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3. Diskussion

3.1 Koper- und Gehirngewichte

Beim Vergleich der Korpergewichte zeigte sich im U-Testhnaann-Whitney, nach
Anpassung des Signifikanzniveaus entsprechend der Bonferroni-Korrekiox@0D7, kein
signifikanter Unterschied zwischen den jeweils gleich behamdeti@sgenen Tieren und den
Kontrolltieren. Dies zeigt, dass das Wachstum und die Gesamtkhimgcder transgenen
Tiere im Vergleich zu den Kontrolltieren bei gleicher Behandlomfpt grob beeintrachtigt
waren.

Die Behandlung mit L-Name fuhrte bei den transgenen Tiereneimam signifikant
niedrigeren Korpergewicht im Vergleich zu den unbehandelten Tieres.d@utet darauf hin,
dass bei einer Hemmung der Gegenregulation das UberwiegeBndeshelinsystems zu
einer Entwicklungsstorung der Mause fiuhrt. Allerdings kann dieSaur@j nicht sehr grof3
sein, da die L-Name behandelten, transgenen Tiere sich nicht von damé-ehandelten
Kontrolltieren unterscheiden, und diese sich wiederum nicht signifikeont den
unbehandelten Kontrolltieren unterscheiden. Eine andere Erklarungsmodglierdibt sich,
wenn man berucksichtigt, dass ohne Durchfiihrung einer Bonferroni-Korreg&tueinem
Signifikanzniveau von p<0,05 die unbehandelten, transgenen Tiere signifitanersr
waren als die unbehandelten Kontrolltiere. Das konnte bedeuten, dassclasti und die
Gesamtentwicklung der transgenen Tiere eher verstarktodar dass die bei den transgenen
Tieren gefundenen Organveranderungen, wahrscheinlich vor allem diMieden, zu einer
Odementwicklung und Wasserretention gefiihrt haben. Die BehandlungL-idame
"verhinderte" sozusagen diese Gewichtszunahme bei den transgenen Dasednnte ein
Zeichen dafir sein, dass die Zunahme des Korpergewichts eher deirghasteigerte NO-
Synthese als durch die ET-Uberexpression verursacht wurde. GegeMdugiminkeit spricht
allerdings, dass bei zusatzlicher Gabe von LU224 das Koérpergedeichiere wieder héher
ist. Die doppelt behandelten, transgenen Tiere sind signifikant schwekérgleich zu den
nur mit L-Name behandelten. Daher ist es wahrscheinlicher,déas8berwiegen der ET-1-
Expression zu dem Gewichtsverlust gefuhrt hat und aus diesem Grund beietcreregigen
Hemmung der ET-Wirkung dieser Gewichtsunterschied nicht mehr naelsamwist. Auch
bei den Kontrolltieren zeigt sich ohne die Bonferroni-Korrektur bera Signifikanzniveau
von p<0,05 ein signifikant geringeres Kérpergewicht bei den L-Namendelian Tieren im
Vergleich zu den L-Name und LU224 behandelten Tieren. Dies zaéagis selbst bei
physiologischer ET-1-Expression eine Aufhebung des durch L-Namesaehten leichten
ET-Ubergewichts zu einem hoheren Korpergewicht fiihrt. Die Auswiiémrmer Behandlung
mit L-Name auf die Nieren und Lungen sind noch nicht publiziert worden.

Vergleicht man die absoluten Gehirngewichte, so lasst sich delwdi der Bonferroni-
Korrektur kein signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen @rufgststellen. Ohne
die Korrektur haben die unbehandelten, transgenen Tiere ein signifikargeges absolutes
Gehirngewicht im Vergleich zu den unbehandelten Kontrolltieren. Digagerschied lasst
sich auch nachweisen, wenn man das Gehirngewicht in Relation zZinpergewicht
betrachtet. In diesem Fall ist der Unterschied auch nach der Bomf&orrektur noch
signifikant. Dies konnte auf eine Storung der Gehirnentwicklung aufgrundl@desgens
zurtckzufiihren sein, konnte jedoch auch an den Folgen der spateren Transgsiwxrie
z.B. einer Hypoxie, einer Entziindungsreaktion, einer Stérung der Hon®ostiy
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ahnlichem mit nachfolgendem Nerven- oder Gliazelluntergangnieggem Nachweis einer
solchen Schadigung wurden verschiedene Farbungen und immunhistochemetblbeev
zur Darstellung der unterschiedlichen Zellarten im Gehirn durchgefthrt.

Die Behandlung mit L-Name fuhrte beim absoluten Gehirngewickhtnzu einem
signifikanten Unterschied im Vergleich zu den nicht behandeltansgenen Tieren. Die
Hemmung der Gegenregulation durch das NO-System scheint alsGemmrn keinen
signifikanten Einfluss auf die Entwicklung und Funktion zu haben. Auch irgl&eh zu den
L-Name behandelten Kontrolltieren war kein Unterschied festitest Dieses Ergebnis passt
zu dem Ergebnis der Studie von van den Buuse et Webber, die keinen EniksdNO-
Synthase-Inhibitors auf die ET-1-induzierte Dopaminausschiittung imtustrinachweisen
konnten (Van den Buuse et Webber 2000). In anderen Studien wurde jedoatiflass Eles
NO-Systems auf die ET-Expression und -Wirkung nachgewiesen.Hanmenung des NO-
Systems fuhrte zu einer vermehrten ET-1-Expression im BeraishHippocampus und
Kortex nach einem Neurotrauma (Steiner et al. 2004) und zu einetarkees
Verhaltensanderung nach ET-Injektion (D'Amico et al. 1995). In einglieSvon di Nunzio
et al. konnte allerdings auch eine Verminderung der ET-WirkungdeuHemmung der
Norepinephrin-Sekretion durch NO-Synthase-Inhibitoren gezeigt weidleNunzio et al.
2002). NO wirkt also offenbar nicht in allen Gehirnregionen gleich asifEdaSystem. Die
meisten Studien zur Interaktion von ET und NO im Gehirn wurden nur imekleGebieten
und bei unterschiedlichen Versuchsbedingungen gemacht. Der EinflidOd8ystems auf
die Endothelinexpression unter physiologischen Bedingungen wurde noch nicht untersucht.
Beim relativen Gehirngewicht zeigt sich nur vor der Bonferronir&ldur ein signifikanter
Unterschied zwischen den unbehandelten, transgenen Tieren und den L-Nameelien,
transgenen Tieren. Das liegt vor allem daran, dass sich, begktiefa bleibendem absoluten
Gehirngewicht, die Kdrpergewichte signifikant von einander urtteiden. Aul3erdem ist das
relative Gehirngewicht der L-Name behandelten Tiere schwemne nicht leichter, die
Hemmung der Gegenregulation fihrt also nicht zu einer verstarktemickloings- oder
Funktionsstérung. Nach der Bonferroni-Korrektur ist der Unterschied ratativen
Gehirngewicht nicht mehr als signifikant zu bezeichnen.

Bei der zusatzlichen Gabe vom LU224 zeigt sich im Gehirn bei keleerverglichenen
Gruppen ein signifikanter Unterschied, so dass eine zusatzlicleekdsle des
Endothelinsystems offenbar keine groberen Auswirkungen auf das Gehirngewicht hat

3.2 Endothelinexpression im Gehirn

Um die Orte der Transgenexpression nachzuweisen, wurden die iereZ{ntersucht.

Durch das LacZ-Gen hinter der Promotorregion des ET-1-Transgshsitisnachweisen, in
welchen Zellen das Transgen exprimiert wird, ohne zu einechditsden Erhohung des ET-
Spiegels zu fuhren (Slowinski et al. 2002). Die auf diese Weismdene ET-1-Expression
im Hirnstamm, im piriformen Kortex, in den Kerngebieten des Hypathat und Thalamus,
im frontalen Kortex, in den Kerngebieten des Kleinhirns, sowie imgerem Ausmald auch
im parietalen Kortex, in den Basalganglien, im Bereich der @igsura anterior und im
Corpus amygdaloideum liegt im Einklang mit Ergebnissen andeuglie®t die in diesen
Bereichen ebenfalls eine ET-1-Expression nachweisen konnten (Gelid18091, Naidoo et
al. 2001, Naidoo et al. 2004). Naidoo et al. fanden mittels in situ RTHREZR weitere
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Gehirnareale, welche ET-1 mRNA exprimieren, wie Neurone desipen Motorkortex, des
frontalen, temporalen und occipitalen Kortex, des Thalamus, der imnsdlein Bereichen des
Hirnstamms und  Cerebellums, im Rickenmark, sowie in Zellen des
Hypophysenvorderlappens und epithelialen Zellen des Plexus choroideusarmsked sich
in 22 der 24 untersuchten Regionen ET-1 mRNA nachweisen. Im Gyrusrratsaund in
der Epiphyse zeigte sich keine ET-1 Expression (Naidoo et al. 2001grufxd der sehr
sensiblen Methode der in situ RT-PCR konnte allerdings ein Tematdrgewiesenen ET-1
MRNA ohne konsekutive Proteinbildung existieren, was den geringerena&ifaidis mit
immunhistochemischen Methoden erklaren kénnte. In einer nachfolgenden @tlatig es
Naidoo et al. (2004) jedoch mit einem spezifischen, polyklonalen Anti-Bhtiserum
sogar, in allen 24 untersuchten Gehirnregionen ET-1 nachzuweisem; aalsh im
primarsensorischen Kortex und in der Epiphyse.

In einigen Gehirnbereichen, die bei den meisten Studien auch ET-Y pesign, wie z.B.
das Striatum oder die Purkinjezellen des Kleinhirns (TakahasHi &8@l1, Webber et al.
1998a), zeigten die LacZ-Tiere jedoch keine Blaufarbung. Dies ké&nnteeinen darauf hin
deuten, dass in diesen Bereichen keine Expression des Transgdmsletiazum andern
konnte es jedoch auch bedeuten, dass die 24 Stunden Einwirkzeit fir wieGat
Markierung nicht ausreichend waren. Da die Gehirne nur entlanglelesphéarenspalts in
zwei Halften geschnitten wurden, bevor sie in die Farbeldésungbgegeurden, ist es
durchaus mdoglich, dass die weiter innen gelegenen Hirnareale von dbstoffanicht
erreicht wurden. Fur diese Mdoglichkeit spricht auch, dass imei&e des Hirnstamms
peripher gelegene Nervenzellen haufig intensiv blau markiert waséhrend in den
zentralen Anteilen keine Blauféarbung nachzuweisen war.

Bei der gleichzeitigen Markierung der LacZ-Praparate@RHAP oder Tomato Lektin konnte
nachgewiesen werden, dass das ET-1-Transgen nicht in Gliazelleters in Neuronen
exprimiert wurde. Dies wurde auch in anderen Studien festgestellinter physiologischen
Bedingungen die Endothelinexpression an Neurone gebunden ist (Giaid @Bl Schmitt-
Ott et al. 1998, Nakagomi et al. 2000). Eine Expression in Asenzybdet sich erst bei
pathologischen ZNS-Veranderungen wie cerebraler Ischamie aitatungen (Gajkowska
1997, Hama et al. 1997). Das bedeutet, dass bei den LacZ-Tieren keiewe gréifBologische
ZNS-Veranderung vorgelegen haben kann.

Vergleicht man die unbehandelten LacZ-Tiere mit den mit L-Nbetandelten, so I&sst sich
kein deutlicher Unterschied sehen. Die L-Name-Behandlung schemtkalnen starkeren
Einfluss auf die Endothelinexpression im Gehirn der LacZ-Tiere zu haben, araenerken
ist, dass die LacZ-Tiere keine ET-1-Uberexpression haben. Andadéers zeigen jedoch,
wie oben schon erwéhnt, einen Einfluss des NO-Systems auf dieEkpréssion im Gehirn
(D'Amico et al. 1995, di Nunzio et al. 2002, Steiner et al. 2004), jedndhdge Ergebnisse
der Studien nicht alle einheitlich. Bei D'Amico et al. und Steiner et &d. dwe ET-1-Wirkung
verstarkt, bei di Nunzio et al. vermindert. Unter physiologischedirgjungen wurde der
Einfluss des NO-Systems auf die ET-Expression im Gehirn nicktsudht. Die fehlenden
Auswirkungen der Behandlung mit L-Name auf das Gehirngewicht legenfadls die
Vermutung nahe, dass auch bei einer ET-1-Uberexpression die €ggation durch das
NO-System im Gehirn keine ausreichend grof3e Rolle spielt, wneirzer signifikanten
Gewichtsveranderung zu fuhren. Kleinere Veranderungen, die sich ight das
Gehirngewicht auswirken, sind aber dadurch natirlich nicht ausgesehlosDie
Untersuchungen von Hocher et al. an den Nieren, Lungen und dem Heazkssistem der
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ET-1 transgenen Mause zeigten eine Aktivierung des NO-Systéoahi€r et al. 2004). Die
Folgen einer Dauertherapie mit L-Name wurden noch nicht publiziert.
Uberraschenderweise waren die angeschnittenen GefaRe in desrafépnicht blau
markiert. Dies konnte bedeuten, dass in den Endothelzellen das Transgenin
ausreichenden Mengen exprimiert wurde.

3.3 Folgen der Endothelin-1-Uberexpression

Die in dieser Studie verwendeten ET-1-transgenen Mause wargringkch zur
Untersuchung der Auswirkungen einer dauerhaft erhohten ET-1-Expressiordea
Blutdruck gedacht. Dabei stellte sich jedoch heraus, dass die mieht wie erwartet
hyperton waren, sondern normotone Blutdruckwerte hatten. Bei der Orgdmeatfaand man
bei ihnen aber deutliche Nierenveranderungen, die sich bei der mabetersuchung als
Glomerulosklerose mit interstitieller Fibrose und einer Vermedr von Nierenzysten
herausstellten (Hocher et al. 1997b). In der Lunge wurde ebeafalisFibrose und eine
chronisch-inflammatorische Reaktion gefunden (Hocher et al. 2000a). B&egen der
entnommenen Organe fand man den oben beschriebenen signifikanten Usrderschi
relativen Gehirngewicht. Ziel dieser Studie war die genauereersuchung der Ausloser
dieses Gewichtsunterschieds.

Die in Paraffin eingebetteten Mausegehirne, die wir von ddreitsgruppe AG PD Dr.
Berthold Hocher/ Klinik fur Nephrologie/ Medizinische Klinik V/nersitatsklinikum
Charite erhalten hatten, wurden dazu zunachst mit einem Mikro&sohgitten und mit
verschiedenen Methoden gefarbt bzw. markiert. Im einzelnen wurdeH&rFarbung zur
Beurteilung der Neurone, eine Luxol-Farbung zur Beurteilung deelivscheiden, die
GFAP-Immunhistochemie zur Beurteilung der Astrozyten und die Tomaektin-
Histochemie zur Beurteilung der Mikroglia gemacht. Beim Untdren der ersten Schnitte
lieBen sich keine offensichtlichen Unterschiede zwischen den trarsgBeren und den
Kontrollen feststellen. Vor allem bei den Neuronen und Myelinscheilielen keine
Unterschiede auf, so dass wir uns entschossen, die Messungen n@@udetmet auf die
GFAP- und Tomato Lektin-markierten Schnitte zu konzentrieren. Eitergei Grund fur
diesen Entschluss lag darin, dass Astrozyten sehr sensibel auf schadigéiiidseEeagieren
und ZNS-Veranderungen haufig zuerst an der reaktiven Gliose dezysin zu sehen sind
(O'Callaghan 1988 und 1991). Die in den Nieren und Lungen beobachtete Filirdseiw
Gehirn auch am ehesten einer Astrogliose entsprechen. AuRerdel® &me Aktivierung
von Astrozyten durch Endothelin tber dengRTnachgewiesen (Ishikawa et al. 1997, Baba
1998, Rogers et al. 2003). Da bei der Untersuchung der Nieren und Luegeehut
Entziindungszellen gefunden wurden (Hocher et al. 2000a, Hocher et al. 200d)pdses
wir, auch die Mikroglia naher zu untersuchen, da diese, entsprechendbstammung von
Blutmonozyten (Ling 1979), die Vertreter des Immunsystems ir§ Adrstellen (Rezaie et
Male 2001).

Da in der Literatur ET-1-Expression vor allem im Hypothalamdsrgien wurde (Webber et
al. 1998a, Naidoo et al. 2001 und 2004) und bei den LacZ-Tieren ebenfallgpmeh&damus
haufig markiert war, wurde dieses Gebiet als neuronen-reichestGébidie genauere
Untersuchung ausgewahlt. Ein weiterer Grund ist das Vorkommen vpReE&ptoren im
Hypothalamus (Yamamoto et al. 1997), da sich die Auswirkungen dédrEJerexpression
am ehesten in Bereichen zeigen missten, in denen es auch ausreitHeereptoren gibt.
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Deshalb wéhlten wir als neuronen-armeres, faserreiches t@kseStriatum, da sich auch
hier eine hohe Anzahl von ET-Rezeptoren findet (Tayag et al. 1996, Wetbhkr1998b).
Allerdings ist bei den ET-1-transgenen Mausen diggReDichte im Vergleich zu den
Kontrolltieren erniedrigt (Hocher et al. 2004). In anderen Studien evabénfalls eine ET-
Expression im Striatum nachgewiesen (Webber et al. 1998a, Naido2€01 und 2004).
Bei den LacZ-Tieren fand sich allerdings keine Blaufarbundieésem Bereich, was jedoch
(wie oben erwahnt) wahrscheinlich auf die nicht ausreichende Einwirkzeit zurilbkenifist.

3.3.1 Diskussion der Ergebnisse der GFAP-Immunhistochemie

Bei den GFAP-Markierungen zeigt sich weder im Hypothalamosh im Striatum ein
signifikanter Unterschied zwischen den transgenen Tieren (Gruppal3jen Kontrolltieren
(Gruppe 6). Vergleicht man diese Gruppen jedoch mit den LacZ-Tiscehaben sie im
Bereich des Striatums einen signifikant hoheren GFAP-Gehaltelgidh des Hypothalamus
ist der GFAP-Gehalt ebenfalls bei den transgenen Tieren ikagntif hOher, bei den
Kontrolltieren zeigt sich diese Tendenz auch, eine Signifikamd yeidoch nicht erreicht
(p=0,154). Das konnte auf einen schadigenden Einfluss wahrend der Aufzubtéuser aus
den Gruppen 1 bis 6 hindeuten. Das wird vor allem deutlich, wenn man behiicisidass
die LacZ-Tiere &lter waren als die anderen VersuchstdeMonate im Vergleich zu 3
Monaten), da die GFAP-Expression mit dem Alter zunimmt (Nicholsle 1993). Die
Schnitte der LacZ-Tiere hatten also eher einen hoheren GFA&tGeaben missen,
zumindest im Vergleich zu den Kontrolltieren. Fur diese Theorigchdpauch die im
Vergleich zu anderen gesunden Mausen relativ ausgepragte GeakflelR bei den Tieren.
Es liegt also tatsachlich eine Astrogliose vor, allerdingshabei den Kontrolltieren. Die
verstarkte GFAP-Markierung lasst sich somit nicht auf die Uipeession des ET-1-Gens
zuruckfuhren, sondern muss an einem Faktor liegen, der sowohl die transisraich die
Kontrolltiere beeinflusst hat. Ein solcher Faktor kénnte beispielswaise Infektion, eine
kurzzeitige Hypoxie (welche noch nicht zu einem neuronalen Zellunggrgafiihrt hat),
vermehrter Stress im Vergleich zu den LacZ-Tieren durchufidés Wiegen,
Stoffwechselbestimmung oder @hnliches sein. Der Ausloser der Astgst im Nachhinein
leider nicht mehr ermittelbar. Die zur Zeit der Tieraufzugwgnnenen Daten geben keinen
Hinweis auf eine genaue Ursache.

Im Bereich des Striatums wurde ein signifikant niedrigerer GE&Ralt bei den
unbehandelten, transgenen Tieren im Vergleich zu den L-Name bdkandehnsgenen
Tieren nachgewiesen. Das konnte ein Hinweis auf das Zutreffeélind@hmen beztglich der
Gegenregulation durch das NO-System sein. Wie bereits beiBdechreibung der
Tieraufzucht erwahnt, Iasst sich diese Gegenregulation auch ug Bet den Blutdruck bei
den transgenen Tieren nachweisen. Auch die Ausscheidung von NO-MetalooliUrin ist
bei den transgenen Tieren erhdht im Vergleich zu den Kontrolltierenh@ et al. 2004),
was fur eine erhéhte NO-Synthese spricht. Wird die NO-Synthdske-Rame gehemmt, so
missten die Auswirkungen der ET-Uberexpression deutlicher weRlenHemmung der
Gegenregulation durch L-Name scheint zumindest im Bereich wiesuBs tatsachlich zu
einer starkeren Astrogliose zu fuihren. Allerdings zeigt sich dies&rgéthied beim Vergleich
mit den jeweils gleich behandelten Kontrolltieren nicht. Das konnteuttan deuten, dass
eine Hemmung des NO-Systems auch bei normalem ET-SystemBildieng einer
Astrogliose begunstigt. Dagegen spricht wiederum, dass sichskgiifikanter Unterschied
zwischen den unbehandelten Kontrolltieren und den L-Name behandelterolkiergn
findet. AuRerdem ist der gefundene Unterschied nach Anderung defk8igmiveaus auf
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p<0,007 entsprechend der Bonferroni-Korrektur nicht mehr signifikante®iEsgebnis lasst
sich im Bereich des Hypothalamus auch nicht reproduzieren, obwol@EksP-Gehalt in
diesem Bereich eher hoher war als im Striatum.

3.3.2_Diskussion der Ergebnisse der Mikroglialektinhistochemie

Bei den Tomato Lektin markierten Préparaten konnten beim Veingleder
Quantimetergebnisse der transgenen Tiere mit den Kontrolltierare k&gnifikanten
Unterschiede festgestellt werden. Entweder war bei den gmaesdlieren also die vermehrte
Entzindungsreaktion im Gehirn nicht so stark, dass sie zu einer mit Qleantimet
messbaren, starkeren Markierung der Mikrogliazellen gefuhaddetdie Kontrolltiere hatten
ebenfalls inflammatorisch-bedingte Gehirnveranderungen. Ein Vengleiit den LacZ-
Tieren zeigte wieder signifikante Unterschiede zu den unbehandettemoHtieren und zu
den unbehandelten, transgenen Tieren. Erstaunlicherweise wieseacdidiere dabei die
hoheren Werte auf.

Das konnte allerdings aufgrund der zusatzlichen Markierung von BlB&efaustande
kommen. Tomato Lektin bindet namlich nicht nur an Mikrogliazellen, sondech an
Endothelzellen (Acarin et al. 1994) und an granulare Strukturen im Zstoalainiger
Neurone. Bei den LacZ-Tieren waren deutlich mehr Gefdl3e angesohaig bei den
transgenen Tieren und den Kontrolltieren. Diese erhoht Gefal3dichte karigtand des
hoheren Alters der LacZ-Tiere entstanden sein. Sollte der erfidttato Lektin-Gehalt nicht
an den GefalRanschnitten, sondern an einer vermehrten Markierung deglidiallen
liegen, dann wuirde das auf starkere Aktivierung der Mikroglia den LacZ-Tieren
hindeuten, da amoeboide Mikrogliazellen Tomato Lektin starker binden (Acaiinl®04).
Um diese Mdglichkeit genauer zu untersuchen, verglichen wir dieolliemorphologie in
verschiedenen Bereichen des Gehirns bei starkeren VergroReruDigse. Vergleiche
erfolgten allerdings ohne Ausmessung mit dem Quantimet, dalsntérschiede in der
Morphologie damit nicht gut erfassen lassen. Entsprechend der Egelamderer Studien
wurden Mikrogliazellen mit feinen, verzweigten Fortsédtzen admifizierte, ruhende
Mikroglia gewertet, wahrend Zellen mit kurzen, dicken Fortsataeheher rundem Zellkern
und plumpen Erscheinungsbild als aktivierte Mikroglia gewertet wuiRezaie et Male
2001, Banati 2003).

Bei den Kontrolltieren hatten die Mikrogliazellen in allen Behein des Gehirns feine,
verzweigte Fortsatze, sie waren also im ramifiziertentafus Nur ganz vereinzelt fanden
sich bei einigen Tieren auch etwas plumpere Mikrogliazellen.BBigandlung mit L-Name
fuhrte bei den Kontrolltieren zu einer leichten Zunahme der Zafigrkirzeren, dickeren
Fortsatzen, vor allem im Bereich des Hirnstamms. Allerdinggnvauch hier die Mehrheit
der Mikrogliazellen im ramifizierten Zustand. Die leichte Zum& vereinzelter aktivierter
Zellen konnte an einem relativen ET-Uberschuss bei Hemmung deSybiems liegen. Bei
der zusatzlichen Behandlung mit LU224 waren ausschlie3lich réeniéizViikrogliazellen zu
sehen. Eine Hemmung des ET-Systems in Kombination mit einer Heghdes NO-Systems
scheint also keine Veranderungen im Gehirn zu bewirken, welchénseaher Aktivierung
der Mikroglia zeigen mussten.

Die transgenen Tiere zeigten zu einem geringeren Teil fasschlielich ramifizierte
Mikroglia, bei einer hoheren Anzahl an Tieren konnten jedoch auch aldiviert
Mikrogliazellen mit kurzen, dicken Fortsatzen hatten nachgewiesetleweDie aktivierte
Mikroglia war nicht gleichmaRig tber das Gehirn verteilt, samdt@m vor allem im Bereich
des Hirnstamms und des Kleinhirnmarklagers, weniger haufig im Hgl@ohus und
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Thalamus, selten auch im Striatum und Kortex vor. Diese Verteilungkdizierten Zellen
entspricht in etwa auch der Verteilung der Bluo-Gal-markieNMenronen bei den LacZ-
Tieren. Das spricht fir eine Mikroglia-Aktivierung aufgrund der EDHerexpression. Eine
kleine Ausnahme bildet das Striatum, das keine Bluo-Gal-Markiezaigje, was aber, wie
oben beschrieben, an der zentralen Lage des Striatums und der kurzé@kzEinwegen
kann. Allerdings waren im Striatum auch nur wenige Mikrogliazelldiviart, so dass die
ET-1-Uberexpression in diesem Bereich evtl. tatsachlich nicht usgearagt war. Die
Behandlung mit L-Name flhrte auch bei den transgenen Tieren zu Zumahme der
aktivierten Mikrogliazellen. Zum einen wurden die Fortsatze noch kiimé dicker, zum
anderen nahm auch die Anzahl der aktivierten Zellen zu. Gelegefaintlen sich auch
Mikroglia-Knétchen aus zusammengelagerten Mikrogliazellen, dieleutliches Zeichen flr
eine Aktivierung darstellen. Die Haufigkeitsverteilung entsprach dbéx unbehandelten,
transgenen Tiere, also auch hier in etwa der Verteilung der Blid&dierung der LacZ-
Tiere. Die Zunahme der Mikroglia-Aktivierung durch die Hemmung dege@regulation
mittels L-Name ist ein weiteres Anzeichen fur eine durch BiE-1-Uberexpression
hervorgerufenen Aktivierung der Mikrogliazellen. Bei einem deldiien Uberwiegen des
ET-Systems wird auch die Reaktion der Mikroglia starker. Bb g@llerdings auch
Gehirnbereiche wie den Hippocampus, in denen fast nie aktivierten Zzeilénden waren. In
diesen Bereichen scheint also die ET-1-Expression sehr geriagin. Da der Hippocampus
als wichtige Struktur fur Lernvorgange (Wu et al. 2002) zumindest sBedieVersuch nicht
starker von der ET-1-Uberexpression betroffen ist, durften die kogmitigéstungen der
Tiere auch nicht wesentlich beeintrachtigt sein. Leider wuragerdér Aufzucht der Tiere
keine Untersuchungen zur Erfassung der kognitiven Leistungen durchgéfightransgenen
Tiere, die mit der Kombination aus L-Name und LU224 behandelt wurdgperzeine eher
geringe Gesamtzahl an Mikrogliazellen, welche sich alle infiaertem Zustand mit feinen,
verzweigten Fortsadtzen befanden. Auch bei den transgenen Tignendeet also die
kombinierte Hemmung des ET- und NO-Systems eine Aktivierungs Deutet auch darauf
hin, dass die Aktivierung der Mikroglia tatsachlich durch die ET-g#gkpression verursacht
wird, da die bei den L-Name behandelten Tiere beobachteten Verdgelerdarch die
zusatzliche Gabe von LU224 verhindert werden konnten.

Bei den LacZ-Tieren war die Beurteilung der Mikroglia durch diehe Anzahl an
GefaRanschnitten und die ausgepragte Hintergrundfarbung erscbieeiitientifizierbaren
Mikrogliazellen hatten allerdings alle feine Fortsatze und mwame ramifizierten Zustand.
Das passt zu der Tatsache, dass bei den LacZ-Tieren dasiehgdaT-1-Transgen aufgrund
des hinter der Promotorregion eingefligten LacZ-Gens nicht exgtimird und daher auch
kein erhohter ET-1-Spiegel vorliegt.

3.3.3 Kritik der Methode

Zu den Ergebnissen dieser Studie muss bemerkt werden, dass eshijektiee Erfassung
quantitativer Unterschiede in der Immunhistochemie gibt und dagdleisungen mit dem
Quantimet nur semiquantitativ sind. Zunachst fallen die unterschiedli€arbungen nicht
alle gleich aus, was zum einen an leichten Unterschieden beiEevirkzeit der
Entwicklerlésung liegen kann (da immer mehrere Schnitte gletipagafarbt werden, aber
nicht alle gleichzeitig bearbeitet werden kdnnen), zum anderewdasstBlockieren der
endogenen Peroxidase und der unspezifischen Bindungsstellen nicht inerolregiektiv.
Daher wurde vor jeder Messung der zu messende Farbton neu dithgéstat moglichst
alle positiv markierten Zellen gemessen wurden und gleichzeitiglichst wenig falsch
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positive Strukturen in die Messung mit einbezogen wurden. Das bediafjs den Nachtell,
dass die Ergebnisse zwar genauer, aber dafir subjektiver und nicht so gut refiradsine.
Ein weiteres Problem sind die unterschiedlichen Schnittebenen. Nicjgdem Tier sind die
Schnitte in der gleichen Ebene, so dass es nicht moglich istldreiTaeren genau die gleiche
Struktur zu messen. Die fur die durchgefihrten Messungen ausgesuclhiieerdéiohe (das
Striatum und der Hypothalamus) haben neben den oben beschriebenen Grindertaden V
dass sie auf mehreren unterschiedlichen Schnittebenen vorhandeBasilurch konnten fast
alle Tiere vermessen werden. Natirlich konnte im Striatum iomdHypothalamus nicht
immer genau der gleiche Bereich gemessen werden, also lsigie nicht immer das
gleiche hypothalamische Kerngebiet. Zu einer so genauen Ure&sng hatte auch eine
starkere VergroRerung als 1:200 verwendet werden mussen. Da algesaigt nicht immer
exakt das gleiche Gebiet gemessen werden konnte, ist es mdaggh,die gefundenen
Unterschiede zumindest zum Teil dadurch begrindet sind. Ebensongigish, dass im
gleichen Kerngebiet vorhandene Unterschiede deshalb nicht entdec#ténwuBei der
Ausmessung der mit Tomato Lektin markierten Praparate ergei aine weitere
Schwierigkeit. Da Tomato Lektin nicht ausschliel3lich Mikroglitezel sondern auch
Endothelzellen und granulére Lektine in bestimmten Neuronen markiert)aterschiede in
den Ergebnissen der Quantimetausmessung nicht ohne weiteres auveemnehrte
Markierung und damit wahrscheinliche Aktivierung von Mikroglia zurticldatgn. Dies
zeigte sich zum Beispiel in den signifikant héheren Werten dex-Igere, die nicht durch
vermehrte Mikrogliamarkierung, sondern durch eine erhéhte AnzalbedalRanschnitten
zustande kam. Auch reicht eine leichte Aktivierung offensichtliathtnaus, um einen
statistisch messbaren Unterschied hervorzurufen. Die morphologisebeanderungen
sprechen fur eine Aktivierung bei den unbehandelten, transgenen Tiedevor allem bei
den L-Name behandelten, transgenen Tieren, aber die Ergebnisse dem€uasgsung
zeigen keine signifikanten Unterschiede im Vergleich zu den amd&mippen. Das
Quantimet ist also fur den Nachweis einer Mikroglia-Aktivierubgi Tomato Lektin-
Markierung nicht geeignet.

Trotz dieser Nachteile ist die Ausmessung mit dem Quantinmed &lethode, um
histologische Praparate maoglichst objektiv und reproduzierbar zu leew&ie erlaubt, die
gewonnenen Messergebnisse zu vergleichen und statistisch ausmyaah wenn bei der
Interpretation der Ergebnisse die beschriebenen Mangel der Methamé&diehtigt werden
missen. Alternative Wege zur Beurteilung der Folgen der ET-1-kiiresssion waren mit
molekulargenetischen Methoden moglich. Man konnte z.B. mittels Weligisiden Gehalt
an GFAP oder mit Northern Blots den Gehalt an GFAP-mRNA meged damit auf das
Ausmald der reaktiven Astrogliose Ruckschlisse ziehen. Diese Methdokem Wweederum
den Nachteil, dass man keine Zuordnung zu bestimmten Gehirnaregdfen tann. Man
hatte auch die Menge bestimmter Zytokine und Chemokine messen kdnnen, aim ein
Aktivierung der Mikroglia nachzuweisen. Diese Methoden wére obgkiwmd besser zur
statistischen Auswertung geeignet, waren aber bei unserer &taldiemoglich, da wir die
Gehirne bereits fixiert und in Paraffin eingebettet bekommen haben.

Ein weiterer Kritikpunkt liegt in der Verwendung des humanen ET-isGair Herstellung
der transgenen Tiere. Zwar sind sich die Endotheline in verschie@@ezies, unter anderem
auch zwischen Menschen und Mausen, sehr éhnlich (ltoh et al 1988), abésarm nicht
uneingeschrankt davon ausgehen, dass das humane ET-1-Gen genau dié\ffieititezu
den Mause Enzymen und Rezeptoren hat. Insofern ware ein transgemasdélemit
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Verwendung des Mause-ET-1-Gens evtl. aussagekraftiger um digrkuisgen einer ET-1-
Uberexpression zu untersuchen. Auch lasst sich nicht ausschlieRedaddsumane ET-1 in

den transgenen Mausen nicht noch andere, zusétzliche Wirkungdrematcht direkt mit der
physiologischen Wirkung des Mause-ET-1 korrelieren. Dennoch ist aierdlichung von
fremd-transgenen Tieren eine anerkannte Methode, um die Auswirkungen einer
Uberexpression bestimmter Gene zu erforschen (Theuring 4998, Racay 2002). Der
Vorteil der Verwendung von humanen Genen liegt in der bessererirdgfbarkeit der
gefundenen Ergebnisse auf Erkrankungen des Menschen, sowie der Entwickiusg
Medikamente und Therapien gegen diese Krankheiten.

3.3.4 Beurteilung

Eine Astrogliareaktion auf die Uberexpression des ET-1-Gens kam aufgrund dieser
Studie nicht nachweisen. Es liel3 sich, insbesondere wenn man die dezdarchgefihrten
Berechnungen mit der Durchfihrung der Bonferroni-Korrektur bertckgichtkein
signifikanter Unterschied zwischen den transgenen Tieren und den Kmngo feststellen.
Auch die Behandlung mit L-Name und der Kombination aus L-Name und LUR##*té an
dieser Tatsache nichts. Ein Einfluss der ET-1-Uberexpressiodi@ufstrozyten lasst sich
aber aufgrund der bei den Kontrolltieren ebenfalls vorhandenen Ass®glennoch nicht
ausschlie3en. Eine, wie bereits in den Nieren und Lungen der tEanrégenen Mause
nachgewiesene, Fibrose ist im Gehirn wegen der sehr geringamhteD an
bindegewebsbildenden Zellen nicht méglich.

Bei der Beurteilung der Mikroglia war die Auswertung der Quagiergebnisse aufgrund der
oben beschriebenen Einschrankungen wenig aussagekraftig. Die deskriptphologische
Beurteilung zeigt eine vermehrte Aktivierung der Mikrogliszelbei den transgenen Tieren
und eine noch ausgepragtere Aktivierung bei den mit L-Name belemdéalansgenen
Tieren. Der Faktor, der die Astrogliose verursacht hat, hatte aifeosichtlich keinen
Einfluss auf die Mikrogliareaktion. Da die Mikroglia-Aktivierungilwer zusatzlichen Gabe
von LU224 nicht mehr nachzuweisen ist, muss die ET-1-Uberexpressiddrstache sein.
Ein deutlicherer Nachweis der Aktivierung der Mikrogliazellegrevdurch spezielle Marker,
die nur aktivierte Mikrogliazellen markieren, mdglich.

3.4 Aussichten fur die Zukunft der Endothelinforschung im Gehirn

Uber die Bedeutung und Funktion des Endothelinsystems im zentralen Nsteemsst noch
vieles unbekannt. Es wirkt nicht nur auf Gefal3e und spielt dadurciReifeebei Ischamien
und Blutungen (Gajkowska 1997, Wang et al. 1995), sondern es lassen sich lauch al
Komponenten des ET-Systems in unterschiedlichen Bereichen de®\Méimgs nachweisen
(van den Buuse et Webber 2000). Endothelin hat Einfluss auf die Hormonaussgidét
Hypophyse (Samson et al. 1991, Webber et al. 1998a), erhdht die Doparsetztiray im
Striatum (van den Buuse et Webber 2000) und hemmt die Norepinephrink8eknet
anterioren Hypothalamus und fiihrt dadurch zu einem Blutdruckanstieiju(diio et al.
2002). Hohere ET-Konzentrationen fuhren zu Verhaltensanderungen (D'Atmato16995)
und reversiblem Hypermetabolismus (Gross et al. 1992a), sehr hohe Katiaeair haben
einen permanenten neuronalen Schaden zur Folge (Hughes et al. 2003). Endatheko
offensichtlich einen Einfluss auf viele Gehirnfunktionen sowohl untesiplogischen, als
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auch unter pathologischen Bedingungen. Da es unter physiologischen Beging
hauptsachlich von Neuronen exprimiert wird und ET-Rezeptoren auch auinbix@uronen
zu finden sind, Ubernimmt es im Gehirn die Funktion eines Neurotransmitters.

Die meisten Studien zur ET-Verteilung und -Wirkung im Gehirn wurdenvitro
durchgefuhrt. Die intrazellulare Signalverarbeitung ist daduedhtiv gut bekannt, und
entspricht weitgehend der ET-Wirkung in nicht neuronalem GewebefURT auch im
Gehirn zu einem Anstieg des intrazellularen Calcium-Spiegelszurainer Aktivierung des
Inositol-Phosphat-Stoffwechsels, wobei allerdings die Angaben uUbeFygedes aktivierten
ET-Rezeptors unterschiedlich sind (van den Buuse et Webber 2000).

Bei der Mehrzahl der Studien im Gehirn wurde der Einfluss von uhieddichen Dosen
Endothelins auf die Sekretion von Hormonen, Transmittern, den Metabolismuslieind
Neurotoxizitat untersucht. Dazu wurde Endothelin meist injiziert odendiert. Die gezielte
Injektion ist eine gute Moglichkeit, um lokale Wirkungen von ET zu untéesuc Ein
Problem ist allerdings die richtige Dosierung, um Ruckschliusseiaybhysiologische ET-
Wirkung ziehen zu kénnen.

Transgene Tiermodelle haben den Vorteil, dass man die Funktionen von Hinduotte nur
lokal, sondern im gesamten Gehirn untersuchen kann. So zeigen ET-1 ebenSd,®i
knockout M&ause kraniofaziale Missbildungen, was darauf hindeutet, dass EE-Relle bei
der embryonalen Entwicklung des Kopfes und damit auch des Gehirns(iKpréhara et al.
1994, Clouthier et al. 1998). In anderderockout Tieren wurde gezeigt, dass die Interaktion
von ET-3 und dem ESR fur die Entwicklung des enterischen Nervensystems von grof3er
Bedeutung ist (Kruger et al. 2003). Eine Defizienz degRETuhrt auRerdem zu einer
erhohten Apoptoserate im Gyrus dentatus wéahrend der postnatalen Emgibldi Ratten
(Ehrenreich et al. 2000). Das Endothelinsystem scheint also nicht rdie fiintwicklung des
Nervensystems, sondern auch als Uberlebensfaktor fiir Neurone von Bedausgig. Die
meisten transgenen Tiermodelle des ET-Systems haben sibler bsdoch auf die
Untersuchung anderer Organe wie die Nieren, Lungen, das Hestaifebystem oder den
Darm konzentriert. Die Auswirkungen im ZNS wurden in der Regel (noat genauer
untersucht, da die Veranderungen an anderen Organen deutlicher wiarémt&suchung
dieser transgeneknockout und knockin Tiere kdnnte in Zukunft zu weiteren wichtigen
Erkenntnissen Uber die Funktion und Bedeutung des Endothelinsystems im faéhén.
Die Untersuchung der Astroglia der ET-1 transgenen Maudieser Studie hat leider bei der
Auswertung ergeben, dass sich die Daten aufgrund eines vorher nidrkteentorfaktors
nicht eindeutig auswerten lassen. Es ware daher sinnvoll, den Wemsot Nachweis einer
Astrogliose zu wiederholen. Dabei sollten zusatzlich Untersuchungtoigem, die
Verhaltensunterschiede und Unterschiede in den kognitiven Leistungéeriede erfassen.
Neben den lichtmikroskopischen Untersuchungen kodnnte eine elektronenmikroskopische
Auswertung erfolgen. Die Ergebnisse der morphologischen Mikrogliat@leung zeigten
eine Aktivierung der Mikrogliazellen aufgrund der ET-1-Uberexpresdinese Ergebnisse
sollten durch die Verwendung spezieller Marker, die besonders aldiwgkrogliazellen
markieren, noch bestatigt werden. Als Marker kdmen. £B3/43, ED1 monoklonale
Antikorper, OX-6 Antikorper oder Antikdrper gegen MHC Klasse | uridske 1l-Molekile
in Frage (Graeber et al. 1994, Egensperger et al. 1998, Graedlerl898). Nach neueren
Methoden ware sogar ein in vivo Nachweis von aktivierter Mikrogiitiels PK11195 oder
dem noch spezifischeren R-Enantiomer von PK11195 als Ligand bei einémomios
Emissions-Tomographie mdglich (Banati 2003). Dies ist jedoch auseigsinden und
aufgrund der geringen Auflésung nicht sinnvoll.
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Um die Rolle des ET-Systems bei neurologischen und psychiatrisEnlerankungen
beurteilen zu kbnnen, ist die genauere Aufklarung der ET-Wirkungen e@emgBedeutung.
Es gibt mehrere Studien, die einen Einfluss des ET-Systemslbees Erkrankungen nahe
legen. Am haufigsten untersucht wurde der cerebrovaskulare EinitusgEndothelin im
Gehirn, vor allem bei Ischamien, Subarachnoidalblutungen und Verletzungen des
Hirngewebes (van den Buuse et Webber 2000). Eine groRere Anzahl an &alukensich
auch mit der Rolle des ET-Systems bei der Pathogenese atesisViAlzheimer beschaftigt
(Yoshizawa et al. 1992, Jiang et al. 1993, Minami et al. 1995, Kohzuki ¥238, Crawford
et al. 1998). Der Zusammenhang der einzelnen Ergebnisse und die gerfauekidn dabei
sind jedoch noch unklar. Es gibt auch Hinweise, dass ET bei der enddgeperssion
(Hoffman et al. 1989) und beim Morbus Parkinson (Webber et al. 1998b, vadudsa et
Webber 2000) von Bedeutung ist. Durch seinen mitogenen Effekt hat Endothelin auc
Einfluss auf das Wachstum von Tumoren. So liel3 sich in verschiedemeorzelllinien des
ZNS die Expression von ET und von ET-Rezeptoren nachweisen (Takahalsii9£8, Sone
et al. 2000). Die Bedeutung von Endothelin fur die zentrale kardiovaskré&ipelation ist
auch noch nicht ausreichend untersucht. In einigen Regionen fuhrt esinegm e
Blutdruckanstieg, wie z.B. durch eine Hemmung der Noradrenalinfrerggim Bereich des
anterioren Hypothalamus (di Nunzio et al. 2002) oder bei intracaédter ET-1-Injektion
(Mosqueda-Garcia et al. 1992), in anderen zu einem Blutdruckabfall, \Bie kei
Mikroinjektion von ET-1 in die rostrale oder kaudale, ventrolaterale Madofilongata
(Mosqueda-Garcia et al. 1995).

Das ET-System ist also im ZNS bei physiologischen und patholegisVorgangen von
grolRer Bedeutung. Die Erforschung seiner genauen Aufgaben konntekimfZ die
Diagnose, Therapie und Prognose vieler Erkrankungen entscheidend beeinflussen.
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