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Die wahre Entdeckung besteht nicht darin, Neuland zu finden,

sondern die Dinge mit neuen Augen zu sehen.

~ Marcel Proust ~
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ZIELSETZUNG

1. ZIELSETZUNG

Die Arteriogenese ist der aktive Umbauprozess (Remodeling) von priexistenten Arteriolen zu
funktionellen KonduktanzgefiBen. Ein erhohter Blutfluss und die resultierende Anderung
physikalischer Kréfte (Schubspannung) werden vom Endothel erkannt und 16sen die
Arteriogenese aus. Die am Ende dieses Umbauprozesses stehende kollaterale Arterie ist
sowohl im Durchmesser als auch in der Linge vergroBert. Arteriogenese ist von hoher
klinischer Relevanz, da kollaterale Arterien als ,,biologische Bypisse* die Blutversorgung in

einem infarktgefihrdeten Gewebe aufrecht erhalten konnen (Schaper und Buschmann, 1999).

Mit Hilfe verschiedener in vivo-Modelle werden seit einigen Jahren die einzelnen zelluldren
und molekularen Mechanismen der Arteriogenese schrittweise analysiert und ausgewertet.
Das vorliegende Dissertationsprojekt ,,Untersuchungen zu den Einfliissen des Renin-
Angiotensin- und Kallikrein-Kinin-Systems auf die zerebrale Arteriogenese der Ratte* legt
den Fokus auf den Zusammenhang zwischen dem zerebralen Kollateralwachstum und dem
Renin-Angiotensin-System (RAS) sowie dem Kallikrein-Kinin-System (KKS), welche beide

in vaskuldre Umbauprozesse involviert sind.

Das RAS ist ein Hormonsystem, dessen wichtigste Funktion die Blutdruckregulierung im
Organismus ist. Angiotensin II (Ang II) als Haupteffektorhormon vermittelt seine Wirkungen
tiber zwei Rezeptoren, den Angiotensin II-Rezeptor Subtyp 1 (AT;R) und Subtyp 2 (AT:R).
Eine AT;R-Stimulation fiihrt neben der Vasokonstriktion zu inflammatorisch-proliferativen
GefiBwandveridnderungen, wohingegen die Stimulation des AT,R hemmend auf solche
Prozesse wirkt (de Gasparo, Catt et al., 2000). Da entziindliche Vorgéinge in der GefiBBwand
fiir das Remodeling der Kollateralgefdle essentiell sind, ist es das erste Teilziel dieser Arbeit,
herauszufinden, ob eine Inhibierung des AT R oder einer Stimulierung des AT,R hemmende

Auswirkungen auf die zerebrale Arteriogenese der Ratte haben.

Ein Gegengewicht zum RAS vermittelt das KKS, dessen vielseitige physiologische Wirkung,
wie beispielsweise die Vasodilatation, iiber die Kinine Bradykinin und Kallidin vermittelt
wird. Diese Kinine werden durch das Angiotensin-Converting-Enzym (ACE) abgebaut. ACE
ist somit die Schnittstelle von RAS und KKS, da es gleichermal3en regulatorisch in beiden
Systemen agiert. Eine Hemmung des ACE senkt den Ang II-Spiegel, erhoht aber die Menge

an Bradykinin. In vorangegangenen Studien konnte fiir die korrespondierenden
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Kininrezeptoren bereits eine deutliche proarteriogene Wirkung nachgewiesen werden
(Hillmeister, Gatzke et al., 2011). Als zweites Teilziel soll im Rahmen dieses Projektes
geklart werden, ob eine Inhibierung des ACE und eine daraus resultierende erhohte
Konzentration von Bradykinin eine vergleichbar proarteriogene Wirkung auf das kollaterale
Remodeling ausiibt. Als gezielter Nachweis, dass es sich im positiven Fall tatsdchlich um die
Bradykininrezeptor-Stimulation handelt, soll ein weiterer Versuch zeigen, dass sich diese

Stimulation mit einer zusitzlichen Blockade beider Kininrezeptoren aufheben lésst.

Es ist das Gesamtziel der vorliegenden Dissertationsarbeit, die funktionelle Bedeutung zweier
divergierender vasoaktiver Hormonsysteme, RAS und KKS, fiir die Arteriogenese
aufzuklidren. Demnach erfolgt eine Untersuchung der Angiotensin II-Rezeptoren AT ;R und
AT;R, des ACE und der Kininrezeptoren im zerebralen Hypoperfusionsmodell der Ratte auf

funktioneller, morphologischer und histologischer Ebene.
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2. EINLEITUNG

2.1 WACHSTUM VON BLUTGEFABEN

In der Entwicklung von Blutgefilen unterscheidet man auf Grund zeitlicher und
morphologischer Unterschiede im Wesentlichen drei Formen, die Vaskulogenese,
Angiogenese und Arteriogenese (Buschmann und Schaper, 1999). Seit etwa zwei Jahrzehnten

sind diese differenzierenden Bezeichnungen in der Medizin etabliert.

2.1.1 VASKULOGENESE

Wihrend der embryonalen Entwicklung formen sich de novo erste primitive Blutgefifle. Nach
der Gastrulation und der damit verbundenen Ausbildung der drei Keimblitter wird ein Teil
der mesodermalen Zellen im splanchnopleuralen Raum zu Angioblasten differenziert, welche
die Vorldufer von endothelialen Zellen darstellen. Diese formen zunédchst Konglomerate und
bilden sich anschlieBend zu sog. Blutinseln um. Letztere weisen peripher eine Ansammlung
von Angioblasten und zentral hidmatopoetischen Vorlduferzellen auf. Die Entwicklung
solcher Urgefde bezeichnet man als Vaskulogenese (Risau und Flamme, 1995). Die
Weiterentwicklung dieses vaskuldren Plexus unterliegt mechanischen und biochemischen
Einfliissen, wie u.a. der Richtung des Blutflusses und den damit verbundenen Scherkréften

sowie dem Sauerstoffbedarf des Gewebes (Kalka, Asahara et al., 2000).

‘ /
o
A B C
Abbildung 1 Skizzierte Darstellung der Vaskulogenese. In konglomerierten Angioblasten (A) formen

sich im Laufe der Entwicklung endotheliale Vorlduferzellen (B), die ein sog. Urgefif3 siumen (C).
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Im adulten Organismus ist die Vaskulogenese auf physiologischer Ebene minimiert,
ausgenommen hiervon ist der weibliche Reproduktionszyklus (Kalka, Asahara et al., 2000).
Jedoch sind auch im Knochenmark und dem peripheren Blut von Erwachsenen endotheliale
Vorliduferzellen nachweisbar. Diese werden durch Zytokine wie dem GM-CSF
(Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierender ~ Faktor) oder durch Ischidmien
mobilisiert und konnen somit auch postnatal Vaskulogenese induzieren (Shi, Rafii et al.,

1998; Takahashi, Kalka et al., 1999).

2.1.2 ANGIOGENESE

Im Gegensatz zur Vaskulogenese wird bei der Angiogenese ein GefidBplexus nicht neu
angelegt. Allerdings dienen die einfachen Urgefdfe wihrend der embryonalen Entwicklung
als Grundlage und erweitern sich durch Aussprossung (,,Sprouting®), Einstiilpung
(Intussuszeption) und Verzweigung (,,Branching®) zu einem komplexen GefidBnetz (Patan,
2000). Die Angiogenese ermoglicht auf diese Weise eine Blutzirkulation in zuvor

avaskuldrem Gewebe.

Das Wachstum neuer Kapillaren aus priexistenten Blutgefden beschrinkt sich keinesfalls
auf die Embryogenese, sondern findet auch postnatal in verschiedenen physiologischen und
pathologischen Situationen statt. Beispiele hierfiir bilden die Wundheilung, die Prozesse
wihrend des weiblichen Reproduktionszyklus sowie das Tumorwachstum, rheumatische

Arthritis und Retinopathien (Buschmann und Schaper, 1999).

A B

Abbildung 2 Skizzierte Darstellung der Angiogenese. Aus prdexistenten Gefifsen (A) wird das
Gefifinetz durch Aussprossung und Verzweigung komplexer und kann so zuvor avaskuldres Gewebe

erreichen.
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Initialer Ausloser fiir die Aussprossung neuer Kapillaren ist eine Hypoxie im umliegenden
Gewebe. Dieser Zustand fordert die Aktivitit von Transkriptionsfaktoren, die Hypoxie-
induzierte Faktoren genannt werden. Uber sie wird auf zelluldrer und systemischer Ebene die
Sauerstoffversorgung von Zellen reguliert, so z.B. durch die Aktivierung von Erythropoetin
oder durch die VEGF (vascular endothelial growth factor)-vermittelte Stimulierung der

Angiogenese (Pugh und Ratcliffe, 2003).

2.1.3 ARTERIOGENESE

Der Begriff Arteriogenese beschreibt seit vielen Jahren das Auswachsen préexistenter,
kollateralarterieller Anastomosen in ithrem Durchmesser und ihrer Linge. Kollateralen stellen
Widerstandsgefidle dar, die mit ihrem vergleichsweise geringen Durchmesser nur wenig Blut
fiihren. Durch aktives, nach auflen gerichtetes Remodeling konnen sie jedoch bedarfsgerecht
ihre Diameter erweitern und sich damit zu funktionellen Konduktanzgefda3en entwickeln. Die
Basis fiir diesen physiologischen Wachstumsprozess liefert der Verschluss eines grofleren
arteriellen GeféBastes. Distal einer Stenose fillt der Druck im Gefiafl ab, wodurch sich ein
Druckgradient gegeniiber dem kollateral verlaufenden Arterienast aufbaut. Zum Ausgleich
dieses Gradienten erfolgt eine Blutflussumleitung, die zu einer erhohten Schubspannung am
GefiBendothel der arterioldren Anastomosen fiihrt. Diese Schubspannung des Blutstroms
aktiviert die Endothelzellen, was eine zelluldre Signalkaskade auslost. Auf diesem Weg
werden Umbau- und Wachstumsprozesse eingeleitet, die die Wiederherstellung der

Gewebeperfusion distal der Stenose ermdglichen (Schirmer, van Royen et al., 2009).

Abbildung 3 Skizzierte Darstellung der Arteriogenese. Im physiologischen Fall existieren kollaterale
Arteriolen (A), die bei Okklusionen oder Stenosen durch eine Blutflussumleitung (B) aktiviert werden
und ihre Diameter vergrifiern (C). Dabei wachsen sie auch in die Ldnge, was zu einer

korkenzieherartigen Struktur fiihrt.
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2.2 ARTERIOGENESE — VORKOMMEN, ABLAUF UND PARALLELEN

2.2.1 VORKOMMEN

Die Gefahr von Gefédlverschliissen kann sowohl von spontanen, als auch von langsam
progredienten Prozessen ausgehen. Eine Embolie ist zum Beispiel ein perakuter
GefiBverschluss, wohingegen atherosklerotische Lisionen von chronischem Verlauf sind.
Auf Grund des lokalen Auftretens der Verschliisse unterscheidet man koronare (koronare
Herzerkrankung, KHK), zerebrale (zerebrovaskuldare Verschlusskrankheit, ZVK) und
periphere Gefdverschlusskrankheiten (periphere arterielle Verschlusskrankheit, pAVK). Der
korpereigene Kompensationsmechanismus fiir alle drei Varianten ist die Fidhigkeit,
biologische Bypisse zu bilden, indem die Okklusion oder Stenose eines Gefidlastes durch den

Ausbau kollateraler Arteriolen zu Konduktanzgefif3en induziert wird.

Wegen der klinischen Relevanz des Kollateralarterienwachstums wurden verschiedene
tierexperimentelle Modelle entwickelt, die diesen Mechanismus auslosen und so die
Grundlage fiir wissenschaftliche Untersuchungen bilden. Das Drei-Gefd3-Verschluss-Modell
ist hierbei eine Methode zur Untersuchung der zerebralen Arteriogenese (Busch, Buschmann

et al., 2003).

Die Tiermodelle der Arteriogenese-Forschung lieferten bereits vielversprechende Ergebnisse,
um neue nicht-invasive therapeutische Verfahren zu entwickeln. Hierfiir laufen erste klinische
Studien, indem bei Ischimie-Patienten die Arteriogenese stimuliert wird, um invasiven
Eingriffen durch Angioplastieverfahren oder Bypassoperation vorzubeugen (Bondke,

Buschmann et al., 2007; Buschmann, Utz et al., 2009).

2.2.2 ABLAUF ARTERIOGENER PROZESSE

Nach einer Stenose oder Okklusion eines arteriellen Hauptastes wird der Blutstrom auf Grund
des entstehenden Druckgradienten iiber kollaterale Arteriolen umgeleitet. Arteriolen dhneln
im Wandaufbau den Arterien, ihre Tunica media ist allerdings diinnschichtiger. Da sie aber
einen kleineren Durchmesser haben, steigt der Stromungswiderstand des Blutflusses stark an
und folgt damit in Teilen dem Gesetz von Hagen-Poiseuille (sieche Formel 1), wonach der
Volumenstrom ( V ) bei konstantem Durchstromungsdruck zur vierten Potenz des

GefiBradius (r) zunimmt. Eine Halbierung des Durchmessers fiihrt demgeméall zu einer 16-
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4

fachen Erhohung des Stromungswiderstandes. Der Ausdruck o wird auch als
n

Stromungsleitwert L. bezeichnet. Dessen Kehrwert stellt den Stromungswiderstand R dar,

1
R=.
L
4
: nr
V=—A
8yl
Formel 1 Das Gesetz von Hagen-Poiseuille. V = Volumenstromstdirke (Stromzeitvolumen), r =

Radius, n = Viskositdt, | = Lidnge, Ap = Druckdifferenz

Dieses Gesetz setzt allerdings eine homogene, laminare Stromung und eine konstante
Viskositit () voraus, die so exakt im Blutkreislauf nicht zu finden sind. Dennoch ist dieses

physikalische Gesetz ein maf3geblicher Faktor in der Arteriogenese.

Mit steigendem Blutfluss erhoht sich die Wirkung der Schubspannung (Gesamtheit der auf
eine Fliche wirkenden Scherkrifte) auf das Endothel der Kollateralen (englisch fluid shear
stress). Die endothelialen Zellen reagieren auf diese Schubspannung mit der Aktivierung
mechanosensitiver Kationenkanile, vor allem des TRPV4 (transient receptor potential cation
channel subfamily V member 4), und schwellen an (Kohler und Hoyer, 2007). Als
Gegenregulation werden Anionenkanile (volume regulated chloride channels, VRAC)
geoffnet (Ziegelhoeffer, Scholz et al., 2003), womit ein Ausstrom von Osmolyten erméglicht
wird und das Zellvolumen wieder den Ausgangswert erreicht. Zusitzlich wird der Ca®*-Influx
gesteigert. Verschiedene noch nicht vollstindig aufgeklérte, intrazelluldre Signalwege
induzieren hiernach eine Aktivierung von Transkriptionsfaktoren und demzufolge
Genexpressionen, vorrangig fiir Adhidsionsmolekiile, Zyto- wie Chemokine und
Wachstumsfaktoren (Heil und Schaper, 2004). Die Expression von MCP-1 (Monozyten
chemotaktisches Protein 1, monocyte  chemoattractant  protein 1) sowie
Zelladhisionsmolekiilen wie ICAM-1 (Interzelluldres Adhésionsmolekiil 1, intercellular
adhesion molecule 1) und VCAM-1 (vaskuldres Zelladhdsionsmolekiil 1, vascular cell
adhesion molecule 1) hat eine Rekrutierung von zirkulierenden Leukozyten (insbesondere
Monozyten) zur Folge. Monozyten nidhern sich dem aktivierten Endothel, adhérieren und
transmigrieren in die GefdBwand, wo sie schlieBlich akkumulieren. Im Folgenden reifen

Monozyten zu Makrophagen und produzieren selbst Zytokine wie MCP-1, verschiedene
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Wachstumstaktoren und Matrixmetalloproteasen (Bergmann, Hoefer et al., 2006), welche den
Umbauprozess steuern. Wihrend nun auf der einen Seite die Matrixmetalloproteasen lokal
subendotheliale Matrix degradieren, um Platz fiir die VergroBerung des Gefélles zu schaffen,
wird auf der anderen Seite bereits die Proliferation von Endothel- und glatten

GefiBmuskelzellen stimuliert.

Bereits wenige Minuten nach der Okklusion einer Hauptarterie beginnt der Umbau von
kollateralen Arteriolen zu Arterien iiber die beschriebene Aktivierung des Endothels
(Hillmeister, Lehmann et al., 2008). Nach wenigen Stunden werden verstirkt
Adhisionsmolekiile exprimiert, was das Anheften der Monozyten ermoglicht. Dieser Prozess
wird als Initiation beschrieben. Ein bis drei Tage nach der Initiation beginnt die
Proliferationsphase, die durch eine maximale mitotische Aktivitit in der GefiBBwand
gekennzeichnet ist. Die anschlieBende Wachstumsphase erstreckt sich iiber etwa zwei
Wochen. Die mitotische Aktivitit fallt nun ab, wohingegen synthetische und proteolytische
Aktivitdt von glatten GefidBBmuskelzellen ansteigen. Bemerkenswert ist auch, dass hier keine
weiteren Monozyten mehr rekrutiert werden. Die Phase zwischen dem 14. und 21. Tag nach
der Initiation wird als Reifung bezeichnet, da sich in dieser Zeit hauptsidchlich die glatten
Muskelzellen vom synthetischen in den kontraktilen Phénotyp zuriickbilden (Scholz, Ito et
al., 2000).

Grundsitzlich sind nach heutigem Wissensstand die Schubspannung, eine inflammatorische

Umgebung und zirkulierende Monozyten unerléssliche Faktoren fiir die Arteriogenese.

2.2.3 PARALLELEN ZU ANGIOGENESE UND ATHEROGENESE

Die arteriogenen Umbauprozesse werden von vielen Faktoren begleitet, die sich auch in der
Angiogenese und ebenso Atherogenese finden lassen. Die Angiogenese tritt zumeist mit der
gleichen Ursache auf wie die Arteriogenese. Wird ein libergeordneter GefdBast durch eine
Okklusion oder Stenose verschlossen, so findet zwar eine Blutflussumleitung durch
prdexistente Arteriolen statt, womdglich ist jedoch die Blutversorgung im akuten Fall soweit
reduziert, dass eine Hypoperfusion oder gar Ischiamie im betroffenen Gewebe nicht
vollstindig verhindert werden kann. Die damit einhergehende Hypoxie 10st reaktiv die
Aussprossung von Kapillaren aus. Es besteht ein Unterschied zwischen den initialen
Auslosern und der Lokalisation beider Prozesse. Auf der Seite der Arteriogenese wirkt eine

erhohte Schubspannung am Gefillendothel, die zudem in direkter Umgebung zum

8
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GefiBBverschluss stattfindet, andererseits finden sich hypoxische Gewebezustinde bei der

Angiogenese deutlich weiter distal im Versorgungsgebiet (Heil, Eitenmuller ez al., 2006).

Mit den sich zunehmend verdichtenden Kenntnissen iiber die Mechanismen der Arteriogenese
wird auch deutlich, dass dieser Wachstumsprozess viele Parallelen mit der Atherogenese
aufweist. Die Crux liegt darin, dass eine Stimulation des Kollateralwachstums mit einer
Progression atherosklerotischer Prozesse einhergeht (Epstein, Stabile ef al., 2004). Nach dem
Gott Janus aus der romischen Mythologie, dessen doppeltes Gesicht als Symbol der
Zwiespaltigkeit gilt, werden die Parallelen zwischen Arterio- und Atherogenese auch als
Janus-Phdnomen bezeichnet. Bei einer Vielzahl von proinflammatorischen Chemokinen und
Adhisionsmolekiilen wurde dieser ambivalente Einfluss bereits beschrieben, so z.B. bei
MCP-1 (Viedt, Vogel et al., 2002; Ley, 2003), ICAM-1 (Davies, Gordon et al., 1993; Hoefer,
van Royen et al., 2004) und VCAM-1 (Fotis, Agrogiannis et al., 2012). In die GefiBBwand
einwandernde Monozyten iibernehmen auch hier die Schliisselrolle. Monozyten werden
mittels MCP-1 angelockt und konnen an exprimierten ICAM-1 anheften, um schlielich in
die Tunica intima und media zu transmigrieren. Wieder unterscheidet sich der initiale
Ausloser. Eine atherosklerotische Lidsion beginnt primidr mit der Akkumulation von
oxidiertem LDL (Lipoprotein geringer Dichte, low density lipoprotein) in der

subendothelialen Matrix (Lusis, 2000).

Ein sehr bedeutender Risikofaktor fiir atherosklerotische Lasionen ist ein chronisch hoher
Blutdruck. Die andauernde Reizung des Endothels erhoht die Produktion reaktiver
Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS) und stort so die Integritit der endothelialen

Schicht im Gefal} (Ross, 1999).
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2.3 RENIN-ANGIOTENSIN-SYSTEM

2.3.1 ALLGEMEIN

Das Renin-Angiotensin-System (RAS) ist der Grundmechanismus zur endogenen
Blutdruckregulation und der Kontrolle des Wasserhaushaltes im S&dugetierorganismus. In
thren Untersuchungen bewiesen Irvine H. Page und O. M. Helmer 1939 erstmals die Funktion
einer blutdrucksteigernden Substanz, die nach der gezielten Gabe von Renin in den
Blutkreislauf produziert wurde (Page und Helmer, 1940). Sie bezeichneten die Substanz
zundchst als ,,Angiotonin®. Zeitgleich fanden auch Braun-33Menendez et al. diese
vasokonstriktorische Substanz und nannten sie ,,Hypertensin* (Braun-Menendez, Fasciolo et

al., 1940). Spiter einigte sich die Wissenschaftswelt auf den Namen Angiotensin.

Bis heute sind die einzelnen Abldufe des RAS nicht zur Giénze aufgeklirt, so erscheinen jedes
Jahr weitere Publikationen, welche zusitzliche Involvierungen des RAS bei physio- und
pathologischen Situationen aufdecken. Die Hauptfunktionen sind dennoch unstrittig: Sinkt im
Organismus die renale Perfusion durch Hypovoldmie oder Hypotonie, so registrieren dies die
juxtaglomeruldren Zellen der Niere, woraufhin das Enzym Renin freigesetzt wird. Auch
Hyponatridmie oder eine Stimulation des Sympathikus fiihren zur Abgabe von Renin, dem
das in der Leber gebildete Angiotensinogen als Substrat dient. Als Produkt entsteht
Angiotensin I (Ang I), ein Dekapeptid, das selbst weitgehend inaktiv ist. Im weiteren Verlauf
kann Ang I mittels des vorrangig am pulmonalen Gefdendothel lokalisierten Angiotensin
Converting Enzyme (ACE, auch Kininase II) durch Abspaltung zweier Aminoséduren in das
schlieBlich aktive Oktapeptid Angiotensin II (Ang II) umgewandelt werden. Die hier
beschriebene Enzymkaskade bildet die Grundlage zum Verstiandnis des RAS.

Die molekularen Interaktionen des RAS sind jedoch vielfiltig, so kann zum Beispiel die
Konvertierung der Prohormone auch iiber andere Enzyme erfolgen (zum Beispiel Trypsin,
Cathepsin und Chymase). Hier ist jedoch noch nicht hinreichend geklirt, wie sehr dies bei der
Bildung von Ang II ins Gewicht fillt (Levy, 2005).

Auch erweitert sich bis heute das RAS um zusitzliche Angiotensin-Abkommlinge und deren
Rezeptoren, obwohl Ang II immer noch als das Haupteffektorhormon des RAS gewertet wird.
Obgleich die Funktionen der neu hinzugekommenen Elemente weiterhin untersucht werden

miissen, wird das ,klassische Bild*“ des RAS, bei dem alleinig Ang II als Hormon eine Rolle
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spielt, in den Hintergrund gedringt und die allumfassende Betrachtung deutlich
aussagekriftiger. Es wurde eine biologische Aktivitit der Derivate Angiotensin 2-8 (Ang III)
und Angiotensin 3-8 (Ang IV) nachgewiesen. Auch die Entdeckung von Angiotensin 1-7
(Ang 1-7), seines mas-Rezeptors und des Enzyms ACE2 lassen das RAS fortlaufend
komplexer werden, da es die Wirkung von Ang II gegenzuregulieren scheint (Fyhrquist und

Saijonmaa, 2008). Abbildung 4 gibt hierzu eine Ubersicht.

[ Angiotensinogen ]

Renin |

Ang Il (1-8)

Abbildung 4 Schematische Darstellung des Renin-Angiotensin-Systems. Ang = Angiotensin,
AMPA = Aminopeptidase A, ACE = Angiotensin Converting Enzyme, AMPM = Aminopeptidase,
IRAP = Insulin-regulierte Aminopeptidase, AT, R/AT,R/AT,R = Angiotensin-Rezeptor Subtyp 1, 2 und
4, mas = mas-Rezeptor, NO = Stickstoffmonoxid. Einfach umrandete Elemente = Klassisches Renin-

Angiotensin-System, gestrichelte Elemente = erweitertes Renin-Angiotensin-System.

11
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2.3.2 REZEPTOREN

Angiotensin II und seine Derivate vermitteln ihre biologische Wirkung iiber verschiedene
Angiotensin-Rezeptoren (ATR). Besonders die Strukturen und Funktionen der
Angiotensin II-Rezeptor-Subtypen 1 (AT;R) und 2 (AT,R) wurden in den letzten Jahrzehnten
detailliert aufgeklirt. So wie die Subtypen 3 (AT3;R) und 4 (AT4R), die zwar bereits
beschrieben, aber noch nicht ausreichend analysiert wurden, unterliegt auch der neuartige
mas-Rezeptor nach wie vor intensiver Erforschung (Alexander, Bernstein er al., 2009;

Ferrario, Ahmad et al., 2010).

Es handelt sich bei AT;R und AT,R grundsitzlich um  heptahelikale
Transmembranrezeptoren, die G-Protein-gekoppelt sind. In ihrer Verbreitung und Funktion
unterscheiden sie sich allerdings erheblich. Der AT;R kommt ubiquitdr vor und ist fiir die
klassischen Ang II-Reaktionen verantwortlich, ergo Vasokonstriktion, erhohte kardiale
Kontraktilitiit, renale Natriumreabsorption, Zellproliferation, Aktivitit im

Entziindungsgeschehen und fiir oxidativen Stress (Levy, 2005).

Im Gegensatz dazu wird der AT,R vorrangig im fetalen Gewebe exprimiert und ist schon
nach der Geburt herunter reguliert. Im Adulten findet man den AT,R hauptsichlich in der
Nebenniere, dem Herzen und speziellen Hirnarealen, aber auch bei pathologischen
Situationen wie bei Herzerkrankungen, zerebralen Lidsionen, Gefillverletzungen und
Wundheilungsprozessen (Wan, Wallinder et al., 2004). Seine Wirkung wird oft als diametral
zur AT R-Funktion beschrieben. Vornehmlich in Bezug auf AT);-gesteuertes Zellwachstum
von beispielsweise Endothelzellen und Kardiomyozyten wirkt er gegenregulierend (de
Gasparo, Catt et al., 2000). Bemerkenswert ist hierbei die Tatsache, dass die AT;R-
Signalwirkung nicht ausschlieBlich ligandgesteuert ist, sondern dass womdoglich eine direkte
Bindung von AT,R und ATR in Form einer Heterodimerisation stattfindet und dadurch die
AT;-Wirkung unterbunden wird (AbdAlla, Lother et al., 2001). Es wird auch von Signal-

Crosstalks zwischen den Rezeptoren berichtet (Miura, Matsuo et al., 2010).

2.3.3 VASKULARE BEDEUTUNG

Die Signalwege des ATR sind sehr komplex und fiihren zu vielschichtigen Reaktionen der
jeweiligen Zellen. Der bedeutendste Signalweg ist die Freisetzung von Ca®* aus dem

sarkoplasmatischen Retikulum von glatten GefaBmuskelzellen, welches iiber die an den AT ;R
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gekoppelten G-Proteine gesteuert wird. Freies Ca”* fiihrt zu der Interaktion von Aktin und
Myosin-Filamenten und damit zur Kontraktion der Zelle. Ein weiterer wichtiger Signalweg
der G-Proteine am AT R fiihrt zu einer Aktivierung von Proteinkinase C und des ERK-
Signalwegs, welcher zusitzlich die Kontraktion unterstiitzt, jedoch auch an zelluldrem
Wachstum beteiligt ist (Mehta und Griendling, 2007). Die Bindung von Ang II an den AT;R
kann dariiber hinaus die Arachidonsdure-Produktion iiber eine Phospholipase A,-Interaktion
induzieren. Derivate der Arachidonsidure iiben eine Wirkung bei der Erhaltung des
Gefilltonus sowie der Oxidierung von NAD(P)H in glatten GefidBmuskelzellen aus
(Griendling, Sorescu et al., 2000). Eine weitere wichtige Bedeutung der AT;R-Signalwege
liegt in den diffizilen Transaktivierungen und Interaktionen (Crosstalks) mit
unterschiedlichen MAP (mitogen aktiviertes Protein)-Kinasen, Tyrosinkinase- und Nicht-
Tyrosinkinaserezeptoren. Verschiedene Arbeiten zeigten hier vielseitige regulatorische
Funktionen fiir die Hypertrophie sowie Differenzierung, Proliferation, Migration und Fibrose

von glatten Gefialmuskelzellen (Mehta und Griendling, 2007).

Diese Vielzahl von Interaktionen potenziert die moglichen Signalwege, die einerseits zu
physiologischen GefiBreaktionen fiihren, aber auch ein empfindliches Ziel fiir
Ungleichgewichte im RAS bilden. Storungen der Signalwege fiihren zu progredienten
vaskuldren Erkrankungen. So ist heute bekannt, dass eine langfristige Ang II-Stimulation zu
kardialer Hypertrophie, In-Stent-Restenose, reduzierter Fibrinolyse und renaler Fibrose
fiihren kann. Ang II verursacht oxidativen Stress in der GefdBwand und ist nachweislich ein
Hauptfaktor fiir Entziindungen, Thrombosen und Fibrosen (Mehta und Griendling, 2007). Die
AT R-Wirkung resultiert in einer erhohten Konzentration an ROS, welche zu der Entstehung
von atherosklerotischen Lidsionen beitragen, da sie u.a. die Expression redox-sensitiver
Genprodukte wie VCAM-1 und MCP-1 induzieren (Chen, Tummala et al., 1998; Tummala,
Chen et al., 1999; Nickenig, 2002). ROS werden gemeinhin als eine wesentliche Ursache fiir
die Pathogenese von endothelialer Dysfunktion und damit in Zusammenhang stehender
Atherosklerose beschrieben. Ob sich die physiologischen Effekte von Ang II in Gefdllen zu
pathologischen Prozessen wandeln, hingt dabei von der Dauer (akut oder chronisch) und der

Lokalisation der Einwirkung ab (Ruiz-Ortega, Lorenzo et al., 2001).

Bei den drei oben beschriebenen vaskuldren Entwicklungsprozessen (Vaskulogenese,
Angiogenese und Arteriogenese) gibt es viele gemeinsame biologische Grundmechanismen.

Der AT;R hat eine regulatorische Funktion bei atherosklerotischen Prozessen und
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gleichermallen bei der Angiogenese inne. In einem Hinterlauf-Ischimie-Modell der Maus
wurde gezeigt, dass die frilhe Angiogenese von der Ang II-AT;R-Interaktion gefordert wird,
insbesondere die Infiltration mit mononukledren Zellen und die Zytokinproduktion werden
unterstiitzt (Sasaki, Murohara et al., 2002). Demgegeniiber stellten Munk et al., 2007, fest,
dass kapilldres ,,Sprouting® in einem Maiuseherz-Modell ausschlieBlich unter hypoxischen
Bedingungen durch Ang II ausgelost und iiber den AT,R-B,R-Komplex erreicht wird (Munk,
Sanchez de Miguel et al., 2007). Dass diese der Angiogenese dienlichen Eigenschaften des
RAS auch einen Einfluss auf das KollateralgefiBwachstum ausiiben, zeigten Ren und seine
Kollegen 2008 in einem Hinterlauf-Modell (Ren, Li et al., 2008). Hier wurde nachgewiesen,
dass eine Hemmung des ACE iiber gezielte Genexpression proangiogener Substanzen den
Ausbau von Kollateralgefilen fordert. Des Weiteren wurde die Wirkung von Ang II
beziiglich der koronaren Arteriogenese untersucht. Es stellte sich heraus, dass Ang II
dosisabhingig den Blutfluss im Gebiet der Kollateralgefialle beeinflusst. Die Autoren nahmen
an, dass die Ang II/AT;R-Achse zumindest teilweise den koronaren Kollateralausbau
reguliert und ihre Bedeutung in der Produktion einer optimalen Menge ROS liegt, durch die

es zur Aktivierung redox-sensitiver Mechanismen kommt (Reed, Kolz et al., 2008).

2.3.4 PHARMAKOLOGISCHE BEEINFLUSSUNG

Auf Grund der groBen Relevanz des AT,R fiir die Blutdruckregulation sowie fiir die
Kontrolle des Wasser- und Elektrolythaushaltes hat sich Mitte der 1980er Jahre eine
pharmakologische Substanzklasse, die Sartane, zur spezifischen, hochselektiven Hemmung
dieses Rezeptors etabliert. Losartan war der erste marktreife AT;-Antagonist (ARB,
angiotensin II type 1 receptor blocker). Basierend auf der chemischen Struktur von Losartan
wurden bald zahlreiche andere Sartane wie Irbesartan, Valsartan, Telmisartan und
Candesartan entwickelt, die in ihrer Pharmakokinetik und -dynamik stark variieren konnen

(Timmermans, Wong et al., 1993).

Candesartan, appliziert in Form seiner Prodrug Candesartan-Cilexetil, hat den Vorteil eines
sehr guten Dosis-Wirkungs-Verhiltnisses bei lang anhaltender Wirkdauer (Oparil, 2000).
Candesartan hat neben Saprisartan die hochste Affinitat zum AT R und wird dariiber hinaus
als pseudo-irreversibler oder auch uniiberwindbarer (engl. insurmountable) Antagonist
bezeichnet (Altmannsberger, Paneitz et al., 2001), da die Dissoziationsrate des Candesartans
vom Rezeptor deutlich linger dauert als die konkurrierende Interaktion von Ang II (Swinney,

2004).
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Substanzen zur spezifischen Modulation des AT,R finden bisher keine Anwendung in der
Klinik. Nichtsdestoweniger stehen Agonisten wie Novokinin oder Compound 21 (Vicore
Pharma, Goteborg, Schweden) und Antagonisten (PD 123319) zur Verfiigung, die die
Untersuchung von Physio- und Pathologie des AT:R ermoglichen. In einer 2004
veroffentlichten Untersuchung wurden die pharmakologischen Eigenschaften von Compound
21 ausfiihrlich beschrieben (Wan, Wallinder ez al., 2004). Seither gilt es als der erste oral
verfiigbare AT,-Agonist und wird in vorklinischen Studien zu Herzinsuffizienz,
Nephroprotektion, Entziindungshemmung, Schlaganfillen und einigen dermatologischen

Anwendungen eingesetzt (Unger und Dahlof, 2010).

2.4 KALLIKREIN-KININ-SYSTEM

2.4.1 ALLGEMEIN

Die franzosischen Wissenschaftler Abelous und Bardier gelten als die Entdecker des
Kallikrein-Kinin-Sytems (KKS), da sie 1909 als erste die hypotensive Wirkung von Urin
nachwiesen. Urin hat einen hohen Gehalt an Kininen, jedoch waren deren komplexe
biologische Wirkungen noch nicht absehbar (Abelous und Bardier, 1909). Bis heute besteht
reges Interesse am Kallikrein-Kinin-System, vor allem wegen der facettenreichen Aktivitit
wihrend verschiedener physiologischer Prozesse. Das KKS hat eine Wirkung auf
verschiedene Hormonsysteme, so interagiert es beispielsweise mit dem RAS und
lebenswichtigen Mechanismen wie der Gerinnungskaskade. Dariiber hinaus beteiligen sich
Kinine am Entziindungsgeschehen und zeigen eine kardio- und nephroprotektive Wirkung

(Moreau, Garbacki et al., 2005).

Kinine, mit denen gemeinhin das Nonapeptid Bradykinin und das Dekapeptid Kallidin (auch
Lysylbradykinin) gemeint sind, sind die bioaktiven Bestandteile des KKS. Sie werden auf
zwei Wegen freigesetzt. Es ist anzunehmen, dass diese unterschiedlichen Enzymwege auch
funktionell verschiedene pathophysiologische Rollen spielen (Bhoola, Figueroa et al., 1992).
Als Ausgangspunkt dienen Serinproteasen, die, nach ihrem Vorkommen benannt, als Plasma-
und Gewebekallikrein bezeichnet werden, sowie die Kininogene, welche das Substrat fiir das
Kallikrein zur Generierung der Kinine bilden. Kininogene werden anhand ihres
Molekulargewichtes in hochmolekulares Kininogen (high-molecular-weight kininogen, HK)

und niedermolekulares Kininogen (low-molecular-weight kininogen, LK) differenziert. Beide
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zirkulieren im Plasma, LK allerdings in hoherer Konzentration als HK (Adam, Albert et al.,
1985). Das Plasmakallikrein spaltet aus dem HK Bradykinin ab, wohingegen das
Gewebekallikrein aus LK das Kallidin formt. Die Carboxypeptidasen N und M wandeln diese
anschlieBend in ihre des-Arg-Derivate um. Die systematische Darstellung ist in Abbildung 5

zu sehen.

Prakallikrein

Gewebekallikrein Plasmakallikrein

Kallidin -
CPN/CPM

Bradykinin

( AcE2 ) ACE

,_,
-

APP

inaktive
Fragmente

Vasodilatation

Erhéhung der GefaBpermeabilitat
Kontraktion von glatter Muskulatur
Erhéhung der Leukozytenmigration
Nervale Stimulation (Schmerz)

Abbildung 5 Schematische Darstellung des Kallikrein-Kinin-Systems. L = niedermolekular,
H = hochmolekular, BK = Bradykinin, KD = Kallidin, CPN/CPM = Carboxypeptidase N und M,
APP = Aminopeptidase P, NEP = neutrale Endopeptidase, ACE = Angiotensin Converting Enzyme,
BR/B;R = Bradykininrezeptor Subtyp 1 und 2.
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2.4.2 REZEPTOREN

Die Wirkung der Kinine wird iiber zwei Rezeptor-Subtypen vermittelt. Beide gehoren zu der
Gruppe der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren mit sieben Transmembrandoménen. Der
Bradykininrezeptor Subtyp 1 (B;R) hat eine hohere Affinitit fiir die des-Arg-Derivate und ist
im gesunden Gewebe nur geringfiigig exprimiert. Im Falle eines Traumas oder einer
entzlindlichen Reaktion wird seine Expression hoch reguliert. Thm gegeniiber steht der
Bradykininrezeptor Subtyp 2 (B;R), welcher ubiquitdr vorkommt und konstitutiv exprimiert
ist. Zudem haben Kinine in nativer Form gegeniiber BoR eine hohere Affinitit (Leeb-

Lundberg, Marceau et al., 2005).

Entsteht eine Bindung zwischen den Kininen oder ihren des-Arg-Derivaten mit den
jeweiligen Rezeptoren, kann das abhingig von dem Zielgewebe zu Reaktionen wie
Vasodilatation, erhohte Gefidlpermeabilitit und Leukozytenmigration fiihren (Bhoola,
Figueroa et al., 1992). Je nach Zelltypus kann der stimulierte Kininrezeptor iiber verschiedene
second messenger agieren (Moreau, Garbacki et al., 2005). Zunichst werden die gekoppelten
G-Proteine aktiviert, welche ihrerseits Adenylat- oder Guanylatcyclasen aktivieren. Diese
bilden aus ATP bzw. GTP cAMP oder cGMP (zyklisches Adenosin-/Guanosinmonophosphat,
cyclic adonosine/guanosine monophosphate). Beide bewirken eine Dilatation von vaskulédren
glatten Muskelzellen. Daneben kénnen aber auch die Phospholipasen A; und C aktiviert
werden. Die Phospholipace C-Produkte sind IP; (Inositoltriphosphat) und Diacylglycerol. 1P3
ermoglicht durch Bindung an den IP;-Rezeptor an intrazelluliren Calciumspeichern den
Transport von Ca®* in das Cytosol. Diacylglycerol und Ca®* sind zusammen fiir eine
Aktivierung der Proteinkinase C verantwortlich. Wird alternativ die Phospholipase A,

aktiviert, so wird Arachidonsdure aus zelluliren Membranphospholipiden abgespalten.

Arachidonsdure ist Grundlage fiir die Synthese von Eikosanoiden wie Prostaglandin und
Leukotrien, welche mittels Cyclooxygenase resp. Lipoxygenasen entstehen. Eikosanoide
wirken hemmend auf die Thrombozytenaggregation und Plasma kann aus dem Gefil}
austreten (Horn, 2009). Werden die Bradykininrezeptoren auf den Leukozyten stimuliert, so
fordert dies die Wanderung weiller Blutzellen in entziindliche Bereiche, was die
chemotaktische Wirkung von Kininen erkldrt (Bhoola, Figueroa et al., 1992). Zusitzlich
verursachen die auf sensorischen und sympathischen Nervenendigungen befindlichen

Kininrezeptoren einen brennenden Schmerz, wie er typisch fiir eine entziindliche Umgebung
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ist (Couture, Harrisson et al., 2001). In Uterus, Intestinum und den Bronchien fiihrt eine

Bindung von Kininen zur Kontraktion von glatten Muskelzellen (Regoli und Barabe, 1980).

2.4.3 VASKULARE BEDEUTUNG

Nach seiner Entdeckung wurde das KKS neben seiner Funktion bei inflammatorischen und
nozizeptiven Reaktionen auf Grund seines FEinflusses bei der intrinsischen
Gerinnungskaskade zusitzlich der Himostase zugeordnet. Der Hageman-Faktor (Faktor XII)
wandelt bei seiner Voraktivierung iiber negativ geladene Oberflichen Prikallikrein in das
Kallikrein um und 16st damit die Bildung von Bradykinin aus. Kallikrein und Bradykinin
selbst verursachen dann riickwirkend die komplette Aktivierung des Faktors XII (XIla). Auf
diese Weise wird die Fibrinbildung induziert. Dem gegeniiber bildet Faktor XIla auch
Plasmin aus Plasminogen, was die Fibrinolyse steuert (Schmaier, 2003). Das KKS ist also

nicht unwesentlich an einem Gleichgewicht in der Hamostase beteiligt.

Im Laufe der Zeit wurde aber die grole Bedeutung der Kinine in der Blutdruckregulation
erkannt. Durch die vasodilatatorische Wirkung und die damit verbundene Blutdrucksenkung
wird das KKS mittlerweile als die physiologische Gegenregulation zum RAS bezeichnet. Das
wurde umso deutlicher, als man Anfang der 1970er Jahre erkannte, dass es sich beim ACE
um das Kinin-metabolisierende Enzym Kininase II handelt (Yang, Erdos et al., 1970; Yang,
Erdos et al., 1971). Auf der einen Seite wandelt ACE Ang I in das aktive Ang II um, auf der
anderen Seite wird damit Bradykinin gespalten. Wird das ACE inhibiert, so wird die Bildung
von Ang II reduziert und die Bradykinin-Konzentration steigt (Schmaier, 2002; Campbell,
2003). Bemerkenswert ist, dass bei einer Manipulation dieses Gleichgewichtes eine
Hypertonie offensichtlich erst eintritt, wenn beide Kininrezeptoren blockiert werden. Fiir den
Fall, dass ein Rezeptor in seiner Funktion eingeschrinkt ist, wirkt der andere kompensierend

und wird ggf. hoch reguliert (Duka, Duka et al., 2006).

Auf Grund des klinisch relevanten Befundes, dass eine ACE-Hemmung eine proangiogene
Wirkung erzielt, riickte nun zudem vermehrt der Einfluss der Bradykininrezeptoren auf
Angiogenese und Neovaskularisation ins Blickfeld. In einem in vitro-Angiogenese-Modell
wurden mittels Immunhistochemie B,R in angiogenen Endothelzellen dargestellt und in
erhohtem Male in aktivierten Endothelzellen lokalisiert (Plendl, Snyman et al., 2000).
Silvestre und Kollegen fanden heraus, dass ein proangiogener Effekt bei einer ACE-Blockade

iber den B,R-Signalweg vermittelt wird, der mit einer Hochregulierung von der endothelialen
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Stickstoffmonoxid-Synthase (endothelial nitric oxide synthase, eNOS) einhergeht (Silvestre,
Bergaya et al., 2001). Kurz darauf wurde auch fiir den B|R eine positive Wirkung auf die
reparative Angiogenese nachgewiesen (Emanueli, Salis et al., 2002b). Vorarbeiten zeigten,
dass die proangiogene Eigenschaft des KKS vermutlich auf einer chemotaktischen Wirkung
gegeniiber Leukozyten beruht und iiber eine Interleukin 1 (IL-1)-vermittelte Reaktion eine
gesteigerte Adhédsion und Migration durch das Endothel bewirkt (Bhoola, Figueroa et al.,
1992). Bei Untersuchungen zu vaskuldren Wachstumsprozessen zeigte sich in einem in vivo-
Schwamm-Modell, dass die Angiogenese durch Injektion von Bradykinin und IL-1 stimuliert
werden konnte (Hu und Fan, 1993). Angiogene, zirkulierende Vorliduferzellen besitzen eine
hohe Anzahl an B,R, was eine Migration in Richtung von Bradykinin erklédrt. Dieser
Mechanismus lockt u.a. mononukleire Zellpopulationen dieser Vorlduferzellen an, die ebenso
wie verschiedene adulte leukozytire Subpopulationen ein Neovaskularisationspotenzial

besitzen (Krankel, Katare et al., 2008).

Eine gezielte Untersuchung der Bradykinin-Rezeptoren in kollateralen Wachstumsprozessen
erfolgte von Hillmeister sowie Gatzke und Kollegen. Sie konnten in Maus- und Ratten-
Modellen nachweisen, dass die Kinin-Rezeptoren als positive Modulatoren der Arteriogenese
fungieren. Besonders der B;R wirkte iiber eine Rekrutierung peripherer Immunzellen

stimulierend auf das Kollateralwachstum (Gatzke, 2011; Hillmeister, Gatzke et al., 2011).

2.4.4 PHARMAKOLOGISCHE BEEINFLUSSUNG

Um den Abbau von Kininen zu verhindern, hemmt man die Wirkung des ACE (auch bekannt
als Kininase II). ACE-Hemmer werden heute primir als Antihypertensiva, aber auch bei
Herzinsuffizienz eingesetzt, da sie die Bildung von Ang II inhibieren. Die urspriingliche
Substanz, die zu der Entwicklung der ACE-Hemmer fiihrte, wurde als Bradykinin
potenzierendes Peptid (englisch bradykinin potentiating factor/peptide) durch die Forschung
der Arbeitsgruppe um Vane und Ferreira bekannt (Ferreira, Greene et al., 1970; Smith und
Vane, 2003). Mit einigen strukturellen Verdnderungen gelang es, ACE-Hemmer oral
applizierbar zu machen, und so wurde in den frithen 1980er Jahren schlieBlich Captopril zur
Behandlung der arteriellen Hypertonie auf den Markt gebracht (Smith und Vane, 2003).
Weiterentwicklungen dieser Substanz fiihrten zur Verbesserung der Wirkdauer und Stabilitit.
Ein Grofteil der ACE-Hemmer wird nunmehr als Prodrug verabreicht. So auch Ramipril, ein
ACE-Hemmer der zweiten Generation, das erst als Ramiprilat aktiv wird (Tabata, Yamazaki

et al., 1990).
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Ein klinischer Einsatz von ACE-Hemmern kann insbesondere iiber die oben beschriebene
Konzentrationserhohung von Bradykinin Nebenwirkungen verursachen. Eine unkontrollierte
Erhohung des Bradykininspiegels fiihrt iiber den BoR zu einer erhohten Permeabilisierung des
Endothels und zu pathologischen Prozessen (zum Beispiel Angioddemen). Dahingehend ist
die Antagonisierung der Kininrezeptoren hochinteressant und findet mit der Substanz
Icatibant (firazyr®, Jerini AG/Shire Deutschland GmbH, Berlin, Deutschland) bereits
klinische Anwendung, da sie iiber eine Hemmung des B;R zur Behandlung des hereditiren
Angioodems geeignet ist. Icatibant, auch als HOE 140 bezeichnet, antagonisiert hochaffin
und ist durch seine Peptidaseresistenz langlebig (Moreau, Garbacki et al., 2005). Mit der
Inhibierung des B,R wird zudem die Erforschung der weitreichenden Einfliisse des KKS bei

GefidBwachstum und -remodeling, allergischen oder entziindlichen Reaktionen ermoglicht.

Demgegeniiber ist des-Arg’,[Leu®]-Bradykinin geeignet, den B|R selektiv zu hemmen. Es
stellt den Prototyp der B;R-Antagonisten dar und ist viel genutzt (Bathon und Proud, 1991;
Marceau, Hess et al., 1998).

2.5 PARALLELE BETRACHTUNG DES RENIN-ANGIOTENSIN- UND KININ-SYSTEMS IN

BEZUG AUF DIE ARTERIOGENESE

Obwohl die einzelnen Effekte des RAS und des KKS zunichst gegensitzlich erscheinen,
bestehen vielschichtige Interaktionen zwischen beiden Systemen. Betrachtet man sie als einen
Komplex, sind sie der Schliisselmechanismus fiir regulatorische Gefdaktivititen (Schmaier,
2003). Der AT;R ist malgeblich an entziindlichen Prozessen in der GefiBwand beteiligt
(siehe Punkt 2.3.3), wobei seine Aktivierung u.a. zur Expression von MCP-1 und VCAM-1
fiihrt (Ruiz-Ortega, Lorenzo et al., 2001). Vorarbeiten zeigten, dass solche parakrinen,
inflammatorischen Prozesse wichtige regulatorische Funktionen bei der Arteriogenese
einnehmen (Heil und Schaper, 2004). Das hohe proarteriogene Potenzial einer direkten
Bradykininrezeptor-Stimulation wurde bereits ausfiihrlich unter Punkt 2.4.3 erldutert. Uber
die Schnittstelle zwischen dem KKS und RAS, dem ACE, welches fiir die Bildung von
Ang II und die Inaktivierung von Bradykinin verantwortlich ist, greifen diese Systeme
physiologisch ineinander. An einer zusammenfassenden Betrachtung beider Systeme im
arteriogenen Geschehen mangelt es bisher. Erste Schritte in Richtung eines solchen
Perspektivenwechsels zeigen sich allerdings fiir die Angiogenese (Emanueli und Madeddu,

2002).
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3. MATERIAL UND METHODIK

3.1 VERSUCHSTIERE

Im Rahmen dieses Projektes wurde mit adulten, méinnlichen Ratten vom Stamm Sprague-
Dawley gearbeitet. Die Tiere wurden im Alter von elf bis zwolf Wochen und einem Gewicht
zwischen 300 und 324 Gramm aus der Zucht der Firma Harlan-Winkelmann GmbH, Borchen,
Deutschland, iibernommen. Ein Gesundheitszeugnis bestétigte stets den spezifisch-
pathogenfreien (SPF) Zustand der Ratten. Nach Ankunft wurden sie zuniéchst fiir mindestens
eine Woche an die Tierhaltung des Center for Cardiovascular Research (CCR) der Charité

Universitiatsmedizin Berlin adaptiert.

3.1.1 TIERHALTUNG

Die Ratten befanden sich iiber die gesamte Zeit in diesem SPF-Bereich. Die Haltung erfolgte
nach der Richtlinie 86/609/EWG. Das Futter und die Einstreu wurden vor der Verbringung in
den Tierhaltungsbereich autoklaviert. Es herrschte eine konstante Raumtemperatur von 22
Grad Celsius mit einer Luftfeuchtigkeit von 50 bis 70 Prozent. Die kiinstliche Beleuchtung
war auf ein Lichtregime von zwolf Stunden Helligkeit und zwolf Stunden Dunkelheit

eingestellt.

Die Tiere wurden als Gruppe mindestens zu zweit, maximal jedoch zu viert in folgender

Grundausstattung gehalten:

¢ Makrolonkifig vom Typ IV; Bodenflache ca. 1.800 cm?, Hohe ca. 20 cm
TECNIPLAST Deutschland GmbH, Hohenpeifsenberg (Deutschland)

¢ Einstreu JRS Lignocel®FS 14 Hygienic Animal Bedding
J. Rettenmaier& Sohne GmbH + Co. KG, Rosenberg (Deutschland)

+ Alleinfuttermittel fiir Ratten und Mause ,,V1534-300%, ad libitum
sniff Spezialdidten GmbH, Soest (Deutschland)

+ Trinkwasser, ad libitum
¢ Behausung
¢ Nagestange aus Holz

¢ Nestbaumaterial aus Zellstoff

21



MATERIAL UND METHODIK

3.1.2 TIERVERSUCHSGENEHMIGUNG

GemilBl §8 des deutschen Tierschutzgesetzes wurde der Tierversuch behordlich von dem
Landesamt fiir Gesundheit und Soziales Berlin genehmigt. Die Genehmigung wurde vor
Versuchsbeginn am 11. August 2009 erteilt und wird unter dem Versuch Nummer G 0071/09
mit dem Kurztitel ,,RAS and Arteriogenesis* gefiihrt.

3.1 OPERATIONEN

3.1.1 DREI-GEFA8-VERSCHLUSS-MODELL

Das Drei-Gefidl3-Verschluss-Modell (Three Vessel Occlusion, 3-VO) wurde in der hier
angewandten Form erstmals von Busch et al. beschrieben (Busch, Buschmann ez al., 2003;
Hillmeister, Lehmann et al., 2008). Es basiert methodisch auf der zuvor von Kawata et al. bei
Ratten vom Wistar-Stamm etablierten 3-VO (Kawata, Sako er al., 1996). Mit dieser
Operation ldsst sich eine nicht letale Hypoperfusion im Gehirn der Ratte erzeugen, welche mit
der Durchblutungssituation vor einem Schlaganfallgeschehen vergleichbar ist, ohne dabei die
typischen neurologischen Ausfallserscheinungen wihrend eines Insultes zu verursachen. Es
wird hierbei direkt das Kollateralgefisystem im Circulus arteriosus cerebri (Willisi)
angesprochen, das als biologischer Bypass die zerebrale Blutversorgung sicherstellt. Der
Zufluss in den Circulus Willisi erfolgt vorrangig iiber vier Gefidlle, die beiden Aa. vertebrales

(dextra et sinistra) sowie die linke und rechte A. carotis interna.

Bei einem operativen Verschluss dreier dieser vier Arterien wird der Zufluss aus dem
verbliebenen Hauptgefidl3 iiber den prédexistenten Kollateralring umgeleitet, sodass dieser
verstarkt beansprucht wird. Dies fiihrt zu einer Stimulation des Kollateralwachstums und
ermoglicht neben einer gesicherten ausreichenden Blutversorgung die Wiedererlangung der
zerebralen Autoregulation. Eine besonders auffillige Diameterzunahme ist an der
kontralateralen und deutlicher noch an der ipsilateralen A. cerebri posterior zu erkennen. Als
ipsilateral wird hierbei die Seite bezeichnet, auf der die A. carotis communis ligiert wurde. Im
Gegensatz dazu werden die Gefille auf der gegeniiberliegenden Seite kontralateral genannt

(siehe Abbildung 6).
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Anhand dieser Induktion der Arteriogenese im Gehirn der Ratte lassen sich damit verbundene

Signalwege und Umbauprozesse analysieren und pharmakologisch beeinflussen.

PComAi

Abbildung 6 Skizzierte Struktur des Circulus Willisi vor (A) und nach (B) Drei-Gefif3-Verschluss. Das
Kreuz markiert den Verschluss des jeweiligen Gefdfes. i = ispilateral, ¢ = kontralateral, VA =
Aa. vertebrales, BA = A. basilaris, SCA = A. cerebelli superior, PCA = A. cerebri posterior, PComA
= A. communicans posterior, ICA = A. carotis interna, MCA = A. cerebri media, ACA = A. cerebri

anterior, OA = A. ophthalmica.

Narkose und Analgesie

Die Narkose der Ratte wurde mit einer Kombinationsanisthesie aus 50 mg/kg KG Ketamin
und 4 mg/kg KG Xylazin als intraperitoneale Injektion eingeleitet. Ketamin diente sowohl als
Narkotikum als auch als Analgetikum. Nach der Applikation wurde das Tier fiir 15 Minuten
einzeln in einen abgedunkelten Kéfig in ruhiger Umgebung gesetzt. Wihrend der gesamten
Operation wurde die Narkose mit Isofluran-Inhalation iiber eine Atemmaske aufrechterhalten
(Gemisch aus 100 % Sauerstoff als Tragergas mit 1,5-2 Vol.-% Isofluran). Wihrend der
Vorbereitung wurde zusitzlich eine subkutane Lokalanisthesie mit einem Milliliter

(5 mg/kg KG) Ropivacain gesetzt.
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Vorbereitung

Zunichst ist dem Tier zur Vorbeugung von Hornhautschiden eine Augensalbe aufgetragen
worden. AnschlieBend wurde im Nacken des Tieres ein etwa drei mal vier Zentimeter grof3es
Operationsfeld freigeschoren, mit alkoholischer Losung gereinigt und mit Povidon-lod-
Losung desinfiziert. Der Bereich der Inzisionsstellen wurde mit einem Milliliter Ropivacain
diffus unterspritzt. Da haarlose Hautflaichen bei Kontakt mit der Neutralelektrodenplatte
wihrend der spiteren Koagulation geschiddigt worden wiren, wurden die Vorderpfoten mit

Pflaster und das Praputium mit Tupfern und Pflaster geschiitzt.

Operation

Waren diese Vorbereitungen getroffen, wurde die Ratte auf einer riickgekoppelten Heizplatte
in Bauchlage verbracht. Fiir die spidtere Messung des Bluttflusses mittels Laser-Doppler-
Flowmetrie ist die Haut in der Regio temporalis maximal fiinf Millimeter inzisiert worden.
Unter Vermeidung groBerer Traumata wurde die darunter liegende Muskulatur stumpf gerade

soweit erdffnet, dass der Schidelknochen sichtbar war, hochstens jedoch zwei Millimeter.

Anschlieend wurde der Kopf des Tieres im stereotaktischen Gerit fixiert, um das prézise
Arbeiten an den Vertebralarterien zu ermdglichen. Hierbei wurden in den Meatus acusticus
externus Metallstidbe eingefiihrt, die sich am Gerit feststellen lieBen. Dies ermdoglichte eine

sichere Positionierung des Kopfes.

Vom Os occipitale aus wurde medial die Haut in kaudaler Richtung etwa einen Zentimeter
eroffnet. Die nun sichtbar gewordenen M. semispinalis capitis und M. longissimus capitis
wurden median stumpf mit Hilfe von gebogenenen, anatomischen Pinzetten getrennt.
Zwischen diesen Muskelpartien wurde ein Wundspreizer so platziert, dass die Sicht auf die
Mm. rectus capitis dorsales major et minor frei war. Durch den Einsatz glatter
Mikroskopierpinzetten wurde diese dann beidseitig ebenfalls stumpf durchtrennt, um
schlieBlich die Foramina alaria des Atlas frei zu prédparieren. Es war dabei unbedingt auf die

Schonung der Arteriae et Nervi vertebrales zu achten.

Eine monopolare Koagulationssonde (0,45 Millimeter Durchmesser) wurde anschlieBend in
das linke Foramen alare eingefiihrt und die Arteria vertebralis sinister koaguliert, somit also

dauerhaft verschlossen. Analog erfolgte diese Prozedur auf der rechten Seite. Nach einer

24



MATERIAL UND METHODIK

Blutungskontrolle wurde das stereotaktische Geridt gelost und die Wunde gendht. Die

Muskulatur, die Unterhaut und die Haut wurden separat verschlossen.

Die Ratte wurde nun auf den Riicken umgelagert und im Halsbereich geschoren, gereinigt
und desinfiziert. An der linken Halsseite, etwa einen Zentimeter kraniolateral des
palpierbaren Manubrium sterni, wurde die Haut einen halben bis einen Zentimeter inzisiert.
Zwischen den Mm. sternocephalicus et sternohyoideus wurde stumpf in die Tiefe pripariert,
bis die Arteria carotis communis sinistra sichtbar war. Sie wurde anschlieBend unter
Schonung des Nervus laryngeus recurrens und des Truncus vagosympathicus frei pripariert

und eine Ligatur wurde vorbereitet.

Die Sonde des Laser-Doppler-Flowmeters wurde an der bereits préiparierten Schldfe mit
direktem Kontakt zum Schidelknochen angesetzt. Der hierbei gemessene zerebrale Blutfluss
wurde fiir die spidteren Berechnungen aufgezeichnet. Zunidchst wurde der Basisblutfluss
bestimmt. Nach dem Verschluss der Ligatur an der Arteria carotis communis sinistra konnte
anhand des dauerhaften Perfusionsabfalls von circa 50 % (mindestens jedoch 35 %) gepriift
werden, ob die 3-VO gelungen war. Dafiir wurde der Blutfluss nach der Ligatur noch fiir

weitere zehn Minuten beobachtet.

Nach Abschluss der Messung wurden die Hautoffnungen an Hals und Schlife der Ratte
vernédht. Simtliche Wunden wurden noch einmal mit einer Povidon-lod-Lésung desinfiziert,
bevor das Tier in eine mit Rotlicht bestrahlte Einzelbox gelegt wurde. Erst nach
vollstindigem Erwachen und bei Abwesenheit von Orientierungs- und motorischen

Storungen wurde es zuriick in den Gruppenkéfig gesetzt.

3.1.2 MESSUNG DER ZEREBROVASKULAREN RESERVEKAPAZITAT

Um die Arteriogenese funktionell zu bestimmen, bedient man sich der physiologischen
Prozesse wihrend der zerebralen Autoregulation. Diese steuert protektiv die
Aufrechterhaltung einer konstanten Blutversorgung wihrend systemischer
Blutdruckverinderungen durch Vasokonstriktion und -dilatation (Franco Folino, 2007). Die
zerebrovaskuldre  Reaktivitdt (cerebrovascular reactivity, CVR) gilt dabei als
himodynamischer Parameter, der eine Perfusionserhohung nach vasodilatatorischen Reizen
wie dem Anstieg des CO,-Partialdruckes (pCO;) und einer Blut-pH-Senkung vermittelt.

Damit die zerebrovaskuldre Reaktivitit quantifizierbar ist, wird die zerebrovaskulire
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Reservekapazitit (cerebrovascular reserve capacity, CVRC) ermittelt. Sie stellt die
Durchmessererweiterung nach einem vasodilatatorischen Stimulus gegeniiber der

Ausgangssituation prozentual dar.

Fiir diese Messung wird analog zur Blutflussbestimmung wihrend der 3-VO die Laser-
Doppler-Flowmetrie herangezogen. Die Applikation des Carboanhydrase-Hemmers
Acetazolamid fiihrt zu einem reduzierten Spiegel von Hydrogencarbonat (HCOs'), wodurch
gleichermalien der pCO, des Blutes ansteigt. Wird CO, nicht vermehrt abgeatmet, bleibt eine
erhthte Menge an Protonen (H") erhalten, folglich sinkt auch der pH-Wert des Blutes ab.
Diese Anderungen fiihren im physiologischen Fall zu einer Weitstellung der GefiBle. Misst
man die CVRC kurze Zeit nach einer 3-VO, so sind die Kollateralen bereits durch die
Blutflussumleitung in vivo maximal dilatiert und reagieren nicht auf diesen Reiz. Eine Woche
und markanter noch drei Wochen nach der 3-VO erholt sich die CVRC und ein Anstieg des

zerebralen Blutflusses wird wieder moglich.

Anhand dieses funktionellen Mechanismus kann {iberpriift werden, inwieweit die
pharmakologische Beeinflussung der arteriogenen Signalwege hemmende oder stimulierende

Wirkung zeigt.
Narkose und Analgesie

Die Narkose der Ratte wurde mit einem Gemisch aus 30% Sauerstoff, 70%
Distickstoffmonoxid und 4 Vol.-% Isofluran eingeleitet. Distickstoffmonoxid stellte hierbei
die analgetische Komponente dar. Zur Inhalation des Gasgemisches wurde das Tier fiir etwa
eine Minute in eine Narkosebox gesetzt. Daran anschlieBend erfolgte die
Narkoseaufrechterhaltung mit 1,5 bis 2 Vol.-% Isofluran-Beimischung {iiber die
Narkosemaske. Das Tier lag zusitzlich wihrend der gesamten Operation auf einer

riickgekoppelten Heizplatte, um eine konstante Korpertemperatur zu wahren.
Operation

Zunichst wurde die linke Schlidfe des Tieres gereinigt und desinfiziert. Es wurde wie bei der
3-VO eine kleine Offnung in Haut- und Muskelgewebe pripariert, bis ein Beriihrungspunkt

der Sonde des Laser-Doppler-Flowmeters direkt am Schiddelknochen méglich war.
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Nun wurde die Ratte in Riickenlage gebracht und die HintergliedmaB3en auf der Unterlage mit
Pflaster fixiert. Der linke Schenkelspalt wurde gereinigt, desinfiziert und anschlieBend etwa
zwei bis drei Zentimeter er6ffnet. Unter Schonung oberfldchlicher GefdBstrukturen wurden
Arteria und Vena femoralis freipripariert und vorsichtig voneinander getrennt. Nacheinander
wurden nun sowohl Arterie, als auch Vene zunichst distal ligiert, mit einer Mikroschere
minimal eroffnet und mit einem Katheter nach proximal kaniiliert. Proximal wurde eine
Ligatur um das Gefdll mit dem Katheter gesetzt, um ein Herausgleiten dessen zu verhindern.
Beide Katheter wurden zur Vermeidung von Koagula mit einer Heparin-Losung (50 IE/ml

Kochsalzlosung) gespiilt.

Mit Hilfe des arteriellen Katheters wurde sogleich eine erste Blutprobe entnommen und die
arteriellen Blutgaswerte sowie der pH-Wert analysiert. Nach der Probenentnahme wurde der
arterielle Katheter an das Blutdruckmessgerit angeschlossen und die Werte im Minutentakt

protokolliert.

Die Sonde fiir die Laser-Doppler-Flowmetrie wurde an der priparierten Schlife platziert und
der zerebrale Blutfluss als Basis zwei bis drei Minuten gemessen und aufgezeichnet. Es folgte
die ziigige Applikation von 30 mg/kg KG Acetazolamid als Bolus iiber den vendsen Katheter.
Die Messung und Aufzeichnung wurde iiber eine Zeitspanne von acht Minuten fortgefiihrt.
Im Anschluss wurde eine zweite arterielle Blutprobe entnommen und beziiglich der

Blutgaswerte analysiert.

Fiir die spitere Histologie war es notig, das Gehirn mit Formalin-Losung zu konservieren.
Die Narkose der Ratte wurde dafiir mit 4 Vol.-% Isofluran vertieft, der Thorax eroffnet und
das Atrium dextrum inzisiert, damit eine vaskuldre Druckentlastung ermoglicht wurde.
Hierfiir wurden ebenso die zuvor gelegten Katheter aus Arteria und Vena femoralis entfernt.
Die Applikation von 20 Milliliter 4%iger Formalin-Losung in die linke Herzkammer fiihrte
unmittelbar zum Tod des Tieres. Nach Dekapitation und Eroffnung der Schidelkalotte wurde
das Gehirn herausgeldst und bis zur histologischen Aufbereitung in zehn Milliliter der

4%igen Formalin-Losung aufbewahrt.
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3.1.3 LATEXANGIOGRAPHIE

Gegeniiber der funktionellen Bestimmung der Arteriogenese iiber die Messung der CVRC
wird das Kollateralwachstum mit Hilfe der Latexangiographie auch morphologisch
auswertbar. Hierbei wird das GefidBsystem mit schwarz gefédrbter Latexmilch perfundiert,
wodurch die GefidBBdiameter des Circulus Willisii unter dem Mikroskop ausgemessen werden

kOnnen.

Narkose und Analgesie

Die Narkose des Tieres erfolgte analog zu der CVRC-Bestimmung. Dabei befand sich die

Ratte auch hier wihrend der gesamten Operation auf einer riickgekoppelten Heizplatte.

Operation

Die Ratte wurde im Halsbereich gereinigt und desinfiziert. Etwa zwei Millimeter paramedian
wurde die Haut der rechten Halsseite zwei Zentimeter eroffnet. Die Arteria carotis communis
dextra wurde aufgesucht, schonend freipripariert und vorgelagert. Sie wurde anschliefend
moglichst weit kaudal ligiert. Nach der Eroffnung des Gefiles mit der Mikroschere wurde ein
Katheter in kranialer Richtung in die Arterie eingefiihrt. Eine kraniale Ligatur um GefdBwand
und Katheter wurde nun gesetzt, um das Herausgleiten des Schlauches zu verhindern. Der
Katheter wurde zur Vermeidung von Koagula mit einer geringen Menge Heparin-Losung

(50 IE/ml Kochsalzlosung) gespiilt.

Die Arteria carotis communis sinistra wurde aufgesucht und kranial der Ligatur aus der 3-
VO-Operation durchtrennt. Damit wurde dem zerebrovaskuldren System ein Durchfluss
ermoglicht und verhindert, dass Gefdfe durch zu hohen Druck rupturieren oder kiinstlich
vergroflert werden. Aus diesem Grund war es ebenso notig, nach einer Vertiefung der
Narkose mit 4 Vol.-% Isofluran den Thorax zu erdffnen und das Atrium dextrum zu

inzisieren.

Anschlieend sind iiber den Katheter nacheinander zwei Milliliter Kochsalzlosung und ein
Milliliter Papaverin (50 bis 65 mg/kg KG) appliziert worden. Die damit verbundene
maximale Vasodilatation fiihrte rasch zu einer fiir das Tier letalen Hypotonie. Der Katheter

wurde an eine Perfusionspumpe, die mit einem konstanten Druck von 150 mmHg arbeitet,
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angeschlossen. Das zerebrale Gefiflsystem wurde mit zwei Milliliter der auf 37° Celsius

gewirmten, schwarz gefarbten Latexmilch perfundiert.

Um das Aushérten der Latexmilch zu ermoglichen, wurde der Tierkorper fiir circa 15
Minuten auf Eis gebettet. AnschlieBend folgten die Dekapitation und Schiddeloffnung sowie
die schonende Entnahme des Gehirns, welches bis zur kurz darauf folgenden
Diametermessung in einer speziellen Schutzlosung fiir Gewebe (RNAlater®) aufbewahrt
wurde. RNAlater® dient der stabilisierten Aufbewahrung von Ribonukleinsduren (RNS), da
RNasen sofort inaktiviert werden und die Lagerung fiir spitere molekularbiologische

Untersuchungen moglich ist.

3.1.4 IMPLANTATION DER ALZET® OSMOTISCHEN MINIPUMPEN

Im zweiten Teilversuch dieser Arbeit wurde eine Tiergruppe sowohl mit einem ACE-
Hemmer als auch mit Bradykininrezeptor-Blockern (BRB) behandelt. Letztere wurden
subkutan appliziert. Auf Grund seiner hoheren Empfindlichkeit wurde der BR;-Inhibitor des-
Arg9,[Leu8]—Bradykinin iiber osmotische Minipumpen kontinuierlich abgegeben. Zu diesem
Zweck wurden die zuvor befiillten Minipumpen direkt im Anschluss an die 3-VO-Operation

nach Anleitung des Herstellers implantiert.

Zunidchst wurde bei dieser Tiergruppe das Operationsfeld im Nacken bis zu den
Schulterblittern erweitert, indem das Fell geschoren und die Haut gereinigt und desinfiziert
wurde. Nach der erfolgreichen 3-VO wurde zwar die Muskulatur im Nacken, nicht aber die
Haut mit einer Wundnaht verschlossen. So konnte sofort nach den erfolgreichen
GefiBBverschliissen die Minipumpe eingesetzt werden. Der kaudale Wundwinkel der
Hautoffnung wurde mit einer Pinzette angehoben und dabei eine zweite in kaudaler Richtung
unter der Haut vorgeschoben. Durch vorsichtiges Offnen und SchlieBen der Pinzette wurde
eine Hauttasche zwischen den Scapulae prépariert. Mit der Pinzette wurde diese Hauttasche
offen gehalten, wihrend die Minipumpe eingefiihrt wurde. Eine Unterhautheft am kranialen
Taschenrand half, ein Verrutschen der Pumpe zu verhindern. Abschliefend wurden jeweils

die Unterhaut und die Haut mit Einzelheften verschlossen.
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3.2 VERSUCHSSTRUKTUR UND BEHANDLUNGSSCHEMA

3.2.1 VERSUCHSGRUPPEN

Das Projekt wurde in zwei Teilversuche gegliedert: Im ersten wurde der Fokus auf die
Angiotensin-Rezeptoren gelegt, im zweiten auf das ACE und die Bradykinin-Rezeptoren

(BR).

In der Annahme, dass eine Blockade des AT|R bzw. eine Stimulierung des AT;R zu einer
Einschrinkung der Arteriogenese fiihrt, wurde ein Versuchszeitraum von 21 Tagen gewihlt,
da dies den Zeitraum fiir den Remodeling-Prozess der Kollateralen abdeckt. Demgegeniiber
wurde von einer ACE-Hemmung ein verbessertes Kollateralwachstum erwartet.
Proarteriogene Effekte lassen sich bereits nach einer Woche bewerten, weshalb der Zeitraum
im zweiten Teilversuch auf sieben Tage verkiirzt wurde. Dies folgt dem Konzept der 3R

(Replacement, Reduction, Refinement / Ersatz, Reduktion, Verbesserung) des Tierschutzes.

Eine Gesamtzahl von 150 Ratten wurde randomisiert in Zehnergruppen den unter Punkt 3.2.2

aufgefiihrten Behandlungen unterzogen (Vgl. hierzu Tabelle 1 unter Punkt 3.2.2).

3.2.2 MEDIKAMENTOSE BEHANDLUNG

Im Folgenden sind die Behandlungen der verschiedenen Tiergruppen aufgefiihrt.

3.2.2.1 Keine Behandlung

Unbehandelte, nicht operierte Tiere [, unbehandelt ]

Die Messung der zerebrovaskuldren Reservekapazitit (CVRC) sowie die Latexangiographie

fanden ohne vorherigen Drei-Gefal3-Verschluss und ohne vorherige Behandlung statt.

Unbehandelte, operierte Tiere, 24 Stunden [,,unbehandelt (24h)*]

Einen Tag nach der 3-VO-Operation wurde bei unbehandelten Ratten die CVRC als
funktionelle Kontrolle gegeniiber den unbehandelten, nicht operierten Tieren bestimmt. Auf
eine Latexangiographie wurde verzichtet, da der Zeitraum von 24 Stunden fiir eine relevante

Diameterdnderung des Gefédles zu kurz ist.
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3.2.2.2 Teilversuch I — Renin-Angiotensin-System

Im ersten Teilversuch erfolgte die Behandlung der Tiere iiber 21 Tage. An ,,Tag 0* fanden die
erste Behandlung und die 3-VO-Operation statt. Am 21. Tag wurde eine CVRC-Messung
oder Latexangiographie durchgefiihrt.

Kontrolle, 21 Tage [,,Kontrolle (21d)*]

Jedes Tier erhielt einmal tidglich 0,5 ml einer 0,5%igen Methylcellulose-Losung per os.

AT;R-Antagonist [,,AT;R-Antagonist“]

Jedes Tier erhielt einmal taglich 2 mg/kg Korpergewicht (KG) Candesartan-Cilexetil gelost in
0,5 ml 0,5%iger Methylcellulose-Losung per os.

AT,R-Agonist [,,AT>R-Agonist“]

Jedes Tier erhielt einmal tdglich 0,3 mg/kg KG Compound 21, nach Vorlésung in Aqua ad
injectabilia und Auffiillung mit 0,5%iger Methylcellulose-Losung. Die Applikation von
0,5 ml erfolgte ebenfalls per os.

3.2.2.3 Teilversuch II — Kallikrein-Kinin-System

Im zweiten Teilversuch erfolgte die Behandlung der Tiere iiber sieben Tage. An ,,Tag 0%
fanden analog zum Teilversuch I die erste Behandlung und die 3-VO-Operation statt. Am

siebenten Tag wurden CVRC-Messung bzw. Latexangiographie durchgefiihrt.

Kontrolle, 7 Tage [,,Kontrolle (7d)“]

Jedem Kontrolltier wurde einmal téglich 0,5 ml Trinkwasser per os appliziert.

ACE-Hemmer [,,ACE-Hemmer ‘]

Jedes Tier erhielt einmal téglich oral 0,2 mg/kg KG Ramipril, gelost in 0,5 ml Trinkwasser.
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ACE-Hemmer und Bradykininrezeptor-Blocker [,,ACE-Hemmer & BRB ]

Den Tieren wurde einmal tdglich 0,2 mg/kg KG Ramipril per os verabreicht. Die am ,,Tag 0*
subkutan implantierten osmotischen Minipumpen sorgten fiir eine kontinuierliche Abgabe
von tiglich 50 nmol/kg KG des Bradykininrezeptor 1-Inhibitors des—Argg,[Leug]—Bradykinin.
Icatibant als Bradykininrezeptor 2-Inhibitor wurde einmal tiglich in einer Dosis von

0,5 mg/kg KG subkutan appliziert.

Gruppe Tierzahl Tierzahl Tierzahl
(Zeit nach 3-VO-Operation) CVRC-Messung | Latexangiographie Gesamt
Unbehandelt, nicht operiert 10 10

Unbehandelt (24 Stunden) 10

Kontrolle (21 Tage) 10 10

Kontrolle (7 Tage) 10 10

AT R-Antagonist (21 Tage) 10 10

AT,R-Agonist (21 Tage) 10 10

ACE-Hemmer (7 Tage) 10 10

ACE-Hemmer & BRB (7 Tage) 10 10

Gesamt 150

Tabelle 1 Ubersicht der Tiergruppen und ihrer Grofien. CVRC = zerebrovaskulire Reservekapazitiit,
3-VO = Drei-Gefif3-Verschluss, BRB = Bradykininrezeptor-Blocker.
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3.2.3 ZEITLICHER UBERBLICK

Im Folgenden soll Tabelle 2 einen Uberblick zu den Zeitpunkten der Initial- sowie

Auswertungsoperation und der Behandlungsdauer der jeweiligen Versuchsgruppe geben.

Tag 0 Tag 1 Tag 7 Tag 21
CVRC-
unbehandelt Messung /
Angiographie
unbehandelt CVRC-
(24h) 3-VO Messung /
Angiographie
Kontrolle
(21d)
CVRC-
Qgtf -onist SV Messung /
: Angiographie
AT,R-Agonist
Kontrolle (7d)
CVRC-
ACE-Hemmer 3-VO Messung /
Angiographie

ACE-Hemmer
& BRB

Tabelle 2 Zeitliche Ubersicht des Versuchs. CVRC = zerebrovaskuliire Reservekapazitiit, 3-VO =
Drei-Gefdf3-Verschluss.

3.2.4 DOSISBESTIMMUNG

Bei den fiir die Humanmedizin zugelassenen Medikamenten ARB Candesartan-Cilexetil und
ACE-Hemmer Ramipril wurden die jeweiligen Dosierungen fiir einen ausgewachsenen
Menschen unter Beriicksichtigung des metabolischen Korpergewichtes auf die Ratte

umgerechnet.

33



MATERIAL UND METHODIK

3.3 AUSWERTUNGSVERFAHREN

3.3.1 FUNKTIONELLE AUSWERTUNG NACH BLUTFLUSSMESSUNG

Die Laser-Doppler-Flowmetrie wurde eingesetzt, um den zerebralen Blutfluss zu bestimmen.
Die Lasersonde sendet Licht einer bestimmten Wellenldnge in das Gewebe, welches dieses in
unterschiedlichem Mafle absorbiert. Das reflektierte Licht wird erfasst und in ein elektrisches
Signal umgewandelt. Im Gegensatz zu festem Gewebe, dndert sich die Wellenldnge, wenn der
Laserstrahl auf sich bewegende Zellen wie denen des Blutes trifft. Hohe und Hiufigkeit
dieser Anderungen lassen direkte Schliisse auf die Anzahl und Geschwindigkeit der
Blutzellen zu (Fredriksson, Fors ef al., 2007). Die Messwerte werden in Perfusionseinheiten

(perfusion unit, PU) ausgegeben. Es wurde ein Transmissionsgrad (1) von 0,02 eingestellt.

Parallel zu der Aufnahme wurden mit Hilfe der Software PSW 2 sdmtliche Daten in Echtzeit

graphisch dargestellt und aufgezeichnet, um sie nach der beendeten Operation auszuwerten.

Zunichst mussten sowohl wihrend der 3-VO-Operation als auch bei der CVRC-Messung
Basiskurven bestimmt werden, bevor der dritte GefidB3verschluss resp. die Acetazolamid-
Applikation erfolgten. Fiir die Berechnung der Mittelwerte der Perfusionseinheiten wurden
standardisierte Zeitpunkte festgelegt. Fiir die 3-VO galt, vier 30-sekiindige Zeitspannen zu
erfassen, unmittelbar vor und nach der Okklusion der A. carotis communis sowie noch einmal
fiinf und zehn Minuten danach. Beziiglich der CVRC-Messung wurden 30 Sekunden vor der

Azetazolamid-Injektion bestimmt sowie der Zeitraum ab der ersten bis zur achten Minute.

Die Basiskurven wurden wihrend der rechnerischen Auswertung als 100 % des
Ausgangsblutflusses gewertet. Auf diese Weise konnten die prozentualen Unterschiede der
gemittelten Perfusionseinheiten gegeniiber den Basiswerten errechnet werden. Die Ergebnisse

wurden dementsprechend relativiert, um eine bessere Vergleichbarkeit zu erreichen.

3.3.2 MORPHOLOGISCHE AUSWERTUNG NACH LATEXANGIOGRAPHIE

Im Anschluss an die Latexperfusion wurden die Gehirne mit Hilfe eines Stereomikroskops
mit integriertem Objektmikrometer ausgemessen. Um die Gefde mit einem hoheren Kontrast

vom umliegenden Gewebe abzugrenzen, wurde Latex zuvor mit schwarzer Tinte eingeférbt.
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Im Circulus Willisi der Ratte wurden sowohl ipsi- als auch kontralateral die Arteriae cerebri
posteriores, Aa. communicantes posteriores, Aa. carotides internae, Aa. cerebri mediae und
die Aa. cerebrales anteriores ausgemessen. An jedem Gefid3 wurden an vier verschiedenen
festgelegten Punkten die Diameter bestimmt. Aus diesen vier Werten wurde anschlieend ein

Mittelwert gebildet.

Auf Grund der zuverldssigen Umbauvorginge an den beiden A. cerebri posterior werden
diese bei 3-VO-Studien grundsitzlich ausgewertet, um projektiibergreifende Vergleiche zu
ermoglichen. Basierend auf der verinderten Stromungsphysiologie nach der 3-VO-Operation
sind Wachstumsprozesse an der ipsilateralen A. cerebri posterior markanter als auf der
kontralateralen Seite (Busch, Buschmann et al., 2003; Gatzke, 2011). Dieser Effekt konnte
jedoch nicht in allen 3-VO-Studien beobachtet werden (Diilsner, 2009).

Zudem ist es moglich, dass sich dhnlich ausgeprigte Diameterinderungen auch an den
Aa. cerebri anteriores darstellen. Diese sind allerdings sehr variabel, weshalb von einer

Auswertung mangels Vergleichbarkeit abgesehen wird (Busch, Buschmann ez al., 2003).

3.3.3 HISTOLOGISCHE AUSWERTUNG

Anhand der histologischen Darstellung der Arteria cerebri posterior konnte der
GefiBwandaufbau genau dargestellt und ausgewertet werden. Methodisch kamen dabei die
Héamatoxylin-Eosin  (HE)-Fiarbung zur Schnittiibersicht sowie immunhistochemische
Markierungen zur Anwendung. Die histologische Untersuchung erfolgte ergebnisorientiert
nur fiir die Tiergruppen, welche wihrend der funktionellen und morphologischen Auswertung
bereits eine verbesserte CVRC resp. einen Diameterzuwachs der A. cerebri posterior zeigten.
Es wurden demzufolge die Gehirne von je drei zuféllig ausgewihlten Tieren, die mit dem
ACE-Hemmer behandelt wurden sowie der Gruppe, die ACE-Hemmer und
Bradykininrezeptor-Blockern appliziert bekamen, fiir die Histologie genutzt. Zum Vergleich

wurden analog drei Tiere aus der Kontrollgruppe (sieben Tage) ausgewdhlt.

Gewebevorbereitung

Nach der CVRC-Messung (siehe Punkt 3.3.1) wurde das Gefdlsystem mit einer 4%igen
Formalin-Losung perfundiert und das Gehirn der Ratte so fixiert. Durch die Entnahme des

Gehirns und dessen Aufbewahrung in zehn Milliliter fiir 48 Stunden bei 4° Celsius fand eine
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Nachfixierung statt. AnschlieBend wurde die priparierte Region des Gehirns im Bereich der
A. cerebri posterior in einer beschrifteten Einbettkassette geschiitzt und durchlief dann eine
aufsteigende Alkoholreihe (70 % und 96 % sowie dreimal 100 % Ethanol fiir je eine Stunde),
welche der Entwisserung des Gewebes diente. Nachdem es fiir 30 Minuten in Aceton lag,
wurde das Gewebe zweimal ebenfalls fiir eine halbe Stunde in fliissiges, 60° Celsius heilles

Paraffin Typ 9 verbracht. In einem dritten Paraffinbad verblieb es schlieBlich iiber Nacht.

Am nichsten Tag erfolgte das Ausgiellen des Paraffinblockes an einer AusgieBstation. Das
Gewebestiick wurde so positioniert, dass beim spdteren Anschneiden ein Sagittalschnitt in

Hohe der ipsilateralen Region der A. cerebri posterior erfolgen konnte.
Herstellung der Gewebeschnitte

Das Schneiden dieser Blocke in fiinf Mikrometer diinne Schnitte erfolgte manuell an einem
Rotationsmikrotom. Es wurden fiir die Schnitte Adhésionsobjekttriger verwendet, die auf
Grund einer oberfldchlichen, positiven Ladung im Gegensatz zu Standardobjekttrigern
deutlich bessere Haftungseigenschaften fiir das Gewebe aufweisen. Fiinf Gewebeschnitte
wurden auf einen Adhésionsobjekttriger gezogen und auf diese Weise 30 Objekttriager (OT)
je Tier angefertigt. Zum Trocknen und Anbacken der Schnitte an den OT wurden diese iiber

Nacht im Wirmeschrank bei 60° Celsius aufbewabhrt.
Ubersichtsfirbung mit der Himatoxylin-Eosin-Methode

Um die A. cerebri posterior und gegebenenfalls die A. communicans posterior besser im
Schnitt lokalisieren zu kénnen, wurde aus jeder Schnittreihe ein OT mit Hamatoxylin-Eosin
(HE) gefirbt. Dies erleichterte das Auffinden der A. cerebri posterior wihrend der
immunhistochemischen Auswertung. Die Schnitte wurden zunichst zweimal fiir jeweils fiinf
Minuten in Xylol und anschlieBend fiir je 15 Sekunden in 100 %, 95 %, 80 % und 70 %
Ethanol gebadet. Nach dem Waschen (15 Sekunden) in destilliertem Wasser, wurden die
Schnitte 30 Sekunden mit Mayers Hamalaun-Losung geféarbt und anschlieBend mit Leitungs-
und destilliertem Wasser gewaschen (je 15 Sekunden). Danach erfolgte ein Tauchen (zehn
Sekunden) in Eosin G-Losung 0,5 %. Die Objekttriger wurden dann je 15 Sekunden in 70 %,
80 %, 95 % und zweimalig in 100 % Ethanol gebadet. Nach einem abschlieBenden Bad in
Xylol fiir eine Minute wurden die Schnitte mit Entellan als Eindeckmedium und Deckglidsern

eingedeckt.
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Immunhistochemie

Die Umbauprozesse wihrend der Arteriogenese sind deutlich von proliferativen
GefiBwandidnderungen begleitet. Als Resultat ist neben der morphologisch sichtbaren
Diametervergrolerung eine Verstdrkung der vaskuldren Muskelzellschicht erkennbar. Im
histologischen Querschnitt einer Kollateralarterie kann mit Hilfe des monoklonalen Anti-
Actin, oa-Smooth Muscle-Antikérpers, der direkt mit Fluoresceinisothiocyanat (FITC)
kombiniert ist, spezifisch die o-Isoform des Aktins der glatten GefilBmuskelschichten
markiert werden (Skalli, Ropraz et al., 1986). Die Anzahl der Muskelschichten kann so

ausgezihlt und bewertet werden.

Im aktiven Umbauprozess sind zudem proliferierende Zellkerne in der Tunica intima und
media sowie perivaskuldr vertreten, die man ebenfalls spezifisch markieren und auswerten
kann. Der hierfiir verwendete monoklonale Mouse Anti-Rat Ki-67-Antikorper richtet sich
gegen das in Zellkernen von Ratten wéhrend der aktiven Zellzyklusphase exprimierte Ki-67-
Antigen (Scholzen und Gerdes, 2000). Als Positivkontrolle der Ki-67-Markierung wurden
parallel intestinale Gewebeschnitte der Ratte in dem Protokoll verwendet (Muskhelishvili,
Latendresse et al., 2003). Der Antikorper wurde schlieBlich mit einem Cy3-konjugierten,

sekundiren Antikorper markiert.

Dieser Zweifach-Immunhistochemie folgte zudem eine reine Kernfirbung mit dem
Hoechst 33342-Reagenz. Eine Ubersicht der verwendeten Substanzen ist in Tabelle 3
gegeben.

Substanz bindende Struktur Farbe

Blocken  unspezifischer

Bindungsstellen /

Ziegenserum / Goat serum

Monoclonal Mouse Anti-Rat  Ki-67
Antigen, Clone MIB-5
Cy™3-conjugated AffiniPure Goat Anti- Sekundirantikorper zu

proliferierende Zellen /

orange bis hellrot

Mouse IgG Mouse Anti-Rat Ki-67

Monoclonal Anti-Actin, o-Smooth .. ..
Muscle - FITC antibody glatte GefaBmuskelzellen  hellgriin
Hoechst 33342 DNS blau bis cyan

Tabelle 3 Ubersicht und Details zu den einzelnen Substanzen. DNS = Desoxyribonukleinsdiure,

FITC = Fluoresceinisothiocyanat, 1gG = Immunglobulin G.
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Es wurden insgesamt drei Objekttriger pro Tier ausgewihlt. Jeweils einer vom Beginn, der
Mitte und dem Ende der Schnittreihe. Zuséatzlich wurde ein Schnitt Darmgewebe einbezogen.
Die ausgewdhlten OT mussten zunichst entparaffiniert und rehydriert werden. Hierzu wurden
sie dreimal in Xylol (je zehn Minuten), danach fiir drei Minuten in 100 %, 95 %, 80 % und
70 % Ethanol gebadet. Es folgten Waschungen in destilliertem Wasser, Phosphat-gepufferter
Kochsalzlosung (phosphate buffered saline, PBS) und erneut destilliertem Wasser, jeweils

mindestens fiir eine Minute.

Da das Gewebe formalinfixiert war, benétigte es vor der Markierung eine Vorbehandlung.
Formalin fiihrt zu einer Vernetzung von Proteinen, wodurch es zu einer Maskierung von
Antigenen kommt. Als sogenannte Antigendemaskierung wurde hier nach der
Entparaffinierung und Rehydrierung der Schnitte das Kochen in Zitratpuffer (pH 6,0) mit
0,05 % Tween® 20 als Detergens gewihlt. Das Kochen erfolgte in einer Mikrowelle, zunichst
fiinf Minuten bei 360 Watt (Vorheizen) und danach 15 Minuten bei 600 Watt. Waren die
Schnitte anschlieBend ausreichend abgekiihlt, wurden sie in PBS (drei Minuten) sowie
0,5%igem Tween® 20 (dreimal 15 Minuten) gewaschen. Die Schnitte mussten nun mit einem

Fettstift umrandet werden, damit die aufgebrachten Losungen nicht abflieen konnten.

Nun erfolgte das Blocken mit Ziegenserum (Goat Serum), welches 1:20 in PBSA [PBS mit
bovinem Serumalbumin (BSA)] verdiinnt wurde. Dieser Schritt diente der Blockade
unspezifischer Bindungsstellen. Die Inkubation des Serums fand in einer feuchten Kammer
bei Raumtemperatur fiir 30 Minuten statt. Die jeweils auf eine Inkubation folgenden
Waschschritte waren nétig, um ungebundene Antikorper zu entfernen. So erfolgte hier ein
Waschen in PBS (zwei Minuten), danach wurden die Schnitte mit dem Antikdrper gegen das
Rat Ki-67-Antigen (Monoclonal Mouse Anti-Rat Ki-67 Antigen, 1:50 in PBSA 2 %) fiir zwei
Stunden in der feuchten Kammer inkubiert. Die Objekttriger wurden ebenfalls mit PBS
(zweimal drei Minuten) gewaschen, bevor die Markierung mit dem Sekundirantikorper
Cy™3-konjugiertes Immunglobulin G (Cy™3-conjugated AffiniPure Goat Anti-Mouse IgG,
1:100 in PBSA 2 %) folgte. Auch hiernach wurde mit PBS gewaschen. Im Anschluss erfolgte
eine 30-miniitige Inkubation mit dem Fluoresceinisothiocyanat (FITC)-gelabelten Anti-Actin,
o -Smooth Muscle-Antikorper (Monoclonal Anti-Actin, a-Smooth Muscle - FITC antibody,
1:100 in PBS) in der feuchten Kammer. Nach Waschschritten mit PBS (zweimal drei
Minuten), PBS mit 0,1 % Tween® 20 (drei Minuten) und erneut PBS (drei Minuten) wurde

die Kernfiarbung mittels Hoechst 33342-Reagenz durchgefiihrt (eine Minute), welches wieder
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mit PBS (zweimal drei Minuten) und destilliertem Wasser (eine Minute) von den Schnitten
gewaschen wurde. Mit Hilfe des Eindeckmediums Fluoromount-G und Deckgldsern wurden

die Schnitte abschlieBend eingedeckt.
Auszdhlung der Zellschichten und proliferierenden Kerne

Die angefertigten Schnitte wurden mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops betrachtet. Die
Auswertung wurde geblindet durchgefiihrt, das heifft zum Zeitpunkt der Untersuchung war
unbekannt, von welchem Tier der Schnitt stammte. Unter blauem Fluoreszenzlicht und mit
40-facher VergroBerung wurden die Schichten der mit Anti-Actin, o -Smooth Muscle-
markierten, glatten GefdBmuskelzellen der A. cerebri posterior ausgezihlt (hellgriin
leuchtend). Mit griinem Fluoreszenzlicht konnten die hellroten, mit Mouse Anti-Rat Ki-67
markierten, proliferierenden Kerne lokalisiert werden. Diese wurden unter Betrachtung ihrer
Lage (Tunica intima, Tunica media oder perivaskulér) gezihlt und protokolliert. Um sicher zu
gehen, dass es sich tatsdchlich um hellrot angefidrbte Kerne handelte, konnte dies anhand der
Kernfarbung mit Hoechst 33342-Reagenz unter rotem Licht gegengepriift werden, wodurch
sie blau dargestellt waren. Von jedem Objekttriger wurde ein Mittelwert der
Auszidhlungsergebnisse unter Beriicksichtigung der Anzahl der darauf befindlichen Schnitte

gebildet.

Fiir die fotografische Dokumentation der immunhistochemisch markierten Schnitte wurden
die Aufnahmen der drei Farbspektren digital iibereinander gelagert, sodass alle drei in einer
Abbildung sichtbar und die proliferierenden Kerne durch die Farbmischung in einem pinken

Ton dargestellt wurden.

3.3.4 STATISTISCHE AUSWERTUNG

Die statistische Auswertung aller Daten erfolgte mit dem Programm IBM® SPSS® Statistics
(Version 20.0; IBM Corporation, Armonk/New York, Vereinigte Staaten).

Zwischen den Gruppen wurden die statistischen Unterschiede der Werte iiber eine
einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA, analysis of variance) als Gruppentest berechnet. Als
Post-Hoc-Test wurde der LSD (least significant difference, kleinster signifikanter
Unterschied) genutzt. Dieser Signifikanztest wird zwar als liberal kategorisiert, eignet sich

allerdings gut bei ungleichen Gruppengroflen (Jones, 2002). Da der Alpha-Fehler bei dem
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LSD nicht korrigiert wird, wurden die Signifikanzniveaus (p), die fiir den LSD-Test auf
p 0,05 angesetzt waren, zusitzlich unter Nutzung der false discovery rate (FDR)-Prozedur
korrigiert (nominaler p-Wert) (Benjamini und Hochberg, 1995). Die ermittelten nominalen p-
Werte wurden in den jeweiligen Ergebnissen aufgefiihrt. Aus Griinden der Vergleichbarkeit
mit vorangegangen Studien, bei denen ebenfalls mit dem Drei-Gefil3-Verschluss-Modell
gearbeitet wurde, wurde diese Auswertungsmethode iibernommen (Diilsner, 2009; Glaser,

2010; Gatzke, 2011; Duelsner, Gatzke et al., 2012b).

Bei der Bestimmung des zerebralen Blutflusses wurden die Mittelwerte der Blutflussdnderung
zu den zuvor ermittelten Basiskurven in Relation gesetzt und als Prozentwerte angegeben.
Alle Daten wurden als Mittelwerte (Mean) + Standardabweichung (Standard Deviation, SD)
angegeben, wohingegen die Werte in den Balken- und Liniendiagrammen als Mittelwerte

(Mean) + Standardfehler (Standard Error of Mean, SEM) dargestellt wurden.
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3.4 GERATE, INSTRUMENTE UND REAGENZIEN

Fiir den Versuch waren die im Folgenden aufgefiihrten Materialien und Gerite in Gebrauch.

3.4.1 GERATE
¢ AusgieBstation EC 350 mit Kiihlplatte
MICROM International, Walldorf (Deutschland)

¢ Blutdruckmessgerét

medres — medical research GmbH, Koln (Deutschland)

¢ Blutgasanalysegerit Radiometer ABL555

Radiometer Medical ApS, Brgnshgj (Ddnemark)
¢ Dekapitator

FMI Fohr Medical Instruments GmbH, Seeheim/Ober-Beerbach (Deutschland)
¢ Digitalkamera PowerShot S70

Canon Deutschland GmbH, Krefeld (Deutschland)
¢ FEinbettmaschine Shandon Citadel 1000

Thermo Fisher Scientific, Waltham/Massachusetts (Vereinigte Staaten)
¢ Elektrokoagulator ICC 50

Erbe Elektromedizin, Tiibingen (Deutschland)
¢ Fluoreszenzmikroskop Leica DMR HC

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar (Deutschland)

¢ Haarschneider Philips QC 5000/00
Philips Deutschland GmbH, Hamburg (Deutschland)

¢ Isofluran-Verdampfer Vapor 2000
Drdiger Medical AG & Co. KG, Liibeck (Deutschland)

¢ Laser-Doppler-Perfusionsmesser PeriFlux System 5000

Perimed AG, Jdrfilla (Schweden)

¢ Magnetriihrer mit Heizung RCT basic
IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen (Deutschland)

¢ Narkosebox

Zitt-Thoma GmbH, Freiburg (Deutschland)
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Notebook Samsung X20
Samsung Electronics GmbH, Schwalbach/Ts. (Deutschland)

Objektmikrometer fiir Mikroskop
Leica Microsystems Ltd., Heerbrugg (Schweiz)

Operationsmikroskop OPMI 1FC und Bodenstativ S21
Carl Zeiss AG, Gottingen (Deutschland)

Prazisionswaage LP6200S
Sartorius AG, Gottingen (Deutschland)

Rotationsmikrotom HM 325

MICROM International, Walldorf (Deutschland)
Rotlichtlampe Philips Infrared R95E

Philips Deutschland GmbH, Hamburg (Deutschland)
Spritzenpumpe Perfusor secura

B. Braun AG, Melsungen (Deutschland)
Stereomikroskop MZ6 mit Kaltlichtquelle KLL1500 LCD

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar (Deutschland)

Stereotaxiegerit fiir Ratten

FMI Fohr Medical Instruments GmbH, Seeheim/Ober Beerbach (Deutschland)

Wirmeplatte

Haustechnik, Charité Universitidtsmedizin, Berlin (Deutschland)

3.4.2 CHIRURGISCHES INSTRUMENTARIUM

Chirurgische Schere (gerade spitz/stumpf), Knochenschere, Metzenbaumscheren (gerade
und gebogen), Mikro-Federschere nach VANNAS, chirurgische und anatomische
Pinzetten, Mikroskopierpinzetten (gerade und abgewinkelt), Splitterpinzetten (gerade und
gebogen), Mikro-Pinzetten (gerade), Nadelhalter nach MATHIEU, Arterienklemme
(gebogen), Wundspreizer nach LOGAN (GOLDSTEIN), Klein-Set-Container

Aesculap AG, Tuttlingen (Deutschland)

3.4.3 VERBRAUCHSMATERIALIEN

Alzet® Osmotische Minipumpen

DURECT Corporation, Cupertino/Kalifornien (Vereinigte Staaten)
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Dako Pen
Dako Denmark, Glostrup (Ddnemark)
Deckglaser, 24x60 mm
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karisruhe (Deutschland)

Einbettkassetten Turboflow-II
McCormick™ Scientific, Richmond/Illinois (Vereinigte Staaten)

Einbettschilchen aus Edelstahl
MEDITE GmbH, Burgdorf (Deutschland)

Einmalspritzen BD Plastipak™ (1 ml)
Becton Dickinson GmbH, Heidelberg (Deutschland)

Einmalspritzen BD Discardit™ IT (2 ml, 5 ml, 10 ml, 20 ml)
Becton Dickinson GmbH, Heidelberg (Deutschland)

Fixierpflaster Leukoplast”
BSN medical GmbH& Co. KG, Hamburg (Deutschland)
Kaniilen BD Microlance™ 3, 23 G x 1*; 0,6 mm x 25 mm
Becton Dickinson GmbH, Heidelberg (Deutschland)
Kaniilen BD Microlance™ 3, 30 G x ¥2; 0,3 mm x 13 mm

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg (Deutschland)

Krankenunterlagen Kolibri® extra

Kolibri GmbH, Bad Gottleuba (Deutschland)

Nahtmaterial Ethicon Ethibond® Excel, nicht resorbierbar, synthetisch, geflochten,
beschichtet, 4/0 USP, 1,5 metric, 75 cm

Johnson & Johnson MEDICAL GmbH, Norderstedt (Deutschland)
Nahtmaterial Ethicon Perma-Hand® Seide, nicht resorbierbar, geflochten, 4/0 USP, 1,5
metric, 45 cm

Johnson & Johnson MEDICAL GmbH, Norderstedt (Deutschland)

Objekttriger, SuperFrost® Plus
Thermo Scientific / Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig (Deutschland)

Original-Perfusor®-Spritze OPS 50 ml Luer Lock
B. Braun Melsungen AG, Melsungen (Deutschland)

Polyethylen-Schlauch, kleinlumig, 0,58 mm ID / 0,96 mm OD
Smiths Medical International Ltd., Ashford (Vereinigtes Konigreich)
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Reaktionsgefialie, Safe-Lock, 1,5 ml und 2 ml
Eppendorf AG, Hamburg (Deutschland)

Rohrchen BD Falcon Tubes, konisch, 15 und 50 ml
Becton Dickinson GmbH, Heidelberg (Deutschland)

Skalpellklingen, No. 10
Schreiber™ Instrumente, Schreiber GmbH, Fridingen/Donau (Deutschland)

Tupfer, Zellstoff 4x5 cm
Beese Medical, Karl Beese GmbH & Co. KG, Barsbiittel (Deutschland)

Wattestdbchen
Rauscher & Co. Verbandstoff- und Wattefabrik Lofnitztal GmbH & Co. KG, Oederan
(Deutschland)

3.4.4 PHARMAKA

Ampuwa” (Aqua ad injectabilia - Wasser fiir Injektionszwecke)

Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad Homburg (Deutschland)

Atacand®16mg (Wirkstoff: Candesartancilexetil)
AstraZeneca GmbH, Wedel (Deutschland)

Bepanthen” Augen- und Nasensalbe (Wirkstoff: Dexpanthenol)
Bayer Vital GmbH, Leverkusen (Deutschland)

Diamox” Parenteral Trockensubstanz (Wirkstoff: Azetazolamid-Natrium)

Goldshield Pharmaceuticals Ltd., Croydon/Surrey (Vereinigtes Konigreich)

ﬁrazyr® (Wirkstoff: Icatibant)
Jerini AG / Shire Deutschland GmbH, Berlin (Deutschland)

Forene® (Wirkstoff: Isofluran)
Abbott GmbH & Co. KG, Wiesbaden (Deutschland)

Heparin-Natrium-25000-rati0pharm® (Wirkstoff: Heparin-Natrium)
ratiopharm GmbH, Ulm (Deutschland)

Isotonische Kochsalzlosung 0,9% (Wirkstoff: Natriumchlorid)
Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad Homburg (Deutschland)

Ketavet® 100 mg/ml (Wirkstoff: Ketaminhydrochlorid)
Pfizer / Pharmacia GmbH, Berlin (Deutschland)
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Naropin® 2 mg/ml (Wirkstoff: Ropivacainhydrochlorid 1 H,O)
AstraZeneca GmbH, Wedel (Deutschland)

Paveron® N 25 mg/ml (Wirkstoff: Papaverinhydrochlorid)
Linden Arzneimittel-Vertrieb-GmbH, Heuchelheim (Deutschland)

Ramipril-CT 2,5 mg (Wirkstoff: Ramipril)
CT Arzneimittel GmbH, Berlin (Deutschland)

Rompun® 2 % (Wirkstoff: Xylazinhydrochlorid)
Bayer Vital GmbH, Leverkusen (Deutschland)

T 61 (Wirkstoffe: Embutramid, Mebezoniumiodid, Tetracainhydrochlorid)
Intervet Deutschland GmbH, Unterschleifheim (Deutschland)

3.4.5 CHEMIKALIEN, LOSUNGEN, GASE

Aceton
J.T. Baker®/Avantor™ Performance Materials, Phillipsburg/New Jersey (Vereinigte

Staaten)

Braunol® (Wirkstoff: Povidon-Iod)
B. Braun AG, Melsungen (Deutschland)

Chicago Latex (Industrial Latex Product No. 563)

Spartan Adhesives & Coatings Co., Inc., Crystal Lake/lllinois (Vereinigte Staaten)

Descosept, alkoholisches Schnelldesinfektionsmittel (Wirkstoff: Ethanol)
Dr. Schumacher GmbH, Malsfeld-Beiseforth (Deutschland)

Entellan®

Merck KGaA, Darmstadt (Deutschland)

Ethanol 100%
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe (Deutschland)

Eosin G-Lésung 0,5 %
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe (Deutschland)

Fluoromount-G

SouthernBiotech, Birmingham/Alabama (Vereinigte Staaten)

Indian Ink (Chinesische Tusche, schwarz)

Royal Talens, Apeldoorn (Niederlande)
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Mayers Hamalaunlosung

Merck KGaA, Darmstadt (Deutschland)

Medizinische Gase Sauerstoff (O,) / Distickstoffmonoxid (N,O, Lachgas)
Linde AG, Unterschleifsheim (Deutschland)

Methylcellulose 0,5%ige Losung

Apotheke der Charité Universitdtsmedizin, Berlin (Deutschland)

Paraffin Typ 9
MICROM International, Walldorf (Deutschland)

RNAlater® Solution (Aufbewahrungsreagenz fiir Gewebe)
Life Technologies™ Corp./Ambion®, Carlsbad/California (Vereinigte Staaten)
Softasept® N (Wirkstoff: Ethanol)
B. Braun AG, Melsungen (Deutschland)
Tween®20
Sigma—Aldrich® Corp., St. Louis/Missouri (Vereinigte Staaten)
Xylol (Xylene)
J.T. Baker/Avantor Performance Materials, CenterValley/Pennsylvania (Vereinigte

Staaten)

3.4.6 BIOREAGENZIEN UND ANTIKORPER

Bovines Serumalbumin (Albumin from bovine serum)

Sigma—Aldrich® Corp., St. Louis/Missouri (Vereinigte Staaten)

Compound 21 / C21 (AT,R-Agonist)
Vicore Pharma, Goteborg (Schweden)

Cy™3-conjugated AffiniPure Goat Anti-Mouse IgG (H+L)

Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc., West Grove/Pennsylvania (Vereinigte
Staaten)
des—Arg9, [Leug] -Bradykinin (B;R-Inhibitor)
Biomol GmbH, Hamburg (Deutschland)
Hoechst 33342, Trihydrochloride, Trihydrate
Life Technologies™ Corp./Molecular Probes®, Carlsbad/California (Vereinigte

Staaten)
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¢ Monoclonal Anti-Actin, a-Smooth Muscle - FITC antibody produced in mouse

Sigma—Aldrich® Corp., St. Louis/Missouri (Vereinigte Staaten)

¢ Monoclonal Mouse Anti-Rat Ki-67 Antigen, Clone MIB-5
Dako Denmark, Glostrup (Ddnemark)

¢ Ziegenserum (Goat serum)

Sigma-Aldrich® Corp., St. Louis/Missouri (Vereinigte Staaten)
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4. ERGEBNISSE

4.1 UBERLEBENSRATEN / AUSWERTUNGSRATE

Wie

in der Versuchsstruktur beschrieben, wurden in dieser Studie 150 Tiere zur

Untersuchung der zerebralen Arteriogenese herangezogen (Vgl. hierzu Tabelle 1 und 2 unter

Punkt 3.2). Nach dem operativen Drei-Gefdal3-Verschluss iiberlebten insgesamt 141 Tiere,

deren Gruppenzugehorigkeit in Tabelle 4 aufgefiihrt ist. Aus diesen Zahlen resultierte in

vorliegendem Projekt eine Gesamtiiberlebensrate von 94 %. Die Ursache fiir die Todesfélle

waren stets intra- oder postoperative Atemstillstinde.

Von den 141 Tieren konnten bei 130 Ratten Ergebnisse ermittelt werden, die in die

Auswertung einflossen (Vgl. Tabelle 4). Dies entspricht einer Fehlerrate von 7,8 %. Griinde

fiir ergebnislose Erhebungen waren auftretende Apnoe als Narkosezwischenfall wéihrend der

Blutflussmessung und technische Probleme zum Zeitpunkt der Perfusion.

Gruppe CVRC-Messung | Latexangiographie Gesamt
S| =| 2|5 | =|&8|5|=|8
> 8 = > | & oo | > | & | @
= | B £ = B 3 = | B £
- = - s = =

unbehandelt 10 | 10 | 10 10 10 10

unbehandelt (24h) 10 8 6

Kontrolle (21d) 10 10 | 10 10 9 8

Kontrolle (7d) 10 10 | 10 10 10 10

AT R-Antagonist 10 9 7 10 9 8

AT,R-Agonist 10 | 10 8 10 9 7

ACE-Hemmer 10 | 10 | 10 10 8 8

ACE-Hemmer & BRB 10 | 10 | 10 10 9 8

Gesamt 150 | 141 | 130

Tabelle 4 Ubersicht der im Versuch eingesetzten Tiere unter Angabe derer, die die initiale Operation

iiberlebt haben und derer,

CVRC = zerebrovaskuldire Reservekapazitdt.

deren Untersuchungsergebnisse ausgewertet
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4.2 GEWICHTSVERLAUFE

Das Gewicht eines jeden Tieres wurde als verldssliches MaB fiir den Gesundheitszustand
taglich erfasst. Das durchschnittliche absolute Gewicht am ersten Tag des Versuches lag bei
337,6 = 19,2 Gramm. In den ersten zwei Tagen nach der 3-VO-Operation verloren die Tiere
zwar im Mittel 4,9 +2,1 % an Korpermasse, erlangten jedoch zwischen dem fiinften und

siebenten Tag wieder ihr Ausgangsgewicht.

4.2.1 GEWICHTE IM ERSTEN TEILVERSUCH

Der Gewichtsverlauf in diesem Teilversuch, der der Untersuchung des RAS galt, wurde iiber

den Versuchszeitraum von 21 Tagen beobachtet (Abbildung 7).

= artrolle (21d)
120,00 == AT1R-Antagonist
= ATZ2R-Agonist
— I
= ;
b= 4
S
2 110,00+
=
1]
Q]
")
@
=
-
8 400,007
[+ 1]
|
90,00 AN F N S P N D NN NN N [ S AR R R ER S S R - —
g o 2 3 & 5 B F B 8 A0 R02 A3 1405 986 1F B 1820053

Zeit [Tage]

Abbildung 7 Darstellung des relativen Gewichtsverlaufes iiber 21 Tage, Kontrollgruppe (21 Tage
nach 3-VO, n=19), AT|R-Antagonisten-Gruppe (n=18) und AT,R-Agonisten-Gruppe (n=19).

Betrachtet man die Differenz zwischen Ausgangs- und Finalgewicht, so zeigte sich eine
durchschnittliche relative Gewichtszunahme von 5,7+ 1,9 % bei den Kontrolltieren,
4,7+ 1,9 % bei den mit dem AT;R-Antagonisten behandelten und 7,2 + 2.4 % bei den mit
dem AT,R-Agonisten behandelten Tieren, womit letztere eine signifikant hohere relative
Gewichtszunahme zeigten als die Kontrollgruppe sowie die AT;R-Antagonisten-Gruppe

(nominaler p-Wert  0,033). Dies ist in Abbildung 8 veranschaulicht.
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Abbildung 8 Darstellung der relativen Gewichtsdifferenz iiber 21 Tage, Kontrollgruppe (21 Tage
nach 3-VO, n=19), AT;R-Antagonisten-Gruppe (n=18) und AT,R-Agonisten-Gruppe (n=19).
Fehlerbalken: Standardfehler +/- 1. (*nominaler p-Wert <0,033)

4.2.2 GEWICHTE IM ZWEITEN TEILVERSUCH

Das Gewicht der Tiere in dem KKS-Teilversuch wurde iiber den Versuchszeitraum von

sieben Tagen beobachtet. Der Verlauf ist in Abbildung 9 aufgezeichnet.
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Abbildung 9 Darstellung des relativen Gewichtsverlaufes iiber 7 Tage, Kontrollgruppe (7 Tage nach
3-VO, n=20), die mit ACE-Hemmer behandelte Gruppe (n=18) und Tiere, die mit ACE-Hemmer und
Bradykininrezeptor-Blocker (BRB) (n=19) behandelt wurden.
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Zwischen dem Tag der Operation und der Durchfiihrung von CVRC-Messung oder
Latexangiographie ergab sich ein Gewichtsverlust von 3,9 +2.4 % bei den Tieren in der
Kontrollgruppe, 3,7+1,8% in der mit dem ACE-Hemmer behandelten Gruppe und
2,9+ 1,2 % in der Gruppe, die sowohl mit ACE-Hemmer als auch mit Bradykininrezeptor-
Blockern behandelt wurde. Zwischen den einzelnen Gruppen waren die Unterschiede nicht

signifikant (Abbildung 10).

3,00

1,00

-1,00

relative Gewichtsdifferenz [%]

] _
3,00 p——
1 —
-5,00
-7.,00 T T T
Kortrolle {7} ACE-Hemmer ACE-Hemmer & BRB
Gruppen

Abbildung 10 Darstellung der relativen Gewichtsdifferenz iiber 7 Tage, Kontrollgruppe (7 Tage nach
3-VO, n=20), die mit ACE-Hemmer behandelte Gruppe (n=18) und Tiere, die mit ACE-Hemmer und
Bradykininrezeptor-Blocker (BRB) (n=19) behandelt wurden. Fehlerbalken: Standardfehler +/- 1.

4.3 DREI-GEFAB-VERSCHLUSS

Wihrend der Messung des zerebralen Blutflusses wurden die Ausgangswerte (Basiskurve)
und der zehnminiitige Verlauf nach dem Verschluss der Ligatur an der Arteria carotis
communis sinistra aufgezeichnet. Anhand des dauerhaften Perfusionsabfalls von etwa 50 %
(mindestens jedoch 35 %) wurde gepriift, ob die 3-VO gelungen ist (Vgl. hierzu Abbildung
11).
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Abbildung 11 Beispiel einer Aufzeichnung des zerebralen Blutflusses bei dem Drei-Gefdf3-Verschluss

iiber 10 Minuten. Der Pfeil zeigt den Zeitpunkt der Ligatur der A. carotis communis an.

Werden die Werte des relativen zerebralen Blutflusses aller Gruppen nach der 3-VO
gemittelt, so zeigt sich ein Perfusionsabfall auf 53 + 11 % (Abbildung 12). Keines der Tiere,

deren Drei-Gefid3-Verschluss erfolgreich war, zeigte neurologische Symptome.

100,00

73,00

50,00 S

relativer Blutfluss [%]

25,00

0,00 T T T T
vor 3-Y0 nach 3-YO 2 Min nach 3-vQ 10 Min nach 3-VO

Zeitpunkt

Abbildung 12 Darstellung des relativen Blutflusses vor und bis zu 10 Minuten nach dem Drei-Gefiif3-
Verschluss aller Gruppen. Fehlerbalken: Standardfehler +/- 1.

4.4 MESSUNG DER ZEREBROVASKULAREN RESERVEKAPAZITAT, BLUTGASANALYSE UND
BLUTDRUCK

4.4.1 BLUTGASWERTE

Fiir die Messung der zerebrovaskuldren Reservekapazitit wurde nach der Erfassung einer
Basiskurve als Ausgangswert intravends Acetazolamid appliziert. Damit stieg der

Kohlendioxidpartialdruck (pCO,) des Blutes von 47 + 14 mmHg auf 60 + 16 mmHg an,
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Parallel fiel der pH-Wert von 7,42 + 0,08 auf 7,33 + 0,08 (Abbildung 13). Tabelle 5 stellt die

Mittelwerte der per Blutgasanalyse erfassten Blutwerte dar.
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var ACZ-Applikation nach ACZ-Applikation war ACZ-Applikation nach ACZ-Applikation
Zeitpunkt Zeitpunkt

Abbildung 13 Darstellung der Verdnderung von CO,-Partialdruck und pH des Blutes vor und nach
der Applikation von Acetazolamid (ACZ) aller Gruppen. Fehlerbalken: Standardfehler +/- 1.

vor nach
Acetazolamid-Applikation  Acetazolamid-Applikation
(vor CVRC-Messung) (mnach CVRC-Messung)
pH 7,42 £ 0,08 7,33 £ 0,08
CO,-Partialdruck (mmHg) 46,8 + 14,3 59,8 +15,8
0,-Partialdruck (mmHg) 166,8 +49,3 169,9 +42.1
Héamatokrit (%) 37,5+6,5 40,2 +4.3

Tabelle 5 Blutwerte im Gruppenvergleich. Mittelwerte +/- Standardabweichung.
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4.4.2 MESSUNG DER ZEREBROVASKULAREN RESERVEKAPAZITAT

Der zerebrale Blutfluss vor der Acetazolamid-Applikation wurde mit 100 % als Basis
betrachtet. Die nach der Applikation einsetzende Anderung iiber acht Minuten wurde

schlieBlich prozentual errechnet.

Die CVRC der unbehandelten und nicht operierten Tiergruppe betrug 19 + 6 %. Bei Tieren,
die 24 Stunden vor der Messung einer 3-VO unterzogen wurden, lag dieser Wert bei 1 + 7 %.
Somit war 24 Stunden nach der 3-VO die CVRC nicht nur signifikant verringert, sondern

nahezu aufgehoben.

Die Kontrolltiere, deren CVRC-Messung sieben Tage nach dem Drei-GefidB3-Verschluss
stattfand, hatten eine zerebrale Reservekapazitit von 2 +7 %, was ebenfalls signifikant
geringer war als die der unbehandelten und nicht operierten Gruppe. Wurde die Messung
nach drei Wochen durchgefiihrt, lag der Wert bei 12 + 15 % und war damit signifikant hoher
als bei der 7-Tages-Kontrollgruppe. Demnach erholte sich die zerebrovaskuldre Reaktivitit,
und die Reservekapazitit stieg signifikant gegeniiber der der unbehandelten 24-Stunden-

Gruppe an. Als Ubersicht dienen die in der Abbildung 14 dargestellten Gruppenmittelwerte.

25,007 *

=

15,00

Mittelwert CVRC [%]

5,00

-5,00

T T T T
unkehandelt unbehandelt (24h) Kortrolle (7d) Kontralle (21d)

Gruppe

Abbildung 14 Ubersicht der Gruppenmittelwerte aus der Messung der zerebrovaskuldiren

Reservekapazitit (CVRC). Fehlerbalken: Standardfehler +/- 1. *nominaler p-Wert <0,033.
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Die Abbildung 15 bis Abbildung 18, Abbildung 20 und Abbildung 21 sowie Abbildung 23
und Abbildung 24 zeigen Aufzeichnungen der zerebralen Blutflussmessung beispielhaft aus

jeder Tiergruppe.

ACZ

Zerebraler Blutfluss (CBF) [%]
,

o 1 2 3 4 5 L] T B8

Zoit [min]

Abbildung 15 Aufzeichnung der Messung der zerebrovaskuliren Reservekapazitit (CVRC) eines
unbehandelten, nicht operierten Tieres iiber 8 Minuten nach Acetazolamid-Applikation.
Gruppenmittelwert ist 19 = 6 %. Der Pfeil markiert den Applikationszeitpunkt des Acetazolamids
(ACZ).

ACZ

Zerebraler Blutfluss (CBF) [%]

[} 1 2 3 4 5 6 ¥ 8
Zait [min)

Abbildung 16 Aufzeichnung der Messung der zerebrovaskuliren Reservekapazitit (CVRC) eines
Tieres (24 Stunden nach 3-VO) iiber 8 Minuten nach Acetazolamid-Applikation. Gruppenmittelwert ist
1 £7 %. Der Pfeil markiert den Applikationszeitpunkt des Acetazolamids (ACZ).
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Abbildung 17 Aufzeichnung der Messung der zerebrovaskuldren Reservekapazitit (CVRC) eines
Kontrolltieres (7 Tage nach 3-VO) iiber 8 Minuten nach Acetazolamid-Applikation.
Gruppenmittelwert ist 2 + 7 %. Der Pfeil markiert den Applikationszeitpunkt des Acetazolamids
(ACZ).
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Abbildung 18 Aufzeichnung der Messung der zerebrovaskuliren Reservekapazitit (CVRC) eines
Kontrolltieres (21 Tage nach 3-VO) iiber 8 Minuten nach Acetazolamid-Applikation.
Gruppenmittelwert ist 12 £ 15 %. Der Pfeil markiert den Applikationszeitpunkt des Acetazolamids
(ACZ).

4.4.2.1 Zerebrovaskulédre Reservekapazitit im ersten Teilversuch

Bei den 3-VO-operierten Tieren der Gruppe, die mit der Kontrolllosung iiber 21 Tage
behandelt wurden, betrug die CVRC 12 + 15 %.

Im Vergleich zu der Kontrollgruppe fielen die CVRC-Werte in der AT;R-Antagonisten-
Gruppe (8+5 %) und der AT,R-Agonisten-Gruppe (9% 18 %) geringer aus. Die
Unterschiede zwischen den Gruppen erreichten jedoch kein signifikantes Niveau (Vgl.

Abbildung 19).
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Abbildung 19 Ubersicht der Gruppenmittelwerte der Messung der zerebrovaskuldiren
Reservekapazitit (CVRC). Fehlerbalken: Standardfehler +/- 1.
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Abbildung 20 Aufzeichnung der Messung der zerebrovaskuldren Reservekapazitit (CVRC) eines
Tieres nach AT;R-Antagonist-Behandlung (21 Tage nach 3-VO) iiber 8 Minuten nach Acetazolamid-
Applikation. Gruppenmittelwert ist 12 =15 %. Der Pfeil markiert den Applikationszeitpunkt des
Acetazolamids (ACZ).
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Abbildung 21 Aufzeichnung der Messung der zerebrovaskuliren Reservekapazitit (CVRC) eines
Tieres nach AT,R-Agonist-Behandlung (21 Tage nach 3-VO) iiber 8 Minuten nach Acetazolamid-
Applikation. Gruppenmittelwert ist 12 =15 %. Der Pfeil markiert den Applikationszeitpunkt des
Acetazolamids (ACZ).

4.4.2.2 Zerebrovaskulidre Reservekapazitit im zweiten Teilversuch

Bei den Kontrolltieren, deren zerebraler Blutfluss nach sieben Tagen gemessen wurde, ergab
die CVRC 2 +7 % und war so nach einer Woche verglichen mit den unbehandelten, nicht

operierten Tieren immer noch signifikant verringert.

Die Tiere, welche mit dem ACE-Hemmer behandelt wurden, zeigten eine CVRC von
10+9 %. Diese Werte lagen damit signifikant hoher als die CVRC-Ergebnisse der

Kontrolltiere (sieben Tage).

Wurden die Tiere zusétzlich zum ACE-Hemmer mit Bradykininrezeptor-Blockern behandelt,
ergab die Messung einen Wert von 11 +5 %, was ebenfalls eine signifikante Erhdhung
gegeniiber den Kontrollwerten bedeutet. Es bestand jedoch kein signifikanter Unterschied zu

der mit dem ACE-Hemmer behandelten Gruppe (Abbildung 22).
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Abbildung 22 Ubersicht der Gruppenmittelwerte der Messung der zerebrovaskuldiiren
Reservekapazitit (CVRC). Fehlerbalken: Standardfehler +/- 1. *nominaler p-Wert <0,033.
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Abbildung 23 Aufzeichnung der Messung der zerebrovaskuliren Reservekapazitit (CVRC) eines
Tieres nach ACE-Hemmer-Behandlung (7 Tage nach 3-VO) iiber 8 Minuten nach Acetazolamid-
Applikation. Der Pfeil markiert den Applikationszeitpunkt des Acetazolamids (ACZ).

ACZ

Zerebraler Blutfluss (CBF) [%]
g
I ‘-

0 . 2 3 - . 5 s 7 6
Abbildung 24 Aufzeichnung der Messung der zerebrovaskuliren Reservekapazitit (CVRC) eines
Tieres nach ACE-Hemmer- und Bradykininrezeptor-Blocker-Behandlung (7 Tage nach 3-VO) iiber 8
Minuten nach Acetazolamid-Applikation. Der Pfeil markiert den Applikationszeitpunkt des
Acetazolamids (ACZ).
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CVRC Blutdruck (mmHg)
unbehandelt
s 19+6 % 96 £6
unbehandelt (24h) 1+7 % 92 +8
(n=6)
Kontrolle (21d) 12 +15 % 94 + 10
(n=10)
AT1R-Antagonist 8+5% 88 +5
(n=T7)
AT2R-Agonist 9+ 18 % 96 + 8
(n=8)
Kontrolle (7d)
©210) 2+7 % 89 +10
ACE-Hemmer
10 10+9 % 84£8
ACE-Hemmer & BRB 11+5% 90 +7
(n=10)

Tabelle 6 Ubersicht der Werte von zerebrovaskuliirer Reservekapazitit (CVRC) und Blutdruck im

Gruppenvergleich. Mittelwerte +/- Standardabweichung.

4.4.3 BLUTDRUCKWERTE IM VERGLEICH

Wiihrend jeder CVRC-Messung wurde bei den Tieren zur Uberwachung der Anisthesie der
Blutdruck iiber einen intraarteriellen Katheter gemessen und aufgezeichnet. Die
Blutdruckmittelwerte der Gruppen vor Beginn der CVRC-Messung sind in Tabelle 6 und
Abbildung 25 aufgefiihrt. Dabei fillt auf, dass die Tiere mit 21-tigiger AT;R-Antagonisten-
und die mit siebentdgiger ACE-Hemmer-Behandlung einen verringerten Blutdruck hatten
(88 £ 5 mmHg resp. 84 £+ 8 mmHg). Doch nur bei letzteren war der Blutdruck im Vergleich

mit den unbehandelten, nicht operierten Tieren (96 £ 6 mmHg) signifikant verdndert.
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unbehandet  unbehandelt Kontrolle (21d) ATIR- AT2R-Agonist Kontrolle (7d) ACE-Hemmer ACE-Hemmer
(24h) Antagonist & BRE
Gruppe

Abbildung 25 Ubersicht der Gruppenmittelwerte des arteriellen Blutdruckes. Fehlerbalken:
Standardfehler +/- 1. *nominaler p-Wert <0,013.
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4.5 LATEXANGIOGRAPHIE

Die Abbildung 26 bietet eine topographische
Ubersicht der mit schwarz gefirbtem Latex
perfundierten Gefde des Circulus arteriosus
cerebri (Willisi). Die Messung der Gefdl3-
diameter der jeweiligen Versuchsgruppen ergab
die in Tabelle 7 erfassten Mittelwerte. Der Drei-
GefidB-Verschluss initiierte eine Durchmesser-
vergroBBerung dieser zerebralen Arterien, vor

allem im Bereich der Aa. cerebri posteriores.

Die A. cerebri posterior der Tiere, die zuvor

weder einer 3-VO unterzogen noch behandelt

Abbildung 26 Der Circulus arteriosus cerebri

wurden, war ipsilateral 154 %34 um  und nach der Latexperfusion. BA = A. basilaris,

kontralateral 143 + 19 pm grof. PCA = A. cerebri posterior, PComA =

A. cerebri communicans posterior, ICA =

Die  A. communicans  posterior (ipsilateral A. carotis interna, MCA = A. cerebri media und

196 +34 um,  kontralateral 214 £ 18 um),  Acu = A cerebri anterior.
A. carotis interna (ipsilateral 264 + 28 um,

kontralateral 286 +22 um), A.cerebri media (ipsilateral 196 +38 um, Kkontralateral
214 £ 22 ym) und A. cerebri anterior (ipsilateral 213 + 22 pm, kontralateral 210 + 25 pm)
wurden bei den unbehandelten, nicht operierten Tieren als Vergleichsbasis ebenso

ausgewertet.

4.5.1 DIAMETER DER ARTERIA CEREBRI POSTERIOR IM ERSTEN TEILVERSUCH

Nach 21 Tagen einer Behandlung mit der Kontrolllosung wurde bei den 3-VO-operierten
Tieren ein Durchmesser der A. cerebri posterior von 263 + 30 um ipsilateral und 253 + 39 um
kontralateral gemessen, dies entspricht beidseitig einer signifikanten Vergro3erung gegeniiber

den nicht operierten Tieren.

Mit den Werten der A. communicans posterior (ipsilateral 275 + 57um, kontralateral 246 + 41

um), der A. carotis interna (ipsilateral 367 + 57 um, kontralateral 318 + 45 um), der
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A. cerebri media (ipsilateral 268 + 25 um, kontralateral 232 + 41 um) und der A. cerebri
anterior (ipsilateral 341 + 52 um, kontralateral 285 + 56 um) wurden bis auf die
kontralaterale A. cerebri media ebenfalls nominale Signifikanzniveaus der Kontrolltiere

gegeniiber den unbehandelten Tieren erreicht.

1 Oipsilateral
1 Okontralateral
300 * #
—_
E T T T
= 230 ] 1 T - l T
= -
5 L T I
el
v 1
E
5 1
D- 2007
& ]
e
| T
1509
1 |1 =
100
unbehandelt Kontrolle (21d) AT1R-Antagonist AT2R-Agonist
Gruppe

Abbildung 27 Darstellung der Diameter-Mittelwerte [um] der A. cerebri posterior (PCA) im
Gruppenvergleich des ersten Teilversuchs. * nominaler p-Wert <0,013 ipsilateral, # nominaler p-

Wert <0,013 kontralateral. Fehlerbalken: Standardfehler +/- 1.

Wie auch in Abbildung 27 dargestellt, fiihrte die Behandlung mit dem AT;R-Antagonist
(ipsilateral 265 + 17 um; kontralateral 238 + 45 um) und dem AT,R-Agonisten (ipsilateral
268 + 37 um; kontralateral 244 + 41 um) zu keiner signifikanten Anderung der A. cerebri
posterior -Diameter gegeniiber der entsprechenden Kontrollgruppe. Auffillig zeigten sich
lediglich die ipsilateralen Diameter der A. cerebri media (AT;R-Antagonist: ipsilateral 236 +
19 um; AT,R-Agonist: ipsilateral 233 + 29 um), die signifikant kleiner ausfielen als die der
Kontrollgruppe. AuBerdem war die A. cerebri anterior der AT,R-Agonisten-Gruppe
(ipsilateral 280 + 42 um; kontralateral 237 + 30 um) beidseitig ebenfalls signifikant kleiner
als die der Kontrolltiere. Zwischen AT;R-Antagonist-Behandlung und AT,R-Agonist-
Behandlung war ausschlieBlich die ipsilaterale A. cerebri anterior signifikant verschieden

(AT;R-Antagonist: ipsilateral 325 + 32 um; AT,R-Agonist: ipsilateral 280 + 42 pum).

Die nominalen Signifikanzniveaus lagen in diesem Teilversuch fiir die A. cerebri posterior,
A. communicans posterior und A. carotis interna jeweils beidseitig bei p 0,013, fiir die
A. cerebri media ipsilateral bei p 0,038, kontralateral gab es keine Signifikanz. Fiir die

ipsilaterale A. cerebri anterior war p 0,038 und kontralateral p  0,025.
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4.5.2 DIAMETER DER ARTERIA CEREBRI POSTERIOR IM ZWEITEN TEILVERSUCH

Die Durchmesser der Kontrollgruppe (sieben Tage) maflen 212 + 10 pm auf der ipsilateralen
und 205 + 19 pm auf der kontralateralen Seite. So haben die Tiere, die einer 3-VO unterzogen
wurden, auch nach sieben Tagen gegeniiber den nicht operierten Ratten bereits beidseitig
signifikant vergroBerte Diameter der A. cerebri posterior. Demgegeniiber fielen die
kontralaterale A. carotis interna (228 + 21 um) und die kontralaterale A. cerebri media (187 +

22 um) gegeniiber den nicht operierten Tiere signifikant kleiner aus.

Nach der Behandlung mit dem ACE-Hemmer {iber sieben Tage vergroferte sich die
A. cerebri posterior ipsilateral auf 244 + 18 um und kontralateral auf 232 + 50 um und
erreichte damit ipsilateral ein signifikantes Niveau gegeniiber der entsprechenden
Kontrollgruppe. Daneben erreichte die Vergroferung der A.communicans posterior
(ipsilateral 203 + 31 um, kontralateral 233 + 44 um), der A. carotis interna (ipsilateral 260 +
40 um, kontralateral 280 + 56 um) und der A.cerebri media (ipsilateral 201 + 36 um,
kontralateral 222 + 36 um) jeweils auf der kontralateralen Seite ebenfalls ein signifikantes

Niveau.
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Gruppe

Abbildung 28 Darstellung der Diameter-Mittelwerte [um] der A. cerebri posterior (PCA) im
Gruppenvergleich des zweiten Teilversuchs. * nominaler p-Wert <0,05 ipsilateral, # nominaler p-

Wert <0,025 kontralateral. Fehlerbalken: Standardfehler +/- 1.

Die mit dem ACE-Hemmer und den Bradykininrezeptor-Blockern behandelten Tiere hatten
ebenfalls vergroflerte Diameter der A. cerebri posterior (ipsilateral 274 + 20 um, kontralateral

252 + 20 pm). Auch A. communicans posterior (ipsilateral 259 + 38 um, kontralateral 221 +

64



ERGEBNISSE

22 um), A. carotis interna (ipsilateral 302 + 43 um, kontralateral 269 + 37 um), A. cerebri
media (ipsilateral 223 + 33 um, kontralateral 212 + 12 um) und A. cerebri anterior (ipsilateral
243 + 48 pum, kontralateral 226 + 30 um) zeigten vergroBBerte Diameter. Im Vergleich mit der
Kontrollgruppe stellte sich somit bei der A. cerebri posterior bilateral, A.communicans
posterior ipsilateral, A. carotis interna bilateral sowie der A. cerebri anterior kontralateral eine
Signifikanz dar. Im Vergleich mit der mit dem ACE-Hemmer behandelten Gruppe waren die
ipsilateralen A. cerebri posterior, A. communicans posterior, A. carotis interna und A. cerebri

anterior signifikant vergroBert (Abbildung 28).

Die nominalen Signifikanzniveaus lagen im zweiten Teilversuch fiir die A. cerebri posterior
ipsilateral bei p 0,05, fiir die A. cerebri posterior kontralateral, A. communicans posterior
beidseitig, A. carotis interna ipsilateral und A. cerebri anterior ebenfalls beidseitig bei jeweils
p  0,025. Fiir die ipsilaterale A.cerebri media bestand keinerlei Signifikanz. Bei der

kontralateralen A. carotis interna und A. cerebri media galtp 0,038.

Zur Veranschaulichung sollen in Abbildung 29 reprédsentative Beispiele aus den jeweiligen

Gruppen dienen.

65



ERGEBNISSE

Abbildung 29 Vergleich von Aufnahmen der Aa. cerebri posteriores nach Latexperfusion. A =
unbehandelt, B = Kontrolle (21d), C = AT ;R-Antagonist, D = AT,R-Agonist, E = ACE-Hemmer und
F = ACE-Hemmer & Bradykininrezeptor-Blocker. BA = A. basilaris, SCA = A. cerebelli superior,

PCA = A. cerebri posterior, i = ipsilateral, ¢ = kontralateral.
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A. cerebri posterior

A. communicans

A. carotis interna

A. cerebri media

A. cerebri anterior

posterior
ipsi kontra ipsi kontra ipsi kontra ipsi kontra ipsi kontra
?::f(l)‘)a“de“ 15434 14319  196+34  214%18  264+28  286+22  196+38  214%22  213£22  210%25
zfl‘:g)“’“e (21d) 263+30°  253+39°  275:57°  246+41° 36757 31845  268+25 23241  341+52°  285+56
élgl)"A“tag"“iSt 265+17  238+45  251+29  243+24  362+38  291£28 23619  226+23  325+32"  257+34
élT;;)"Ag"“iSt 268+37  244+41  249+50 24819 34149 30121  233x29"  231x28  280+42"  237+30°
g‘;‘ito")"“e (7d) 212+10°  205+19°  201+35 191+18 243225  228+21°  212+40  187+22°  206+27 18723
élgg)-Hemmer 244+ 18" 232+£50 20331 23344 26040  280+56° 20136  222+36° 200+43f  236+64
élgg)'Hemmer &BRB  p74100% 25220  250:38% 221222 30243 260237 223%33 21212 243248F 226+ 30"
Tabelle 7 Ubersicht der Ergebnisse aus der Latexangiographie. Mittelwerte + Standardabweichung, auf volle um gerundet, ipsi = ipsilateral,

kontra = kontralateral. * p <0,05 gegeniiber den Unbehandelten, # p <0,05 gegeniiber der jeweiligen Kontrollgruppe (7 resp. 21 Tage), T p <0,05 AT,R-

Antagonist gegeniiber AT,R-Agonist, ¥ p <0,05 ACE-Hemmer gegeniiber ACE-Hemmer plus Bradykininrezeptor-Blocker.
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4.6 HISTOLOGIE

Fiir die histologische Auswertung wurden die Gehirne von je drei Tieren der Kontrollgruppe
(sieben Tage), der ACE-Hemmer-Gruppe und der Gruppe, die mit ACE-Hemmer und
Bradykininrezeptor-Blocker behandelt wurden, untersucht. Aus jeder Schnittreihe, die pro
Tier angefertigt wurde, wurde jeweils ein Objekttriger aus der Anfangs-, Mittel- und

Endregion gewihlt und fiir die immunhistologische Untersuchung verwendet.

Die Auszidhlung der einzelnen Parameter der Arteria cerebri posterior ergab die in Tabelle 8

aufgezeigten Ergebnisse.

Gruppe Schnitte Kerne Kerne Kerne SMC-
upp (Anzahl) (T intima) (T. media)  (perivaskulir)  Schichten
é‘igt)m”e (7d) 50 1,24 +0,67 104+080  0,76+0.55 2,62+ 0,44
ég:) Hemmer 47 0,48 + 0,65 0,41+ 1,13 0,17 +0,38" 3,23+047
ACE-Hemmer &
BRB 47 1,11 0,82 0,50 + 0,66 0,13 +0,23" 3,36 £ 0,45
(n=3)

Tabelle 8 Ubersicht der Ergebnisse aus der immunhistochemischen  Untersuchung.
Mittelwerte + Standardabweichung, auf zwei Stellen nach dem Komma gerundet, SMC = smooth
muscle cells (glatte Muskulatur), T. = Tunica. * nominaler p-Wert < 0,033 gegeniiber der

Kontrollgruppe (7d).

Alle Antikorper, die wihrend dieser Farbung verwendet wurden, sind fiir formalinfixierte, in
Paraffin gebettete Schnitte geeignet. Zu Beginn konnte mit dem Ziegenserum eine sehr gute

Blockade unspezifischer Bindungsstellen erzielt werden.

Anzahl der Schichten glatter Muskulatur

Die Markierung mit dem Anti-Actin, a-Smooth Muscle — FITC-Antikorper fiihrte unter
blauem Licht zu einer hellgriinen Darstellung der Muskelzellschichten in der GefdBwand,
wodurch diese abgrenz- und zéhlbar waren. Die Kontrollgruppe (sieben Tage) zeigte im
Mittel 2,62 + 0,44 Schichten glatter GefaBmuskulatur im Querschnitt der A. cerebri posterior.
Dagegen waren die Muskelzellschichten der ACE-Hemmer-Gruppe (3,23 + 0,47) und der
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Gruppe, die mit ACE-Hemmer und Bradykininrezeptor-Blockern behandelt wurde (3,36 +
0,45), signifikant erhoht. Diese Ergebnisse sind in der Abbildung 30 veranschaulicht.

3,75 ¥

3,50 il

3,254
3,00

2

75 e

Anzahl der SMC-Schichten der
ipsilateralen PCA

2 507 il

2 25 . T
Hantralle (7d) ACE-Hemmer  ACE-Hemmer & BRB

Gruppe

Abbildung 30 Darstellung der Anzahl glatter Gefifsmuskelschichten der A. cerebri posterior (PCA) im
Gruppenvergleich. SMC = smooth muscle cells / glatte Muskelzellen. * nominaler p-Wert <0,033.
Fehlerbalken: Standardfehler +/- 1.

Anzahl proliferierender Zellkerne

Mit Hilfe des Cy3-markierten Ki-67-Antikorpers wurden einzelne, in der Interphase des
Zellzyklus befindliche Zellkerne detektiert, die zusitzlich mit einer Hoechst-Zellkernfarbung
gegengefirbt wurden. Dadurch konnten diese aktiven Kerne deutlich von anderen Zellkernen

unterschieden werden.

In der Tunica intima der A. cerebri posterior fanden sich dabei in der Kontrollgruppe im
Mittel 1,24 + 0,67 aktive Zellkerne, in der Gruppe ,,ACE-Hemmer & BRB* 1,11 + 0,82.
Demgegeniiber war die Anzahl proliferierender Kerne in der ACE-Hemmer-Gruppe

signifikant reduziert (0,48 + 0,65).

In der Tunica media waren keine signifikanten Unterschiede in Bezug auf aktive Zellkerne
erkennbar [Kontrolle (7d) 1,04 = 0,80; ACE-Hemmer-Gruppe 0,41 + 1,13 und die mit ACE-
Hemmer und Bradykininrezeptor-Blockern behandelte Gruppe 0,50 + 0,66].

69



ERGEBNISSE

Im perivaskuldren Bereich hingegen zeigten sich in der Kontrollgruppe signifikant mehr
proliferierende Zellkerne (0,76 = 0,55) als in der mit ACE-Hemmer behandelten Gruppe
(0,17 £ 0,38) sowie der Gruppe, die mit ACE-Hemmer und Bradykininrezeptor-Blockern
behandelt wurde (0,13 £ 0,23). Als Gegeniiberstellung dieser Auswertung dient Abbildung
31.
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Abbildung 31 Darstellung der Anzahl proliferierender Zellkerne der A. cerebri posterior im
Gruppenvergleich. * nominaler p-Wert <0,033. Fehlerbalken: Standardfehler +/- 1.

Fotografische Darstellung der Immunfluoreszenz-Auswertung

Die jeweilig eingesetzten Antikorper agieren in verschiedenen Wellenldngenspektren, das
heiB3t sie fluoreszierten auch nicht unter einer einheitlichen Wellenlidnge. Zur fotografischen
Darstellung wurden daher die Einzelaufnahmen {ibereinander gelegt. Dadurch firbten sich
proliferierende Kerne pink (hellrot auf blau). Die Abbildung 32 und Abbildung 33 zeigen
zum einen Anschnitte der A. cerebri posterior sowie der A. communicans posterior und zum
anderen unterschiedliche Lokalisationen von markierten, proliferierenden Zellkernen der
GefiBwand. Die Abbildung 34 demonstriert repridsentative Beispiele aus den jeweiligen

Versuchsgruppen.
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Abbildung 32 Sagittal angeschnittene Hirnregion mit der ipsilateralen A. cerebri posterior (links) und
A. communicans posterior (rechts) im Querschnitt. Griin = Anti-Actin, o-Smooth Muscle-markierte

glatte Gefdafimuskelzellen, blau = Hoechst 33342-markierte Zellkerne, pink = Anti-Rat Ki-67-

markierte Zellkerne (im Proliferationsstatus).

Abbildung 33 Unterschiedliche Formen bzw. Lokalisierung der proliferierenden Zellkerne. Sichtbare
Endothelzellkerne (A) und Kerne der Gefdfsimuskelzellen (B). Griin = Anti-Actin, a-Smooth Muscle-
markierte glatte Gefifsmuskelzellen, blau = Hoechst 33342-markierte Zellkerne, pink = Anti-Rat Ki-

67-markierte Zellkerne (im Proliferationsstatus).



ERGEBNISSE

Abbildung 34 Beispielbilder der immunhistochemischen Untersuchung aus der Kontrollgruppe (A), der mit ACE-Hemmer behandelten Gruppe (B) und der
Gruppe, die sowohl mit ACE-Hemmer als auch mit Bradykininrezeptor-Blockern behandelt wurde (C). Die Pfeilspitzen markieren proliferierende Zellkerne.

Griin = Anti-Actin, a-Smooth Muscle-markierte glatte Gefifimuskelzellen, blau = Hoechst 33342-markierte Zellkerne, pink = Anti-Rat Ki-67-markierte
Zellkerne (im Proliferationsstatus).
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5. DISKUSSION

Das Anliegen dieser Arbeit war es, den potentiellen Einfluss der Angiotensin II-Rezeptoren
vom Subtyp 1 und 2 auf das zerebrale Kollateralwachstum zu untersuchen, da sie eine hohe
vaskuldre Aktivitit zeigen und an Strukturinderungen der GefdBwand beteiligt sind (Mehta
und Griendling, 2007). Dariiber hinaus wurde das Potenzial des Kallikrein-Kinin-Systems,
kollaterales GefdBwachstum zu stimulieren, untersucht. Insbesondere die Schnittstelle des
RAS und KKS, das Angiotensin Converting Enzyme (ACE), war hierbei von Interesse. Eine
Hemmung des ACE fiihrt zu einer Anhdufung von Bradykinin, von dem gezeigt werden
konnte, dass es stimulierende Wirkung auf das Kollateralwachstum besitzt (Gatzke, 2011;

Hillmeister, Gatzke et al., 2011).

Die vorliegende Dissertation demonstriert erstmals die Auswirkungen einer Beeinflussung
des RAS und KKS auf die zerebrale Arteriogenese im normotensiven Tier. In Bezug auf die
Angio- und Atherogenese wurden dem AT;R bereits proliferative Eigenschaften
nachgewiesen (Nickenig, 2002; Sasaki, Murohara er al., 2002). Angesichts der Parallelen
dieser vaskuliren Umbauprozesse riickte nun die Uberpriifung der Einfliisse auf die
Arteriogenese ins Blickfeld. Die Annahme, dass eine Inhibierung des AT R, wie sie in dieser
Arbeit durchgefiihrt wurde, auch mit einer Proliferationshemmung wihrend des
Kollateralwachstums einhergeht, hat sich hier nicht bestitigt. Auch die Stimulation mit dem
AT,R-Agonisten, der dem ATR gegeniiber counterregulatorisch wirkt, hemmte die zerebrale

Arteriogenese nicht signifikant.

Demgegeniiber konnte gezeigt werden, dass die Hemmung des ACE und die korrelierende
erhohte Bradykininkonzentration das kollaterale Wachstum gefordert hat. Dagegen wurde
durch die zusitzliche Blockade beider Kininrezeptoren der arteriogene Prozess nicht - wie

erwartet - aufgehoben, sondern erfuhr paradoxerweise eine weitere Stimulation.
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5.1 BEWERTUNG DER METHODEN

5.1.1 DREI-GEFA8-VERSCHLUSS-MODELL

Zur Erzeugung einer zerebralen Hypoperfusion wurde der Drei-Gefid3-Verschluss, d.h. ein
bilateraler Verschluss der Aa. vertebrales gefolgt von einer Ligatur der linken A. carotis
communis, durchgefiihrt. Dadurch kommt es zu einem verdnderten Blutfluss im Circulus
arteriosus cerebri (Willisi), sodass der Blutfluss durch das vorhandene Kollateralgefi3system
umgeleitet wird. Durch die verstirkte Beanspruchung dieser Arteriolen findet ein
Umbauprozess statt, an dessen Ende ein funktionell ausgereiftes Kollateralgefid3 steht. Im
Jahre 2003 haben Busch und seine Kollegen die Etablierungsstudie fiir dieses
Versuchsmodell veroffentlicht. Die bedeutendste Eigenschaft dieses in vivo-Modells ist es,
die Arteriogenese im zerebrovaskuldren System zu induzieren, ohne dabei Gewebeschidden

hervorzurufen (Busch, Buschmann ez al., 2003).

Die GefiBarchitektur des Circulus arteriosus cerebri (Willisi) weist nur wenige Unterschiede
zwischen Mensch und Ratte auf. Die groBen, den Kollateralring bildenden GefiBle sind
morphologisch bei beiden Spezies vergleichbar. In dem rostralen Anteil lassen sich
Unterschiede beziiglich der Arteria cerebri anterior erkennen, die beim Menschen meist nur
einseitig, bei Ratten aber beidseitig prominent ausfillt. Daneben ist die Arteria olfactoria zwar
bei der Ratte, aber nicht beim Menschen ausgebildet (Lee, 1995). Dies bietet eine gute
Voraussetzung, die Reaktion von Kollateralgefdlen im zerebralen System wihrend des
Zustandes einer Hypoperfusion im Tiermodell zu simulieren. Die Fihigkeit der Kollateralen,
das Gehirn trotz einer Minderung des Blutflusses addquat zu versorgen, ist von groBer
medizinischer Bedeutung und unterliegt in der Klinik sowohl funktionellen als auch
bildgebenden Untersuchungen. Der Grad der KollateralgefdBausbildung ist mitunter fiir das
Eintreten oder Ausbleiben eines ischdmischen Insultes entscheidend (Derdeyn, Videen et al.,

1999; Liebeskind, 2005).

Es ist demnach durchaus anzunehmen, dass eine Ubertragbarkeit der Erkenntnisse aus dem
zerebralen Hypoperfusionsmodell in der Ratte auf den Menschen moglich ist. Auf Grund des
regen wissenschaftlichen Interesses am zerebralen Kollateralwachstum, gerade in Bezug auf
zerebrale Ischdmien, wurde das Drei-Gefdl-Verschluss-Modell in diversen Projekten an
verschiedenen Instituten erfolgreich verwendet (Buschmann, Busch et al., 2003; Schneeloch,

Mies et al., 2004; Hillmeister, Lehmann et al., 2008; Duelsner, Gatzke et al., 2012a).
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Alternative Versuche fiir den spezifischen Ansatz, die zerebrale Arteriogenese operativ zu
induzieren, ohne dabei eine zerebrale Ischdmie auszulOsen, haben sich bisher nicht
durchsetzen konnen. Reduziert man die Verschliisse auf zwei (Aa. vertebrales) oder lediglich
ein Gefidll (A. carotis communis), so ldsst sich bei der Ratte keine dauerhafte oder
himodynamisch ausreichende Hypoperfusion erzeugen. Werden dagegen alle vier Gefille
okkludiert (Aa. vertebralis und A. carotis sinistra et dextra), iibersteigt das die
Kompensationsfihigkeit des Kollateralsystems und der zerebrale Blutfluss féllt stark ab.
Auch dies konnten Busch und Kollegen beweisen (Busch, Buschmann et al., 2003). Es soll
jedoch erwédhnt werden, dass das 3-VO-Modell nicht auf die Maus iibertragbar ist (nicht
publizierte Daten vorangegangener Studien). Bei der Maus lédsst sich bereits durch den
Verschluss einer A. carotis communis (common carotid artery occlusion, CCAQO) eine
Blutflussdnderung erzielen, die fiir eine Induktion der zerebralen Arteriogenese ausreichend

ist (Duelsner, Gatzke et al., 2012b).

Mit dem vorliegenden Projekt konnte einmal mehr die Reproduzierbarkeit dieses 3-VO-
Modells in der Ratte bestétigt werden. Es zeigt seine Eignung, die vaskuldren Umbauprozesse
wihrend der zerebralen Arteriogenese zu analysieren und zu bewerten. Basierend auf dieser
Stabilitit, die bereits in den o.g. Arbeiten bewiesen werden konnte, wurde im Rahmen des
vorliegenden Projektes auf den FEinsatz von Sham-Gruppen verzichtet. Solche Gruppen

dienen lediglich dazu, die Effekte eines Modells zu validieren.

5.1.2 MESSUNG DER ZEREBROVASKULAREN RESERVEKAPAZITAT

Die physiologische Basis, die man fiir die Messung der zerebrovaskuldren Reservekapazitit
ausnutzt, ist die zerebrale Autoregulation. Punkt 3.1.2 beschreibt dies im Detail. Die CVRC-
Messung ermoglicht eine Quantifizierung der zerebrovaskuldren Reaktivitit als funktioneller

Parameter zur Bestimmung der zerebralen Arteriogenese.

Mit Hilfe der Laser-Doppler-Flowmetrie wird bereits seit den 1970er Jahren der Blutfluss in
der Mikrozirkulation non-invasiv gemessen (Fredriksson, Fors et al., 2007). Diese Messung,
ggf. auch mittels Doppler-Ultraschall, in Kombination mit dem Acetazolamid-
Stimulationstest hat ldngst Einzug in die Klinik gehalten, um wichtige Erkenntnisse beziiglich
des Gefédlstatus von Patienten zu erhalten sowie ein effektives Monitoring zu gewihrleisten

(Rogg, Rutigliano et al., 1989; Piepgras, Schmiedek et al., 1990; Stoll und Hamann, 2002).
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Nach einer 3-VO wird der zerebrale Blutfluss im Circulus arteriosus cerebri (Willisi) so
umgeleitet, dass die Kollateralgefile in vermehrtem Mafle beansprucht werden, da das zu
transportierende Blutvolumen erhoht ist (Hossmann, 1993). Das fiihrt zu einer maximalen
passiven Vasodilatation dieser Gefde, um die ausreichenden Perfusion des Gehirns
aufrechtzuerhalten. In der Folge kann nun kein zusidtzlicher Stimulus eine weitere
Vasodilatation hervorrufen. Dies bedeutet, dass die zerebrovaskuldre Reservekapazitit null
entspricht, also aufgehoben ist. Durch die verstirkte Beanspruchung und die somit erhohte
Schubspannung an der GefdBwand wird das Endothel aktiviert und die adaptive
Arteriogenese wird eingeleitet. Die Kollateralen wachsen im Durchmesser und in der Linge,
wodurch wiederum nicht nur der Grundbedarf des Gewebes gedeckt wird, sondern dariiber
hinaus die zerebrale Autoregulation wieder einsetzen kann (Busch, Buschmann et al., 2003;

Franco Folino, 2007).

Ein wirksamer Stimulus fiir eine maximal durchfiihrbare zerebrale Vasodilatation in vivo ist
die Gabe von Acetazolamid. Dieser Carboanhydrase-Hemmer erhoht den pCO, und senkt
parallel den pH des Blutes. Beides lasst sich mit Hilfe einer Blutgasanalyse kontrollieren.
Durch den Abfall des Blutdruckes werden die arteriellen Gefde im Gehirn gemall der
Autoregulation weit gestellt (Rogg, Rutigliano et al., 1989; Franco Folino, 2007). Der
unterschiedliche Reifungsgrad der Kollateralen spiegelt sich schlieBlich in der Hohe der
CVRC wider. Somit kann der Einfluss verschiedener Agenzien auf die Arteriogenese

funktionell abgeschitzt werden.

Neben der Gabe von Acetazolamid lédsst sich eine zerebrale Vasodilatation auch iiber eine
direkte Beatmung mit erhohtem CO; erzielen, wodurch folglich auch der pCO, des Blutes
ansteigt. Busch et al. verwenden diese Methode (Busch, Buschmann et al., 2003). Sie ist aber
aus Griinden der Praktikabilitit und Modellsicherheit von der Acetazolamid-Applikation
ersetzt worden. Von dem Acetazolamid geniigt bei der Ratte iiblicherweise eine Dosis von
20 mg/kg KG, um standardisierte maximale Effekte zu erzielen (Demolis, Florence et al.,
2000; Duelsner, Gatzke et al., 2012b; Duelsner, Gatzke et al., 2012a). Der in der
Humanmedizin weiterhin iibliche Breath-Holding (engl., Atemanhalten)- und auch der Hand-
Gripping-Test (englisch fiir Handgreifen) zur Steigerung der zerebralen Perfusion sind im

Tierversuch nicht anwendbar (Stoll und Hamann, 2002).
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Bei der Untersuchung eines funktionellen Parameters ist es immer ratsam, sich an ein striktes
Protokoll zu halten, da die Streuung der Ergebnisse durch verschiedenste Einfliisse moglichst
gering gehalten werden sollte. Ein Kriterium, welches die funktionalen Parameter beeinflusst,
ist das Vorhandensein individueller anatomischer Varietiten. Solche biologischen
Eigenschaften konnten mit einer angemessenen Gruppengrofle von mindestens sechs Tieren
ausgeglichen werden. Auch musste auf die Wahl des Rattenstammes geachtet werden, da das
3-VO-Modell fiir Ratten vom Sprague-Dawley-Stamm optimiert wurde, die im Vergleich zu
Wistar-Ratten eine einheitlichere und deutlichere Kollateralausbildung zeigen (Busch,
Buschmann et al., 2003). Weitere wichtige Kriterien sind die Einhaltung des Narkoseregimes
und der Umgebungstemperatur, da Abweichungen zu einer Beeintrichtigung der Methode

fiihren konnen und das Auswerten erschweren bzw. unméglich machen.

Sind diese Grundlagen bekannt und erfolgt eine gezielte Einhaltung der Methodenablaufe, so
lassen sich anhand des funktionellen Mechanismus der zerebrovaskuldren Reaktivitit

zuverlidssig Beeinflussungen der arteriogenen Signalwege analysieren.

5.1.3 LATEXANGIOGRAPHIE

Fiir die morphologische Auswertung der Gefddiameter wurde mit schwarzer Tinte gefirbte
Latexmilch iiber die A. carotis communis in das zerebrale GefidB3system perfundiert. Die
postmortale Latexangiographie ist eine Methode, die Coyle und Kollegen zur Untersuchung
von Hirngefdlen verdffentlichten (Coyle und Jokelainen, 1983; Coyle und Panzenbeck,
1990). Erst Maeda et al. mischten die Latexmilch mit einer kleinen Menge schwarzer Tinte,
um den Kontrast zum umliegenden Hirngewebe zu erhohen (Maeda, Hata et al., 1998). Diese
modifizierte Methode hat sich seither zur Darstellung von zerebralen Gefdflen im Tiermodell

durchgesetzt und findet in verschiedenen Forschergruppen bestindig Anwendung.

In tiefer Narkose erfolgte die Applikation von Papaverin, was iiber die Relaxation von glatten
Muskelzellen vasospasmolytisch wirkt, wodurch sich die Gefid3e maximal weitstellen und das
Tier durch die akut einsetzende Hypotonie schmerzlos stirbt. Nur mittels einer maximalen
Vasodilatation konnte ein standardisierter Vergleich der Gefd8durchmesser gewihrleistet
werden. Damit sich die Viskositit der Latexmilch nicht erhohte, wurde auf deren
Warmhaltung bis zur Anwendung geachtet. Um eine kiinstliche Dehnung oder gar eine
Ruptur der zerebralen GefidBle zu verhindern, wurde fiir die Perfusion eine automatische

Pumpe genutzt, sodass ein Druck von 150 mmHg nicht iiberschritten werden konnte.
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Weiterhin waren die Inzisionen der linken Arteria carotis communis sowie des rechten
Herzohres obligat, um einer Druckerh6hung zu entgehen. In seltenen Féllen konnte es durch
individuell-anatomische Besonderheiten dennoch zu Rupturen kommen, falls durch diese der
Abfluss des fliissigen Latex behindert war. Solche Tiere konnten nicht in die Auswertung
einbezogen werden, da die GefiBfiillung durch erhohte Driicke beeinflusst und damit die

Werte der Diameter fehlerhaft gewesen wiren.

Nach Abschluss der Latexperfusion musste schlieBlich auf eine ausreichende Kiihlung des
Tieres vor der Dekapitation geachtet werden, andernfalls wire es moglich gewesen, dass
Latex iiber die durchtrennte Arteria basilaris wieder aus dem Circulus arteriosus cerebri

(Willisi) herausflie3t und die Gefil3e kollabieren.

Auch in dem vorliegenden Projekt erwies sich die Latexangiographie als zuverldssige

Methode, mit der eine morphologische Auswertung sehr gut durchgefiihrt werden konnte.

5.1.4 HISTOLOGIE

Fiir die histologische Auswertung wurden die HE-Farbung und die Immunhistochemie
gewihlt. Die letztere, sehr sensible Methode verlangte eine strikte FEinhaltung des

Versuchsprotokolls, um aussagekriftige Ergebnisse zu erzielen.

Der verwendete monoklonale Antikorper gegen das in Zellkernen von Ratten exprimierte
Ki-67 ist ein Immunglobulin G (IgG) 1 aus der Maus. Das Ki-67-Antigen ist ausschlieBlich in
Zellkernen vorzufinden, die sich in der aktiven Phase ihres Zellzyklus befinden (Scholzen
und Gerdes, 2000). Zur Markierung dieses IgG1 wurde ein Cy3-konjugierter sekundirer
Antikorper gegen IgG der Maus eingesetzt. Dieser reagiert sehr spezifisch nur auf das IgGl,
das heilit nicht mit anderen Maus-IgG-Untergruppen. Als Positivkontrolle der
Anti-Ki-67/Cy3-Fiarbung wurde parallel ein Kolonschnitt der Ratte gefarbt. Zur genauen
Differenzierung ruhender und aktiver Zellkerne war eine Gegenfarbung mit Hoechst 33342-

Reagenz sehr hilfreich.

Der Antikorper spezifisch gegen die a-Isoform des Aktins von glatten Muskelzellen ist ein

IgG2a der Maus (Skalli, Ropraz et al., 1986) und ist bereits direkt mit FITC markiert.

78



DISKUSSION

5.2 INTERPRETATION DER ERGEBNISSE

5.2.1 EINFLUSS AUF DAS KORPERGEWICHT

Wihrend der tdglichen klinischen Untersuchung der Versuchstiere wurden deren Gewichte
iber den jeweiligen Versuchszeitraum gemessen und protokolliert. Auf diese Weise lie3 sich

der Gesundheitsstatus der Ratten kontinuierlich beobachten.

Bei der Verwendung des 3-VO-Modells zeigt sich einheitlich, dass unabhédngig von der Art
der Behandlung in den ersten beiden Tagen post operationem ein Gewichtsverlust von etwa
fiinf Prozent eintritt (Diilsner, 2009; Glaser, 2010; Gatzke, 2011). In der Regel erlangen Tiere,
die in diesem Modell eingesetzt werden, etwa eine Woche nach der OP wieder ihr
Ausgangsgewicht. Dies konnte hier ebenfalls bestitigt werden, besonders im ersten
Teilversuch. Die Ratten im Teilversuch II erreichten bis zum Tag der Auswertung noch nicht
ganz das Ausgangsgewicht, wobei sich auch zeigte, dass die ACE-Hemmer-Gruppe im
Vergleich am weitesten vom Ausgangsgewicht entfernt war. Eine Signifikanz konnte dabei

nicht beobachtet werden.

Der Gewichtsverlust nach der OP scheint in Zusammenhang mit der Invasivitit des
3-VO-Eingriffes sowie der einsetzenden Hypoperfusion zu stehen, da Ratten in anderen
Studien weniger Gewichtsverlust zeigten, wenn sie eine simulierte 3-VO erhielten, das heifit
eine Operation ohne den Gefallverschluss (Sham-Operation). Je grofer ein invasiver Eingriff
ist, desto deutlicher ist die postoperative Stressantwort, welche zu einer katabolen
Stoffwechsellage fiihrt (Desborough, 2000). Der Gewichtsverlust ist zudem ein Resultat der
gesenkten zerebralen Perfusion. Diese fiihrt zwar, wie beschrieben, zu keinen sichtbaren
neurologischen Defiziten, aber es ist anzunehmen, dass das Tier anfianglich eine erhohte
Miidigkeit sowie Appetitlosigkeit zeigt, bis es sich von der Operation erholt hat. Nach der
Erholungsphase zeigten insgesamt alle Tiergruppen bis zum Tag der Auswertung konstante

Gewichtszunahmen.
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5.2.1.1 Gewichte im ersten Teilversuch

Uber den Zeitraum von 21 Tagen lieB die AT,R-Agonist-Gruppe signifikant hohere

Gewichtszunahmen erkennen als die Kontrolltiere und die AT;R-Antagonisten-Gruppe.

Da vorherige Studien um die Substanz Compound 21 keine vergleichbaren Daten beziiglich
des Gewichtsverlaufes im genetisch unverdnderten Tier publizierten, kann lediglich eine
vorsichtige Aussage anhand der Resultate aus Diabetes-Studien getroffen werden. Sie zeigten,
dass Miuse mit einer AT;R-Defizienz nach einer Hochfettdidt vor einer Adipositas geschiitzt
sind (Yvan-Charvet, Even et al., 2005). Eine Stimulierung dieses Rezeptors koénnte im
Umkehrschluss also einen Einfluss auf den Fettstoffwechsel mit einer Erhohung des
Korpergewichts bedeuten. Dies wiirde die hier als Nebenbefund ermittelte Gewichtsdifferenz

gegeniiber den beiden Vergleichsgruppen erkliren.
5.2.1.2 Gewichte im zweiten Teilversuch

Die Tiere, die iiber einen Zeitraum von insgesamt sieben Tagen gehalten wurden, erlangten
bis zum Tag der Auswertung etwa 99 % des Ausgangsgewichtes wieder. Dieser Wert fiel bei
der mit dem ACE-Hemmer behandelten Tiergruppe minimal geringer aus. Auch wenn die
Versuchszeit von einer Woche fiir diese Betrachtung sehr kurz war, geht sie konform mit
Studien, die eine Gewichtsreduktion durch ACE-Hemmung bzw. -Eliminierung beschreiben
(Jayasooriya, Mathai et al., 2008; Weisinger, Begg et al., 2008). Da sich hier keinerlei

signifikante Unterschiede, sondern Tendenzen zeigen, soll dies nur am Rande erwéhnt sein.

5.2.2 EINFLUSS AUF DIE BLUTDRUCKWERTE

Die Messung des Blutdruckes diente der Uberwachung der Vitalwerte wihrend der Messung
der zerebrovaskuldren Reservekapazitit am 21. resp. siebenten Tag. Erwartungsgeméil
senkten sowohl der AT;R-Antagonist Candesartan, als auch der ACE-Hemmer Ramipril den
arteriellen Blutdruck ab. Bei letzterem wurde zudem ein signifikantes Niveau gegeniiber
unbehandelten Tieren erreicht. Die Behandlung der normotensiven Ratten vom Sprague-
Dawley-Stamm mit dem AT,R-Agonisten Compound 21 fiihrte zu keiner Anderung des
Blutdrucks. Dies geht mit der Studie von Bosnyak und Kollegen konform, welche sowohl in
normo- als auch in hypertensiven Ratten keine Blutdruckidnderung durch AT,R-Stimulation

ergab (Bosnyak, Welungoda et al., 2010). Demgegeniiber wurde jedoch durch eine andere
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Arbeitsgruppe eine Senkung des Blutdruckes bei spontan hypertensiven Ratten gemessen

(Wan, Wallinder et al., 2004).

Die Doppelblockade der Bradykinin-Rezeptoren wihrend der Behandlung mit dem ACE-
Hemmer resultierte in einem leichten Wiederanstieg des Blutdruckes. Dies lidsst darauf
schlieBen, dass zumindest ein Teil der ACE-Hemmer-Wirkung iiber die Aktivierung der

Bradykinin-Rezeptoren erfolgt (Bao, Gohlke et al., 1992; Tom, Dendorfer et al., 2002).

5.2.3 DREI-GEFA$-VERSCHLUSS-MODELL

Um die Funktionalitit des Drei-Gefd-Verschluss-Modells in der Ratte zu bestitigen, wurde
bereits in mehreren Projekten mit Sham-Gruppen gearbeitet (Diilsner, 2009; Glaser, 2010;
Gatzke, 2011). Sie zeigten einheitlich, dass ausschlieBlich die iiber eine 3-VO eingeleitete
Hypoperfusion der Ausloser des zerebralen Kollateralwachstums ist und nicht eine Operation
an sich. Im Sinne des 3R-Konzeptes des Tierschutzes wurde daher im vorliegenden Projekt

auf Sham-Operationen verzichtet.

Die Uberlebensrate von Tieren, die einer 3-VO unterzogen wurden, war sehr hoch und reiht
sich zahlenmiBig in die Ergebnisse der vorangegangenen 3-VO-Studien ein (Diilsner, 2009;
Glaser, 2010). Es handelte sich in den wenigen Todesféillen um Atemstillstinde entweder
wihrend oder aber nach der Operation. Trotz strikter Einhaltung des Narkoseregimes kam es
in seltenen Féllen vor, dass die anédsthetische und analgetische Medikation zu einer
Atemdepression fiihrte, die sich nur in Ausnahmefillen beheben lie3. Hatten die Tiere jedoch
die kritische OP-Phase iiberlebt, so kam es im gesamten jeweiligen Versuchszeitraum zu

keinen gesundheitlichen Zwischenféllen mehr.

Wiihrend der Ligatur der linken A. carotis communis konnte ein ipsilateraler Perfusionsabfall
auf etwa die Hilfte des Ausgangswertes festgestellt werden. Der Wert blieb iiber eine
Beobachtungszeit von zehn Minuten auf diesem Niveau erhalten, womit der Nachweis fiir
eine dauerhafte Durchblutungssenkung erbracht war. Der zerebrale Blutfluss geniigte jedoch,

um zu jeder Zeit eine angemessene Versorgung des Hirngewebes zu gewihrleisten.

Anhand der Kontrollgruppen ist erkennbar, dass das Kollateralwachstum im Gegensatz zu
den unbehandelten Tieren induziert wurde. Das demonstrieren besonders die Ergebnisse der

Latexangiographie (siehe Punkt 4.5). Funktionell zeigt sich das Kollateralwachstum durch die
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Wiedererlangung der zerebrovaskulidren Reservekapazitit (Coyle und Panzenbeck, 1990;

Busch, Buschmann et al., 2003).

5.2.4 MESSUNG DER ZEREBROVASKULAREN RESERVEKAPAZITAT,

LATEXANGIOGRAPHIE UND HISTOLOGIE

5.2.4.1 Folgerungen aus den Ergebnissen

Zunichst wurden die Werte der zerebrovaskuldren Reservekapazitit von unbehandelten
Tieren gemessen und als physiologischer Status vorausgesetzt. Die Ergebnisse zeigen, dass
einen Tag nach der 3-VO die CVRC durch die maximale Beanspruchung der Gefif3e nahezu
vollstindig ausgeschopft ist. Dieser Vergleich dient als Funktionskontrolle und ist fiir die
folgenden Analysen sehr aussagekriftig. Ein Anstieg des CVRC-Wertes in den Folgetagen
nach einer 3-VO lidsst den Schluss zu, dass dies nur durch Kollateralwachstum ermdoglicht

wurde.

Betrachtet man nun die Werte der Kontrollgruppe nach sieben resp. 21 Tagen, erkennt man
deutlich den Verlauf der CVRC-Regeneration. Nach einer Woche ist diese nur marginal
verbessert, doch nach drei Wochen ist bereits wieder ein Niveau erreicht, das fiir eine
funktionierende, zerebrovaskulidre Reaktivitiit spricht. Diese Wiedererlangung der zerebralen
GefiBreaktivitit resultiert aus dem Kollateralwachstum , durch welches nun nicht nur die
ausreichende Perfusion gewdhrleistet ist, sondern iiberdies adidquat auf vasodilatatorische

Stimuli reagiert werden kann (Busch, Buschmann ez al., 2003).

Wurden bei der CVRC-Messung negative Werte ermittelt, so liegt dem das sog. intrazerebrale
Steal-Phidnomen zu Grunde. Bei diesem wird nach einem vasodilatatorischen Reiz die
Durchblutung in einem zerebrovaskuldren Versorgungsgebiet zu Gunsten eines anderen
verringert: Bei ernsten zerebralen Verschliissen ist die autoregulatorische Reserve auf der
betroffenen Seite erschopft, wodurch es zu einem ,,Blut-Abzug* {iber andere, weiter dilatierte
GefiBBe kommt und damit die Perfusion unter den Ausgangswert fillt. Es wurde festgestellt,
dass dieses Phianomen héufiger bei Patienten mit schwach ausgebildeten Kollateralgefdaen in
Erscheinung tritt (Kuwabara, Ichiya et al., 1995). Solch ein gemessener Wert offenbart

gleichwohl eine vollstindig aufgehobene CVRC.
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5.2.4.2 AT-Rezeptoren haben keinen Einfluss auf zerebrale Arteriogenese nach 3-VO

Im Teilversuch I wurde den Ratten entweder der AT;R-Antagonist Candesartan-Cilexetil oder
der AT,R-Agonist Compound 21 verabreicht. Nach der 21-tdgigen Behandlung wurde bei der
CVRC zwar kein signifikanter Unterschied zu der Kontrollgruppe gemessen, dennoch
zeichnete sich eine leichte Hemmungstendenz ab. Dieser Trend trifft allerdings nicht
gleichermalien fiir die angiographischen Ergebnisse zu, bei denen sich die Diameter der drei
verglichenen Gruppen nicht unterschieden. Daher bleibt zu ergriinden, ob die jeweilige
Modulation an den AT-Rezeptoren lediglich die Reagibilitit der Kollateralgefd3e beeinflusst,

nicht aber deren Remodeling nach einem Drei-Gefa3-Verschluss.

Wie bereits beschrieben, dient die Blockade des AT R therapeutisch der Senkung des
Blutdruckes. Durch die Hemmung wird die von Ang II als Ligand ausgeloste
Vasokonstriktion verhindert (Timmermans, Wong et al., 1993). Ein vasodilatatorischer Effekt
wird auch durch die Stimulation des AT,R erzielt (Jones, Vinh et al., 2008). Geht man davon
aus, dass sowohl die Behandlung mit dem AT;R-Antagonisten als auch mit dem AT,R-
Agonisten iiber 21 Tage eine Relaxation der Gefédlle zur Folge hat, 1dsst sich daraus schlief3en,
dass ein vasodilatatorischer Stimulus, wie die Applikation von Acetazolamid, keine
erhebliche Anderung des Tonus erzielt. Dies konnte erklidren, warum die angiographische
Untersuchung keinen Unterschied zwischen den beiden Behandlungsgruppen erkennen lésst,

jedoch eine tendenziell reduzierte CVRC gemessen wurde.

Die Resultate des ersten Teilversuches lieBen allgemein erkennen, dass die Modulation der
AT-Rezeptoren keinen signifikanten Einfluss auf die zerebrale Arteriogenese im 3-VO-
Modell hat. Ang II als vasoaktives Hormon ist bekannt fiir seine Beteiligung an
Entziindungsprozessen in der GefdBwand. Es agiert iiber redox-sensitive Signalwege und
kann auf diese Weise Adhisionsmolekiile und Zytokine regulieren. So fordert es die
Rekrutierung und Migration von Monozyten und deren Differenzierung zu Makrophagen
(Ruiz-Ortega, Lorenzo et al., 2001). Dies stellt eine deutliche Parallele zu den proliferativen
Abldufen der Arteriogenese dar. Die Annahme, dass durch die Hemmung der AT;R eine
Blockade der Monozyteninvasion erfolgt und damit gleichzeitig der Kollateralausbau
gehemmt wird, hat sich jedoch nicht bestitigt. Ein wesentlicher Punkt unterscheidet die ATR-
induzierten von den arteriogenen Entziindungsprozessen. Der initiale Ausloser fiir die

Arteriogenese ist die aus der Schubspannung am Endothel resultierende Aktivierung von
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Umbauvorgidngen. Die Zellen eines unter permanenten Ang II-Einfluss stehenden Gefi3es
hingegen produzieren eine hohe Menge reaktiver Sauerstoffspezies, deren Einwirkung zu den
benannten inflammatorischen Prozessen fiihrt (siehe Punkt 2.3.3). In Bezug auf die AT-
Rezeptoren erscheint offensichtlich nur eines der beiden ,,JJanus*“-Gesichter (Vgl. Punkt 2.2.3,
Janus-Phdanomen), nidmlich das der Atherosklerose. Die mechanische Belastung durch
Spannungsreize, wie sie bei Hypertonikern auftritt, ist dabei ein weiterer Faktor zu dem
Ang II-induzierten, pathologischen Remodeling, vor allem, weil es zu einer zusitzlichen
Ausschiittung von MCP-1 beitridgt (Tummala, Chen et al., 1999; Weiss, Kools et al., 2001).
Wandern schlieSlich lipidbeladene Monozyten in das Gebiet ein, so entwickeln sich
entzlindliche Ldsionen zu atherosklerotischen Plaques (Steffens und Mach, 2004). Dieses
Zusammenwirken beschreibt das Risiko fiir Bluthochdruckpatienten, an Atherosklerose zu

erkranken.

Es soll hier herausgestellt werden, dass der Einfluss der AT-Rezeptoren im vorliegenden
Projekt an gesunden Sprague Dawley-Ratten untersucht wurde, um die Signalwege und
Modulationsmechanismen der zerebralen Arteriogenese nach einer 3-VO zu analysieren. Die
Situation im hypertonen Kreislaufsystem offenbart bereits ohne einen Gefédlverschluss
Umbauprozesse der GefiBwandstrukturen (Thubrikar und Robicsek, 1995), wodurch die
Erkennung und Bewertung der Signalkaskaden erschwert wird. Es ist dementsprechend
moglich, dass eine Untersuchung des RAS in Bezug auf das Kollateralwachstum in spontan-
hypertensiven Rattenstimmen zu divergenten Ergebnissen fiihrt. So wurde beispielsweise von
einer japanischen Arbeitsgruppe gezeigt, dass eine antihypertensive Behandlung von spontan
hypertensiven Ratten mit Olmesartan das zerebrale Infarktrisiko signifikant senkt, da sie die
endotheliale Funktion erhilt (Oyama, Yagita er al., 2010). Es wurde zusitzlich aufgefiihrt,
dass der Bluthochdruck das leptomeningeale Kollateralwachstum nach einer Karotisligatur
(common carotid artery occlusion, CCAQO) abschwicht, jedoch durch die zweiwdchige
antihypertensive Behandlung wieder hergestellt und auch so das Infarktvolumen reduziert

werden konnte (Omura-Matsuoka, Yagita et al., 2011).

Daneben konnte in anderen Organsystemen von spontan hypertensiven Ratten die
dosisabhingige, anti-inflammatorische Wirkung einer AT;R-Blockade gezeigt werden. In den
Nieren dieser Ratten haben hohere Dosen von Candesartan zu einer Reduktion von MCP-1

und NF-xB beigetragen (Yu, Gong et al., 2007).
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5.2.4.3 Nicht umfassend geklirte Rolle des AT,R bei der Arteriogenese

Bindet ein Ligand an den AT,R, sorgt dies fiir eine Einschrinkung der AT;R-vermittelten
Reaktionen oder gar fiir eine gegensitzliche Wirkung der AT;R-vermittelten Effekte. Das
Vorkommen des AT,R ist vornehmlich auf das fetale Gewebe begrenzt, er wird jedoch bei
Adulten in entziindlicher Umgebung reexprimiert (Wan, Wallinder et al., 2004).
Angenommen, die durch den Drei-Gefd3-Verschluss ausgeloste zerebrale Arteriogenese ist
ein ausreichender inflammatorischer Stimulus, welcher eine Erhohung der AT,R-Expression
bewirkt, so scheint die Behandlung mit einem Agonisten hier keine entscheidende

Beteiligung am zerebralen Kollateralwachstum zu haben.

Dennoch ist nicht gédnzlich klar, inwieweit der vasomotorische Einfluss des AT,R zu
beriicksichtigen ist. Es wurde gezeigt, dass der AT:R in seiner Konformation ldngst nicht so
strikt ist wie der AT{R (Miura und Karnik, 1999). Damit wird er nicht nur nach der
Erkennung eines spezifischen Epitops aktiviert, sondern ldsst eine Bindung von Ang II-
Metaboliten zu. So 16st nicht nur die Bindung von Ang II eine Stimulation aus, sondern auch
Ang(1-9), welches durch ACE2 aus Ang I entsteht (Vgl. Abbildung 4 unter Punkt 2.3.1). Die
physiologische Funktion der als ACE2/Ang(1-9)-Achse bezeichneten Interaktion liegt aktuell
im Forschungsinteresse vieler Arbeitsgruppen. Bisher wird angenommen, dass sie durch ihre
Signalwirkung am AT,R als counterregulatorischer Mechanismus zum RAS fungiert (Flores-
Munoz, Smith et al., 2011; Ocaranza und Jalil, 2012). Damit kommt der ACE2/Ang(1-9)-

Achse eine dhnliche Funktion zu wie dem Kininsystem.

Dartiiber hinaus ist bekannt, dass eine AT;R-Blockade, wie mit der Candesartan-Behandlung,
in einer Erhohung des verfiigbaren Angiotensin II resultiert. Ang II kann schlieBlich iiber
seine Bindung am AT,R den AT;R-induzierten Prozessen entgegenwirken (Widdop,
Matrougui et al., 2002). Wird hingegen mit einem AT,R-Agonisten behandelt, so kann
parallel auch eine AT;R-Aktivierung stattfinden, da AT;R keiner Blockade unterliegt und
Ang II binden kann. Im ersten Fall ist im Renin-Angiotensin-Komplex also moglicherweise
ein Aktionsweg iiber den AT,R verfiigbar, wohingegen sich im zweiten Fall in vivo
gegebenenfalls ein Gleichgewicht beider Rezeptoraktivititen einstellen kann (Savoia,

D'Agostino et al., 2011).
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Ergidnzend kommt hinzu, dass die Wirkung des AT,;R nicht prizise von der des B;R zu
differenzieren ist. Auf letzteren wird in den folgenden Abschnitten genauer eingegangen.
Dennoch soll erwihnt sein, dass in der Literatur vom Vorkommen eines Heterodimers
zwischen AT,R und B,R gesprochen wird (Abadir, Periasamy et al., 2006). Verschiedene
Studien zeigen, dass protektive Einfliisse von ARB durch eine Blockade des AT,R und des
B,R moduliert werden konnen. Zum Beispiel konnte in einem Myokardischamie-Modell bei
Schweinen die Infarktgrofe mit einer Candesartan-Behandlung verringert werden (Jalowy,
Schulz et al., 1998). Dieser Effekt war jedoch aufgehoben, als zusitzlich die Applikation
eines AT,R-Antagonisten sowie eines B;R-Antagonisten erfolgte. Beide Substanzen allein
hatten keine Auswirkung auf die InfarktgroBe. Es liegt daher nahe, dass die
InfarktgroBenreduktion durch Candesartan iiber eine sekundidre Aktivierung des AT,R in

Kombination mit dem Kininsystem erzielt wurde.

Betrachtet man nun atherosklerotische Aspekte in Bezug auf den AT,R, so zeigte eine Studie
von Iwai und Kollegen ein interessantes Ergebnis: In ApoE-Knockout-Méusen, welche zur
Ausbildung atherosklerotischer Lisionen neigen, wurde iiber die Deletion des AT,R-Gens ein
Doppel-Knockout entwickelt (ApoE-AT,R-Doppel-Knockout). Bei diesen Tieren war die
Ausbildung der Atherosklerose noch einmal erhdht (Iwai, Chen et al., 2005). Hier wurde
schlieBlich postuliert, dass der anti-atherosklerotische Effekt des ARB Valsartan zumindest

teilweise iiber die Stimulierung durch ungebundenes Ang II stattfindet.

Obwohl dem AT,R im vorliegenden Versuch keine Bedeutung fiir die zerebrale
Arteriogenese nachgewiesen wurde, scheint er also in anderen kardiovaskuldren Prozessen
durchaus eine Rolle zu spielen. Wie bereits einleitend beschrieben, bedienen sich die
Umbauvorginge am Gefdlsystem oftmals &dhnlicher Signalwege. Demnach sollte dieser
Rezeptor weiterhin im Blickfeld der Forschung verbleiben, um seine genaue Involvierung in

vaskuldre Wachstumsprozesse, einschlieBlich der Arteriogenese, aufzudecken.

5.2.4.4 Stimulation des Kollateralwachstums durch Inhibierung von ACE

Wihrend die Behandlung mit dem Angiotensin II-Rezeptor-Blocker keine Auswirkung auf
die Arteriogenese hatte, fiihrte die Hemmung des ACE mit Ramipril bereits nach einer Woche
zu einer signifikanten Steigerung der CVRC gegeniiber der dazugehorigen Kontrollgruppe.
Ebenso wurde ein signifikanter Diameterzuwachs im Bereich der A. cerebri posterior

gemessen. Histologisch konnte zudem eine signifikante Erhohung der GefiBmuskelschichten

86



DISKUSSION

nachgewiesen werden. Zwar waren bei der mit ACE-Hemmer behandelten Tiergruppe
weniger Zellkerne mit einer aktiven Zellzyklusphase zu sehen, doch war eine signifikante
Erhohung der GefdBmuskelschichten zu erkennen. Anhand dieses Resultates ist anzunehmen,
dass im 3-VO-Modell die ACE-Hemmung eine stimulierende Wirkung auf die zerebrale

Arteriogenese hat und besonders in deren friilhen Phase eine evidente Rolle spielt.

Erste Hinweise auf dieses proarteriogene Potenzial der ACE-Inhibitoren konnten von
verschiedenen Seiten gezeigt werden. Bei einem Femoralarterienligatur-Modell (femoral
artery occlusion) wird davon ausgegangen, dass der Verschluss der A. femoralis zu einer
Blutflussumleitung durch vorhandene Kollateralarterien fiihrt. Nach der Applikation von
ACE-Hemmern konnte nachgewiesen werden, dass der Blutfluss distal der Ligatur im
Gegensatz zu Kontrolltieren deutlich erhoht war (Yang und Terjung, 1993). Auch Fabre und
Kollegen (1999) kamen in einem Kaninchenhinterlauf-Modell zu einem @hnlichen Ergebnis.
Sie untersuchten primir die Rolle von Quinaprilat auf die Angiogenese und stellten dessen
positive angiogene FEigenschaften fest. Diese gingen mit einer hohen Affinitit des
Quinaprilats zu im Gewebe lokalisierten ACE, das heifit nicht zirkulierendem ACE, einher.
Daneben ergéinzten sie, dass die verbesserte Durchblutung in Teilen auch auf ein erhohtes
Kollateralwachstum zuriickzufiihren ist (Fabre, Rivard et al., 1999). Bald darauf wurde
bekannt, dass diese Effekte auf einer Erhohung des Bradykininspiegels durch ACE-Hemmer
basieren und iiber eine B,R-Aktivierung mit einer gesteigerten eNOS-Aktivitdt verbunden

sind (Silvestre, Bergaya et al., 2001).

Demgegentiiber stellten Forschergruppen die Beteiligung des RAS bei angiogenen Prozessen
immer wieder in Frage, da widerspriichliche Ergebnisse erzielt wurden. Bei einer Studie, die
die Perfusionswiedererlangung nach Femoralarterienentnahme iiberpriifte, wurde festgestellt,
dass sowohl der ACE-Hemmer Ramipril als auch der ARB Losartan die reparative
Angiogenese negativ beeinflusst haben (Emanueli, Salis et al., 2002a). Doch bald darauf
verdffentlichte dieselbe Arbeitsgruppe die Erkenntnisse, dass zwar die kapilldre Dichte durch
ACE-Hemmer unbeeinflusst bleibt, jedoch die Reaktion auf vasodilatatorische Reize bei
Hypertonikern durch die Behandlung erhoht werden konnte, mit dem Zusatz, dass der BR fiir

die proangiogenen Effekte verantwortlich sei (Emanueli, Salis et al., 2002b).

Nach einer ACE-Blockade in einem Femoralarterien-Okklusionsmodell (FAO) konnte

hingegen die gesteigerte Genexpression von proangiogenen Faktoren wie MCP-1 und eNOS
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ermittelt werden, zwei Faktoren, die ebenso eine wichtige Funktion fiir die Arteriogenese
ausiliben. Schliellich galt dies als Grund fiir ein verbessertes peripheres, kollaterales

Remodeling nach einer Hemmung des ACE (Ren, Li et al., 2008).

Eine Vergleichsstudie sollte die Beziehung der ACE-Blockade und der Ausbildung koronarer
Kollateralen im Menschen beleuchten (Miura, Nishikawa et al., 2003). Patienten, die an einer
koronaren Gefidflerkrankung litten und ACE-Hemmer erhielten, entwickelten mit hoher
Wabhrscheinlichkeit eine funktionell effektivere kollaterale Zirkulation. Die Autoren
vermuteten bei diesem Prozess einen direkten Zusammenhang mit der erhdhten
Bradykininkonzentration. Ebenso wurde den ACE-Hemmern, insbesondere Ramipril, in
Bezug auf periphere Gefid3verschliisse eine protektive Wirkung zugesprochen, vorrangig
durch seine antiatherosklerotische Wirkung (Coppola, Romano et al., 2008). Sie beruht nicht
nur auf der Reduktion der iiberaktiven Ang II-Signalwirkung, dhnlich wie bei ARB, sondern
iber eine parallele Erhohung des Bradykininspiegels. Sekundédr wird dadurch das endotheliale

Gleichgewicht zwischen ROS und NO wiederhergestellt.

In der Literatur finden sich widerspriichlich erscheinende Forschungsergebnisse, wenn die
Funktion des RAS und des KKS in der Arteriogenese untersucht wurde. Die Ursache dafiir
beruht vermutlich auf den Unterschieden zwischen normo- und hypertensiven Spezies. Ein
chronisch hoher Blutdruck mit einer Daueraktivierung der AT;R-Kaskade fiihrt zu
Ungleichgewichten zwischen ROS und NO. Erlangen Sauerstoffradikale die Uberhand, so
fiihrt das lingerfristig zu massiven Anderungen in der GefiBstruktur und ihrer regulatorischen
Eigenschaften. Eine Untersuchung in spontan hypertensiven Ratten mit einer gesonderten
Betrachtung einzelner Enzyme, insbesondere Superoxid-Dismutase und NAD(P)H-Oxidase
sowie deren Auswirkung auf das ROS/NO-Gleichgewicht ergab zum einen, dass einige ACE-
Hemmer, hier Captopril, eine spezifische antioxidative Wirkung besitzen, welche als Grund
fiir ein verbessertes Kollateralwachstum genannt wurde. Zum anderen wurde vermutet, dass
die Belastung der GefdBwand durch den erhohten Blutdruck der spontan hypertensiven Ratten
zu einer erhohten Produktion von Oxidantien fiihrte. Dieser exzessive oxidative Stress
entkoppelt die endotheliale NO-Synthase mit der Folge einer reduzierten Arteriogenese

(Miller, Norton et al., 2007).

88



DISKUSSION

5.2.4.5 Nimmt Bradykinin eine Schliisselrolle bei der Arteriogenese ein?

Nachdem in der vorliegenden Studie nun erstmals die stimulierende Wirkung von ACE-
Hemmern auch auf die zerebrale Arteriogenese gezeigt werden konnte, sollte in diesem
Zusammenhang als Néchstes die groBe funktionelle Relevanz der Bradykinin-Rezeptoren
untersucht werden. Vorangegangene Projekte konnten nachweisen, dass eine Stimulation der
Kinin-Signalwege eine positive Auswirkung auf das zerebrale und periphere
Kollateralwachstum hat (Gatzke, 2011; Hillmeister, Gatzke et al., 2011). Im zweiten
Teilversuch dieser Arbeit wurde, basierend auf der Annahme, dass eine Blockade der
Bradykinin-Rezeptoren wiéhrend einer gleichzeitigen ACE-Hemmung die proarteriogenen
Effekte von Ramipril wieder aufheben miisste, die Rolle der Kininrezeptoren iiberpriift.
Wider Erwarten stellte sich jedoch statt der Aufhebung der Ramipril-induzierten
Verbesserung des Kollateralwachstums eine zusitzliche signifikante Steigerung der
Diametervergroflerung heraus. Bei der CVRC konnte ebenfalls eine Verbesserung gemessen
werden, die aber kein signifikantes Niveau erreichte. Dieser Effekt spiegelte sich
gleichermalien in der histologischen Untersuchung wider. Dort zeigte sich zwar zwischen der
mit ACE-Hemmer behandelten Gruppe und den zusitzlich mit Bradykininrezeptor-Blockern
behandelten Tieren eine vergleichbare Anzahl an GefdBmuskelschichten in der A. cerebri
posterior, jedoch war die Anzahl proliferierender Zellkerne des Endothels in letzterer Gruppe
gegeniiber der mit ACE-Hemmer behandelten Tiergruppe deutlich, aber nicht signifikant,
erhoht.

Dass ACE-Hemmer neben ihrer antihypertensiven Funktion zusitzliche Auswirkungen
haben, die nicht allein durch die himodynamischen Verdnderungen ausgeldst werden, wurde
bereits beschrieben. Es wird davon ausgegangen, dass diese Auswirkungen eng mit dem KKS
korrelieren, denn bei in vitro-Versuchen mit Zellen unterschiedlicher Spezies erhohte sich
unter dem Einfluss von ACE-Hemmern der Wert fiir NO und Prostaglandin 12 (PGI2). Dieser
Effekt blieb unter Einsatz des B,R-Blockers Icatibant (HOE 140) aus (Linz, Wiemer et al.,
1995). Auch in vivo konnte eine vergleichbare Reaktion bestitigt werden. So war die
kardioprotektive Wirkung der ACE- sowie AT;R-Blockade bei Tieren mit einem B;R-
Knockout aufgehoben. Ein B,;R-Knockout allein hatte darauf hingegen keinen Einfluss

(Yang, Liu et al., 2001).
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Es stellt sich demnach die dringende Frage, warum die Doppelblockade des B;R und B;R
wihrend der ACE-Hemmung paradoxerweise zu einer zusitzlichen Stimulierung der
Arteriogenese fiihrte. Ein dhnlich unerwartetes Ergebnis wurde auch in der Dissertation von
Hillmeister (2010) beschrieben: Verschiedene murine Bradykinin-Mutanten wurden in Bezug
auf ihre Kapazitit, nach einer Femoralarterien-Okklusion Kollateralwachstum zu zeigen,
ausgewertet. Gegeniiber Mausen vom Wildtyp hatten B;R-Knockout (KO)-Tiere ein sehr
deutlich verringertes arteriogenes Potenzial. In weniger starkem Mal} war dies auch bei den
B,R-KO-Miusen zu beobachten. Wider Erwarten fiihrte hingegen ein Doppel-KO beider
Bradykininrezeptoren nicht zu einer kumulativen Reduktion des Kollateralwachstums,

sondern dieses war im Vergleich zum B;R-KO wieder signifikant erhoht (Hillmeister, 2010).

Es zeigt sich hier einmal mehr, dass die klassische Betrachtung des RAS und KKS nicht mehr
ausreicht, um die Folgen einer Modulation eindeutig zu kldren. Vielmehr gibt es vermehrte
Hinweise, dass beide Systeme nicht nur counterregulatorisch, sondern ebenso interaktiv
arbeiten. Geht man davon aus, dass ACE das Hauptenzym zur Herstellung von Ang II ist,
kann man bei einer Hemmung von einem stark reduzierten Ang II-Spiegel ausgehen. Es ist
vorstellbar, dass es durch die Doppelblockade beider Bradykininrezeptoren zu einer
Aktivierung von Rezeptoren des RAS kommt, die nicht primér durch eine Ang II-Bindung
erfolgt. Denkbar wire zum Beispiel auch die Moglichkeit einer Aktivierung des AT,R iiber
Ang(1-9). Ang(1-9) wird mittels ACE2 aus Angiotensin I gebildet und ist in der Lage, an den
AT;R zu binden (Vgl. Abbildung 4 unter Punkt 2.3.1). Diese Ang(1-9)/AT,R-Achse wird als
counterregulatorisches Element im RAS beschrieben und wirkt sich mildernd auf
pathologische, kardiovaskuldre Umbauprozesse aus (Kramkowski, Mogielnicki et al., 2006;
Flores-Munoz, Smith et al., 2011; Ocaranza und Jalil, 2012). Seine physiologische Bedeutung
ist womoglich der des KKS untergeordnet. Werden jedoch die Bradykinin-Rezeptoren
blockiert, so konnte es wegen seiner kompensatorischen Wirkung durchaus an Relevanz
gewinnen. Sollte sich dieser Befund in zukiinftigen Studien als reproduzierbar erweisen, muss
auch die Rolle des AT,R neu bewertet werden. Im Falle einer ACE-Hemmung kann der
AT;R stimuliert werden, ohne dass parallel freies Ang II an den AT;R bindet und den AT,;R-
induzierten Signalwegen entgegenwirkt, wie es bei der alleinigen Behandlung mit einem

AT,R-Agonisten der Fall wire.
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In Anbetracht des oben beschriebenen paradoxen Ergebnisses sollte ein weiterer wichtiger
Aspekt beachtet werden. Nach der Induktion der AT,R-Expression bilden diese Heterodimere
mit den B;R, wodurch sich die Produktion von NO erhoht. Die Rezeptorexpression wie auch
in geringerem Mafe die Heterodimerisation konnen iiber eine Blockade des B,R gefordert
werden. Wurde also der BoR mit Icatibant gehemmt, so konnte die Hochregulierung und
Dimerisierung von AT,R erleichtert und die NO-Produktion iiber den AT,R gewihrleistet
werden (Abadir, Periasamy et al., 2000).

Zur Veranschaulichung dieser Prozesse soll die folgende angepasste Systemiibersicht

(Abbildung 35) dienen.

Ang | (1-10)

Bradykinin

CPN/CPM

BR-Doppelblockade

Abbildung 35 Angepasste Systemiibersicht des Renin-Angiotensin- und Kallikrein-Kinin-Systems unter
Beriicksichtigung ihrer Interaktionsstellen. Die gestrichelt gezeichneten Elemente stellen die
blockierten Abldufe dar (bezogen auf die Versuchsgruppe, die sowohl mit dem ACE-Hemmer, als auch
den Bradykininrezeptor-Blockern behandelt wurde). ACE = Angiotensin Converting Enzyme, Ang =
Angiotensin, AT;R/AT,R = Angiotensin Il Rezeptor Subtyp I und 2, B;R/B,R = Bradykininrezeptor
Subtyp 1 und 2, BR = Bradykininrezeptoren, BK = Bradykinin.

Da die in der vorliegenden Studie durchgefiihrte Behandlung mit dem ACE-Hemmer
Ramipril und die gleichzeitige Doppelblockade der Bradykininrezeptoren 1 und 2 das sehr
vielversprechende Ergebnis einer signifikant stimulierten zerebralen Arteriogenese ergab,

besteht an dieser Stelle ein weiterfiihrender, intensiver Forschungsbedarf.
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5.2.4.6 eNOS und das NO/ROS-Gleichgewicht

Eine gemeinsame biologische Wirkung des AT,R und der Bradykinin-Rezeptoren besteht in
der Aktivierung der endothelialen Stickstoffmonoxid-Synthase und von cGMP. Die
genannten Rezeptoren leisten auf diese Weise einen Beitrag zur kardiovaskulidren

Homdostase (Linz, Wiemer et al., 1995; Jones, Vinh et al., 2008).

Die Rolle der NO-Synthasen und von NO im Rahmen der Arteriogenese ist von grof3er
Bedeutung, jedoch noch nicht eindeutig aufgekldrt und wird widerspriichlich diskutiert. NO
ist durch seine antiproliferative Eigenschaft im Gefdfsystem gekennzeichnet (Dimmeler und
Zeiher, 1999). In vitro fiihrte eine basale Hemmung der NO-Produktion zu einer
Hochregulierung der endothelialen MCP-1-Genexpression und -Sekretion (Zeiher, Fisslthaler
et al., 1995). Bei vaskulidren Entziindungsprozessen hat, wie bereits beschrieben, MCP-1 als
Zytokin fiir die Attraktion von Monozyten an die Gefdwand eine wichtige Funktion. MCP-
1-Genexpression und -Sekretion sind mit einer exogenen Zugabe von NO umkehrbar. Auch
die Chemotaxis fiir Monozyten wurde mit NO reduziert (Zeiher, Fisslthaler et al., 1995).

Demzufolge wire eine NO-Erhohung hinderlich fiir den arteriogenen Prozess.

Auch Cai und Kollegen (2004) analysierten die eNOS-Expression von Gefidllen in
verschiedenen Umbauphasen. Wihrend in normalen Arteriolen eNOS nur geringfiigig
exprimiert war, konnte in wachsenden Kollateralgefdaflen ein deutlicher Anstieg nachgewiesen
werden. In ausgereiften Kollateralen war die Expression allerdings wieder reduziert (Cai,

Kocsis et al., 2004).

Dennoch zeigten Méduse mit einem eNOS-Knockout keine gehemmte, sondern nur eine leicht
verzogerte Arteriogenese. Auch eine Uberexpression dieses Gens ging nicht mit einer
Stimulation des Kollateralwachstums einher. Dies fiihrte zu der Annahme, dass eNOS
essentiell fiir die Vasodilatation wihrend der Umbauprozesse ist, aber keinen direkten

Einfluss darauf ausiibt (Mees, Wagner et al., 2007).

Neben eNOS kann NO auch iiber die induzierbare NO-Synthase (iNOS) von Monozyten
produziert werden. Troidl und Kollegen (2010) berichteten, dass erst die parallele
Ausschaltung beider Synthasen zu einer Aufhebung des Kollateralwachstums fiihrte. Daraus
wurde abgeleitet, dass im Falle einer Hemmung die eine Isoform die andere ersetzen kann,

iNOS aber von groBerer Bedeutung fiir die Arteriogenese ist. Zusitzlich konnte eine
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grundsitzliche Notwendigkeit von NO fiir die proliferativen Prozesse wéhrend des
Kollateralwachstums bewiesen werden. Unter Einsatz des NO-Donors detaNONOate wurde
das Remodeling deutlich stimuliert (Troidl, Tribulova et al., 2010). Als mogliche Ursache fiir
die alternierende NO-Produktion wird angenommen, dass durch die anhaltend hohe
Schubspannung am Endothel das von eNOS gebildete NO bald erschopft ist. Im Anschluss
haben Monozyten dank der sinkenden NO-Konzentration die Gelegenheit, am aktivierten
Endothel zu adhérieren. Das monozytdare iNOS fiihrt schlieflich zur weiteren NO-Abgabe
(Schaper, 2011).

In einer Studie an Ratten wurden nach einer Femoralarterien-Okklusion ebenfalls die beiden
NO-Synthasen im zeitlichen Zusammenhang mit dem Kollateralwachstum untersucht. Sie
bestitigte gleichermallen, dass eNOS- und iNOS-Expression in den ersten 24 Stunden
verringert waren und in diesem Zeitfenster vermehrt Monozyten akkumulieren konnen

(Sager, Middendorff et al., 2010).

Ein permanenter NO-Spiegel ist fiir die Erhaltung der endothelialen Integritit wesentlich. Ein
intaktes Endothel steuert Prozesse wie Adhédsion und Migration von mononukledren Zellen in
die GefiBwand. Gehen Endothelzellen in die Apoptose iiber, werden proinflammatorische
Ereignisse gefordert. NO wirkt inhibierend auf die endotheliale Apoptose, in dem es der
Wirkung entziindlicher Faktoren wie ROS und Ang II entgegenwirkt (Dimmeler und Zeiher,
1999).

Uberdies gibt es Untersuchungen, die auch den ROS eine potentielle Involvierung in
arteriogenes Zellwachstum und in die Zellmigrationen zuschreiben. Belin De Chantemele und
Kollegen (2009) induzierten in kleinen sog. Widerstandsgefilen durch einen erhohten
Blutfluss ein arteriogenes Remodeling und konnten dabei eine Produktion von ROS
beobachten. Der Superoxid-Dismutase-Hemmer Tempol fiihrte akut zu einer Relaxation, nach
chronischer Applikation jedoch auch zu einer Aufhebung des Kollateralwachstums. Die
Senkung der ROS-Menge verbesserte die endothelgesteuerte Dilatation (Belin de
Chantemele, Vessieres et al., 2009). In einem &dhnlichen Projekt wurden ebenfalls wihrend
des Diameterwachstums eine erhohte eNOS-Expression und zugleich eine vermehrte ROS-
Produktion ermittelt (Cousin, Custaud et al., 2010). Dies spricht fiir ein empfindliches

Gleichgewicht zwischen ROS und NO, die beide fiir das Kollateralwachstum notwendig sind.
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Auf Grundlage dieser Erkenntnisse wurden auch Studien am Menschen durchgefiihrt, welche
noch einmal aufzeigten, dass das GefidBnetz grundsitzlich in der Lage ist, GefdBverschliisse
durch Kollateralwachstum zu kompensieren (Ziegler, Distasi et al., 2010). Es ist aber ebenso
bekannt, dass diese Fahigkeit in Anwesenheit von Risikofaktoren fiir vaskuldre Storungen
(beispielsweise Hypertonie, Diabetes mellitus und Nikotinkonsum) stark vermindert sein
kann. Risikofaktoren gehen mit abnormalen Leveln von NO und/oder ROS einher. Daher
wurde ein Versuch mit spontan hypertensiven und normotensiven Ratten initiiert, welcher bei
ersteren ein schlechteres Schubspannung-induziertes Remodeling zeigte. Dies konnte mit
Hilfe einer Antioxidantientherapie verbessert werden, jedoch nur bei intaktem NOS-System.
Die spontan hypertensiven Ratten wiesen gegeniiber Kontrolltieren allerdings einen Mangel
an eNOS auf (Unthank, Haas et al., 2011). Eine Storung der NO-Synthese kann
dementsprechend ebenso hinderlich fiir die Arteriogenese sein wie eine unausgewogene

Menge ROS.

5.3 KLINISCHE RELEVANZ UND THERAPEUTISCHE KONSEQUENZEN

In ihrer Form als korpereigene Rettungsmafnahme ist die Arteriogenese in der klinischen wie
auch priklinischen Forschung sehr interessant. Die Analyse der relevanten Signalwege
wihrend der Umbauprozesse besitzt grofes therapeutisches Potenzial. Das Ziel ist die direkte
Induktion der sog. biologischen Bypisse bei Risikopatienten, um im besten Fall invasive
Verfahren bei diesen zu vermeiden. Mit dem Prinzip der externen Counterpulsation kann jetzt
schon das koronare Kollateralwachstum von Patienten mit koronarer Herzerkrankung

gefordert werden (Buschmann, Utz et al., 2009).

Da die Ausbildung voll funktionsfihiger Kollateralgefile im akuten Fall eines
GefiBverschlusses zu langsam ist, um das von einer Ischdmie bedrohte Gewebe, die sog.
sarea at risk”, mit Blut zu versorgen, muss ein Weg gefunden werden, das
Kollateralwachstum vorsorglich zu induzieren (Bondke Persson, Buschmann et al., 2011).
Momentan ist die induzierte Arteriogenese als eine prophylaktische Therapieform oder bei
langsam progredienten Gefidl3verschliissen erfolgversprechend. Dennoch ist eine regelméfige
korperliche Aktivitit sowie die Vermeidung von Risikofaktoren ein guter Weg, die
korpereigenen, biologischen Bypisse zu fordern und so im besten Falle die Folgen einer

arteriellen Verschlusskrankheit abzumildern (Bondke, Buschmann ez al., 2007).
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Die Weltgesundheitsorganisation (World Health Organization, WHO) verdffentlichte 2008
die haufigsten Todesursachen sowohl in Landern mit hohem als auch mit mittlerem bis
niedrigem Einkommen. In beiden Gruppen befanden sich zerebrovaskulidre Erkrankungen an
zweiter Stelle, unmittelbar nach isché@mischen Herzerkrankungen. Zusitzlich wurden die
global hiufigsten Gesundheitsrisiken veroffentlicht, an erster Stelle steht der Bluthochdruck
(WHO, 2012a; WHO, 2012b).

Demnach ist die mogliche Interaktion des RAS und gleichermafen des KKS mit der
zerebralen Arteriogenese von groem Interesse. Zwar sind ARB und ACE-Hemmer
vergleichbar wirkungsvolle Blutdrucksenker, die unterschiedlichen Auswirkungen beider
Substanzklassen auf pathologische kardiovaskuldre Prozesse wurden gleichwohl in der
Literatur immer wieder gegeniibergestellt (Bohm, Baumhakel ef al., 2010; Roy, Shah et al.,
2012). Die Akkumulation von Bradykinin durch die ACE-Hemmer gilt auf der einen Seite als
Vorteil, da es die endotheliale Funktionsfihigkeit unterstiitzt. Auf der anderen Seite kann es
aber auch Ausloser unerwiinschter Wirkungen sein, allen voran des trockenen Reizhustens
und des nicht-allergischen Angioodems (Caldeira, David et al., 2012; Lerch, 2012). Diese
Nebenwirkungen sind haufig der Grund, warum die ARB von Patienten besser toleriert und

auch regelméBiger eingenommen werden (Pitt, Poole-Wilson ef al., 2000).

Betrachtet man die Resultate der vorliegenden Studie, so zeigt sich, dass die ACE-Hemmer
im zerebralen Kollateralwachstum einen Vorteil gegeniiber den ARB haben. Obwohl dies hier
nicht eindeutig der alleinigen Aktivierung der Bradykinin-Rezeptoren zuzuweisen war,
konnten doch vorangegangene Studien dahingehend Erkenntnisse liefern (Gatzke, 2011;
Hillmeister, Gatzke et al., 2011). Es existiert zweifelsohne weiterhin ein grofBer
Aufkldrungsbedarf, gerade weil ein persistierender Bluthochdruck den GefdBwandaufbau
sowohl anatomisch als auch funktionell veridndert (Miller, Norton et al., 2007), was
dementsprechend das arteriogene Potenzial stark beeinflussen kann. Eine Uberpriifung der
Ergebnisse in hypertensiven Ratten wire ratsam. Gleichwohl besteht die Mdoglichkeit, dass
die Gefahr, einen zerebralen Insult zu erleiden, fiir Risikopatienten mit einer ACE-Hemmer-
Therapie iiber eine proarteriogene Wirkung weiter reduziert werden kann. Das individuelle
Reaktionsmuster auf die Inhibierung des ACE muss selbstverstindlich weiterhin

beriicksichtigt werden.
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5.4 FAzZIT

Das pharmakologische Eingreifen in das klassische Renin-Angiotensin- und Kinin-System
erfolgte im vorliegenden Dissertationsprojekt iiber AT R-Antagonisten und AT,R-Agonisten
sowie ACE-Hemmer, letztere sowohl allein als auch in Kombination mit einer
Doppelblockade der Bradykininrezeptoren. Es konnten im normotensiven Tier erstmals
mittels des 3-VO-Modells die Auswirkungen einer Modulation an verschiedenen Stellen
dieser Systeme auf die zerebrale Arteriogenese gezeigt werden. Die folgenden Kernaussagen

lassen sich schlussfolgern:

¢+ Die Behandlung mit dem ACE-Hemmer Ramipril hat die zerebrale Arteriogenese

stimuliert.

¢ Eine Behandlung mit Ramipril und eine zusitzliche Inhibierung der Kininrezeptoren 1
und 2 fiihrte zu einer deutlichen und noch stirkeren Stimulation gegeniiber der alleinigen

Applikation von ACE-Hemmern.

¢ Sowohl die Behandlung mit dem ARB Candesartan-Cilexetil als auch die Stimulation des

AT,R mit Compound 21 hatten keinen Einfluss auf das zerebrale Kollateralwachstum.

Insbesondere wegen des paradoxen Ergebnisses wihrend der ACE-Hemmung und
Doppelblockade der Kininrezeptoren sind weitere Untersuchungen ratsam, um dieses
interessante Phidnomen zu klédren. In diesem Zusammenhang ist es nétig, auch die neuesten
Erkenntnisse zu den Wirkmechanismen aus der RAS-Forschung, insbesondere der Rezeptor-
Heterodimerisation und der biologischen Funktionen von Angiotensin II-Derivaten, in

Betracht zu ziehen und zu untersuchen.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Untersuchungen zu den Einfliissen des Renin-Angiotensin- und Kallikrein-Kinin-

Systems auf die zerebrale Arteriogenese der Ratte

Ziele — Es war das Anliegen dieser Arbeit, den Einfluss der Angiotensin II-Rezeptoren vom
Subtyp 1 und 2 (AT;R und AT,R) auf das zerebrale Kollateralwachstum der Ratte zu
untersuchen, da beide eine hohe vaskulidre Aktivitidt besitzen. Zudem wurde das arteriogene
Potenzial des Kallikrein-Kinin-Systems (KKS), insbesondere dessen Schnittstelle zum Renin-
Angiotensin-System (RAS), das Angiotensin Converting Enzyme (ACE), untersucht.
Methoden — Beim Drei-Gefal3-Verschluss (3-VO) erfolgt im Tiermodell ein Verschluss
beider Arteriae vertebrales und der Arteria carotis communis sinistra, was eine
KollateralgefdBvergroBerung im Circulus arteriosus cerebri (Willisi) initiiert. Im ersten
Teilversuch dieser Arbeit wurden 3-VO-operierte Ratten fiir 21 Tage mit einem AT;R-
Antagonisten oder einem AT,R-Agonisten behandelt. Im zweiten Teilversuch wurden die
Tiere iiber sieben Tage mit einem ACE-Inhibitor behandelt. Eine weitere Gruppe wurde
zusitzlich zur ACE-Hemmung mit Blockern der Bradykininrezeptoren Subtyp 1 und 2 (BRB)
behandelt. Fiir die Auswertung wurden die Messung der zerebrovaskulidren Reservekapazitit
(CVRC), die Latexangiographie sowie immunhistochemische Untersuchungen herangezogen.
Ergebnisse — Die vorliegende Dissertation demonstriert erstmals die Auswirkungen einer
Beeinflussung von RAS und KKS auf die zerebrale Arteriogenese im normotensiven Tier. Im
ersten Teilversuch ergaben CVRC-Messung und Latexangiographie keinen signifikanten
Unterschied zwischen AT;R-Antagonist-, AT,R-Agonist- und Kontrollbehandlung. Im
zweiten Teilversuch fiihrte die Hemmung von ACE (10 £9 %) ebenso wie die Gabe von
ACE-Hemmern und BRB (11 = 5 %) zu einer signifikant erhohten CVRC gegeniiber
Kontrolltieren (2 + 7 %). Zudem waren die Diameter der ipsilateralen A. cerebri posterior im
Vergleich zu den Kontrollen (212 + 10 um) bei beiden Gruppen signifikant vergroBert (ACE-
Hemmer: 244 + 18 um; ACE-Hemmer und BRB: 274 + 20 um). Immunhistochemisch
konnten signifikant mehr GefdaBmuskelschichten dargestellt werden, wohingegen sich nach
alleiniger ACE-Hemmung weniger Zellen im Proliferationsstatus befanden.
Schlussfolgerung — Es konnte nachgewiesen werden, dass eine Modulation von AT;R und
AT;R keinen Einfluss auf die zerebrale Arteriogenese hat. Dagegen wirkt die Inhibierung des
ACE stimulierend, was sich jedoch durch eine Applikation von BRB nicht auftheben lief3.

Dieser Effekt ist daher fiir die Entwicklung biologischer Bypisse weiterhin hochinteressant.
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7. SUMMARY

Investigations on the influences of renin-angiotensin and kallikrein-kinin system on

cerebral arteriogenesis in rats

Aims — Based on the high vascular activity of angiotensin II receptor subtype 1 and 2 (AT;R
und AT,R), this study pursued the objective to investigate the influence of both receptors on
cerebral collateral growth in rats. Additionally, the arteriogenic potential of the kallikrein-
kinin system (KKS) was to be analyzed. In particular, its interface with the renin-angiotensin
system (RAS), namely the angiotensin-converting-enzyme (ACE), had to be considered.
Methods — Three vessel occlusion (3-VO) is an animal model inducing an enlargement of
collateral arteries in the Circle of Willis through bilateral occlusion of the vertebral arteries
and the left common carotid artery. During the first part of this study, rats that underwent
3-VO were treated with an AT;R antagonist or an AT,R agonist for three weeks. In the
second part, animals were treated with an angiotensin-converting-enzyme (ACE) inhibitor for
seven days. Another group was treated with ACE inhibitor as well as bradykinin receptor
inhibitors (BRB). The resulting effects were analyzed by measurement of cerebrovascular
reserve capacity (CVRC), latex angiography and immunohistochemical staining.

Results — The present study is a first-time demonstration of the effects of a modulation of
RAS and KKS on cerebral arteriogenesis in normotensive rats. In the first part, CVRC
measurement and latex angiography did not reveal any significant differences between
treatment with AT;R antagonist, AT;R agonist and control. In the second part, the application
of ACE inhibitor (10 £ 9 %) as well as the application of ACE inhibitor and BRB (11 £ 5 %)
led to a significant enhancement of the CVRC compared to control (2 + 7 %). Furthermore,
diameters of the ipsilateral posterior cerebral artery of both groups (ACE inhibitor: 244 + 18
um; ACE inhibitor and BR inhibitors: 274 + 20 um) were significantly increased compared to
control (212 £ 10 um). Accordingly, immunohistochemical staining revealed significantly
more vascular smooth muscle layers, whereas single ACE inhibition led to fewer cells in a
proliferative state.

Conclusion — This study demonstrated that a modulation of AT R and AT,R has no influence
on cerebral arteriogenesis. In contrast, ACE inhibition is a stimulating factor which is not
abolished by application of BRB though. Hence, this aspect is still deeply interesting for the

development of biological bypasses.
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3-VO
A./Aa.
ACE
ACE2
Angl
Ang II
Ang II1
Ang IV
Ang (1-7)
Ang (1-9)
ARB
ATP
AT R - AT,R
ATR
BR/B;R
BR

BRB
BSA

C21
cAMP
cGMP
CVRC
eNOS
FITC
GM-CSF
GTP

HE

HK

ICAM-1

Three Vessel Occlusion, Drei-Gefia3-Verschluss

Arteria/Arteriae

Angiotensin Converting Enzyme / Angiotensin-konvertierendes Enzym
Angiotensin Converting Enzyme 2 / Angiotensin-konvertierendes Enzym 2
Angiotensin I

Angiotensin II

Angiotensin III / Angiotensin (2-8)

Angiotensin IV / Angiotensin (3-8)

Angiotensin (1-7)

Angiotensin (1-9)

Angiotensin II-Rezeptor Subtyp 1-Blocker

Adenosintriphosphat

Angiotensin II-Rezeptor Subtyp 1 bis Subtyp 4

Angiotensin II-Rezeptoren

Bradykininrezeptor Subtyp 1/ Subtyp 2

Bradykininrezeptoren

Bradykininrezeptor-Blocker

bovines Serumalbumin

Compound 21

cyclic adenosine monophosphate / zyklisches Adenosinmonophosphat
cyclic guanosine monophosphate / zyklisches Guanosinmonophosphat
cerebrovascular reserve capacity

endothelial nitric oxide synthase / endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase

Fluoresceinisothiocyanat

granulocyte-macrophage colony-stimulating factor / Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-
stimulierender Faktor

Guanosintriphosphat
Himatoxylin-Eosin
high-molecular-weight kininogen / hochmolekulares Kininogen

intercellular adhesion molecule 1 / interzelluldres Adhisionsmolekiil 1
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1IE Internationale Einheiten

IL-1 Interleukin 1

IeG Immunglobulin G

iNOS inducible nitric oxide synthase / induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase
1P, Inositoltriphosphat

KG Korpergewicht

KKS Kallikrein-Kinin-System

KO Knock out

LDL low density lipoprotein / Lipoprotein niederer Dichte

LK low-molecular-weight kininogen / niedermolekulares Kininogen

M./Mm. Musculus/Musculi

MCP-1 monocyte chemoattractant protein 1 / Monozyten chemotaktisches Protein 1
NAD(P)H Nicotinsdureamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat

NO nitric oxide / Stickstoffmonoxid

oT Objekttriger

PBS phosphate buffered saline / Phosphat-gepufferte Kochsalzlosung

PBSA PBS mit bovinem Serumalbumin

pCO, Kohlenstoffdioxid (CO,)-Partialdruck

RAS Renin-Angiotensin-System

ROS reactive oxygen species / reaktive Sauerstoffspezies

SPF spezifisch-pathogenfrei

VCAM-1 vascular cell adhesion molecule 1 / vaskulidres Zelladhédsionsmolekiil 1
VEGF vascular endothelial growth factor / vaskulirer endothelialer Wachstumsfaktor
WHO World Health Organization / Weltgesundheitsorganisation
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