1. Allgemeiner Tell

1.1 Das Endothelinsystem

1.1.1 Die Entdeckung

In den Achtziger Jahren wurde nach der Entdeckung von NO als vom Englattietierter,
vasoaktiver Substanz (Furchgott et Zawadzki 1980, Palmer et al. 198vighre nach
ahnlichen kreislaufwirksamen Substanzen gesucht. Schon 1982 konnte ein EDCF
(endothelium-derived constricting factor) nachgewiesen werdennibée der Untersuchung
des EDRF (endothelium-derived relaxing factor = NO) mittelgabe von Kulturiiberstand
aus Rinderaortenendothelzellen auf isolierte Schweinekoronarien einevaueée,
langanhaltende Vasokonstriktion beobachtet werden konnte, da der labilefe [keDEts
abgebaut worden war. Aufgrund der Proteasesensitivitdt des Effekte ein Peptid als
Ursache vermutet (Hickey et al. 1985), welches schliel3lich vongtaaea et al. (1988) aus
Schweineaortenendothelzellen isoliert und identifiziert werden konntepfechend seines
Ursprungsorts wird es seither Endothelin genannt.

1.1.2 Komponenten des Endothelinsystems

Es sind drei verschiedene Endotheline bekannt, die in der ReiherfiodgeEntdeckung als
Endothelin-1 (ET-1), Endothelin-2 (ET-2) und Endothelin-3 (ET-3) bezeichnetewe Sie
bestehen alle aus 21 Aminosauren mit vier intramolekularen Cysteinyedie Uber
Disulfidbricken in Position 1 und 15 sowie 3 und 11 miteinander verbunden sind (Iradue et
1989). Dies fuhrt zu der charakteristischen Haarnadelstruktur dekiueldie Endotheline
unterscheiden sich nur geringfligig voneinander: ET-2 hat zwei und4etH3 abweichende
Aminosauren im Vergleich zu ET-1. Eine hohe Ahnlichkeit besteht audsclzen den
Endothelinmolekilen verschiedener Spezies (sie sind in Schwein, Hadz®&ensch sogar
identisch (Itoh et al. 1988)), sowie zu den Sarafotoxinen des GiftsSdelangenart
Atractaspis engaddensis (Kloog et Sokolovsky 1989).

Die Gene fur die Endothelinisoformen liegen beim Menschen auCteomosomen 6 (p23-
24), 1 (p34) und 20 (q13.2-13.3) (Arinami et al. 1991). Das ET-1-Gen enthitirs Bnd 4
Introns, seine gesamte Nucleotidsequenz ist bekannt. Nach der Entfeeruimgrons wird
die Praproendothelin-mRNA in Praproendothelin-1 translatiert, welchesMenschen 212
Aminosauren enthalt. Spezifische Endopeptidasen spalten das Prapro@mdathe?
Basenpaaren, so dass Proendothelin-1 (auch als Big-Endothelin-1 beZemhtisétht
(Yanagisawa et al. 1988, Masaki et al. 1992). Es besteht beim Marnsehe38, bei Ratte,
Rind und Schwein aus 39 Aminosauren. Mit Hilfe eines Endothelin-convemingmes
(ECE) wird das biologisch weitgehend inaktive Proendothelin in sshtige Form ET-1
umgewandelt.
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Abb.1 Biosynthese des ET-1. Im Anschluss an die Spaltung des Praira@t&Th spezifische
Endopeptidasen wird Big-ET-1 (=Pro-ET-1) durch das ECE zu refférh umgewandelt. (Abb. aus
Hocher et al. 1997a)

Es sind verschiedene Isoformen von ECE bekannt. ECE-1 ist eine plastheangebundene
Zink-Metalloprotease mit einem pH-Optimum im neutralen Berekh ét al. 1994). Es
kommt in diversen Zellen vor, unter anderem in Endothelzellen. Inw&zefindet man vor
allem das ebenfalls membrangebundene ECE-2. Sein pH-Optimunimiesgturen Bereich,
bei neutralem pH ist es weitgehend inaktiv (Emoto et YanagisE®®b). Beide ECEs
besitzen eine hohere Affinitdt zu Proendothelin-1 als zu Proendothelie-Z\finitat zu
Proendothelin-3 ist am geringsten. Eine Studie von Yanagisawa (20@0) zeigt, dass es
noch weitere Enzyme zur Umwandlung von Proendothelin geben mussiuda Mlie weder
ECE-1 noch ECE-2 exprimieren kdonnen, dennoch messbare Mengen reifer diindoth
produzieren. Die Konversion von Proendothelin zu ET durch die ECEs esttiefisfur die
biologische Aktivitdt, eine Hemmung des Enzyms fuhrt zu einemlu$terder
blutdrucksteigernden Wirkung von exogen zugefihrtem Proendothelin (Matsumura et al
1990).

ET bindet in Saugetieren an zwei unterschiedlichen Rezeptonerrdothelin-A-Rezeptor
(ETAR) und den Endothelin-B-Rezeptor R). Beide Rezeptoren bestehen aus etwa 400
Aminosauren mit 7 transmembranen, hydrophoben Helices, einem #utéaea N- und
einem intrazellularen C-Terminus, sowie jeweils drei intra- @xtrazellularen Loops
(Birnbaumer et al. 1990). Sie gehoren beide zur Familie der rhoddjgena G-Protein
gekoppelten Rezeptoren. Der ;AR bindet ET-1 deutlich starker als ET-2, ET-3 wird in noch
geringerem Mal3 gebunden. DerdRTbindet alle ET-Peptide mit etwa gleichstarker Affinitat
(Bax et Saxena 1994).

Nambi et al. fanden 1994 in der Frosché&ehopus laevis noch einen weiteren Endothelin-
Rezeptortyp, den Endotehlin-C-Rezeptor, dessen Existenz in Séegdtisher jedoch nicht
nachgewiesen werden konnte.

Der Abbau von zirkulierendem Endothelin erfolgt Gber Endopeptidasenamiera pH-
Optimum und Endopeptidasen mit neutralem pH-Optimum, welche insbesomdeler i
Lunge vorkommen (Simonson et Dunn 1993).



1.1.3 Vorkommen, Steuerung und Funktion des Endothelinsystems
Endotheline werden in vielen verschiedenen Organen gebildet, wob®8ymlieeserate der
einzelnen Isopeptide in den einzelnen Organen unterschiedlich ist.W&TVor allem in
Endothelzellen gebildet (Yanagisawa et al. 1988, Masaki et al. 1992jmtkaber auch in
Niere, Leber, Lunge, Herz, Zellen des zentralen und periphererehsystems, Nebennieren,
Gastrointestinaltrakt, Prostata, Augen, Epidermis und Parathyremdé®artin et al. 1990,
Lee et al. 1990, Masaki et Yanagisawa 1992, Imokawa et al. 1992, Eduahi 192,
Simonson et Dunn 1993, Langenstroer et al. 1993). ET-2 findet man unteerarideXiere
und Darm (Suzuki et al. 1989), und ET-3 wird hauptsachlich im zentraleeMNsistem und
im Darm exprimiert (Matsumoto et al. 1989).
Auch die Verteilung der ET-Rezeptoren differiert von Organ zu QrBai Menschen wird
der ETAR vor allem in glatter GefaBmuskulatur, Herz, Lunge, Kolon und Phkzent
synthetisiert (Hosoda et al. 1992, Molenaar et al. 1993), wahrend Batien auch in der
Leber nachgewiesen wurde (Jouneaux et al. 1994). DgR EKbmmt ebenfalls in der
Rattenleber vor, auBerdem ist er u.a. auf Endothelzellen, im ZNf&ribunge und in der
Niere zu finden (Ogawa et al. 1991).
Die Steuerung der Endothelinbildung und Freisetzung erfolgt in der Refyder Ebene der
Praproendothelin-mRNA Synthese (Yanagisawa et al. 1988). Eine Reihe~aktoren
stimulieren die Endothelinproduktion. Dazu zahlen unter anderem:
- Hormone wie Adrenalin (Yanagisawa et al. 1988), Angiotensin Ilt@Bagt al. 1997),
ADH (Emori et al. 1991), Cortisol (Kanse et al. 1991a), Insulin (Oliver et al. 1991)
- Peptide wie Zytokine (Kanse et al. 1991b), TBEZoja et al. 1991), EGFegidermal
growth factor, Casey et al. 1991), IGF-inéulin-like growth factor-1, Matsumoto et
al. 1990), Interleukin-1 (Yoshizumi et al. 1990), Endotoxin (Sugiura et al. 1989)
- Blutbestandteile wie oxidiertes LDIlof density lipoprotein, Boulanger et al. 1992),
Glukose (Yamauchi et al. 1990), Thrombin und Thromboxa(Zaja et al. 1991)
- Physikalische und chemische Stimuli: Hypoxie (Kourembanas efl9%81) und
GefaRwandspannung (Milner et al. 1990)
- Pharmaka: Cyclosporin A (Nakahama 1990), FK 506 (Takeda et al. 1999)Affid C
lonophor A23187 (Yanagisawa et al. 1988)
Als wichtigster Inhibitor der Endothelinsynthese wirkt sein phggjgicher Gegenspieler
Stickstoffmonoxid (NO). Starkeshear stress an den GefaRwanden fuhrt zur Freisetzung von
NO, welches intrazellular die Bildung von cGMP fordert, wodurch dharET-1-Expression
gehemmt wird (Kuchan et Frangos 1993). Auch andere Faktoren, di€&ME-8ynthese
erhohen, wie z.B. ANP (atriales natriuretisches Peptid) und PykBtez hemmen die
Bildung von Endothelin (Gray et Webb 1996). ET-1 induziert Uber degREdie
kalziumabhangige endotheliale NO-Synthase (eNOS) und steggkntah selbst die Bildung
von NO. ET-1 und NO sind also Teil einer lokalen negativen Riuckkopplung ¢i¢amza et
al. 1988).
Die Plasmakonzentration von ET-1 (1pM) und Proendothelin (auch etwaligg¥dleutlich
unter der pharmakologisch bedeutsamen Konzentration, bei ET-2 und ESie3ssgar noch
geringer. Endotheline wirken also unter physiologischen Bedingungen hanliotséauto-
und parakrin und nicht als zirkulierende Hormone im Blutkreislauf (Battistirii £983a).
Bei der Bindung von ET an seinen Rezeptor kommt es zu einer GrPgakoppelten
Aktivierung der Phospholipase C. Dies fuihrt zu einer Spaltung von Phosfihasdol in
1,2-Diacylglycerol (DAG) und Inositol-Phosphate, v.a. 1,4,5-Inositol-triphosfRgt Das
entstandene DAG stimuliert die Proteinkinase C (PKC), wahrendPdasirch Bindung an




seine intrazellularen Rezeptoren zu einem raschen Kalziumeingtesmintrazellularen
Speichern filhrt (Simonson et Dunn 1990). Darauf folgt ein lang anhait€atieinflux tiber
Dihydropyridin-sensitive, spannungsabhangige L-Typ Kalziumkanabo(€t al. 1989) und
vermutlich auch Uber rezeptorabhangige, unselektive, Dihydropélistive
Kationenkanédle (lwamuro et al. 1998). Dieser Kalziumeinstrom kann hdurc
Kalziumkanalblocker verhindert werden und ist somit abhéngig von deretkitaren C&'-
Konzentration (lijima et al. 1991). Die Erhéhung der intrazellul&@lziumkonzentration
hat eine Aktivierung der Phospholipase ; Aund damit Verdnderungen im
Arachidonsauremetabolismus zur Folge (Resink et al. 1990a). Die ékiing der PKC fuhrt
zu einer Sensibilisierung der kontraktilen Zellbestandteile gegen#adzium und,
wahrscheinlich Gber eine Stimulation des Natriumionen-Protonen Aok&ugu einer
Alkalisierung des Intrazellularraums (Lonchampt et al. 1991). Destevén wird eine
verstarkte Expression wachstumsférdernder Genecifigs, c-myc und c-jun durch die PKC
angenommen (Simonson et al. 1989 und 1992).

Endotheline tbernehmen in verschiedenen Organen eine Vielzahl von Funktionen.

- Eine der wichtigsten Funktionen ist ihre Rolle bei der BlutdrueKegipn. Uber den
ETgR wirken Endotheline zunachst vasodilatatorisch durch die StimulatroNGde
Synthase und der Prostacyclin-Synthese. Dann folgt eine langeiteadea
Vasokonstriktion uber den E&R-vermittelten Anstieg der intrazellularen
Kalziumkonzentration in glatten Muskelzellen (Filep et al. 1991atdiet al. 1993).

Es gibt allerdings auch mehrere Studien, die einengREErmittelten
vasokonstriktorischen Effekt zeigen (Pollock et Opgenorth 1993, Clozel gt Gra
1995). Die Endothelinwirkung auf Gefal3e ist demnach abhéngig von der
Rezeptorverteilung und den unterschiedlichen intrazellularen Effekboeifen. So

ist z.B. an menschlichen Koronararterien degETam Endothel nicht nachweisbar,
ET-1 wirkt also als Vasokonstriktor (Russell et al. 1997).

In gesunden Menschen fiuhrt eine Blockade der ET-Rezeptoren mitrtsstektiven
ETA/ETgRezeptorantagonist TAK-044 zu einem Anstieg des arteriellemdiBicks

und des totalen peripheren Widerstands (Haynes et al. 1996). Bei dptiedies
Hypertonie des Menschen lasst sich der Blutdruck durch die 6-wo&age von
Bosentan, ebenfalls ein KETg-Rezeptorantagonist, in einem mit ACE-Hemmern
vergleichbaren Ausmald senken (Krum et al. 1998). Auch bei spontan hyperiens
Ratten (SHR) konnte der Blutdruck mittels kurzzeitiger systemeis Gabe von
Bosentan oder dem selektiven &zRezeptorantagonisten BQ-123 signifikant gesenkt
werden, was bei den normotensiven Kontrollen nicht der Fall wachgt et al. 1996,
Bunting et Widdop 1999). Bei chronischer Applikation von Bosentan lasst sich
allerdings keine Blutdrucksenkung mehr nachweisen (Li et al. 19963eDEffekt
lasst sich moglicherweise durch eine Abnahme von gegenregsihieni
Mechanismen wie der NO-Synthese oder einer Zunahme der Anzahl a
Endothelinrezeptoren bzw. der ET-abhangigen intrazellularen Sigrsaltrigtion
erklaren.

Auch in anderen experimentellen Hochdruckmodellen ist eine Aktivied@sgET-
Systems nachweisbar. Dies gilt vor allem fir durch Salzbelastengprgerufene
Hypertonien wie z.B. Desoxykortikosteronacetat (DOCA) Salz wemsRatten
(Lariviere et al. 1993a und b), DOCA Salz behandelte spontan bypes® Ratten
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(Schiffrin et al. 1995) und Dahl Salz sensitive Ratten (Doucet 396, Ikeda et al.
1999) sowie bei Menschen mit salzsensitiver Hypertonie (Ferri et al. 1997).

Die durch exogen infundiertes Angiotensin Il hervorgerufene Blutdteigjesung
lasst sich mit ET-Rezeptorantagonisten verhindern, was eine Edhittelte
Angiotensin 1I-Wirkung nahe legt (Rajagopalan et al. 1997). Beir een€logenen
Uberexpression von Angiotensin Il lasst sich jedoch keine Aktiviedesgvaskularen
ET-Systems nachweisen (Schiffrin 1999).

Eine verstarkte Aktivierung des Endothelinsystems bei Hypertonie &aalab in
einigen Studien nachgewiesen werden (Wagner et al. 1992, Larétiexe 1993a,
Luscher et Wenzel 1995), wahrend andere Studien keinen signifikantersdbired

im Vergleich mit normotensiven Kontrollen fanden (Kohno et al. 1990, Egal.
1996).

Eine dauerhafte Uberexpression von Endothelin-1, z.B. in ET transgenen
Tiermodellen, fuhrt nicht wie erwartet zu einer Hypertonie, sandemormotensiven
Blutdruckwerten (Hocher et al. 1997b). Im Gegensatz dazu fanden Kurhaal.
(1994) bei heterozygoten ETkhockout Mausen eine leichte Erhdhung des arteriellen
Blutdrucks, was auf eine pradominante blutdrucksenkende Wirkung von Endothelin-1
hinweisen konnte oder aber auch Folge der durch kraniofaziale Miastpdn
bedingten Hypoxie der Tiere sein kénnte.

Auch in der Lunge fuhrt Endothelin zu einer Vasokonstriktion, die durch ET-
Rezeptorantagonisten blockiert werden kann (Barman et Pauly 1985). |
verschiedenen Tiermodellen konnte die Progression der pulmonalen Hypenibnie
ETaR-Antagonisten verlangsamt werden (Miyauchi et al. 1993, Okada &9%b).

Bei Patienten mit pulmonalem Hypertonus konnten erhéhte Mengen von Piigpro-E
1-mRNA und ET-1 in den Endothelzellen der Lungenarterien nachgewieseien
(Giaid et al. 1993). Verschiedene Studien zeigen eine Senkung des
pulmonalarteriellen Drucks und des pulmonalen Gesamtwiderstands sovde
Verbesserung der Gehstrecke und des subjektiven Befindens unter cagpid meit
dem gemischten Rezeptorantagonist Bosentan (Williamson et al. 2000, Charmhick et
2001, Sitbon et al. 2003). Endothelin wirkt auch konstriktorisch auf die glatte
Muskulatur der Bronchien und spielt dadurch eine Rolle beim Asthma brtnchia
(Ortega Mateo et al. 1997). Eine Uberexpression von ET-1 fuhrr ibwhge zu einer
chronischen Entziindung und einer Lungenfibrose (Hocher et al. 2000a).

Die Koronararterien sind neben den Nierengefal3en die Widerstandsgaizan
empfindlichsten auf ET reagieren (Clozel et Clozel 1989). Didstfbei einer
vermehrten ET-Ausschittung zu einer Koronarkonstriktion und damit durch
Ischamien (Kurihara et al. 1989, Wang et al. 1994) und Arrhythmiea @zl. 1989,
Salvati et al. 1991) zu einer verminderten Herzleistung. Beeriati mit einer
Herzinsuffizienz spielt das ET-System eine wichtige Rolie Aerz wirken niedrige
Dosen ET-1 positiv chronotrop und positiv inotrop (Ishikawa et al. 1989, Yomogida et
al. 2004), eine Aktivierung des ET-systems scheint zunachst also sirBewibhl in
Tiermodellen als auch beim Menschen mit Herzinsuffizienz Igisst eine erhohte
Endothelinbildung und eine vermehrte ET-Rezeptorexpression im Herz eiaehw
(Sakai et al. 1996, Tonnessen et al. 1997, Zolk et al. 1999). Diesddbah neben

der Kontraktilitatssteigerung auch zu einer auf dem mitogéiffiekt des Endothelins
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beruhenden Forderung der kardialen Hypertrophie und des struktiRethedellings

der Herzwand (Mulder et al. 1997). Daruber hinaus fuhrt die bei Hafizrenz
erhohte ET-Konzentration im Plasma zu einer peripheren Vasokomstrikid damit

zu einer Erhohung der kardialen Nachlast. Zusammen mit der Komstrider
Koronargefal3e verstarken diese Effekte also die Herzinsuffiziech. Dies zeigt
sich auch in der Korrelation der Plasmaspiegel von ET-1 und der Schesr
Krankheitsbhildes gemessen an klinischen und hamodynamischen Para@pieker(

et al. 2001). Die Behandlung der Herzinsuffizienz mit kombinierten -ETR
Antagonisten wie Bosentan oder Tezosentan (Torre-Amione et al) A8 in
verschiedenen Studien sowohl bei akuter als auch bei chronischer Gabeer
signifikanten Verbesserung der hamodynamischen und pulmonalen Parameter
(Wenzel et al. 1998, Sutsch et al. 1998, Mylona et Cleland 1999).

Endothelin spielt auch bei der Entwicklung von Arteriosklerose und Myokar#inf
eine pathogenetische Rolle. Viele der bekannten Risikofaktoren rtérigsklerose
wie Hyperlipiddmie, Diabetes und Rauchen fiilhren zu einer Aktivierdes ET-
systems (Martin-Nizard et al. 1991, Boulanger et al. 1992, Hadk 2334, Kiowski

et al. 1994). Schon vor morphologischen Veranderungen der Gefal3e konnteim Rat
mit Hypercholesterinamie ein erhéhter ET-Spiegel nachgewiesestew (Horio et al.
1991), und bei Menschen mit Arteriosklerose korreliert das Ausmal} kiemEunng

mit der Immunoreaktivitat fur ET im Plasma und Gewebe deefat (Lerman et al.
1991). ET-1 ist ein starkes Chemotaxin fur zirkulierende Monozyten urdeakt
Makrophagen, welche zum einen direkt schadigend auf das Endothel wirken, zum
anderen Zytokine produzieren (PDGF, IL-1, THNJ- die wiederum glatte
Muskelzellen zur Migration in die Intima und zur Proliferation gere (Ross 1990,
Haller et al. 1991). Aul3erdem fordert ET die Einwanderung von Fibteblasd
deren Proliferation (Peacock et al. 1992) sowie die Umwandlung voterglat
Muskelzellen vom kontraktilen Typ in den synthetisierenden Typ (Sjolunal. et
1988). Dies geschieht unter anderem durch seingRE/Ermittelten mitogenen
Effekte (Weissberg et al. 1990, Resink et al. 1990b, Alberts et al. 1994).
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Late stage

Abb.2 Darstellung der Pathogenese der Atherosklerose und dass§imfin Endothelin im
frihen und im spaten Stadium. (Abb. aus Hocher et al. 1997a)

Bei Patienten mit Myokardinfarkt korreliert die 1-Jahres-Ultentesrate stark mit der
ET-1 Konzentration im Plasma drei Tage nach dem Infarkt (Omlaatl £994). In
Tiermodellen konnte die InfarktgroRe um 40-45% gesenkt werden, wenn vor der
Ligatur des KoronargefalRes ein ETR-Antagonist infundiert wurdetaidhe et al.
1991, Grover et al. 1993). Die ET-1 Freisetzung beim akuten Myokardinfarkt ist durch
verschiedene Faktoren wie der Gefalverletzung, der vermindertesetEnag von
vasodilatatorischen Substanzen, dem Verstarkdaear stress, der Thrombin-
freisetzung und der Ischamie bedingt (Yoshizumi et al. 1989, Kouremiearals
1991, Pearson et al. 1992), was wiederum zu einer Koronarkonstriktion und damit z
einer Verstarkung der Ischamie und Vergré3erung des Infarktareals fuhrt.

Studien haben gezeigt, dass auch die Proliferation der Intima nach
koronarangiographischer Intervention durch die Gabe von ETR-Antagonisten
verringert werden kann (Lermann et al. 1994, Douglas et al. 1994, Raschack gt Stum
1996).

In der Niere kommen beim Menschen normalerweise mRNA von allenEdrei
Isoformen vor, auf Proteinebene lasst sich jedoch nur ET-1 nadweDie
Expression von ET-1 und seinen Vorstufen ist bei Gesunden hauptsachlidasauf
Endothel der Gefalle und des Glomerulums beschrénkt (Hocher et al. 1997a, Miyauchi
et Masaki 1999). Bei Nierenerkrankungen mit Proteinurie findet nlad Buch in
den Nierentubuli (Kohan 1997).

Auch in der Niere findet, wie oben beschrieben, an den GefaRerkwineeitige
ETsR-vermittelte ~ Vasodilatation mit  anschlieBender aRIvermittelter
Vasokonstriktion statt. In einigen Gefal3regionen wird desREjedoch auch auf der
glatten Muskulatur der Gefal3e exprimiert und wirkt dort zusatzlich
vasokonstriktorisch (Haynes et al. 1995). Insgesamt bewirkt ET in wee Mine
Konstriktion der Arteriolen (v.a. der afferenten) und damit eine Reduldemn
glomerularen Durchblutung und Filtrationsrate. Diese Reaktionen \g8indallem
ETAR vermittelt, eine Aktivierung des BRs bei Menschen und Ratten fuhrt zu einer
Zunahme des renalen Blutflusses (Gellai et al. 1997). DgRHihdet sich auch in
weiten Teilen des Tubulussystems. Dort flhrt er wahrscheinlicirer tonischen
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Inhibition des epithelialen Natriumkanals (eNaC) (Gallego eg) l1i896, Hocher et al.
2000b) und zu einer vermehrten Regeneration von beschadigtem Tubulusemthel (O
et al 1995). Kleine ET-1-Dosen fordern daher die NatriumexkréMarsden et al.
1994), héhere Dosen konnen allerdings auch zu einer Natriumretention fihren (Lopez-
Farre et al. 1989).

Bei einer Vielzahl von Nierenerkrankungen wie der diabetischen Nephrepder
Lupus Nephritis, dem akuten Nierenversagen und v.a. Nierenerkrankungjehge

mit einer Fibrose einhergehen, findet sich eine Aktivierung des Eeldwtystems
(Shibouta et al. 1990, Nakamura et al. 1993, Fukui et al. 1993, Tharaux et al. 1999)
Auch die nephrotoxische Wirkung von Cyclosporin scheint mit einer Aktingpides
Endothelinsystems zusammenzuhéngen und lasst sich durch die Gabe von ET-
Rezeptorantagonisten verbessern (Nambi et al. 1990, Fogo et al. 1992 eDalis
1994 Die genaue Rolle von Endothelin bei der chronischen Niereninsuffizeénz
unklar, da es sich meist um eine multifaktorielle Genese hannthelt einzelne
Faktoren daher schwierig zu analysieren sind. In einem Raitimmit 5/6
Nephrektomie fuhrte die Gabe eines selektivenREAntagonisten (FR139317) zu
einer Reduktion der Proteinurie, einer Verminderung des glomerulared&ts und
einer Hemmung der Progression der Niereninsuffizienz (Takahasihi £094). Bei
Modellen der Nierenarterienstenose wie dem 2-Niere-1-Cligltibatt hypertensiven
Ratten konnte eine Aktivierung des renalen Endothelinsystems nachgewiesden
(Diekmann et al. 2000). Eine dauerhafte Uberexpression von ET-1, indemauch

in dieser Studie verwendeten ET-1 transgenen Mausen, fihrt zu einer
Glomerulosklerose, einer interstitiellen Fibrose und Nierenzystécher et al.
1997b). Bei homozygoten 3 Wochen alten Ratten mit einer naturlichenidmutkgs
ETsR-Gens (sl-Mutation) lieR sich neben einer Blutdruckerh6hung gegeniiber dem
Wildtyp eine durch Amilorid antagonisierbare stark verminderteildausscheidung

und eine herabgesetzte GFR bei normaler Nierenmorphologie naehweischer et

al. 2000Db).

Eine weitere wichtige Funktion der Endotheline besteht in ihren wackstund
differenzierungsfordernden Eigenschaften. In vitro wurde fir viétypen der
proliferative Effekt von ET-1 nachgewiesen (Battistini et18193b, Panettieri et al.
1996, Mazzocci et al. 1997). Auch in vivo spielt dieser Effekt bei der
Embryonalentwicklung, aber auch bei der Pathogenese einiger Erkgemkwie z.B.

der Arteriosklerose (Hocher et al.1997a) eine wichtige Rolle. [ID@tudien an
transgenen Tieren, bei denen gezielt einzelne Komponenten des HEWissyste
ausgeschaltet oder Uberexpimiert wurden, konnten viele interessamentbisse
gewonnen werden. So zeigten ET-1 undaETknockout Mause kraniofaziale und
kardiovaskulare Missbildungen (Kurihara et al. 1994, Clouthier @98B). Die Rolle

von ET-1 bei der Embryonalentwicklung scheint also hauptséchlich GheETdR
vermittelt zu werden. Tiere mit einer Defizienz des ET-3&Geeigen ebenso wie
ETsR knockout M&use einen Verlust epidermaler Melanozyten und ein aganglionares
Megakolon (Baynash et al. 1994). Auch Patienten mit Morbus Hirschspruyenzei
teilweise Mutationen in den Genen fur ET-3 oder depREDie Interaktion zwischen
ET-3 und dem E4R scheint also fur die Ausbildung des enterischen Nervensystems
von grol3er Bedeutung zu sein (Kruger et al. 2003). Die bei deneserdStudie
verwendeten ET-1 transgenen Mausen beobachtete Glomeruloskleressitiglte
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Nierenfibrose und Lungenfibrose lasst sich vermutlich auch aumitegenen Effekt
der Endotheline zurlckfiihren (Hocher et al. 1997b, Hocher et al. 2000a).

1.1.4 Endothelin im zentralen Nervensystem

Endotheline lassen sich in vielen Regionen des Gehirns nachweiseresgan dahlen unter
anderem der Hypothalamus, das Striatum, para- und periventrikulgg®nBe, die
Amygdala, der Hippocampus, der Nucleus basalis Meynert, die Substantadie Raphe
nuclei, die Purkinjezellen des Cerebellum, der dorsale motorisehe dés Nervus vagus in
der Medulla oblongata (Lee et al. 1990, Giaid et al. 1991).

Es lassen sich alle 3 ET-Gruppen im ZNS nachweisen. Je naclendster Methode
unterscheiden sich die Verteilung und Menge des nachgewiesenen Hndatbeeinzelnen
Untergruppen. Dies liegt wahrscheinlich an unterschiedlichen Antikgmfgaten oder
Unterschieden in der Assay-Methode. Vor allem Studien mit Radiwuimassays kamen zu
unterschiedlichen Ergebnissen (van den Buuse et Webber 2000). E&#3t sor allem in
der Hypophyse exprimiert zu werden und macht dort den grof3ten Aletilgebildeten
Endothelins aus (Takahashi et al. 1991, Webber et al. 1998a). Masu(2603).fanden ET-
2 ebenfalls vermehrt in der Hypophyse und in der Medulla oblongata, jedobhhger in
niedrigeren Mengen als ET-1.

ET-1 wurde im vor allem im Hypothalamus, im Striatum, in epidheh Zellen des Plexus
coroideus und in den Purkinjezellen des Kleinhirns nachgewiesenh@skaet al. 1991,
Webber et al. 1998a), kommt aber auch in vielen anderen Gehirnregionen vor.

Die Expression von ECEs scheint in etwa an denselben Stelleauahedie der Endotheline
zu erfolgen, wurde aber insgesamt seltener untersucht (Warner et al. 1992, SlutRe).
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Abb.3  Schematische Darstellung der Verteilung von ET-1 (links) BGE-1 (rechts) im
Rattengehirn, entsprechend der Ergebnisse der Studie von Sluckl@®9@l Andere Studien fanden
ET-1 zusatzlich auch in anderen Gehirnbereichen. (Abb. aus Sluck et al. 1999)

Der vorherrschende ET-Rezeptortyp im Gehirn ist degRETETaRezeptoren finden sich
hauptséachlich auf den Endothelzellen der cerebralen Gefal3e (Habril&92, Davenport et
al. 1998) und nur in sehr geringen Mengen auf Gliazellen oder Neuronent§S#ilbh 1997,
Schmitt-Ott et al. 1998, Gebke et al. 2000). Eine Ausnahme bildet diee SiKurokawa
et al., die mit einem ihren Angaben nach selektivepREAntikorper viele Bereiche des
Rattengehirns markieren konnte, welche ahnlich verteilt waren kétecholamin-
produzierende Neurone (Kurokawa et al. 1997).

Der ETgR wird vor allem auf Gliazellen (Hori et al. 1992, Pagotto e1295, Schmitt-Ott et
al. 1998) aber auch auf Neuronen (Yamamoto et al. 1997) exprimiert. Der Rezepterikonnt
Kleinhirn (Hori et al. 1992, Pagotto et al. 1995, Schmitt-Ott et al. 1988Piencephalon,
Mesencephalon und unteren Hirnstamm (Hori et al. 1992), im Hypothalafaosa(oto et
al. 1997), im Striatum (Tayag et al. 1996, Webber et al. 1998b) und beischm auch im
zerebralen Kortex (Fernandez-Durango et al. 1994) und dem Hippocawplisn(s et al.
1991) nachgewiesen werden.

In einer detaillierten Studie von Kohzuki et al. (1991) rtlfmarkiertem ET-1 an Ratten
zeigte sich die deutlichste Rezeptorbindung in der Purkinjezealldcties Cerebellums, im
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Plexus choroideus und in der Eminentia mediana; eine hohe Dichte irruNstipraopticus
und paraventricularis, im anterioren und ventromedialen Hypothalamus,ninCdpora
mamillaria und dem Bulbus olfactorius; eine mittlere DichteNirclei des Thalamus, im
Nucleus praetectalis, - interpeduncularis, - suprachiasmaticetgsularis, - nervi hypoglossi,
in den Raphe nuclei und im zentralen Grau; eine geringe Dichtduicteus caudatus, im
Globus pallidus, in der Substantia nigra, im vorderen Hypophysenlappen,utieus
praeopticus, in den Colliculi superiores und in der Area postrema. pmoeampus wurde
nur die Molekularschicht, im Corpus amygdaloideum der basale, médigleus markiert.
Regionen, welche mit der kardiovaskuldren Kontrolle zusammenhangendéw Nucleus
tractus solitarii, Nucleus ambiguus und der dorsale motorische Nuwbésublervus vagus),
wurden nur schwach markiert (Kohzuki et al. 1991).

Unter normalen physiologischen Bedingungen wird Endothelin hauptsaeblichleuronen
exprimiert (Giaid et al. 1991, Schmitt-Ott et al. 1998, Nakagdral.2000). Es liegt dann in
relativ niedrigen Konzentrationen vor und scheint einen neuromodulatorischeki Eii
haben. Zum Beispiel bewirken ET-1 und ET-3 Uber dengRETan dopaminergen
Nervenendungen im Striatum eine Dopaminausschittung. Der genaue Winkghgsismus
ist allerdings noch unklar, da verschiedene Studien unterschiedligeeritsse hinsichtlich
des Einflusses von Glutamat (Wirkungshemmung bei Horie et al. 1995, kdinsEibei van
den Buuse et Webber 2000) und NO (Wirkungshemmung bei einer in vitro Staie
Shibaguchi et al. 1997, kein Einfluss von NO-Synthase-Inhibitoren bei van ulese Bt
Webber 2000) erzielt haben. AuRerdem lasst sich ein Riickgangidkemnd/bei wiederholter
ET-Injektion feststellen (van den Buuse et Webber 2000). Di Nunzio. €2G02) wiesen
einen Ruckgang der Norepinephrin-Sekretion im anterioren Hypothaldoras ET-1 und
ET-3 nach. Der Effekt war R vermittelt und liel3 sich mit Inhibitoren der NO-Synthase,
der Guanylatcyclase, der Proteinkinase G und eines GABzeptorantagonisten
verhindern. Die normale sympathoinhibitorische Wirkung von Norepinephrin irerdies
Region wurde also durch ET vermindert, was zu einer Blutdruckerhokibing f(di Nunzio
et al. 2002). ET hat auf3erdem eine Reihe von neuroendokrinen EffekterseimehVirkung
auf die Hypophyse. Es lasst sich in den Kerngebieten des Nudeasgeptricularis und
supraopticus und allen Bereichen der Hypophyse nachweisen, wobei dgetéudioform
ET-3 ist und der vorherrschende Rezeptortyp detREiBt (Nakamura 1993, Webber et al.
1998a). Im Hypophysenhinterlappen fiihrt ET zu einer Ausschuttung von ¥asoprdie
wahrscheinlich Uber EAR vermittelt wird (Ritz et al. 1992, Yasin et al. 1994). Im
Vorderlappen bewirkt ET in den meisten Studien eine Hemmung dexcBnéleisetzung die
unabhangig von Dopamin ist (Samson et al. 1990, Domae et al. 1992) und esnk{#tusg
von LH (luteotropes Hormon), TSH (Thyreotropin), GH (Wachstumshormon) uidl FS
(Follikel-stimulierendes Hormon) (Kanyicska et al. 1991, Samsoal.ef991). Auf die
ACTH-Freisetzung nimmt ET Einfluss, indem ET-3 die basale Austsigitvon CRF
reduziert, ET-1 die basale Ausschittung von ACTH férdert und beide Endetded CRF-
stimulierte ACTH-Freisetzung reduzieren (Calogero et al. 1994¢ Ergebnisse der
einzelnen Studien sind allerdings je nach verwendeter Methode und Véedicgsing
unterschiedlich. So ist z.B. bei Experimenten mit dynamischdudten ein stimulierender
Effekt von ET-1 auf Prolactin nachweisbar (Samson et al. 1991), undhbggzeéitinkubation
mit Dopaminagonisten wurde die stimulierende Wirkung von ET auf Rirolaerstarkt,
wahrend die hemmende Komponente durch eine Anderung der SignaliibertlagUa§Rs
verringert wurde (Kanyicska et al. 1997). Auch eine Erh6hung der GH,und TSH-
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Freisetzung konnte nicht immer nachgewiesen werden (Samson ¥19al. Lewy et al.
1992).

Hohere Konzentrationen von Endothelin fihren bei RattengRE&rmittelt zu
Verhaltensanderungen wie Ataxie, flache Kérperhaltung und Drehbewagwmglang der
longitudinalen Kérperachse. Diese liel3en sich durch Haloperidoti¢g@iminerg), Diazepam
(anxiolytisch), Nifedipin (Ca-Antagonist) oder Trihexyphenidyl {lawiscarinerg) nicht
beeinflussen (Moser et Pelton 1989), waren aber durch L-Arginin hemumobamvurden
durch NO-Synthase-Inhibitoren verstarkt, was eine Beteiligung d@sSy$tems anzeigt
(D'Amico et al. 1995). Eine weitere Wirkung von zentral injidert ET-1 war ein
Hypermetabolismus in periventrikularen Bereichen des Nucleus tcaydia Hippocampus,
im Corpus callosum, im lateralen septalen Nucleus, im Cerebelhdnm medialen Corpus
amygdaloideum (Gross et al. 1992a). Aul3erdem fand man in den betroffdmemréggonen
einen reduzierten Blutfluss, der sich mit fRFAntagonisten verhindern liel3 und unter dem
Einfluss von Glutamatfreisetzung, C&instrom in die Zellen und NO-Wirkung auf die
Guanylatcyclase stand (Gross et al. 1992b, Gross et al. 1994).

Bei sehr hohen ET-Konzentrationen entsteht ein nicht reversihleologischer Schaden. Er
entsteht jedoch nicht durch direkte neurotoxische Wirkung von Endothelin, sostuern
durch die ET-bedingte Vasokonstriktion mit nachfolgender Ischdmie (Niketical. 1993,
Westmark et al. 1995, Hughes et al. 2003) und durch die vermehrteZtnegsgon potentiell
neurotoxischen Substanzen wie NO und Glutamat (Horie et al. 1995, Shibaguchi et al. 1997).
Bei cerebraler Ischamie und bei Verletzungen von Hirngewebe ka&srati einem Anstieg
der ET-Expression (Gajkowska 1997, Hama et al. 1997). Vor allem mzAdtn, die unter
physiologischen Bedingungen fast kein Endothelin bilden, ist die Expression von ETTvon E
Rezeptoren und die ET-Rezeptorbindung erhoht (Rogers et al. 1997, Gajkowsha 1997
Endothelin fuhrt zusatzlich Gber den R an Astrozyten zu deren Aktivierung und zum
Rekrutierung von weiteren Astrozyten (Ishikawa et al. 1997, Baba 1998rReigal. 2003).
Auch bei Subarachnoidalblutungen (SAB) lasst sich haufig ein erhoftepEegel im
Liquor nachweisen (Ehrenreich et al. 1992, Wang et al. 1995), obwohl diesimiatén
Studien der Fall war (Gaetani et al. 1994) AE7Antagonisten haben sich in vielen Studien
als protektiv beziglich der Verhinderung von Vasospasmen nach SAB,sehdmien und
nach Verletzungen des Hirngewebes erwiesen (Zuccarello et al. 1994, Hintod6a Clozel

et Watanebe 1997, Sato et Noble 1998).

Die Rolle der Endotheline bei neurologischen und psychiatrischen Erkramkistgeoch
nicht ausreichend geklart. Bei Patienten mit endogener Depressiale warLiquor eine
Reduktion des ET-Levels um ca. 50% nachgewiesen (Hoffman et&88).1Rei Parkinson
Patienten fand man eine signifikant verringertgsE-Bindung im Nucleus caudatus (Webber
et al. 1998b). Bei Alzheimer Patienten liel3 sich ebenfalls eiredrigter ET-Spiegel im
Liquor nachweisen, der jedoch nicht mit dem Alter, dem Krankheitsbedém, Blutdruck
oder dem ET-Plasmaspiegel korrelierte (Yoshizawa et al. 1B8Z3egensatz dazu fand sich
eine vermehrte Expression von ET in reaktiven Astrozyten (Jiangl.€1993) und in
bestimmten Neuronen (Minami et al. 1995). DergETiel3 sich weniger gut nachweisen,
vermutlich als Konsequenz des erhthten ET-Spiegels (Kohzuki et al. 198)-Amyloid
Protein, welches bei der Alzheimerpathogenese eine Rolle sjbkjnt starke vaskulare
Effekte zu haben, welche Uber eine ET-Freisetzung vermittelt werdenf(@aaat al. 1998).
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1.2 DieAstroglia

Das zentrale Nervensystem (ZNS) setzt sich aus Neuronen urichaironalen Strukturen,
den Gliazellen, zusammen. Die Gliazellen kann man aufgrund ihrerambging und

Morphologie in mesodermale Mikroglia und neuroektodermale Makragitarteilen. Zur

Makroglia gehdren Astrozyten, Oligodendrozyten und Ependymzellen. deteéviakroglia

nehmen die Astrozyten eine besondere Stellung ein. Sie stellenetmdt 30% des
Gesamtvolumens des zentralen Nervensystems die Hauptpopulation der GliazeDensia

besonders friih auf schadigende Faktoren mit einer sogenannten reakibsenréagieren,

noch bevor sich andere Zellschdden im Gehirn nachweisen |aasérsie ein anerkannter
Marker fur frihe, subklinische Zellschaden im ZNS (O’Callaghan 1988 und 1991).

1.2.1 Die Funktion der Astrozyten

Die Astroglia hat eine Vielzahl wichtiger Aufgaben im zategn Nervensystem, von denen
die meisten jedoch bisher nur in vitro erforscht wurden (Kimmelberg)1898s liegt an der
Schwierigkeit, in vivo Astrozyten zu identifizieren, was erst kerzem, unter Verwendung
des GFAP-Promotors zur Markierung der Astrozyten mit fluoresszéeen Proteinen, mdglich
ist (Kimelberg 2004). Zu den bisher nachgewiesenen Funktionen zé&hlen:

- Unterstiitzung von Wachstum, Differenzierung und Regeneration des ZNS (siehe 1.2.2)
Astrozyten und ihre Vorlauferzellen, darunter v.a. die radiare Glderbeine Leitschiene
fur Neurone wahrend der Migration und Ausreifung in der EntwicklungsptieseZNS
(Campbell et G6tz 2002). Sie sind in der Lage, gréRere Mengleraenwachstumsfaktor
(NGF), Fibroblastenwachstumsfaktor und ciliary neuronotrophic factoezersieren und
stimulieren dadurch das Neuronenwachstum (Hatten et Mason 1986, Mudler1®95)
sowie nach Verletzungen die Regeneration (Gage et al. 1990).

- Beeinflussung der synaptischen Funktion
Die Synapsen im ZNS werden von Astrozytenzellfortsatzen umsemosSie bewirken
zum einen eine elektrische Isolierung gegentber benachbarten Sy(\&pstema et Harris
1999), zum anderen sind sie bei der Wiederaufnahme und dem Abbau von Tramsmitte
beteiligt. Sie sind beispielsweise in der Lage, Glutamat ¢Hral. 1978, Schousboe et al.
1992) und Serotonin (Kimelberg et Katz 1985) aufzunehmen.
Durch die Aufnahme von Calcium aus dem synaptischen Spalt konntenytetroariber
hinaus eine Modulation der Transmitterfreisetzung bewirken (Barres 1991).

- Aufrechterhaltung des Energiestoffwechsels und der Homéostase dessGehir
Astrozyten sind in der Lage, Glykogen aufzunehmen, selbst zu symitegtjstu speichern
und wieder abzubauen. Sie haben hierdurch eine wichtige Aufgabe in der
Energieversorgung der Nervenzellen und anderer Zellen im ZNS<tvt 1988, Pellerin
et al. 1997).

Durch ihre Fahigkeit, extrazellulares Kalium aufzunehmen und durthzellulare
Umverteilung eine Pufferung lokal erhdohter Kaliumkonzentrationen zu déiohég, sind

Astrozyten von grof3er Bedeutung fur die Aufrechterhaltung der Hons&osia

interstitiellen Flussigkeitskompartiment (Barres 1991). Diesefgabe dient auch die
Fahigkeit, u. a. Ammoniak, Glutamat, freie Radikale, ,COnd Schwermetalle
aufzunehmen, zu verarbeiten und zu speichern (Norenberg et al. 1988).
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- Beteiligung an der Bluthirnschranke
Die Zellfortsatze der Astrozyten stehen nicht nur mit Nervézelnd Synapsen in
Kontakt, sondern lagern sich auch an die Basalmembran der Kapillar&ehirn. Sie
induzieren dabei die Bildung der Bluthirnschranke durch die Endothelfddaner et Raff
1987, Eng et al. 2000).

- Einfluss auf die Immunantwort im ZNS
Aufgrund ihrer N&he zu den Kapillaren des Gehirns sind Astrozyteten Lage, durch
Ausschittung von Zytokinen die Blutzellen direkt zu beeinflussen (Ascl®@8). Sie
setzen beispielsweise macrophage colony-stimulating factor BYI@8d granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor (GMCSF) frei (Raivichlefi991) und produzieren
IL-1  (Interleukin-1), IL-6  (Interleukin-6), Prostaglandin E und  TWNF-
(Tumornekrosefaktor) (Fontana et al. 1982, Xiao et al. 1996, Dong et Benveniste 2001).
AulRerdem haben sie durch die Freisetzung von F@Fansforming growth factos) eine
immunsupprimierende Wirkung (Eddleston et Mucke 1993, Dong et Benveniste 2001).
Eine weitere Mdglichkeit zur Beeinflussung von Entzindungsreaktibesteht in der
Bildung von Proteasen und Proteaseinhibitoren (Abraham et al. 1993) und von
Adhasionsmolekuilen (Bell et Perry 1995).
Astrozyten helfen aullerdem mittels ihrer phagozytischen n&tbaften bei
Aufraumprozessen, wie z.B. der Beseitigung von degenerativen Nedigmegen (Nolan
et Brown 1989).
Ob Astrozyten in der Lage sind, MHC-Klasse-II-Molekile zu ex@ren und damit an der
Antigenprasentation teilzunehmen, ist noch nicht sicher geklart.cMedene Studien
kamen zu unterschiedlichen Ergebnissen (Dong et Benveniste 2001).

- Formation von Narbengewebe zur Reparatur struktureller Defekte
Bei groBeren ZNS Verletzungen mit Untergang von Neuronen bildgroziten eine
Glianarbe. Sie dient der Aufrechterhaltung der Struktur und destiédlien Milieus des
Gehirns (Norenberg 1994, Eng et al. 2000).

1.2.2 Regionale Unterschiede der Astrozyten

Die Astrozyten wurden 1913 von Ramon y Cajal aufgrund von morphologischen
Gesichtspunkten in fibrillare und protoplasmatische Astroglia eziigetDie fibrillare
Astroglia befindet sich Uberwiegend in der weilden Substanz und igh digle dinne,
fibrillare Fortsadtze gekennzeichnet. Im Gegensatz dazu komentpdhtoplasmatische
Astroglia vor allem in der grauen Substanz vor, hat einen rundlicheleiZettit kiirzeren,
starker verzweigten Fortsédtzen. Diese Unterschiede finden saieth in einen
unterschiedlichen Aufbau des Zytoskeletts. So ist z.B. der Gehs#iumeam Gliafaserprotein
(GFAP= engl.: glial fibrillary acidic protein) bei fibrillaren Astrozytermther als bei
protoplasmatischen Astrozyten (Lewis et Cowan 1985).

Neben ihrer Morphologie unterscheiden sich Astrozyten auch in vielen Eigenschaften
wie z.B. Oberflachenantigenen, Rezeptoren, Enzymsystemen uswfiibitesdazu, dass es
inzwischen eine groRe Anzahl verschiedener Klassifikationen gibt, wdieeigenaue
Einteilung auch heute noch Probleme bereitet (Kimelberg 2004).
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1.2.3 Das Zytoskelett und seine Funktion bei der reaktiven Gliose

Das Zytoskelett der Astrozyten besteht vor allem aus dtamEntklassen. Sie werden
anhand ihres Durchmessers eingeteilt in Mikrofilamente 6nm metdiarfilamente 8-12nm
und Mikrotubuli 20nm. Die astrozytaren Intermediarfilamente enthaltereliin und GFAP.
Wahrend Vimentin v.a. in unreifen Gliazellen vorkommt und im reif@hi nur noch in
einigen Astrozyten der weif3en Substanz nachzuweisen ist (Hut¢h®asagrande 1989),
kommt GFAP wahrend der gesamten Gehirnentwicklung vor und nimmt ine deufZeit an
Menge zu (Nichols et al. 1993).

GFAP

Das saure Gliafaserprotein (engl.: glial fibrillary acigiotein; GFAP) wurde erstmals von
Eng et al. 1970 in Multiple Sklerose Plaques nachgewiesen und kurzpdtst als ein von
Astrozyten produziertes Protein identifiziert (Eng et al. 1974 )bilet den Hauptbestandteil
der astrozytaren Zytosklelettproteine. Mit immunhistologischen Methdikest es sich vor
allem in protoplasmatischen Astrozyten der grauen Substanz, ilfafér Astrozyten der
weilRen Substanz, in der Bergmannglia des Kleinhirns und in subependyAsdtezyten
nachweisen, wobei eine besonders starke Reaktivitat in den Astiadgr Glia limitans an
der Oberflache des Gehirns zu finden ist (McLendon et Bigner 1994)sensibleren
Untersuchungsmethoden lasst sich GFAP auch in anderen Geweben rachwieiz.B. den
Kupfferzellen der Leber oder Gliazellen im Plexus myenterdes Darms. Die Starke der
Immunoreaktivitat korreliert mit dem Gehalt an GFAP, der in d& [Bnitans am hdchsten
ist und von fibrillaren zu protoplasmatischen Astrozyten abnimmt @ ewiCowan 1985,
Graeber et Kreuzberg 1986). Es gibt jedoch auch Zellen, die iheer Morphologie mit
anderen Markern (z.B. S1BP Astrozyten gleichen, die jedoch nicht GFAP positiv sind
(Kimelberg 2004).

Das Molekulargewicht von GFAP betragt speziesabhangig zwische@048rma 51.000 Da.
GFAP besteht aus einem wasserldslichen und einem wasserunloglitiednist insgesamt
jedoch nicht wasserloslich. Es aggregiert und polymerisietttleiocd bildet Faserbindel in
den Zellfortsatzen und im zellkernnahen Zytoplasma, was fur didiliGtia der
zytoplasmatischen Fortsatze wichtig ist (Weinstein €1@01). Es ist empfindlich gegenuber
neutralen Proteasen. Es ist nicht speziesspezifisch, enthalt spsmiesabhéngige,
hochspezifische antigene Epitope. (Zusammenfassende Darstellung rkturSt
Eigenschaften, Funktion und Metabolismus von GFAP sind zu finden bei Eng 1988t Eng
Ghirnikar 1994, Brenner 1994, Laping et al. 1994, Eng et al. 2000).

Die reaktive Gliose

Im zentralen Nervensystem hoherer Vertebraten reagieren ysinoauf schadigende Reize
wie Verletzungen, Entziindungen, Odem, genetische Stérungen odekdtitmen mit einer
sogenannten Astrogliose. Die Astrogliose ist gekennzeichnet durehHspertrophie der
Astrozyten mit Verbreiterung und Verlangerung der Zellforesat@ie Kerne sind oft
untypisch geformt, vergro3ert und enthalten mehr Chromatin und Nukleoér{beng 1994).
In der direkten Umgebung der Lasion kann es zuséatzlich zu eitlbyp&plasie kommen
(Miyake et al. 1988, Topp et al. 1989, Eng et al. 2000).

In reaktiven Astrozyten ist die Synthese und der Proteingehalt v Gfark erhéht. Dies
korreliert mit einer Vermehrung der immunhistochemischen Markieromg/ergleich zu
normalen Astrozyten. Allerdings muss eine ausgepragtere Margieraht in jedem Fall mit
einem erhohten Gehalt an GFAP zusammenhdngen. Dies ist z.B. b&Ader einer
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Autoimmunkrankheit, die als experimentelles Model der Multiplen Skiéeveswendet wird,
der Fall. Der Grund dafur ist nicht genau bekannt, es wird ein Zusahang mit dem
Eintritt von Blutsubstanzen und dem daraus resultierenden Odem beiStiveng der
Bluthirnschranke diskutiert. Laut dieser Hypothese fiihrt das OderimeuRissoziation der
ansonsten eng zusammengelagerten Filamentblndel, so dass eine hib&iné Vn
Epitopen fur GFAP-Antikorperbindung freigelegt wird (Aquino et al. 1988, &rg. 1989).
Dennoch ist ein erhdhter Gehalt an GFAP und vor allem die darawende@gverstarkte
Immunoreaktion mit GFAP-Antikdrpern ein anerkannter, sensitiver und $ehr
reagierender Marker fUr Neurotoxizitat im ZNS. Eine verrel@FAP-Reaktion zeigt sich
sogar schon, wenn noch kein Zelluntergang nachzuweisen ist, was als pmopatieic
neurotoxicity* bezeichnet wird (Brock et O’Callaghan 1987, O’'Céléag 1991). Da eine
Zunahme der GFAP-Expression auch physiologischer Weise wahreAdteles auftritt, ist
es wichtig, dass man die Ergebnisse der GFAP-Messungen mit aornadiersgleichen
Kontrollen vergleicht (Nichols et al. 1993, Eng et al. 2000).

Neuere Studien mit Tieren, denen das GFAP-Gen fehlt (GFAP knockuataints), haben
gezeigt, dass diese Tiere zwar eine normale Entwicklung,oRefron und Alter zeigen,
aber empfindlicher auf Schadigungen wie z.B. Autoimmune Enzephditimflgedtke et al.
1998) oder Ruckenmarksverletzungen reagieren (Nawashiro et al 1898kelet al. (1996)
fanden heraus, dass GFAP eine wichtige Rolle fur die Architektuwei@en Substanz sowie
fur die Bluthirnschranke spielt.

hypoxic control
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Abb.4 Schematische Darstellung der Verteilung der GFAP-Immuktorigzt bei 6% hypoxischen

Ratten (linke Hemisphére) und den entsprechenden Kontrolltirechté Hemisphére). Die
hypoxischen Tiere zeigten eine erhdohte Anzahl und Intensitat vorP@Baitiven Astrozyten im

Hilus dentatus des Hippocampus, in der Capsula interna, im Beleidyramidenbahn und in Teilen
des Cerebellums. (Abb. aus Zimmer et al. 1991)

1.3 DieMikroglia

Mikrogliazellen sind die einzigen Gliazellen des ZNS, die nighiroektodermalen, sondern
mesodermalen Ursprungs sind. Sie machen ungefahr 20% der Gesantitpopdé
Gliazellen des Gehirns aus und sind besonders wichtig fur die Immahelmv zentralen
Nervensystem (Kreutzberg 1995).

Die Abstammung der Mikroglia war lange Zeit umstritten.ivéad del Rio-Hortega (1932),
Kershman (1939) u.a. an einen mesodermalen Ursprung glaubten, nahmeteNanderer
Schulen eine neuroektodermale Abstammung an (z.B. Prujis 1927, Rydberg 1932).
Inzwischen haben diverse Studien mit unterschiedlichen Methoden den mesede
Ursprung der Mikroglia bewiesen. Zum Beispiel fand Ling (19if@)neonatale Ratten
injizierte, kohlenstoffmarkierte Monozyten nach einigen Tagen bis WaalseMikroglia im
Corpus callosum. Hume et al. (1983) und Perry et al. (1985) gelang eHlilfeitdes
makrophagenspezifischen Antikdrpers F4/80, Mikroglia in der Retina loowGehirn
anzufarben. Auch andere leukozytenspezifische Antigene (z.B. Peagrédn 1987: CD4-
Antigen, Ling et al. 1991: MHC-Antigene) konnten auf Mikrogliazelleachgewiesen
werden. Sie lassen sich ebenso wie Blutmonozyten mit lektinhistesdtean Methoden
markieren (Mannoji et al. 1986, Boya et al. 1991).

Im Erwachsenenalter gelangen aufgrund der Bluthirnschranke nur noch weakgephhgen
ins ZNS.
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1.3.1 Die Morphologie

Mikrogliazellen kdnnen unterschiedliche morphologische Formen annehHas=men sich
jedoch orientierend in amoeboide und ramifizierte Mikroglia unterteifavischen diesen
beiden Formen gibt es verschiedene Ubergangsformen.

Die ins ZNS eingewanderten Makrophagen werden zunachst zu amoebokdeglistzellen
(Hailer et al. 1997). Diese sind rund oder irregular geformtemeem runden Zellkern (Del
Rio-Hortega 1932). Sie zeichnen sich durch ihre Fahigkeit zur amoebaidrewegung
und Phagozytose aus, weshalb das Zytoplasma reich an rauhem undn glatte
endoplasmatischem Retikulum, Lysosomen und Vakuolen ist (Ling et Wong 8393)nd
vor allem in der weil3en Substanz des unreifen Gehirns zu finden (Flaris et al. 1993).
Nachdem die amoeboiden Mikrogliazellen im ZNS die typische eWeng in nicht-
uberlappende Felder eingenommen haben, wandeln sie sich in rateifMikroglia um. Sie
bekommen zwei bis drei Aste, die sich in eine Vielzahl feinetsBtre aufzweigen (Perry
and Gordon 1988). Diese Umwandlung ist mit einer Reorganisation der Whbkiot
assoziiert, die daraufhin ein stabileres, weniger dynamisckesvisrk bilden. Ramifizierte
Mikroglia ist in der Lage, Flussigkeiten durch Pinozytose aufazones, zeigt jedoch wenig
bis keine Phagozytose (Ransom et Thomas 1991). Daher enthah siéergleich zu
amoeboider Mikroglia nur einen kleinen Golgi-Apparat, weniger sudmloplasmatisches
Retikulum und weniger Lysosomen (Ling et Wong 1993). Ramifiziertkrddiia kommt
postnatal sowohl in der grauen, als auch in der weif3en Substanz vor (Flaris et al. 1993).

o

N

100 pm

Abb.5 Schematische Darstellung der Mikrogliamorphologie und -ierteivon F4/80-markierten
coronaren Schnitten des Mausegehirns.

A Kortex, B SubfornikalorganC Corpus callosump BasalganglienE Leptomeningenf Plexus
choroideus.
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Mikrogliazellen auf3erhalb der Bluthirnschranke (B,E,F) sindniger verzweigt. Zellen im
Hirnparenchym sind starker verzweigt, mit einem radiaren &dust Bereich der grauen Substanz
(A,D) und longitudinal-gestrecktem Muster im Bereich der weBenstanz (C). (Abb. aus Gordon et
al. 1992)

Fiur die Umwandlung von amoeboider Mikroglia in die ramifiziertenieind verschiedene
Faktoren von Bedeutung, deren genaue Aufgabe und Zusammenspieiaiaaeklart sind.
Die meisten Studien hierzu erfolgten bisher in vitro, und eine in viwidBgung steht oft
noch aus. Den grof3ten und wichtigsten Einfluss auf die Ramifizierlrentdie Astrozyten
(Rezaie et Male 2001). Sie sezernieren sowohl |6sliche [z.Bopfaage colony-stimulating
factor (Raivich et al. 1991, Liu et al. 1994), granulocyte-macropltagmny-stimulating
factor (Fujita et al. 1996)] als auch unldsliche Faktoren (Taeakdaeda 1996), die zur
Umwandlung fihren. Auch Bestandteile der extrazellularen Matrig, alif Astrozyten
vorhanden sind, wie Fibronektin, Vitronektin, Laminin und Thrombospondin, fuhren zur
Ramifizierung (Chamak et Mallat 1991, Tanaka et al. 1999).

AulRerdem scheint die Ausbildung der Blut-Hirn-Schranke eine Rollepsles, da viele
Substanzen, die im Blut vorkommen (z.B. Serumfaktoren, Glyzin, Seriglinnsohe
Glukosekonzentration u.a.), in vitro eine Differenzierung der Mikrogliez verhindern
(Fujita et al. 1996, Tanaka et al. 1998).

AMEBOID
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Abb.6 Faktoren, die eine Ramifizierung von Mikrogliazellen indunie(@bb. aus Rezaie et Male
2001)
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1.3.2 Die Funktion der Mikroglia

Ramifizierte Mikroglia wird auch als ruhende Mikroglia bergiet. Sie bilden durch ihre
Verteilung in eng aneinanderliegende, aber nicht Uberlappender Faild Netzwerk aus
antigenprasentierenden Zellen zur Immuntberwachung (Banati 2003). Bekéaée (2001)
vergleichen diese Verteilung mit der Revierverteilung von AdléierAbhangigkeit von dem
nur limitiert vorhandenen Futter/Wachstumsfaktorangebot verhindert, ddsszis viele
Adler/Mikrogliazellen an einem Ort aufhalten kénnen. Als Wachstakbsfen kommen vor
allem die bereits oben genannten, auch zur Ramifizierung fuhrendeordrain Frage,
jedoch auch andere wie z.B. Zytokine (MM2; Giulian et al. 1991), Biglykakuchi et al.
1995) und basic FGF (Tanaka et Maeda 1996, DiPucchio et al. 1996). Auch von
Mikrogliazellen selbst sezernierte, kontaktinhibitorische Faktor@geh wahrscheinlich zur
Aufrechterhaltung der Zellverteilung bei.

Bei Schadigung des ZNS werden die Mikrogliazellen in der UmggehMtiviert. Sie wandeln
sich dabei von der ramifizierten Form wieder in die amoeboide Formirudbhangigkeit
vom Ausmald der Schadigung werden die Mikrogliazellen unterschiesitick aktiviert. Bei
einem subletalen neuronalen Schaden hypertrophieren sie zunachsigerd sie Sekretion
bestimmter Zytokine, ohne sich jedoch vollstandig in phagozytierBalien umzuwandeln.
Erst bei einer letalen Schadigung wandeln sie sich komplettmioelaoid bewegliche,
phagozytierende Zellen um (Streit et Kreutzberg 1988).

Abb.7 A) Ruhende Mikroglia bilden ein Nestwerk aus immunuberwachendéenZieh gesamten
ZNS. B) Bei Aktivierung verandert sie ihre ramifizierte Morphdd1,2), sie proliferieren und
verwandeln sich zunehmend in Gewebsmakrophagen. Sie beteiligendann beim "synaptic
stripping” von verletzten Neuronen (%)) Mikroglia-Aktivierung erfolgt an verletzten Neuronen in
antero- und retrograder Richturig) Die Verwandlung vom ruhenden zum aktivierten Zustand wird
von der Expression der PK11195 Bindungsstelle begleitet. Eine Mangielieser Bindungsstelle mit
C-11 kann zum in vivo Nachweis einer Aktivierung mit Hilf@es PET genutzt werden. (Abb. aus
Banati 2003)
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Aktivierte Mikroglia ist in der Lage, zu proliferieren und zum @irier ZNS-Schadigung zu
wandern (Kreutzberg 1996). Die Proliferation erfolgt unter demli&sfvon mitogenen
Substanzen wie z.B. dem bereits erwédhnten MCSF und GMCSF, aber atichien
Interleukinen (3,4,5) (Suzumura et al. 1994, Kloss et al. 1997). Nach neurSoh#tigung
erhdhen die Mikrogliazellen ihre Sensibilitdt gegentiber MCSF un€&Mdurch vermehrte
Expression der entsprechenden Rezeptoren (Raivich et al. 1991). Esl$@ungter anderem
von der Menge des exprimierten MCSF und GMCSF sowie von der Anzalrthemndenen
Rezeptoren ab, ob eine Mikrogliazelle proliferiert oder im ramifizieziestand bleibt.

DEVELOPMENT,
DIFFERENTIATION
& MATURATION
SIGNALS DRIVING COLONISATION NALS
siG DRIVING PROLIFERATION
INTO THE NERVOUS SYSTEM SURVIVAL & MORPHOLDGICAL

Chemckines (MCP-1, MIP-1, RANTES) DIFFERENTIATION
gﬁm ﬂg:ﬁﬁjm %EE:Q . Cylokines (MCSF, GMCSF, GCSF, IL-3)
' ' Chemokines? (MGP-1/Fractalkine)
INTERCHANGEABLE

reconsors | R (Voo | < ) (oo

Blood Progenitors

(#)Pervascular Macrophages
{7)Sub-ependymal Glioblasts
{7)Piak¥Subarachnoid Mesanchymal Calls

ROls, Inflammatory cylokines
{IL=6, THF=a, IFN-y), Toxins,
Ischemia, Trauma, Pathogens,
Depolarising membrane polantial

FACTORS REGULATING APOPTOSIS
& DETACHMENT

Withdrawal of growth factors
MCSF, GMCSF

PATHOLOGICAL &
INFLAMMATORY
STIMULI

Abb.8 Faktoren, die zur Kolonisation, Differenzierung, Aktivierung urmpbptose von Mikroglia
flhren. (Abb. aus Rezaie et Male 2001)

Die Migration zum geschadigten ZNS-Bereich erfolgt innerhalb Migrogliazelle durch
eine  Kombination aus Aktinpolymerisation, -depolymerisation, Vernetzudegr
Aktinfilamente untereinander sowie der Interaktion mit Myosinlglet al. 1998). Dies
befahigt die Zelle unter anderem zur Ausbildung von Pseudopodien und Lamellipade
Fortbewegung (Stossel 1993). Des Weiteren sind Mikrogliazelletein_age, Enzyme zu
produzieren, welche extrazellulare Matrix zersetzen und daduneh Frtbewegung im
Gewebe erst ermdglichen. Zu diesen Enzymen gehoéren verschielatax-
Metalloproteinasen [in vitro: MMP-1,23 und 9 (Maeda et Sobel 1996)], ein
Plasminogenaktivator vom Urokinasetyp (Nakajima et al. 1992) und anBéredie
Migration sind jedoch auch Interaktionen mit Matrixproteinen und der Koakinderen
ZNS-Zellen von Bedeutung. Dazu dient die Expression von Adhasionsrezeptgen
Integrinen und Cadherinen (Huttenlocher et al. 1998). Diese intenagiere allem mit
Laminin, einer Komponente der extrazellularen Matrix im Gehirn, omid astrozytaren
Substraten (Chamak et Mallat 1991).

Wichtigster auslosender und leitender Faktor fur die Migration vdmddiiazellen sind eine
Reihe von chemischen Botenstoffen. Dazu zéhlen unter andiefenyloid Peptid (Davis et

al. 1992, Maeda et al. 1997, Nakai et al. 1998), Komplement 5a (Nolte1&198, Faff et
Nolte 2000), TGH3 (Yao et al. 1990), NGF (Gilad et Gilad 1995), LPS (Yang et al. 1996)
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neuronaler PAF (Aihara et al. 2000), epidermal growth factor (Heppheal. 1998),
neuronaler MCSF (Du Yan et al. 1997), Substanz P (Maeda et al. 19%&fponta
antimicrobial protein 37 (=CAP37, Pereira et al. 2003) und die Chemoklireldy) MIP-103,
MCP-1, IL-8, IL-10 und RANTES (Cross et Woodroofe 1999). Je mehr diekstshzen bei
einer ZNS-Verletzung oder -Entziindung akkumulieren, desto schnetiégtetie Migration
zum Ort der Schadigung und desto mehr Mikrogliazellen werden angeReddie et Male
(2001) vergleichen dieses Verhalten mit dem von Geiern, die siokinan Futterquelle
sammeln.

Die Aufgabe der Mikrogliazellen bei einer ZNS-Schadigunghéien der Phagozytose von
abgestorbenen Nervenzellen und Fremdstoffen die Sekretion von bestizytatxischen
und zytoprotektiven Substanzen. Dadurch sind sie an der Regulation von de- und
regenerativen Prozessen beteiligt. Sie bilden sowohl proinflamsattieriz.B. TNF, IL-1
und IL-6, als auch antiinflammatorische Zytokine, wie z.B. T&&nd IL-10 (Xiao et al.
1996). Des Weiteren produzieren sie reaktive Stickstoff- und Sadeesbihdungen und
Quinolinsaure, die zytotoxisch wirken und bei Infektionen Mikroorganismen urdienté
ZNS-Zellen zerstoren konnen (Chao et al. 1995). Allerdings konnen ddiese
Verbindungen auch gesunde Neurone angegriffen werden, was bei neurcatagane
Erkrankungen wie Morbus Alzheimer oder Parkinson eine Rolle spielenek@nntet Hong
2003).

Im gesunden, immunkompetenten Gehirn ist die Sekretion von zytotoxischetarzebs
durch Mikrogliazellen jedoch streng kontrolliert, so dass einet@eirsy gesunder Neurone
normalerweise nicht vorkommt (Kreutzberg 1996).

Zu den zytoprotektiven Substanzen, die von Mikrogliazellen produziert wmezdblen unter
anderem NG (Elkabes et al. 1996), bFGF (basic fibroblast growth factor; Shietog.
1991) und TGH31 (Kiefer et al 1995). Sie fordern die Regeneration der Neurone end di
Bildung einer Glianarbe.

Durch die Expression von MHC-Klasse |- und MHC-Klasse II-Molekuleimd
Mikrogliazellen an der Antigenprasentation beteiligt (Streit at. 1989). Aul3erdem
exprimieren sie Komplementrezeptoren (z.B. CR 3, Graeber et 1888) und
Adhasionsmolekile wie ICAM-1 (Bell et Perry 1995) und B7 (De Sinedred. 1995), die an
der Migration von Monozyten, Granulozyten und Lymphozyten in geschadigtegediebe
und an der Aktivierung von B- und T-Lymphozyten beteiligt sind.

Aufgrund der nach innen gerichteten Kaliumkanéle sowie durch ATPMikrdgliazellen in
der Lage, selbst auf kleinste Schwankungen der extrazellulaream&alnzentration und
damit des sie umgebenden Milieus sehr schnell zu reagieren (KettenmalbeBjl

Der Nachweis von aktivierter Mikroglia ist daher ein diagnoltisertvoller Parameter fur
den Nachweis von ZNS-Schaden und -Krankheiten sowie deren Verteilung (Banati 2003).
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