrad, Danemark

Kontrollgruppe:

Wistar
Sulzfeld, D

Ratten,

Charles River Lalores,
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Chemikalien:

Alkohol Klinikkumsapotheke

Aprotinin Sigma

Aqua dest. Millipore H2O

Azeton Merck

Diaminobenzidin Sigma

CAPS Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D

Cyclohexylamino-1- Sigma

Propanschwefelsaure

Chloroform Merck

CoClI2 Merck

Gelatine Sigma

Glycerin Sigma

Kaliumdihydrogenphosphat Sigma-Aldrich, Taufkirchén

Leupeptin Sigma

Milchpulver Fluka

Natriumazid Sigma

Natriumchlorid Merck

Natriumdihydrogenphosphat Merck

Natriumhydrogenphosphat Merck

NiSO4 Merck

PMSF Roth

Salzsaure Merck

Sodium Pentobarbital Merck

Thimerosal Sigma

Wasserstoffperoxid Merck

Xylene Merck

Tierseren:

Pferdeserum Vector, Wiesbaden, D

Rinderserum Albumin (BSA) Sigma

7.1.3 Antikorper

Primare Antikdrper:

1) Immunhistochemie:

Antigen Wirt Verdinnung |Herkunft

Kollagen IV Ziege 1:800 DunnSouthern Biotechnology Associates, |
USA

Laminin Kaninchen1:800 Dako A/S, Glostrup, Danemark

MAP 2 Kaninchen1:800 Chemicon, Hofheim, D

Calpain 1 Kaninchel:400 Calbiochem, San Diego, USA

2) Western Blot:

Antigen Wirt Verdinnung |Herkunft

Kollagen IV Ziege 1:1000 Southern Biotechnology, Birmingham, AISA
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Sekundére Antikorper:

1) Immunhistochemie:

Kollagen/Laminin/Calpain/MAP 2:

Antigen Wirt Verdinnung |Herkunft

anti-Kaninchen Ziege 1:200 Vector, Wiesbaden, D

anti-Ziege Kaninchepd:200 Vector, Wiesbaden, D

Fluoreszenz:

Antigen Wirt Verdinnung |Herkunft

anti-Kaninchen Cy2| Esel 1:200 Jackson Immuno Rebe&altimore, USA
anti-Ziege Cy3 Kanincheth:500 Dianova, Hamburg, D

2) Western Blot:

Antigen Wirt Verdinnung |Herkunft

anti-Ziege Kaninchef:1000 Vector Laboratories, Burlingame, CA, US

7.1.4 Weitere Reagentien

AEC-Kit

AEC Kit SK-4200, Biomedia Corporation, Res City,
USA

(5ml Aqua dest. + 2 Tropfen Puffer-Lésung + 3 Teap
AEC + 2 Tropfen Wasserstoffperoxid)

Bradford Protein Assay

TEBU GmbH, Frankfurt, D

ECL Development Kit

Amersham, Beckinghamshire, UK

Fluormount-G

Southern Biotechnology Ass, Birniniag, USA

PVDF Membran

Sequi-Blot; Biorad, Minchen, D

A

Tween-20

Merck

Tissue Teck

Jung

Vectorstain® Elite Kit

ABC Kit Vectastain PK-6100yector, Wiesbaden, I
(Losung A 1:125/20ul + Losung B 1:125/20ul + 1mIS
+ 1ul Tween20 (10%)

\ )

B

Losungen, Puffer:

Blotto:

100ml Tris saline stock (s.u.), 5g Milchpel (Fluka), 1ml
Pferdeserum, 20mg Natriumacid

Ladepuffer fir SDS-PAGE:

0,5 M Tris (pH 6,8), 5% §D15% Glycerol, 2%f-
Mercaptoethanol, 0,02% Bromophenolblau (BPB)

Lyse Puffer fiur SDS-PAGE:

20mM Tris (pH 7,3), ImNDEA, 2% SDS

Phosphat-gepufferte
Kochsalzlbsung (PBS):

10 mM Na2HPO4, 8,4 g/l NaCl, mit H3PO4 auf pH
eingestellt

Reagent dilution:

50ml Tris saline stock (s.u.)m@ORinderserum Albumir
(Bovineserum albumin, BSA), 25mg Thimerosal

TBST:

0,05% Tween-20 in TBS (pH 7,3), Milchpulver

Transferpuffer fur SDS-PAGE:

10 mM/I 3-Cyclohexylism1-Propan-Schwefelsaure ([
11,0), 10 % Methanol

H

Tris saline stock:

0,05 M Tris-HCI, 8,7g/l NaCl, tmiiN HCL auf pH 7,4

einstellen
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7.2 Urwerte

7.2.1 Kollagen

zu Abbildung 25 : Verhaltnis von Basalmembran und Gefal3lumen
Placebo AuBBendurchmesser |Innendurchmesser |A/l
Tier 1 4,49 3,31 1,36
Tier 2 3,47 2,46 1,41
Tier 3 3,73 2,84 1,31
Tier 4 4,40 3,32 1,33
Tier 5 3,54 2,81 1,26
Tier 6 3,51 2,95 1,19
Mittelwert 3,86 2,95 1,31
Stabwert 0,46 0,33 0,08
Ramipril AulRendurchmesser | Innendurchmesser | A/l
Tier 1 4,61 5,10 0,90
Tier 2 3,64 4,73 0,77
Tier 3 2,54 3,96 0,64
Tier 4 2,49 4,63 0,54
Tier 5 3,03 4,84 0,63
Tier 6 2,68 4,32 0,62
Mittelwert 3,17 4,60 0,69
Stabwert 0,83 0,40 0,13
Kontrolle AuBendurchmesser Innendurchmesser | A/l
Tier 1 2,856 4,108 0,70
Tier 2 2,732 4,088 0,67
Tier 3 2,732 4,249 0,64
Tier 4 3,031 4,236 0,72
Tier 5 3,311 4,964 0,67
Mittelwert [2,9324 4,329 0,68
Stabwert 0,24454918 0,36235204 0,03

zu Abbildung 26 : Kollagen positive Gefal3e pro mikroskopischem Gesichtsfeld, 10er Objektiv

Gefalle ges. li. re.

Placebo Flache Hemisph. Hemisph. [li. Kortex ne. Kortex |i|BG re. BG

Tier 1 11,7796 16,7947 18,4743 16,9293 18,0571 19,2883 16,8182
Tier 2 12,2967 18,623 17,4205 20,4186 19,6667 18,8684 18,6404
Tier 3 12,1939 18,5101 16,4914 22,0096 19,9022 17,5889 15,3974
Tier 4 12,981 18,7804 19,6457 19,1953 24,0385 17,9101 17,3425
Tier 5 12,3489 15,6501 18,2224 22,589 19,5086 14,1264 15,4242
Tier 6 14,4074 18,3062 18,1544 21,7372 21,0977 17,7848 16,2198
Mittelwert [12,6679167 |17,7774167 | 18,0681167 | 20,4798333 | 20,3784667 | 17,5944833 | 16,6404167
Stabwert  |0,93564899 |1,26717257 |1,05739728|2,12743053 | 2,03921522 | 1,8251217 |1,24303283
GefalRe

Ramipril

Tier 1 11,3077 17,139 17,5304 24,7517 21,431 19,0571 19,4167
Tier 2 11,2228 17,7509 17,4595 22,8219 23,0833 18,4143 16,4935
Tier 3 14,2511 18,2411 18,9168 23,9658 24,4068 19,7083 18,0556
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Tier 4 13,8153 16,871 17,7872 24,5533 24,3254 15,7636 15,4737
Tier 5 12,4254 17,5573 16,8838 22,7076 23,4686 18,1648 16,7375
Tier 6 12,9779 17,5166 17,8832 22,9389 22,6264 16,283 17,1846
Mittelwert  [12,6667 17,51265 17,7434833 | 23,6232 23,2235833 |17,8985167 | 17,2269333
Stabwert  11,25828492 | 0,47764856 | 0,6727868 |0,91702176|1,11925843 |1,55706991 | 1,36637148
GefalRe

Kontrolle | BG ges. Kortex ges.

Tier 1 19,1429 23,5291

Tier 2 18,7808 23,54

Tier 3 17,9839 21,8271

Tier 4 17,3474 22,6957

Tier 5 18,5085 22,3114

Mittelwert | 18,3527 22,78066

Stabwert |0,70331373 | 0,75389978

zu Abbildung 27 : Relative Gesamtflache von Kollagen Typ IV pro mikroskopischem Feld, 10er

Objektiv

Flache ges. li. re.

Placebo Flache Hemisph. Hemisph. [li. Kortex ne. Kortex i) BG re. BG

Tier 1 18,0776 8,35847 9,04577 9,33696 13,1 11,2577 7,87013
Tier 2 29,4175 10,4034 12,6889 11,9767 11,3519 10,5263 9,57303
Tier 3 16,0878 10,6686 9,90634 12,8365 13,8478 9,45556 9,17949
Tier 4 6,66528 10,6736 10,9895 11,8359 12,1827 9,11236 9,45205
Tier 5 6,63955 9,8286 10,7963 13,0137 11,3314 9,42529 9,07576
Tier 6 9,98099 11,1989 10,7323 12,2336 12,2556 10,2785 10,3187
Mittelwert  [14,47812 10,188595 [10,693185 [11,8722267 |12,3449 10,009285 |9,24486
Stabwert  |8,73430281 |1,00114394 |1,21786246 | 1,32689009 | 0,98756255 | 0,81859113 | 0,80330644
Flache

Ramipril

Tier 1 24,7216 10,7533 12,063 13,2759 12,7586 7,94286 11,6111
Tier 2 23,8877 10,1333 10,4066 12,2808 13,0303 10,5571 9,77922
Tier 3 21,3004 10,2768 10,6341 12,8562 12,661 9,61111 9,95833
Tier 4 8,43889 11,1187 10,924 14,18 13,7929 12,2 11,2807
Tier 5 7,33174 10,6627 10,609 12,6725 13 11,1099 10,1

Tier 6 6,6575 9,40114 9,51946 10,5056 10,8736 9,18868 10,1538
Mittelwert  [15,3896383 | 10,39099 10,6926933 | 12,6285 12,6860667 | 10,1016083 | 10,480525
8,76050834 | 0,59898301 | 0,82462194 | 1,22537031 | 0,97293942 | 1,50742121 | 0,76609982 | 8,76050834
Flache Kortex

Kontrolle  BG ges. ges.

Tier 1 10,7619 11,4359

Tier 2 10,6849 12,2879

Tier 3 11,3548 10,9248

Tier 4 10,1368 10,6667

Tier 5 10,0254 11,2216

Mittelwert | 10,59276 11,30738

Stabwert 0,53563046 | 0,62091332
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zu Abbildung 28 : Relative Intensitét der Fluoreszenz

Placebo Ramipril

Tier 1 118,33 93,34

Tier 2 100,37 98,60

Tier 3 122,16 91,09

Tier 4 113,79 98,75

Tier 5 119,20 86,69

Tier 6 118,76 98,45
Mittelwert 115,43 94,49
Stabwert  |7,854352848 |4,988214901

zu Western Blot : Anti-Kollagen Typ IV

Placebo Ramipril
Tier 1 12480 7885
Tier 2 15200 5375
Tier 3 13332 7386
Tier 4 17258 8739
Tier 5 15089 8061
Tier 6 19270 9206
Mittelwert [15438,1667 [7/775,33333
Stabwert  |[2504,39888 [1340,31887
7.2.2 Laminin
zu Abbildung 30 : Anzahl Laminin positiver Gefal3e pro Gesichtsfeld, 10er Objektiv
Gefalle ges. li. re.
Placebo |Flache Hemisph. Hemisph. |li. Kortex 1e. Kortex i BG re. BG
Tier 1 17,6491 18,2426 17,7151 24,2602 21,2362 17,202 16,12
Tier 2 19,0297 20,093 18,9513 26 22,9384 19,4578 19,5111
Tier 3 17,6491 18,2426 17,7151 24,2602 21,2362 17,202 16,12
Tier 4 18,006 18,5958 19,0536 22,7521 24,0632 18,1443 16,2469
Tier 5 17,1416 15,8364 18,7997 20,9806 22,2239 11,5313 19,1359
Tier 6 17,6863 18,1207 18,1825 23,5714 22,9113 16,1798 17,0522
Mittelwert | 17,8603 18,1885167 | 18,4028833 | 23,6374167 | 22,4348667 | 16,6195333 | 17,36435
Stabwert [0,63635547 |1,36644344 |0,61258748 | 1,68548727 | 1,10001041 | 2,72553443 | 1,56140135
Gefalle li. re.
Ramipril |ges. Flache Hemisph. Hemisph. |li. Kortex re. Kortex i) BG re. BG
Tier 1 16,8196 17,7803 16,4271 22,0088 19,3358 16,6556 15,0978
Tier 2 17,8237 18,0163 18,6493 23 21,4435 15,046 16,875
Tier 3 18,5453 17,6683 19,7911 21,6519 22,5517 17,9 18,3838
Tier 4 17,2336 17,7548 17,2285 22,7651 21,8958 16,5146 16,7982
Tier 5 16,8129 17,2285 17,1824 22,5563 21,5 16,7525 16,6979
Tier 6 18,6519 19,4354 18,6037 25,6202 24,3264 16,5455 15,7453
Mittelwert |17,64783333 | 17,9806 17,98035 22,9337167 | 21,8422 16,5690333 | 16,5996667
Stabwert ]0,824523954 | 0,757893 1,2433393 |1,40648398 | 1,62699824 | 0,90948045 | 1,12192258
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zu Abbildung 31 : Gesamtflache Laminin, 10er Objektiv

zu Abbildung 32 : Laminin pro Gefal3, gemittelte Werte, 10er Objektiv

Flache li. re.

Placebo |ges. Flache |Hemisph. Hemisph. [li. Kortex ne. Kortex |i|BG re. BG

Tier 1 16,948 16,7645 16,6051 20,9431 19,2913 14,202 13,81

Tier 2 17,5547 16,9566 16,9642 21 20,3562 15,2651 13,5889
Tier 3 16,948 16,7645 16,6051 20,9431 19,2913 14,202 13,81

Tier 4 17,0899 15,8442 17,5747 19,5868 20,3368 14,567 15,6667
Tier 5 16,2656 15,3337 17,2507 17,8194 19,3881 12,5208 18,1359
Tier 6 16,8601 15,7806 16,0423 19,4662 19,0645 14,4494 13,9913
Mittelwert | 16,94438333 | 16,2406833 | 16,84035 19,9597667 | 19,6213667 | 14,20105 14,8338
Stabwert ]0,415099552 |0,67123751 | 0,54232182 | 1,26331753 | 0,57170389 | 0,91115766 | 1,78625317
Flache li. re.

Ramipril |ges. Flache | Hemisph. Hemisph. [li. Kortex ne. Kortex i) BG re. BG

Tier 1 15,9194 15,2516 15,7027 18,2632 18,1898 12,6889 14,1304
Tier 2 17,5827 16,8737 17,8646 20,9107 20,8783 14,8161 15,325

Tier 3 17,6318 16,4138 17,7479 17,7025 17,8276 15,45 16,0808
Tier 4 19,5882 18,3744 19,4274 21,3087 22,7986 16,165 16,5138
Tier 5 17,1273 16,4528 16,3515 19,5282 20,1949 14,3267 14,1458
Tier 6 17,5076 17,6246 16,7024 20,2636 19,3681 15,1414 14,3962
Mittelwert | 17,5595 16,8318167 | 17,2994167 | 19,6628167 | 19,8762167 | 14,7646833 | 15,0986667
Stabwert ]1,183284216 |1,07937938 | 1,33066612 | 1,44547399 | 1,8409274 |1,18960587 | 1,03512025

zu Abbildung 33 : Anzahl der Laminin positiven Geféal3e pro Gesichtsfeld, 40er Objektiv

Gefalle Kortex

Placebo BG ges. BG ROI ges. Kortex ROI
Tier 1 2,82 1,60 2,43 1,68

Tier 2 1,94 1,65 2,28 2,00

Tier 3 2,25 1,79 1,95 1,78

Tier 4 2,24 1,74 1,88 1,73

Tier 5 1,95 1,47 1,73 1,70

Tier 6 2,09 1,88 2,24 2,15
Mittelwert 2,22 1,69 2,08 1,84
Stabwert  |0,33 0,15 0,27 0,19
Gefalle Kortex

Ramipril BG ges. BG ROI ges. Kortex ROI
Tier 1 2,43 1,91 2,03 2,11

Tier 2 2,22 1,69 2,20 1,66

Tier 3 2,41 2,63 2,24 1,49

Tier 4 1,94 1,29 2,19 1,46

Tier 5 3,05 2,14 3,05 1,80

Tier 6 2,83 1,92 2,32 2,13
Mittelwert 2,48 1,93 2,34 n,77
Stabwert 0,41 0,45 0,36 0,29

zu Abbildung 34 : Relative Gesamtflache Laminin, 40er Objektiv

Flache Kortex

Placebo BG ges. BG ROI ges. Kortex ROI
Tier 1 17,29 11,83 18,65 14,58

Tier 2 16,12 13,10 18,06 20,44

Tier 3 17,64 14,01 17,03 19,08
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Tier 4 18,78 15,14 18,36 17,68
Tier 5 19,16 14,94 18,35 16,49
Tier 6 17,15 12,60 19,06 18,24
Mittelwert [17,69 13,60 18,25 17,75
Stabwert 1,12 1,32 0,69 2,04
Flache Kortex

Ramipril BG ges. BG ROI ges. Kortex ROI
Tier 1 17,13 13,27 16,58 17,95
Tier 2 17,61 14,03 18,60 18,74
Tier 3 16,47 13,51 16,75 13,19
Tier 4 18,42 15,06 17,82 16,58
Tier 5 17,60 12,21 16,31 15,15
Tier 6 16,78 13,29 14,78 15,38
Mittelwert 17,33 13,56 16,81 16,17
Stabwert  |0,70 0,94 1,31 2,02

zu Abbildung 35 : Relative Intensitat der Fluoreszenz

Placebo Ramipril

Tier 1 30,42 27,78

Tier 2 40,25 31,58

Tier 3 22,58 22,73

Tier 4 24 22,14

Tier 5 32,62 25,04

Tier 6 18,89 16,19
Mittelwert  [28,1266667 | 24,2433333
Stabwert  |7,81710347 |5,26383384
7.2.3 Calpain

zu Abbildung 36 : Gesamtflache Calpain positiver Zellen, 10er Objektiv

Flache ges. li. re.

Placebo Flache Hemisph. Hemisph. |li. Kortex re. Kortex i) BG re. BG
Tier 1 6,53 8,49 5,35 8,70 6,02 10,07 6,73
Tier 2 5,22 6,26 4,54 7,10 4,60 6,61 6,27
Tier 3 5,18 6,15 4,50 6,96 5,34 6,44 5,34
Tier 4 4,93 5,34 517 5,84 5,39 6,28 4,96
Tier 5 4,14 4,73 3,69 5,05 4,07 4,07 3,96
Tier 6 5,40 5,55 5,81 6,47 6,23 6,86 6,75
Mittelwert 5,23 6,09 4,84 6,69 5,27 6,72 5,67

Stabwert  |0,77 1,31 0,75 1,24 0,82 1,92 1,11

Flache ges. li. re.

Ramipril Flache Hemisph. Hemisph. |li. Kortex re. Kortex i) BG re. BG
Tier 1 5,67 6,28 5,50 8,02 6,26 5,73 5,63
Tier 2 5,96 6,68 6,01 7,97 6,11 6,74 8,38
Tier 3 4,92 5,60 4,92 7,05 5,39 6,20 5,00
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Tier 4 5,45 571 5,62 6,43 6,10 6,72 6,22
Tier 5 4,83 511 4,53 5,75 4,53 6,26 6,23
Tier 6 6,66 7,70 5,49 7,69 5,16 8,44 6,00
Mittelwert 5,58 6,18 5,34 7,15 5,59 6,68 6,24
Stabwert  |0,68 0,92 0,53 0,92 0,68 0,94 1,14
zu Abbildung 37 : Anzahl Calpain positiver Zellen pro Gesichtsfeld, 10er Objektiv.

Zellen ges. li. re.

Placebo Flache Hemisph. Hemisph. [li. Kortex ne. Kortex |i|BG re. BG
Tier 1 65,15 63,75 66,19 64,38 75,37 69,28 73,95
Tier 2 64,58 64,63 66,64 58,15 66,98 89,33 72,91
Tier 3 64,89 63,66 66,85 61,46 79,42 59,26 66,86
Tier 4 62,62 51,23 78,93 40,70 88,18 69,76 61,36
Tier 5 62,49 65,71 65,01 74,65 55,52 54,47 72,92
Tier 6 64,85 69,70 61,40 73,13 59,56 67,96 61,59
Mittelwert 64,10 63,11 67,50 62,08 70,84 68,34 68,2 7
Stabwert  |1,21 6,23 5,95 12,31 12,42 11,99 5,83
Zellen ges. li. re.

Ramipril Flache Hemisph. Hemisph. |li. Kortex re. Kortex i) BG re. BG
Tier 1 64,78 60,59 76,08 28,65 71,67 84,23 81,73
Tier 2 62,34 58,56 65,45 59,07 64,81 51,89 57,47
Tier 3 72,81 71,30 79,11 68,61 90,97 95,96 63,00
Tier 4 57,89 66,47 52,16 71,23 52,74 60,87 38,63
Tier 5 66,21 63,66 74,52 52,80 79,53 69,48 58,96
Tier 6 54,40 56,30 55,87 68,80 71,26 19,30 30,82
Mittelwert 63,07 62,81 67,20 58,19 71,83 63,62 55,1 0
Stabwert 16,48 5,51 11,24 16,09 12,96 26,89 18,18

zu Abbildung 38 : Calpaine 40er Objektiv, Zellen pro Gesichtsfeld im Kortex (ROI)

Placebo Ramipril
Tier 1 1,98889 2,10448
Tier 2 2,48361 1,63793
Tier 3 2,37374 1,88194
Tier 4 1,7875 1,96503
Tier 5 2,31003 2,11594
Tier 6 1,45455 2,30328
Mittelwert 2,06638667 |2,00143333
Stabwert  ]0,39649239 |0,22916384
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