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1. Einleitung

Die arterielle Hypertonie zdhlt zu den Risikofaktoren erster Ordnung bei der
Entstehung atherosklerotischer Gefdaf3verdnderungen.

Diese GefaBBveranderungen wiederum fiithren letztlich iiber eine Gefdf3stenosierung
zu einer Vielzahl von ischidmischen Gewebsschiden. Die wichtigsten
Manifestationen sind der akute Myokardinfarkt oder der ischdmische Hirninfarkt.
Daneben leiden aber auch andere Organe bzw. Strukturen unter der im Gefolge der
arteriellen Hypertonie entstehenden Gefif3sklerose. Nieren,- Darm- oder aber
Extremititenarterien gehoren hierbei neben oben erwidhnten Gefidflen zu den
bevorzugten Lokalisationen dieses Krankheitsgeschehens. Unabhéingig von der
Rolle der arteriellen Hypertonie als Promotor fiir die Entstehung dieser
stenosierenden Gefdflschidden wurde in den letzten Jahren die Bedeutung des
Bluthochdrucks im Zusammenhang mit der Pathogenese der Herzhypertrophie und
damit in letzter Konsequenz bei der Entstehung des pumpschwachen Herzens, also
der Herzinsuffizienz, erkannt. Die Schiden, die im Zusammenhang mit der
arteriellen Hypertonie beim Menschen entstehen, findet man in entsprechender
Weise auch bei Spontan-Hypertensiven-Ratten (SHR), also bei Versuchstieren mit
genetisch determiniertem Bluthochdruck.

Abbildung 1: Adulte, herzinsuffiziente SHR

Das Bild zeigt eine adulte SHR mit dem Bild einer dekompensierten
Herzinsuffizienz. Beeindruckend ist die mit der Herzschwdche einhergehende
Odembildung, die in dieser Maximalausprigung als Anasarka bezeichnet wird. (Mit
freundlicher Genehmigung Fa. Hoechst—Marion—Rousselle, Abteilung Kardio-
vaskuldre Forschung, Frankfurt/ Main)



Dieser Eigenschaft ist es daher zu verdanken, dal3 diese Rattenpopulation als
hervorragendes Versuchsmodell bei der Erforschung des Bluthochdrucks dient.

Wie wichtig diese Erkrankung fiir die Volksgesundheit ist, wird deutlich, wenn man
sich die Daten des Sterberegisters vor Augen fiihrt. Die kardiovaskulédren
Erkrankungen fiithren hierbei die Todesursachenstatistik an. Das Leiden jedes
einzelnen, aber auch der gesamtokonomische Schaden der damit einhergeht, ist

enorm grof3.

Umso wichtiger wird damit die Optimierung des Blutdrucks auf ein normales
Niveau. Neben Betarezeptorenblockern, Diuretika, Calciumantagonisten und
Alpharezeptorenblockern zadhlt man die ACE-Hemmer zu den
Haupttherapiepfeilern der Hypertonie.

Diese Medikamentengruppe wurde in die Therapie des Bluthochdrucks
aufgenommen aufgrund wissenschaftlicher Arbeiten von Ferreira et al. 1. Das
Forscherteam untersuchte die vaskulotoxischen Veranderungen, die durch den Biss
der brasilianischen Viper Bothrops jararaca entstehen.

Der Schlangenbiss verursacht eine systemische Vasodilatation. Zusétzlich kommt
es zum Ubertritt von intravasaler Fliissigkeit sowie Makromolekiilen in den

extrazellularen Raum.

Auf der weiteren Suche nach der fiir die oben erwdhnten Veridnderungen
verantwortlichen Substanz konnten sie letztlich Peptide ausfindig machen, die die
Umwandlung von Bradykinin in inaktive Metabolite verhindern konnten 2. Diese
Kininase II-Inhibitoren verhinderten zusétzlich die Umwandlung von Angiotensin I
in den potenten Vasokonstriktor Angiotensin II. Bewerkstelligt wird die fehlende
Conversion iiber die Hemmung des ACE (Angiotensin-Converting-Enzyme) 3.

Die Verdnderungen, die der Bluthochdruck auf die Morphologie des
Rattenmyokards ausiibt und welchen Einfluss die Behandlung mit einem ACE-
Hemmer auf das Rattenherz der Versuchstiere hat, war Gegenstand der
vorliegenden Arbeit.



2. Material und Methoden

2.1. Tiermodell / Versuchstiere und Versuchsaufbau

Die fur die vorliegende Arbeit bendétigten Tierexperimente wurden von Dr.
Wolfgang Linz und Mitarbeitern (Hoechst—Marion—Rousselle, Abteilung
Kardiovaskuldare Forschung, Frankfurt/Main) entsprechend dem deutschen
Tierschutzgesetz durchgefithrt. Die Haltung der Versuchsratten erfolgte unter
standardisierten Bedingungen beziiglich Beleuchtung, Luftfeuchtigkeit und
Temperatur. Das untersuchte linksventrikuldre Rattenmyokard stammt aus der
dort durchgefithrten Sugarstudie 4. Hierbei wurden insgesamt 135 ménnliche
Ratten in drei Gruppen randomisiert und ab dem Alter von einem Monat mit:

I.) einem Placebo,

II.) Ramipril in antihypertensiver Dosis (1 mg-kg-1-d-1),

III.) und Ramipril in subantihypertensiver Dosis (10 ug-kg-1-d-1) behandelt.
Es wurden drei verschiedene Rattenstamme fiir diese Studie ausgewéahlt:

- die gesunde normotensive Wistar-Kyoto-Ratte (WKR) mit einem
durchschnittlichen systolischen Blutdruck von 115 + 8 mmHg,

- die Spontan-Hypertensive-Ratte (SHR) mit ihrem genetisch determinierten
Bluthochdruck von systolisch 173 + 4 mmHg. Mit diesem Hochdruck verbunden
ist ein Sterben der Tiere aufgrund kardiovaskulédrer Schiaden, welches etwa um
den 15. Lebensmonat einsetzt.

- letztlich noch die Spontan-Hypertensive-Ratte-Stroke-Prone (SHR-SP), die sich
gegeniiber der SHR durch noch hohere Blutdruckwerte auszeichnet und dadurch
neben der kardialen Schéadigung der Entwicklung eines cerebralen Insultes
ausgesprochen hiufig unterliegt 5. Sie erreicht unbehandelt systolische
Blutdruckwerte von 293 + 30 mmHg 6.7.

Um eine Verlaufskontrolle zu erhalten, wurden einzelne Tiere der verschiedenen
Behandlungsgruppen zu genau festgelegten Zeitpunkten getotet und das

gewonnene Herzgewebe untersucht.



Tabelle 1: Behandlungsgruppen und Sektionsalter

Kontrolltiere 1. Zwischensektion 2. Zwischensektion Endsektion (E)
(K) (Z) (Z2)

KW: 7Z2WT:

1 Monat 24 Monate

KSH: ZSHII: Z2SHI: ESHII/ESHIII:
1 Monat 19 Monate 22 Monate 30 Monate
KSP: Z2SPI: ESPII/ESPIII:
1 Monat 15 Monate 30 Monate

Legende: W=Wistarratte; SH=Spontan-Hypertensive-Ratte; SP=Spontan-Hypertensive-Ratte-Stroke-Prone

Aus dieser groflangelegten Studie wurde uns Rattenmyokard von insgesamt 60
Tieren aus elf Behandlungsgruppen zur Untersuchung iiberlassen. Dies waren im
einzelnen:

Unbehandelte junge Kontrolltiere (K):

1.) KW (Kontrolle WKR; Sektionsalter 1 Monat): 6 Tiere
2.) KSH (Kontrolle SHR; Sektionsalter 1 Monat): 6 Tiere
3.) KSP (Kontrolle SHR-SP; Sektionsalter 1 Monat): 4 Tiere

Tiere der ersten Zwischensektion (Z):

4.) ZSH 1II (SHR behandelt mit Ramipril in antihypertensiver Dosis;
Sektionsalter: 19 Monate): 6 Tiere

Tiere der zweiten Zwischensektion (Z2):

5.) Z2WI (placebobehandelte WKR; Sektionsalter: 24 Monate): 6 Tiere

6.) Z2SHI (placebobehandelte SHR; Sektionsalter: 22 Monate): 4 Tiere
7.) Z2SPI (placebobehandelte SHR-SP; Sektionsalter: 15 Monate): 5 Tiere
Tiere der Endsektion (E):

8.) ESHII (SHR behandelt mit Ramipril in antihypertensiver Dosis, Sektionsalter:
30 Monate): 6 Tiere

9.) ESHIII (SHR behandelt mit Ramipril in subantihypertensiver Dosis;
Sektionsalter: 30 Monate): 5 Tiere

10.) ESPII (SHR-SP behandelt mit Ramipril in antihypertensiver Dosis;
Sektionasalter: 30 Monate): 6 Tiere




11.) ESPIII (SHR-SP behandelt mit Ramipril in subantihypertensiver Dosis;
Sektionsalter 30 Monate): 6 Tiere

Zum Zeitpunkt der Endsektion waren von den Hochdruckratten lediglich die Tiere

noch am Leben, die einer Ramiprilbehandlung unterzogen wurden.

Nachdem die Tiere in Frankfurt-Hochst kardiophysiologisch nach der
"Working—Heart—Methode" untersucht wurden, wurde das linksventrikuldre
Rattenmyokard in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei - 70° C gelagert. Von
dort erfolgte der Transport nach Bad Nauheim in Trockeneis verpackt. Hier wurde
das Myokardgewebe dann bis zur weiteren Untersuchung in Tiefkiihltruhen
(Fa.Nunc®) bei - 70 °C deponiert.

2.2. Lichtmikroskopische Farbemethoden

Das tiefgefrorene Herzgewebe wurde auf Aluminiumstempel aufgeblockt. Dieses
Aufblocken geschah in mit fliissigem Stickstoff gefiillten Styroporwannen unter
Verwendung von Tissue Tec® (O.T.C. Compound 4583, Fa. Miles, USA).

Die auf den Metallstempel aufgebrachten Proben wurden mit einem Kryostat der
Fa. Leica, Wetzlar (CM 3000) geschnitten. Die gewéhlte Schnittdicke betrug 5 yum,
die Temperatur des Kryostatinnenraumes sowie des Probenhalters lag bei -23° bis -
27°C. Unmittelbar nach dem Schneiden wurden die Schnitte auf
raumtemperaturwarmen, silikonbeschichteten Glasobjekttrigern aufgenommen.
Danach erfolgte die Lufttrocknung bei Zimmertemperatur.

Um ein Ablosen der Schnitte widhrend der Inkubationsschritte zu verhindern,
wurden die Glasobjekttriager mit Silikon beschichtet. Hierbei wurden sie in
Extranlosung® (Fa. Merck, Darmstadt) fir 15 min entfettet und anschlieBend
reichlich mit A. dest. gespiilt. Darauf folgte Ubernachttrocknung im
Wiarmeschrank. Am néachsten Tag wurden die Objekttrager zunéchst in 2% Silane-
Aceton-Mischung, dann in 100% Aceton und letztlich in A. dest. getaucht. Nach
erneuter Trocknung waren die Objekttrager dann gebrauchsfertig.

2.2.1. Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Diese Farbung erlaubt es, eine erste Beurteilung iiber den Gewebszustand und die
druckbedintgen Schdden am Myokard zu erheben. Fiir die Gewebsbeurteilung
fiihrten wir einen Score von 0 bis 6 ein. 0 stand hier fiir ein gesundes,
unverdndertes Myokard, wie wir es beispielsweise bei der jungen
Wistarkontrollratte antrafen. Mit 6 wurde ein maximal geschadigtes Myokard,



welches deutliche druckbedingte Verdnderungen zeigte, beurteilt. Zuséatzlich
untersuchten wir mittels HE-Farbung das Gewebe auf Myozytennekrosen,
interstitielle und perivaskuldre Fibrosen, suchten nach =zelluldren, also
entziindlichen Infiltraten und achteten auf Besonderheiten wie z.B. das
Vorhandensein interstitieller Odeme. Die HE-Firbung diente uns weiterhin dazu,
den Myozytenquerdurchmesser zu bestimmen. Dieser wurde im Querschnitt auf
Kernebene ermittelt.

Farbeprotokoll der HE-Fiarbung

Hamatoxylinfarbung (10 min)

- Blduen in lauwarmem Leitungswasser (5 min)

- Spiilung in A. dest.

- Eosinfarbung (6 min)

- Kurzes Eintauchen in aufsteigender Alkoholreihe (95%, 95%, 100%)
- Xylol (mind. 5 min)

- Eindecken in Entellan®

2.2.2. Van-Giesonsche-Farbung

Diese klassische Féarbemethode ist ein optimales Verfahren zur
Kollagenfaserdarstellung. Die im Rahmen der Farbung verwandte Pikrinsadure
fithrt zu einem Quellen der Kollagenfasern, was eine hervorragende Darstellung
derselben ermdoglicht. Neben der schon im Rahmen der HE-Farbung beschriebenen
Beurteilung des Gewebes durch einen eingefithrten Score sowie die Beobachtung
bestimmter Charakteristika (s. dort) zdhlten wir zusétzlich den Kollagenfaseranteil
mittels eines in das Mikroskop eingeschobenen Gitters aus. Lag eine Schnittstelle
dieses Gitters iiber markiertem kollagenem Material, wurde sie gezdhlt. Es konnten
so maximal 102 Schnittstellen beurteilt werden. Die Anzahl positiver, d.h. iber
fibrotischem Material liegenden Schnittstellen, wurde anschlieend umgerechnet,

um den Fibroseanteil in Prozent angeben zu konnen.
Durchfithrung der Van-Gieson-Fiarbung

- Fixation in Bouinlosung (Pikrinsiure : Formalin = 3:1) 24 h

- 70% Alkohol 1h



- Losung I (Resorcin—Fuchsin, gebrauchsfertig, Fa. Chroma, D-73257 Kongen)

35 min
- Blduen in Leitungswasser 5 min
- 70% Alkohol 5 min

- Losung II (Hamatoxylinlésung : Eisenchloridlésung = 1:1, Fa. Chroma D-73257
Kongen) 6 min

- Bléuen in flieBendem Leitungswasser 5 min
- Eintauchen in A. dest.

- In HCI-Alkohol 1% kurz spiilen

- Eintauchen in A. dest.

- Losung III (Van Giesonsche Losung, gebrauchsfertig, Fa. Chroma, D-73257
Kongen) 8min

- Dehydration in aufsteigender Alkoholreihe (95%, 95%, 100%)
- Xylol 5 min

- Eindecken mit Entellan®

2.3. Immunhistochemische Fiarbemethoden

Bei diesen Farbungen zur weiteren Charakterisierung der Fibrose konzentrierten
wir uns auf die Darstellung des Kollagen VI und des Vimentins. Der Kollagen VI
Anteil wurde hierbei, wie schon bei der Van-Giesonschen-Farbung beschrieben (s.
dort), mittels Gitter ausgezihlt, um quantitative Aussagen treffen zu konnen. Der
Anteil des im Gewebe markierten Vimentins, welcher stellvertretend fir den
Fibroblastengehalt steht, beschrieben wir in Art und Ausdehnung. Zusitzlich

ermittelten wir das Vorkommen vimentinmarkierter Myozyten.

Nach dem Schneiden und Lufttrocknen der Priparate, welches nach den gleichen
Modalitdten wie bei den lichtmikroskopischen Farbungen stattfand, erfolgte die
Fixierung derselben mittels im Kryostat aufbewahrten Acetons bei ca -20°C fir
10 min. Anschlieend wurden die Objekttriager dreimal fiir jeweils drei Minuten in
PBS gewaschen.



Rezept zur Herstellung von Phosphat Buffered Saline (PBS) Stamml6sung

NaCl 137,0mM = 7,94 g / Liter A. dest.
KCl 12,7mM = 0,2g /"
Na,HPO, 8§0mM = 115g /"
KH,PO, 1,6mM = 0,2g /"

Die PBS-Stammlésung wurde durch Titration von 1N HCI bzw. 1IN NaOH
anschlieflend auf einen pH-Wert von 7,4 eingestellt und zur Gebrauchsfertigkeit
1:10 mit A. dest gemischt. Darauf erfolgte erneut eine pH-Einstellung.

Die immunhistochemische Farbemethode mittels monoklonaler Antikorper ist ein
Verfahren zur selektiven Darstellung bestimmter Proteine oder auch ausgewéhlter
Zelltypen. Hierbei werden im Mehrschrittverfahren Antigen-Antikorper-Reaktionen
durchgefiihrt. Die Verdiinnung der Antikorper erfolgte mittels PBS.

2.3.1.  Vimentin-/ Kollagen-VI-Darstellung

Tabelle 2:  Antikoérper und Verdiinnung von Vimentin und Kollagen VI

1. Antikorper Herkunft Verdiinnung Hersteller
Vimentin Maus 1:3 Dianova®
Kollagen VI Kaninchen 1:150 Rockland®

Nach einstiindiger Inkubation der Objekttriager mit dem ersten Antikorper erfolgte
ein dreimaliges Waschen mit PBS fiir jeweils drei Minuten.

Danach wurden die Schnitte nach dem gleichen Procedere mit dem zweiten und
letztlich, diesmal nur fiir 30 min, mit dem dritten Antikoérper inkubiert.

Der zweite Antikorper bindet den ersten Antikorper und ist mit Biotin gekoppelt.
Die Verdiinnung betrug 1:100. Bei dem dritten Antikorper handelte es sich dann
um Cy 2 gekoppeltes Streptavidin (Fa. Rochland, Gilbertsville, PA, USA).
Streptavidin ermoglicht durch seine spezifische Affinitdt zu dem Vitamin Biotin
(Biotinantagonist) die Reaktion. Auch hier betrug die Verdiinnung mit PBS 1:100.

Cy 2 ist ein Fluorochrom und erlaubt die eigentliche optische Darstellung des

Proteins im Fluoreszenzmikroskop.

10



Die Schnitte wurden jeweils mit 30 ul der entsprechenden Losungen beschickt. Die
Inkubation bei Raumtemperatur erfolgte aus Griinden des Lichtschutzes und um

starkeres Verdunsten zu vermeiden in einer feuchten Kammer.

Zur Sichtbarmachung der Zellkerne wurde nach abschlieBender Inkubation mit
dem dritten Antikorper schlieBlich eine Kernfarbung mit 7-Aminoactinomycin (Fa.
Molecular Probes, Eugen, Oregon, USA) durchgefiihrt. Die Verdiinnung mit PBS
betrug 1:100, die Inkubationszeit in der feuchten Kammer 30 min.

Nach den immunhistochemischen Farbungen, sowie nach der unten besprochenen
Apoptosedarstellung, wurden die Objekttrager mittels Mowiol® eingedeckt. Das
Deckgldaschen wurde hierbei mit einem Tropfen der hergestellten Loésung
bestrichen, auf dem Schnitt blasenfrei plaziert und dort zart angedriickt.

Zur Herstellung der gebrauchsfertigen Mowiol-Losung verwendeten wir pro Gramm
Mowiol-Trockenpulver® 4 ml PBS bei einem pH von 8,0. Mowiol ist schwer 16slich,
weshalb die Losung mindestens 16 h mittels Magnetriihrer geriihrt werden mubf,
ein Vorgang der dann nach Hinzufligen von 2 ml wasserfreien Glycerins wiederholt

werden mufte.

2.3.2. Bestimmung der Kapillardichte mittels PDGF

Die Anzahl der Kapillaren zidhlten wir mit einem in den Strahlengang des
Mikroskops gelassenen Auszidhlgitter mit einer Fldche von 0,16 mm?2 aus und
rechneten die Kapillardichte dann auf einen Quadratmillimeter hoch. Das
Procedere der immunhistochemischen Farbung war identisch mit der des
Kollagen VI bzw. Vimentins.

Tabelle 3: Antikérper und Verdiinnung von PDGF

1. Antikorper Herkunft Verdiinnung Hersteller

PDGF Kaninchen 1:40 Santa Cruz®

2.3.3. Bestimmung von VEGF

Der Anteil des im Gewebe markierten VEGF beschrieben wir, wie schon bei
Vimentin erortert, in Art und Ausdehnung.

Farbeprotokoll s. Kollagen VI / Vimentin.
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Tabelle 4: Antikérper und Verdiinnung von VEGF

1. Antikorper Herkunft Verdiinnung Hersteller

VEGF Maus 1:30 R&D Systems®

2.3.4. Ermittlung von leukozytiren Infiltraten mittels CD 45 LCA
Mit dem CD 45-Antikérper stellten wir entziindliche Infiltrate dar, deren Anzahl

wir dann ermittelten.

Als leukozytidres Infiltrat werteten wir Leukozytenkonglomerate, die eine
Ausdehnung von mindestens 40 um aufwiesen. Dies entsprach einem kleinen
Kastchen im schon beschriebenem Auszidhlgitter bei einer Objektivvergroflerung
von 25 (s. Abb. 17)

Farbeprotokoll s. Kollagen VI / Vimentin.

Tabelle 5: Antikorper und Verdiinnung von CD 45 LCA

1. Antikorper Herkunft Verdiinnung Hersteller

CD 45 LCA Maus 1:100 Pharmingen®

2.3.5. Apoptosedarstellung

Grundséatzlich erfolgte die Darstellung apoptotischer Zellen nach dem gleichen
Prinzip wie die oben erwidhnten immunhistochemischen Farbungen. Das
Farbeprotokoll zeigt jedoch gegeniiber diesen gewisse Unterschiede. Verwandt
wurde der Apop Tag® Kit der Fa. Oncor, Gaithersburg. Mit ihm war es moglich, die
bei einer Apoptose entstandenen DNA-Fragmente durch Bindung an Digoxigenin-
dUTP und anschlieBender Reaktion mit einem fluoresceingekoppelten Antikorper
sichtbar zu machen. Es wurde das von der Herstellerfirma angegebene
Farbeprotokoll verwandt.

Farbeprotokoll
- Fixierung in 4% Paraformaldehyd bei Raumtemperatur (=RT) 15 min
- PBS-Waschung RT 3 X 5 min

- Eintauchen der Objekttrager in Essigsdure/Ethanol im Verhéltnis 1:2 RT 5 min
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- PBS-Waschung RT 3 X 5 min

Eintauchen in DNAse-Puffer (nur Positivkontrolle) RT 10 min

Zusammensetzung des DNA-se-Puffers

22,5 ml A. dest.
+ 13,3 ml Na-Cacodylat 420 mM
+ 4,0 ml Trispuffer 300 mM pH 7,2
+ 160,0 1 MgCl,
+ 40,0 1 DTT (Dithiothreitol)
+ 5,0 ul DNAse

- PBS-Waschung RT 3 X 5 min
- Aquilibrierungspuffer gebrauchsfertig 30 xl/Schnitt RT 5 min

- Aquilibrierungspuffer abtropfen lassen und 30 zl TdT-Enzym-Losung pro Schnitt
auftragen und Schnitte mit Plastik abdecken 37°C 1,5 h

Zusammensetzung der TdT-Enzym-Losung

9 ul TdT Enzym + 21 ul Reaktionspuffer (gebrauchsfertig) = 30 ul TdT-Enzym-
Losung (nach Mischung und vor dem Auftragen auf die Prédparate ist die Losung
wegen der Aktivitat und damit Instabilitdt des Enzyms auf Eis zu lagern).

Eintauchen der Schnitte in stop-and-wash-Puffer 37°C 10 min
Zusammensetzung des Puffers
1 ml Puffer (gebrauchsfertig) + 34 ml A. dest.

- PBS-Waschung RT 3 X 5 min

- Auftragen von 30 ul Anti-Digoxigenin-Fluorescein-Losung pro Prédparat RT

30 min

Zusammensetzung der Anti-Digoxigenin-Fluorescein-Losung
16 ul Blocksolution + 14 ul Anti-Digoxigenin-Fluorescein
- PBS-Waschung RT 3 X 5 min

- Kerngegenfiarbung mit Propidiumiodid (Propidiumiodid: PBS = 1:1000) RT

30 min

- Eindecken der Objekttriager mit Mowiol®
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Um ein unspezifisches Binden der Antikorper zu iiberpriifen, fithrten wir bei jeder
Versuchsreihe eine Negativkontrolle durch. Bei Praparaten, die als
Negativkontrolle dienten, wurde statt des 1. Antikorpers PBS aufgetragen, alle
anderen Schritte erfolgten wie bereits beschrieben.
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3. Ergebnisse

3.1. Resultate der Himatoxylin-Eosin-Farbung

Die Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE) wurde gebraucht, um eine allgemeine
Ubersicht iiber den Zustand des Gewebes zu erhalten. Wir untersuchten hierbei das
Gewebe auf Myozytennekrosen, interstitielle und perivaskuldre Fibrosen, suchten
nach zelluldren, d.h. leukozytaren Infiltraten und achteten auf Besonderheiten wie
z.B. das Vorhandensein von Mpyozytennekrosen. Um zusétzlich einen
objektivierbaren Vergleichsmalstab zu erhalten, wurde jedem Tier entsprechend
dem Grad seiner kardialen Gewebsschidigung eine Ziffer von 0 (bei fehlender
Schiadigung) bis 6 (bei Maximalverinderungen) zugeordnet.

Abbildung 2: Myokard einer gesunden Jungratte

Das nichtgeschddigte Gewebe prdsentiert sich durch ein ruhiges, geordnetes Zellbild.
Es sind fast ausschliefllich Kardiomyozyten zu sehen. Sie stellen sich in anndhernd
gleicher Grofle dar, der Verband ist gleichmdfig. Eine Kardiomyozytenhypertrophie
liegt nicht vor. Man findet in diesem Gewebe nur vereinzelte Fibroblasten. Sie fiihren

hier nicht zu einer Kollagenfaservermehrung, wie dies fiir lddiertes Gewebe typisch
ist. HE, Vergroferung 400-fach.
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Abbildung 3: Geschddigtes Herzgewebe eines adulten Hochdrucktieres
Das Zellbild im geschdadigten Gewebe hingegen ist sehr viel bunter. Die
Querschnittsfliche bei den hier anzutreffenden Myozyten schwankt und ist demnach
nicht so gleichmdfig wie bei dem unversehrten Gewebe. Generell ist sie jedoch deut-
lich grofler. Eine aufgrund der Fibroblastenproliferation anzutreffende Kollagen-
faservermehrung fiihrt zu groflen Kollagenfaserbeeten. Diese Beete umgreifen die im
nekrotischen Untergang befindlichen Myozyten. HE, Vergrofierung 400-fach.

Abbildung 4: Leukozytires Infiltrat im Hypertonieherz
Leukozyten, die wahrscheinlich chemotaktisch angelockt werden, immigrieren in das

hochdruckgeschdadigte Gewebe. Sie bilden hier grofiere Ansammlungen und dienen
dem Zellabbau. HE, Vergriferung 630-fach.
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Abbildung 5: Gewebsschddigung ermittelt durch die HE-Farbung

Der Vergleich der unbehandelten Wistarratte im Alter von 24 Monaten mit dem
unbehandelten Jungtier zeigte, dass es schon zu starken Umbauprozessen bei den
gesunden Laborratten kommt (s. Abb. 5, KW vs. Z2WI, sowie Signifikanztabelle).
Die SHR demonstriert bis zur zweiten Zwischensektion ebenfalls deutliche
Veranderungen im Sinne einer Myokardschéddigung (KSH vs. Z2SHI). Diese
Veranderungen waren wiederum signifikant stdrker ausgepragt als bei der
Wistarratte (Z2WI vs. Z2SHI). Wurde die SHR jedoch mit der Hochdosis behandelt,
so konnten wir starke Verdnderungen zum Zeitpunkt der ersten Zwischensektion
feststellen (ZSHII), bei der Endsektion (ESHII) jedoch erreichte das Myokard
wiederum den gleichen Gewebszustand wie bei den jungen SHR. Die Niedrigdosis
hingegen konnte diese Umbauprozesse nicht authalten (ESHIII). Wir kamen nun zu
der Schlussfolgerung, dass die Hochdosistherapie, anders als die Niedrig-
dosistherapie, den fortschreitenden Umbauprozess verhindern kann.

Interessanterweise fithrt die Hypertension der SHR-SP unbehandelt bis zur
zweiten Zwischensektion zu keiner signifikanten Schiadigung des Rattenmyokards
(KSP vs. Z2SPI). Beide Behandlungskonzepte erbrachten das gleiche Resultat
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(ESPII vs. ESPIII). Auch die direkte Gegeniiberstellung beider Behandlungs-
schemata liel auf Gleichwertigkeit schlieBen (ESPII vs. ESPIII). Sowohl die
Behandlung als auch die Nichtbehandlung hatte den gleichen Einflufl auf das Herz
der SHR-SP.

Bei den Jungtieren konnten wir nur bei der SHR-SP einen deutlichen
Gewebsschaden ausfindig machen. Bei ihr hinterlasst der Hochdruck demnach
schon frith morphologische Veranderungen im Sinne einer Myokardschadigung.

Bei der zweiten Zwischensektion war es die SHR, die ein signifikant starker
geschadigtes Gewebe gegeniiber den beiden anderen Rattenpopulationen zeigte
(Z2WT vs. Z2SHI vs. Z2SPI). Die Gegeniiberstellung der beiden Hochdruckgruppen
bei gleicher High-dose-Therapie erbrachte keinen nachweisbaren Vorteil fiir eine
Rattenhochdruckgruppe (ESHII vs. ESPII). Das Medikament in dieser Dosierung
schiitzte die SHR ebenso gut wie die SHR-SP. Die gleiche Aussage gilt auch in
Bezug auf die Niedrigdosistherapie (ESHIII vs. ESPIII). Das Medikament scheint
fiir beide Formen des Hochdrucks anwendbar zu sein.

3.2. Resultate der Van-Giesonschen-Firbung

Die Van-Giesonsche-Farbung (VG) ist eine Farbemethode, die es im besonderen
MaBle erlaubt, Beurteilungen hinsichtlich der Fibrosierung, d.h. des
Kollagenfaseranteils zu treffen. Gebraucht haben wir diese Farbung, um analog der
HE-Farbung, qualitative und quantitative Aussagen beziglich des
Gewebszustandes bzw. der Gewebszusammensetzung zu machen. Wir nutzten die
Farbung somit als Kontrolle, um die bei der HE-Farbung gemachten Aussagen zu

tiberpriifen.
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Abbildung 6: Herzgewebe einer gesunden Jungratte
Das unverdnderte Gewebe, welches die Ziffer 0 erhdlt, stellt sich durch Myozyten
gleichgrofien Durchmessers dar. Hierbei ist das Cytoplasma gelb-brdaunlich gefirbt.
Die Zellkerne werden bei dieser Fdarbung schwarz dargestellt. Kollagenes Material
ist, wenn tiberhaupt vorhanden, nur spdrlich anzutreffen. Physiologisch ist sein
Vorhandensein in der Ndahe von Gefiflen. Es wird magentafarben dargestellt. Der

Zellverband erscheint ruhig und geordnet. Die Textur ist gleichmdafig. VG,
Vergrofferung 250-fach.

Abbildung 7: Geschdadigtes Myokard mit dominierender perivaskuldrer Fibrose

Das stark druckgeschddigte Gewebe, welches in der Maximalausprigung die Ziffer 6
erhdlt, ist gekennzeichnet durch unterschiedliche Myozytendurchmesser. Zusdtzlich
kann man hier, wie auch schon bei der HE-Fiarbung erwdhnt, Myozytennekrosen
antreffen. Nekrotische Myozyten liegen aus dem Zellverband gelost und damit
isoliert in bindegewebigen Arealen. Hier verlieren sie deutlich an Groéfe.
Beeindruckend ist die in dieser Ausprdgung nicht mehr physiologische, massive
perivaskuldre Kollagenfaservermehrung. VG, Vergroferung 160-fach.
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Die exzellente Kollagenfaserdarstellung, welche durch keine andere
lichtmikroskopische Féarbemethode wie der Van-Giesonschen-Farbung so
ermoglicht wird, zeigt bei den hypertensiven Tieren eine massive Gewebs-
fibrosierung. Ermoglicht wird diese Bindegewebsdarstellung durch das Einwirken
der im Rahmen des Farbeprotokolls verwendeten Pikrinsdure. Sie bringt die
kollagenen Fasern zum Quellen. So stellen sie sich dann im Anschlufl an den
Quellungs- und Farbungsprozess als magentafarbene, lockenformige Strukturen
dar.

Wir fanden die fibrotischen Verdnderungen je nach Grad der Auspragung als
lokalisierte oder diffuse interstitielle Kollagenfaservermehrung. Der fibrotische
Gewebsumbau begann hiufig als perivaskulédre Fibrose. Von hier aus wurde der
Myozytenverband nach und nach durch kollagenes Material ersetzt d.h, parallel zur
Fibrosezunahme kam es zur Rarefizierung von Myozyten. Auch dieser
Untersuchungsdurchgang bestétigte, dass das Herz unbehandelter Wistarratten
physiologischen Umbauprozessen unterworfen ist (s. Abb. 8, KW vs. Z2WI, sowie
Signifakanztabelle).

Das Myokard der unbehandelten SHR war bei der zweiten Zwischensektion
ebenfalls deutlich geschadigt (Z2SHI). Die Hochdosisbehandlung derselben fiihrte,
anders als die Niedrigdosisbehandlung, erwartungsgemill zu einem Schutz vor
diesen wahrscheinlich degenerativen Prozessen (KSH vs. ZSHII bzw. KSH vs.
ESHII).
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Abbildung 8: Gewebsschddigung ermittelt durch die VG-Fdrbung

Die SHR-SP entwickelte keine signifikant nachweisbare Schiadigung des Myokards,
weder nach Placebo (Z2SPI) noch nach High-dose-Behandlung (ESPII). Die Low-
dose-Behandlung ist diesen beiden Behandlungsoptionen allerdings deutlich
unterlegen (KSH vs. ESHIII). Der direkte Vergleich Low-dose- vs. High-dose-
Therapie liefl jedoch zum Zeitpunkt der Endsektion keinen Unterschied erkennen,
was den Grad der Schéddigung anbelangt. Die Manifestation der fibrotischen und
degenerativen Gewebsprozesse erfolgte nach dem Zeitpunkt der Sektion der
Jungtierpopulationen, da bei ihnen noch keine Unterschiede ausfindig gemacht
werden konnten (KW vs. KSH vs. KSP). Die Gewebskontrolle im Rahmen der
zweiten Zwischensektion konnte hier einen deutlich stirkeren Schadigungsgrad der
SHR gegeniiber den beiden anderen Tiergruppen nachweisen (Z2WI vs. Z2SHI vs.
Z2SPI). Die Therapiekontrolle der Hochdrucktiere zeigte im Falle der High-dose-
Behandlung einen sichtbar stiarkeren Therapieprofit der SHR-SP gegeniiber der
SHR (ESHII vs. ESPII). Wurden beide Hochdruckgruppen der Niedrig-
dosisbehandlung unterzogen, ergaben sich die gleichen Behandlungsergebnisse
(ESHIII vs. ESPIII).
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3.3. Fibrotischer Gewebsumbau

Die Ermittlung des Grades des fibrotischen Gewebsumbaus wurde geméal
Beschreibung (s. Material & Methoden) im Anschluss an die Van-Gieson-Farbung

bestimmdt.

Auffallend war auch hier wiederum, dass es schon bei gesunden unbehandelten
Wistartieren zu einem deutlichen Anstieg des Fibroseanteils bis zur zweiten
Zwischensektion kam (s. Abb. 9, KW vs. Z2WI, sowie Signifikanztabelle).
Demzufolge passt diese Feststellung zu der bereits getroffenen Aussage, dass die
gesunde WKR im Laufe ihres Lebens entsprechenden morphologischen
Phianomenen unterliegt. Das gleiche Ergebnis bot sich uns bei der zweiten
Zwischensektion der unbehandelten SHR (Z2SHI), weshalb wird davon ausgehen,
dass der unbehandelte Bluthochdruck zu einer signifikanten Zunahme des
Fibrosegehaltes bei den SHR fiithrt. Doch wie aus dem Verlauf der unbehandelten
Wistarratte ersichtlich wird, ist fiir diesen Fibrosierungsprozess der Hochdruck

nicht zwingend notwendig.
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Abbildung 9: Grad der geweblichen Fibrosierung
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Wird die SHR einer High-dose-Ramiprilbehandlung unterzogen, so bleibt die
Zunahme des Fibroseanteils bis zur ersten Zwischensektion, d.h. bis zum 19. Monat
aus (ZSHII). Dieser Therapieerfolg ist allerdings nicht von Dauer, da das Gewebe
bei der Endsektion eine starke Fibrosezunahme trotz High-dose-Therapie aufweist
(ESHII). Allem Anschein nach kann hier die Behandlung das Auftreten der Fibrose
lediglich verzogern. Auch die Low-dose-Therapie lieferte uns hier das gleiche
Ergebnis (ESHIII). Dennoch findet sich bei den high-dose-therapierten Tieren ein
signifikant geringerer Fibrosegehalt gegeniiber den low-dose-therapierten Ratten.
Somit ist diese Therapieform trotz des Unvermoégens hinsichtlich der
Fibrosebegrenzung im Vergleich mit den SHR-Jungtieren der Low-dose-Therapie
iiberlegen. Es scheint, dass Ramipril high-dose den progredienten
Fibrosierungsprozess auf das Mal} der unbehandelten Wistartiere begrenzen kann.
Bei der placebobehandelten SHR-SP ergeben sich bei der zweiten Zwischensektion
analoge Werte zu der SHR. Auch hier fiihrt der Hochrdruck unbehandelt zu einer
signifikanten Fibrosezunahme. Dieses Ergebnis stiitzt die bereits gemachte
Annahme, dass die Hypertension unbehandelt zu einer deutlichen Steigerung des
Fibrosegehaltes fiihrt.

Wird nun die SHR-SP mit Ramipril in der hohen Dosierung behandelt, so findet
sich dennoch eine statistisch eindeutige Zunahme der Fibrose bis zur Endsektion,
aber mit einem deutlich schwicheren Trend als bei der unbehandelten SHR-SP der
zweiten Zwischensektion (Z2SPI). Auch die Low-dose-Gabe fiihrte zu einer
deutlichen Zunahme der Fibrose, so dass man hier abschlieBend sagen kann, dass
auch die hohe Ramiprildosis die Fibrose nicht verhindern kann, dieses
Therapiekonzept aber der Low-dose-Therapie deutlich iiberlegen zu sein scheint. Im
Vergleich der drei Jungtierpopulationen zeigte sich, dass bei beiden
Hochdruckgruppen bereits zu einem frithen Zeitpunkt Schéaden manifest werden.
Dieser Vergleich bei der zweiten Zwischensektion fiihrte zu dem Ergebnis, dass nur
die SHR-SP einen signifikant hoheren Fibroseanteil im Vergleich mit den beiden
anderen Populationen aufweist (Z2WI vs. Z2SHI vs. Z2SPI). Diese Form des
Hochdrucks wirkt sich somit also besonders ungiinstig auf das Myokard aus. Die
Gegeniiberstellung SHR vs. SHR-SP unter gleicher High-Dose-Therapie erbrachte
ebensowenig einen Unterschied, wie die gleiche Konstellation low-dose-behandelt.
Es scheint, dass beide Behandlungskonzepte mit gleichem Erfolg sowohl bei der
SHR als auch bei der SHR-SP anwendbar sind.
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3.4.Verianderungen der geweblichen Kollagen-VI-Konzen-
tration

Kollagen VI wurde erstmals 1976 beschrieben. Im gesunden Rattenherz betragt
sein Anteil 5% des Gesamtkollagenanteils. Es besteht aus drei a-Ketten, wobei die
al- und a2-Kette ein Molekulargewicht von 140 kD besitzt. Die a3-Kette variiert in
ihrem Gewicht zwischen 200 und 260 kD. Sie besitzt Bindungsregionen fiir
Fibronektin, von Willebrand-Factor A und Actin. Die Kollagen-VI-Mikrofilamente
sind 100 nm lang, 9,3 nm im Durchmesser und erscheinen als perlartige Filamente
im Elektronenmikroskop, bedingt durch die globuldren Strukturen beider Enden.
Die Anwesenheit von Kollagen VI wurde im Zusammenhang von
pathophysiologischen Vorgéingen (Glomerulosklerose der Niere, nicht unerhebliche
Rolle in der Pathogenese von kongenitalen Herzvitien beim Down-Syndrom oder
aber bei der Herzinsuffizienz) beobachtet. Im normalen Myokard ist das
Kollagen VI im Endomysium, Perimysium sowie in der Adventitia von Gefa3en und
um die glatten Muskelzellen der Media zu finden. Pseudointrazellulire
Markierungen, die Hinweise auf das T-System geben, werden nur selten
beobachtet. Kollagen VI umbhiillt eng die einzelnen Myozyten &dhnlich einer
Basalmembran, wie es auch von anderen Proteinen der Extrazelluldren Matrix zum
Beispiel Laminin bekannt ist. Hochstwahrscheinlich bindet Kollagen VI mit den
Myozyten via Integrine und stellt somit eine Komponente der Basallamina dar.
Zumindest besteht eine enge Beziehung zwischen beiden Strukturen 8.

Die Bestimmung des Kollagen VI-Anteils im Gewebe erfolgte nach den gleichen
Modalitaten wie die Ermittlung des Kollagenfaseranteils mittels der Van-
Giesonschen-Farbemethode (s. oben). Dieses Strukturprotein diente uns dazu,
Verdanderungen der extrazellularen Matrix, die im Zusammenhang mit der
druckbedingten Schéddigung stehen, quantitativ zu erfassen und in ihrer Form
qualitativ darzustellen.

24



Abbildung 10: Kollagen-VI-Verteilung im unverdnderten Jungrattenmyokard

Im unverdnderten Gewebe ist das Kollagen VI als feines Gespinnst um die Myozyten
erkennbar. Es fiihrt aufgrund des im Vergleich zum geschddigten Gewebe geringeren
Vorkommens nicht zu einer Distanzvergrofferung der Herzmuskelzellen
untereinander. Die Markierung ist eher flau. Man erkennt Liicken innerhalb der
extrazelluldren Matrix ohne durchgehende Kollagen-VI-Dichte. Perivaskuldr ist sein
Anteil im Vergleich nur gering erhéoht. Kollagen VI, Vergrofferung 250—fach.

50 um

Abbildung 11: Kollagen-VI-Verteilung im geschddigten Hochdruckherzen

Anders hingegen das Gewebe der hochdruckgeschddigten Ratte. Hier kann man
sowohl von einer Ummauerung der Myozyten als auch der das Gewebe versorgenden
Gefife durch das Kollagen VI sprechen. Myozyten verlieren allmdhlich den
interzelluldren Kontakt und werden mehr und mehr durch das Kollagen VI
voneinander isoliert. Danach kommt es zum Untergang der Herzmuskelzellen in
dieser Isolierung. Er stellt sich durch die zunehmende Schrumpfung der zuvor
hypertrophierten Kardiomyozyten dar. Die das Gewebe versorgenden Gefdfle erleiden
noch vor den Herzmuskelzellen diese zunehmende Kollagen VI-Ummauerung.
Kollagen VI, Vergroflerung 250—fach.
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Abbildung 12: Geweblicher Kollagen-VI-Anteil

Der Verlauf der gesunden, unbehandelten Wistarratte zeigte bei der zweiten
Zwischensektion keinen Anstieg von Kollagen VI (s. Abb. 12, KW vs. Z2WI, sowie
Signifikanztabelle). Wurde jetzt eine SHR dem gleichen Behandlungsmodus
unterzogen, so kam es zu einer signifikanten Zunahme des kardialen Kollagen-VI-
Anteils (KSH vs. Z2SHI). Man kann also von der Annahme ausgehen, dass der
Blutdruck, der sich genetisch determiniert bei der SHR einstellt, bis zur zweiten
Zwischensektion zu einer deutlichen Anreicherung von Kollagen VI fiihrt. Bekam
dieses Tier 1 mg Ramipril gemall der Hochdosistherapie, so blieb diese
Anreicherung sowohl bei der ersten Zwischensektion (ZSHII) als auch bei der
Endsektion (ESHII) aus. Die Ratte profitierte hier offensichtlich von der Therapie.
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Mit 10 ug behandelt (Niedrigdosis) stellte sich wieder eine signifikante Kollagen VI-
Vermehrung ein (ESHIII). Hier reichte die Dosis nicht aus, den fortschreitenden
Gewebsschaden zu verhindern. Die klare Uberlegenheit der Hochdosis- gegeniiber
der Niedrigdosistherapie der SHR belegte auch der direkte Vergleich beider
Therapieformen (ESHII vs. ESHIII).

Bei der SHR-SP fallen die Vergleichsresultate entsprechend aus (s. obige Tabelle),
so dass wir auch hier zu folgenden Resultaten kommen:

Der Hochdruck der SHR-SP fiithrt unbehandelt zur Zunahme des Kollagen-VI-
Gehaltes. Die Hochdosisbehandlung kann diese Zunahme verhindern. Die
Niedrigdosisbehandlung ist nicht geeignet, die Kollagen-VI-Anreicherung
wirkungsvoll zu verhindern.

Die Gegeniiberstellung der verschiedenen Jungtiere zeigte keine Unterschiede. Die
Entstehung der Faservermehrung kommt damit spéater zum Tragen. Die zweite
Zwischensektion der unbehandelten drei Tiergruppen demonstriert, dass nur die
SHR hier signifikante Unterschiede im Vergleich mit den beiden anderen
Tiergruppen zeigte. Die Hochdosistherapie lieferte bei beiden
Hochdruckpopulationen das gleiche Ergebnis. Von der Niedrigdosistherapie
profitierte die SHR-SP signifikant starker als die SHR.

3.5. Veridnderungen der geweblichen Vimentinkonzentration

Vimentin ist ein Intermediidrfilament von Zellen mesenchymalen Ursprungs
(GefaBmuskelzellen, Endothelzellen, Fibroblasten u.a.). Hier dient es als
Bestandteil des Zytoskeletts fiir die Struktur und mechanischen Eigenschaften
dieser Zellen. Wir nutzten den Vimentinantikérper dazu, Fibroblasten zu
identifizieren, um zuséitzliche Aussagen iiber die mit dem Bluthochdruck
einhergehenden Fibrosierungsvorgédnge machen zu kénnen.
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Abbildung 13: Vimentinmarkierung im Myokard einer gesunden Ratte

Im unverdanderten Gewebe erkennt man eine Vimentinmarkierung stellvertretend fiir
das Fibroblastenvorkommen an genau definierten, d.h. lokalisierten Stellen der
extrazelluldren Matrix. Die Darstellung ergibt das Bild einer gleichmdfigen, mehr
oder weniger spdrlichen Tiipfelung des Gewebes. Vimentin, Vergroflerung 250-fach.

Abbildung 14: Vimentinmarkierung bei starker Druckschddigung

Im hypertensiv geschddigten Gewebe finden sich Vimentinmarkierungen, also
Fibroblasten, iiber das gesamte Gewebe verteilt. An manchen Stellen bilden sich
groflere Fibroblastenkonglomerate. Diese beetformigen Ansammlungen kénnen
betrdichtliche Grofle erreichen. Vimentin, Vergroflerung 250-fach.
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Wir fanden erwartungsgemall bei den Wistarjungtieren nur eine geringe Anzahl
von Fibroblasten, wohingegen die alten Hochdrucktiere die hochste Anzahl an
Fibroblasten zeigten.

Die Jungtiere der SHR (KSH) wiesen eine homogene Vimentinmarkierung auf, im
Vergleich mit den Wistarjungtieren war diese Markierung jedoch etwas stiarker
ausgeprigt (KW). Das gleiche Bild zeigte sich uns bei der Beurteilung der jungen
SHR-SP (KSP), so dass wir insgesamt davon ausgehen, dass sich schon bei den
Hochdruckjungtieren wenn auch dezente, so doch nachweisbare Veranderungen
zeigen. Die Untersuchung der high-dose-behandelten SHR der ersten
Zwischensektion zeigte gleichfalls einen Normalbefund (ZSHII). Die Beurteilung
der unbehandelten gesunden Wistarratten zum Zeitpunkt der zweiten
Zwischensektion stiitzt die bereits mehrfach erhobene These, dass ein gewisser
Fibrosierungsprozess auch bei alternden gesunden Ratten feststellbar ist. Wir
fanden hier von sechs untersuchten Tieren drei mit einer deutlichen bis starken
Vermehrung von Fibroblasten. Dennoch waren die hier feststellbaren
Veranderungen in der Gesamterscheinung milder als die Beobachtungen, die wir
bei den unbehandelten SHR der zweiten Zwischensektion machten. Dort fanden wir
in allen vier Prédparaten eine sehr starke Fluoreszenz, die iiber das gesamte
Praparat verstreut auftrat. Noch eindrucksvoller war das Resultat der
unbehandelten SHR-SP der zweiten Zwischensektion. Hier fanden wir bei allen
finf untersuchten Tieren zahlreiche vimentinpositive Zellen, daneben aber auch
definierte Fibroblastenansammlungen. Letztlich kann man davon ausgehen, dass
die Dauer und die Hohe des auf das Herz einwirkenden Blutdrucks Auswirkungen
zeigt, die sich durch die Art und die Anzahl der Fibroblasten widerspiegeln. Die
Endsektion diente nun dazu, Riickschliisse iiber die Therapieeffizienz zu gewinnen.
Die sechs high-dose-behandelten SHR der Endsektion zeigten allesamt
Verdnderungen, drei Tiere boten neben einer erkennbaren homogenen
Fibroblastenmarkierung auch Bezirke mit Fibroblastenansammlungen, bei den
restlichen drei Ratten fehlten diese Konglomerate und die homogene
Fibroblastenverteilung war schwicher ausgepragt. Anders hingegen die low-dose-
behandelten SHR. Hier fanden wir bei allen fiinf Tieren stiarkste Veranderungen im
Sinne einer Fibroblastenansammlung. So scheint die Hochdosisbehandlung,
obschon sie keinen absoluten Schutz gegeniiber der fibrotischen
Gewebsumwandlung der SHR bietet, dennoch eindeutige Vorteile im Vergleich zur
Niedrigdosisbehandlung zu haben. Vergleichbare Resultate ergab die
Gegeniiberstellung der high-dose- vs. low-dose-behandelten SHR-SP. In der
Hochdosisgruppe war eine deutlich erkennbare Fibroblastenmarkierung zu finden,
die aber in Art und Auspragung nicht an die Low-dose-Gruppe heranreichte. Dieses
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Ergebnis veranschaulicht erneut die Uberlegenheit der Hochdosistherapie
gegeniiber der Therapie mit der niedrigen Wirkstoffkonzentration.

3.6. Anzahl vimentinmarkierter Myozyten

Auf die Bedeutung des Vimentins als Strukturprotein von Zellen mesenchymalen
Ursprungs wurde bereits hingewiesen. In Herzmuskelzellen adulter Organismen ist
dieses Protein in aller Regel nicht mehr anzutreffen. Anders dagegen bei fetalen
Tieren. Im Laufe der intrauterinen Entwicklung wird das Intermediérfilament
Vimentin durch Desmin ersetzt. Wir konnten nun die von Zimmermann gemachte
Beobachtung untermauern, dass mit zunehmender druckbedingter
Gewebsschidigung auch der Anteil an vimentinmarkierten Myozyten steigt °.
Erkennbar war die vimentinmarkierte Herzmuskelzelle an ihrer charakteristischen
Querstreifung.

Bei den jungen Wistartieren waren keine vimentinmarkierten Myozyten
nachzuweisen (KW). Die junge SHR wies hingegen schon erste Anzeichen eines
schiadigenden Prozesses auf (KSH). Funf der sechs untersuchten Ratten wiesen
vimentinmarkierte Myozyten auf. Noch deutlicher waren die Resultate bei den
SHR-SP (KSP). Hier fanden sich in allen vier Praparaten, wenn auch nur
vereinzelt, vimentinmarkierte Myozyten. Es scheint, dass der Bluthochdruck
abhingig vom Grad der Auspragung schon bei den Jungtieren Schéden, ablesbar
am Auftreten der Vimentinmarkierung, verursachen kann.

50 um : Mo

Abbildung 15: Vimentinmarkierter Myozyt
Zu sehen ist das Myokard eines Hochdruckjungtieres. In der Mitte des Bildes ist ein
vimentinmarkierter Kardiomyozyt dargestellt, welcher an der charakteristischen
Querstreifung gut zu erkennen ist. Ansonsten weist das Herzgewebe nur geringe
Verdnderungen auf. Vimentin, Vergroferung 250-fach.
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Bei der ersten Zwischensektion der antihypertensiv behandelten SHR konnten wir

in allen sechs Prédparaten vereinzelt vimentinmarkierte Myozyten nachweisen
(ZSHII).

Alle sechs untersuchten unbehandelten Wistartiere der zweiten Zwischensektion
zeigten vimentinpositive Zellen (Z2WI). Drei eine eher geringe Anzahl an
markierten Myozyten, bei den restlichen drei fanden sich zahlreiche
Herzmuskelzellen, die eine Vimentinfluoreszenz aufwiesen. In der Gruppe der
unbehandelten SHR der zweiten Zwischensektion fanden wir von vier untersuchten
Tieren ein Tier mit einer geringen Anzahl positiv markierter Zellen, ein weiteres
Tier zeigte zahlreiche vimentinmarkierte Myozyten, die restlichen zwei Ratten
imponierten durch massenhaft markierte Herzzellen (Z2SHI). Bei der Gruppe der
unbehandelten SHR-SP dieses Sektionszeitpunktes stellten wir fest, dass von fiinf
Tieren vier massenhaft markierte Myozyten zeigten, bei dem fiinften Tier fanden
wir zahlreiche positivmarkierte Myozyten (Z2SPI). Im Vergleich dieser drei
Gruppen fanden wir, dass die Hohe des Blutdrucks mit dem Grad der dadurch
bedingten Schadigung korreliert (Z2WI vs. Z2SHI vs. Z2SPI). Zusétzlich zeigten

sich wieder einmal Verdanderungen bei den vermeintlich gesunden Wistartieren.

In allen sechs high-dose behandelten SHR der Endsektion fanden wir zahlreiche
vimentinmarkierte Myozyten (ESHII). Noch deutlicher war das Ergebnis der
untersuchten Low-dose-SHR (ESHIII). Hier zeigten drei Tiere zahlreiche markierte
Zellen, die verbliebenen zwei Ratten wiesen massenhaft positive Myozyten auf.
Auch hier scheint die Art der Therapie Einfluss auf die Anzahl an markierten
Zellen zu haben.

Auch bei den SHR-SP zeigte sich eine giinstige Beeinflussung hinsichtlich der
Entwicklung des Proteinaustauschs unter der High-dose- gegeniiber der Low-dose-
Therapie (ESPII vs. ESPIII). Bei drei Ratten fanden wir eine geringe Anzahl
markierter Myozyten, bei den drei verbliebenen Individuen konnten wir allerdings
massenhaft vimentinpositive Myozyten ausfindig machen.

3.7. MyozytengroBe der unterschiedlichen Rattensektionen

Nicht nur die Grofle des Gesamtherzens, sondern auch die Grofle des einzelnen
Myozyten passt sich der an das Herz geforderten mechanischen Leistung an. So
erkennt man, dass parallel zum steigenden Blutdruck auch der Durchmesser des
Einzelkardiomyozyten steigt. Der Vergleich, der unten aufgefiihrten
Reprasentativabbildungen, soll diesem Sachverhalt Rechnung tragen.
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Abbildung 16: Gesundes Herzgewebe eines nichtgeschddigten Jungtieres
Im Bild dargestellt sind uniforme Kardiomyozyten mit anndhernd gleichen

Durchmessern ohne Zeichen einer Kardiomyozytenhypertrophie. HE, Vergrioferung
250-fach.

Abbildung 17: Kardiomyozytenhypertrophie im Hypertonieherz

Auffallend sind hier die unterschiedlichen Kardiomyozytendurchmesser. Zundchst
kommt es im Zuge des hypertensiven Krankheitsgeschehens zu einer deutlichen
Zunahme der Zelldurchmesser. Im weiteren Verlauf werden die Kardiomyozyten von
kollagenem Material umschlossen und verlieren aufgrund nekrotischer Prozesse
wieder an Grofle. HE, Vergroflerung 250-fach.
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Abbildung 18: Messung der Myozytengrofle

Schon bei der gesunden Wistarratte fiel auf, dass sie unbehandelt bei der zweiten
Zwischensektion deutliche Verédnderungen im Sinne einer Myozytenhypertrophie
zeigte (s. Abb. 18, KW vs.Z2WI, sowie Signifikanztabelle). Eine gewisse
VergroBBerung der Herzmuskelzelle findet wohl offensichtlich im Rahmen
physiologischer Alterungsprozesse statt. Auch bei der placebobehandelten SHR
konnten wir eine deutliche Myozytenhypertrophie nachweisen (KSH vs. Z2SHI).
Die Behandlung derselben konnte diesen Prozess nicht verhindern. Sowohl die
Hochdosistherapie (KSH vs. ZSHII bzw. KSH vs. ESHII) als auch die
Niedrigdosisbehandlung (KSH vs. ESHIII) vermochte die fortschreitende
VergroBlerung der Kardiomyozyten nicht wirkungsvoll zu bekdmpfen. Dennoch
profitierte die SHR, die mit der héheren Ramiprildosis behandelt wurde, signifikant
starker von der Therapie als die SHR, die der Low-dose-Behandlung unterzogen
wurde (ESHII vs. ESHIII). Auch bei der SHR-SP fiihrte der unbehandelte
Hochdruck zu einer starken Myozytenhypertrophie (KSP vs. Z2SPI). Wurde das
Tier nun aber hochdosisbehandelt, so fand keine ZellvergroBBerung statt. Die
Hochdruckratte scheint hier deutlich von dieser Therapieform zu profitieren. Ein
Ergebnis, das die Behandlung mit der niedrigen Dosierung nicht bestéitigte. Der
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direkte Vergleich beider Behandlungsformen erbrachte keinen Unterschied. Auch
waren die Verdnderungen schon bei den Jungtieren der SHR-SP nachweisbar. Die
Manifestation fand also schon recht frih statt. Zum Zeitpunkt der zweiten
Zwischensektion fanden wir bei allen drei unbehandelten Gruppen vergleichbare
Veranderungen (Z2WI vs. Z2SHI vs. Z2SPI).

Beide Hochdruckpopulationen wiesen sowohl bei der Hochdosistherapie (ESHII vs.
ESPII) als auch bei der Niedrigdosistherapie (ESHIII vs. ESPIII) vergleichbare
Ergebnisse auf.

3.8. Resultate der VEGF-Markierung

Der Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) ist ein Wachstumsfaktor, welcher
durch die Bindung an einen spezifischen Rezeptor das Wachstum und damit auch
die Anzahl von Gefidllen induzieren kann. Wir fanden eine VEGF-Markierung

entweder als interstitielle Ablagerung oder aber als Markierung von
Endothelzellen.

Abbildung 19: VEGF-Markierung im Bereich der Extrazelluldren Matrix
Der Wachstumsfaktor ist hier im Interstitium einer Hypertonieratte zu sehen. VEGF,
Vergroflerung 400-fach.
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Abbildung 20: VEGF-Markierung von Endothelzellen eines grofleren Gefdifles
VEGF, Vergroferung 400-fach.

Bei drei der sechs untersuchten Wistarjungtieren fanden wir keine VEGF-positiven
Areale. Ein Tier wies eine deutliche Markierung kleinerer Gefidf3e auf. Vermutlich
handelte es sich hierbei um das Endothel von Venolen und einigen Kapillaren. Bei
einem anderen Tier war das Endothel einer grofleren Vene markiert. Ein drittes
Tier zeigte vereinzelt positiv markierte Zellen. Wir untersuchten des weiteren sechs
junge SHR. Vier dieser Jungtiere zeigten VEGF-positive Areale. Zwei Ratten
wiesen keine Fluoreszenz auf. Noch ausgepriagter war das Ergebnis jedoch bei der
jungen SHR-SP. Von vier untersuchten Tieren zeigten drei eine eindeutige
Fluoreszenz, so dass wir hier zu dem Ergebnis kamen, dass sich innerhalb der drei
Jungtierpopulationen eine Zunahme von VEGF-positiven-Zellen nachweisen lief3,
die mit der Hohe des Blutdrucks bzw. dem Grad der dadurch bedingten Schiadigung
korrelierte (KW< KSH< KSP).

Von den sechs untersuchten SHR der ersten Zwischensektion, die mit der hohen
Dosis Ramipril behandelt wurden, konnten wir bei fiinf Tieren keine Fluoreszenz
nachweisen, eine Ratte wies jedoch eine deutliche VEGF-Markierung auf (ZSHII).
Wir kamen zu dem Schluss, dass Ramipril hier die Zunahme VEGF-positiver Zellen
verhindert.

Vier der untersuchten sechs unbehandelten Wistartiere der zweiten
Zwischensektion zeigten eine VEGF-Markierung, bei zwei Ratten war sie nicht
nachzuweisen. Deutlichere Ergebnisse brachte die Kontrolle der unbehandelten
SHR (Z2SHI). Von vier untersuchten SHR war lediglich ein Tier fluoreszenzfrei. Bei
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einer SHR konnten wir sogar eine deutliche Markierung feststellen. Alle
unbehandelten SHR-SP imponierten durch einen positiven VEGF-Befund. Finf
Tiere wurden hierbei untersucht, wobei ein Tier lediglich eine leichte Markierung
zeigte und ein anderes eine deutliche Fluoreszenz bot. Somit erbrachte der
Vergleich der drei unbehandelten Rattenpopulationen zum Zeitpunkt der zweiten
Zwischensektion das Ergebnis, dass die Hohe des Blutdrucks bzw. die damit
einhergehende Schidigung sich in der Starke der VEGF-Markierung niederschléagt
(Z2Wl< Z2SHI< Z2SPI).

Wir untersuchten sechs hochdosisbehandelte SHR im Rahmen der Endsektion
(ESHII). Nur ein Tier zeigte keine Fluoreszenz. Bei den fluoreszenzpositiven Tieren
wiederum konnten wir bei einer Ratte eine leichte Markierung nachweisen, eine
andere zeigte eine starke lokale Fluoreszenzmarkierung. Der Vergleich mit der
niedrigdosisbehandelten SHR (ESHIII) legt die Vermutung nahe, dass die Therapie
mit der héheren Dosierung dennoch Vorteile gegeniiber der Niedrigdosistherapie
hat. Alle funf Tiere dieser Gruppe zeigten Fluoreszenz, wobei bei zwei Tieren diese
Lichtemission deutlich ausgeprigt war. Ahnliche Ergebnisse ergab der Vergleich
der SHR-SP unter beiden Ramiprilbehandlungsoptionen. In der héheren Dosierung
waren von sechs Tieren drei negativ und drei Tiere positiv. Von den positiven
Tieren war eine Ratte schwach, eine andere deutlich positiv (ESPII). Wurden die
Ratten low-dose-behandelt, so ergab die anschlieende Untersuchung, dass von den
sechs untersuchten Tieren zwei keine Markierung aufwiesen und zwei der VEGF-
markierten-Tiere eine schwache Fluoreszenz erkennen liel. Auch hier gingen wir
davon aus, dass die Hochdosisbehandlung der Niedrigdosisbehandlung iiberlegen

zu sein scheint.

3.9. Anderungen der Kapillardichte

Der Platelet Derived Growth Factor (PDGF) ist ein Wachstumsfaktor. Der
Antikoérper markierte alle Kapillaren im untersuchten Gewebe. Damit diente er uns
dazu, die Kapillardichte zu bestimmen, da alle konventionellen Verfahren zur
Kapillardichtebestimmung hier versagten.
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Abbildung 21: PDGF-Markierung im Rattenmyokard.
Der PDGF-Antikorper fiihrt zu einer exzellenten Darstellung der Kapillaren. PDGF,
Vergroferung 250-fach.

Schon bei der unbehandelten Wistarratte war zum Zeitpunkt der zweiten
Zwischensektion ein merklicher, d.h. signifikanter Kapillarschwund zu verzeichnen
(KW vs. Z2WI). Bei der unbehandelten SHR hingegen kam es zu keiner eindeutigen
Abnahme der Kapillarzahl, obwohl auch hier keine Behandlung erfolgte (Z2SHI).
Wurde die SHR mit 1 mg Ramipril therapiert, blieb die Gefaf3rarefizierung sowohl
bei der ersten Zwischensektion (ZSHII) als auch bei der Endsektion ebenfalls aus
(ESHII). 10 ug reichten hier allerdings nicht aus, einen Behandlungserfolg zu
erzielen (ESHIII). Bei den SHR kann man somit davon ausgehen, dass Ramipril
nur hochdosiert der Kapillarverarmung wirkungsvoll entgegentreten kann.
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Abbildung 22: Kapillardichte der verschiedenen Sektionen

Grundsatzlich fallt auf, dass es mit zunehmendem Alter zu einer Abnahme der
Kapillardichte bei allen Rattenstammen kommt. Moduliert wird dieser Prozess
sowohl durch die Hohe als auch die Dauer des einwirkenden Blutdrucks.

Die Gegentiiberstellung der Hochdosistherapie gegen die Niedrigdosistherapie der
SHR bei der Endsektion zeigte hier keinen signifikanten Vorteil einer
Behandlungsform gegeniiber der anderen (s. Abb. 22, ESHII vs. ESHIII, sowie
Signifikanztabelle). Wurde allerdings die SHR-SP nicht behandelt, so kam es bis
zum zweiten Sektionstermin zu keinem merklichen Dichteriickgang. Es scheint,
dass der Hochdruck auch hier, wie schon bei der SHR beobachtet, diesen Riickgang
auf irgendeine Art und Weise zu verhindern vermag. Sowohl die Therapie der SHR-
SP mit 1 mg Ramipril als auch die Niedrigdosisbehandlung mit 1 ug dieser
Substanz fithrte zum gleichen Resultat. Ein Ergebnis, welches auch der direkte
Therapievergleich belegte (ESPII vs. ESPIII).

Bei den jungen Ratten war es die SHR-SP, die schon zu einem sehr frithen
Zeitpunkt eine Verdanderung im Sinne einer Kapillardichtenabnahme prasentierte
(KW vs. KSH vs. KSP). Untersuchte man nun alle unbehandelten Tiere im Rahmen
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der zweiten Zwischensektion, konnte man eine Angleichung in Bezug auf die
Kapillarzahl feststellen (Z2WI vs. Z2SHI vs. Z2SPI). Im Vergleich beider
Hochdruckgruppen, die mit 1 mg behandelt wurden, stellte sich kein Unterschied
dar. Beiden Gruppen nutzte diese Therapieform im gleichen MalBle. Wurden sie
hingegen nur low-dose-behandelt, zeigte die SHR gegeniiber der SHR-SP eine
signifikante Verringerung der Kapillarzahl. Der SHR-SP konnte somit ein gréBerer
Nutzen unter dieser Therapie nachgewiesen werden.

3.10. Anzahl leukozytirer Infiltrate

Im gesunden Myokard sind Leukozytenkonglomerate sehr selten zu finden.
Einzelne Leukozyten sind gelegentlich anzutreffen, aber per definitionem (s. oben)
wurden sie nicht als Infiltrat gewertet.

Abbildung 23: Leukozytdres Infiltrat im Hypertonieherz.

Das Bild zeigt das geschddigte Myokard eines Hochdrucktieres. Es imponiert durch
leukozytire Ansammlungen, die hier den Abbau von Gewebstriimmern, insbesondere
von untergegangener Myozyten, bewerkstelligen. Die Abbildung zeigt auch das
Gitter, welches zur Groflenbestimmung und damit zur Festlegung, ob es sich um ein
Infiltrat handelt, diente. CD 45 LCD, Vergroferung 250-fach.

Wie bereits aus der Arbeit von Zimmermann hervorgeht, konnten auch wir
nachweisen, dass die druckbedingte Schédigung des Rattenmyokards mit einer
Zunahme leukozytidrer Infiltrate einhergeht 9. Die Anzahl solcher Infiltrate
korrelierte hierbei insbesondere mit der Ho6he, aber auch der Dauer des
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Bluthochdrucks. Die Infiltrate fanden sich iiber das gesamte Prdparat verstreut,
vorzugsweise aber in der Umgebung von Gefillen.
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Abbildung 24: Anzahl leukozytdrer Infiltrate

Im Verlauf der unbehandelten Wistartiere kam es hierbei erwartungsgeméall zu
keiner Zunahme entziindlicher Infiltrate (s. Abb. 24, KW vs.Z2WI, sowie
Signifikanztabelle). Auch die Ergebnisse im Verlauf der unbehandelten SHR
zeigten zum Zeitpunkt der zweiten Zwischensektion ein dhnliches Resultat (KSH
vs.Z2SHI). Wurden die SHR nun aber der Low-dose-Therapie unterzogen, so
stellten sich signifikante Unterschiede im Vergleich mit der Jungtierpopulation dar
(KSH vs. ESHIII). Dieses Ergebnis ldsst vermuten, dass es bei der unbehandelten
SHR im weiteren Verlauf doch noch zu einer signifikanten Steigerung der
Infiltratanzahl kommt oder die Low-dose-Therapie womoéglich die Entstehung
solcher Infiltrate im Vergleich mit der Placebogruppe fordert. Wurde die SHR
hingegen der High-dose-Therapie zugefiihrt, blieb eine Hiufung entziindlicher
Infiltrate sowohl bei der ersten Zwischensektion (ZSHII) als auch bei der
Endsektion (ESHII) aus. Ramipril in der Hochdosis kann also die Progredienz
entziindlicher Prozesse bei der SHR verhindern. Bei der unbehandelten SHR-SP
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fand sich nun schon zum Zeitpunkt der zweiten Zwischensektion eine deutliche
Infiltratszunahme im Jungtiervergleich (KSP vs. Z2SPI). Der massive Hochdruck
der SHR-SP fiihrt, anders als der vergleichsweise niedrige Blutdruck der SHR,
unbehandelt bis zur zweiten Zwischensektion zu einem deutlichen Anstieg
entziindlicher Infiltrate. Wurde dieses Tier aber nun high-dose-behandelt, blieben
diese entziindlichen Verdnderungen aus. Die Low-dose Therapie vermochte hier
keinen Einfluss auf den Progress der entziindlichen Verédnderungen auszuiiben. Bei
der Untersuchung der Jungtiergruppen war kein Unterschied beziiglich der
Infiltrationsanzahl feststellbar, weshalb wir die Meinung vertreten, dass die
Manifestation dieser Verdnderungen zu einem spiteren Zeitpunkt stattfindet. Der
Vergleich der drei unbehandelten Ratten bei der zweiten Zwischensektion zeigte,
dass nur die SHR-SP deutliche Veridnderungen aufwies (Z2WI vs.Z2SHI vs.Z2SPI).
Ein Ergebnis, welches die Vermutung untermauert, dass der massive
Bluthochdruck schon hier seine Konsequenzen zeigt, der vergleichsweise milde
Hochdruck der SHR erst spiter zu einer entziindlichen Schadigung des
Rattenherzens fiihrt. Die High-dose-Ramiprilbehandlung brachte bei beiden
Hochdruckgruppen ein dhnliches Ergebnis. Beide Tiergruppen profitieren somit in
gleicher Weise von dieser Therapie. Low-dose gegeben, fithrte das Medikament
lediglich bei der SHR-SP, nicht hingegen bei der SHR zu einer signifikanten
Protektion des Myokards.

3.11. Verinderungen der Apoptosezahl

Der Nachweis apoptotischer Zellen gelang mittels Immunfluoreszenz. Die im
apoptotischen Untergang befindliche Zelle stellte sich hierbei kréftig fluoreszierend
dar. Es waren fast ausschliellich extramyozytire Zellen, also in der Hauptsache
Fibroblasten, Endothelzellen und Granulozyten, die sich anfidrben lielen, demnach
also dem Prozess der Apoptose unterworfen waren. Zudem war deren Anzahl eher
gering. Auffallend war zudem, dass diese Farbemethode zusétzlich Lipofuszin, das
Alterspigment, darstellen konnte.
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Abbildung 25: Anzahl apoptotischer Zellen

Aus der Tabelle geht hervor, dass bei gesunden unbehandelten Tieren die Anzahl
apoptotischer Zelluntergéinge mit dem Alter nicht zunimmt (s. Abb. 25, KW vs.
7Z2WI, sowie Signifikanztabelle). Die Apoptose scheint also kein zwangslaufiger
Prozess im Rahmen der Alterung zu sein. Auch bei der unbehandelten SHR kann
die Apoptose nicht in Zusammenhang mit dem Zelluntergang gebracht werden
(KSH vs.Z2SHI). Bei der high-dose-behandelten SHR konnte bis zur ersten
Zwischensektion eine signifikante Zunahme der Apoptosezahl nachgewiesen
werden (ZSHII), wobei sich im weiteren Verlauf bis zum Zeitpunkt der Endsektion
die Anzahl der apoptotischen Zelluntergidnge wieder deutlich reduzierte (ESHII). Es
scheint, dass Ramipril in der hohen Dosierung und iiber einen ldngeren Zeitraum
eingenommen die Anzahl der Zellen, die dem apoptotischen Zelluntergang
unterliegen, reduzieren kann.

Diese Annahme wird dadurch untermauert, dass die Low-dose-Behandlung der
gleichen Ratte zu einer deutlich hoheren Anzahl apoptotischer Zellunterginge im
Vergleich mit den High-dose-Tieren fithrte. Man kann also von einem merklichen
Benefit der High-dose-Behandlung im Vergleich zur Low-dose-Behandlung
sprechen. Bei der SHR-SP, also der Ratte mit dem massiven Bluthochdruck, kam es
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ohne Therapie bis zur zweiten Zwischensektion zu einer eindeutigen, also
signifikanten Haufung der apoptotischen Zelluntergénge (KSP vs. Z2SPI). Dieses
Ergebnis liefl sich bei der unbehandelten SHR nicht nachweisen. Der Grad der
apoptotischen Zellschiadigung scheint somit direkt mit der Hohe des Blutdrucks zu
korrelieren. Wurde nun die SHR-SP high-dose-behandelt blieb die Zunahme der
Apoptosezahl analog der SHR aus (KSP vs. ESPII). Anders als bei der SHR
vermochte sogar die Low-dose-Therapie den Anstieg im Vergleich mit den
placebobehandelten Tieren zu verhindern. Dieses Ergebnis wurde durch den
direkten Vergleich beider Behandlungskonzepte bestatigt (ESPII vs. ESPIII).

Eine weitere Frage im Zusammenhang mit der Apoptose schien uns ebenfalls
interessant. Wann manifestiert sich die hypertensive Schidigung der Zellen,
nachweisbar an den apoptotischen Untergéngen? Zur Kliarung dieser Frage fiihrten
wir einen Vergleich der drei unbehandelten Rattengruppen schon zu einem frithen
Zeitpunkt, ndmlich dem ersten Lebensmonat durch (KW vs. KSH vs. KSP). Hierbei
bemerkten wir jedoch keine Unterschiede beziiglich der Apoptoseanzahl. Der
Zelluntergang zeigt sich demnach spéater. Diesen Vergleich fithrten wir bei
unbehandelten Tieren zum Zeitpunkt der zweiten Zwischensektion erneut durch.
Jetzt konnten wir allerdings einen signifikanten Unterschied der beiden
Hochdruckpopulationen, also der SHR und der SHR-SP im Vergleich mit der
Wistar-Kyoto-Ratte nachweisen. Der Vergleich high-dose-behandelter SHR vs.
high-dose-behandelter SHR-SP zeigte ebensowenig einen Unterschied, wie derselbe
Vergleich mit der Low-dose-Behandlung. Dies ldsst den Schluss zu, dass beide
Hochdruckpopulationen im gleichen Mafle von der High-dose- bzw. Low-dose-
Therapie profitieren.
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4, Diskussion

4.1. Fibrose / Herzhypertrophie

Die Schéaden, die die Hypertension am Rattenmyokard hinterliasst, sind
mannigfaltig und bereits gut beschrieben. Sie stehen in engem Zusammenhang mit
der Hohe des einwirkenden Blutdrucks sowie der Dauer dieser schiddigenden
Exposition. Folglich fanden wir auch die gravierendsten Befunde bei der
Endsektion der Hochdruckratten. Bei der SHR ist bekannt, dass bei ihr mit
kardiovaskuldren Komplikationen etwa ab dem Alter von 15 Monaten zu rechnen
ist. Dabei erliegt sie hauptsédchlich dem Kammerflimmern, welches durch sich
hdufende Mikroinfarkte und einer damit verbundenen Herzinsuffizienz bedingt
ist 10,11, Gleiches gilt fiir die SHR-SP, nur mit frither einsetzender Manifestation.
Wir sahen, dass auch die alternde Wistarratte Verdnderungen im Sinne einer
Myokardschadigung zeigte. Es scheint, wie schon Roffe am menschlichen Herz
feststellte, dass der physiologische Alterungsprozel3 auch bei der Ratte mit
entsprechenden Gewebsveridnderungen einher zu gehen scheint 12,

Der Erfolg der Behandlung mit einem ACE-Hemmer hinsichtlich der Inhibition der
druckbedingten linksventrikularen Herzhypertrophie wurde in vielen Studien
erhoben 13-15, Erkliart wird die Verhiitung der hochduckbedingten Hypertrophie
durch den ACE-Hemmer hauptséichlich durch eine mit der Einnahme verbundenen
Synthesereduktion von Angiotensin II 16, Zusitzlich nimmt man an, dass die
Regression der linksventrikuldren Hypertrophie und die damit verbesserte kardiale
Funktion auch durch sog. ,,Endothelium Derived Kinins“ mitverursacht wird 17.18,

Epidemiologische Studien haben gezeigt, dass Patienten, die an arterieller
Hypertonie mit konsekutiver linksventrikuldrer Hypertrophie leiden, einen
Myokardinfarkt schlechter tolerierten als solche, die einen Myokardinfarkt

entwickelten und keine hypertoniebedingte linksventrikuldre Hypertrophie zeigten
19-21

Linz sah, dass Ratten mit der gleichen Konstellation, wie eben erwidhnt, eine
hohere Mortalitdt im Zusammenhang mit einem Myokardinfarkt hatten als solche
ohne Hochdruck. Er konnte nachweisen, dass die Behandlung mit dem ACE-
Hemmer Ramipril die Postinfarktmortalitdt der Hochdruckratte signifikant
reduzieren konnte 22. Der giinstige Effekt des ACE-Inhibitors auf die
Uberlebensrate nach Myokardinfarkt konnte weiterhin durch groBangelegte
klinische Studien wie die SAVE 23 oder AIRE 24 Studie nachgewiesen werden.
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Hier konnten wir ebenfalls eindeutige Beweise fiir den kardioprotektiven Effekt des
ACE-Inhibitors finden. Bei den unbehandelten oder unzureichend behandelten
Hochdruckratten sahen wir eine mit einer Kollagenfaservermehrung einhergehende
Zunahme von Myozytennekrosen, d.h. die fortschreitende Entwicklung einer
sogenannten Ersatzfibrose. Die Kollagenfaservermehrung ist es, die in ihrer
Gesamtheit dann als Herzhypertrophie imponiert.

Weshalb es zu dem eben erwidhnten druckbedingten Myozytenuntergang kommt, ist
bis heute nicht geklirt 25. Der Zusammenhang zwischen der Nekrose und einer
damit in Verbindung stehenden Kapillardichtenabnahme kénnte hier nach Marcus
eine Rolle spielen 26, Als mogliche Erkldrung wire aber auch aus unserer Sicht
denkbar, dass durch sich vergriéfBernde Fibrosebeete die Strecke zwischen der
Kapillare und dem Myozyt allméhlich zu grofl und im Gefolge die Nahrstoff- und
Sauerstoffversorgung damit zu schlecht wird.

Auffallend war bei den untersuchten Ratten weiterhin das Auftreten interstitieller
Odeme, die in Anzahl und Ausprigung mit der Schidigung des Myokards
korrelierten. Im Rahmen vorangehender Arbeiten konnte nachgewiesen werden,
dass das interstitielle Odem der Fibrose, d.h. der Kollagenfaservermehrung
vorausgeht, und die Fibrose hauptséichlich perivaskuléir ihren Anfang nimmt 27-30,

Die sich im weiteren Verlauf des hypertensiven Krankheitsprozesses entwickelnde,
letztlich dekompensierte Herzinsuffizienz ist dann durch eine Gréf3enabnahme der
Myofibrillen, durch deren Degeneration sowie Auflosen charakterisiert 31. Das
Auflosen der Fibrillen durch die Gewebsnekrose bedingt dann sowohl eine
Proliferation der Fibroblasten, als Grundvoraussetzung der
Kollagenfaservermehrung, als auch eine Myozytenhypertrophie 29. Dieser Prozess
stellt somit eine Kompensierung des Organismus dar, der zugrundegegangene
Zellen durch Kollagen ersetzt.

Die Myozytenhypertrophie kann man allerdings auch unter physiologischen
Bedingungen antreffen und zwar wiahrend des schnellen Wachstums des Herzens in
der frithen postnatalen Entwicklung. Sie verlangsamt sich allm&dhlich mit der Reife
des Organismus. Hudlicka fand ein Kardiomyozytenwachstum bei gesunden
Altersherzen und folgerte, dass das potentielle Herzmuskelzellwachstum nie
erlischt 32, Insbesondere unter pathologischen Bedingungen kann dieses Potential
reaktiviert werden. Substanzen, tiber die das Wachstum von Herzen vermittelt
wird, sind beispielsweise Schilddriisenhormone, Katecholamine oder aber Hormone
des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS).

Die Herzhypertrophie entwickelt sich beim Gesunden durch korperliches Training.
Sie kann aber auch auf dem Boden eines pathologischen Geschehens, wie durch
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eine Volumen- bzw. Drucksteigerung im kardialen System entstehen. Dabei kann
die Hypertrophie durch zweierlei Mechanismen verursacht sein. Einmal durch die
direkte Aktivierung des RAAS, zum anderen als Antwort auf die
Kardiomyozytendehnung, wobei diese Dehnung moglicherweise wiederum zur
RAAS-Aktivierung fithrt. Beides miindet in der Stimulierung frither Oncogene
(c-fos, c-jun, c-myc). Sadoshima & Izumo veroffentlichten 1993 eine Arbeit, wonach
es bei kultivierten Kardiomyozyten neonataler Ratten durch die Verabreichung von
Angiotensin II und dessen Bindung am Angiotensin II Typl-Rezeptor zu einer
Hypertrophie gekommen war. Gleichzeitig sahen sie eine iiber das gleiche Signal
stattfindende Hyperplasie, also eine echte Zellzahlzunahme bei kultivierten
kardialen Fibroblasten. Des weiteren konnte dieses Forscherteam den Nachweis
antreten, dass eine auf kultivierte Kardiomyozyten ausgeiibte Volumenbelastung
zu einem signifikanten Anstieg des von den Kardiomyozyten gebildeten
Angiotensins II fiihrt 33,

Bekannt ist aullerdem, dass Angiotensin II eine Reihe von Proteinkinasen, die in
den Prozess des Zellwachstums involviert sind, aktivieren kann 32.

Xie beschrieb, dass die Gabe des ACE-Hemmers Temocapril zu einer Regression der
Kardiomyozytenhypertrophie der SHR-SP fiihrt 34.

Brilla fithrt die Regression der linksventrikularen Hypertrophie durch Lisinopril
teilweise auf den verstiarkten Kollagenabbau aufgrund einer Matrix-
Metalloproteinase-1 Aktivierung zuriick 35. Linz und Mitarbeiter sahen eine
Zunahme der Myozytenhypertrophie bei Hochdrucktieren, die im Falle der SHR
durch die Gabe von Ramipril vermeidbar ist 36.

Allgemein wird die Meinung vertreten, dass die Anzahl kardialer Myozyten in den
ersten zwei bis sechs Wochen nach der Geburt durch die stattfindende Zellteilung
zunimmt (Myozytenhyperplasie), anschlieBend aber kein Ersatz untergegangener
Myozyten durch Zellteilung mehr stattfinden kann. Im alternden Herzen kommt es
zu einer Abnahme der Herzmuskelzellzahl und parallel dazu zu einer Zunahme
interzellularen Gewebes. Die Myozytengrofle steigt an. Durch die altersbedingte
Herzhypertrophie, die sowohl das gesamte Herz als auch die Einzelzelle betrifft
(Myozytenhypertrophie), steigt letztlich auch die totale Myozytenmasse, also das
Kompartiment, das aktiv am Kontraktionsprozess beteiligt ist 12.

Xie sah sowohl eine Reduzierung der Myozytenquerschnittsfliche der SHR-SP als
auch eine Reduzierung der linksventrikuldren Masse, insofern die hypertensiven
Ratten mit dem ACE-Hemmer Temocapril behandelt wurde 34. Dies ldsst den
SchlufBl zu, dass der ACE-Hemmer die Regression der Herzhypertrophie iiber
mindestens zwei Mechanismen bewerkstelligt. Einmal durch Reduktion der Griéfie
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des einzelnen Kardiomyozyten, des weiteren durch Umkehr der Angiotensin II

getriggerten Zunahme von Proteinen der extrazelluldren Matrix.

Die Herzhypertrophie, die zunédchst v.a. den linksventrikuldren Anteil betrifft, ist
beim Menschen wie bei der Ratte mit einer signifikanten Risikozunahme kardialer
Arrhythmien 37 und des plétzlichen Herztodes 20 vergesellschaftet. Klinische Daten
belegen, dass die Reduktion der linksventrikuldren Hypertrophie die Prognose
dieser Hochdruckpatienten verbessert 38.

Die linksventrikuldre Hypertrophie ist als Kompensierung der erhohten
mechanischen Belastung des Herzens zu verstehen. Durch Massenzunahme
versucht der Organismus den geforderten Druck aufzubringen. Wird hierbei jedoch
ein bestimmter Grenzwert uberschritten - beim Menschen spricht man vom
kritischen Herzgewicht, welches bei etwa 500 Gramm liegt - so reicht die das Herz
versorgende Sauerstoff- und Nidhrstoffmenge nicht mehr aus, die Muskulatur
adaquat zu versorgen. Der limitierende Faktor ist hierbei die Gefal3versorgung des
Organs. Die Diffusionsstrecken zwischen Gefafl und Myozyt werden zu grof3. Die
Massenzunahme geht nun mehr und mehr auf Kosten der Pumpfunktion. Die sich
entwickelnde Herzinsuffizienz wird dadurch verstidrkt, dass neben der
Vergrolerung des Einzelmyozyten (Myozytenhypertrophie) eine qualitative und
quantitative Verdnderung der extrazelluldiren Matrix (EM) stattfindet. Die 80
Kollagentypen, die die grofiten Proteine der EM des Herzens darstellen, tragen
hauptsiachlich zur mechanischen Stabilitat durch gleichméfBlige Verteilung der
einwirkenden Krifte und zur funktionellen Integritiat des Gewebes bei. Neben der
strukturellen Rolle des Kollagens reguliert es die Néahrstoffversorgung des
Gewebes, bindet Wachstumsfaktoren und bestimmt den Phénotyp der Zelle 39. In
den letzten Jahren riickte das Remodeling, also die Umbauprozesse der kollagenen
Matrix, die im Zusammenhang mit der hypertensiven Herzerkrankung stehen oder
aber auch nach dem Myokardinfarkt gesehen werden, zunehmend in das Interesse
vieler Forscher 40-48, Die fortschreitende druckbedingte Kollagenfasereinlagerung,
die letztlich zu der sogenannten Steifigkeit (=Stiffness) des Ventrikels fiihrt, kann
seine ohnehin schlechte Funktion durch eine damit verbundene diastolische
Fiillungsbehinderung verstirken (Compliancel) 49,50,

Die diastolische Dysfunktion macht sich bei der druckbedingten Herzhypertrophie
starker bemerkbar als die systolische 51. Aus dieser diastolischen Insuffizienz
entwickelt sich im weiteren Verlauf letztlich auch eine systolische. Im Endstadium
der hypertensiven Erkrankung ist das Herz nicht mehr in der Lage, die vom Koérper
benotigte Auswurfleistung zu erbringen. Der Blutdruck fillt. In diesem Stadium
der Erkrankung spricht man von einer geképften Hypertonie. Aus der zunéichst
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entstandenen druckbedingten Herzhypertrophie hat sich im weiteren Verlauf eine

Herzinsuffizienz mit all ihren Konsequenzen entwickelt.

Seit einigen Jahren versteht man nun die Zusammenhénge, die zwischen der
Herzhypertrophie einerseits und der Aktivierung des RAAS andererseits bestehen
immer besser. Zuvor war man davon ausgegangen, dass diese Kaskade sich
gegenseitig freisetzender Substanzen lediglich zur Gegenregulation eines in der
Niere registrierten Blutdruckabfalls dient. Im juxtaglomeruldren Apparat der Niere
kommt es dann zur Freisetzung der Protease Renin, die ihrerseits wiederum
Angiotensinogen in Angiotensin I iiberfithrt. Das Angiotensin-Converting-Enzyme
(ACE) spielt eine weitere zentrale Rolle dieses Substanzenverbundes. Es fungiert
als Enzym und fiihrt neben der Umsetzung von Angiotensin I in das wirksame
Angiotensin II zusédtzlich zu einem verstarkten Abbau des Vasodilatators
Bradykinin 52,53, Daneben verstiirkt es den Abbau der Substanz P sowie bestimmter
Enkephaline 5455, Die im Rahmen dieser Aktivierung freigesetzte Substanz
Angiotensin II wirkt systemisch als stiarkster endogener Vasokonstriktor und ist
hier 40 mal stiarker in seiner vasokonstriktorischen Wirkung als Noradrenalin. Es
wirkt iiber die Bindung entsprechender Rezeptoren der Gefalwand und fiithrt iiber
eine Querschnittsverengung der Gefille zu einer Anhebung des Blutdrucks. Das
Aldosteron, als Mineralocorticoid der Nebennierenrinde, wird als Endprodukt
dieser Kaskade betrachtet. Es verstarkt die Blutdruckanhebung durch
Natriumretention in der Niere, wobei Wasser passiv ins Gefiaf3lumen folgt und
dadurch das zirkulierende Plasmavolumen erhéht wird. Heute ist neben dieser
systemischen Funktion des RAAS auch eine gewebsstindige Wirkung bekannt,
wobei der Hauptfaktor das Angiotensin II zu sein scheint. In vitro Experimente mit
Fibroblasten adulter Ratten haben gezeigt, dass die Hormone des RAAS
(Angiotensin II und Aldosteron), die in den Fibroblasten stattfindende
Kollagensynthese stimulieren und Angiotensin II zuséitzlich die Aktivitiat des
kollagenabbauenden Enzyms Metallo-Proteinase-1 supprimiert, was einer
Kollagendeponierung gleichkommt 56,57,

Johnston und Mitarbeitern sahen eine erhéhte ACE Aktivitit bei der myokardialen
Hypertrophie, wie sie im Rahmen des Remodelings nach Myokardinfarkt auftritt 58.
Wahrscheinlich grindet auch die linksventrikuldre Hypertrophie der hypertensiven
Herzerkrankung auf diesem Mechanismus.

Die Umsetzung dieser Kollagenablagerung findet iiber die erwdhnten Rezeptoren
statt, die Lin bereits im Jahre 1970 im Herzen beschrieb 59. Uber sie werden neben
den physiologischen auch gegebenenfalls pathophysiologische Vorgénge gesteuert.
Man kennt heute zwei Angiotensin II Rezeptoren: den Angiotensin II Typl-
Rezeptor sowie den Angiotensin II Typ-2 Rezeptor. Uber 90% der bekannten
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Angiotensin II Wirkungen sind Rezeptor 1 vermittelt 60. Die Signaliibertragung
erfolgt hierbei iiber die G-Protein vermittelte Bildung eines second messengers (z.B
Inositoltriphosphat, cAMP oder auch Phosphokinase C) 5.61-63,

Baker erkannte die Bedeutung des Angiotensin II als eine Art Wachstumsfaktor fiir
das Herz. Er machte 1992 die Beobachtung, dass es zu einer Regression einer
entstandenen Herzhypertrophie durch die Gabe eines ACE-Inhibitors kam ¢4, Xie
konnte nachweisen, dass die orale Gabe des ACE-Hemmers Temocapril die
Plasmakonzentration von Angiotensin II der SHR-SP signifikant reduzieren
konnte 34.

Weiterfithrende Studien an Tieren lielen vermuten, dass Angiotensin II einen
direkten wachstumsférdernden Effekt auf Myozyten hat und dies unabhéngig von
der hiamodynamischen Nachlaststeigerung dieser Substanz 6567, Sen erbrachte
durch die Verabreichung des Vasodilatators Hydralazin den Beweis, dass die
Blutdrucksenkung allein nicht fiir die Regression der linksventrikulédren
Hypertrophie der SHR-SP verantwortlich gemacht werden kann, da sie hierdurch
ausblieb 49. Bestitigt wurde diese Hypothese durch Versuche an kultivierten
Myozyten von Hiithnerembryonen 68. Booz untersuchte kultivierte neonatale
Rattenmyozyten und fand, dass iiber den Angiotensin II Typ-1 Rezeptor das
Wachstum der Myozyten stimulierbar ist, gleichzeitig kam er zu dem Ergebnis,
dass iiber den Angiotensin II Typ-2 Rezeptor ein gegensitzlicher Effekt vermittelt
wird 69,

Beispiele fiir die Wirkung des Angiotensin II auf das Herz-Kreislaufsystem:
¢ Vasokonstriktion durch Bindung an Gefa3muskelzellen,
¢ Apoptose, wahrscheinlich durch Bindung am Angiotensin II Typ-1 Rezeptor,

¢ Regulation des Kollagenturnover (iiber den Angiotensin II Typ-1 Rezeptor
gesteuert) durch Steigerung der Kollagensynthese, Induktion des
Fibroblastenwachstums und der Fibroblastenproliferation sowie Modulation der
Matrix-Metallo-Proteinase Aktivitit 57,70-72,

¢ Myozytenhypertrophie, sie scheint ebenfalls iiber Bindung am Angiotensin II
Typ- 1 Rezeptor modulierbar zu sein 73,

¢ Induzierung bestimmter Proto-Onkogene (c-fos, c-jun, junB, Egrl und c-myc),
welche dann wiederum a-Aktin und Wachstumsfaktoren aktivieren 33,

¢ Proliferation von Gefaflmuskelzellen der SHR und damit eine Verbreiterung der
Media bei kleinerwerdendem Gefiéf3lumen 74,
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Die untersuchten hypertonen Ratten unterscheiden sich in Art und Ausprigung der
hypertensiven Erkrankung nicht von Menschen mit diesem Krankheitsbild
(s. Abbildung 1) 75-77,

Von den Verdnderungen, die sowohl das hypertone Ratten- als auch das
menschliche Herz betreffen, sind es nun die fibrotischen Umbauprozesse, die von

uns nidher untersucht wurden.

Wie bereits dargelegt, fanden wir schon bei der alternden WKR deutliche
Veranderungen im Sinne eines fibrotischen Gewebsumbaus. Dies fithrte zu einer
Abnahme der Myozytenzahl. Es scheint, dass man solche Verdnderungen im
Gefolge altersbedingter Prozesse findet. Diese dann als physiologische
Veranderungen postulierten Prozesse diirfen demnach nicht als pathologische

Entwicklung missinterpretiert werden.

Roffe veroffentlichte 1998, dass das alternde Menschenherz, unabhéingig von
krankheitsbedingten Verdanderungen, bestimmte Charakteristika im Vergleich mit
Jungherzen aufweist. So fand sie einen Kardiomyozytenschwund, die Entwicklung
einer kardialen Fibrose sowie eine abnehmende Kapillardichte in den untersuchten
Altersherzen 12,

Wir sahen diese Ergebnisse bei unseren Rattenherzen bestétigt. Zum einen durch
die von uns durchgefithrte morphologische Gewebsbeurteilung, sowohl mittels HE-
als auch der Van-Giesonschen-Farbung, zum anderen auch durch die
Vimentindarstellung, die uns das Aufspiiren der Fibroblasten, also der
Kollagenproduzenten, ermoglichte.

Wir fanden auch vimentinmarkierte Myozyten im Herzgewebe der WKR, wenn
auch in geringerer Anzahl als bei den SHR bzw. SHR-SP. Dieser Sachverhalt kann
als Indiz fiir eine druckinduzierte Gewebsschddigung mit konsekutivem
Dedifferenzierungsprozess angesehen werden 9. Der schon bekannte und in der
Literatur mehrfach beschriebene Fibrosezuwachs der unbehandelten SHR, der
neben der zelluldren Groflenzunahme Ursache der Herzhypertrophie ist und im
Verlauf dann letztlich zur Herzinsuffizienz fithrt 11, wurde durch unsere
Untersuchungen ebenfalls belegt. Auch die von Brooks getroffene Aussage der
Inhibition der myokardialen Fibrose durch die Gabe eines ACE-Hemmers in der
hoheren Dosierung sahen wir bestitigt. Allerdings war zum Zeitpunkt der
Endsektion im Gegensatz zur ersten Zwischensektion der Effekt nicht mehr
nachweisbar, weshalb wir hier mehr von einer Verzogerung als einer Verhinderung
der myokardialen Umbauprozesse sprechen wollen. Auch der von Linz und
Mitarbeitern gemachten Beobachtung der Fibroseverhinderung ohne
Blutdrucksenkung durch die Niedrigdosisbehandlung mit Ramipril folgen wir 36. Zu
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erwahnen ist hier allerdings, dass die High-dose-Behandlung signifikant geringere
Fibrosierungsprozesse zur Folge hatte als die Low-dose-Behandlung. Dennoch war
die Niedrigdosisbehandlung der Placebobehandlung deutlich iiberlegen. Im Grof3en
und Ganzen lassen sich die getroffenen Aussagen auf die SHR-SP iibertragen. Von
Bedeutung erscheint uns die Feststellung, dass wir bereits bei den
Hochdruckjungtierpopulationen deutliche Verinderungen im Sinne einer Fibrose
feststellen konnten, wobei die SHR-SP die gravierendsten Verianderungen bot. Laut
Chen manifestiert sich die arterielle Hypertonie bei der SHR im Alter von 16-20
Wochen 78, Demnach kann man den Fibrosezuwachs unserer Jungtiergruppen nicht
auf die mit einem Bluthochdruck einhergehende mechanische Mehrarbeit des
Ventrikels zuriickfithren. Wegen der Eindeutigkeit der mittels Van-Giesonschen-
Farbung erhobenen Befunde gehen wir von einer sehr frithen Manifestation der
fibrotischen Verdanderungen bei den Hochdrucktieren aus.

4.2. VEGF

Wir untersuchten den Wachstumsfaktor VEGF, um die Hypothese zu iiberpriifen,
dass eine Verminderung dieses GefaBwachstumsfaktors fiir die Reduktion der
Kapillardichte verantwortlich sein konnte.

Die Entwicklung von Blutgefdf3en spielt eine zentrale Rolle bei einer Vielzahl von
physiologischen als auch pathologischen Prozessen in der embryonalen
Entwicklung und im erwachsenen Organismus. Vaskulogenese und Angiogenese
sind zwei unterschiedliche Mechanismen, die fiir die Neubildung von Gefidllen
verantwortlich sind. Unter Vaskulogenese versteht man die Differenzierung der
Endothelzellen von mesodermalen Vorlduferzellen, widhrend Angiogenese eine
GefiaBneuformation aus bestehenden Gefdllen meint. Bei der Vaskulogenese
entwickelt sich ein Gefafigeflecht aus Endothelzellkanélen, die im weiteren Verlauf
eine baumartige Struktur mit groBeren und kleineren Gefidllen einnehmen.
Angiogenese hingegen ist die Neubildung von Kapillaren entweder durch Sprossung
bereits bestehender oder aber durch das Aufsplitten am Ursprung eines
Gefdalles 7980, Beide Mechanismen sind an der Entwicklung des zirkulatorischen
Systems, der ersten funktionellen Einheit im sich entwickelnden Embryo
beteiligt 81. Die Erkenntnisse iiber die embryonale GefdBBentwicklung haben
wesentlich zum Verstdndnis der physiologischen und pathologischen Angiogenese
beim Erwachsenen beigetragen 82. In adulten Organismen ist die Angiogenese
essentiell fur den weiblichen Zyklus, fiir die Reparation, das Remodeling und die

Regeneration von Gewebe, wie sie beispielsweise im Rahmen von
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Wundheilungsprozessen ablaufen. Auller bei diesen physiologischen Prozessen
spielt VEGF auch eine tragende Rolle bei der Tumorangiogenese.

Der angiogenetische Prozess wird durch eine Reihe von Wachstumsfaktoren
gesteuert. Diese angiogenetischen Proteine wurden in den achtziger Jahren des 20.
Jahrhunderts entdeckt und isoliert. Sie werden in der Hauptsache von
Endothelzellen, daneben aber auch von inflammatorischen Zellen, Myozyten,
glatten Muskelzellen und Keratinozyten sezerniert 82. Sie kénnen die Migration,
Proliferation, proteolytische Aktivitidt sowie das Verhalten von Endothelzellen
beeinflussen 83. Die hohe Proliferationsaktivitéit der Endothelzellen wihrend der
Embryonalentwicklung steht im Kontrast zur aullergewéhnlich verminderten
Teilungsrate im gesunden erwachsenen Organismus 84. Bei pathologischen
Prozessen wie diabetischer Retinopathie, Arthritis, solidem Tumorwachstum und
Metastasenbildung kommt es hingegen durch die Freisetzung von entsprechenden
Wachstumsfaktoren zu einer ungewohnlich starken Aktivierung der
Endothelzellteilung, welches zum unkontrollierten GefiBwachstum beitriagt 85. Zu
den wichtigsten Wachstumsfaktoren zdhlt man den Vascular Endothelial Growth
Factor (VEGF), den Fibroblast Growth Factor (FGF), den Insulin Like Growth
Factor (IGF), den Plateled Derived Growth Factor (PDGF) sowie den Transforming
Growth Factor-beta (TGF-beta). Diese Faktoren teilen die Fahigkeit, mitogen auf
Endothel- und/oder auf glatte Muskelzellen von Gefidflen zu wirken, also deren
Zellteilung zu stimulieren. Zuséitzlich hemmen sie laut Spyridopoulos den
programmierten Zelltod (Apoptose) 86.87. VEGF, auch bekannt als Vascular
Permeability Factor (VPF), ist ein 34-46 kD groBles heparinbindendes
Glycoprotein 8890 das seinen angiogenetischen Effekt iiber die Bindung an
spezifischen Strukturen aus der Familie der Tyrosinkinasen-Rezeptoren
vermittelt 91.92, Die selektive Bindung an Endothelzellen wurde in vitro 93 als auch
in vivo 94 demonstriert. Unter den angiogenetischen Faktoren ist VEGF aufgrund
seiner Fahigkeit sowohl direkt als auch indirekt die Angiogenese zu beeinflussen,
und aufgrund seiner spezifisch auf Endothelzellen gerichteten mitogenen Wirkung
einzigartig 9596, Die Bildung neuer Blutgefidfle beginnt mit der Aktivierung von
Endothelzellen 97. Diese Aktivierung kann bedingt sein durch Dehnungs- bzw.
Scherkrifte, wie sie im Rahmen eines Bluthochdrucks auftreten. Die auf die
GefaBBwand einwirkenden Krifte fithren dazu, dass es zu einem Abreiflen der
Glycokalix auf der Luminalseite kommt. Dabei werden Substanzen wie der
Plasminogen-Aktivator oder Metalloproteinasen freigesetzt, welche dann die
Basalmembran aufbrechen, was letztlich die Endothelzellmigration und
Proliferation ermdoglicht 9899, In vitro Studien belegten dabei die Bildung von
Rohren, iiber die dann die GefidBneuorientierung vonstatten geht 100, In vivo
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fungiert VEGF zusitzlich als Regulator der GefalBpermeabilitit, welche im Rahmen
der Angiogenese eine tragende Rolle spielt 101,

Im Herzen kann die Zunahme des VEGF im engen Zusammenhang mit
hypoxischen Geschehnissen stehen 102-104, Man fand auch eine Zunahme des VEGF
im Zusammenhang mit einem akuten Myokardinfarkt 195, Es wird angenommen,
dass VEGF der Hauptinitiator der ischdmieinduzierten Gefafneubildung
ist 89,106,107 Seko erkannte, dass pulsatile mechanische Dehnung, die auf
kultivierte Rattenmyozyten ausgeiibt wird, die VEGF Sekretion sowie die mRNA
Expression von VEGF und von dessen Rezeptor hochregulieren kann. Diese VEGF-
Expression erklart sich teilweise durch Stimulierung via TGF-beta 108-111 T1,i und
Mitarbeiter vermuteten, das die VEGF Sekretion, die im Zusammenhang mit der
hypertrophiebedingten myokardialen Ischédmie auftritt, als Kompensationsversuch
des Organismus zu werten ist, in dessen Resultat die Angiogenese und damit die
Verbesserung der myokardialen Sauerstoffversorgung steht 108, Seko erkannte,
dass der Kardiomyozyt im Rahmen einer Hypoxie sehr schnell VEGF freisetzt und
diese Sekretion ein wichtiger Mechanismus zum Schutze der Herzmuskelzelle
selbst, beispielsweise vor einer Apoptose, darstellt 111, Dabei scheint es unerheblich
zu sein, ob der Grund der Hypoxie ein verschlossenes Gefidll oder aber eine
hamodynamische Uberlastung ist.

Die Tatsache, dass wir schon Verdnderungen bei den hypertensiven Jungtieren
fanden, legt die Vermutung nahe, dass die myokardiale Sauerstoffversorgung schon
zu einem recht frithen Zeitpunkt, ndmlich mit einem Monat, ein Defizit aufweist.
Im weiteren Verlauf der Erkrankung nimmt das Bestreben des Organismus, hier
durch eine VEGF vermittelte Angiogenese Abhilfe zu schaffen, zu. Die von Seko
gemachte Beobachtung der VEGF Mehrsekretion von isolierten Kardiomyozyten
unter Zugbeanspruchung scheint auf die Druckbelastung der Hochdruckratten
iibertragbar zu sein 111, Es gilt unserer Meinung nach die schon von Li geduBlerte
Feststellung, dass es durch die myokardiale Mehrbelastung zu einem
Sauerstoffdefizit kommt, welches der Korper durch eine verbesserte
GefiBversorgung zu kompensieren versucht 108,

4.3. Kapillardichte

Die Kapillarproliferation ist ein selten anzuztreffendes Phanomen des adulten
Sdugetierherzens 112, Generell ist das Kapillarwachstum beim erwachsenen
Individuum in der Regel nur in speziellen Gewebsarten, wie dem Ovar oder dem
Endometrium anzutreffen. Begriindet ist diese Tatsache in der auBlerordentlich
niedrigen Mitoserate von Endothelzellen.
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Eine geringere myokardiale Kapillardichte der SHR gegeniiber der WKR wurde von
Crismann beschrieben 113, Zu dem gleichen Resultat kamen auch Mattfeldt und
Unger 114,115, Tomanek postulierte eine geringere Kapillardichte der SHR (v.a.
subendocardial) gegeniiber normotonen Referenztieren 116, Frohlich veroéffentlichte
1991 eine Arbeit, in der er nachwies, dass das kapillare Wachstum, welches sich im
Zusammenhang mit der hypertoniebedingten linksventrikuldren Hypertrophie
einstellt, mit einer ebenfalls damit einhergehenden Zunahme der Muskelmasse
nicht Schritt hilt 117,

Fiir die physiologischen Verdnderungen wihrend des Wachstums der Wistar-Kyoto-
Ratte wird in der Literatur eine Abnahme, aber auch eine unveréidnderte
Kapillarzahl mit zunehmendem linksventrikuldrem Gewicht beschrieben 118-120,
Nach Roffe, die menschliche Herzen untersuchte, fithrt der Alterungsprozess per se
zu einem Riickgang der myokardialen Kapillardichte 12,

Bei den SHR mit linksventrikuldrer Hypertrophie wurde eine Induktion des
myokardialen Kapillarwachstums durch kérperliches Training festgestellt 113,

Clozel und Mitarbeiter veroffentlichten, dass Cilazapril zu einer Zunahme der
Kapillardichte von hypertensiven Ratten fiihrte 15. Unger applizierte spontan
hypertensiven Ratten Ramipril sowohl in einer Niedrigdosis (10 ugkg -d ), als
auch in einer Hochdosis (1 mg-kg -d ). Der Behandlungsbeginn erfolgte bereits in
utero. Bei der Sektion der Tiere im Alter von 20 Wochen konnte er nachweisen,
dass es in beiden Behandlungsgruppen zu einer merklichen Kapillar-
dichtenzunahme gekommen war. Hierbei ist erwdhnenswert, dass nur die
Hochdosistherapie bei ihm zu einer Reduzierung der linksventrikuldren Masse der
Ratten fiihrte 115,

Auch Xie wies eine Kapillardichtenzunahme, diesmal der SHR-SP, durch die
Verabfolgung von Temocapril nach. Er postulierte, dass eine ACE-Blockade durch
dieses Medikament Ursache der mit der Kapillardichtenzunahme verbundenen
Regression hypertrophierter Kardiomyozyten sei. Verstirkt wird diese Uberlegung
dadurch, das beide Phanomene, also die Kapillardichtenzunahme wie auch die
Regression der Kardiomyozytenhypertrophie durch die Applikation des
Antihypertonikums Hydralazin ausblieb. So implizierte er weiterhin, dass das
korpereigene Angiotensin II einen betridchtlichen Einflul auf Struktur und
Funktion des kapilldren Netzwerk ausiiben muss 34.

Neben der Ramiprilgabe kann das Defizit der myokapillaren Versorgung durch
Sympathektomie 121,122 die Langzeitgabe von Dipyridamol 123 oder aber durch
Nifedipine 124 verbessert werden.
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Generell ldasst sich sagen, dass es auch bei unseren WKR zu einem Riickgang der
Kapillardichte mit zunehmendem Alter kam. Die Literatur weist die hochsten
Kapillardichten bei 5 Wochen alten Ratten nach. Danach kommt es einer
Dichtenabnahme mit dem Alter und parallel dazu 2zu einer
Herzgewichtszunahme 114,

Ebenfalls erwdhnenswert ist die von uns gemachte Beobachtung einer Begrenzung
der myokardialen Gefafirarefizierung von SHR durch die Hochdosistherapie.
Allerdings fithrte die Placebobehandlung zum gleichen Ergebnis.

4.4. CD 45

Entziindung und Heilung sind fundamentale Abldufe im lebenden Organismus und
stellen die Eckpfeiler der Gewebsregeneration dar. Die entziindliche Antwort, die
innerhalb kurzer Zeit beginnt und die GefdBle mit einschliefft, kann durch eine
Reihe von pathologischen Ereignissen ausgelost werden. Zu nennen sind hier
mikrobiologische Infektionen, Chemikalien, Temperaturextreme, Antigen-
Antikorperkomplexe oder wie im Falle unserer Ratten durch mechanische
Faktoren. Sie fiihren dann letztlich zur Myozytennekrose und damit verbunden
zum entziindlichen ProzeB3. Die beteiligten Gefidlle setzen hierbei chemische
Mediatoren frei, die ihrerseits eine Vasodilatation bewirken und damit die
GefaBlpermeabilitdat erhéhen. Diese exsudative Phase der Entziindung, welche
durch ein Gewebsodem charakterisiert ist, wird begleitet durch die Aktivierung
bestimmter Regulatorproteine wie z.B. der Cytokine, die dann die Invasion
entziindlicher Zellen (polymorphkernige Leukozyten, Makrophagen), die
Fibroblastenproliferation sowie die Angiogenese stimulieren. Am Ende dieser
exsudativen Phase steht die Bildung eines Granulationsgewebes, welches in der
sich anschlieBenden fibrotischen Phase der Gewebsheilung durch eine stabile
Bindegewebsformation ersetzt wird. Anstelle der parenchymatosen Zellnekrose
findet sich eine bindegewebige Narbe, die dann die mechanische Integritiat des
Gewebes gewihrleistet. Weber nennt diese Art des Gewebsersatzes reparative
Fibrose 3. Das Vorliegen von entziindlichen Infiltraten bei den Hochdruckratten
lasst vermuten, dass die im Rahmen der druckbedingten Nekrose entstehenden
Gewebstrimmer durch einwandernde Leukozyten eliminiert werden. Inwieweit die
Leukozyten selbst am Untergang der Myozyten sowie am fibrotischen
Gewebsumbau beteiligt sind, ist noch unklar. Wir sahen die meisten leukozytiren
Infiltrate bei den am stiarksten geschadigten Tieren, also jenen, die unbehandeltem
oder unzureichend behandeltem Hochdruck ausgesetzt waren. Wir vertreten
demnach die Meinung, dass die Hohe des Blutdrucks, sowie dessen Wirkdauer in
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direktem Zusammenhang mit der Anzahl als auch der grofle der leukozytidren
Infiltrate steht. Ramipril kann hierbei wirkungsvoll den inflammatorischen
Veranderungen entgegen treten.

4.5. Apoptose

Unter Homoostase in einem Organismus versteht man in aller Regel eine Balance
von physiologischen und biochemischen Vorgidngen. Nicht vergessen darf man
allerdings in diesem Zusammenhang die Auf- und Abbauprozesse von Zellen bzw.
von Gewebe, also jene morphologischen Phianomene wie Hypertrophie, Involution
oder auch Atrophie, denen der Korper stadndig unterworfen ist. Diese
morphologische Balance stiitzt sich neben mitotischen Erscheinungen auch auf eine
Art des Zellunterganges, der vor nunmehr 45 Jahren von Glucksmann 125 und
einige Zeit spiter auch von Saunders 126 erstmals beschrieben wurde 127. Doch es
dauerte noch einige Zeit bis man erkannte, dass sogar der vollentwickelte
Organismus tagtiglich auf den sogenannten programmierten Zelltod angewiesen
ist. Diese grundlegende Vorstellung entwarfen der australische Pathologe Kerr und
seine schottischen Kollegen Wyllie und Curry in einer Arbeit, die 1972 erschien 128,

Die Bezeichnung, die fiir diese Art des Zellunterganges gewahlt wurde, kommt aus
dem Griechischen und lautet Apoptose. Das Wort setzt sich zusammen aus apo (ab,
weg, los) und ptosis (Senkung). Ubersetzt ist hiermit das Abfallen welker Blitter
gemeint, ein Vergleich, welcher den Unterschied zur Nekrose (abgeleitet von
griechisch nekrosis fiir Tod, T6tung, Absterben) verdeutlicht.

Die Apoptose stellt eine wichtige Form des physiologischen Zelltodes dar und ist
wiahrend der embryonalen und fétalen Entwicklung z.B. fiir die Riickbildung der
Miillerschen Géange beim méannlichen Embryo, bei der Ausbildung der Finger oder
aber bei der Schwanzriickbildung wéhrend der Metamorphose der Amphibien
verantwortlich 129, Im adulten Gewebe kommt die Apoptose ebenfalls vor und
iibernimmt hier mehr die Rolle eines Gegenspielers der Mitose zur Regulation und
Aufrechterhaltung von Zellpopulationen.

So erneuern sich die Zellen der Darmwandzotten oder die Zellen der Haut durch
eine apoptotische Regeneration. Auch fehlerhafte T-Lymphozyten oder
Uterusschleimhautzellen, die im Rahmen der Menstruation abgesto3en werden,
unterliegen diesem Prozess 128,130,131 Daneben gibt es noch eine uniiberschaubar
grofle Anzahl weiterer Vorgénge im lebenden Organismus, bei denen die Apoptose
eine tragende Rolle beim Zelluntergang und damit auch bei der Zellregeneration
spielt. Sogar bei einzelligen Organismen, deren Ursprung 1-2 Milliarden Jahre
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zuriickliegt, wurden nach Ameisen Merkmale beschrieben, die auf ein
Vorhandensein von Apoptose hinweisen 132,

Nach Raff scheinen alle differenzierten Zellen eines vielzelligen Organismus die
Moglichkeit der Aktivierung des Zellselbstmordes zu besitzen 133, Es gibt eine Reihe
bekannter innerer und &dulBlerer Faktoren, die zu einer Apoptose fiithren bzw.
dieselbe fordern. Zu nennen sind hier physiologische Aktivatoren (z.B. FAS-Ligand,
TGF-B, bestimmte Neurotransmitter, Entzug von Wachstumsfaktoren, Kalzium,
Glukokortikoide), initiierende therapeutisch wirksame Substanzen (z.B. bestimmte
Chemotherapeutika), energetische Strahlung wie Gamma-Strahlen oder UV-
Strahlen und manche Toxine (z.B. Ethanol, Amyloidpeptide). Des weiteren kann es
zu einer Apoptoseaktivierung durch virale und bakterielle Infektionen, Onkogene,
zytotoxische T-Zellen oder aber freie Radikale kommen. Sinn und Zweck dieser
Apoptoseinduktion ist die Eliminierung von Zellen, die im Uberschuss produziert
wurden, sich in eine falsche Richtung entwickelt haben oder aber einen genetischen
Schaden aufweisen, ohne aber dass es hierbei zu einer Zerstorung der
Gewebsstrukturen oder zu einer Funktionsbeeintrachtigung kommt, denn dann
wiren ja wieder die Kriterien der Nekrose erfiillt 131, Daneben sind aber auch
sogennante Apoptoseinhibitoren bekannt. Hier waren zunéchst physiologische
Substanzen wie best. Wachstumsfaktoren, neutrale Aminoséuren, Zink, Ostrogene
oder auch Androgene zu nennen. An pharmakologisch wirksamen
Apoptoseinhibitoren kennt man beispielsweise Phenobarbital oder
Hexachlorocyclohexane sowie Cysteinprotease-Inhibitoren. Daneben kennt man
auch bestimmte virale Gene, die einen hemmenden Einfluss auf die
Apoptoseentwicklung ausiiben (z.B. Adenovirus E1B, Baculovirus p35, Epstein-
Barr-Virus).

So notwendig der programmierte Zelltod fiir den Organismus ist, so problematisch
konnen aber auch Fehlsteuerungen sein. Offenbar kommen sie bei vielen
Erkrankungen vor, so z.B. bei viralen Infekten. Wahrscheinlich hingt das
Immunschwéiche-Syndrom AIDS mit einer Fehlsteuerung, in dem Falle einer
iiberméfligen Apoptosehaufigkeit von Immunzellen, zusammen. Daneben wird bei
bestimmten Autoimmunerkrankungen wie dem systemische Lupus erythematodes
oder der rheumatoiden Arthritis eine anhaltende Apoptosestimulation gesunder
Korperzellen angenommen. Ebenfalls erwdhnen sollte man in diesem
Zusammenhang eine Beteiligung der Apoptose bei degenerativen Erkrankungen
wie der Osteoporose, der Alzheimerschen Erkrankung oder auch des Morbus
Parkinson - um nur einige zu nennen. Auch bei AbstoBungsreaktionen nach
Organtransplantationen sowie bei entziindlichen Prozessen oder der Narbenbildung
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scheint es zu apoptotischen Erscheinungen zu kommen, was diverse
Veroffentlichungen bestétigen 134-138,

Ein ganz anderes Problem liegt bei der Tumorentstehung vor. Dabei halten sich die
Zellen nicht an die Regel der Selbstzerstorung, sobald das eigentlich erforderlich
wire. Neben der Eigenschaft sich iberméflig zu vermehren, gilt zunehmend als ihr
Charakteristikum, dass sie verlernt haben zu sterben.

Eine Besonderheit der Apoptose haben biochemische Untersuchungen Ende der
siebziger Jahre enthiillt: Das Chromatin erscheint oft in Fragmente einer
charakteristischen GréBlenverteilung zerbrochen, denn beim Auftrennen der
Fraktionen in einem Gel an das ein Spannungsfeld angelegt wurde, ergibt sich eine
Serie von Querbanden mit leiterdhnlichem Muster, das sogenannte DNA-laddering.
Jede Sprosse entspricht einem Fragment bestimmter Griéfe. Das Chromatin
nekrotischer Zellen hingegen zeichnet eine Schmierspur, was auf ungeregelten
Zerfall hindeutet 136, Diese Tatsache ermoglichte es uns mit einem speziellen Kit (s.
Material & Methoden) diese charakteristischen Chromatinfragmente zu binden und
mittels eines Fluoreszenzfarbstoffes darzustellen. Dieses exzellente Verfahren stellt
damit einen hoch selektiven und eleganten Apoptosenachweis dar.

Entgegen den Beobachtungen, bei denen eine positive Korrelation zwischen dem
Bluthochdruck und der Zunahme apoptotischer Zelluntergidnge im Rattenmyokard
spontanhypertensiver Ratten gesehen wurde 139, konnen die darauf basierenden
Aussagen so nicht von uns getroffen werden. Wie bereits dargestellt, konnten wir
keine Zunahme apoptotischer Prozesse bei der unbehandelten SHR nachweisen.
Lag Apoptose vor, so waren es fast ausschliefllich Fibroblasten und intravasale
Zellen, die diesem Prozess unterworfen waren. Die Myozytenrarefizierung, die im
Gefolge der druckbedingten Zellschddigung auftritt und schlieBllich zur
Herzinsuffizienz fiihrt, scheint demnach wohl auf einem nekrotischen Prozess zu
basieren. Tan sah eine Zunahme nekrotischer Zelluntergidnge von Kardiomyozyten
durch die Verabreichung von Angiotensin II in nichtphysiologischen Dosen, die
unabhingig von dessen hypertensiver Wirkung war. Auch fand er, dass ein ACE-
Hemmer sowohl die angiotensininduzierte Nekrose der Herzmuskelzellen als auch
die Hypertension verhindern konnte 149,

Fiir den nekrotischen, nicht apoptotischen Untergang der Herzmuskelzellen spricht
auch die Tatsache, dass der nekrotische Zelluntergang im direkten Zusammenhang
mit entziindlichen Verdnderungen steht und wir diese Entziindungsreaktionen
mittels Markierung leukoytirer Zellen bestéitigt sahen. Interessanterweise fiithrt
die Hochdosistherapie der SHR mit Ramipril bis zur ersten Zwischensektion zu
einer deutlichen Zunahme der Apoptoserate, wobei im weiteren Verlauf, also bis
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zum Zeitpunkt der Endsektion, dieser Trend nicht mehr nachweisbar ist. Hier stellt
sich die Frage, ob die Therapie kurzfristig sogar die Apoptoseinduktion fordert.
Auch muss der therapeutische Nutzen der Behandlung bei diesem Tier in Frage
gestellt werden. Dennoch war die Niedrigdosisbehandlung der
Hochdosisbehandlung deutlich unterlegen, was die Placebobehandlung zeigt.

Die SHR-SP hat scheinbar einen eindeutig nachweisbaren Nutzen von beiden
Ramiprilbehandlungsoptionen. Demnach wird die apoptotische Schidigung des
Fibroblasten entweder durch die Hypertension oder durch die Aktivierung des
RAAS in Gang gesetzt und die Medikamentengabe fithrt moglicherweise direkt
iiber den Eingriff in das RAAS oder indirekt iiber die damit verbundene
Blutdrucksenkung zu einem Schutz des Fibroblasten vor dem programmierten
Zelltod.

Die Frage, zu welchem Zeitpunkt es zur Apoptoseinduktion kommt, konnten wir
ndherungsweise durch Sektionen zu verschiedenen Zeitpunkten beantworten. Die
unbehandelten Jungtiere zeigten noch keine Anzeichen einer Apoptosezunahme.
Sie wurde dann im Rahmen der zweiten Zwischensektion offenbar. Hier waren die
beiden Hochdruckpopulationen signifikant stiarker vom apoptotischen Geschehen
betroffen. Es muss wohl eine gewisse Dauer der Schiadigung vorliegen, bis es zum
Untergang des Fibroblasten kommt.

Um abschlielend eine Beurteilung abzugeben, ob nun die Apoptose einen
entscheidenden Einfluss auf den Untergang der Zellen im hypertensivgeschidigten
Rattenherzen hat, kommen wir im Falle des Kardiomyozyten zu dem Ergebnis, dass
apoptotische Verdnderungen hier keine Rolle zu spielen scheinen. Im Falle der
markierten Fibroblasten halten wir unsere Ergebnisse fiir nicht eindeutig genug,
um von einem apoptotisch induzierten Untergang sprechen zu kénnen, zumal sich

die Beweislage hier auf unterschiedliche Aussagen stiitzen miisste.
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5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss des Bluthochdrucks auf die
Morphologie des Rattenherzens untersucht. Zusatzlich konnten Aussagen dariiber
getroffen werden, ob die antihypertensive Behandlung mit dem ACE-Hemmer
Ramipril die hochdruckbedingten Umbauprozesse des Rattenmyokards verhindern
oder gar umkehren kann.

Lichtmikroskopisch bzw. immunhistochemisch wurden die Herzen von 60 Ratten

untersucht.

Drei Rattenpopulationen wurden fiir diese Studie gewahlt:
- normotensive Wistar-Kyoto-Ratten (WKR),

- Spontan-Hypertensive-Ratten (SHR)

- Spontan-Hypertensive-Ratten-Stroke-Prone (SHR-SP) .
Die Tiere wurden vor der Sektion behandelt:

- mit einem Placebo,

- Ramipril in subantihypertensiver Dosierung (10 ug-kg*-d™)

- Ramipril in antihypertensiver Dosierung (1 mg kg™d™)
Es wurden vier Sektionstermine gewéahlt:

- Sektion der Jungtiere (K),

- Erste Zwischensektion (Z),

- Zweite Zwischensektion (Z2),

- Endsektion (E).

Lichtmikroskopisch wurden die Rattenherzen im Anschluss an die Hamatoxylin-
Eosin-Farbung bzw. die Van-Giesonschen-Farbung untersucht. Wir ermittelten
hierbei den Grad der geweblichen Schidigung und bestimmten das Mal} des
fibrotischen Gewebsumbaus.

Die Immunhistochemie wurde mit Antikérpern gegen Kollagen VI, Vimentin,
VEGF, PDGF, und CD 45 LCD durchgefiihrt.

Zuséatzlich wurde die Apoptoserate durch ein der Immunhistochemie nahe
verwandtes Verfahren, des sog. TUNEL-Methode, bestimmt.

Wir kommen zu folgenden Ergebnissen:
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Es kommt im Verlauf des Lebens der unbehandelten gesunden Wistarratte zu
deutlichen myokardialen Umbauprozessen. Diese manifestieren sich teilweise schon
im Alter von einem Monat. Hier liegt die Schlussfolgerung nahe, dass der
Alterungsprozess per se mit einer degenerativen Gewebsverdnderung mit
pradominierender Gewebsfibrose einhergeht.

Der myokardiale Schaden, den beide Hochdruckpopulationen erleiden, ist in Art
und Auspriagung deutlicher als bei den Wistartieren. Hierbei ist der Grad der
Schadigung abhéngig von der Hohe und der Dauer des Blutdrucks.

Die Manifestation der hypertensiven Herzschiadigung erfolgt schon bei den
Jungtieren. Gravierende Befunde lassen sich jedoch erst bei den erwachsenen

Tieren nachweisen.

Die Anzahl von vimentinpositiven Myozyten steigt sowohl mit der Hoéhe des
Blutdrucks als auch mit der Dauer des hypertensiven Krankheitsgeschehens.
Dieser Dedifferenzierungsprozess kann als Parameter fiir das Mal} der kardialen
Schéadigung herangezogen werden.

Der Querdurchmesser der Myozyten steigt sowohl mit der Hohe des Blutdrucks als
auch der Wirkdauer der Hypertonie.

Das Mal} der gewebliche Markierung von VEGF steht im direkten Zusammenhang
mit dem Grad der hypertensiven Herzschadigung. Je stiarker der myokardiale
Schaden, desto hoher die VEGF-Konzentration im Gewebe. Das Ergebnis lasst sich
auf die Hochdruckjungtiere iibertragen.

Beziiglich der myokardialen Kapillardichte kommen wir zu dem Ergebnis, dass es
mit zunehmendem Alter der Tiere zu einer Abnahme der Kapillardichte kommt.
Dieser Prozess wird moduliert sowohl durch die Hohe als auch die Dauer der
Hypertension.

Die Dauer und die Auspridgung des Bluthochdrucks spiegeln sich in Gréfle und
Anzahl von leukozytaren Infiltraten wider.

Der apoptotische Zelluntergang spielt beim hochdruckbedingtem
Myozytenuntergang keine Rolle. Die Herzmuskelzellen gehen hier vorwiegend
durch nekrotische Prozesse zugrunde.

AbschlieBend lasst sich sagen, dass Ramipril das Rattenherz vor diesen
druckbedingten Schiden schiitzt. Dabei ist die High-dose-Behandlung der Low-
dose-Behandlung iiberlegen.
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Die von uns konstatierten Befunde untermauern die sich in den letzten Jahren
herauskristallisierte Meinung, dass der Bluthochdruck nicht nur als Risikofaktor
fiir die Entstehung atherosklerotischer Verdnderungen des Gefallsystems
anzusehen ist, sondern auch unabhingig davon die Entstehung der
Herzhypertrophie begiinstigt. Umso wichtiger wird damit die friithzeitige und
suffiziente Behandlung der arteriellen Hypertonie. Aufgrund der Pathogenese
beider Krankheitsbilder halten wir die Verabreichung eines ACE-Hemmers bei
diesem Krankheitsbild fiir unerldasslich. Er wirkt nicht nur symptomorientiert
durch eine Minderung des Blutdrucks, sondern greift in das komplizierte Gefiige
des RAAS ein und verhiitet damit auch die Entstehung der Herzhypertrophie.
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