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4. Zusammenfassung

Um den mdoglichen Zusammenhang eines erhdhten ET-Spiegels mit sEmtiedken
Hypertonie zu untersuchen, wurden von der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. F.ithduostitut
fur Pharmakologie und Toxikologie, Universitatsklinikum Charité, Humbdldiversitat
Berlin, human ET-1-transgene Mause etabliert und in der AG PBi@rher charakterisiert.
Dabei hatten die Tiere jedoch nicht wie erwartet einen erh6higdrick, sondern waren
normotensiv. Bei weiteren Untersuchungen fand man an den Nieresahalangig
Nierenzysten, eine Glomerulosklerose und eine interstitiell@géb{Hocher et al. 1997b). In
der Lunge fand man ebenfalls eine Fibrose und chronisch inflamnchngeranderungen
(Hocher et al. 2000a). Beim ersten Vergleich der Gewichte deormmenen Organe stellte
sich ein signifikanter Unterschied im absoluten und im auf das Kgepécht bezogenen
relativen Gehirngewicht heraus. Die Gehirne der transgenea Wamen dabei leichter als die
der Kontrolltiere, so dass die in Paraffin eingebetteten Gehimereiteren Untersuchung an
das Institut fur Neuropathologie des Universitats Klinikum Benjafaranklin gegeben
wurden.

Um festzustellen, in welchen Gehirnbereichen eine Expression Ede&-Transgens
stattfindet, wurden Gehirne von LacZ-Tieren, die wir ebenfalls vorA@PD Dr. Hocher
erhalten haben, untersucht. Bei den LacZ-Tieren befindet sich Hentétromotorregion des
ET-1-Gens im Bereich des ersten Exons das baktefleBalaktosidasegen (=LacZ-Gen).
Diese Lokalisation des LacZ-Gens fuhrt zu einem Kettenabbruchddre Synthese des
transgenen ET-1, so dass bei diesen Tieren keine erhohte ET-1-xpressliegt
(Slowinski et al. 2002). Die Expression @g&&alaktosidasegens wurde durch die Markierung
mit 5-bromo-3-indolylB-D-galactopyranosid (=Bluo-Gal) sichtbar gemacht, was zu einer
Bildung von intrazellularen blauen Prazipitaten fuhrt. Die Blaufarbaegyte sich in
Neuronen im Hirnstamm, im piriformen Kortex, in den KerngebietenHigothalamus und
Thalamus, im frontalen Kortex, in den Kerngebieten des Kleinhimsiesin geringerem
Ausmald auch im parietalen Kortex, in den Basalganglien, inei@erder Commissura
anterior und im Corpus amygdaloideum. Diese Lokalisation der ET-1-Expmebegt im
Einklang mit den Ergebnissen anderer Studien, die ebenfalls unter antderdiasen
Bereichen eine ET-1-Expression nachweisen konnten (Giaid et al. 18®iboNet al. 2001,
Naidoo et al. 2004).

Die in dieser Studie verwendeten Gehirne lassen sich je nach Beignd 6 Gruppen
einteilen:

Gruppe 1: mit L-Name behandelte, transgene Tiere

Gruppe 2: mit L-Name und LU 224 behandelte, transgene Tiere

Gruppe 3: unbehandelte, transgene Tiere

Gruppe 4: mit L-Name behandelte Kontrolltiere

Gruppe 5: mit L-Name und LU 224 behandelte Kontrolltiere

Gruppe 6: unbehandelte Kontrolltiere

L-Name ist ein NO-Synthase-Antagonist, der zur Hemmung deer@egulation durch das
NO-System gegeben wurde. LU224 ist ein kombiniertesFEE TgR-Antagonist, der gegeben
wurde, um zu sehen, ob die bei den L-Name behandelten, transgenen Tadrachteten
Veranderungen auch wirklich durch die ET-1-Uberexpression verursacht wurden.

Die Gehirne wurden geschnitten und HE- und Luxolgefarbt, sowi€GREP und Tomato
Lektin markiert. Bei den ersten lichtmikroskopischen Untersuchungent&a@wischen den
Neuronen und Markscheiden der transgenen Tiere im Vergleich zu a@roktieren kein
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Unterschied gefunden werden. Bei der Astroglia und der Mikrogliadevigin leichter
Unterschied vermutet. Zudem reagieren Astrozyten (O'Calagi©88 und 1991) und
Mikrogliazellen (Banati 2003) sehr sensibel auf schadigende Es#|iso dass sich
Veranderungen zuerst an diesen Zellen zeigen. Eine der Fibrasderen Organen &hnliche
Veranderung wirde sich im Gehirn durch Verdnderungen der Astrozgt Form einer
Astrogliose auf3ern, eine inflammatorische ZNS-Schadigung dureh A&ktivierung der
Mikroglia. Da auch in den Nieren und Lungen der transgenen Tieee Fébrose und
inflammatorische Veranderungen festgestellt wurden (Hochex.et997b, Hocher et al.
2000a), konzentrierten sich die weiteren Untersuchungen auf dieozptstn und
Mikrogliazellen. Um objektive und reproduzierbare Ergebnisse zu lemzievurden die
GFAP- und Tomato Lektin-markierten Praparate mit Hilfe dédaBalysesystems Quantimet
570 von der Firma Leica ausgemessen und berechnet. Als auszumesshindbe@iche
wurden das Striatum und der Hypothalamus ausgewahlt, da in diesechBereine ET-1-
Expression besonders haufig gefunden wurde und auch viele ET-Rezeptorenmerkom
(Tayag et al. 1996, Yamamoto et al. 1997, Webber et al. 1998a, Welathet @38b, Naidoo
et al. 2001 und 2004). Bei den LacZ-Tieren war der Hypothalamusadsehaufig blau
markiert. Im Striatum fand sich allerdings keine Markierungs yedoch vermutlich auf eine
zu kurze Einwirkzeit zurickzufuhren ist, da die Gehirne nur einmalarentldes
Hemispharenspalts geteilt wurden und vor der Bluo-Gal-Markierurg wieiter geschnitten
wurden.
Bei der Auswertung der GFAP-Markierung zeigte sich wedemHypothalamus noch im
Striatum ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen. Verglichetewjgweils:
- die transgenen, unbehandelten Tiere mit den unbehandelten Kontrolltieren
- die mit L-Name behandelten, transgenen Tiere im Vergleich zu demrieNehandelten
Kontrollen
- die mit L-Name und LU224 behandelten, transgenen Tiere im Vengia den mit L-Name
und LU224 behandelten Kontrolltieren
- die unbehandelten, transgenen Tiere mit den L-Name behandelten, trandgesren T
- die L-Name behandelten, transgenen Tiere mit den L-Name und LUZ2@hdwmdten,
transgenen Tieren
- die unbehandelten Kontrolltiere mit den L-Name behandelten Kontrolltieren
- die L-Name behandelten Kontrolltiere mit den L-Name und LU224 rukdteen
Kontrolltieren
Lediglich im Bereich des Striatums zeigte sich ein gerneg GFAP-Gehalt bei den
unbehandelten, transgenen Tiere im Vergleich zu den L-Name behandeltegrteansieren
von p=0,012, was jedoch bei Berticksichtigung der Anzahl der durchgefltestsn durch
Verwendung einer Bonferroni-Korrektur nicht mehr signifikant waenoch kdnnte es ein
Hinweis darauf sein, dass die Hemmung der Gegenregulation durch &-Naminer leicht
verstarkten Astrogliareaktion gefuihrt hat. Insgesamt waGHAP-Reaktion bei allen Tieren
eher stark ausgepragt.
Vergleicht man die transgenen Tiere und die Kontrolltieredesit LacZ-Tieren, so zeigt sich,
dass die LacZ-Tiere einen signifikant niedrigeren GFAP-Géfadden. Dies zeigte sich vor
allem im Striatum und bei den transgenen Tieren auch im HypothalaBei den
Kontrolltieren liel3 sich im Hypothalamus ebenfalls eine Tendewizeise Richtung erkennen.
Das deutet darauf hin, dass wahrend der Aufzucht ein schadigendes&wdrlag, der auf
die transgenen Tiere und die Kontrolltiere in gleichem Ausreei$virkte und zu der
verstarkten GFAP-Reaktion fihrte. Normalerweise hatten die T@2- eine gleiche oder
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starkere GFAP-Markierung als die anderen Versuchstiererzengssen, da sie alter waren
und die GFAP-Reaktion mit dem Alter zunimmt (Nichols et al. 1998).dénauen Faktoren,
die zu der Astrogliose gefiihrt haben, lassen sich im Nachhinein teadérmehr erheben. In
Frage kommen beispielsweise eine Hypoxie, eine Infektion, vermehrtes Stter ahnliches.
Bei der Auswertung der Tomato Lektin-Markierung konnte mit dem Quahebenfalls kein
Unterscheid zwischen den Gruppen gefunden werden. Verglichen wurdehiaeudie oben
beschriebenen Gruppen. Beim Vergleich mit den LacZ-Tierent z#itp ein signifikant
hoherer Tomato Lektin-Gehalt der LacZ-Tiere. Dies ist jedocmwtich auf die deutlich
hohere Anzahl an Gefal3anschnitten (da diese auch von Tomato Lektin rimarkigen)
zuruckzufiihren, und nicht auf eine vermehrte Mikroglia-Aktivierung. Dasf@uat eignet
sich also nicht besonders gut, um geringe Veranderungen in #evgWtamorphologie bei
einer Tomato Lektin-Markierung zu erkennen.

Zur genaueren Beurteilung der Mikrogliamorphologie wurden digpd®ate bei starkeren
VergroBerungen untersucht. Die Kontrolltiere zeigten dabei &acipich ramifizierte
Mikrogliazellen mit feinen, verzweigten Fortsatzen. Die Behargllonit L-Name fuhrte zu
einer leicht erhdohten Anzahl der etwas plumperen Zellen mit kirzZeoetsatzen, solche
aktivierten Zellen waren aber immer noch selten zu sehen. B&bdwinierten Behandlung
mit L-Name und LU224 liel3en sich ausschliel3lich ramifizierte Mikrogllam nachweisen.
Die unbehandelten, transgenen Tiere zeigten haufiger aktiwkkiegliazellen. Vor allem
im Hirnstamm und Kleinhirnmarklager, weniger haufig im Hypothaismind Thalamus,
selten auch im Striatum und Kortex waren aktivierte Mikrogliapelzu finden. Noch
ausgepragter war die Aktivierung bei den L-Name behandeltengémes Tieren zu sehen.
Die Fortsatze der Mikrogliazellen dieser Tiere waren nagtzer und dicker, und vereinzelt
waren auch Zellnester aus zusammengelagerten Mikrogliazelieselzen, ein weiteres
deutliches Zeichen fir eine Aktivierung. Auch bei diesen Tiererpeul die Verteilung der
aktivierten Mikrogliazellen der bei den unbehandelten, transgeneenTi®schriebenen. In
bestimmten Gehirnbereichen wie dem Hippocampus fanden sich fastktierte
Mikrogliazellen. Bei der kombinierten Behandlung mit L-Name und LU28@ten die
Mikrogliazellen der transgenen Tiere keine Aktivierung und wamemmifizierten Zustand.
Die Verteilung der aktivierten Mikrogliazellen entspricht imva der Verteilung der Bluo-
Gal-Markierung der LacZ-Tiere. Das legt die Vermutung nahes dee Aktivierung aufgrund
der ET-1-Uberexpression erfolgte. Dafiir spricht auch, dass bei Hegndes
gegenregulatorischen NO-Systems durch L-Name die Aktivierung deodllazellen noch
ausgepragter ist und bei zusatzlicher Hemmung des ET-Sydensh LU224 keine
Aktivierung mehr nachzuweisen ist.



