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1. Einleitung

In den Industrieléndern gehort die Arterielle Hypertonie mit der hierdurch indu-
zierten Herzhypertrophie und koronaren Herzkrankheit zu den h&dufigsten Ur-
sachen der kardiovaskuldren Mortalitdt 1. In der Altersgruppe der 60 bis 69-
jahrigen betrdgt die Prdvalenz der Hypertonie mehr als 60%. Daher ist eine
Kldrung der pathophysiologischen Mechanismen, die zur Entwicklung der
hypertensiven Herzkrankheit und einer Herzhypertrophie fithren, von besonderem
Interesse.

Pathophysiologisch existieren verschiedene Hypothesen zur Entstehung der
Hypertonie. Hier seien nur einige zitiert, wie die Annahme, daf} eine verstirkte
Aktivierung des Renin-Angiotensin-Systemes, erhéhte Spiegel von Aldosteron, oder
verminderte Freisetzung von ANP (Atrialer natriuretischer Faktor) eine Rolle
spielen kénnen 2-4, Priaventive therapeutische Empfehlungen und MaBnahmen
konnten sich aus Erkenntnissen ergeben, die im Tiermodell gewonnen wurden und
zu einer Reduktion der kardiovaskuldren Mortalitét fiihren.

Wir beschéftigten uns daher hier mit einem Tiermodell, der Spontan Hypertensiven
Ratte (SHR), das bereits breite Anwendung zur Erforschung der essentiellen
Hypertonie des Menschen gefunden hat und ebenso eine genetisch bedingte
Préddisposition zur arteriellen Hypertonie, Linksherzhypertrophie
(Druckhypertrophie) und Herzinsuffizienz besitzt. Die Kontrollgruppe zu den
Spontan Hypertensiven Ratten waren gleich alte Wistar Kyoto Ratten (WKY), ein
Rattenstamm der als normotensive Vergleichsgruppe dient. Hierbei handelt es sich
um Tiere, die zwar gemeinsame Vorfahren mit dem Stamm der SHR haben. Der
SHR Stamm wurde jedoch gezielt auf das Merkmal arterielle Hypertonie
riickgekreuzt.

Bei dem Tiermodell der Spontan Hypertensiven Ratte besteht etwa ab der 9.
Lebenswoche eine genetisch bedingte Druckhypertrophie 5. Diese wurde in der
vorliegenden Arbeit bei einigen Altersgruppen mit dem Versuch gekoppelt durch
Lauftraining von kurzer Dauer (max. 4 Wochen) eine zuséitzliche

Volumenhypertrophie zu induzieren.

Andere setzten dazu einen chronischen AV-Block 6, maximale korperliche Aktivitét
wie Laufen oder Schwimmen 7 oder die Anlage arteriovendéser Fisteln ein. Bei
korperlichem Training bewirkt die Skelettmuskulatur einen stédrkeren Riickstrom
venosen Blutes durch die Muskelpumpe. Das Herz reagiert auf die Belastung durch
Ausdauertraining mit einer Linksherzhypertrophie.
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Zur Erzeugung von Druckhypertrophie existieren noch etliche andere Modelle, wie
zum Beispiel die Induktion eines renalen Hypertonus durch Abklemmen von
Nierenarterien (Goldblatt Modell) oder die Einfithrung einer Stenose der Aorta,
hohe Salzbelastung oder die medikamentose Beeinflussung des Blutdrucks durch
Gabe von Katecholaminen oder Schilddriisenhormonen wie Thyroxin.

Neben der hierdurch induzierten Hypertrophie des einzelnen Kardiomyozyten
besteht der Anpassungsvorgang der Herzhypertrophie in einer Verdnderung der
kraftiibertragenden Strukturen des Interstitiums (Kollagen). Bei SHR ist ein
vermehrtes Auftreten von Fibrosearealen vor allem perivaskuldr bekannt. Dies
wird gemeinsam mit der interstitiell auftretenden Fibrose auch als reaktive Fibrose
bezeichnet, wihrend eine Fibrose, wie sie sich nach dem Untergang von einzelnen
Myozyten im Zuge der Narbenbildung entwickelt, als reparative Fibrose bezeichnet
wird. Bei langdauernder arterieller Hypertonie finden sich beide Formen der
Fibrose im linken Ventrikel 8. Die Fragestellung war hier nun, ob neben dem
Auftreten von lokalisierten Fibrosearealen eine generalisiert gesteigerte Synthese
von interstitieller Substanz (hier Kollagen) in Abhédngigkeit vom Alter und der
dynamischen Herzbelastung zu verzeichnen war, ob sich quantitativ inaddquate
Anpassungsvorgidnge ergeben wiirden im Sinne einer pathologischen Hypertrophie
und ob sich dies mit morphometrischen Methoden nachweisen lief3e.

Zusétzlich wurde in die morphometrische Betrachtung miteinbezogen, wie sich im
Verhiltnis zur Interzellularsubstanz Myozyten- und Kapillardichte jeweils in
Abhingigkeit zum Alter verhielten. AuBlerdem wurde die Frage untersucht, ob bei
diesem Hypertrophiemodell und seinen Anpassungsvorgidngen durch Methoden der
Immunfluoreszenz spezifische Zellmarker und Wachstumsfaktoren wie TGF-§,,
acidic FGF neben einem Marker fiir T-Leukozyten (CD 45) und das Angiotensin-

Converting Enzym vermehrt oder in anderer Lokalisation nachweisbar sind.

Dariiberhinaus wurde der Frage nachgegangen, ob sich hinsichtlich der Apoptose,
des programmierten Zelltodes, deutliche Differenzen zwischen sehr jungen und sehr
alten Rattenherzen finden lassen.

Die Fragestellung lautete also:

1. Ist bereits bei jungen Ratten (unter 1 Jahr) eine deutliche Differenz in den
morphologischen und stereologischen Parametern zwischen beiden Stammen fiir
Fibrose, Myozytendurchmesser, numerische Kapillardichte gegeben?

2. Wie wirkt sich eine zusédtzliche Belastung durch Lauftraining auf die

obengenannten Parameter aus?
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3. Gibt es ein hierzu unterschiedliches histologisch/morphometrisch nachweisbares
Reaktionsmuster auf Laufbelastung bei adulten Tieren (iiber 1 Jahr) abhingig

von der Tierstdmmen?

4. Sind Unterschiede bei seneszenten Tieren der SHR und Kontrollgruppe von
WKY zu erkennen, die morphometrisch die Gegeniiberstellung einer normalen
Herzmorphologie gegeniiber einer pathologischen erlauben?

5. Eine Pilotuntersuchung mit Bestimmung der apoptotischen Zellen sollte kléren,
ob es hinsichtlich der Mechanismen, die schliefllich zu einem Herzversagen
fiilhren, eine deutliche Tendenz zum programmierten Zelltod der Kardiomyozyten
bei seneszenten SHR gibt, die die Hypothese einer Altersatrophie des Herzens

stiitzen konnte.

Daneben sollte diese Untersuchung zur Frage Aufschlufl geben, ob eine
reparative Fibrose bei seneszenten Tieren iiberwiegt, da sich bei verstdrktem
Myozytenuntergang neben nekrotischen in dieser Gruppe eine erhéhte Anzahl
apoptotischer Kardiomyozyten finden lassen miif3te.

6. Eine weitere Hypothese, die von einer Beteiligung inflammatorischer Zellen im
Zusammenhang mit vermehrter Fibrose des hypertrophen Herzens ausgeht,
sollte anhand der Bestimmung von CD 45-positiven Zellen in verschiedenen
Altersgruppen tberpriift werden.

7. Gibt es eine positive Beziehung der ,normalen Altersvorgidnge” zu den
Verdnderungen, die bei Hypertonie gesehen werden?
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2. Material und Methoden

2.1. Gewebe und Vorbehandlung

2.1.1. Gewebematerial

Es wurden Rattenherzen von maénnlichen SHR und Wistar-Kyoto Ratten
altersgleicher Gruppen fiir die histologische Untersuchung benutzt, die uns
freundlicherweise die Firmen Bayer® und Aventis® zur Verfiigung stellten. Pro
Versuchsgruppe standen die Herzen von drei bis vier Tieren einer Altersgruppe zur
Verfiigung. Die einzelnen Gruppen teilten sich wie folgt auf:

Tab.1

WKY und WKY-Kontrolle n SHR n

4 Wochen* 3 4 Wochen 3

9 Wochen* 3 9 Wochen 3

12 Wochen* 3 12 Wochen 3

14 Wochen* 3 14 Wochen 3

20 Wochen 1 Wo. Lauftraining. | 3

20 Wochen 2 Wo. Lauftraining | 3 20 Wochen 4 Wo. Lauftraining | 3

14 Monate* 3 14 Monate 3

14 Monate 2 Wo. Lauftraining. 3 14 Monate 2 Wo. Lauftraining. 3

15 Monate* 4 15 Monate 4

22 Monate* 4 22 Monate 4
S 29 29

2.1.2. Tiermodell

Das Tiermodell der Spontan Hypertensiven Ratte zur Erforschung der Essentiellen
Arteriellen Hypertonie leitet sich von einem erstmals von Okamoto und Aoki
beschriebenen Ratteninzuchtstamm ab, der aus Wistar Ratten der Universitét
Kyoto stammt. Diese Tiere entwickeln durch eine polygene Vererbung zu hundert
Prozent eine arterielle Hypertonie.
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2.1.3. Aufzucht

Die verwendeten Tiere wurden unter Standardbedingungen (12 Stunden Hell-
Dunkelzyklus, 50% Luftfeuchtigkeit, 21°C Raumtemperatur) mit freiem Zugang zu
Wasser und kommerziell erhéltlichem Futter aufgezogen.

2.1.4. Lauftraining

Zur Erzeugung einer Volumenhypertrophie des linken Ventrikels wurde als Modell
die Laufbelastung gewdhlt. Das Lauftraining bestand aus einer definierten
Laufbelastung auf dem Laufband fiir die Zeitdauer von einer Stunde pro Tag. Die
Belastung wurde beziiglich der Geschwindigkeit langsam gesteigert. Die
Laufgeschwindigkeit betrug am Ende der ein-, zwei- bzw. vierwochigen Laufphase
1,6 km/h.

2.1.5. Konservierung der Herzen:

Die Versuchstiere wurden durch kraniale Dislokation getotet. Nach Entnahme des
Herzens wurde dieses zuéchst in kardioplegischer Losung entblutet, dann sofort im
Ganzen in einen Behiélter mit Methylbutan gegeben, der wiederum in fliissigem
Stickstoff schwamm und anschlieBend in fliissigem Stickstoff nachgefroren. Dieses
Vorgehen verhindert, dafl durch zu groBlen Temperaturunterschied die Herzen
wéihrend des Gefriervorganges platzen und zerreif3en.

Die Lagerung der tiefgefrorenen Priaparate erfolgte dann bei Minus 80°C.

2.1.6. Kryotomie

Zur Einbettung benutzten wir tissue tec®, das den Halt des Herzens auf einem
Korkstiick herstellte. Das Korkstiick wiederum konnte in einem zweiten
Arbeitsgang mit tissue tec® auf einem Gewebehalter fiir das Kryotom fixiert

werden.

Von den tiefgefrorenen Herzen wurden Gefrierschnitte als Transversalschnitte in
der Mitte der Herzldngsachse hergestellt. Fiir die Aufnahme der Gefrierschnitte
benutzten wir Objekttriger, die zuvor mit Silikon beschichtet wurden. Die weitere
Verarbeitung ist bei den histochemischen und immunhistochemischen Methoden
beschrieben.
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2.1.8. Gerite

Zur Herstellung von 4 um dicken Gefrierschnitten diente ein Kryostat der Firma
Leitz (Kryostat 1720). Zum Durchmustern der Prédparate und fir die
morphometrischen Untersuchungen benutzten wir das Mikroskop (Fa.Leitz
Variophot Aristoplan bzw. Leitz DM RB), das sowohl die Moglichkeit der
Lichtmikroskopie, wie auch der Fluoreszenzmikroskopie bietet.

Einige Abbildungen wurden mit einem konfokalen Laserscanningmikroskop
erstellt. Hiermit lassen sich optisch dinnere Schichten als 1 yum ,schneiden”. Basis
war ein Leitz DM RBE. Der luftgekiihlte Argonlaser stammt von der Fa.
Omnichrome, Chino, California, USA.

Objekttrager (Fa. Menzel Super Frost ISO-Norm 8037)
Deckgléaser (Fa. Marienfeld)
Pipetten (Fa.Eppendorf)

2 verchromte Inkubationskammern mit Plastiksteg

2.2. Ubersicht der histochemischen und Immunfluoreszenz -
Markierungsmethoden

Zuordnung der einzelnen Firbe- und Markierungsmethoden zu den jeweiligen

Untersuchungen.

Tab. 2
Markierungsmeihode Untersuchungsgang
HE Morphol. Beurteilung
Sirius Red Volumendichte Kollagen — Fibrose
Vimentin Fluoreszenzmikroskop. Beurteilung
TGF-f / Acidic FGF Fluoreszenzmikroskop. Beurteilung
ACE Fluoreszenzmikroskop. Beurteilung
Vinculin Bestimmung Myozytenbreite
EC-NOS Bestimmung Kapillardichte/Myozytendichte
CD 45 Bestimmung pos. Zellen/Gesichtsfeld
TUNEL Bestimmung pos. Zellen/10° Kerne




-8- 2. Material und Methoden

Im Folgenden werden die einzelnen histochemischen und Immunfluoreszenz -
Methoden detaillierter beschrieben, um sie bei der morphometrischen

Methodenbeschreibung nur noch kurz zu nennen.

2.2.1. Histochemische Fiarbemethoden

Himatoxilin — Eosin

- Fixierung in Xylol fiir ca. 20 Min.
- absteigende Alkoholreihe

- Aqua dest.

- Hdmalaun ca. 10 Min.

- Spiilen in lauwarmem Wasser

- Aqua dest.

- Eosin ca. 5 Min.

- aufsteigende Alkoholreihe

- Xylol

- Eindecken mit Entellan

Sirius Rot F3 BA fiir Kollagenfiarbung (Sweat et al.1964)

- 4 ym Schnitte

- Fixierung in Bouinlésung ohne Essigsdure

- kurz in 70% Alkohol

- Sirius Rot-Farbung fiir 1 Stunde

- Waschen in 0.01N HCL fiir 2 Minuten um Uberfirben zu vermeiden
- kurz in Aqua dest.

- Himalaunfiarbung zum Darstellen der Kerne fiir 5 - 10 Min (bei Bedarf)
- lauwarmes Leitungswasser

- Dehydrieren in aufsteigender Alkoholreihe (95%, 100%)

- Xylol

- Eindecken mit Entellan

Die Losung wird als 0,1% Losung in geséttigter wéssriger Pikrinsdure angeriihrt.
Hersteller des Farbstoffs Sirius Rot F3BA ist die Chroma-Gesellschaft Schmid
GmbH + Co.,Kongen. Der Farbstoff farbt Kollagen I und III.
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2.3. Immunfluoreszenz - Markierungsmethoden

Allgemein lassen sich die Schritte einer Markierung mit fluoreszierenden
Antikorpern basierend auf den Arbeiten von Coons et al.wie folgt beschreiben:

- Kryostatschnitt herstellen

- Schnitte auf vorbereitete silikonbeschichtete Objekttriager aufbringen

- Fixierung in frischem Paraformaldehyd 2% oder kaltem Aceton fiir 10 Minuten
- Waschen in PBS - Puffer

- Aufbringen des I.Antikérpers (in der Regel monoklonale Antikérper von
Hybridomzellen der Maus)

- Inkubation in feuchter Inkubationskammer fiir 1 Stunde
- 3 maliges Waschen der Schnitte in PBS fiir je 2 Minuten

- Aufbringen des II. biotingekoppelten Antikorpers (hier in der Regel: Anti-Maus
biotinkonjugiert (Antikorper von der Ziege, Fa.Sigma,Verdiinnung 1:100) oder
Anti-Maus IgG Antikorper vom Esel biotinkonjugiert (Fa. Jackson Immuno
Research Labor. Inc.

- Inkubation in feuchter Inkubationskammer fiir 1 Stunde

- 3 maliges Waschen der Schnitte in PBS fiir je 2 Minuten

Aufbringen von Streptavidin gekoppelt mit einem Fluoreszenzfarbstoff (hier:
Fluoresceinisothiocyanat oder Cy 2 als Fluorochrom).

Die fiir die einzelnen Antikorper benutzten Verdiinnungstufen beruhen auf
Erfahrungswerten und variieren je nach Anzahl der Kopplungsschritte (Ein-, Zwei-,
Dreischrittmethode; auch als Direkte Immunfluoreszenztechnik und Indirekte
Immunfluoreszenz bezeichnet). Hier wurde bis auf die Vimentinmarkierung, die als
Zweischrittmethode mit direkt gekoppeltem Fluorochrom am zweiten Antikorper,
erfolgte, ausschlieBllich die oben beschriebene Dreischrittmethode benutzt.

Negativkontrolle

Als Negativkontrolle benutzten wir pro Inkubationsdurchgang einen Schnitt, bei
dem der erste Antikorper weggelassen wurde, wiahrend alle anderen Schritte wie
oben beschrieben durchgefiihrt wurden, um eine unspezifische Bindung des zweiten
Antikorpers auszuschlieBen.Wenn dieser Schnitt kein oder kaum ein Fluoreszenz-
signal ergab, akzeptierten wir die Markierung als spezifische Antigen-Antikérper-
Bindung, vorausgesetzt, dall sich das Zielantigen auch im entsprechenden
Kompartiment des Gewebes befand (Bsp.: Vimentin an Bindegewebszellen)
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Unspezifische Kreuzreaktionen vor allem von polyklonalen Antikérpern konnen
vorkommen und bewirken z.B. eine Fluoreszenzmarkierung an den Glanzstreifen
des Myokards, ohne daf} diese als Lokalisation des Zielantigenes bekannt wéren.

Zusammensetzung der PBS-Losung:
158,8g NaCl
4,0g KCl
4,0g KHoPOy4
28,4g NagHPO4
in 21 destilliertem Wasser gelost, eingestellt auf pH 7,4
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Antikorper-Markierungen

Samtliche folgenden genannten I. Antikorper wurden als monoklonale Antikorper
benutzt, die alle von Maushybrydomzellen produziert wurden.

Tab. 3:
Antikorper Verdiinnung  Hersteller
Vin 11-5 1:40 Sigma, St. Louis MO
ACE 1:100 Chemicon Int. Inc. , Temecula, CA

TGF-31 1:100 R u D Systems,Wiesbaden

a-FGF 1:50 Upstate Biotechnol. Inc. Lake Plac, NY
Vimentin 1:3 dianova immunotech, Hamburg

CD 45 1:50 OX-1, Oncogene Science, Uniondale NY
EC-NOS 1:50 Transduction Lab. KY

2.4. Fluorescein Apoptose Protokoll fiir Myozyten

(In situ-nick-end labeling Markierung fragmentierter DNA = TUNEL- Methode)

Kryostat-Gewebeschnitte der Herzen von einer Gruppe sehr junger 4 Wochen alter
SHR (n = 3), die noch keine Hypertonie entwickelt haben und der Gruppe
seneszenter SHR (22 Monate alt, n = 4) wurden zur Beurteilung der Rate an
apoptotischen Zellen dem folgenden Protokoll unterzogen. Das Testkit (S7110)
ApopTag® stammte von der Fa Intergen Company, Oxford und enthielt wichtige
Reagenzien, wie DNAse, TdT und Aquilibrierungs- und Stoppuffer. Mit der
Methode werden enzymatisch die freien 3’'OH-Enden von DNA mit verédnderten
Nucleotiden markiert. Fluoreszenzmarkierte Antikorper gegen diese Nukleotide
ergeben das Fluoreszenzsignal innerhalb von Kernen oder apoptotischen
Korperchen. Sowohl Einzelstrang- wie auch Doppelstrangbriiche der DNA werden

erkannt.

Als positive Kontrollen benutzten wir hier Myokard von Ratten nach
Vorbehandlung mit DNAse und Ileum vom Schwein, da vom Gastrointestinaltrakt
eine relativ hohe Apoptoserate bekannt ist.

4% Paraformaldehyd Fixierung 15 Min.
Waschen in PBS 3 x 5 Min.
Essigsdure/ Ethanol 1:2 5 Min.
Waschen in PBS 3 x 5 Min.

DNASe Puffer nur Positivkontrolle 10 Min.
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Waschen in PBS 3 x 5 Min.
Aquilibrierungspuffer 1 Trpf. pro Schnitt 20 Sek.
Aquilibrierungspuffer abtropfen lassen

TdT Enzym auftragen und mit Plastik abdecken 37°C 90 Min.
Auftrag von Stop and wash Puffer, Schnitte bewegen 15 Sek.

Auftrag von Stop and wash Puffer 10 Min.
Waschen in PBS 3 x 5 Min.
Anti-Digoxigenin Fluorescein 30 Min.
Waschen in PBS 3 x 5 Min.
Hoechst 33342 Kernfdarbung 1:1000 30 Min.

Zusammensetzung des DNASe Puffers:
22,5 ml Aqua dest.; 13,3 ml Na-Cacodylat 420 mM; 4,0 ml Tris Puffer 300 mM
pH 7,2; 160 ul MgCl,, 40 1 DDT; 5 ul DNAse

2.5. Quantitative morphometrische Verfahren

Bei den im folgenden beschriebenen Versuchsreihen wurden die Bezeichnungen der
einzelnen Tierprédparate im Sinne einer Blindstudie fiir den Untersuchenden

unkenntlich gemacht, um sie erst nach erfolgter Auswertung wieder zuzuordnen.
An morphometrischen Methoden wurde angewandt:
a) Auszidhlen von positiv markierten Zellen pro Gesichtsfeld (CD 45, Apoptose)

b) Bestimmung der Oberfldchendichte (hier Kapillardichte und Myozytendichte),
wie nach der Zihlregel von Gundersen beschrieben ist (rechter und oberer
EinschluBlrand wurden nicht mitgezihlt)

c) Bestimmung der Volumendichte von Elementen durch das von Weibel

beschriebene Punktzidhlverfahren mithilfe eines tiberlagernden Zihlgitters
(Kollagen)

Die Punktzdhlmethode geht zuriick auf das Prinzip von Delesse und nutzt den
Umstand, daBl der Mittelwert der Volumenfraktion eines Objektes bei
ausreichender Anzahl von Schnitten durch das interessierende Objekt proportional
dem Mittelwert der Fldchenfraktion in Schnitten durch das Objekt ist. Die Methode
findet hier fiir die Bestimmung des Anteiles an Kollagen Anwendung. Als Mal3
ergibt sich hier die Volumendichte fiir die entsprechende Substanz bezogen auf das
Referenzvolumen V,;,/V .. Die Volumendichte der hier interessierenden Struktur
(Kollagenfaser) konnte mithilfe eines in das Okular eingebrachten Testgitters
durch zédhlen derjenigen Kreuzungspunkte des Testgitters, die sich mit der
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untersuchten Struktur trafen, ermittelt werden. Die Angaben erfolgen in Prozent
Die Formel V = A (V = Volumendichte, A = Anzahl der Trefferpunkte) findet auch
fir die hier betrachteten anisotropen (rdumlich in einer Vorzugsrichtung
ausgerichteten) Strukturen Anwendung °. Die Resultate dieser Versuchsreihen

finden sich in Form von Diagrammen im Ergebnisteil.

2.5.1. Morphologische Beurteilung und allgemeine Beurteilung

Vor der Anwendung von Immunfluoreszenzmethoden wurde von jedem Herzen ein
HE gefiarbter Transversalschnitt unter Durchlicht betrachtet. Die Schnitte wurden
allgemein beurteilt und auch Artefakte, wie z.B. durch das Einfrieren verursacht ,
ausgeschlossen.

2.5.2. Bestimmung der Volumendichte von Kollagen
Punktzihlverfahren / Siriusrotfirbung

Als etablierte Standardmethode zur Bestimmung des Anteils an kollagenen Fasern
fiihrten wir eine Farbung mit Sirius Red F3BA nach Sweat et al.1964 (Chroma-
Gesellschaft, Schmid GmbH + Co D-7316 Koéngen) in 0,1% Pikrinsdurelosung an
den Kryostatschnitten durchund zdhlten mithilfe der Punktzdhlmethode nach
Weibel an einem Schnitt pro Préparat in 23 Gesichtsfeldern durch Uberlagerung
mit einem Testgitter von 121 Punkten (tatsdchliche GréBe: 5 x5 ym = 25 um?®)
diejenigen Kreuzungspunkte des Zihlgitters aus, die sich mit den rot gefiarbten
Kollagenfibrillen trafen. Das Aufsuchen der Gesichtsfelder geschah nach vorher
definiertem mianderformigem Bewegungsmuster des Kreuztisches. Die gezielt
schematische, zufallsorientierte Auswahl des Gesichtsfeldes sollte so subjektive
Kriterien des Untersuchenden ausschalten helfen. Gefifle mit perivaskulirer
Fibrose wurden ausgeschlossen.

2.5.3. Bestimmung der Myozytenbreite / Vinculinfarbung

Die Bestimmung der Myozytenbreite erfolgte an einem Mikroskop der Firma Leitz
bei einer VergréBerung von 1x5x50 (Olimmersionsobjektiv).

In ldngs getroffenen Myozytenschnitten, die sich aufgrund der Binnenarchitektur
bei einem Transversalschnitt vor allem in der Mitte der Herzwand finden,
erscheinen die Disci intercalares nach Markierung mit Vinculin-Antikérpern dann
im Idealfall als gerader Strich oder als treppenformige Linie. Die Lidnge dieser Linie
wurde mit einer im Okular befindlichen MeBlatte der Fa. Leitz bestimmt, deren
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MafBeinheiten mit einer zweiten als Objekttriager erhéltlichen MeBlatte auf dem
Objekttisch geeicht worden war. Es wurden an einem Schnitt jeweils 31 Myozyten
vermessen, wenn die zusitzliche Bedingung erfiillt war, dafl ein Kern dieses
Myozyten (Kernfarbung mit Propidiumjodid) erkennbar war. Da sich die Kerne von
Kardiomyozyten verglichen mit einem stark vereinfachten dreidimensionalen
Modell in der Mitte eines Zylinders befinden, sollte so sichergestellt werden, da} bei
Schnitten die Medianebene getroffen worden war. Sieht man sich jedoch frisch
isolierte Kardiomyozyten unter dem Mikroskop an, so erkennt man , daf3 diese
geometrische Annahme sehr vergrobernd ist. Aus den Messungen wurde dann ein
Mittelwert pro Tier und pro Versuchsgruppe gebildet.

2.54. Bestimmung der Kapillardichte und Myozytendichte
Ec-NOS Markierung

Als Mikroskop diente auch hier das Leitz Aristoplan. Die Vergrolerung lag
bei:1 x 5 x 63.Als Bildausschnitt diente ein ins Okular eingebrachtes Quadrat mit
einer tatsichlichen Oberfliche von 160 zm x 160 zm = 0,0256 mm?®. Diese wurde
durch den Vergleich mit einer MefB3skala, die sich auf einem Objekttriager befindet,
ermittelt. Zur Auszdhlung wurden die innerhalb des Quadrates liegenden
Kapillaranschnitte und Myozytenanschnitte anhand der Zihlregel nach Gundersen
(1977) eingeschlossen, solche, die vom rechten oder unteren Rasterrand geschnitten
wurden ausgeschlossen, solche, die den oberen oder linken Rand schnitten
mitgezidhlt (EinschluBrand). Die Werte wurden mit dem Faktor 39,06 multipliziert
und ergaben somit [n/mm?*]Bei der Bestimmung der Kapillar- und Myozytendichte
wurden pro Priaparat 7 Gesichtsfelder ausgezéhlt.

Fir die Auszdhlung der Kapillaren wurden nur transversal angeschnittene Areale
benutzt, da die Kapillaren dann als runde Struktur erscheinen.

Zusdtzlich wurde jeweils im gleichen Gesichtsfeld, in dem die Kapillaranschnitte
gezdhlt worden waren, die Anzahl der Myozyten pro Quadrat gezihlt , so dal} sich
anschlielend ein Quotient aus den ermittelten Werten bilden lie3, der das
Verhéltnis von Kapillaren zu Myozyten ausdriickte.

2.5.5. Bestimmung von CD 45 positiven Zellen

Das Antigen CD 45 wird als Panleukozyten-Marker benutzt. Es findet sich sowohl
auf T-, wie auch auf B-Lymphozyten, Monozyten, groBen granuldren Leukozyten,
wie auch polymorphonukledren neutrophilen Granulozyten und wurde hier
eingesetzt, um im gesamten Gewebeschnitt die Anzahl positiver Zellen dieser
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Zellreihen pro Gesichtsfeld zu zdhlen. Die Grofle des Gesichtsfeldes betrug hier bei
Verwendung eines 40er Objektivs 0,28 mm?®. Als Nebenbeobachtungspunkt wurde
bei der Auszdhlung der positiven Zellen eines Gesichtsfeldes beachtet, ob sich eine
perivaskuldare Haufung von CD 45 positiven Zellen finden lief3.

Auswahlkriterium fir ein Gefdl und somit definiert als perivaskuldr war eine
Grolle des Gefdalles zwischen 0.02 mm und 0,18 mm Durchmesser. Die Zdhlung der
positiven Zellen ergab in Vorversuchen eine hinreichende Genauigkeit, wenn 31
Gesichtsfelder ausgezahlt wurden.

2.5.6. Bestimmung apoptotischer Zellen

Die Grofle des Gesichtsfeldes und die Zdhlmethode war mit der oben beschriebenen
vergleichbar. Als jeweilige Bezugsgrol3e diente die mittlere Gesamtzahl der Kerne
pro Gesichtsfeld. Die Tatsache , dafl die meisten Myozyten der Ratte zwei Kerne
besitzen kommt hier nicht als Storfaktor zum Tragen, da diese, wie an frischen
isolierten Rattenmyozyten zu sehen ist, sich jeweils im dulleren Drittel der
Myozyten befinden, also die eindeutige Zuordnung in einem Schnitt von 4um nicht

storen.

2.5.7. Bestimmung aFGF positiver Zellen und TGF-f positiver Zellen

Nach entsprechender Markierung wurden die Schnitte der verschiedenen
Altersgruppen auf positiv markierte Zellen durchgemustert.

2.6. Statistische Methoden

Aus den gemittelten Meflwerten von Tieren gleichen Stammes und gleichen Alters
wurde ein Mittelwert fir die jeweilige Altersgruppe gebildet. Die Anzahl n der Tiere
war entweder 3 oder 4. Zur weiteren Berechnung diente die Statistiksoftware
SigmaStat fiir Windows Version 2.0 der Jandel Corporation. Um zu tiberpriifen ob
sich signifikante Unterschiede bei den Mittelwerten der altersentsprechenden
Gruppen von WKY und SHR ergaben wurde der Paired T-Test angewendet.

Fiir die Uberpriifung von signifikanten Unterschieden innerhalb des jeweiligen
Stammes von WKY und SHR bei den trainierten und untrainierten Tieren wurde
die Einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) herangezogen. Vergleiche mithilfe der
Bonferroni Methode bzw. der Kruskal-Wallis Test und multiple Vergleiche nach
Dunn schlossen sich teils an.
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3. Ergebnisse

3.1. Statistische Ergebnisse

Nach der Anwendung des paired t-Tests ergaben sich jeweils beim Vergleich der
Parameter, Fibrose, Myozyten-, und Kapillardichte zu den altersgleichen
Kontrollgruppen von WKY keine statistisch signifikanten Unterschiede. Das
Gleiche galt fiir die trainierten im Vergleich zu den untrainierten Tieren.

Bei der Gegentiiberstellung von Altersgruppen der WKY mit der hier als
Kontrollgruppe bezeichneten 22 Monate alten Gruppe gleichen Stammes fanden
sich allerdings signifikante Unterschiede. Diese sind in den folgenden
Ergebnisdiagrammen durch waagrechte Balken oder Sterne besonders
hervorgehoben.

3.2. Qualitative Beurteilung

Auffallend waren bei adulten (iiber 14 Monate alten) Tieren Ansammlungen von
Zellen, die als Nichtmyozyten erkennbar waren und sich lokal sowie zum Teil
perivaskuldr im Myokard im Bereich verstidrkter Fibrose finden lieen. Diese
Zellansammlungen konnten mit einer gesondert durchgefithrten Immun-
fluoreszenzfirbung mit Anti-Vimentin (Fa.Dianova Immunotech Hamburg) als
erstem Antikorper als mesenchymale Zellen identifiziert werden, hier am ehesten
Fibroblasten, da Vimentin als zytoskelettdres Protein hier vorkommt, in anderen
Zellen des Myokards jedoch nicht exprimiert wird.

Bei jungen Tieren von 9 Wochen und 15 Wochen beider Stimme zeigten sich hier
keinerlei Anzeichen fiir eine fokale Fibrose.

Bei den Gruppen beider Stdamme, die 14 Monate alt geworden waren, auller zwei
WKY Ratten und einer Spontan Hypertensiven Ratte war jeweils fokale Fibrose im
Myokard zu erkennen, die in der Vimentin-Markierung mit einem deutlichen
Fluoreszenzsignal einherging, als Zeichen dafiir, daBl hier auch gleichzeitig
Fibroblasten in einer Anhdufung vorlagen.

Zusammengefallt konnte fiir diese Altersgruppe der adulten Tiere gesagt werden,
daB} sich die Anzahl der fibrotischen Areale oder deren Fldche nach planimetrischer
Bestimmung in einem kleinen Pilotversuch bei den WKY Ratten nicht wesentlich
von denen der Spontan Hypertensiven Ratten unterschied. Vom Verteilungstyp der
fibrotischen Areale waren bei beiden Stidmmen im wesentlichen wenige
subendokardiale Bezirke aber auch tiefere intramurale Bezirke betroffen, teils aber
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auch wenige perivaskuldre Infiltrate erkennbar. Eine hohere Anzahl fibrotischer
Areale bei den Spontan Hypertensiven Ratten oder ein deutlich gréferes Gebiet von
Infiltraten war nicht erkennbar.

Die Siriusrotfarbung ergibt bei jungen und adulten Tieren ein feines retikuléres
Netzwerk, das die Kardiomyozyten umgibt. Nur sehr vereinzelt zeigen sich
interstitiell Regionen, die stdrker von Kollagen durchsetzt sind. Bei seneszenten
Tieren dagegen liegen hier dagegen interstitielle Strukturen mit welligem Verlauf
vor und dridngen den Verband der Kardiomyozyten formlich auseinander. Grofie
Gefdfle und perivaskuldre Bezirke féarben sich auch entsprechend ihrem
Bindegewebsgehalt intensiv an. Die Angaben erfolgen in Prozent [%] V,.,/V gewebe-

3.3. Histo- und Immunhistochemie

3.3.1. Bestimmung der Volumendichte an Kollagen

Man erkennt beim jungen Tier das feine retikuldre Muster der Kollagenfdarbung.
Regionen mit vermehrter interstitieller Ansammlung des Farbproduktes finden
sich hier noch nicht.

Die Kardiomyozyten werden bei dem seneszenten Tier durch die Kollagenfibrillen
auseinandergedriangt. Der Zusammenhalt des kontraktilen Materiales wird hier-
durch gestort.
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Abb. 2:  Siriusrot Farbung, SHR 22 Monate, Vergroflerung 1x5x40
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Abb. 4: SHR-Gruppen: Fibrose
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3.3.2. Bestimmung der Myozytenbreite

Abb. 5:  Vinkulinmarkierung, SHR 9 Wochen. Die Kardiomyozyten stellen sich im
Liangsschnitt als dicht an dicht gelagertes schindelformiges Muster mit relativ
homogener Breite dar. Neben den Glanzstreifen ist auch das seitliche Sarkolemm
markiert. Die teilweise mitangeschnittenen Kerne erscheinen nach Markierung
durch Propidiumjodid rot. (Mafstab entspricht jeweils 10 um)

Abb. 6:  Vinkulinmarkierung, SHR 22 Monate Es ist eine deutlich inhomogenere
Verteilung der Myozytenbreite im Vergleich zum jungen Tier erkennbar. Die

Glanzstreifen erreichen z.T. die doppelte Breite und erscheinen vermehrt
Htreppenformig®.
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3.3.3. Bestimmung der Kapillardichte

Abb.9: EC-NOS Markierung hier SHR 9 Wochen. In diesem Beispiel sieht man
die mit EC-NOS markierten beim jungen Tier reichlich erscheinenden Kapillaren
mit wenig Bindegewebe. Rechts oben ist ein Gefdf3 lings angeschnitten.

Abb. 10: EC-NOS Markierung hier SHR 22 Monate. Der Gewebeverband ist nicht
mehr so dicht gepackt, wie beim jungen Tier. Quer-schnitte von Kapillaren sind
seltener zu sehen.
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3.3.4. Bestimmung der Myozytendichte
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3.3.5. Verhiltnis Kapillardichte/Myozytendichte

1.4

0.4
0.2
0.0 - . . . . .
15M

O9W 14W 20W 20W 20W 14M 14M

O — —
(00] o N}
1 1 1

o
(o)}
1

Verhaltnis Kapillaren/Myozyten

1WL  2WL 2WL

Abb. 15: WKY-Kontrollgruppen: Verhaltnis Kapillardichte / Myozytendichte
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3.3.6. Bestimmung von CD 45 positiven Zellen

Abb.17: CD 45 positive Zelle. Spezifisch markierter Leukozyt umgeben von
Kardiomyozyten mit schwacher unspezifischer Fluoreszenz bei Aufnahme mit dem
Laser Scanning Mikroskop.

Abb. 18: gleiche CD 45 positive Zelle wie oben in stirkerer Vergroflerung
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3.3.7. Bestimmung apoptotischer Zellen

Nach Anwendung des Fluorescein-Apoptose Protokolls stellen sich Kerne, die DNA-
Strangbriiche zeigen, mit einer grinen Fluoreszenz dar. Zur besseren
Identifizierung wurde als Kernfarbstoff zusétzlich Hoechst 33342 angewendet, der
die Kerne deutlich blau erscheinen 146t. Problematisch war hier bei seneszenten
Tieren, daf} sich der deutlich hohere Lipofuszinanteil storend auf die Erkennbarkeit
des Apoptosesignals auswirkte.

Gewillheit lie3 sich manchmal nur herstellen, wenn man sowohl den Blaufilter als
auch den Griin- und Rotfilter zur Beurteilung des gleichen Gesichtsfeldes heranzog.
Trotz intensiver Suche lielen sich keine positiv also griin markierten Kerne
identifizieren, die sich innerhalb von Myozyten befanden, so dall die Rate
apoptotischer Myozyten auch des alternden Herzens der Ratte als sehr niedrig
eingeschitzt werden muf3. Nicht so selten waren dagegen die im Interstitium
markierten apoptotischen Zellen, die hier bei jungen SHR im Vergleich zu
seneszenten ausgezéhlt wurden. Es handelt sich hier sicherlich um eine heterogene
Gruppe von Zellen wie Fibrozyten, Fibroblasten, sowie gewebestdndigen
Makrophagen und wandernden Granulozyten.

Abb. 21: TUNEL positive Markierung. Apoptotische Kerne von Zellen erscheinen
intensiv griin.
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Abb. 22: TUNEL positive Markierung. Die Gruppe der jiingsten SHR zeigte zwar
im Vergleich zur altesten einen Unterschied, dieser war jedoch nicht signifikant.

3.3.8. Bestimmung von ACE positiven Arealen

Die Markierung von Angiotensin-Converting Enzym zeigte sich als Fluoreszenz am
Endothel von groBlen Gefillen des Herzens. Dies stellt sich als diinne Linie dar.
Allerdings waren nicht alle groBlen Gefdfle markiert. Daneben fanden sich
rechtsventrikuldr Areale mit positiver Markierung. Im Myokard des linken
Ventrikels war nur hin und wieder eine spéarliche positive Markierung zu finden. Es
fanden sich hinsichtlich der unterschiedlichen Gruppen und verwendeten

Tierstimme fluoreszenzmikroskopisch keine Unterschiede.

Eine weitere Lokalisation des ACE Signales war das Endothel der grolen Gefialle

rechts- und linksventrikular.
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Abb. 23. ACE Markierung

Angiotensin Converting Enzym liel sich am rechtsventrikuldren Endothel und

Myokard als Signal erkennen. Das Endothel des li. Ventrikels war hingegen nicht
in gleicher Weise markiert.

Abb. 24: ACE Markierung
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3.3.9. Bestimmung aFGF positiver Zellen

Die aFGF positiven Zellen waren insgesamt sowohl bei jungen wie auch bei sehr
alten Tieren sehr selten zu finden, teils nur einmal pro Transversalschnitt
anzutreffen. Eine Quantifizierung wurde daher nicht durchgefiihrt. Die Markierung
befand sich meist auf interstitiell liegenden Zellen, selten auch auf
Kardiomyozyten, wie Abb. 25 zeigt.

Abb. 25: aFGF Laser Scanning Bild einer aFGF positiven Zelle im Interstitium des
Myokards.

Abb. 26: aFGF. Die Markierung war aber auch an Kardiomyozyten nachweisbar.
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3.3.10. Bestimmung TGF-beta positiver Zellen

Eine Fluoreszenzmarkierung fand sich auch hier nur an vereinzelten Zellen. Sie
fielen durch ein feines leicht fleckiges Muster von Fluoreszenzpiinktchen auf und
trugen dies scheinbar auf der AuBlenmembran. Positive Zellen lagen immer
interstitiell teils intravaskulédr (Abb. 26)

Unmittelbare Nachbarschaftsbeziehungen zwischen positiven Zellen und
fibrotischen Arealen waren hier nicht vorhanden, diese traten aber vereinzelt auf.

Abb. 27: TGF- positive Zelle. Vergrofierung 1x5x100.
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3.4. Zusammenfassung der Ergebnisse

Die wichtigsten Resultate der Arbeit lassen sich folgendermallen zusammenfassen:

1. Seneszente (22 Monate alte) Ratten zeigen im Vergleich zu jungen und adulten
Tieren eine signifikante Differenz im Grad der Fibrose. Dies gilt fiir die SHR
ebenso wie fiir die Kontrollgruppe der WKY. Trainingsunterschiede sind
anhand der statistischen Auswertung nicht deutlich zu erkennen. Auch bei der
Kontrollgruppe von WKY ist es im Alter von 22 Monaten zu einer
pathologischen Form von Fibrose mit vereinzelt stehenden Myozyten

gekommen, die von Bindegewebe ummauert sind.

2. Die mittlere Myozytenbreite nimmt im erst im seneszenten Alter deutlich zu.
Dieser Effekt ist bei den SHR stérker als bei WKY

3. Die relative Kapillardichte zeigt mit zunehmendem Alter fiir SHR und WKY
eine deutliche Abnahme.

4. Die relative Myozytendichte nimmt ebenfalls mit zunehmendem Alter bei WKY
und SHR deutlich ab.

5. Das Verhédltnis der Kapillardichte/Myozytendichte, auch als
Kapillar/Faserrelation bezeichnet, bewegt sich bei WKY und SHR um oder
leicht iiber dem Wert von 1: 1. Die Relation weist mit steigendem Alter
tendenziell eher in Richtung einer relativen leichten Zunahme der
Kapillardichte. Freilich steigt mit zunehmendem Myozytendurchmesser die
Diffusionsstrecke, die das Blut von der Kapillare bis zum Funktionsgewebe
zuriicklegen muf}. Fir alle obengenannten Resultate gilt: Die altersgleichen
Gruppen von WKY und SHR weisen keine statistisch signifikanten
Unterschiede auf, wie man dies vielleicht erwartet hitte. Die Anderung der
Werte durch Trainingseffekte liegt in einem Bereich, der statistisch nicht
signifikant unterschiedlich von nicht trainierten Tieren ist.

Wir haben somit keinen Hinweis fiir eine echte Rarefizierung der Kapillaren im
hypertrophen und alternden Herzen.

6. Die Zahl der mit CD 45 positiven Zellen im Rattenmyokard zeigt mit
steigendem Alter eine Tendenz zur Zunahme. Jedoch erreicht diese Tendenz
kein Niveau akzeptabler Signifikanz.

Es 146t sich somit kein sicherer Hinweis auf ein entziindliches Geschehen im
normalen oder Spontan hypertensiven alternden Rattenherzen ableiten.
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10.

Die Rate an apoptotischen Kernen von Myokardzellen ist als sehr niedrig
einzuschitzen. Trotz ausgiebiger Suche fanden sich im Funktionsgewebe der
SHR Ratten im jugendlichen (4 Wochen) wie auch im seneszenten Alter keine
apoptotischen Kardiomyozytenkerne. Das Tier verstirbt nicht an einem
zunehmenden Zelluntergang des Myokards. Die Gesamtzahl der apoptotischen
Kerne im Gewebeschnitt, die sich durchweg im Interstitium befanden, nahm in
der Tendenz bei seneszenten Tieren eher ab.

Die grundséitzliche immunhistochemische Verteilung von ACE positiven
Arealen unterscheidet sich nicht wesentlich bei WKY und SHR. Die
vornehmlich rechtsventrikuldre und endotheliale Lokalisation entspricht der
physiologischen Wirkung des Enzyms.

TGF-p, positive Zellen finden sich nur selten im Myokard der Ratte und liegen
interstitiell. Sie zeigen in ihrer Lokalisation keine Nachbarschaftsbeziehung zu
fibrotischen Arealen. Auch eine Hdufung mit zunehmendem Alter ist nicht
erkennbar.

aFGF positive Zellen finden sich nur vereinzelt im Gewebeschnitt im
Interstitium, aber auch hier findet sich kein Hinweis auf eine Kolokalisation

von vermehrter Fibrose mit dem Auftreten von positiven Zellen.

Beziiglich der Wachstumsfaktoren ist also zusammenfassend zu sagen, da} sich

hier sowohl bei jungen, wie auch in Herzgewebe seneszenter Tiere, das

morphologisch durch deutlich vermehrte Fibrose auffillt, eine sehr seltene

Exprimierung findet. Die beiden Rattenstdmme unterscheiden sich also

hauptsédchlich bei den seneszenten Tieren in den mophometrisch erhobenen

Parametern (Fibrose, Myozytenbreite, Kapillardichte), ohne dal} sich dies hier in

einem statistisch signifikanten Unterschieden niederschlégt.
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4, Diskussion

4.1.1. Fibrose und Kollagen

Die Hauptbestandteile des fibrilldren Interstitiums im Herzen sind die Kollagene
vom Typ I und III, Proteine, die von Fibroblasten und fibroblastenéhnlichen Zellen
gebildet werden. In Kultur gehaltene Fibroblasten produzieren dabei etwa eine
Anteil von 80% Kollagen I und 20% Kollagen III neben Kollagen V und
Fibronektin 10, Die Regulation der Kollagenproduktion erfolgt durch lokal
wirksame Signalmetaboliten sowie solche Signalmolekiile, die durch den Blutstrom

zum Interstitium des Herzens gelangen.

Kollagene, Fibronektin und andere Matrixproteine bilden die Bestandteile der
Fibrose.

Eine erhohte Fibrose tragt zur Zunahme der Steifheit des Myokards bei, vor allem
was die diastolische Wandspannung betrifft. Eine gesteigerte Synthese von
Kollagen bewirkt schliefllich eine Abnahme der systolischen Wandspannung mit
der Folge einer verminderten Verkiirzungsfihigkeit und Abnahme der

Auswurfleistung.

Untersuchungen von pathologischen Verédnderungen des Myokards waren bisher
hauptsédchlich auf die Rolle des Herzparenchyms oder des Cardiomyozyten und
seiner Funktionsfiahigkeit konzentriert. Bisher wurde angenommen, daf3 die Rolle
des Bindegewebes im Herzen sich auf den Zusammenhalt, die mechanische
Verbindung der kontraktilen Elemente (des Parenchymes) beschréankt.

Umbauvorgédnge im Bindegewebe wurden als langsame Reaktionen betrachtet, die
eher im Sinne von Reparaturvorgingen zu betrachten sind wie z.B.bei einer
Replacement-Fibrose nach dem Untergang von Herzmuskelzellen. Der Umsatz von
Kollagen unterliegt jedoch einer eigenen dynamischen Regulation, wie weiter unten
beschrieben.

4.1.2. Kollagen

Kollagene sind Proteine, die fiir die Festigkeit und Elastizitdt, sowie
Zellverbindungen in der extrazelluldren Matrix verantwortlich sind. Sie werden von
vielen Zellen einschlieBlich Fibroblasten synthetisiert und z.T. als Vorstufe in die
interzelluldre Grundsubstanz, die vor allem aus Proteoglykanen besteht, sezerniert.
Es existieren mindestens 16 verschiedene Arten von Kollagen, die in fibrilldre
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(Kollagen I, II, III, V, XI) und nichtfibrilldre eingeteilt werden konnen, die teilweise
auch netzartige Strukturen bilden, wie z.B. Kollagen IV, das Bestandteil der
Basalmembran der Zellen ist. Sie besitzen alle eine Triplehelixstruktur und
unterscheiden sich in ihren nichthelikalen Doménen, die Thnen unterschiedliche
Bindungseigenschaften und rdumliche Struktur verleihen. Wir beschiftigten uns in
dieser Arbeit nur mit den fibrilliren Kollagenen I und III, die durch die
Picrosiriusrotfiarbung dargestellt wurden.

90% des Kollagens des gesamten Organismus bestehen aus Kollagen I. Es stellt
vereinfacht ein stabférmiges Molekiil dar, das eine Lénge von 300 nm und einen
Durchmesser von 1,5 nm hat. Grundstruktur ist dabei eine rechtsgewundene
Triplehelix von zwei al(I) Ketten und einer a2(I) Kette, wobei jede der einzelnen
Ketten aus 1050 Aminoséduren besteht, so dafl das Molekiil einem verdrillten Seil
nicht unédhnlich ist. Bausteine sind dabei Glycin, Prolin und eine beliebige andere

Aminoséure, die sich wiederholt aneinanderreihen.

Die Zugbelastbarkeit dieses Molekiils ist enorm, vor allem weil sich nach Exozytose
aus der Zelle mehrere Molekiile Seite an Seite lagern und zu etwa 50nm dicken
Fibrillen verbinden. Mehrere solcher Fibrillen bilden durch seitliches Aneinander-

lagern wiederum eine Kollagenfaser.

Typ I und Typ I1I-Kollagen kommen hiufig zusammen in Haut und Muskel vor.
Typ III Kollagen unterscheidet sich dadurch von Typ I, daB3 es aus drei al (III)
Helices besteht, wihrend Kollagen I aus zwei al (I) und einer a2 (I) Helix besteht.
Die mechanische Verbindung des extrazellulir gelegenen Kollagens zu den
Myozyten ist auf der Hohe der Z-Banden lokalisiert, wie Untersuchungen an
isolierten Papillarmuskeln durch Rasterelektronenmikroskopie gezeigt haben 11,

4.1.3. Kollagen turnover

Die Produktion des Kollagens kann durch verschiedene Signalstoffe in Gang gesetzt
werden, z.B. Angiotensin II 3, PDGF 12 oder TGF betal unter Hypoxiel3.14,
Angiotensin II stimuliert in Fibroblastenkulturen die Synthese der messenger RNA
von Typ I Kollagen dosisabhingig 15. Die Fibroblasten von SHR sind dabei stidrker
stimulierbar als die der normotensiven WKY Ratte 16,

Der Abbau der verschiedenen Kollagene geschieht vor allem durch
Metalloproteinasen, zu denen auch Kollagenase gehort, die ebenfalls von Fibro-
blasten produziert werden. Als Regulator des Kollagenabbaus wirkt vermutlich
auch Angiotensin II, das die kollagenolytische Aktivitdt hemmt und die Synthese
aktiviert 17. Eine Hemmung durch ACE-Hemmer beeinflu3t den fibrotischen
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Prozell giinstig, wenn die Therapie vor Einsetzen einer Herzinsuffizienz
einsetzt 3:18. Daneben spielt Bradykinin, NO und Prostaglandin eine Rolle bei der
Hemmung der Kollagensynthese und bei der Steigerung des Abbaus von Kollagen.
Die letztgenannten Substanzen zeigten diese Wirkung besonders in
Fibroblastenkulturen 19,20,

Biochemische Analysen des Hydroxyprolinumsatzes lassen darauf schlielen, daf3
ein groBer Anteil des produzierten Kollagens bei seneszenten Tieren von 24
Monaten nicht nur im Extrazelluldrraum deponiert wird, sondern unmittelbar
wieder abgebaut wird 21. Die mRNA-Werte bedeuten also nicht unbedingt, daf3 das
Protein auch im Interstitium verbleibt.

Die Halbwertszeit des Kollagenproteins wird von Turner im rechten Ventrikel mit
80 bis 120 Tagen (2,6 bis 4 Monate) angegeben 22

4.1.4. EinfluBB von Alter, Hochdruck und korperlicher Belastung auf die
Kollagen-akkumulation des Herzens

Eghbali et al. ,der die Kollagenakkumulation im Rattenherzen in verschiedenen
Altersstufen bei Fischerratten anhand des Anteiles an extrahierbarem
Hydroxyprolin untersuchte, ermittelte eine Verdopplung der Proteinkonzentration
im linken Ventrikel von Ratten eines Alters von 22 Monaten (5,5% auf 12%) im
Vergleich zu einmonatigen Tieren 23. Vergleichbare morphometrische Methoden
wurden bei der Ratte zur Quantifizierung des Kollagens von Anversa und auch von
Cornwell angewandt, die einen Anstieg des sogenannten Kollagengehaltes mit
zunehmendem Alter fanden, als sie Ratten im Alter von 4-32 Monaten
untersuchten 24.25

In der vorliegenden Arbeit wiesen die Spontan Hypertensiven Ratten eine stédrkere
Fibrose auf als die gleichalten Wistar Ratten, vergleichbar mit den Ergebnissen von
Hinglais. 26. Obwohl sich &dhnliche Veridnderungen bei jungen an Bluthochdruck
leidenden Ratten im Vergleich zu alten Ratten beziiglich der Herzhypertrophie
zeigen, argumentiert Lakatta, dafl die Hypertrophie dennoch nicht das "common
link” sein kann fiir zelluldre Verdnderungen, die bei Altern und Hypertension
auftreten. Die gleichzeitig auftetenden rechtsventrikuldren Verdnderungen ohne
Hypertrophie der Myozyten mit Anderung des Myosin-Isoenzymmusters und
verdnderter cytoplasmatischer Calcium-Pumprate, die ja nicht durch einen
erhohten Druck verursacht sein kénnen, sind sein Hauptargument 27 .

Mattfeldt sah bei 12 Mo. alten Ratten keine Fibroseareale, wohl aber bei

seneszenten Ratten, was mit unseren Ergebnissen gut iibereinstimmt.
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Abgesehen von einem hoheren Anteil an Kollagen ergeben sich fiir den Fall der
pathologischen Herzhypertrophie auch Unterschiede in der Zusammensetzung des
produzierten Kollagens, was hier jedoch nicht untersucht wurde. Es findet zunéchst
eine stdrkere Produktion von Kollagen III statt, das eine hohere Elastizitét besitzt.
Dies wird spéater durch Kollagen I ersetzt. Narbengewebe mit starkerer
Zugbelastbarkeit entsteht. 28. Der Prozef3 dient zunédchst der Verminderung der
Wandspannung, kann sich in der Spidtphase dann aber mit verminderter
diastolischer Fiillung negativ auswirken.

Auch mit einem anderen methodischen Vorgehen, dem Nachweis der m-RNA fir
Kollagen al (III) zeigten sich niedrigere Expressionsraten bei Wistar Ratten im
Alter von 10 Monaten im Vergleich zu SHR 29. Analog zu dem Konzept des
kritischen Herzgewichtes, das Linzbach bei einem Gewicht von 500g fiir den
Menschen erreicht sah, entwickelte Knieriem ein Konzept der kritischen
Bindegewebsmenge und postulierte, dal3 ab einem Bindegewebsanteil von 20% eine
myokardiale Dekompensation eintritt, unabhéngig davon, wie sie entstanden ist.

Diese kritische Grenze wurde hier noch nicht von den seneszenten Tieren erreicht.

4.1.5. Kollagen und Alter

Junge Kollagenmolekiile bestehen wie oben erwédhnt aus einer Triplehelixstruktur.
Die Bindungen dieser Helices werden durch Wasserstoffbriicken aufrechterhalten.
Der Alterungsprozel3 bringt eine vermehrte Quervernetzung der Molekiile mit sich,
so dal} sie schliefllich als rigides Dimer oder Trimer vorliegen, dessen Elastizitit
verlorengegangen ist30.

4.1.6. Training und Fibrose

Fiir die Belastung durch Ausdauertraining ermittelte Jacob bei jungen 200g
schweren Sprague Dawley Ratten nach Schwimmtraining von mindestens 8
Wochen fiir 90 Minuten pro Tag keinen Anstieg des Hydroxyprolingehaltes
gegeniiber den Kontrolltieren, bezogen auf das Herztrockengewicht. 31. Tomanek et
al 1972 32 und auch Kiiskinen und Heikkinen 1976 33 stellten keine Verdnderungen
in der extrazelluldren Matrix bei jungen Tieren fest (ménnl. Albinoratten bzw.
Maduse). Sie fanden keinen Unterschied in der Konzentration von Kollagen- und
Nichtkollagenproteinen nach Training.
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Mit zunehmendem Alter ermittelte Tomanek zwar eine hdohere
Kollagenkonzentration im Herzgewebe. Die Werte waren aber fiir trainierte und
untrainierte Tiere gleich groB.

Craig et al. verzeichneten dagegen einen Anstieg des Hydroxyprolingehaltes um
28,5% bei weiblichen Wistar Ratten von 175g Ausgangsgewicht, die fiir die Dauer
von 10 Wochen einem Schwimmtraining von 6h pro Tag an 5 Tagen pro Woche

unterzogen worden waren34.

4.1.7. Vimentin

Vimentin gehort zu den Intermedidrfilamenten (ca. 7-10 nm dick), die eine
Hauptkomponente des Zytoskeletts darstellen. Als filamentédres Protein hilft es
neben anderen Proteinen die mechanische Stabilitdt der Zellstruktur von
mesenchymalen Zellen (Fibroblasten,Chondrozyten und Endothelzellen) zu
erhalten, indem es wie ein Stiitzgeriist an der Plasmamembran anhaftet. Zu den
Intermediadrfilamenten gehoren auch Keratin (Haut), Desmin (Muskelsarkomer,
glatte Muskelzelle), GFAP glial fibrillary acidic protein (Astrozyten), NF
Neurofilamentproteine (Neurone) und Lamin (kernhaltige Zellen). Die
Gemeinsamkeit der Intermedidrfilamente besteht in einer zentralen alpha-
helikalen Struktur, wiahrend die beiden nicht helikalen Enden (Kopf und Schwanz)
hypervariabel sind 35. Man kann sich die beiden alpha Helices als umeinander
gewundene Stdbe vorstellen, die ein Dimer bilden (sogenannte coiled coil Struktur),
wobei die C terminalen Enden aneinandergelagert sind. Zwei Dimere bilden dann
wieder ein Tetramer, zwei Tetramere ein Oktamer, so dal} dichtgepackte
Polypeptidketten entstehen, die wiederum durch andere Proteine quervernetzt

werden.

Wihrend der Ubergangsphase zum Herzversagen fanden einige eine erhéhte
Genexpression von Vimentin neben alpha I Kollagen 36.)

4.1.7. Vergleichswerte Kollagengehalt

Tab. 4: Ein tabellarischer Uberblick iiber eigene und die Ergebnisse andere

Untersucher.
Autor Methode Stamm Alter ”Gel.lalt” an Koll
in % LV
Anversa,Circ Res 67,1990 Fischer 344 | 1-4 Mo 5,50%
Jalil et al 89 Sirius Red WKY 300g 3%
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Anversa,Circ Res 67,1990 Fischer 344 | 22-26Mo 12-16%
Michel,Salzmann 86 Videodensit. Wistar 1 Mo 0,74%
Michel Salzmann 86 Vadeodensit | wistar 3Mo 1.67%
Michel,Salzmann 86 Videodensit. Wistar 6Mo 5.42%
Silver, MA, Cardiovasc.Res.1990 | Sirius Red Wistar 250-300¢g 2-4%

eigene Ergebnisse Sirius Red WKY 9Wo 8,2%

eigene Ergebnisse Sirius Red WKY 22Mo 14,7%
eigene Ergebnisse Sirius Red SHR 9Wo 11,48%
eigene Ergebnisse Sirius Red SHR 22Mo 17.93%

Die obengezeigte Tabelle beinhaltet unterschiedliche Methoden und Tierstimme
mit denen der Kollagengehalt des Rattenherzens bestimmt wurde und zeigt Werte,
die bei Fischer 344 Inzuchtratten ermittelt wurden. Man sieht jedoch, dal} sich je
nach Alter und Methode die Gro3enordnung zwischen einem Minimum von 0,74%

bis zu einem Maximum von 29% bewegen kann.
SchluBfolgerung

Fir die Altersgruppe der seneszenten Tiere tiiber 20 Monate besteht
Ubereinstimmung mit den oben zitierten Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen,
die gleichfalls eine Zunahme des Kollagengehaltes feststellten. Die allgemeine
SchluBfolgerung aus den Resultaten der vorliegenden Arbeit ist also, dal3 der
Kollagengehalt des Myokards durch den Alterungsprozef3 deutlich erhoht wird und
daBl eine chronische Erhcéhung des Blutdrucks mit begleitender kardialer
Hypertrophie diesen Prozel} nicht weiter verstérkt.

4.2.1. Herzhypertrophie und Myozytenbreite

Hypertrophie, Tiermodell

Wie sich in der Framingham-Studie gezeigt hat, sind arterielle Hypertonie und die
koronare Herzkrankheit beim Menschen die Hauptursachen fir eine
Herzinsuffizienz. Eine Druckiiberlastung des Herzens fiihrt neben der
Hypertrophie der einzelnen Herzmuskelzellen auch zu einer Aktivierung von
Fibroblasten, die zur verstidrkten Synthese von Kollagen I und III angeregt werden.
Dieser Vorgang, der als Remodelling bezeichnet wird, ist eine der Ursachen fiir eine
vermehrte Steifigkeit und verminderte diastolische Fiillung des linken Ventrikels.
Diese Vorgidnge fiithren letztlich tber eine vermehrte Fibrose zu einer
Herzinsuffizienz. Es gibt viele Hinweise dafiir, dal das Renin-Angiotensin-
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Aldosteron System in die strukturelle Umorganisation der extrazelluldren Matrix
eingreift 37 .

Bei etwa 60% der méannlichen SHR tritt der Zustand der Herzinsuffizienz zwischen
dem 18 und 24 Lebensmonat ein 18 .

Nach Meerson kann man die Phasen der myokardialen Hypertrophie wie folgt
einteilen: 1). Stadium der Adaptation. Die verdnderte Belastung bewirkt eine
verstdrkte Proteinbiosynthese. 2). Stadium der stabilen Hyperfunktion
(kompensierte Hypertrophie).Es stellt sich eine Normalisierung der Zellstruktur bei
vergroBerten Herzmuskelzellen ein, die Proteinsynthese fillt wieder auf Normwerte
ab. 3). Stadium der graduellen Erschopfung Die Zellstruktur verdndert sich erneut
nun jedoch degenerativ, die Proteinsynthese fillt ab. Eine interstitielle Fibrose ist
nachweisbar 38,

Die Differenzierung dieser verschiedenen Phasen im Gewebe ist allerdings
schwierig, da sich eine qualitativ dhnlich erscheinende Morphologie der einzelnen
Myozyten ergeben kann und es schwer sein kann zwischen einem
Anpassungsvorgang und einem pathologischen Prozel zu unterscheiden.
Unmittelbar als Antwort auf eine vermehrte Belastung kommt es zu einer
vermehrten Proteinsynthese als Ausdruck des Wachstumsprozesses der
Kardiomyozyten 2,39, Lichtmikroskopisch ist dies durch eine Zunahme der
Wanddicke des linken Ventrikels und eine deutliche Zunahme der Myozytengrofie
gekennzeichnet 49,

Die Phase der graduellen Erschopfung macht sich lichtmikroskopisch durch
vermehrte interstitielle Fibrose bemerkbar. Elektronenmikroskopische
Untersuchungen konnen dann bei ca. 20 Monate alten SHR an Myozyten einen
deutlichen Verlust an kontraktilem Material feststellen. In der Regel finden sich
diese Myozyten in der Nidhe von fibrotischen Arealen. Manchmal sind sie von
anderen Myozyten vollig durch Bindegewebe separiert. Ahnlich den Verinde-
rungen, die in humanem Gewebe beschrieben wurden, stellten Holubarsch und
Thiedemann et al. bei 10 Monate alten Ratten nur geringe perivaskuldre Fibrose
fest, fanden bei 20 Monate alten Tieren der SHR dann jedoch eine deutliche
Varianz in der GroBle der Myozyten, diffuse interstitielle Fibrose und
ultrastrukturell einen Verlust an kontraktilem Material4!,42, Dies entspricht im
Wesentlichen den in dieser Arbeit gefundenen Ergebnissen.
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4.2.2. Herzhypertrophie und Alter

Als alte bzw. seneszente Tiere werden bei Ratten solche ab etwa einem Alter von
zwei Jahren bezeichnet, da die spontane Mortalitdt etwa in diesem Alter bei
manchen Stdmmen mit normaler Fiitterung fiinfzig Prozent erreicht 43. Wistar
Ratten erreichen erst mit einem Alter von etwa 36 Monaten die 50% Mortalitit. Der
Effekt der selektiven Mortalitdt wird hiermit angesprochen, wie er in
Querschnittstudien mit verschiedenen Altersklassen auch schon zu Beginn des
Lebens im Postnatalstadium auftreten kann. Moéchte man diese Effekte

auszuschlieBen ist man auf nichtinvasive Liangsschnittuntersuchungen angewiesen.

Fiir die Wand des linken Ventrikels ist sowohl bei normotensiven untrainierten,
stdarker jedoch bei hypertensiven Individuen mit zunehmendem Alter eine
Hypertrophie der Kardiomyozyten zu erkennen. Dies gilt sowohl fiir den Menschen
wie auch fiir das Tiermodell. Die Abnahme der Compliance in den Gefdf3en fithrt zu
einem insgesamt hoheren peripheren Widerstand, der zu einer Erhéhung des
Blutdrucks und zu einer Hypertrophie der einzelnen Herzmuskelzellen beitrigt.
Makroskopisch ist der Durchmesser der freien linken Ventrikelwand erhoht. Dies
ist auf die hier untersuchten Tierstimmen uneingeschriankt tibertragbar. Herzen
von alten WKY-Ratten sind makroskopisch aber auch mikroskopisch nicht von
denen der SHR zu unterscheiden.

Neben dem Herzen der Wistar Ratte wurde von anderen Gruppen das Rattenherz
bei Fischer - und Sprague Dawley -Ratten als Modell des alternden Herzens
untersucht, wenn sich auch wie oben erwidhnt nicht immer die typischen
Altersveridnderungen des menschlichen Herzens ergaben. Zusammengefafit kann
man sagen, daBl auch normotensive Rattenstimme eine Abnahme der
Myozytendichte und eine Zunahme in der Faserdicke zeigten4, wie es mit einem
harmonischen Herzwachstum vereinbar ist. Bei hypertensiven Stdmmen wird
jedoch das Stadium der graduellen Erschopfung friiher erreicht und geht mit einem
erhohten Grad an Herzhypertrophie und Fibrose einher.

4.2.3. Physiologische Herzhypertrophie/Pathologische Herzhypertrophie

In den Auswirkungen ist die adaptive harmonische Hypertrophie, die durch
Training erreicht wird, nicht mit der durch langanhaltende Druck- oder
Volumeniiberlastung zu vergleichen. Biochemisch werden unterschiedliche
Myosinketten verstiarkt synthetisiert (alpha bei Schwimmtraining, p-Myosin bei
pathologischer Hypertrophie). Verdnderungen in der Gefia3- und
Myozytenarchitektur und der Sauerstoffversorgung des einzelnen Kardiomyozyten
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fiihren dagegen bei langdauerndem Hochdruck des Herzens schliefllich zu
disproportioniertem Wachstum der Myozyten, disproportionierter Bildung von
Fibrose und strukturellem Remodelling. Folge ist eine erhohte Steifigkeit der
extrazelluldren Matrix mit verminderter diastolischer Fiilllung. Abgesehen vom
morphologisch nachvollziehbaren Wandel muf3 aber auch die teils erhebliche
pathophysiologische Veridnderung bedacht werden, die mit verldngerter
Kontraktions- und Relaxationszeit der Myozyten verbunden sein kann 45

Vergleichswerte in der Literatur geben fiir die hier betrachtete Myozytenbreite eine
mittlere Grofle von 19,5 yum bei 5 Monate alten Fischer Ratten an mit einer
Schwankungsbreite zwischen 8,3 bis 45,2 um 46, Fiir etwa 9 Wochen alte Tiere
fanden Bishop et al. 15,7 um als Mittelwert mit einer Schwankungsbreite zwischen
7,0 bis 34,6 um. Brooksby et al. stellten schon bei zwei und drei Monate alten WKY
und SHR signifikante Unterschiede in der Breite fest als sie isolierte Myozyten
untersuchten 47. Wir fanden als hochste Mittelwerte fiir WKY 18,9 zm und fiir SHR
24,6 ym bei 22 Monate alten Tieren, wobei auch hier wie bei anderen eine grofiere

Varianz im Alter gefunden wurde.

4.2.4 Vinculin

Vinculin ist ein Protein des Zytosols von Herzmuskelzellen, das an der Verbindung
von Aktinfilamenten mit der Plasmamembran mitwirkt. Sein Molekulargewicht
betrdgt 116 kilo Dalton. Es findet sich in den Disci intercalares, wo es durch
Bindung an a-Actinin, ein Protein welches wiederum selbst an Aktinmolekiile
bindet, hilft die Kraftkopplung der intrazelluldar wirksamen Aktin-Myosin-
Komplexe mit einem Membranprotein herzustellen. Vergleicht man die einzelne
Herzmuskelzelle vereinfachend mit einem zylindrischen Gefédl}, so findet sich das
Protein vor allem im Boden und Deckel. Der hier verwendete Antikoérper diente so
zur Markierung der Glanzstreifen.

4.2.4. Vergleichswerte

Tab. 5: Eine Zusammenstellung von Ergebnissen anderer Untersucher und eigener

Werte.

Autor Myobreite in xm | Myobreite li.V. Stamm Alter
Bishop, Drummond 15,7 Fischer 9 Wochen
Bishop, Drummond 19,5 Fischer 9 Wochen
Hort,Horvath 1976 15-17,5 Ratte k. Angabe
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Angelakos et al 64 11,8 Ratte k. Angabe
Rakusan 1984 17,7 WKY 20 Wo
Rakusan 1984 18,6 SHR 20 Wo
Rakusan 1984 18,7 WKY 15 Mo
Rakusan 1984 20,6 SHR 15 Mo
Rakusan 1984 18,2 WKY 23 Mo

Hinglais 97 17,05 SHR 4 Mo

Hinglais 97 18,15 SHR 7.5 Mo
Rakusan 1984 21,6 SHR 23 Mo
eigene Werte 15,5 WKY 5 Mo
eigene Werte 16,5 SHR 5 Mo
eigene Werte 14,6 WKY 15 Mo
eigene Werte 17,7 SHR 15 Mo
eigene Werte 18,9 WKY 22 Monate
eigene Werte 24.6 SHR 22 Monate

4.2.5. Myozytenbreite und korperliche Belastung

Generell ergab sich in den meisten Untersuchungen nach korperlicher Belastung
eine Zunahme in der Myozytenbreite oder in der Querschnittsflache der
Kardiomyozyten. Als Beispiel sei die Untersuchung von Mattfeldt et al.
angefiihrt 48 oder 49. Andere fanden nach chronischer Belastung keinen erhéhten
Durchmesser der einzelnen Myozyten 50 oder jedoch eine leichte Lingenzunahme
von ca. 5% bei etwa gleichbleibender Myozytenweite (hier 27,9 ym bei Sprague
Dawley nach 7 Monaten Lauftraining) 51

4.2.6. Myozytenbreite und Alter

Nach einer Phase des Wachstums mit Zunahme der Myozytenbreite stellte sich in
den meisten Untersuchungen eine Phase stabiler Hypertrophie bei adulten Tieren
ein. Im hoheren Alter zeigten die Myozyten eine stidrkere Varianz in der Dicke.
Einige Autoren fanden Hinweise fiir eine verstidrkte Aufzweigung der
Kardiomyozyten. In den hier betrachteten Gewebeschnitten wurden solche als
pathologisch zu wertenden Aufzweigungen nicht beobachtet.

SchluBfolgerung
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Erst in einem relativ hohen Alter von 22 Monaten 148t sich ein wesentlicher
Unterschied in der durchschnittlichen Myozytenbreite aufzeigen. Der Stamm der
WKY liel in den verschiedenen Altersgruppen junger und adulter Tiere keine
eindeutige Tendenz zur Verbreiterung der Myozyten erkennen. Dagegen zeichnete
sich bei der SHR Gruppe eine tendenzielle Steigerung der Myozytendurchmesser
mit zunehmendem Alter ab.

Hinsichtlich der Auswirkungen von korperlichem Training auf die Myozytenbreite
kann festgehalten werden, dafl adulte Ratten mit einem zu erwartenden Anstieg
der Myozytenbreite auch auf kurzdauernde Belastung reagieren. Eine
pathologische Hypertrophie entsteht hier nicht, sie liegt bei den seneszenten Tieren
vor.

4.3.1. Kapillardichte

Ein Wachstum von Kapillaren findet sich beim adulten Organismus in der Regel
nur in speziellen Gewebsarten, wie dem Endometrium oder Ovar, da
Endothelzellen eine niedrige Mitoserate besitzen 52. Aber auch Herz, Skelettmuskel
und Gehirn konnen unter pathologischen Bedingungen in Phasen der Hypoxie zum
Wachstum von Kapillaren stimuliert werden. Als quantitative Angabe zu dieser
Frage findet man meist die Zahl der Kapillaren pro Flidche (Kapillardichte) oder das
Verhédltnis der Kapillarzahl zur Zahl der Kardiomyozyten als
Kapillar/Faserrelation. Manche der quantitativen Angaben in der Literatur sind
aus Prdparaten gewonnen, die durch Tuscheinjektion hergestellt wurden. Dies
beinhaltet jedoch mogliche Fehlerquellen, da sich die Tusche je nach
Perfusiondruck unterschiedlich verteilt und mit Plasmaproteinen Aggregate bilden
kann, die zu einer Verstopfung von Kapillaren fithren kann. Die bisherige
histochemische Darstellung wurde meist durch die Reaktion der Alkalische
Phosphatase, ATPase oder die PAS (periodic-acid-Schiff Reaktion) erreicht. Die
Darstellung kann jedoch nach unserer Ansicht durch Markierung der endothelialen
constitutiven Stickoxidsynthase (Ec-NOS) ebenso zuverlissig erfolgen.

Es ist zu bedenken. dafl Verschiebungen in der GréBlenordnung des untersuchten
Gewebes auf, da die Grofle der Kardiomyozyten mit zunehmendem Alter zunimmt.
Daher sollte in Phasen der Hypertrophie eine Abnahme der Kapillardichte zu
verzeichnen sein, die aber nicht als Rarefizierung gedeutet werden darf, da sich ja
das Referenzvolumen verdndert hat. Findet sich jedoch eine Zunahme der
Kapillardichte, so wére dies ein Indikator fiir Kapillarwachstum.
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Fir die ermittelten Werte der Kapillardichte ergibt sich im Literaturvergleich eine
relativ grofle Variabilitdt der Werte, die bedingt sind durch unterschiedliche
Tierstdimme, Altersgruppen und Geweberegionen. Fiir tiefgefrorenes Gewebe gilt,
daB} die Schrumpfartefakte minimal sind.

4.3.2. Wachstum und Kapillardichte

Fir die normalen Verdnderungen wihrend des Wachstums der Wistar-Kyoto Ratte
ist von einigen Autoren eine Abnahme oder auch eine unveridnderte Kapillardichte
mit zunehmendem linksventrikuldren Gewicht beschrieben worden 48:53,54, Die
Kapillar-Faser-Relation zeigt eine Zunahme in der Phase des Wachstums, was in

der Tendenz mit unseren Werten iibereinstimmt 55-57,

Von einem Unterschied zwischen wilden Ratten und Laborratten berichteten
Wachtlova und Rakusan, die eine gro3ere korperliche Aktivitédt der Wildtiere mit
einer hoheren Kapillardichte in Zusammenhang brachten 58 .

Zusammengefallt kann also fiir das normale Wachstum des Rattenherzens
festgehalten werden, daf3 sich durch das Lingen- und Breitenwachstum der
Myozyten die Diffusionsstrecke vergroflert, gleichzeitig jedoch auch eine
Proliferation der Kapillaren einsetzt, wie der Anstieg der Kapillar-Faser-Relation
anzeigt.

Fir pathologische Zustidnde des Herzens, wie die essentielle arterielle Hypertonie
der SHR oder die Hypertonie infolge Aortenstenose wurde von einer
Kapillarbettrarefikation berichtet. 459 Dies lies sich anhand unserer Ergebnisse
nicht bestétigen.

In den meisten Studien zur pathologischen Herzhypertrophie findet sich diese
Beziehung bestiétigt. Die Zahlen von Turek ergaben fiir den rechten Ventrikel nach
Ligatur der linken Koronararterie 1639 Kapillaren /mm?” und fiir die Kontrollgruppe
2424 / mm® 60. Zeichen eines Kapillarwachstums fanden sich hier nicht. Mattfeldt
und Mall untersuchten die hier benutzte Kontrollgruppe der Wistarratten in
Altersklassen von 5 Wochen bis 13 Monaten stereologisch. Als Hauptresultat
fanden sie eine Zunahme der Kapillar-Faser-Relation um 48% obwohl die Dichte
der Kapillarisierung bezogen auf mm® abgenommen hatte 61. Auch andere Autoren
berichten von einer meist signifikanten geringeren myokardialen Kapillardichte der
SHR, wenn man sie mit altersgleichen Kontrolltieren wie WKY vergleicht 53.55,62,

Zusammengefalit zeigen hypertrophe Herzen eine niedrigere Dichte an Kapillaren
als normale Herzen. Das mangelnde Wachstum fithrt auf Dauer zu einer
Ausschopfung der sogenannten Kapillarreserve, so dafl die Versorgung bei Ruhe
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gerade noch aufrechterhalten werden kann. Belastung fiihrt allerdings zu einer
Unterversorgung des Funktionsgewebes und auf lange Sicht zu deletdren Folgen

mit Herzversagen.

4.3.3. Verinderungen der Kapillardichte beim trainierten Tier
(Laufen/Schwimmen)

Untersuchungen an Ratten verschiedener Altersgruppen nach Lauf- oder
Schwimmtraining mit anderen Methoden, wie z.B. der H3 Thymidin -
Aufnahme 6364 yon kapilldren Endothelzellen zeigten einen Anstieg in der in der
H3-Thymidin-Aufnahme und einen Anstieg der Kapillar/Faserrelation56.65-68, Die
Hypertrophie wurde in diesen Studien durch eine Zunahme der Kapillardichte
wettgemacht57,65,66,68,

Bei adulten Ratten wurde ebenfalls eine Zunahme der Kapillarisierung gesehen,
die jedoch die Hypertrophie nicht ganz wettmachte. 63.65.68,69 Ein Anstieg der
Kapillar/Faserrelation wurde teils mit einem Verlust an Kardiomyozyten erklart.

Je nach angewandtem Belastungsmodell wurde fiir Ratten eine Zunahme der
Kapillardichte oder Kapillar-Faser-Relation des Herzens?0.71 ermittelt.

Mattfeldt48 berichtet fiir die Belastung durch Laufen fiir den Zeitraum von 18
Wochen bei weiblichen Sprague-Dawley Ratten dagegen von einer gleichbleibenden
Kapillardichte der Papillarmuskeln &dhnlich wie Thomas nach 8 Wochen
Lauftraining50. Mattfeldt fand jedoch eine erhohte Lingendichte der Kapillaren als
Hinweis auf eine verbesserte Sauerstoffversorgung des Myokards und eine
physiologische Hypertrophie.

Andere ermittelten jedoch auch eine Abnahme der Kapillardichte 72 oder
Oberflichendichte von Kapillaren49,54.73,

Allerdings kamen Arbeitsgruppen mit anderen Tiermodellen und anderem
Belastungsprogramm z.B. wihrend Konstriktion der Aorta oder Induktion eines
renalen Hypertonus nach Schwimmtraining von Ratten nicht zum gleichen
Ergebnis und berichteten von einem Kapillarwachstum, 7475, Zusétzlich fanden
sich auch Abweichungen in einzelnen Regionen des Herzens, wobei sich die Autoren
in der Tendenz einig waren, dall subendokardial eine geringere Dichte vorliegt als
epikardial.

Komplizierend kommt aber bei den Untersuchungen hinzu, dal} einige Autoren
Daten nur fiir den linken Ventrikel angaben, wiahrend andere die Werte fiir linken
und rechten Ventrikel zusammen berechneten. Anversa fand bei leichter Belastung
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durch Lauftraining eine Zunahme der Kapillardichte im rechten, nicht aber im
linken Ventrikel. Ein verstidrktes Belastungsprogramm ergab keine Zunahme der
Dichte im linken Ventrikel und zusétzlich eine Abnahme im rechten Ventrikel.
Daher sollte eine isolierte Angabe fiir den jeweiligen Ventrikel gemacht werden.

Einige Studien weisen darauf hin, daf3 ein nur mildes Trainingsprogramm zu einer
Kapillarproliferation beitragen kann, wéhrend anstrengendes Training hierzu
keinen Stimulus bietet, bzw. die Kardiomyozytenhypertrophie dominiert.
Moglicherweise konnen alte Tiere nicht mehr mit der gleichen Gefdflneubildung

reagieren, wie sie bei jungen Tieren gesehen wird.

Die von Jacobs und Bell untersuchten jungen ménnlichen Ratten zeigten die
deutlichste Steigerung, wéhrend bei dlteren Tieren das Kapillarwachstum mit dem
Hypertrophiegrad der Kardiomyozyten Schritt hielt. 66,68

RegelmiBiges Training scheint die mittlere Uberlebensdauer von ménnlichen und
weiblichen Ratten zu erhéhen, ohne ihre maximale Lebensdauer zu verldngern 76,
Hinsichtlich der Gefidf3versorgung fiihrt Training nach Meinung mancher Autoren
zu einem Wachstum von gréBeren Koronargefidflen, weniger von Kapillaren. Eine

Ausnahme bilden junge Tiere, wie Hudlicka und Brown bemerken 77.

4.3.4. Vergleichswerte

Folgende Vergleichswerte fanden sich in der Literatur und wurden hier als
Ubersicht zusammengestellt: 78

Tab. 6: Kapillaranschnitte pro Flacheneinheit im Querschnitt = Oberflédchendichte

Autoren Herz ohne |linker Ventrikel K/Myo| Stamm | Alter
Diff./Ppm.
Wachtlov.1967 PhysBohem| 3803 K/mm® k.A. |Rat. norv
Poupa Rakusan, 1970. 3600 K/mm® 0,67 4Wo.
Poupa Rakusan, 1970. 2700 K/mm® 1.00 adult
Henquell et al 1976 2100 K/mm® adult
Korecky 1982 3178K/mm’
Mattfeldt T. 1990 | Papiliammuskel WKY wbl| 5Wo
Mattfeldt T. 1990 | Papillammuskel WKY wbl|13 Mo
Mattfeldt T. 1990 | Papillammuskel WKY mnl[28 Mo
Mall et al. 1990 Papillarmuskel 1,34 | Wist mnl | 13Wo
Mall et al. 1990 Papillarmuskel 1,48 | Wist mnl |13 Mo
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Wachtlov.1967 Physiol. 2908 K/mm® | k.A. ”
Gautier,Martini1964 2180 K/mm’ | k.A. | Laborratt
Tomanek ,Hovanec 81 5069Kmm” Wistar |4 Wo
Tomanek Hovanec 81 4914K/mm” P SHR |4 Wo
Tomanek Hovanec 81 3900 K/mm? P Wistar |[22Mo
Tomanek Hovanec 81 3400 K/mm? SHR |22Mo
Frenzel, Schwartzk. 1988 2386 K/mm® 091 | Wist wbl | 200g
Frenzel, Schwartzk. 1988 | nach Training 1863 K/mm® 0,94 | Wist wbl | 200g
eigene Werte 2571 K/mm® 1,03 | SHR mnl | 9Wo
eigene Werte 2583 K/mm> 1,06 |[WKY mnl| 9Wo
eigene Werte 1048 K/mm®> | 12 |SHR mnl|22Mo
eigene Werte 1316 K/mm® | 1,12 |WKY mnl|22Mo

Pathophysiologisch geht man bei der Entstehung von Kapillaren von einem
vermehrten Wandstress der Gefid3wdnde von Endothelzellen mit konsekutiver
Ausschiittung von lokalen Zytokinen aus und nimmt zusétzlich fiir das Entstehen
von neuen Kapillaren eine Ruptur der Basalmembran an, die wiederum zur
Aktivierung von Metalloproteinasen und Plasminogen-Aktivator mit nachfolgender
Migration und Proliferation von Endothelzellen fiihrt.

4.3.5. EC-NOS

Die hier zur Darstellung der Kapillaren verwendete Stickoxidsynthase (NOS) ist
ein zelltypspezifisches Enzym, das die Synthese von Stickstoffmonoxid (NO)
synthetisiert. Stickstoffmonoxid ist ein kurzlebiges Radikal, welches als zelluldres
Signal die Relaxation von Gefdflen bewirken kann, aber auch eine Zytotoxizitt.
1987 wurde Stickstoffmonoxid als ”endothelium derived relaxing factor”
identifiziert 79. Es gilt als allgemein akzeptiert, dafl dieses zunichst als
luftverschmutzendes anorganisches Gas in Abgasen und Zigarettenrauch
gefundene Molekiil, eine groBle Rolle bei der Regulation des Gefdf3tonus und des
Blutdruckes spielt.

Die urspriingliche Klassifikation der Isoenzyme von Stickoxidase beruhte auf
biochemischen Eigenschaften der gereinigten Enzyme in NOS I bis III 80 . Andere
teilten sie nach dem Organ in dem sie zuerst entdeckt wurden ein 81, In Neuronen
und Endothelzellen werden membranstidndige constitutive Stickoxidsynthasen
(cNOS) von Agonisten aktiviert, die die intrazelluldre Calciumkonzentration
erhohen. Zu den ¢cNOS gehort ECNOS = Endotheliale NOS (ECNOS)= Typ III und
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bNOS = brain NOS = nNOS (neuronale NOS)= Typ I wdhrend die induzierbare
Stickstoffmonoxidsynthase iNOS oder mac-NOS(Macrophage)= Typ II bei
entziindlichen Prozessen eine besondere Rolle zu spielen scheint und. Sie arbeitet
Calcium und Calmodulin unabhéngig.

Die endotheliale NOS wird in ihrer Aktivitdt durch die intrazelluldre Ca®*-
Konzentration gesteuert. Als Agonisten wirken rezeptorvermittelt Acetylcholin,
Adeninnukleotide, Serotonin, Bradykinin oder rezeptorunabhidngig mechanische
Stimuli wie der sogenannte shear stress 82 und erhshen den intrazelluldren
Calciumspiegel. Shear stress stimulierte Bildung von NO ist assoziiert mit einer
stdarkeren Expression der endothelialen NO-Synthase und konnte so zu giinstigen
Effekten von korperlichem Training auf das cardiovaskuldre System fiithren 83. Der
physiologische Effekt ist so eine unmittelbare Verstdrkung des lokalen Blutflusses
mit Verbesserung der Sauerstoffversorgung von Geweben unter Beanspruchung 84.
Das Molekulargewicht der humanen endothelialen NO-Synthase betrdgt etwa 133
kDa 85, Sie ist im nativen Zustand ein als Homodimer vorliegendes Enzym.

Die Untersuchung der mRNA von 5 Wochen und 13 Wochen alten SHR und WKY
Ratten ergab fiir die NOS III oder endotheliale NOS keine wesentliche Differenz
beziiglich der Exprimierung dieser mRNA bei beiden Stdimmen im jeweiligen Alter,
so dall eine Herunterregulierung der mRNA nicht fir die verdnderten
hdmodynamischen Parameter der hypertensiven Ratten verantwortlich sein
wird 86. Dennoch scheint die Freisetzung des endothelialen NO als Reaktion auf
verschiedene Stimuli vermindert zu sein. Dies wird als Dysfunktion des Endothels
gedeutet, die eine Konsequenz des dauerhaft erhohten Blutdruckes ist. Denn die
therapeutische Anwendung von einer Reihe von Medikamenten kann die Antwort
des Endothels auf relaxierende Substanzen wie Acetylcholin normalisieren.

Produktionsort der NOS III sind neben den Endothelzellen auch Kardiomyozyten,
wie in situ Hybridisierungsversuche ergaben 8788,

Das Substrat der endothelialen NOS ist die Aminosédure L-Arginin, die zu L-
Zitrullin und NO reduziert wird.Die Reaktion ist stereospezifisch, D-Arginin ist
kein Substrat. Fir die Reaktion werden Tetrahydrobiopterin (BH,)und Glutathion,
als Cofaktoren Him, FMN, FAD und als Co-Substrat O2 und NADPH bendotigt 85.

Bei SHR wurde in den Blutgefidf3en eine erhohte calciumabhéngige NOS Aktivitit
beobachtet 8991, Trotz dieser erhéhten Konzentration an calciumabhingiger NOS-
Aktivitdt ist die endothelium-abhédngige Relaxation der Gefidlle vermindert, weil
kontrahierende Faktoren iiberwiegen, die Cyclooxygenase abhéingig sind. 92,93,
Indomethacin normalisiert ndmlich die Funktion des Endothels bei hypertensiven
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Patienten, wenn sie einer intraarteriellen Infusion von Acetylcholin ausgesetzt

werden 94 .

Die Darstellung von EC-NOS mit der hier benutzten Immunfluoreszenzmethode
erlaubte keine Aussage hinsichtlich der Aktivitdt des Enzyms im Gewebe. Anhand
der Immunfluoreszenzbilder ergaben sich keine Hinweise darauf, dal SHR und
WKY in der Séttigung des Fluorochroms unterschiedlich sind.

Knockout Mausmutanten, denen die endotheliale NOS fehlte, entwickelten einen
Hypertonus 9596, Es wurden jedoch keine histopathologischen hypertensiven
Verdnderungen an den Herzen dieser Tiere ge-sehen, wie sie etwa bei SHR
auftreten.

SchluBfolgerung

Anhand der hier gefundenen Ergebnisse 148t sich sagen, dall einhergehend mit
einer Zunahme der Myozytenbreite mit zunehmendem Alter der Versuchstiere ein
Abnahme der Kapillarzahl pro Fldcheneinheit einhergeht. Die Kapillar-
Faserrelation hat sich jedoch nicht verschlechtert. Dennoch muf} eine Kapillare nun
einen weit groBeren Bezirk versorgen, vergleicht man eine 22 monatige Ratte mit
einem 9 Wochen alten Tier. Im seneszenten Myokard entsteht somit eine
grenzwertig kompensierte Versorgungssituation, die durch den bei SHR
bestehenden Hypertonus noch akzentuiert wird.

4.4.1. Myozytendichte

Es ist erstaunlich, dal} sich bei einem Wert wie der Myozytendichte auch in der
Literatur eine relativ grofle Variabilitdt der Angaben finden 1463t. Man mul} jedoch
bedenken, daf} sich Einfluifaktoren wie Stamm, Gewinnung und Fixierung des
Gewebes, Vergroflerung, Ausrichtung des Gewebeschnittes, und andere auf diese

Zghlungen auswirken.

4.4.2. Vergleichswerte

Tab. 7: Folgende Vergleichswerte fanden sich fiir die Myozytendichte in der

Literatur
Autor Myo/mm’* Myo/mm’ LV Stamm Alter
Anversa et al 78 5470-6520
Anversa et al 79 4710
Rakusan et al 80 3105-3284
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Rakusan, Poupa 64 2465 4 Mo
Rakusan, Poupa 64 2504 26 Mo
Wachtlova et al 65 2666 Laborratte
eigene Werte 2496 SHR 9 Wo
eigene Werte 2441 WKY 9 Wo
eigene Werte 873 SHR 22 Mo
eigene Werte 1170 WKY 22 Mo
SchluBfolgerung

Die gesehene Abnahme der Myozytendichte im seneszenten Alter geht Hand in
Hand mit einer GroBBenzunahme der mittleren Myozytenbreite als Ausdruck der
Hypertrophie des Herzens. Warum sich die Myozytendichte nach Training nicht bei
allen Tiergruppen in der erwarteten Weise verdndert und immer eine klare
Abnahme zeigt, kann nur analog zur Myozytenbreite diskutiert werden. Entweder
ist die Reaktionsweise junger Tiere anders , oder aber die Belastungsphase war mit
2 bis 4 Wochen insgesamt zu kurz, um einen steady state mit morphologischen

Verdanderungen zu erzeugen.

Die Abnahme der Myozytendichte ist als Zeichen stédrkerer kardialer Hypertrophie
bei der Gruppe der seneszenten SHR deutlicher als bei WKY.

4.5.1. Verhiltnis Kapillardichte /Myozytendichte

Die hier gewonnenen Verhéltniszahlen liefern einen Anhaltspunkt fir die
Relationen im hypertrophen Herzen. Sie bestéitigen die Ergebnisse von anderen97,
daf} sich der Quotient nicht wesentlich von 1 entfernt. Vergleichswerte finden sich
oben. Eine besonders gute Kapillarisierung scheint dabei im Papillarmuskel
gegeben, wenn man die Ergebnisse von Tab. 4 betrachtet. Offensichtlich ist der
Grad der Kapillarisierung hier in einem Endstromgebiet des Herzmuskels mit
stark gerichteter Struktur noch hoher.

SchluBfolgerung

Es scheint fiir die Kapillar-/Faserrelation einen Grenzwert zu geben. Jenseits dieser
Marke ist entweder eine Neubildung von Kapillaren im Alter nicht mehr so leicht
moglich oder wird mit den benutzten Methoden nicht erfafit. Wenn eine verstéarkte
Nekrose von Kardiomyozyten im alternden Herzen stattfindet, so scheint dies nicht
die Folge von mangelhafter Kapillarisierung zu sein. Die Pikrosiriusrot-Bilder
lassen eher darauf schlielen, dafl zundchst eine Ummauerung der Myozyten mit
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Kollagen eintritt und diese erst sekundidr, wenn sie bereits von dem iibrigen
Funktionsgewebe und seiner Sauerstoffversorgung abgeschnitten sind verddm-

mern.

4.6.1. CD 45

Der hier verwendete monoklonale Antikérper des Clones OX 1 von
Mausmyelomzellen ist gegen das Leukocyte-common antigen der Ratte gerichtet
und wurde erstmals von Sunderland 1979 beschrieben 98. Das hierzu benutzte
Antigen ist ein Glykoprotein, das sich in der Membran von Rattenthymozyten
findet. Es ist in seiner Funktion eine intrazytoplasmatische Tyrosinphosphatase
und bei der Regulation der Leukozytenaktivierung und Entwicklung von B- und T-
Lymphozyten beteiligt. Sein Molekulargewicht betridgt etwa 150 kDa., Isoformen
von 180, 190, 200, 220, 240 kDa existieren. Es ist auf mehr als 95% der
Thymozyten, Knochenmarkszellen und Zellen des Ductus lymphaticus vorhanden.
Zur Gruppe von Zellen, die das Leukocyte Common Antigen CD 45 auf sich tragen,
gehoren B-Lymphozyten, T-Lymphozyten, Granulozyten, Monozyten sowie die

jeweils aktivierten Formen dieser Zelllinien.

4.6.2. WeiBe Blutzellen in der Blutbahn

Als Anhaltszahlen fiir lymphoide Zellen im Blut der Ratte kann man etwa von
19,3% B-Lymphozyten, 67,7% T-Lymphozyten und einer T/B Ratio von 3,6 bei einer
Gesamtzahl von 140 x 10° ausgehen. Diese Zahlen wurden von Westermann et
al.(1989) fir ménnliche Lewis Ratten ermittelt. Innerhalb der verschiedenen
Stamme gibt es jedoch nochmals eine teils gro3e Variabilitdt. Zwar gibt es zwischen
humanen Leukozytenantigenen und denen der Ratte viele Homologien. Das CD 45
Molekiil auf Untergruppen von T-Lymphozyten (RC fiir restricted cluster) ist jedoch
anders verteilt als bei humanen T-Zellen.

Vergleichswerte fiir die Bestimmung von pan CD 45 positiven Zellen finden sich
nur wenige in der Literatur 9. Holzinger zédhlte in menschlichem normalem ca 17
CD 45 positiven Zellen pro mm?® Herzgewebe, wobei etwa die Hilfte hiervon CD 4
positive T-Helferzellen waren. Diese Ergebnisse sind nicht ohne weiteres auf
Ratten tibertragbar, da sich schon die verschiedenen Fraktionen der Leukozyten
des peripheren Blutes sehr vom Differentialblutbild im menschlichen Blut
unterscheiden. Vergleichswerte fiir die Anzahl von CD 45 positiven Zellen im
Rattenherz konnten in der Literatur nicht gefunden werden.
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Die hier markierten Lymphozyten treten in Interaktion mit Adhédsionsmolekiilen
und Endothelzellen, dringen in das Herzgewebe ein, passieren es und treten iiber
die Venen oder efferente Lymphknoten wieder aus. In der Phase des Transits
konnen Sie aktiviert werden und beginnen sodann mit der Proliferation oder sie
sterben z.B. durch Apoptose. Die Rekrutierung hingt also von lokalen
Gegebenheiten ab. Der Turnover von B-Lymphozyten betrégt ca. 1-2% pro Tag bei
einer Gesamtzahl von ca 10° 100,

4.6.3. Leukozyten im Gewebe

Bei spontan hypertensiven Ratten und renovaskuldr hypertensiven Ratten fand
eine Arbeitsgruppe eine gesteigerte Anzahl von inflammatorischen Zellen in den
fibrotischen Arealen der Herzen. Die Differenzierung der Zellen bei den
renovaskuldr hypertensiven Ratten zeigte, dall es sich hier hauptsichlich um T
Helferzellen und Makrophagen handelte. Die Ansammlung zeigte sich vor allem
perivaskuldr gelegenen und in fibrotischen Arealen. Eine Untersuchung von
Nicoletti benutzte hierzu Ratten im Alter von 1 Monat und 4 Monaten.
Unterschiede im Sinne hoherer Zahlen von inflammatorischen Zellen wurden hier
auch im Vergleich zu Kontrollgruppen gefunden, die keine Hypertonus hatten 101
Hinglais fand bei 2 und 22 Monate alten Wistar bzw SHR die Anzahl der CD 4
Lymphozyten in fibrotischen Arealen erhéht 26,

Auch andere Autoren berichten von einer verstédrkten lymphozytdren Infiltration in
fibrotischem Gewebe 102

SchluBfolgerung

Zusammenfassend 146t sich also schlielen, dal3 die CD 45 markierten Zellen der
jungen Ratten verglichen mit denen von seneszenten bereits im peripheren Blut

Schwankungen in ihrer Zahl zeigen.

Das von uns im Herzen gefundene Ergebnis einer ca 30% Steigerung der im
Gewebe zirkulierenden Leukozyten mufl nicht im Widerspruch zu den im
peripheren Blut gefundenen Werten aus der Literatur stehen. Da keine
Differenzierung zwischen Granulozyten und Leukozyten stattfand, konnte man z.B.
vermuten, daf3 ein héherer Anteil an Granulozyten im Gewebe zu finden ist, die
evtl. eine stidrkere Affinitdt zum Gewebe haben als Lymphozyten. Fiir die
Bestimmung der CD 45 positiven Zellen mufl man sich also fragen, ob die hier
gefundenen Ergebnisse wirklich verstdrkte immunologische Effekte der alternden
Ratte abbilden oder ob eine Verschiebung der Subklassen hin zu einer mehr im
Gewebe vorkommenden Art stattgefunden hat.
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In der Auswertung zeigt sich hier teils eine leichte lokale Haufung. Es waren jedoch
auch etliche Gesichtsfelder mit einer deutlich erhohten Anzahl von positiven Zellen
vorhanden, ohne daf} sich in der Nidhe ein groBleres Gefdll befand. Hinweise fiir
einen deutlichen Zusammenhang mit Clustern von Leukozyten, die auf eine
vermehrte Abrdumreaktion schlieBen lieBen oder eine deutliche Haufung in
fibrotischen Arealen ergaben sich morphologisch nicht fiir die seneszenten Tiere.

Dies fiihrt zu der Aussage, daf} sich im alternden Herzen der WKY und SHR die
verstidrkte Fibrose nicht eng mit einer gesteigerten immunologischen Reaktion
asoziieren ldfBt, sondern auch unabhédngig vom direkten Kontakt mit weillen
Blutzellen abldauft. Der Widerspruch zu den Ergebnissen, die Nicoletti und Hinglais
fanden, 146t sich nicht ganz auflosen. Was die perivaskuldre Haufung der weillen
Blutzellen angeht, wie auch wir es fanden, so kann ihr Antreffen in dieser
Lokalisation auch durch die Zugpfade erldutert werden, die diese Zellen, die sich ja

aus dem peripheren Blutkreislauf rekrutieren, nehmen miissen.

4.7.1. Apoptose

Das Konzept der Apoptose geht auf eine Arbeit von Kerr, Wyllie und Currie aus
dem Jahr 1972 zuriick 103, Als Apoptose wird der physiologische Zelltod bezeichnet,
der fiir jede Zelle, die nicht mehr ihre Funktion erfiillt, entartet oder von fremden
Organismen (v.a.Viren) infiziert ist, ein mogliches Schicksal darstellt. Dieser
Mechanismus schiitzt einen vielzelligen Organismus davor, dall sich Krebs
ausbreiten kann oder daf3 ein Virus, welches ja fiir seine eigene Vermehrung die
Organellen der Zelle zur Proteinsynthese bendtigt, sich von Zelle zu Zelle
ausbreiten kann. Der Prozell der Apoptose ist ein jeder Zelle zur Verfiigung
stehendes genetisches Programm, das nach dulleren Reizen als aktiver Prozel3 von
der Zelle selbst angestoBlen wird. Er ist definiert als vereinzelte Ausléschung von
Zellen, die in membranumhiillte Partikel verpackt werden, um sodann von anderen
Zellen phagozytiert zu werden. Bei der Apoptose zerfillt die Erbinformation der
Zelle, die im Chromatin gespeichert ist, zunéchst in Bruchstiicke von 300kb und 50
kb. Nach weiterer Spaltung durch Endonukleasen entstehen Bruchstiicke von ca
180 Basenpaaren und zeigen so eine charakteristische Groflenverteilung, wie sich
in einer gelelektrophoretischen Auftrennung zeigen 1463t (DNA-laddering).

Vorher entstehen vermehrt Einzelstrangbriiche der DNA. Um diese nachzuweisen
Owird unter vielen anderen die hier benutzte In-situ nick-end labeling Methode
benutzt, mit deren Hilfe Hydroxylgruppen am 3’Ende eines DNA-Stranges

fluoreszenzmikroskopisch markiert werden konnen.
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Der Gewebeschwund, der durch Apoptose entstehen kann, erreicht bis zu 25% pro
Tag bei einer Apoptoserate von nur 2 - 3% 194, Morphologisch unterscheidet sich der
Prozel3 der Apoptose, der ein energieverbrauchender streng regulierter Proze8} ist,
deutlich von dem Zelltod durch Nekrose, einem Prozel3, der durch Stref3ifaktoren
ausgelost wird, die ein Uberleben der Zelle unméglich machen. Bei Apoptose kommt
es zu einer Zellschrumpfung, Blasenbildung der Membran, Kondensierung des
Kernmaterials, (dies wird anschlieBend durch Endonukleasen in Bruchstiicke
zerlegt) und die Zelle zerfdllt in sogenannte apoptotische Korperchen
(membranumbhiillte Korperchen). Dies 146t sich im Elektronenmikroskop zeigen.
Die zerfallene Zelle wird dann ohne grolere Entziindungsreaktion von umliegenden
Makrophagen abgerdumt.

Verschiedene Autoren nehmen an, dall bei einem dauerhaft bestehenden
Bluthochdruck nicht allein der passive Vorgang der Nekrose, sondern
hauptséchlich die Apoptose von Kardiomyozyten im Herzen moglicherweise zu
einem Verlust an kontraktilen Zellen fiihrt und somit eine Ursache fiir den
Ubergang einer kompensierten zu einer dekompensierten Herzinsuffizienz
darstellt 105,106 Kajstura, der Fischer Ratten untersuchte fand eine zehnmal héhere
Zahl von nekrotischen Zellen als apoptotische Zellen im linksventrikuldren
Myokard 3 und 24 Monate alter Tiere mit deutlicher ansteigender Tendenz bei den
alten Tieren [1150 mit 3 Mo; 14500 mit 24 Mo.; Kajstura, 1996 #102]. Er schlof3 aus
seiner Untersuchung, daf} sich das alternde Herz hierdurch ”verbraucht”. Li zédhlte
in Querschnitten von 18 bis 24 Monate alten nicht herzinsuffizienten SHR 8/100000
apoptotische Zellen gegeniiber 38/1000000 bei herzinsuffizienten SHR und 2/100000
bei WKY unter Anwendung der nick-end labeling Technik. Olivetti und
Anversa(s.o.) berichteten tiiber eine ca. dreifache Erhohung der Rate an
apoptotischen Zellen bei Fischer Ratten von 24 Monaten. Fortuno und Ravasso
beschrieben bei SHR in der Altersgruppe von 30 und 44 Wochen eine erhohte
Anzahl apoptotischer Zellen im Vergleich zur gleich alten Gruppe von WKY
Ratten 107,108, Nach Gabe von einem ACE-Hemmer oder AT1 Blocker berichten sie

von einer Normalisierung der Apoptoserate im linken Ventrikel des Rattenherzens.

4.7.2. Thesen zur Pathophysiologie der Apoptose

Fortuno et al. 107 schlugen als pathophysiologischen Mechanismus vor, daf} ein
lokal iiberaktives Renin-Angiotensin-System zu einer Uberexpression von Bax
Oncoprotein, einem Induktor der Apoptose fithren kann, und der Prozell durch
Blockade von AT I Rezeptoren aufgehalten werden kann. Ahnliche Ergebnisse
jedoch mit Anwendung von ACE-Hemmern fanden Li et al. 105, Alternative
pathophysiologische Vorstellungen gehen von einer verstdrkten Aktivierung der
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EC-NOS als Ursache fiir eine erhohte Apoptoserate aus und fithren Versuche mit
der Transfektion von humanem EC-NOS Gen in Rattenherzen als Begrindung
an 109, Davon abweichende Vorstellungen gehen davon aus, dal Hypoxie mit
anschlielender Reperfusion und exzessiver mechanischer Strefl den Anstof} fiir den
Ablauf des Programmes der Apoptose geben 110,111,

Auch bei Fischer Ratten wurde bei Untersuchung der DNAse I-Aktivitdt von einer
Zunahme beim Vergleich zwischen 3 und 24 Monate alten Tieren berichtet 112,
Andere, die ebenfalls die TUNEL Methode benutzten, fanden Unterschiede in der
Empfindlichkeit des Herzens, wie es mit Apoptose auf eine Ischdmie infolge
Koronarokklusion reagiert, wenn diese bei erwachsenen und alten Fischer-Ratten
induziert wird. Alte Herzen waren stidrker von einer DNA-Fragmentierung
betroffen 113, Daf} Ischémie alleine zu einer wesentlichen Erhohung der Zahl von
apoptotischen Kardiomyozyten fiihrt, wird von einigen Autoren bestritten 114, Sie
fanden erst nach einer Reperfusionsphase eine Steigerung der Apoptose.
Therapeutisch kann man die Rate apoptotischer Zellen, die bei Reperfusion nach
léangerer Myokardischdmie auftreten, verringern indem man Betablocker wie
Propanolol appliziert.

Eine dem oben zitierten Konzept entgegenstehende Hypothese geht von dem Begriff
der seneszenten Zelle aus. Diese Zelle ist durch ihre Eigenart charakterisiert, daf
sie sich differenziert hat, jedoch nicht mehr zur Teilung angeregt werden kann aber
andererseits auch dem apoptotischen ProzeB3 entgehtll5 Dies wiirde fiir ein
postmitotisches Gewebe wie das Myokard bedeuten, daf} der iiberwiegende Anteil
des Gewebes doch durch Nekrose abstirbt.

Wenig ist bekannt tiber den zeitlichen Ablauf des Prozesses der Apoptose. Man
kann jedoch davon ausgehen, dall der Vorgang innerhalb von 24 Stunden
abgeschlossen ist.

Erstaunlich ist das Ergebnis von Li et al. 195 die bei SHR Ratten mit Herzversagen
mit der gleichen Methode (TUNEL) im Mittel 39 apoptotische Kardiomyozyten pro
10° Kerne fanden, bei solchen ohne Herzversagen 8 apoptotische Herzmuskelzellen
pro 10° Kerne. Dies deckt sich nicht mit den hier gefundenen Ergebnissen, dal3
keine apoptotischen Kardiomyozyten aufgefunden wurden.

Man mul} sich vergegenwirtigen, dall bei einer ca. 300 fachen VergroBerung
(1 x5 x65) gut geschétzt ca. 100 Myozyten pro Gesichtsfeld im Querschnitt zu
erkennen sind. Es wiaren mindestens 1000 Gesichtsfelder durchzumustern um 2
TUNEL-positive Kardiomyozyten zu entdecken.
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4.7.3. Nekrose

Im Unterschied zur Apoptose stellt die Nekrose ein Absterben der Zelle dar, als
passiven Prozel}, der von aullen durch eine irreversible Schdadigung bewirkt wurde,
wie es bei einer Entziindung, UV-Bestrahlung, Hyperthermie, Einwirken von
Stoffwechselgiften oder einem Mangel an Sauerstoff vorkommt. Im Korper
unherwandernde Immunzellen sammeln sich um nekrotische Zellen herum an und
helfen den Herd zu begrenzen. Da die Zelle im Zustand des Sauerstoffmangels
ihren Wasser- und Elktrolythaushalt nicht mehr aufrecht erhalten kann, schwillt
sie durch Wassereinstrom an und zerplatzt schliellich. Der Zellschutt, der durch
das Zerplatzen der Zellmembran und anschlieende Entleeren der Zelle entsteht,
wird mit Hilfe von Freflzellen abgerdumt. Hier finden sich vor allem weille
Blutkorperchen (Lymphozyten) neben Monozyten und Makrophagen, meist

verbunden mit einer Bindegewebsreaktion und vermehrter Fibrose.

Vemutlich bestehen beide Prozesse nebeneinander und laufen gleichzeitig ab. Zur
Frage des nekrotischen Zellunterganges von Kardiomyozyten fanden Thiedemann
et al 83.42in Thren histologischen Préiparaten keinen Anhalt bei SHR und
Goldblatt-Ratten im Alter von 20 Monaten. Auch eine inflammatorische Antwort
wurde hier nicht gesehen.

4.7.4. TUNEL -Methode

Die sogenannte TUNEL-Methode (Deoxynucleotidyltransferase vermittelte
Deoxyuridin Triphosphat-Biotin nick end labeling) ist eine eingefithrte Methode zur
Darstellung von Doppelstrang- und Einzelstrangbriichen der DNA, die letzlich zum
Absterben der Zelle fithren, wenn die Reparaturmechanismen der Zelle nicht
greifen. Eine synonyme Bezeichnung ist in situ nick-end labeling Methode.
Praktisch bedeutet dies, dall bestehende Doppelstrangbriiche mit markierten
Nukleotiden verldngert anschlieBend mit fluoreszenzmarkierten Antikérpern
sichtbar gemacht werden. Sowohl Einzel- als auch Doppelstrangbriiche werden
erkannt. An anderen Methoden existiert z.B. das DNA-laddering, das im
Gewebehomogenat zur Detektion der Apoptose eingesetzt werden kann. Nur wenige
davon sind jedoch fiir die Anwendung am Gewebeschnitt geeignet, um gleichzeitig
etwas iiber die Herkunft der apoptotischen Zellen zu erfahren. Komplizierend
kommt hinzu, dal manche Methoden, wie z.B. die Farbung mit Propidiumjodid oder
Hoechst Farbstoff 33342 zwar an Zellkulturen die Differenzierung
nichtapoptotischer von apoptotischen Kernen ermdéglichen, diese Methoden sind
jedoch nicht bei Gewebeschnitten anwendbar. Kritiker der Methode 116 haben zu

bedenken gegeben, dal} sich mit dem oben beschriebenen Verfahren keineswegs nur
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die apoptotischen Zellen darstellen lassen, sondern dal} sich ebenso Zellen
darstellen, die sich zum Beobachtungszeitpunkt in der Phase der Transkription
befinden und ihre Erbinformation sich daher in einem Zustand befindet, in dem
Einzelstrang-DNS ablesbar ist. Sie halten die Methode zwar fiir selektiv aber nicht
fiir spezifisch. Zur Kontrolle schlagen sie die gleichzeitige Anwendung mehrerer
Methoden zur Detektion von apoptotischen Zellen vor, entweder morphologische
Kriterien, wie sie durch die elektronenmikroskopische Untersuchung erzielt werden
konnen oder Marker der Transkription wie z.B. Marker de Splicing Komponente
SC35.

Nach Untersuchungen in hiesigen Institut, die bei dilatativ cardiomyopathischen
humanen Herzen als zusidtzliche Methode den Verlust an Lamin B Markierung der
Zellkerne betrachteten!l?” war prozentual nur ein geringer Unterschied zwischen
den quantitativen Ergebnissen der TUNEL-Methode im Vergleich zur Rate an
Kernen mit Verlust von Lamin zu erkennen. Die Ergebnisse bewegten sich in der
GroBlenordnung von 1,3% der Myozytenkerne pro Jahr, wenn man fiir den Ablauf
des apoptotischen Prozesses eine Zeitdauer von 24h ansetzte.

Andere interstitiell befindliche Zellen, wie Gewebemakrophagen, Fibroblasten,
gefiBwandadhédrente Lymphozyten und Granulozyten des Blutes werden mit der
Methode dann ebenfalls erfal3t, wenn sie der Apoptose anheim fallen. Die Rate fiir
die Apoptose an Kardiomyozyten, die von verschiedenen Autoren fiir verschieden
pathologische Zusténde des Herzens angegeben wird variiert sehr stark, ndmlich
von 0 bis 28% bei arrhythmogenen rechtsventrikuldren Dysplasien. Einigkeit
besteht jedoch dahingehend, dafl in normalem Herzgewebe nahezu keine
apoptotischen Kardiomyozyten zu finden sind.

4.7.5. Apoptose und der Alterungsprozefl

Heutige Theorien des Alters gehen von zwei Hypothesen aus: 1) Altern ist ein
ProzeB, der in unserem genetischenProgramm festgelegt ist so wie das Wachstum
und die Entwicklung. 2) Altern ist die Folge von Beanspruchung und Funktion im
Sinne einer Abnutzungstheorie. Als Beweise werden hier die Prozesse des genetisch
determinierten Zelltodes, der Apoptose angefiihrt.

Ein Grundproblem bei der Beschreibung pathologischer Prozesse des Alterns ist
zunichst die Definition der "normalen” Prozesse des Alterns. Als Definition fiir die
normalen Altersprozesse kann gelten, dall normale Altersprozesse
Verschlechterungen der Funktion von Organen darstellen, wie sie bei gesunden
physisch aktiven Individuen auftreten. Abnahmen in der kardiovaskulédren
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Leistungsfdhigkeit konnen bereits eine Folge von kurzzeitiger korperlicher
Inaktivitdt oder einer ungesunden Erndhrung sein. Das alternde Herz hat als
physiologische Eigenschaften eine geringere Fahigkeit zur diastolischen
Fiillung 118, Dies ist nach echokardiographischen Untersuchungen beim Menschen
aber nicht nur der Fall fir die hypertrophen Herzen sondern auch fiir die
nichthypertrophen alternden Herzen zutreffend(s.o.). Als Ursache dieser
Entwicklung wird zum einen eine Abnahme des kontraktilen Materiales, zum
anderen eine Akkumulation von nicht mehr dehnungsfihigem Bindegewebe in
Form von Kollagen I und III angeschuldigt. Man kann als gesicherte Tatsache
ansehen, dal3 sich das Herzgewicht im Alter sowohl bei dem hier untersuchten
Tiermodell, wie auch beim Menschen erhoht. Als Vergleichsgruppe zur
Untersuchung von Verdnderungen, die altersbedingt auftreten, sollte man adulte
Ratten mit mehr als 12 Monaten betrachten, da sich bei jiingeren Tieren noch
Wachstumsprozesse abspielen, die die Betrachtung verzerren konnen. Die Auswahl
des Stammes kann natiirlich auch wieder einen EinfluB haben. Im Gegensatz zu
dem hier benutzten Stamm der WKY-Ratte fand sich ndmlich bei dem Vergleich
von adulten Sprague-Dawley-Ratten mit seneszenten Tieren von 25 Monaten eine
gleichbleibende Kapillarisierung und ein gleichbleibendes Korper- und
Herzgewicht 62,119,

4.7.6. Alter und Proteinsynthese

Biggs und Booth gingen der Frage nach, ob sich im Alter insgesamt eine
verminderte Proteinsynthese einstellt. Am Herzen von Fischer Ratten im Alter von
12 Monaten und zwei Jahren fanden sie bei Bestimmung der basalen und
Trijodthyronin-stimulierten RNA Konzentration des Herzens keine Unterschiede.
Sie schlossen daraus, dall Altern keine Herunterregulierung der
Proteinsyntheserate mit sich bringt 120

In jeder Zelle existieren Reparaturmechanismen um Einzelstrang- oder Doppel-
strangbriiche in der DNA zu entfernen, die z.B. durch oxidative Prozesse entstehen.
Einzelstrangbriiche, die relativ haufig auftreten, werden mit einer hohen
Geschwindigkeit repariert, ca. 2x10 hoch 5 pro Stunde !. Doppelstrangbriiche
stellen ein eher seltenes Ereignis dar. Beide Strédnge sind an der gleichen Stelle
defekt. Bleiben diese Doppelstrangbriiche fiir einen Zeitraum von mehr als zwei
Stunden ohne Reparatur bestehen, so bedeutet dies fiir das Schicksal der Zelle den
Tod 121, Die normale Frequenz fiir Einzelstrangbriiche. wird mit 8,8/Zelle/Tag
angegeben. Manche postulieren, dall es zu einer Vermehrung von Einzel- und
Doppelstrangbriichen kommt, die nicht mit addquater Geschwindigkeit repariert
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werden. Andere konnten zeigen, dall Enzyme, die mit der DNA-Reparatur in
Verbindung stehen eine unverinderte Aktivitit im Alter besitzen 122,

In vitro Versuche mit Fibroblastenkulturen. Hierzu fanden sich zum Teil
wiederspriichliche Ergebnisse was die Reparaturmechanismen fiir Einzelstrang-
briiche betrifftl. Hanawalt et al. gaben zu bedenken, dal es unter Umsténden nicht
die Gesamtzahl der DNA Defekte ist, die einen Einflufl hat, sondern die jeweils
relevanten Gene in einem Gewebe, die wichtig fiir seine Funktion sind, betrachtet
werden miissen 123, Eine Reihe von DNA Briichen kénnten unrepariert bleiben
ohne einen Verlust der Zellfunktion nach sich zu ziehen.

Versuche zur Untersuchung des Zusammenhanges der Lebensspanne mit
chromosomalen Aberrationen an Herzzellen von jungen und adulten Ratten zeigten
bei einer Exposition gegeniiber UV-Strahlen einen kompletten Verlust der
Reparaturfihigkeit von adulten Zellen 124 Bei der Untersuchung eines anderen
postmitotischen Gewebes der Ratte, dem Gehirn fand sich keine Verdnderung der
spontanen DNA Bruchrate, wihrend in der Leber ein zweifacher Anstieg von 6
Monaten auf 36 Monate zeigen lief3 125

Die Ergebnisse miissen mit Vorsicht gewertet werden, da ein Unterschied in der

Basisrate von Reparaturmechanismen und einer stimulierten Reparatur besteht.

Fir die hier gesehenen apoptotischen Zellen kann gesagt werden, dal} sie in der
weit liberwiegenden Zahl dem Interstitium zuzuordnen sind, wenige lagen
intravaskuldr. Kardiomyozyten waren nie mit einer positiven Markierung zu
finden.

SchluBfolgerung

Die Hypothese, dal das Herz durch einen zunehmenden Zelluntergang an
kontraktilen Zellen in einem wesentlichen Prozentsatz verliert, mufl zumindest fiir
die hier untersuchten Herzen von Spontan Hypertensiven Ratten und WKY bei
normalen Lebensbedingungen ohne zusétzliche Ischdmie verworfen werden. Ein
apoptotischer Prozel} spielt sich im wesentlichen hier nur im Interstitium ab und
diirfte einem physiologischen Geschehen entsprechend dem turnover von weillen

Blutzellen entstammen.

4.8.1. ACE (Angiotensin-Converting-Enzym)

Im normalen Rattenherzen wurde immunhistochemisch eine ACE-Bindung
(monoklonaler Antikérper 9B9) im vaskuldren Endothel, am Endothel der
Herzklappen und in vereinzelten Regionen des Endokards gefunden 126, Daneben
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wird es im Rahmen von Reparaturvorgidngen in Myofibroblasten exprimiert, die
verstidrkt nach Infarzierungen auftreten 127,

Das Angiotensin Converting Enzym ist ein vor allem in der Lunge vorkommendes
Enzym, das die Katalyse von Angiotensin I in Angiotensin II bewirkt. Angiotensin I
wird in der Niere aus Renin gebildet. Durch adrenerge nervale Stimulation wird die
Niere zu einer hoheren Reninproduktion angeregt. Vermehrt bereitgestelltes Renin
wird liber eine Zwischenstufe (Umwandlung zu Angiotensin I) zu Angiotensin II.
Angiotensin II vermittelt iiber seine Geweberezeptoren in der Niere eine vermehrte
Natriumriickresorption und gesteigerte Vorlast des Herzens, sowie eine direkte
Hypertrophie der Kardiomyozyten und fithrt so zu einer Leistungsanpassung des
Herzens an eine erhohte Belastung.

In der Phase der Herzinsuffizienz wird die Rezeptorzahl fiir Angll vermindert,
wéhrend das zirkulierende Ang II deutlich erhoht ist.

4.8.2. AT II und Fibrose

Die dauerhafte Applikation des Transmitters Angiotensin II verursacht bei Ratten
eine erhohte Fibrose des Herzens 128, Es greift wahrscheinlich in den Umsatz des
Kollagens ein der durch Fibroblasten geregelt wird. Als second messenger dient
intrazelluldres Calcium. Wegen der gesehenen positiven Effekte auf
Myofibroblasten im Sinne von niedrigerer Hydroxyprolinkonzentration und
niedrigerer Volumenfraktion des Kollagens (Sirius-Red Farbung mit
Videodensitometrischer Auswertung) bei einer Calciumkanalblockade werden von
Sun et al. Calciumblocker als kardioprotektive Substanz vorgeschlagen.

Myofibroblasten exprimieren neben ACE, Typ I Collagen m RNA und AT1
Rezeptoren. So wurde die lokale Angiotensin II Produktion als autokriner
Mechanismus verstanden, dessen sich die Myofibroblasten bedienen, um den
Kollagenumsatz zu regeln. Sie sind vermutlich auch der Ansatzpunkt fiir die
Wirkung von ACE-Hemmern, von denen bekannt ist, dall sie die
Kollagenproduktion im Herzen hemmen kénnen 129, In gewissem Widerspruch
hierzu war eine Behandlung mit ACE-Hemmern von alten (24 Monate) ménnlichen
SHR beziiglich der Reduktion von Fibrose nicht erfolgreich, konnte jedoch die
linksventrikuldre Hypertrophie reduzieren und die klinischen Anzeichen von

Herzinsuffizienz nach deren Beginn verbessern 18 .

Sun fand in autoradiographischen Studien am Rattenherzen die Bindungsdichte
von ACE in Arealen verstidrkter Fibrose erhoht, unabhéngig von zirkulierendem
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Angiotensin II 130, Neben perivaskulirer Fibrose lag auch ein microscpic scarring in
beiden Ventrikeln nach Ang IT Applikation vor.

4.8.3. ACE und Metalloproteinasen

Der lang postulierte Gedanke, dafl eine verstidrkte Fibrose durch tberméBige
Bildung von Kollagen bewirkt wiirde, erhielt mit der Entdeckung von
Metalloproteinasen, die einen Abbau des Kollagens bewirken einen neuen Aspekt.
Moglicherweise bewirkt erst eine verminderte Kollagenolyse die vermehrte Fibrose.

4.8.4. ACE und TGF-1

In Kokulturen, die Myozyten mit Fibroblasten enthielten, war nach Stimulation mit
Angiotensin II neben einer deutlichen Hypertrophie eine vermehrte parakrine
Freisetzung von TGF-f, von Fibroblasten gefunden worden.

Aus diesen in vitro Experimenten schlossen die Autoren, dafl auch in vivo die
Wirkung von AngIl durch TGF-B1 vermittelt wird 131,132,

SchluBfolgerung

Das hier gefundene Ergebnis einer im Grunde gleichen Lokalisation von ACE
positiven Arealen im Bereich der groflen Gefdfle und des rechten Ventrikels bei
SHR und WKY macht hinsichtlich der Aktivitdt des Enzymes noch keine Aussage,
die durchaus bei beiden Stdmmen recht unterschiedlich sein kann. Eine
Untersuchung der Enzymaktivitdt im Gewebeschnitt miifite jedoch mit anderen
Methoden erfolgen. Neben den biochemischen Ansatzpunkten wére eine mittels des
Laserscanning-Mikroskopes zur ermittelnde Bestimmung der Fluoreszenzhelligkeit
im Gewebeschnitt denkbar. Auf diesem Weg konnte die Ortsinformation mit der

biochemischen Information kombiniert werden.

4.9.1. TGF-p, (transforming growth factor)

Zur Superfamilie der TGF-f gehoren die Isoformen des Wachstumsfaktors
TGF-B, -5, sowie Activin/Inhibin und einige andere Wachstumsfaktoren. TGF-p, ist
ein Homodimer aus zwei 12,5kD Polypeptiden.

TGF-p, wird als multifunktionales Zytokin verstanden, das in Wachstum und
Differenzierungsprozesse vieler Zelltypen eingreift. Die Produktion in der
Endothelzelle, den glatten Muskelzellen der Gefidl3e oder in Fibroblasten wird durch



- 66 - 4. Diskussion

biophysikalische Krifte angeregt und durch Vasokonstriktoren. Aber auch andere,
sogar die meisten Zellen koénnen es produzieren. Fir Zustdnde wie bei
Bluthochdruck wird die Gentranskription fiir TGF-f hochreguliert 133, Das
Prekursorprotein hat ein ungefidhres Molekulargewicht von 55kD, wéhrend die
aktivierte Form noch etwa 18 kD hat. Uberraschenderweise war bei Induktion
einer Druckhypertrophie des linken Ventrikels das Prekursorprotein deutlich
erhoht im Gewebe nachweisbar, die aktivierte Form von TGF-3; jedoch auch in
Gewebelysaten durch Immunoblots so gut wie nicht nachweisbar 134, Gemeinsam
mit anderen Stimuli bewirkt der Wachstumsfaktor eine erhéhte Produktion von
Proteinen der extrazelluldren Matrix und vielleicht auch der f-Myosin Schwerkette
als zelluldrem Protein 135, Es potenziert nach Meinung von Agrotis 136 die
proliferativen Effekte anderer Wachstumsfaktoren in glatten Muskelzellen bei SHR
,wahrend es diese Effekte bei WKY hemmen soll. Andere Autoren fanden bei
cardiomyopathischen Hamstern auch ohne eine erhéhte mechanische Stimulation
nach dem 90 Lebenstag bereits eine dreifach erhéhte Konzentration von TGF-f; in
Northern und Western blot Untersuchungen 137

Interessanterweise war beim versagenden hypertrophen Herzen nach Entlastung
ebenfalls eine Hochregulierung von TGF-f,; zu sehen, als die mRNA Transkripte
beim Rattenherzen untersucht wurden. TGF-§, zeigte jedoch keine signifikanten
Verdnderungen der m RNA Transkripte. So konnten also auch gegensétzliche
Ausloser zu dhnlichen Verdnderungen fiihren. Auch Nicoletti et al. fanden bei
renovaskuldren Ratten von 1 und 4 Monaten keine wesentlichen Verdnderungen
der mRNA Transkripte, als sie diese mithilfe der RT-PCR untersuchten 101,

Immunhistochemische Lokalisierungen des Transmitters waren je nach Isoform
nach Li und Brooks am Kardiomyozyten etwas unterschiedlich. Fiir TGF-f; fanden
sie eine Markierung der intercalated disks, der Sarkolemmmembran und des
Zytoplasmas im linken Ventrikel des Rattenherzens, sowie bei Ratten die eine
aortic banding erhalten hatten im Bereich der Nuklei 134,

Di Nardo interpretiert die TGF-, Erhohung als Reexpression eines embryonalen
Genprogrammes. In Monozyten des peripheren Blutes von hypertonen Patienten
wurde ebenfalls eine erhohte Konzentration gefunden im Vergleich zu
normotensiven Patienten. Eine Rolle von TGF-f in den strukturellen
Veridnderungen des Hypertensiven Herzens wurde vermutet. 138, Schon nach
kurzer Zeit fand sich bei jungen 1,2 und 3 Wochen alten Ratten mit einer durch
aortic banding induzierten Druckhypertrophie eine Hochregulierung der
Transkriptionsfaktoren fiir TGF-f, 139. Versuche an Zellkulturen, bei denen unter
anderem glatte Muskelzellen von Gefédlen und Fibroblasten mit einem fiir TGF-f

kodierenden Adenovirus infiziert wurden, zeigten neben einer verstédrkten
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Produktion von TGF-p auch eine Uberexpression des Kollagen III- Genes, so daf
sich hieraus mogliche Riickschliisse fiir in vivo Effekte ziehen lassen 139, In vitro
Versuche anderer ergaben nach Stimulation durch Norepinephrin und Angiotensin
IT in neonatalen Rattenfibroblasten eine hohere Sekretion des TGF-p 140, Andere
schlugen als Mechanismus eine parakrine Stimulierung von Myozyten durch das
von Fibroblasten gebildete TGF-f vor, wihrend die Fibroblasten selbst durch Ang II
zur vermehrten TGF-f Freisetzung stimuliert wiirden 132, Bei gemeinsamer
Anwendung von Norepinephrin und AnglI fiel die Rate der Produktion allerdings

wieder.

Auch bei alten (18 bis 24 Monate) SHR mit beginnendem Herzversagen fanden sich
erhohte mRNA Level fiir TGF-B, die eine regulierende Rolle fiir dieses Zytokin
nahelegen. Das Herzversagen konnte durch eine Behandlung mit Captopril
verhindert werden 141, Auch fiir die Anwendung von AT 1 Rezeptorenblockern
wurde eine Hemmung der Genexpression von TGF-f; fiir SHR im Alter von 22 bis
32 Wochen beschrieben neben der von Proteinen der Extrazelluldren Matrix 142,

Eine Dauerinfusion von Isoproterenol produzierte bei mannlichen Wistar-Ratten
ebenfalls nach drei Tagen einen erhohten Level an mRNA fiir TGF-3,. Der Effekt
konnte durch Propanolol antagonisiert werden 143 .

In einem anderen Modell mit (transmuralem) Myokardinfarkt fand sich vier
Wochen nach Infarkt eine Kolokalisation von ACE, Angll und TGF-3, mit erhohter
Kollagen Genexpression . Die ACE, Angll und TGF-p; Rezeptorbindung war
deutlich erhéht , wie auch die TGF-f Konzentration.144, Der Schlufl hieraus war,
dal} es vermutlich einen Zusammenhang zwischen lokal produziertem AngllI iiber
die Bindung an AT1-Rezeptoren mit der erhéhten TGF-f§ Konzentration gibt, da die
TGF-p Genexpression mit Losartan, einem AT1 Antagonisten gehemmt werden
konnte.

Im Modell des Reperfusionsschadens am Hundeherzen war eine verminderte
Infarktgrofle erkennbar, wenn die Tiere mit TGF-f§ vorbehandelt worden waren, so
daf} eine fiir das Endothel hinsichtlich seiner Permeabilitdt schiitzende Wirkung
postuliert wurde 145,

Intraventrikuldr verabreichtes TGF-f; wurde mit einer Reduktion des
Infarktvolumens bei einer fokalen Hypoxie/Ischdmie des Gehirns bei Ratten in
Zusammenhang gebracht, wenn es zwei Stunden nach Hypoxie verabreicht
wurde 146, Auch nach einer Applikation von myokardialer Ischdmie wurde iiber
kardioprotektive Effekte berichtet 147 .
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Es scheint, daf3 viele Wachstumsfaktoren durch eine Interaktion mit Tyrosin
Kinase Rezeptoren eine Signaltransduktion bewirken koénnen und eine
intrazelluldre Reaktionskaskade anstofen koénnen, die fiir das Uberleben der Zelle
wichtige Gene anschalten und durch deren Genprodukte ein programmiertes
Uberleben der Zelle gewihrleisten. Solche Genprodukte beinhalten Enzyme, die als
Féanger freier Radikale wirksam sind, calciumbindende Proteine und anti-
apoptotische Proteine .

TGF-p spielt eine Rolle in der Regulation und Supression von iNOS indem es die
Induktion und Translation von iNOS mRNA sowie die Stabilitdt des iNOS Proteins

vermindern kann 148,

Andere Untersucher die ebenfalls der Frage nachgingen ob sich wdhrend des
Alterns eine verstiarkte Expression von TGF-f im Zusammenhang mit verstarkter
Fibrose einstellen konnte, fanden zwar eine altersunterschiedliche Produktion von
Kollagen I und III aber insgesamt keine wesentlichen Unterschiede wenn sie die
Tranksripte von TGF-f1 und 3 im linken und rechten Ventrikel von 2 bis 19
Monate alten Sprague Dawley Ratten mittels Northern Blot untersuchten.

Die durch semiautomatische Bildverarbeitung untersuchte Bildung von Kollagen
mittels Picrosiriusrotfarbung war hier im Alter bis zu 19 Monaten leicht erhoht wie
bereits oben erwéhnt 149,

SchluBfolgerung

Das Ergebnis einer nicht wesentlich erhéhten quantitativen Haufung von TGF-31
positiven Zellen im Herzen von SHR und WKY Ratten mit deutlicher Fibrose kann
als Hinweis gelten, dafl hier andere Mechanismen einen gréferen Effekt ausiiben.
Sicher ist dies jedoch nicht, da tiber die Menge des freigesetzten Zytokines keine
Informationen gewonnen wurden, so daf} es durchaus denkbar erscheint, daf3 schon
geringe Mengen eine Auswirkung haben. Dies wiirde sich der mikroskopischen
Untersuchung entziehen. Andere Methoden der Quantifizierung wie ELISA oder
Western-blot Analyse konnen diesen Nachweis unter Umstidnden fithren.

4.10.1. acidic FGF (Fibroblast Growth Factor)

Die Familie der Fibroblasten Wachstumsfaktoren besteht aus sieben
strukturverwandten Proteinen. Acidic FGF (aFGF) ist ein 16kD Polypeptid das sich
unter anderem im Hirn von Mammalia findet 150, Wihrend der Organogenese ist es
im Rattenherzen sowohl in den Myozyten cytoplasmatisch nachweisbar, wie auch in
der extrazelluldren Matrix (11-20.Gestationstag). Die Mesenchymzellen und
Endothel- sowie Endokardzellen fiarben sich in dieser Phase ebenfalls positiv an.
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Mit zunehmender Zelldiferenzierung wird es nicht mehr nachweisbar in den
Koronararterien 151, aFGF regt die Teilung von Zellen an, die sich aus dem
Mesoderm gebildet haben. Kardiomyozyten sind mesodermaler Herkunft, sie teilen
sich wéhrend ihrer Entwicklung nur in der embryonalen und fetalen Phase, so daf3
sich fiir die Phase der Organogenese eine Funktion von aFGF vermuten 146t 152,

Fiir die Maus ist das Gentranskript charakterisiert worden 152, Acidic FGF wirkt in
vivo als Faktor, der das Wachstum von Gefdflen stimuliert. Neunzig Prozent der
Kapillaren des linken Ventrikels werden im neonatalen Stadium gebildet 153,
Fetale und embryonale Herzen zeigten eine immunhistochemisch starke
Markierung der Kardiomyozyten. Mit zunehmendem Alter verlor sich diese
Markierung in den Myozyten. Dagegen waren die Gefdf3e jedoch deutlich markiert.
Die Vermutung lag nahe, dafl Kardiomyozyten lokal parakrin aFGF produzieren
und so das GefdBwachstum des Herzens aktivieren 154,

Lokal perivaskuldr appliziertes aFGF bewirkte bei einem Ischdmiemodell von
Yorkshire Schweinen nach Ameroid-Konstriktor-Verengung von Koronararterien
einen verbesserten Blutflul im Gefédllgebiet des Herzens , das von der relativen
Ischgidmie betroffen war 155, Dagegen hatte eine dhnlicher Versuchsaufbau bei
Hunden keinen positiven Effekt 156,

Auch im Ischdmie-Reperfusionsmodell der Ratte wurde iiber einen positiven Effekt
nach Gabe von aFGF auf den Anteil des iiberlebenden Myokards berichtet, wenn es
als systemischer Bolus direkt nach der Ischimie gegeben wurde 157.158 Die Autoren

vermuteten, dal} vielleicht eine verbesserte Perfusion hierfiir verantwortlich sei.
SchluBfolgerung

Da bei den hier untersuchten Tieren nur einzelne Zellen eine Anfirbung in der
Immunfluoreszenz zeigten, 146t sich hieraus im Vergleich zum in der Literatur
beschriebenen sehr reichhaltigen Vorkommen in der Phase der Organogenese
ableiten, dal} die mitogene Wirkung von aFGF nach der Geburt nur noch eine
geringe ist. Diese Aussage mull jedoch auf das hier benutzte Tiermodell
eingeschriankt werden. Andere pathologische Zustédnde des Herzens mit Ischdmie
konnen durchaus eine stidrkere Expression von aFGF zeigen.
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5. Zusammenfassung

In einer kleinen Serie tiberpriiften wir am Herzen mit morphometrischen Verfahren
beim Tiermodell der Spontan Hypertensiven Ratte (n = 26) im Vergleich zu
Kontrollgruppen von Wistar Kyoto Ratten (n =29) wie sich der Einflufl von
kurzandauerndem Lauftraining (bis zu 4 Wochen) und von Altern auf Parameter
wie Fibrose, Myozytenbreite, Kapillardichte, Myozytendichte auswirkt.
Dariiberhinaus wurde betrachtet ob sich im Herzgewebe mittels
immunhistochemischer Verfahren ein Unterschied im Hinblick auf die Verteilung
von Wachstumsfaktoren (TGF-,; aFGF), Angiotensin Converting Enzym,
Leukozyten und Apoptoserate finden liel3.

Als Hauptresultate fanden wir in den morphometrischen Messungen eine
signifikante Zunahme der Fibrose bei seneszenten Rattenherzen im Vergleich zu
jungen und adulten Tieren von Spontan Hypertensiven Ratten (SHR) aber auch
WKY neben einer Zunahme der Myozytenbreite und Abnahme der Kapillardichte.
Das Verhiltnis Kapillardichte zu Myozytendichte verdnderte sich nicht signifikant
und schwankte gering um den Wert 1:1. Kurzdauerndes Training bewirkte weder
bei SHR- noch bei WKY-Herzen eine deutliche Verdnderung der morphometrisch
erhobenen Parameter.

Hinsichtlich der immunhistochemisch erhobenen Parameter war festzuhalten, daf3
TGF-p, - positive und aFGF — positive Zellen nur sehr selten im Gewebe von jungen
adulten und seneszenten Tieren zu finden sind. Die Verteilung von ACE positiven
Arealen unterschied sich bei WKY und SHR nicht. Apoptotische Kerne fanden sich
in Kardiomyozyten nicht, sondern lediglich im Interstitium. CD 45 positive
Leukozyten lagen mit hoherem Alter hidufiger im Rattenmyokard vor, die
Unterschiede waren jedoch nicht signifikant. Ein klarer Hinweis auf ein
entzlindliches Geschehen oder eine hohe Rate apoptotischer Muskelzellen im
Myokard von SHR oder WKY—Ratten lief sich somit nicht ableiten.

Die beiden untersuchten Rattenstdmme unterschieden sich im wesentlichen bei den
morphometrischen Parametern (Fibrose, Kapillardichte und Myozytendichte), ohne
daB sich dies in statistisch signifikanten Unterschieden niederschlug.

Die Auswirkungen der spontanen arteriellen Hypertonie zeigen sich bei der Ratte

am deutlichsten in der Phase der Seneszenz und tragen zur Herzinsuffizienz bei.
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Summary

We tested in a small series of cardiac tissue from spontaneously hypertensive rats

(n = 26) with regard to controll groups of Wistar Kyoto rats (n =29) how the
influence of short term running and ageing could change morphometrical
parameters like fibrosis, myocyte width, capillary density and myocyte density.
Furthermore we searched for differences in the distribution of growth factors
(TGF-p,, aFGF), angiotensin converting enzyme, leukozytes and rate of apoptosis

with immunohistochemical tools.

As main results of morphometrical data we found a significant increase of fibrosis
in hearts of senescent spontaneously hypertensive rats (SHR) and Wistar Kyoto
compared to young and adult rats as well as an increase in myocyte width and a
decrease in capillary density. The ratio between capillary density and myocyte
density was not altered significantly and varied only little from 1:1. Short term
training did not induce a clear change of morphometrical parameters neither in
SHR - nor in WKY-hearts.

With regard to the immunohistochemical parameters we could very rarely detect
TGF- B, - positive and aFGF — positive cells in the tissue of young and senescent
rats. The distribution of ACE positive areas did not differ between WKY and SHR.
Apoptotic nuclei could not be detected in cardiomyocytes but only in interstitial
space. CD 45 positive leukocytes were more numerous in the hearts of animals with
higher age but the differences were not significant. Thus we had no clear evidence

of an inflammatory process or a high rate of apoptosis in the myocardium of SHR or
WKY rats.

The inbred rat strains showed their main differences in the morphometrically
detected parameters (fibrosis, capillary density and myocyte density) without a
statistically significant difference.

The impact of spontaneous hypertension in the rat shows most prominently in the
phase of senescence and contributes to cardiac failure.
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