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Abstract 

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Etablierung der 2-Photonen-Mikroskopie (2PM) 

am Tiermodell der spontan hypertensiven stroke-prone Ratte (SHRSP), um die 

Pathologien der hypertensiven Arteriopathie (HA) intravital sowie postmortal 

darstellen zu können. Zusätzlich sollte getestet werden, ob der durch die HA 

induzierte Gefäßschaden ebenfalls die Entwicklung einer zerebralen 

Amyloidangiopathie (CAA) begünstigt.  

Für die Studie erfolgte die 2PM zur Darstellung der kortikalen Arteriolen mit Hilfe des 

fluoreszenzmarkierten Farbstoffes Dextran, die zerebrale Blutflussmessung sowie die 

intravitale Bildgebung mit dem Fluoreszenz-Farbstoff Methoxy-X04 zur Darstellung 

vaskulärer Amyloid-Ablagerungen. Postmortal erfolgte die histologische und 

immunhistochemische Untersuchung des Operationsgebietes auf das 

Vorhandensein einer HA und CAA. 

Es konnte gezeigt werden, dass die HA in der SRHSP initial durch einen 

Gefäßwandschaden (Stadium 1A) sowie eine Blutfluss-Reduktion (Stadium 1B) 

charakterisiert ist und in der Ausbildung nicht-okkludierender (Stadium 2) und 

okkludierender Thromben (Stadium 3) resultiert. Wistar-Kontrolltiere zeigten intravital 

ebenfalls einen Gefäßwandschaden, waren jedoch nicht durch die Ausbildung der 

späteren HA-Stadien charakterisiert. Zusätzlich wiesen etwa die Hälfte aller SHRSP 

vaskuläre Amyloid-Ablagerungen in Form einer CAA auf, die sich vornehmlich in 

Gefäßen mit unvollständigen bzw. vollständigen Gefäßverschlüssen (Stadium 2  

oder 3) darstellten. Die Daten deuten somit darauf hin, dass eine fortgeschrittene HA 

bei der CAA-Entwicklung eine entscheidende Rolle spielt und beide Krankheitsbilder 

eng miteinander verbunden sind. 
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1 Einleitung 
 

1.1 Hintergrund 

 

Die Demenz zählt heutzutage zu den häufigsten Erkrankungen, die vor allem im 

höheren Lebensalter auftreten. So leiden aktuell weltweit etwa 46,8 Millionen 

Menschen an Demenzerkrankungen; diese Zahl soll schätzungsweise auf 74,4 

Millionen Erkrankte im Jahr 2030 und sogar auf 131,5 Millionen im Jahr 2050 

ansteigen (Winblad et al. 2016; Wu et al. 2017). Damit verbunden sind enorme 

Kosten, einschließlich derer für medizinische und soziale Betreuung, die von jährlich 

etwa 604 Billionen US-Dollar im Jahr 2010 bereits auf 818 Billionen US-Dollar im 

Jahr 2015 angestiegen sind (Winblad et al. 2016; Wimo et al. 2017). Jüngste Zahlen 

weisen jedoch darauf hin, dass die Inzidenzen der Demenz – wahrscheinlich 

zurückzuführen auf einen gesünderen Lebensstil und ein höheres Bildungsniveau – 

rückläufig sind, sodass der erwartete Anstieg der Demenzkranken vornehmlich im 

demografischen Wandel und der Alterung der Bevölkerung begründet liegt (Prince et 

al. 2016; Satizabal et al. 2016; Derby et al. 2017). Zudem wird ein Rückgang der 

Demenzerkrankten besonders in den Industrieländern erwartet, wohingegen in 

Entwicklungs- und Schwellenländern eine Zunahme der Menschen mit 

Demenzerkrankungen vermutet wird (Winblad et al. 2016). Auch ethnische 

Unterschiede in der Häufigkeit der Erkrankungen sind beschrieben; so sind laut einer 

amerikanischen Studie ältere Afro-Amerikaner und Hispano-Amerikaner deutlich 

häufiger von einer Demenz betroffen als gleichaltrige weiße Personen (Alzheimer's 

disease facts and figures 2018). 
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1.2 Vaskuläre Demenz 

 

Die am häufigsten zu findende Form der Demenz ist die Alzheimer’sche Demenz 

(AD), gefolgt von der vaskulären Demenz (VaD) bzw. vaskulär bedingten kognitiven 

Beeinträchtigungen (engl. vascular cognitive impairment, VCI)  und Mischformen aus 

AD und VaD. Insgesamt machen diese 3 Formen über 80% aller 

Demenzerkrankungen aus (Busch 2011). Die AD ist häufig durch Gedächtnisverlust 

als frühes klinisches Symptom gekennzeichnet; in späteren Krankheitsstadien treten 

Verwirrtheit, Desorientierung, Verhaltensänderungen und letztendlich 

Einschränkungen der motorischen Fähigkeiten auf (Alzheimer's disease facts and 

figures 2018). Pathologisch wird die AD durch den Abbau der Nervenzellen und das 

Auftreten von (1) extrazellulären Ablagerungen des Amyloid-β (Aβ)-Proteins in Form 

von Amyloid-Plaques und (2) intrazellulären Ablagerungen des Mikrotubuli-

assoziierten Proteins Tau als neurofibrilläre Tangles charakterisiert (Selkoe 1991; 

Mattson 2004). Zudem wird im Gehirn von 85% - 95% aller AD-Patienten eine 

zerebrale Amyloidangiopathie (engl. cerebral amyloid angiopathy, CAA), d.h. die 

Ablagerung von Aβ in der Gefäßwand, identifiziert (Charidimou et al. 2017a).  

Im Gegensatz zur AD ist die VaD nicht vorrangig durch Gedächtnisdefizite sondern 

eher durch Störungen der Exekutivfunktionen (d.h. ein beeinträchtigtes 

Urteilsvermögen oder eine eingeschränkte Fähigkeit, Entscheidungen zu treffen, zu 

planen oder zu organisieren) sowie eine zugrunde liegende vaskuläre Hirnpathologie 

gekennzeichnet (Kalaria et al. 2016; Smith 2017). Diese Gefäßpathologie umfasst 

makroangiopathische Infarkte, mikroangiopathische Gefäßveränderungen wie 

Gefäßverschlüsse oder Mikroblutungen, Marklagerläsionen (engl. white matter 
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hyperintensities, WMH) sowie Mikroinfarkte (Iadecola 2013; Smith 2017; Alzheimer's 

disease facts and figures 2018). 

Als Mischdemenzen werden Demenzformen beschrieben, bei denen sowohl 

Alzheimer-typische Veränderungen als auch die der vaskulären Demenz zugrunde 

liegenden Gefäßpathologien zu finden sind (Abbildung 1). 

 

Die Pathologie der zerebralen Mikrovaskulatur, d.h. die zerebrale Mikroangiopathie, 

wird nicht nur für die VaD als Ursache sondern auch als beschleunigender Faktor für 

die Ausbildung kognitiver Defizite bei Vorliegen einer AD-Pathologie beschrieben 

(Busch 2011; Cai et al. 2015). Eine Zunahme des Verständnisses der 

Pathophysiologie der zerebralen Mikroangiopathie könnte demzufolge helfen, neue 

Präventions- und Therapieoptionen zu entwickeln – nicht nur für die VaD selbst, 

sondern möglicherweise auch für die AD und die Mischdemenzen. Die Konsequenz 

könnte eine Minderung der sozioökonomischen Belastung und eine Verbesserung 

der Situation der an Demenz erkrankten Personen und ihrer Angehörigen sein. 
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Abbildung 1: Formen der Demenz. 

 Die Alzheimer’sche Demenz, die vaskuläre Demenz und Mischdemenzen stellen die Hauptformen der 

diversen Demenzformen dar. 

Abbildung modifiziert nach (Akinyemi et al. 2013). 
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1.3 Die zerebrale Mikrovaskulatur 

 

Die Blutversorgung des Gehirns wird durch vier große Schlagadern gewährleistet:  

(i) die rechte und linke innere Halsschlagader (lat. Arteria carotis interna) sowie  

(ii) die rechte und linke Wirbelarterie (lat. Arteria vertebralis). Die von diesen Arterien 

versorgten vorderen und hinteren Hirnkreisläufe sind durch Anastomosen 

miteinander verbunden (lat. Circulus arteriosus cerebri Willisi). Weiterführend sind 

drei große Gehirnarterien für die Versorgung des Gehirns zuständig – die vordere, 

mittlere und hintere Gehirnschlagader (lat. Arteria cerebri anterior / media / posterior), 

die sich zu den perforierenden Arterien verzweigen und schließlich in den Arteriolen 

und dem Kapillarbett münden (Iadecola und Nedergaard 2007; Wardlaw et al. 2013a; 

Trepel 2015).  

Dem mikrovaskulären System des Gehirns werden kleine Arterien, Arteriolen sowie 

Kapillaren und Venolen mit einem Gefäßdurchmesser von ungefähr 5 µm bis 2 mm 

zugeordnet (Abbildung 2) (Pantoni 2010; Wardlaw et al. 2013a; Charidimou et al. 

2016b). Die Gehirne von Menschen und Nagetieren sind anatomisch ähnlich, was 

Ratten und Mäuse zu guten Modellen für die Untersuchung von Krankheiten des 

menschlichen Gehirns macht (Ellenbroek und Youn 2016). Für Ratten sind Kapillaren 

als kleine Blutgefäße mit einem Durchmesser von bis zu 10 µm und Arteriolen als 

Gefäße mit einem Durchmesser von 11 µm bis 75 µm beschrieben (Seylaz et al. 

1999; Itoh und Suzuki 2012). 

 

 

https://de.wikipedia.org/wiki/Circulus_arteriosus_cerebri
https://de.wikipedia.org/wiki/Thomas_Willis
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Abbildung 2: Gefäßdurchmesser zerebraler Blutgefäße. 

Der Maßbalken im oberen Diagramm zeigt eine logarithmische Darstellung des Gefäßdurchmessers 

der zerebralen Blutgefäße (Kapillaren, Arteriolen und Arterien). 

Abbildung modifiziert nach (Charidimou et al. 2016b). 

 

Sowohl beim Menschen als auch in der Ratte bestehen Kapillaren aus einer 

Endothelschicht und einer Basalmembran, an deren Außenwand Perizyten –  

kontraktile Zellen, die die Durchblutung der Gefäße regulieren – sowie 

Astrozytenendfüße anliegen. Arteriolen und Arterien gleichen im Aufbau den 

Kapillaren, weisen jedoch zusätzlich eine oder mehrere Schichten glatter 

Muskelzellen (Tunica Media) – kontraktile Elemente, die den Gefäßdurchmesser 

kontrollieren – auf. Des Weiteren ist bei Arterien im Vergleich zu Arteriolen auf 

beiden Seiten der Tunica Media zusätzlich eine Membran aus elastischen Fasern zu 

finden (Iadecola und Nedergaard 2007; Zlokovic 2008). 

Die Endothelzellen der Kapillaren sowie die Basalmembran der Blutgefäße und 

benachbarte Zellen inklusive Astrozyten und Perizyten bilden die Blut-Hirn-Schranke 

(BHS), die das umliegende Hirnparenchym vom Blut abtrennt. Eine funktionierende 

BHS gewährleistet einen kontrollierten Stoffaustausch zwischen Blut und Hirngewebe 
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und gleichzeitig die Aufrechterhaltung des „neuronalen Milieus“, sodass der 

problemlose Ablauf wichtiger Prozesse im Gehirn wie z.B. neuronale 

Signalübertragung, Angiogenese, Neurogenese und die Fernhaltung toxischer Stoffe 

ermöglicht werden kann (Zlokovic 2008; Abbott 2013; Wardlaw et al. 2013a; Trepel 

2015). Eine Störung der BHS ist durch den Austritt von Plasmaproteinen in die 

Gefäßwand und das umliegende Hirngewebe gefolgt von einer neuronalen 

Schädigung, der fehlerhaften Entfernung toxischer Substanzen, Transportstörungen 

sowie eine Aktivierung des Endothels mit nachfolgenden Entzündungsprozessen 

gekennzeichnet (Wardlaw et al. 2003; Zlokovic 2008). Diese Veränderungen können 

pathologischen Prozessen, die zu verschiedenen neurodegenerativen Erkrankungen 

wie AD, VaD oder der Parkinson-Krankheit beitragen, vorangehen, zur Entstehung 

der Krankheit beitragen oder diese sogar beschleunigen (Zlokovic 2008; Ueno et al. 

2016). 

 

1.4 Die zerebrale Mikroangiopathie 

 

Die sporadische zerebrale Mikroangiopathie ist ein häufig auftretendes Phänomen im 

alternden Gehirn und wird als eine der Hauptursachen für die Entwicklung von 

Schlaganfällen und einer (vaskulären) Demenz beschrieben (Pantoni 2010; Wardlaw 

et al. 2013a; Cai et al. 2015; Haffner et al. 2016). Die humane zerebrale 

Mikroangiopathie beschreibt dabei eine Mischung aus klinischen, kognitiven, 

bildgebenden und neuropathologischen Befunden, die auf einer pathologischen 

Veränderung des kleinen Gefäßsystems basiert (Wardlaw et al. 2013a; Pinter et al. 

2015; Haffner et al. 2016). Man unterscheidet im Wesentlichen zwei Formen der 
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sporadischen zerebralen Mikroangiopathie – die hypertensive Arteriopathie (HA) und 

die CAA (Pantoni 2010; Cai et al. 2015). 

1.4.1 Hypertensive Arteriopathie und zerebrale Amyloidangiopathie 

Die HA ist eine Gefäßerkrankung der kleinen Arterien, Arteriolen, Venolen und 

Kapillaren des Gehirns, die pathologisch durch eine Arteriolosklerose, fibrinoide 

Nekrose und Lipohyalinose charakterisiert wird. Diese degenerativen Veränderungen 

der kleinen Hirngefäße umfassen den Verlust der glatten Muskelzellen der Tunica 

Media, Gefäßwandverdickungen sowie die Verengung des Gefäßlumens durch 

Ablagerungen von hyalinem Material (Grinberg und Thal 2010; Pantoni 2010; 

Charidimou et al. 2016b).  

Die sporadische Form der CAA wird hingegen durch die Akkumulation von Aβ in der 

Tunica Media und Tunica Adventitia von kortikalen Arterien, Arteriolen und Kapillaren 

sowie den darüber liegenden leptomeningealen Gefäßen charakterisiert (Charidimou 

et al. 2012; Charidimou et al. 2016b). Histopathologisch weisen von einer CAA 

betroffene Gefäße ebenfalls Schädigungen wie eine Verdickung der Gefäßwand 

sowie eine Verengung des Gefäßlumens auf. Nach der anfänglichen Ablagerung von 

Aβ in der Tunica Media kommt es zur Aβ-Infiltration aller Schichten der Gefäßwand, 

was im Endstadium zur Zerstörung der Blutgefäße inklusive der scheinbaren 

Spaltung der Gefäßwand (engl. double barrelling), einer fibrinoiden Nekrose und zur 

Ausbildung perivaskulärer Mikroblutungen führt (Pantoni 2010; Biffi und Greenberg 

2011; Banerjee et al. 2016; Charidimou et al. 2016b).  
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Als Risikofaktoren für die Entstehung einer HA sind vornehmlich ein fortgeschrittenes 

Alter und eine arterielle Hypertonie beschrieben, doch auch Diabetes mellitus sowie 

Rauchen werden als Einflussfaktoren zur Ausbildung (mikro)vaskulärer Schäden 

aufgeführt (Pantoni 2010; Charidimou et al. 2016b; Haffner et al. 2016). Auch für die 

Entstehung einer CAA ist ein fortgeschrittenes Alter als entscheidender Risikofaktor 

beschrieben, jedoch scheint zusätzlich das Vorhandensein eines bestimmten 

Apolipoprotein E (ApoE) Genotyps (ApoE ε2 / ε4) eine entscheidende Rolle zu 

spielen (Biffi und Greenberg 2011; Schilling et al. 2013). So unterstützt das ApoE ε4 

Allel die vaskuläre Ablagerung von Aβ im Zuge einer CAA-Entstehung, wohingegen 

das ApoE ε2 Allel strukturelle Veränderungen der Amyloid-reichen Gefäße und 

folglich deren Anfälligkeit für eine Gefäßwandruptur begünstigt (Greenberg et al. 

1998; Viswanathan und Greenberg 2011). 

Bildgebende Verfahren sind zu Lebzeiten das wichtigste Diagnosekriterium zur 

Feststellung einer wahrscheinlichen HA und CAA. Die Diagnose einer definitiven 

CAA kann jedoch nur anhand histologischer Untersuchungen des betroffenen 

Hirngewebes im Rahmen einer Autopsie oder Hirnbiopsie erfolgen (Biffi und 

Greenberg 2011). Mittels Magnetresonanztomographie (MRT) lassen sich intravital 

verschiedene Merkmale der zerebralen Mikroangiopathie detektieren. Zu den 

hämorrhagischen Markern zählen unter anderem intrazerebrale Blutungen (IZB) 

sowie zerebrale Mikroblutungen (ZMB). Sowohl die IZB als auch die ZMB sind im 

Falle einer CAA strikt lobär lokalisiert und bei einer HA eher in den tiefen 

Hirnregionen (Basalganglien, Thalamus, Hirnstamm) zu finden (Wilson et al. 2014; 

Charidimou et al. 2016a; Charidimou et al. 2017b). Die nicht-hämorrhagischen 

Marker dagegen umfassen kleine subkortikale Infarkte, Lakunen, Mikroinfarkte, WMH 
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sowie erweiterte perivaskuläre Räume (PVR). Kleine subkortikale Infarkte sowie das 

Auftreten multipler Lakunen in tiefen Hirnregionen werden mit einer HA in Verbindung 

gebracht, eine Assoziation mit einer CAA ist dagegen nicht typisch (Charidimou et al. 

2016b). Mikroinfarkte, die durch ihre geringe Größe von maximal 1 mm nur in der 

hochauflösenden 7-Tesla MRT dargestellt werden können, werden sowohl bei der 

HA als auch der CAA beschrieben (Smith et al. 2012). Das Auftreten von WMH in der 

tiefen weißen, aber auch grauen Substanz (u.a. in den Basalganglien) wird häufig bei 

einer HA beschrieben; bei einer CAA finden sich WMH dagegen eher im posterioren 

Teil des Gehirns sowie als subkortikale Spots. Generell ist das Auftreten von WMH 

jedoch nicht sehr sensitiv, um eine HA von einer CAA abzugrenzen (Thanprasertsuk 

et al. 2014; Charidimou et al. 2016a; Charidimou et al. 2017b). Auch die erweiterten 

PVR sind sowohl bei der HA als auch der CAA zu finden, weisen jedoch 

unterschiedliche Lokalisationen auf. So sind die für die HA typischen PVR 

vornehmlich in den Basalganglien beschrieben, wohingegen die PVR bei einer CAA 

eher in der weißen Substanz gefunden werden (Charidimou et al. 2017b). 

1.4.2 Die perivaskuläre Drainage von Amyloid-β 

Die perivaskuläre Drainage erfolgt über die interstitielle Flüssigkeit entlang der Wand 

der zerebralen Blutgefäße und ist ein wichtiger Prozess bei der Entfernung potentiell 

neurotoxischer Stoffe, wie Aβ, aus dem Gehirn. Eine Störung dieser Drainage kann 

zur Akkumulation von Aβ in der Gefäßwand führen und wird folglich als mögliche 

Ursache einer CAA diskutiert (Grinberg und Thal 2010; Tarasoff-Conway et al. 2015). 

Die Güte der perivaskulären Drainage hängt unmittelbar von der Pulsatilität der 

Gefäßwand ab, die eine strukturell und funktionell intakte Vaskulatur voraussetzt. 
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Kommt es zu einer insuffizienten Pulsation, z.B. infolge einer Gefäßwandpathologie, 

beeinträchtigt dies die Beseitigung von Aβ entlang der Basalmembranen, und 

begünstigt somit die Entstehung einer CAA (Schley et al. 2006; Grinberg und Thal 

2010; Tarasoff-Conway et al. 2015). 

1.4.3 Gemeinsamkeiten von hypertensiver Arteriopathie und 

zerebraler Amyloidangiopathie 

Obwohl HA und CAA häufig als separate pathologische Entitäten der zerebralen 

Mikroangiopathie beschrieben werden, zeigen beide Erkrankungen verschiedene 

Gemeinsamkeiten. So finden sich gemeinsame Risikofaktoren (z.B. Alter, siehe 

oben), Funktionsstörungen der Arteriolen verbunden mit Durchblutungsstörungen 

des Gehirns, strukturelle Veränderungen der weißen Substanz sowie eine 

Neurodegeneration. Zudem werden sowohl die HA als auch die CAA als 

Hauptursachen für die Entwicklung einer VaD bzw. VCI beschrieben (Greenberg et 

al. 2004; Cai et al. 2015; Reijmer et al. 2016; Charidimou et al. 2017a).  

1.4.4 Mischbilder aus hypertensiver Arteriopathie und zerebraler 

Amyloidangiopathie 

Im klinischen Alltag zeigt sich bei etwa 15% bis zu 60% der Patienten in der MRT ein 

Mischbild aus lobären und tiefen Blutungen (Smith et al. 2010; Yakushiji et al. 2011; 

Tsai et al. 2017; Pasi et al. 2018); diese können somit weder eindeutig der Gruppe 

der CAA- noch der HA-Patienten zugeordnet werden. Zusätzlich findet sich bei 

Patienten, die ein solches gemischtes Blutungsmuster aufweisen, verglichen mit den 

reinen HA-Patienten eine erhöhte zerebrale Amyloid-Belastung in der Positronen-

https://de.wikipedia.org/wiki/Positronen-Emissions-Tomographie
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Emissions-Tomographie (Tsai et al. 2017). Insgesamt wird auf die Patientengruppe 

mit gemischten Blutungsmustern in der aktuellen Literatur kaum eingegangen; 

entsprechend unzureichend ist sie charakterisiert. Einzelne Autoren postulieren, dass 

es sich bei derartigen Fällen sowohl um Patienten mit einer schwersten HA bzw. 

einer mit vaskulären Risikofaktoren assoziierten Pathologie, als auch um solche mit 

einer tatsächlichen Kombination aus HA und CAA handeln könnte (Yakushiji et al. 

2011; Pasi et al. 2018). In letzterer könnte eine HA-assoziierte Störung der 

perivaskulären Aβ-Drainage zu einer beeinträchtigten Amyloid-Beseitigung und 

folglich zu vaskulären Aβ-Ablagerungen in Form einer CAA führen (siehe 1.4.2) (Kim 

et al. 2016). 

Unbeantwortet ist die Frage, ob im Falle des gemeinsamen Auftretens einer HA 

zusammen mit einer CAA im gleichen Hirn, beide Gefäßpathologien einfach 

koinzident sind (z.B. aufgrund des gemeinsamen Risikofaktors Alter). Neben dieser 

möglichen Koinzidenz von HA und CAA lässt sich alternativ auch ein kausaler 

Zusammenhang zwischen beiden Erkrankungen diskutieren, d.h. die eine 

Gefäßpathologie begünstigt das Auftreten der anderen im gleichen Hirn. Die Frage 

der Kausalität ist von hohem Interesse, da bis heute weder eine 

krankheitsspezifische noch eine kausal-präventive Behandlung der CAA möglich ist. 

Ein denkbarer kausaler Zusammenhang zur HA würde der Risikofaktorprävention als 

Ansatz zur Vorbeugung / Behandlung einer CAA eine vollkommen neue Bedeutung 

geben. 

 

Am Menschen kann die definitive Diagnose einer zerebralen Mikroangiopathie häufig 

erst anhand bioptischer und Autopsie-Untersuchungen erfolgen, in denen jedoch 

https://de.wikipedia.org/wiki/Positronen-Emissions-Tomographie
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regelmäßig bereits weit fortgeschrittene Gefäßschädigungen (Mikroblutungen, 

Thrombosen, Gefäßwandverdickungen in Form einer Arteriolosklerose,  usw.) 

gefunden werden. Auch in der intravitalen MRT lassen sich nur Spätstadien der 

Mikroangiopathie in Form von Gefäßrupturen (Mikroblutungen) oder bereits 

ausgedehnten Hirngewebeschädigungen (z.B. Infarkte infolge von 

Gefäßverschlüssen, WMH) detektieren. Die direkte intravitale Darstellung der 

erkrankten Mikrovaskulatur zur Erfassung initialer Gefäßpathologien gelingt aktuell 

weder im Rahmen der klinischen MRT-Diagnostik noch in der hochauflösenden  

7-Tesla MRT. Da folglich die Darstellung der Gefäßpathologien der kleinen 

Hirngefäße am lebenden Menschen bisher nicht möglich ist, erfordern 

Untersuchungen zum Verständnis der Ursachen, frühen Folgen und zur Entwicklung 

neuer therapeutisch-kausaler Ansätze zur Verzögerung des Fortschreitens einer 

zerebralen Mikroangiopathie den Einsatz von Grundlagenforschung. Daher soll in der 

vorliegenden Arbeit unter Verwendung eines geeigneten Tiermodells intravital und 

postmortal gezielt die (initiale) Pathologie der HA sowie der Zusammenhang 

zwischen HA und CAA erforscht werden, um ein tiefgreifendes Verständnis der 

Pathologie der zerebralen Mikroangiopathie und folglich der VaD zu erhalten.  
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1.5 Tiermodelle vaskulärer Hirnpathologien 

 

Die Tiermodelle der zerebralen Mikroangiopathie umfassen im Wesentlichen (1) die 

Modelle mit embolischen Infarkten, (2) die mit einer auf einer Hypoperfusion 

basierenden Pathologie, (3) genetisch determinierte Krankheitsvarianten wie die 

zerebrale autosomal-dominante Arteriopathie mit subkortikalen Infarkten und 

Leukenzephalopathie (engl. cerebral autosomal dominant arteriopathy with 

subcortical infarcts and leukoencephalopathy, CADASIL) und (4) die mit chronischer / 

induzierbarer arterieller Hypertonie. 

Bei den Tiermodellen mit embolischen Infarkten wird die vaskuläre Pathologie durch 

die Injektion einer Suspension mit Blutgerinnseln oder durch einen photochemischen 

Endothelschaden hervorgerufen. Der induzierte Endothelschaden wird dabei von 

einer BHS-Störung begleitet. Des Weiteren zeigen sich in diesen Modellen kleine 

Infarkte in der grauen Substanz, deren Schaden sich in alle Kortexschichten 

ausbreitet. In diesen embolischen Tiermodellen werden deutliche sensomotorische 

und kognitive Verhaltensdefizite proportional zum Grad der Hirnverletzung und eine 

hohe Mortalitätsrate beschrieben (Kudo et al. 1982; Watson et al. 1985; Overgaard et 

al. 1992; Nishimura et al. 2006; Hainsworth und Markus 2008).  

Bei den hypoperfusionsbasierten Tiermodellen führt beispielsweise ein bilateraler 

Verschluss der Karotiden zu einer Reduktion des zerebralen Blutflusses auf unter 

50% sowie zu Störungen der BHS mit Ablagerungen von Collagen in den kleinen 

Gefäßwänden und Läsionen in der weißen Substanz. Diese Tiere zeigen zudem 

kognitive Beeinträchtigungen speziell beim räumlichen Lernen und in der 
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Gedächtnisfunktion sowie anhaltende Lerndefizite (Ni et al. 1994; Wakita et al. 1995; 

Ohta et al. 1997; Ueno et al. 2002; Farkas et al. 2004; Holland et al. 2015).  

Die CADASIL Tiermodelle werden genutzt, um eine seltene autosomal dominante 

Form der zerebralen Mikroangiopathie zu untersuchen. Hierbei führt eine Mutation 

des Membranrezeptors Notch3 zur degenerativen Veränderung der Gefäßwand und 

einer Reduktion des zerebralen Blutflusses. Die chronische Hypoperfusion wird als 

Ursache für die ebenfalls beschriebenen WMH angesehen und führt zu einer 

erhöhten Anfälligkeit für die Entwicklung von Schlaganfällen. Dennoch werden für 

diese Tiere keine Schlaganfall-ähnlichen Läsionen beschrieben und auch 

Auffälligkeiten der kognitiven oder motorischen Funktionen sind scheinbar nicht zu 

finden (Ruchoux et al. 2003; Lacombe et al. 2005; Joutel et al. 2010; Joutel 2015; 

Baron-Menguy et al. 2017). 

Bei den hypertensiven Tiermodellen zeigen transgene Renin-Angiotensin-Mäuse nur 

einen geringen Bluthochdruck von etwa 150 mmHg systolisch und kaum vaskuläre 

Schäden; jedoch kann durch eine Salzdiät und den Einsatz des Stickoxid-Synthase 

Inhibitors L-NAME eine progressive Hypertonie mit Werten von bis zu 200 mmHg 

systolisch hervorgerufen werden, die zur Ausbildung multipler hämorrhagischer und 

ischämischer Läsionen führt. Kognitive Beeinträchtigungen werden bei den Renin-

Angiotensin-Mäusen bisher nicht beschrieben (Baumbach et al. 2003; Iida et al. 

2005; Wakisaka et al. 2008). Die spontan hypertensive stroke-prone Ratte (SHRSP) 

weist ohne den Einsatz einer Salzdiät bereits im Alter von 10 Lebenswochen eine 

maligne arterielle Hypertonie mit systolischen Werten von 200 mmHg auf und zeigt 

multiple zerebrovaskuläre Läsionen vornehmlich in kortikalen Regionen und etwas 
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weniger häufig in den Basalganglien; zusätzlich werden durch eine Salzdiät in diesen 

Tieren häufig gezielt Schlaganfälle hervorgerufen. Zudem wurden Lern- und 

Gedächtnisdefizite in der SHRSP beschrieben. Yamori et al. 1976; Yamaguchi et al. 

1994; Hainsworth und Markus 2008; Hainsworth et al. 2012; Schreiber et al. 2012.  

Keines dieser Modelle spiegelt perfekt alle wesentlichen Merkmale der humanen 

zerebralen Mikroangiopathie wie WMH, ZMB und Lakunen wider. Problematisch ist 

v.a., dass die zerebral-vaskuläre Pathologie in diesen Tiermodellen häufig anhand 

makrovaskulärer Pathologien, wie embolischer Infarkte oder Karotidstenosen 

induziert wird. Human ist die Datenlage zum Zusammenhang zwischen Makro- und 

Mikroangiopathie jedoch inkonsistent. So beschreibt die „Framingham Heart Study“ 

keinen Zusammenhang zwischen dem Auftreten von ZMB in Patienten mit 

Karotidstenosen von ≥50% (Romero et al. 2016), wohingegen eine andere Studie 

einen signifikanten Zusammenhang zwischen Stenosen der großen Arterien von 

≥50% und ZMB findet (Ding et al. 2017). Tiermodelle, bei denen die „mikrovaskuläre“ 

Pathologie durch makroangiopathische Veränderungen induziert wird und von einem 

direkten Zusammenhang zwischen Makro- und Mikroangiopathie ausgegangen wird, 

sind somit nicht unbedingt geeignet, um die humanen Pathologien abzubilden. 

Genetische Mikroangiopathieformen wie die CADASIL sind sehr selten; CADASIL-

Modelle eignen sich daher wenig, um die üblicherweise alters- und 

hypertoniebedingten Pathologien der sporadischen zerebralen Mikroangiopathie zu 

untersuchen. 

Vor- und Nachteile der verschiedenen Tiermodelle zur Darstellung der verschiedenen 

Pathologien finden sich in Tabelle 1. Hypertensive Tiere stellen dabei eine gute 
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Alternative zu den Modellen mit makroangiopathischen Veränderungen oder 

genetischen Mikroangiopathie-Varianten dar. Ein Nachteil der Renin-Angiotensin-

Mäuse ist, dass sie eine Hypertonie und die daraus resultierenden vaskulären 

Pathologien erst durch den Einsatz einer Salzdiät entwickeln, die SHRSP zeigt die 

entsprechenden Pathologien dagegen auch ohne derartige Maßnahmen. Zusätzlich 

spiegelt die SHRSP die Gefäßpathologien und hirnmorphologischen Veränderungen 

der humanen sporadischen zerebralen Mikroangiopathie gut wider und kann daher 

für die Untersuchung der mikrovaskulären Pathologien höchstwahrscheinlich als sehr 

geeignet eingeschätzt werden (Hainsworth und Markus 2008; Bailey et al. 2011). 
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Tabelle 1: Vergleich der verschiedenen Tiermodelle der zerebralen Mikroangiopathie 

 
Gefäßpathologie

1
  

(zerebrale Mikroangiopathie) 

Kleine lakunäre  

Infarkte 
Marklagerläsionen (WMH) 

Kognitive 

Beeinträchtigungen 

Modelle mit embolischen Infarkten 

o Injektion einer Suspension mit 

Blutgerinnseln 

o Photochemischer Endothelschaden 

 

- 

- 

 

+ 

- 

 

- 

- 

 

na 

+ 

Hypoperfusions-basierte Modelle 

o bilateraler Verschluss der Karotiden 

 

+ 

 

- 

 

+ 

 

+ 

Mutations-basierte Modelle mit Gefäßschaden 

o CADASIL 

 

+ 

 

- 

 

+ 

 

- 

Hypertensive Modelle  

o transgene R
+
/A

+ 
Mäuse 

o SHRSP 

 

+ 

+ 

 

+ 

+ 

 

na 

- / + 

 

na 

+ 

 

CADASIL - zerebrale autosomal-dominante Arteriopathie mit subkortikalen Infarkten und Leukenzephalopathie (engl. Cerebral Autosomal Dominant Arteriopathy with Subcortical 

Infarcts and Leukoencephalopathy), na - nicht angegeben, R
+
/A

+
 Mäuse - Renin-Angiotensin-Mäuse, SHRSP - spontan hypertensive stroke-prone Ratten,  WMH - engl. white 

matter hyperintensities 

1 Gefäßpathologien des Gehirns einschließlich Verdickung der Gefäßwand, Verengung des Gefäßlumens, Verlust der glatten Muskelzellen, fibrinoider Nekrose, BHS-Störungen 

oder Extravasation von Blutzellen oder Plasmaproteinen 
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Es gibt nur wenige Tiermodelle, die gemischte zerebrale Pathologien aufweisen; zu 

diesen zählen die Modelle mit zerebraler Mikroangiopathie und gleichzeitiger 

Akkumulation von Aβ. Zu den hypertensiven Tiermodellen, die diese 

Mischpathologien entwickeln, gehören C57/BL6-Mäuse, in denen die Hypertonie 

durch eine chronische Angiotensin-II Infusion oder durch eine Verengung der Aorta 

induziert wird. Diese Tiere zeigen eine erhöhte Expression von Aβ-produzierenden 

Genen sowie eine gesteigerte Ablagerung von parenchymalem Aβ im Gehirn 

(Gentile et al. 2009; Csiszar et al. 2013). In einer weiteren Studie wird die Hypertonie 

durch eine künstlich induzierte Arterienverkalkung hervorgerufen und ist mit 

Ablagerungen von Aβ im Parenchym sowie an den zerebralen Blutgefäßen assoziiert 

(Carnevale et al. 2012). Als weiteres Mikroangiopathie-Modell zeigen Sprague-

Dawley-Ratten mit bilateralem Karotidverschluss neben Läsionen der weißen und 

grauen Substanz auch eine Erhöhung von Aβ im Plasma und Hirnparenchym (Liu et 

al. 2012).  

Da eine CAA in 80%-90% der Fälle ebenfalls bei einer AD zu finden ist (Yamada 

2015), können neben den Tiermodellen der zerebrale Mikroangiopathie zahlreiche 

transgene AD-Tiermodelle zur Untersuchung der Aβ-bezogenen vaskulären 

Pathologie genutzt werden. Diese transgenen Modelle bilden familiäre AD-Varianten 

mit Aβ-Mutationen ab; sie zeigen eine massive und rapide Aβ-Akkumulation mit 

Ausbildung einer schwersten CAA (Philipson et al. 2010). Jedoch weisen diese 

Modelle keine Hypertonie-assoziierten Gefäßpathologien im Sinne einer HA auf. Sie 

sind daher wenig geeignet, um mögliche Interaktionen zwischen einer altersabhängig 

und sporadisch auftretenden HA und CAA zu untersuchen, was die Suche nach 
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einem geeigneten Tiermodell zur gemeinsamen Untersuchung der beiden Formen 

der zerebralen Mikroangiopathie im gleichen Hirn weiter vorantreibt. 

 

1.6 Die spontan hypertensive stroke-prone Ratte als Tiermodell der 

zerebralen Mikroangiopathie 

 

Bereits 1963 etablierten Okamoto und Aoki das Modell der spontan hypertensiven 

Ratte (SHR) durch Verpaarung von spontan hypertensiven Wistarratten; durch diese 

Inzucht lag die Häufigkeit der Tiere mit arterieller Hypertonie bereits in der dritten 

Generation bei 100% und war daraufhin in allen folgenden Generationen feststellbar 

(OKAMOTO und AOKI 1963). Aus der SHR wurde 1974 die SHRSP entwickelt 

(OKAMOTO et al. 1974), die im Vergleich zur SHR einen signifikant erhöhten 

Blutdruck (Abbildung 3), einen signifikant erniedrigten regionalen zerebralen 

Blutfluss und folglich eine signifikant erhöhte Anzahl spontaner zerebraler Infarkte 

entwickelte. In der SHRSP konnte dabei der Kortex mit 70% gefolgt von den 

Basalganglien (25%) als Hauptprädilektionsstelle für spontane Infarkte festgestellt 

werden. Begleitend zeigte sich im Vergleich zu gesundem Gewebe eine signifikante 

Verringerung des zerebralen Blutflusses an den Läsionsstellen (Yamori et al. 1976; 

Yamori und Horie 1977; Henning et al. 2010).  

Die in der SHRSP beschriebene arterielle Hypertonie wird durch viele Faktoren 

hervorgerufen und kann nicht auf eine alleinige spezifische Veränderung 

zurückgeführt werden. So werden u.a. Veränderungen des Renin-Angiotensin-

Systems beschrieben: hier sind in der SHRSP im Vergleich zu Wistar-Kontrolltieren 

erhöhte Plasmarenin- und Angiotensin-II-Werte zu finden; weiterhin werden erhöhte 
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Werte des Angiotensin-konvertierenden Enzyms sowie der Angiotensinrezeptoren 1a 

und 1b in der Nebennierenrinde beschrieben (Kim et al. 1992; Obata et al. 2000). 

Weitere Ursachen für die Ausbildung einer Hypertonie in der SHRSP sind 

Veränderungen des Endothelinsystems (Jesmin et al. 2007) sowie eine erhöhte 

adrenerge Kontrolle der Blutgefäße (Shimamura et al. 1987); auch Effekte des 

Prostaglandin-Systems werden als ausschlaggebend für die Entwicklung des 

Bluthochdrucks in der SHR beschriebenen (McGiff und Quilley 1981) und könnten 

ebenso in der SHRSP eine Rolle spielen. 

Anhand der postmortalen Daten unserer eigenen Gruppe und Daten aus der Literatur 

kann die zerebrale Mikroangiopathie in der SHRSP als heterogene Erkrankung 

charakterisiert werden, d.h. dass nicht in allen Tieren auch alle beschriebenen 

Pathologien zu finden sind. Zusätzlich nimmt die Schwere der HA mit 

fortgeschrittenem Alter zu. Allgemein ist die zerebrale Mikroangiopathie in der 

SHRSP histologisch etwa ab einem Alter von 18 Wochen durch eine Störung der 

BHS, einen Endothelschaden, die Akkumulation von Plasmaproteinen (z.B. Fibrin 

oder Immunglobulin G (IgG)) in den Wänden der kleinen Hirngefäße sowie ab etwa 

der 28. Lebenswoche durch eine degenerative Gefäßwandverdickung 

(Arteriolosklerose, Hyalinose) gekennzeichnet (Fredriksson et al. 1985; Tagami et al. 

1987; Fredriksson et al. 1988; Ginsberg und Busto 1989; Bailey et al. 2009; 

Schreiber et al. 2012). Zusätzlich finden sich erweiterte PVR, die sich speziell im 

Bereich einer geschädigten BHS detektieren und mittels zerebraler Bildgebung mit 

erhöhter Frequenz auch im Gehirn von Patienten mit zerebraler Mikroangiopathie 

nachweisen lassen (siehe 1.4.1) (Fredriksson et al. 1988; Saito et al. 1995; Wardlaw 

et al. 2013a). Zudem sind ab einem Alter von 28 Wochen vermehrt 
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Gefäßverschlüsse von Arteriolen und kleinen Arterien zu finden, die zur Ausbildung 

spontaner Infarkte in etwa 10% bis 20% der Tiere führen können (Ogata et al. 1981; 

Tagami et al. 1987; Schreiber et al. 2012). Diese sind wiederum durch spongiöses 

Gewebe sowie die Ausbildung nekrotischer Zysten, das Auftreten von Makrophagen 

und eine vermehrte Detektierbarkeit von reaktiven Astrozyten gekennzeichnet (Ogata 

et al. 1981; Fredriksson et al. 1985; Saito et al. 1995). Einige Arbeiten beschreiben 

zudem das Auftreten großer Hirnblutungen, jedoch liegen die in der Literatur 

angegebenen Häufigkeiten weit auseinander. So beschrieben zwei Studien 

makroskopische Blutungen in 14% bzw. 37% der SHRSP im Alter zwischen 22 und 

40 Wochen (Takiguchi 1983; Schreiber et al. 2012). Werden die Tiere einer Salzdiät 

unterzogen, so steigt die Blutungsprävalenz drastisch an und liegt im Alter von 16 bis 

18 Wochen bereits zwischen 70% und 100% (Smeda et al. 1999; Lee et al. 2007). 
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Abbildung 3: Systolische Blutdruckwerte in stroke-prone (SHRSP) und stroke-resistant (SHR) 

spontan hypertensiven Ratten. 

Im Alter von 10 Wochen weisen männliche SHRSP eine maligne arterielle Hypertonie mit systolischen 

Werten von 200 mmHg auf und erreichen ab etwa der 25. Lebenswoche systolische Werte von bis zu 

240 mmHg. Die weiblichen SHRSP erreichen systolische Blutdruckwerte von 200 mmHg mit 20 

Wochen und von 240 mmHg mit 30 Wochen. Der Stamm der SHR weist sowohl für Männchen als 

auch Weibchen niedrigere Blutdrücke mit Maximalwerten von etwa 180-190 mmHg ab der 25. 

Lebenswoche auf. 

Abbildung modifiziert nach (Yamori et al. 1976). 
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Neben den zerebralen Läsionen sind auch in anderen Organen der SHRSP 

pathologische Veränderungen zu finden; so zeigen sich eine fibrinoide Nekrose der 

Gefäßwand oder Gefäßwandverdickungen der Arteriolen und kleinen Arterien 

beispielsweise in der Nebenniere, im Hoden oder in den Mesenterien des Darms 

(Ogata et al. 1981). Am besten untersucht ist für die SHRSP abgesehen vom Gehirn 

jedoch die Pathologie der Niere: auch hier werden eine fibrinoide Nekrose sowie 

Verdickungen der Tunica Media und Tunica Intima der Gefäßwand von Arteriolen 

und kleinen Arterien beschrieben; weiterhin finden sich eine Glomerulosklerose, eine 

Schädigung des tubulointerstitiellen Gewebes sowie Stenosen oder thrombotische 

Gefäßverschlüsse (Ogata et al. 1981; Suganami et al. 2003; Schreiber et al. 2012). 

Interessanterweise zeigen unsere eigenen Vorarbeiten, dass etwa 20% der SHRSP 

spontan zerebrale parenchymale Amyloid-Ablagerungen entwickeln. So findet sich 

das parenchymale Aβ in der Histologie vornehmlich in kortikalen Regionen (ca. 70%) 

und weniger häufig in den Basalganglien oder dem Hippokampus (Bueche et al. 

2014; Schreiber et al. 2014). Zudem konnte mittels Western Blot eine zerebrale 

Hochregulierung des Amyloid-Vorläufer-Proteins (engl. amyloid precursor protein, 

APP) im Kortex gefunden werden (Schreiber et al. 2014). Eine aktuelle Studie aus 

China beschreibt mittels Enzyme-linked Immunosorbent Assay ebenfalls ein erhöhtes 

Aβ-Level im Kortex sowie Hippokampus der SHRSP im Vergleich zu Kontrolltieren 

(Zhang et al. 2018). In Abbildung 4 werden mittels histologischer und 

immunhistochemischer Färbungen exemplarisch die wesentlichen Hirnpathologien 

der SHRSP demonstriert.  
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Abbildung 4: Zerebrale Mischpathologien der SHRSP. 

Die SHRSP zeigt degenerative Gefäßwandveränderungen wie eine Arteriolosklerose (A, Stern) und 

Lipohyalinose (B, Stern) der kortikalen Arteriolen und kleinen Arterien. In A & B sind dabei die 

pathologischen Ablagerungen in der Gefäßwand zusammen mit einem erweiterten perivaskulären 

Raum (Pfeile in A & B) um das pathologisch veränderte Gefäß zu erkennen. Die Ablagerung von IgG 

in der Gefäßwand von Arteriolen (C, Stern) ist Ausdruck einer Störung der Blut-Hirn-Schranke, die 

zusätzlich durch die Ablagerung autofluoreszierender Erythrozyten (Ery; C, Pfeil) gekennzeichnet ist. 

Nach dem Verschluss der kleinen Blutgefäße (D, d1, Sterne) kann es zu Infarkten mit Blutungen  

(E, Stern) und Thromben (E, Pfeile) kommen. Neben diesen Pathologien der zerebralen 

Mikroangiopathie sind in der SHRSP ebenfalls parenchymale Aβ-Ablagerungen (F, f1, f2, Pfeile) zu 

finden. 

Aβ - Amyloid-β (Markierung von parenchymalem Aβ), DAPI - 4′,6-Diamidin-2-phenylindol (Markierung 

der Zellkerne), Ery - autofluoreszierende Erythrozyten, IgG - Immunglobulin G (Markierung einer Blut-

Hirn-Schranken-Störung), SHRSP - spontan hypertensive stroke-prone Ratten, STL – Solanum 

Tuberosum Lektin (Endothelmarkierung); A, B, D, d1, E - Hämatoxylin-Eosin-Färbung;  

F, f1 - Kongorot-Färbung; C, f2 - Immunhistochemie. Maßbalken: C, f1 - 10 µm; A, B, d1, f2 - 20 µm; 

D-F - 50 µm. 
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1.7 2-Photonen-Mikroskopie 

 

Im Gegensatz zu den beim Menschen eingesetzten bildgebenden Techniken wie z.B. 

der MRT hat die in der Grundlagenforschung am lebenden Tier angewendete  

2-Photonen-Mikroskopie (2PM) das Potential zur direkten Visualisierung der kleinen, 

kortikalen Gefäße einschließlich der Kapillaren und Arteriolen. Herkömmliche 

Mikroskopietechniken wie die Konfokalmikroskopie sind in ihrer Eindringtiefe ins 

Gewebe auf maximal 100 µm und somit auf die Gewebeoberfläche begrenzt 

(Helmchen und Denk 2005). Durch den Einsatz der 2PM kann eine tiefere 

Bildgebung im Bereich von 300-500 µm erfolgen (Oheim et al. 2001; Shih et al. 

2012); die Visualisierung von subkortikalen Pathologien der Ratte in vivo ist jedoch 

auch mit der 2PM nicht realisierbar. 

Bei der Konfokalmikroskopie erfolgt die 1-Photonen-Anregung der verwendeten 

Fluoreszenzfarbstoffe durch die Absorption eines einzelnen Photons, welches 

genügend Energie liefert, um den angeregten Zustand zu erreichen. Bei der  

2-Photonen-Anregung dagegen werden gleichzeitig zwei Photonen niedriger Energie 

absorbiert; dies geschieht bei einer Wellenlänge, die etwa doppelt so groß ist wie die 

für die 1-Photonen-Anregung in der konfokalen Mikroskopie erforderliche 

Wellenlänge. Die nachfolgende Fluoreszenzemission ist dabei bei beiden 

Anregungsarten identisch. In der Konfokalmikroskopie wird das einfallende Licht bei 

Erhöhung der Eindringtiefe größtenteils vom Gewebe absorbiert oder gestreut bevor 

es die Fokusebene erreicht, was zur Ausbleichung der Probe bzw. Reduzierung der 

Stärke der Fluoreszenzfarbstoffe (Photobleichung) führt. Für eine hochauflösendere 

Bildgebung ist daher die 2PM von Vorteil, da durch den Einsatz von Lichtquellen mit 

längerer Wellenlänge und niedrigerer Energie weniger laserinduzierte Schädigungen 
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des Gewebes und weniger Photobleichung auftreten. Langwelliges und 

niederfrequentes Licht wird zudem weniger im Gewebe gestreut und ermöglicht – wie 

oben bereits beschrieben – eine tiefere Gewebepenetration (Denk et al. 1990; Denk 

und Svoboda 1997; Helmchen und Denk 2005; Svoboda und Yasuda 2006). Das 

Prinzip der 1- und 2-Photonen-Anregung ist in Abbildung 5 dargestellt. 

 

Im Gegensatz zur Konfokalmikroskopie ist die 2PM von enormem Vorteil, um in vivo 

die Blutgefäße der tieferen Kortexregionen und nicht nur die Gewebeoberfläche des 

Rattenhirns zu untersuchen. Die Darstellbarkeit der kortikalen Mikrovaskulatur des 

lebenden Tieres bietet die Möglichkeit der Untersuchung der möglichen Pathologien 

der zerebralen Mikroangiopathie bei gleichzeitiger Messung des zerebralen 

Blutflusses. Da sich mit Hilfe geeigneter Marker am lebenden Tier sowohl die 

zerebralen Blutgefäße als auch eine Aβ-Pathologie darstellen lassen, erscheint die 

2PM als hervorragend geeignet, um denkbare Interaktionen zwischen 

mikrovaskulärer Pathologie, HA- und CAA-Entwicklung zu erfassen.    
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Abbildung 5: Prinzip der Konfokal- und 2-Photonen-Mikroskopie. 

Die 1-Photonen-Anregung für die Konfokalmikroskopie erfolgt durch die Absorption eines einzelnen 

Photons, dessen Energie ausreicht, um den Anregungszustand herzustellen (A, Pfeil türkis), 

wohingegen sich die 2-Photonen-Anregung aus der gleichzeitigen Absorption zweier Photonen 

niedrigerer Energie ergibt (B, Pfeile rosa). Die folgende Fluoreszenzemission ist zwischen beiden 

Methoden nicht unterscheidbar (A & B, Pfeile grün). Bei der konfokalen Mikroskopie erfolgt die 

Anregung über das gesamte Probenvolumen (a1, grün), wodurch Photoschäden und Photobleichen 

begünstigt werden. Für die 2-Photonen-Mikroskopie erfolgt die Anregung dagegen direkt in der 

Fokusebene (b1, grüner Punkt). 
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Die 2PM ist an verschiedenen Rattenmodellen einschließlich Wistarratten und 

Sprague-Dawley-Ratten ohne intrinsische zerebrovaskuläre Pathologien (Baraghis et 

al. 2011; Cho et al. 2011; Shih et al. 2013) sowie SHR (Baumann et al. 2007; 

Calcinaghi et al. 2013), einem Tiermodell für chronische arterielle Hypertonie mit 

einer relativ geringen spontanen Infarktentwicklung, etabliert. Sowohl SHR als auch 

SHRSP entwickeln eine arterielle Hypertonie und eine assoziierte vaskuläre 

Pathologie, allerdings ist in der SHRSP verglichen mit der SHR die vaskuläre 

Pathologie ausgeprägter. Zusätzlich wird in SHRSP eine gestörte myogene 

Autoregulation der Blutgefäße beschrieben, was eine erhöhte Blutungsneigung und 

Infarktanfälligkeit vermuten lässt (Arai et al. 1988; Izzard et al. 2003).  
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1.8 Hypothesen der vorliegenden Arbeit 

 

Die vorliegende Arbeit prüft die Hypothese, dass die 2PM auch an der SHRSP 

etabliert werden kann. Es wird dabei davon ausgegangen, dass die SHRSP im 

Vergleich zu Wistarratten unter der intravitalen Mikroskopie eine erhöhte 

Blutungsneigung zeigt und vermehrt Schlaganfälle entwickelt, was hypothetisch zu 

einer höheren Mortalitätsrate in diesen Tieren führen müsste. Zusätzlich wird 

hypothetisiert, dass sich intravital sowohl eine BHS-Störung als auch Thromben und 

Blutungen als Phänomene der HA detektieren lassen. Da sich die HA in der SHRSP 

anhand der Literatur als heterogene Erkrankung darstellt, ist anzunehmen, dass 

intravital nicht alle Tiere von den jeweiligen HA-Phänomenen mit gleicher Prävalenz 

und in gleicher Ausprägung betroffen sind. Demzufolge ist es das Ziel, die intravitale 

Prävalenz und Ausprägung der HA in Abhängigkeit des Lebensalters der Tiere zu 

beschreiben und zu untersuchen. Ein Abgleich zwischen intravitalen und 

postmortalen Gefäßpathologien sollte eine hohe Übereinstimmung der Funde liefern. 

Da vaskuläres Aβ in Form einer CAA in den SHRSP bisher nicht beschrieben wurde, 

wird in dieser Arbeit zusätzlich untersucht, ob die SHRSP eine CAA entwickelt. 

Darüber hinaus wird die Annahme gemacht, dass eine HA und CAA im selben Tier 

und am selben Gefäß auftreten, und somit ein Zusammenhang zwischen beiden 

Gefäßpathologien postuliert.  
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Zusammenfassend ergaben sich somit folgende Fragestellungen für die vorliegende 

Arbeit: 

o Ist die Etablierung der 2PM an der SHRSP möglich? 

o Entwickelt die SHRSP im Vergleich zu Wistarratten mehr Blutungen während 

der Operation (OP) bzw. neigt die SHRSP während der OP zu 

Schlaganfällen? 

o Gibt es eine erhöhte Mortalitätsrate in SHRSP verglichen mit Wistarratten? 

o Lassen sich intravital Pathologien der zerebralen Mikroangiopathie in SHRSP 

und Wistarratten detektieren?  

o Können die erwarteten HA-Phänomene (BHS-Störung, Thrombusbildung, 

perivaskuläre Blutungen) in der 2PM detektiert werden? Wenn ja, wie sind die 

intravitalen Prävalenzen der verschiedenen HA-Phänomene? 

o Zeigen alle Tiere eine intravitale HA-Pathologie? Sind ältere Tiere häufiger 

betroffen als jüngere Tiere? 

o Zeigen sich Gruppenunterschiede zwischen SHRSP und Wistar-

Kontrolltieren? 

o Sind die intravitalen Pathologien mit den postmortalen Pathologien zu 

vergleichen? 

o Entwickelt die SHRSP eine CAA? 

o Gibt es einen Zusammenhang zwischen HA und CAA, d.h. treten beide 

Pathologien im selben Tier oder sogar im selben Gefäß auf? 

 



…………………………………………………………………….. Material und Methoden 

 

32 

 

2 Material und Methoden 
 

2.1 Tierhaltung 

 

Für die Experimente wurden Gruppen männlicher SHRSP (Lieferung im Alter von 6, 

11 und 14 Wochen, Charles River Laboratories International Inc., Wilmington, MA, 

USA) und normotensive Wistarratten (Lieferung im Alter von 8 und 11 Wochen, 

Charles River Laboratories, Research Models and Services, Germany GmbH, 

Sulzfeld) genutzt. Die Tiere wurden bei einem natürlichen Hell-Dunkel-Zyklus in 

Käfigen vom Typ IV (entspricht 1820 cm2, 2-4 Ratten pro Käfig) und mit freiem 

Zugang zu Futter (Futtermittel für Ratten und Mäuse, ssniff Spezialdiäten GmbH, 

Soest) und Trinkwasser gehalten. Der Gesundheitsstatus der Tiere 

(Fellbeschaffenheit sowie der grobe neurologische Status inklusive Spontanmotorik, 

Aktivität, Fallneigung) wurde täglich überprüft. Die Tierversuche wurden gemäß der 

Genehmigung des Landesverwaltungsamtes Sachsen-Anhalt durchgeführt. 

 

2.2 Tierversuche 

 

Die Versuche für die vorliegende Arbeit wurden in verschiedenen Lebensaltern der 

Tiere (8-44 Wochen) durchgeführt. Zur Übung der Kraniotomie und dem Erlernen 

aller notwendigen Schritte für die OP sowie der intravitalen Bildgebung wurden 

zunächst 20 Wistarratten im Alter von 8-24 Wochen (Wo) genutzt  

(8 Wo - n = 1, 9 Wo - n = 6, 10 Wo - n = 3, 11 Wo - n = 3, 16 Wo - n = 2, 20 Wo -  

n = 2, 21 Wo - n = 1, 22 Wo - n = 1, 24 Wo - n = 1). Für die intravitale Bildgebung 
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sollten 35 SHRSP (17 Wo - n = 2, 18 Wo - n = 3, 28 Wo - n = 5, 30 Wo - n = 3,  

31 Wo - n = 4, 32 Wo - n = 8, 33 Wo - n = 4, 39 Wo - n = 3, 44 Wo - n = 3) und 26 

Wistarratten (17 Wo - n = 1, 18 Wo - n = 2, 20 Wo - n = 2, 28 Wo - n = 3, 30 Wo -  

n = 3, 31 Wo - n = 3, 32 Wo - n = 4, 33 Wo - n = 1, 34 Wo - n = 1, 35 Wo - n = 1,  

36 Wo - n = 1, 39 Wo - n = 2, 44 Wo - n = 2) verwendet werden. Eine Übersicht der 

für die 2PM geplanten Tiere ist in Tabelle 2 dargestellt.  

 
Tabelle 2: Anzahl der für die intravitale 2-Photonen-Mikroskopie geplanten SHRSP und 

Wistarratten pro Lebensalter. 

Tieralter 
Wistarratten 

(Übung) 
SHRSP 

für die 2PM 
Wistarratten 
für die 2PM 

8-16 Wochen 15 0 0 

17-28 Wochen 5 10 8 

30-32 Wochen 0 15 10 

33-44 Wochen 0 10 8 

Gesamt 20 35 26 

 

Durch bei der OP verstorbene Tiere sowie Probleme bei der intravitalen Bildgebung 

verringerte sich die finale Tieranzahl (Details siehe 3.1 & Fehler! Verweisquelle 

konnte nicht gefunden werden.). Für die intravitale Untersuchung der zerebralen 

Mikroangiopathie standen nach der 2PM die Daten von 28 SHRSP und 18 

Wistarratten zur Verfügung. Für die intravitale Untersuchung der Amyloid-Pathologie 

konnten Daten von n = 13 SHRSP ausgewertet werden.  

Nach der 2PM wurden die Tiere getötet und die Hirnschnitte histologisch und 

immunhistochemisch untersucht. Die Schnitte der für die intravitale Untersuchung der 

zerebralen Mikroangiopathie genutzten 28 SHRSP und 18 Wistar-Kontrolltiere 

wurden immunhistochemisch auf das Vorhandensein von Dextran-Akkumulationen, 
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d.h. Ablagerungen des fluoreszierenden Farbstoffes in der Gefäßwand oder im 

umliegenden Parenchym untersucht. Des Weiteren wurden die Schnitte mittels einer 

Hämatoxylin-Eosin (HE)-Färbung auf das Vorhandensein von nicht-okkludierenden 

Erythrozyten-Thromben, d.h. Ablagerungen von Erythrozyten im Gefäßlumen, sowie 

kompletten Gefäßverschlüssen geprüft. Die Hirnschnitte der 13 für die intravitale 

Untersuchung der Amyloid-Pathologie genutzten SHRSP, wurden histologisch 

(Kongorot (KR)- und Thioflavin-T (ThioT)-Färbung) und immunhistochemisch (Aβ-

Färbung) auf die Existenz von vaskulären Amyloid-Akkumulationen untersucht.  

 

2.3 2-Photonen-Mikroskopie 

 

2.3.1 Anästhesie und Präparation eines kranialen Fensters 

Vor Beginn der OP wurde das Körpergewicht (KG) der Ratten bestimmt und diese 

durch intraperitoneale Injektion von Pentobarbital (1 ml auf 100 g KG) betäubt. Die 

Kontrolle der Narkose erfolgte über einen Test auf Schmerzfreiheit durch das 

Ausbleiben der Reflexe in Form des Zurückziehens der Pfote nach Setzen eines 

Schmerzreizes. Die Körpertemperatur der Tiere wurde während der Präparation des 

kranialen Fensters durch eine homöotherme Heizdecke konstant bei 37 °C gehalten. 

Nach Rasur und stereotaktischer Fixierung des Schädels (Abbildung 6A) sowie der 

Entfernung der Haut und des Periost über dem OP-Bereich (Abbildung 6B) wurden 

blutende Gefäße mit einem Kauter verschlossen und der Schädel mit einer 3%-igen 

Wasserstoffperoxid-Lösung gereinigt und desinfiziert. Das kraniale Fenster wurde 

zwischen -2 mm und -8 mm relativ zu Bregma und 1 mm und 5 mm lateral von der 

Pfeilnaht des Schädels entfernt präpariert. Dazu wurde der Schädelknochen mit 
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einem Dremel ausgedünnt (Abbildung 6C), ein Loch gebohrt und ein Stück der 

Schädelplatte mit einer Größe von etwa  4 x 6 mm2 im Bereich des linken parietalen 

Kortex abgenommen. Eine regelmäßige Reinigung des Schädels mit Druckluft 

verhinderte die Verschmutzung des OP-Bereiches. Nach Entfernen des 

Schädelknochens (Abbildung 6D) wurde die Dura mater, die äußerste Hirnhaut, 

sehr vorsichtig mit einer Federschere entfernt (Abbildung 6E). Da die intravitale 

Mikroskopie in Mäusen durch die intakte Dura mater durchgeführt wird (Sigler und 

Murphy 2010), wurde für 2 Wistarratten zusätzlich eine Präparation ohne Entfernung 

der Dura mater versucht. Nach der OP wurde das kraniale Fenster mit isotoner 

Kochsalzlösung gefüllt (Abbildung 6F), ein 7 mm großes Deckgläschen mit dem 

Kleber Roti-coll 1 am Schädel befestigt und so das kraniale Fenster verschlossen.  
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Abbildung 6: Präparation eines kranialen Fensters für die 2-Photonen-Mikroskopie.  

Schritte der Präparation eines kranialen Fensters über dem linken parietalen Kortex: nach der 

Fixierung des Schädels in einem Stereotaxie-Rahmen (A), wurde die Kopfhaut geöffnet (B) und der 

Schädel ausgedünnt (C). Ein Stück der Schädelplatte und die Dura mater wurden entfernt (D) und das 

kraniale Fenster mit isotoner Kochsalzlösung gefüllt (E). (F) ist die Vergrößerung von (E) und zeigt die 

sichtbaren Gefäße im kranialen Fenster. 
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2.3.2 In-vivo Untersuchungen der zerebralen Blutgefäße 

Zur in vivo Untersuchung der zerebralen Blutgefäße wurde der Schädel der Ratten in 

einem Kopfhalter fixiert und die Tiere auf einem Heizkissen platziert, um eine 

konstante Körpertemperatur zu gewährleisten. Um die Darstellung der zerebralen 

Blutgefäße am 2PM zu ermöglichen, erfolgte die intraorbitale Injektion des 

fluoreszenzmarkierten Farbstoffes Dextran (70 kDa, 10 mg/ml), der das Blutplasma 

markiert. Die Anregung des Dextrans erfolgte mit einer Wellenlänge von 850 nm, das 

Emissionsmaximum lag bei 615 nm. Die Erythrozyten im Blut schließen den 

fluoreszenzmarkierten Farbstoff aus und stellen sich somit als dunkle Schatten vor 

dem hell fluoreszierenden Hintergrund, dem Blutplasma, dar. Leukozyten dagegen 

würden in der 2PM Autofluoreszenz zeigen und sich als leuchtende Zellen im 

Gefäßlumen darstellen (Li et al. 2010). Die bekannte maximal erreichbare 

Eindringtiefe für in vivo Untersuchungen in Ratten liegt bei bis zu 500 µm (Oheim et 

al. 2001; Shih et al. 2012) (entspricht Schicht II-III des Kortex (Defelipe 2011)), was 

durch unsere Messungen mit einer maximalen Eindringtiefe von 300 µm bis 500 µm 

bestätigt wurde.  

Dargestellt werden konnten Kapillaren (luminaler Durchmesser ≤ 10 µm), Arteriolen 

(luminaler Durchmesser 11 µm bis 75 µm) sowie kleine Arterien (luminaler 

Durchmesser ≥ 75 µm). Die quantitativen Auswertungen wurden der Konsistenz 

halber jedoch auf Arteriolen mit einem luminalen Durchmesser von 11 µm bis 60 µm 

beschränkt.  
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2.3.2.1 Blutfluss-Messungen 

Die Strömungsgeschwindigkeit der roten Blutzellen (RBZ) wurde in n = 8 SHRSP  

(18 Wo - n = 2, 28-30 Wo - n = 3, 32-33 Wo - n = 3) und n = 5 Wistarratten (18 Wo - 

n = 2, 32 Wo - n = 3) durchschnittlich in 9 Arteriolen (mittlerer Gefäßdurchmesser 30 

µm) pro Tier bestimmt. Für die Messungen erfolgte die intraorbitale Injektion des 

fluoreszenzmarkierten Farbstoffs Dextran (70 kDa, 10 mg/ml) zur Markierung des 

Blutplasmas. Die RBZ, die den Farbstoff ausschließen, stellten sich dabei als dunkle 

Schatten vor dem hell fluoreszierenden Hintergrund dar. Durch wiederholte Scans 

entlang der zentralen Gefäßachse wurden sogenannte Linescans aufgenommen. 

Durch die Bewegung der RBZ im Blutgefäß (Veränderung der räumlichen Position ∆x 

in einer bestimmten Zeitspanne ∆t) entstanden dunkle Streifen, deren Anstieg (∆t/∆x) 

umgekehrt proportional zu der Strömungsgeschwindigkeit der RBZ (∆x/∆t) ist 

(Kleinfeld et al. 1998; Schaffer et al. 2006; Chhatbar und Kara 2013). Mit Hilfe der 

Radon Transformation (Radon Funktion in der MATLAB Image Processing Toolbox) 

konnten die Linescans in MATLAB R2013a ausgewertet und die 

Strömungsgeschwindigkeit der RBZ bestimmt werden (Drew et al. 2010). 

Unterschieden wurden dabei Linescans von Arteriolen mit luminaler Dextran-

Akkumulationen, Arteriolen mit nicht-okkludierenden Erythrozyten-Thromben und 

Linescans von Arteriolen ohne intravitale HA-Phänomene. 

2.3.2.2 Methoxy-X04 

Zur intravitalen Detektion von Aβ erfolgte die 2PM des parietalen Kortex nach 

intraorbitaler Injektion des fluoreszierenden KR-Derivats Methoxy-X04 (2 mg/ml 

(Klunk et al. 2002; Dong et al. 2010)) zusammen mit Dextran (70 kDa, 10 mg/ml) in  

n = 13 SHRSP (17 Wo - n = 1, 28 Wo - n = 2, 32-33 Wo - n = 7, 39 Wo - n = 1,  
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44 Wo - n = 2). Eine Gegenüberstellung der beiden Farbstoffe findet sich in Tabelle 

3. Die Anregung des Farbstoffes Methoxy-X04 erfolgte mit einer Wellenlänge von 

750 nm, das Emissionsmaximum lag bei 460 nm; für Dextran erfolgte die Anregung 

wie oben beschrieben bei 850 nmn und die Emission bei 615 nm. Die gleichzeitige 

Nutzung der beiden Farbstoffe ermöglichte die Detektion von vaskulärem Aβ / einer 

CAA sowie die parallele Untersuchung der Struktur und Integrität der kortikalen 

Mikrovaskulatur. Methoxy-X04 wurde 80 min vor der 2PM und Dextran unmittelbar 

vor der Bildgebung injiziert. Nach dem Durchqueren der BHS bindet Methoxy-X04 

fibrilläres parenchymales und vaskuläres Aβ und ist hier bis zu 3 Tage nach der 

Injektion nachweisbar (Bacskai et al. 2002). Aus dem Gewebe, das kein Aβ enthält, 

wird es jedoch innerhalb von Sekunden entfernt (Klunk et al. 2002). Für Wistarratten 

wurde auf die intravitale Bildgebung mit Methoxy-X04 verzichtet, da unsere 

vorherigen Arbeiten gezeigt haben, dass die gleichaltrigen Kontrollen keine Aβ-

Akkumulationen aufwiesen (Bueche et al. 2014; Schreiber et al. 2014).   

 
Tabelle 3: Vergleich der für die intravitale Bildgebung genutzten Fluoreszenzfarbstoffe Dextran 

und Methoxy-X04. 

 Dextran Methoxy-X04 

Markierung von Blutgefäßen vaskulärem Aβ / CAA 

Injektionsart intraorbital intraorbital 

Injektionsvolumen 300 µl 1000 µl 

Injektionszeitpunkt unmittelbar vor der 2PM 80 min vor der 2PM 

Konzentration 10 mg/ml 2 mg/ml 

Anregungswellenlänge 850 nm 750 nm 

Emissionsmaximum 615 nm 460 nm 

Hersteller ThermoFisher Scientific, D1818 Tocris Bioscience, 4920 
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2.4 Tötung der Tiere und Gewebeaufbereitung 

 

Die Tiere, die zuvor für die 2PM genutzt wurden, wurden ohne Wiedererwachen 

direkt nach der Messung perfundiert. Dazu wurde der Thorax geöffnet, eine Kanüle in 

die linke Herzkammer eingeführt und der rechte Vorhof angeschnitten. Die Spülung 

des arteriellen Blutkreislaufes erfolgte mit 120 ml phosphatgepufferter 

Kochsalzlösung (engl. phosphate buffered saline,  PBS; 0,1 M; Zusammensetzung 

aus 2,73 g Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat, Carl Roth GmbH & Co. KG, 

Karlsruhe, 1,82 g Nachtriumchlorid, Sigma-Aldrich Co. LLC, Steinheim auf 200 ml 

destilliertem Wasser (Aqua dest.) und 14,25 g Dinatriumhydrogenphosphat-

Monohydrat, Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, 7,26 g Natriumchlorid auf 800 ml 

Aqua dest.; Titration bis pH 7,4) gefolgt von der Fixierung des Gewebes durch 

erneutes Durchspülen des Kreislaufs mit 120 ml 4%-iger Paraformaldehyd (PFA)-

Lösung (Merck KGaA, Darmstadt in 0,1 M PBS). Die Dauer der Perfusion betrug 

insgesamt 8 Minuten. Im Anschluss wurden die Ratten dekapitiert und das Gehirn 

der Tiere entnommen. Die Gehirne wurden für 48 Stunden in 4%-iger PFA-Lösung 

nachfixiert, zur Kryoprotektion für 6 Tage in 30%-iger Saccharose (30 g Saccharose, 

ad 100 ml Aqua dest.) gelagert, anschließend mit Hilfe von -80 °C kaltem 

Methylbutan schockgefroren und bei -80 °C gelagert.  

24 Stunden vor dem Gefrierschneiden wurden die Gehirne bei -20 °C gelagert und 

mittels Gefriermedium auf den Objekthalter aufgefroren. Mit Hilfe eines Kryotoms 

(Objekt- und Kammertemperatur -16 °C) wurden koronare Hirnschnitte mit einer 

Dicke von 30 µm hergestellt. Im Abstand von je ca. 1 mm wurden 10 bis 11 
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Schnittebenen (frontaler bis okzipitaler Pol) angefertigt; der OP-Bereich befand sich 

zwischen der fünften und neunten Schnittebene und bedeckte eine Fläche von ca.  

4 x 6 mm2 des parietalen Kortex. Pro Schnittebene wurden jeweils 6 Schnitte in mit 

0,1 M PBS gefüllte 12-Well-Platten für die histologischen Färbungen entnommen. Die 

restlichen Schnitte wurden in mit Kryoprotektionslösung (engl. cryoprotectant 

solution, CPS; Glycerin, Ethylenglykol, 0,1 M PBS im Verhältnis 1:1:2) gefüllten 96-

Well-Platten bei 4 °C gelagert. 

Für die histologischen Färbungen wurden die Schnitte mit Hilfe einer Mischung aus 

0,1 M PBS, Aqua dest. und Triton auf Objektträger gezogen und an der Luft 

getrocknet.  

2.4.1 Hämatoxylin-Eosin-Färbung 

Die HE-Färbung ist eine Übersichtsfärbung für Gewebeschnitte. Hämatoxylin nach 

Mayer färbt basophile Strukturen (u.a. Zellkerne durch die enthaltene 

Desoxyribonukleinsäure (engl. deoxyribonucleic acid, DNA)) blau an; Eosin färbt das 

Zytoplasma, die extrazelluläre Matrix und Blutzellen durch eine unspezifische 

Färbung der Proteine in unterschiedlichen Abstufungen rot an (Fischer et al. 2008). 

Im Detail wurden die Objektträger nach kurzem Spülen in Aqua dest. für 5 min in eine 

Hämatoxylin-Lösung getaucht und anschließend nach erneutem Spülen mit Aqua 

dest. für 10 min unter fließendem Leitungswasser gebläut. Dadurch erfolgt eine 

Erhöhung des pH-Wertes (pH > 3), sodass ein Farbumschlag von rot zu blau erfolgt. 

Nach der Färbung der Objektträger mit Eosin für 40 Sekunden und erneutem Spülen 

mit Aqua dest. erfolgte die Entwässerung der Schnitte durch eine aufsteigende 

Alkoholreihe. Dazu wurden die Objektträger kurz in 70% und 80% Rotisol und 
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anschließend zweimal für etwa 1 Minute in 100% Rotisol eingetaucht. Nach 

zweimaligem Eintauchen für je 5 Minuten in Xylol wurden die Objektträger mittels 

Histomount eingedeckelt und getrocknet.  

Von allen in dieser Arbeit untersuchten Tieren wurden jeweils 30 bis 33 Hirnschnitte 

aus 10 bis 11 Schnittebenen (3 Schnitte pro Ebene) für die HE-Färbung genutzt. Der 

OP-Bereich erstreckte sich – wie oben beschrieben – über fünf Schnittebenen, 

wodurch 15 Schnitte pro Tier (3 Schnitte pro Ebene) zur Analyse des OP-Bereiches 

zur Verfügung standen. 

2.4.2 Histologische Amyloid-Färbungen 

Die histologischen Färbungen mit den Farbstoffen (i) KR und (ii) ThioT wurden zur 

Darstellung von Amyloid-Ablagerungen durchgeführt; KR und ThioT dienen dabei als 

Farbstoffe zur Detektion von Amyloid in Gewebeschnitten (LeVine 1999). KR zeigt 

eine starke Orangerot- und ThioT eine kräftige Rotfärbung von Amyloid. Kernechtrot 

dient dabei als Gegenfärbelösung und färbt die Zellkerne rot an.  

2.4.2.1 Kongorot-Färbung 

24 Stunden vor der KR-Färbung erfolgte die Herstellung der Stammlösung (30 g 

Natriumchlorid in  200 ml Aqua dest. + 800 ml Rotisol). Für die Färbung wurden die 

Objektträger nach kurzem Spülen mit Aqua dest. für 5 Minuten mit Kernechtrot 

gefärbt, anschließend 10 Minuten mit Leitungswasser und daraufhin kurz mit Aqua 

dest. gespült. Daraufhin wurden die Objektträger für 20 Minuten in Gebrauchslösung 

1 (100 ml Stammlösung + 1 ml 1% Natriumhydroxid) und für 10 Minuten in 

Gebrauchslösung 2 (2,5 g KR + 500 ml Stammlösung; Zugabe von 1 ml  

1% Natriumhydroxid zu 100 ml dieser Lösung unmittelbar vor Gebrauch) getaucht. 
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Zur Entwässerung der Schnitte durch eine aufsteigende Alkoholreihe wurden die 

Objektträger kurz in 80% Rotisol und anschließend zweimal für etwa 1 Minute in 

100% Rotisol eingetaucht. Nach zweimaligem Eintauchen für je 5 Minuten in Xylol 

wurden die Objektträger mittels Histomount eingedeckelt und getrocknet.  

Für die KR-Färbung wurden pro Tier jeweils 10 bis 11 Hirnschnitte aus 10 bis 11 

Schnittebenen (1 Schnitt pro Ebene) genutzt; im OP-Bereich konnten folglich 5 

Schnitte aus 5 Schnittebenen ausgewertet werden. 

2.4.2.2 Thioflavin-T-Färbung 

Nach kurzem Spülen in Aqua dest. wurden die Objektträger für 5 Minuten mit 

Kernechtrot gefärbt, anschließend 10 Minuten mit Leitungswasser und daraufhin kurz 

mit Aqua dest. gespült. Nach Färbung der Objektträger für 8 Minuten mit einer  

1%-igen ThioT-Lösung, erfolgte die Entwässerung der Schnitte durch eine 

aufsteigende Alkoholreihe. Dazu wurden die Objektträger kurz in 80% Rotisol und 

anschließend zweimal für etwa 1 Minute in 100% Rotisol eingetaucht. Nach 

zweimaligem Eintauchen für je 5 Minuten in Xylol wurden die Objektträger mittels 

Histomount eingedeckelt und getrocknet. 

Für die ThioT-Färbung wurden pro Tier jeweils 10 bis 11 Hirnschnitte aus 10 bis 11 

Schnittebenen (1 Schnitt pro Ebene) genutzt; auch hier konnten im OP-Bereich 5 

Schnitte aus 5 Schnittebenen ausgewertet werden. 

2.4.3 Immunhistochemische Färbungen 

Für die immunhistochemischen Färbungen wurden pro Tier jeweils 5 Hirnschnitte aus 

den unterschiedlichen Schnittebenen innerhalb des OP-Bereiches genutzt. Die in 

CPS gelagerten Schnitte wurden in mit 0,1 M PBS gefüllte 24-Well-Platten überführt, 
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in denen die Färbung durchgeführt wurde. Als Stammlösung für die Färbungen 

diente eine Lösung aus 0,5% Triton X-100 in 0,1 M PBS. Nach dreimaligem 

Waschen für je 5 Minuten in 0,1 M PBS wurden die Schnitte für eine Stunde in 10% 

Eselnormalserum (engl. Donkey normal serum, DNS; 800 µl Blocklösung pro Well) 

gegeben, um unspezifische Antikörper-Bindungsstellen zu blockieren. Anschließend 

wurden die Schnitte mit den jeweiligen Primärantikörpern (600 µl pro Well: 

Stammlösung + 5% DNS + fluoreszenzmarkiertes Solanum tuberosum Lektin (STL; 

Verdünnung 1:500) + Kaninchen-gegen-Aβ Primärantikörper (Verdünnung 1:500)) 

über Nacht bei 4 °C inkubiert. Nach dreimaligem Spülen für je 5 Minuten in 0,1 M 

PBS wurden die Schnitte für 2 Stunden mit dem Sekundärantikörper (600 µl pro Well: 

Stammlösung + 5% DNS + Indodicarbocyanin (Cy5)-gekoppelte Esel-gegen-

Kaninchen IgG (Verdünnung 1:500)) im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Bei 

der IgG-Färbung wurde anstatt des Sekundärantikörpers ein Cy5-gekoppelter Esel-

gegen-Ratte IgG Antikörper (Verdünnung 1:200) genutzt. Nach einem erneuten 

Waschschritt (3x 5 Minuten in 0,1 M PBS) wurden die Schnitte für die Färbung der 

Zellkerne für 20 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln mit 4′,6-Diamidin-2-

Phenylindol (DAPI) gefärbt und erneut gewaschen (3x 5 Minuten in 0,1 M PBS). Mit 

Hilfe einer Seifenlösung (250 ml 0,1 M PBS + 250 ml Aqua dest. + 2 ml Triton X-100) 

wurden die Schnitte anschließend auf Objektträger gezogen und an der Luft 

getrocknet. Die Entwässerung der Schnitte erfolgte durch eine aufsteigende 

Alkoholreihe. Dazu wurden die Objektträger jeweils 5 Minuten in Alkohol 

aufsteigender Konzentration (50%, 70%, 90%, 100% Rotisol) und 5 Minuten in Optal 

eingetaucht. Nach zweimaligem Eintauchen für je 5 Minuten in Xylol wurden die 

Objektträger mittels Histomount eingedeckelt und getrocknet. 
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2.4.3.1 Fluoreszeinisothiozyanat-gekoppeltes Solanum 

tuberosum Lektin  

Fluoreszeinisothiozyanat-gekoppeltes STL (STL-FITC) ist ein aus der Kartoffel 

isoliertes fluoreszenzmarkiertes Glykoprotein, das zu 50% aus den Monosacchariden 

Arabinose und Galaktose besteht (van Damme et al. 2004). Es bindet spezifisch an  

N-Acetylglucosamin auf der Oberfläche von Endothelzellen und Mikroglia (siehe 

Produktinformation Axxora, Enzo Life Sciences GmBH, Lörrach (Härtig et al. 2009; 

Michalski et al. 2010)) und kann zur Färbung der zerebralen Blutgefäße im Gehirn 

von Nagetieren verwendet werden (Betz et al. 2005). STL-FITC wurde für die 

immunhistochemischen Färbungen in einer Verdünnung von 1:500 eingesetzt. Das 

Anregungsmaximum liegt bei 495 nm und das Emissionsmaximum bei 515 nm. 

Dadurch ist eine Kombinationsfärbung mit Indocarbocyanin (Cy3)- und Cy5-

gekoppelten Antikörpern sowie mit DAPI möglich (Vierfachfärbung). Im Rahmen der 

vorliegenden Arbeit wurde STL in allen immunhistochemischen Färbungen zur 

Darstellung der Gefäßwände der zerebralen Blutgefäße verwendet.  

2.4.3.2 Dextran 

Das für die 2PM genutzte Dextran ist an den Fluoreszenz-Farbstoff 

Tetramethylrhodamin gekoppelt und kann dadurch in der Immunhistochemie mit 

einem Absorptionsmaximum von 555 nm und einem Emissionsmaximum von 580 nm 

detektiert werden. Da sich diese Wellenlängen mit denen der Cy3-gekoppelten 

Sekundärantikörper (Absorptionsmaximum 550 nm und Emissionsmaximum 570 nm, 

siehe Produktinformation Dianova, Hamburg) überschneiden, ist eine Färbung der 

2PM-Tiere mit Cy3-gekoppelten Sekundärantikörpern ausgeschlossen. Somit kann 

für diese Tiere nur eine immunhistochemische Dreifachfärbung aus STL, einem 
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Primärantikörper und DAPI erfolgen, wobei der Primärantikörper mit einem Cy5-

gekoppelten Sekundärantikörper detektiert werden muss. 

2.4.3.3 Immunglobulin G 

Immunglobuline sind Glykoproteine und werden während der Immunantwort von  

B-Zellen als Antikörper nach Kontakt mit einem Antigen produziert (Alberts 2002). 

Immunglobulin G (IgG) hat eine molare Masse von ~150 kDa (Sandin et al. 2004) 

und kann als Marker für eine geschädigte, d.h. pathologisch durchlässige BHS 

genutzt werden (Chen et al. 2009; Michalski et al. 2010). Für die IgG-Färbung wurde 

ein Cy5-gekoppelter Esel-gegen-Ratte IgG Antikörper in einer Verdünnung von 1:200 

genutzt.  

2.4.3.4 Amyloid-β 

Die Ablagerung des Aβ-Peptides im Gehirn ist eine kennzeichnende Pathologie der 

Alzheimer’schen Erkrankung. Charakteristisch ist die Detektion von aus dem Aβ-

Peptid aufgebauten extrazellulären Aβ-Plaques im Parenchym (Murphy und LeVine 

2010; Gilbert 2013). Eine CAA kann über die Ablagerung des Aβ-Peptides in der 

Gefäßwand detektiert werden (Attems et al. 2011; Viswanathan und Greenberg 

2011). In der vorliegenden Arbeit wurde ein Antikörper aus dem Kaninchen in einer 

Verdünnung von 1:500 verwendet, der spezifisch das Aβ-Peptid im Gehirn von 

Nagetieren anfärbt.  

2.4.3.5 4′,6-Diamidin-2-Phenylindol  

Das fluoreszenzmarkierte DAPI ist ein Farbstoff, der sich an die DNA anlagert und 

dadurch zur Färbung der Zellkerne benutzt wird (Kapuscinski 1995). Dieser Komplex 

aus DAPI und DNA hat sein Anregungsmaximum bei 358 nm und sein 
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Emissionsmaximum bei 461 nm. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde DAPI in 

allen immunhistochemischen Färbungen zur Detektion der Zellkerne in einer 

Verdünnung von 1:10.000 verwendet.  

2.4.3.6 Indodicarbocyanin-gekoppelte Sekundärantikörper 

Als Sekundärantikörper wurden Cy5-gekoppelte Antikörper aus dem Esel verwendet, 

die bei 650 nm eine maximale Anregung zeigen und bei 670 nm emittieren (siehe 

Produktinformation Dianova, Hamburg). Zur Detektion des Aβ-Primärantikörpers 

wurde das Cy5-gekoppelte Esel-gegen-Kaninchen IgG als Sekundärantikörper in 

einer Verdünnung von 1:500 verwendet. Für die Detektion von BHS-Störungen 

erfolgte eine direkte Färbung mit einem Cy5-gekoppelten Esel-gegen-Ratte IgG 

Antikörper, der spezifisch IgG aus der Ratte erkennt (siehe 2.4.3.3). 

 

2.5 Datenanalyse 

 

2.5.1 2PM-Datenanalyse 

Zur Datenanalyse wurden die 2PM-Daten mit der ZEN 2010 Software (Carl Zeiss 

Microscopy GmbH, Jena, Germany) aufgenommen und als lsm-Dateien zur späteren 

Datenauswertung gespeichert. 

2.5.1.1 Phänomene, Kaskade und Stadien der hypertensiven 

Arteriopathie 

Die lsm-Dateien aller n = 28 SHRSP und n = 18 Wistarratten wurden auf das 

Vorhandensein verschiedener HA-Phänomene untersucht. Dazu zählen die 

Akkumulation von Erythrozyten in der Gefäßwand von Arteriolen (luminaler 

Durchmesser 11 µm bis 60 µm), die Akkumulation von Dextran in der Gefäßwand 
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oder im Gefäßlumen, nicht-okkludierende oder okkludierende Erythrozyten-

Thromben sowie komplett verschlossene Gefäßabschnitte. Die in der Gefäßwand 

akkumulierten Erythrozyten wurden als sich nicht bewegende dunkle Punkte in der 

Gefäßwand, Dextran-Akkumulationen als besonders hell fluoreszierende 

Gefäßwände oder Abschnitte des Gefäßlumens definiert. Sich sehr langsam bis gar 

nicht bewegende RBZ im Gefäßlumen waren kennzeichnend für nicht-okkludierende 

oder okkludierende Thromben, wohingegen Gefäße mit großflächigen Aussparungen 

des fluoreszierenden Farbstoffs Dextran komplette Gefäßverschlüsse darstellten 

(siehe Abbildung 8). 

Die Auswertung der einzelnen Phänomene erfolgte semi-quantitativ (vorhanden oder 

nicht vorhanden) in allen verfügbaren Gefäßen in durchschnittlich 8 Blickfeldern pro 

Tier. Die verschiedenen HA-Phänomene wurden anschließend genutzt, um eine 

intravitale HA-Kaskade zu definieren. Basierend auf der Kaskade erfolgte die 

Unterteilung in 5 HA-Stadien. Die Zuordnung der Ratten zu einem bestimmten HA-

Stadium erfolgte basierend auf der am weitesten fortgeschrittenen HA-Pathologie, 

die in den jeweiligen Tieren nachweisbar war. 

Sowohl für die SHRSP als auch für Wistarratten wurde zusätzlich eine 

Quantifizierung der HA-Phänomene und HA-Stadien für junge (17-28 Wochen), 

mittel-alte (30-32 Wochen) und alte (33-44 Wochen) Tiere durchgeführt. 

2.5.1.2 Messung der Strömungsgeschwindigkeit der roten 

Blutzellen 

In die Auswertung der Blutflussmessungen sind durchschnittlich 9 Linescans pro Tier 

eingeflossen, wobei jeder Linescan für die Messung der Strömungsgeschwindigkeit 
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der RBZ in einer Arteriole mit einem durchschnittlichen Gefäßdurchmesser von  

30 µm steht. Alle vorhandenen Messungen wurden einer der folgenden Gruppen 

zugeordnet: (i) Arteriolen ohne HA-Phänomene, (ii) Arteriolen mit luminaler Dextran-

Akkumulation oder (iii) Arteriolen mit nicht-okkludierenden Erythrozyten-Thromben. 

Die Strömungsgeschwindigkeit der RBZ wurde dabei in allen verfügbaren Arteriolen 

in den Blickfeldern, die zufällig im OP-Bereich gewählt wurden, beurteilt. Zur 

statistischen Analyse wurde pro Tier für jede der 3 Gruppen die 

Strömungsgeschwindigkeit der RBZ über alle Linienscans der Gefäße, die dieser 

Gruppe zugeordnet werden konnten, gemittelt. 

2.5.1.3 Vaskuläre Amyloid-Akkumulationen 

In den n = 13 SHRSP, die für die intravitale Bildgebung mit dem Farbstoff Methoxy-

X04 genutzt wurden, wurden 3 Blickfelder pro Tier semi-quantitativ (vorhanden oder 

nicht vorhanden) auf das Vorhandensein von (peri-)vaskulären Amyloid-

Ablagerungen in Form einer CAA untersucht. Dabei wurde in perivaskuläre und 

wandständige Akkumulationen von Methoxy-X04 unterschieden. Darüber hinaus 

wurde in allen CAA-positiven SHRSP die Anzahl der CAA-positiven Arteriolen 

gezählt und innerhalb dieser Gruppe der CAA-positiven Arteriolen zusätzlich das 

Vorhandensein / das Fehlen von HA-Phänomenen quantifiziert. 

2.5.2 Histologische und immunhistochemische Analyse 

Innerhalb jedes Schnittes des OP-Bereiches wurde (für alle für die 2PM genutzten 

SHRSP und Wistarratten) das Auftreten verschiedener HA-Phänomene, d.h. BHS-

Störungen, nicht-okkludierende Thromben sowie okkludierende Thromben / 

vollständig verschlossene Gefäßabschnitte semi-quantitativ (vorhanden oder nicht 
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vorhanden) in allen verfügbaren Gefäßen untersucht. Zusätzlich wurde (nur für die 

SHRSP) ebenfalls semi-quantitativ nach dem Vorhandensein von (peri)vaskulären 

Amyloid-Ablagerungen in Form einer CAA geschaut. 

Um den prozentualen Anteil der Arteriolen mit einer HA- / CAA-Pathologie zu 

bestimmen, wurde die Gesamtanzahl aller Arteriolen (luminaler Durchmesser  

11-60 µm) pro Blickfeld sowie die Anzahl (i) aller HA-positiven Arteriolen und  

(ii) aller CAA-positiven Arteriolen bestimmt. Innerhalb der Gruppe der CAA-positiven 

Arteriolen wurde zusätzlich das gleichzeitige Auftreten von BHS-Störungen, nicht-

okkludierenden Thromben sowie okkludierenden Thromben / vollständig 

verschlossene Gefäßabschnitten ausgewertet. Diese Analyse berücksichtigte 27 

Blickfelder innerhalb von 9 Hirnschnitten pro Ratte mit 3 Blickfeldern pro Schnitt  

(HE-Färbung); 20 Blickfelder, 5 Hirnschnitte, 3 Blickfelder pro Schnitt (für Dextran-

Immunhistochemie); 15 Blickfelder, 5 Hirnschnitte, 3 Blickfelder pro Schnitt (für KR- 

und ThioT-Färbung). Die Mittelwerte aus allen Blickfeldern wurden zur statistischen 

Analyse herangezogen.  



…………………………………………………………………….. Material und Methoden 

 

51 

 

2.6 Statistische Auswertungen 

 

Die statistischen Auswertungen erfolgten mit dem Statistikprogramm „IBM SPSS 

Statistics 24“. Es wurden drei verschiedene statistische Tests durchgeführt:  

(i) der Chi-Quadrat-Test, (ii) der Kruskall-Wallis-Test sowie (iii) der t-Test für 

abhängige Stichproben. 

Der Chi-Quadrat-Test wurde für alle binären Variablen angewendet; dazu gehörten 

diverse Gruppenvergleiche zwischen SHRSP und Wistar-Kontrolltieren 

(Mortalitätsrate währen der OP, intravitale und postmortale Phänomene der 

zerebralen Mikroangiopathie, intravitale Stadien der zerebralen Mikroangiopathie, 

OP-Schaden) sowie der intravitale und postmortale Zusammenhang zwischen HA-

positiven und -negativen sowie CAA-positiven und -negativen Gefäßen. Berechnet 

wurde jeweils die Teststatistik χ2 in Bezug auf die Freiheitsgrade (engl. degrees of 

freedom, df), d.h. χ2(df) sowie der Signifikanzwert p. 

Der Kruskal-Wallis-Test wurde genutzt, um die verschiedenen Altersgruppen (jung, 

mittel, alt) innerhalb der SHRSP oder Wistarratten miteinander zu vergleichen. 

Berechnet wurde jeweils die Teststatistik H, ebenfalls in Bezug auf die 

Freiheitsgrade, d.h. H(df) sowie der Signifikanzwert p. 

Mit Hilfe des t-Tests für abhängige Stichproben wurden die Mittelwerte der 

Strömungsgeschwindigkeiten der RBZ zwischen (a) Arteriolen mit luminaler Dextran-

Akkumulation und Arteriolen ohne HA-Phänomene sowie (b) Arteriolen mit nicht-

okkludierenden Erythrozyten-Thromben und Arteriolen ohne HA-Phänomene 
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verglichen. Berechnet wurde jeweils die Teststatistik t, erneut in Bezug auf die 

Freiheitsgrade, d.h. t(df) sowie der Signifikanzwert p. 

Für alle statistischen Tests wurden p-Werte ≤ 0,05 als signifikant und p-Werte von  

0,05 < p < 0,1 als statistische Tendenz definiert. 
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3 Ergebnisse 
 

3.1 Etablierung der 2-Photonen-Mikroskopie 

 

Zur Realisierung dieser Arbeit war die Durchführung der bisher nicht etablierten 2PM 

an der SHRSP und Wistar-Kontrolltieren erforderlich. Die dafür notwendige 

Kraniotomie wurde an 20 Wistarratten im Alter von acht bis 24 Wochen geübt. Für 

die 2PM an der Maus sind in der Literatur zwei Ansätze beschrieben: (i) die 2PM 

durch einen ausgedünnten Schädelknochen und (ii) die 2PM nach Entfernung des 

Schädelknochens durch die intakte Dura mater (Shih et al. 2012; Dorand et al. 2014). 

Durch die erhöhte Dicke und Undurchlässigkeit der Dura mater musste diese 

äußerste Hirnhaut für die 2PM an der Ratte zusätzlich zum Schädelknochen entfernt 

werden (Sigler und Murphy 2010; Shih et al. 2012). Dieser Operationsschritt erwies 

sich als der schwierigste Schritt während der Generierung des kranialen Fensters, da 

die Dura mater teilweise fest mit den darunter liegenden Blutgefäßen verwachsen 

war. Nach einer festen Etablierung der notwendigen Arbeitsschritte wurden 35 

SHRSP und 26 Wistarratten für die Experimente genutzt. Bei diesen Tieren zeigten 

sich während der Entfernung der Dura mater teilweise starke Blutungen, die zum Tod 

von n = 7 (20%) der SHRSP und n = 4 (15%) der Wistarratten während der OP 

führten. Die Anzahl an verstorbenen Tieren ergab dabei keine signifikanten 

Gruppenunterschiede zwischen SHRSP und Wistar-Kontrolltieren (χ2(1) = 0,2,  

p = 0,64). Somit standen nach den erfolgreich durchgeführten Kraniotomien 

insgesamt 28 SHRSP und 22 Wistarratten für die Experimente zur Verfügung 

(Tabelle 4).  
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Tabelle 4: OP-Schaden bei der Kraniotomie in SHRSP und Wistarratten. 

 SHRSP Wistar 

Anzahl der operierten Tiere 35 26 

Anzahl der bei der OP verstorbenen Tiere 7 4 

Mortalitätsrate (Kraniotomie) 20% 15% 

Für die 2PM verbliebene Tiere 28 22 

 

3.2 Intravitale 2-Photonen-Mikroskopie 

 

Für die 2PM wurde den Tieren vor der Bildgebung der fluoreszenzmarkierte Farbstoff 

Dextran gespritzt. Wie zuvor beschrieben, schließen die RBZ den Farbstoff aus und 

zeigen sich als dunkle Punkte vor dem hell fluoreszierenden Hintergrund. Die 

Darstellung der kortikalen Mikrovaskulatur konnte sowohl für SHRSP (Abbildung 

7A-C) als auch für Wistarratten (Abbildung 7D-F) realisiert werden und zeigte eine 

exzellente Darstellbarkeit der kleinen Arterien, Arteriolen und Kapillaren. Die 

Eindringtiefe lag nach Entfernung der Dura mater bei bis zu 300-500 µm (dritte 

Kortex-Schicht (Defelipe 2011)). Bei dem Versuch der Präparation des kranialen 

Fensters ohne Entfernung der Dura mater konnten überwiegend die Blutgefäße der 

intakten Dura mater sichtbar gemacht werden; des Weiteren war die Eindringtiefe auf 

etwa 70 µm (erste Kortex-Schicht (Defelipe 2011)) beschränkt. Daher wurde für 

diese Arbeit die Präparation mit Entfernung der Dura mater gewählt und die zwei 

Kontrolltiere ohne Dura mater Entfernung von den Auswertungen ausgeschlossen. In 

zwei weiteren Kontrolltieren war die Bildgebung durch technische Probleme nicht 

erfolgreich, weshalb am Ende die Daten von 18 Wistar-Kontrolltieren zur Auswertung 

vorlagen. Für die SHRSP ist hingegen die komplette Fallzahl von n = 28 Tieren in die 

Datenauswertung eingeflossen.  
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Abbildung 7: 2-Photonen-Mikroskopie der zerebralen kortikalen Mikrovaskulatur. 

Durch die Markierung des Blutplasmas mit dem fluoreszenzmarkierten Farbstoff Dextran wird die 

exzellente Darstellung der kortikalen Mikrovaskulatur, vornehmlich von Arteriolen (Pfeilköpfe) und 

Kapillaren (Sterne) in SHRSP (A-C) und Wistarratten (D-F) ermöglicht. 

SHRSP - spontan hypertensive stroke-prone Ratten; Alter der Tiere: D & E - 18 Wochen, A-C -  

30 Wochen, F - 31 Wochen; Maßbalken = 50 µm. 
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3.2.1 Pathologien der zerebralen Blutgefäße und intravitale 

Phänomene der hypertensiven Arteriopathie 

Erste Versuche der intravitalen 2PM zeigten diverse Pathologien der kortikalen 

Mikrovaskulatur. So konnten Akkumulationen von RBZ in Kapillaren (Abbildung 8A), 

die sich als nicht bewegende, dunkle Punkte im Gefäßlumen darstellten, detektiert 

werden. Dies gelang jedoch nur, wenn sich die Erythrozyten erst nach Markierung 

mit dem Fluoreszenzfarbstoff stauten; anderenfalls würden die RBZ das Gefäßlumen 

der Kapillaren aufgrund des geringen Gefäßdurchmessers dieser kleinsten 

Hirngefäße komplett verschließen und eine Markierung mit Dextran verhindern. Als 

weitere Pathologie zeigte sich die Akkumulation von Dextran sowie die gemeinsame 

Akkumulation von Dextran und Erythrozyten im Gefäßlumen von Arteriolen 

(Abbildung 8B&C). Diese Stauungen des fluoreszenzmarkierten Farbstoffes und der 

Erythrozyten werden weiterführend als nicht-okkludierende Erythrozyten-Thromben 

bezeichnet. Zudem konnte der Austritt von Dextran und Erythrozyten aus dem 

Gefäßlumen, der eine perivaskuläre Blutung vermuten lässt, dargestellt werden 

(Abbildung 8D). Da sich diese Pathologie jedoch nur einmalig detektieren ließ, 

wurde der Fokus für die fortführenden Experimente auf die Gefäßpathologien und 

nicht auf die Untersuchung von zerebralen Blutungen gesetzt. Auf die Quantifizierung 

der HA-Phänomene in Kapillaren wurde aufgrund der oben beschriebenen Gründe 

verzichtet und alle folgenden Auswertungen auf die Arteriolen beschränkt. 
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Abbildung 8: Pathologien der zerebralen Blutgefäße und Phänomene der zerebralen 

hypertensiven Arteriopathie detektiert in der intravitalen 2-Photonen-Mikroskopie. 

Mit Hilfe der intravitalen Bildgebung konnten Akkumulationen von RBZ in Kapillaren (A, Pfeile) 

detektiert werden, die sich als sich nicht bewegende dunkle Punkte im Gefäßlumen darstellten. 

Stauungen von Dextran (B, Pfeil) sowie von Dextran und RBZ (C, Pfeile) zeigten sich ebenso wie das 

Austreten von Dextran und RBZ aus einer Arteriole (D, Kasten), welches einen Gefäßwandschaden 

mit einer vermuteten perivaskulären Blutung anzeigt. Als Phänomene der HA definiert wurden der in E 

dargestellte Gefäßwandschaden, der durch die Akkumulation von Dextran in der Gefäßwand (Pfeile) 

charakterisiert wird, sowie die Akkumulation von Dextran und Erythrozyten in der Gefäßwand (F, 

Pfeile) und die Akkumulation von Dextran im Gefäßlumen (G, Pfeil). Weiterhin ist in H die Bildung 

eines nicht okkludierenden Erythrozyten-Thrombus beginnend mit der Akkumulation einzelner 

Erythrozyten im Gefäßlumen (Pfeilspitze) dargestellt. Nicht-okkludierende Erythrozyten-Thromben (H, 

Pfeil) können sich zu okkludierenden Erythrozyten-Thromben (I, Pfeil) und später zu komplett 

verschlossenen Gefäßabschnitten (I, Stern) entwickeln.  

RBZ - rote Blutzellen; Alter der Tiere: E - 18 Wochen, B, D - 30 Wochen, A, C, G, H - 31 Wochen,  

F, I - 33 Wochen; Maßbalken = 50 µm.  
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In SHRSP und Wistarratten zeigten sich unter Nutzung des fluoreszenzmarkierten 

Farbstoffes Dextran Arteriolen sowohl mit als auch ohne Phänomene der HA. 

Insgesamt wurden in n = 1 (4%) der SHRSP keine Pathologien der zerebralen 

Blutgefäße gefunden, wohingegen signifikant mehr Wistarratten (n = 6 (33%)) keine 

HA-Phänomene zeigten (χ2(1) = 7,52, p = 0,006). In den restlichen Tieren konnte 

umgekehrt eine signifikant höhere Prävalenz nahezu aller folgender Phänomene der 

HA in SHRSP verglichen mit den Wistar-Kontrolltieren detektiert werden: (1) die 

Akkumulation von Dextran in der Gefäßwand in n = 23 (82%) der SHRSP vs. n = 6 

(33%) der Wistarratten (χ2(1) = 11,20, p = 0,001) (Abbildung 8E); (2) die 

Akkumulation von Erythrozyten in der Gefäßwand in n = 22 (79%) vs. n = 6 (33%) 

(χ2(1) = 9,41, p = 0,002); (3) eine Kombination aus (1) & (2) in n = 12 (43%) vs. n = 3 

(17%) (χ2(1) = 2,06, p = 0,152) (Abbildung 8F); (4) die Akkumulation von Dextran im 

Gefäßlumen in n = 21 (75%) vs. n = 3 (17%) (χ2(1) = 14,94, p < 0,001) (Abbildung 

8G); (5) die Akkumulation von Dextran und Erythrozyten beginnend mit der 

Akkumulation einzelner Erythrozyten (Abbildung 8H, Pfeilspitze) und später daraus 

folgend die Ausbildung nicht-okkludierender Erythrozyten-Thromben in n = 18 (64%) 

vs. n = 0 (0%); (χ2(1) = 19,01, p < 0,001)  (Abbildung 8H, Pfeil); (6) okkludierende 

Erythrozyten-Thromben in n = 12 (43%) vs. n = 0 (0%) (χ2(1) = 10,44, p = 0,001) 

(Abbildung 8I, Pfeil) und (7) komplett verschlossene Gefäßabschnitte, angedeutet 

durch das Fehlen der Markierung mit dem Fluoreszenzfarbstoff Dextran in n = 9 

(32%) vs. n = 0 (0%) (χ2(1) = 7,19, p = 0,007) (Abbildung 8I, Stern). Eine 

Gegenüberstellung der Frequenzen der intravitalen HA-Phänomene in SHRSP und 

Wistarratten findet sich in Abbildung 9. 
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Abbildung 9: Frequenzen der intravitalen Phänomene der hypertensiven Arteriopathie in 

SHRSP und Wistarratten. 

Die Phänomene (1) bis (7) der HA wurden mittels intravitaler Bildgebung in SHRSP (rote Balken) und 

Wistarratten (blaue Balken) detektiert. Die Balken stellen dar, in wie viel Prozent der untersuchten 

Tiere das jeweilige HA-Phänomen detektiert wurde.  

HA - hypertensive Arteriopathie, SHRSP - spontan hypertensive stroke-prone Ratten. ** p ≤ 0,01,  

*** p ≤ 0,001 
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Um den Einfluss des Alters zu untersuchen, wurden SHRSP und Wistar-Kontrolltiere 

in junge (17-28 Wochen), mittel-alte (30-32 Wochen) und alte (33-44 Wochen) Tiere 

unterteilt. Dabei zeigte sich eine gleichmäßige Verteilung der Phänomene (1) bis (5) 

für die SHRSP (jeweils p > 0,05). So war beispielsweise Phänomen (1) in 71% der 

jungen, in 86% der mittel-alten und ebenfalls 86% der alten SHRSP zu finden. Für 

die Prävalenz der okkludierenden Thromben (Phänomen (6)) ergab sich ein 

signifikanter Anstieg mit dem Lebensalter der Tiere von 14% (17-28 Wochen) über 

43% (30-32 Wochen) auf 71% (33-44 Wochen) (H(2) = 4,33, p = 0,037); für die 

Prävalenz der komplett verschlossenen Gefäßabschnitte (Phänomen (7)) erfolgte ein 

altersabhängiger Anstieg von 14% (17-28 Wochen) über 21% (30-32 Wochen) auf 

71% (33-44 Wochen) (H(2) = 6,47, p = 0,039). Wistarratten zeigten dagegen für 

keines der HA-Phänomene einen Alterseffekt. 

 

3.2.2 Intravitale Kaskade der hypertensiven Arteriopathie in SHRSP 

Anhand der intravital detektierten HA-Phänomene ließ sich in den SHRSP eine 

zeitliche Abfolge der Pathologien vermuten, die durch die Akkumulation von Dextran 

sowie Erythrozyten in der Gefäßwand (Phänomene (1) bis (3)) als Zeichen eines 

Gefäßwandschadens initiiert wird. Dieser Schaden der kleinen Gefäßwände geht mit 

einer Reduktion der Fließgeschwindigkeit der RBZ einher, die durch die luminale 

Akkumulationen von Dextran (Phänomen (4)) charakterisiert ist. Diese Vermutung 

unterstützend, zeigte sich in Arteriolen mit luminaler Dextran-Akkumulation im 

Vergleich zu Arteriolen ohne HA-Phänomene eine geringere Fließgeschwindigkeit 

der RBZ (Mittelwert [Standardabweichung] 0,08 [0,10] mm/s im Vergleich zu 1,83 

[1,36] mm/s, t(2) = 2,40, p = 0,139, Abbildung 10E). Durch diese Blutfluss-Reduktion 
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wird vermutlich die Ausbildung von nicht-okkludierenden, d.h. das Gefäß nicht 

vollständig verschließende Erythrozyten-Thromben (Phänomen (5)) in Gang gesetzt. 

Diese Annahme wird gestützt durch den Fund, dass Arteriolen mit nicht-

okkludierenden Erythrozyten-Thromben eine signifikant erniedrigte 

Fließgeschwindigkeit der RBZ zeigen, wenn man diese mit Arteriolen ohne HA-

Phänomene vergleicht (Mittelwert [Standardabweichung] 0,08 [0,07] mm/s im 

Vergleich zu 1,83 [1,36] mm/s, t(4) = 3,17, p = 0,034, Abbildung 10E). 

Unvollständige Thromben entwickeln sich dann weiter zu okkludierenden Thromben, 

d.h. vollständigen Gefäßverschlüssen (Phänomen (6) & (7)) und stellen das 

Endstadium der intravitalen HA-Kaskade dar. 

In Wistarratten zeigte sich der Gefäßwandschaden (Phänomene (1) bis (3)) als 

vordergründig auftretendes HA-Phänomen. Zusätzlich fanden sich in den 

Kontrolltieren luminale Dextran-Akkumulationen (Phänomen (4) als am weitesten 

fortgeschrittene Pathologie, wohingegen keine der Wistarratten Gefäße mit 

Thrombusbildung (Phänomene (5) bis (7)) aufwiesen. Daher konnte die Messung der 

Fließgeschwindigkeit der RBZ in den Wistarratten nicht durchgeführt werden. 

Insgesamt legen die Ergebnisse nahe, dass die oben beschriebene Kaskade 

einzigartig für die SHRSP ist bzw. einen deutlich langsameren Verlauf in den 

Kontrolltieren zeigt. 
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Abbildung 10: Intravitale Messung der Fließgeschwindigkeit der roten Blutzellen mittels 2-

Photonen-Mikroskopie in SHRSP. 

A zeigt einen exemplarischen Linescan einer Arteriole ohne HA-Phänomene, der einen ungehinderten 

Fluss der RBZ darstellt. Im Gegensatz dazu zeigen B bis D Linescans von Arteriolen, die Störungen 

des Flusses der RBZ aufweisen. In B ist ein exemplarischer Linescan einer Arteriole mit luminaler 

Dextran-Akkumulation dargestellt, wohingegen C und D Linescans von Arteriolen mit nicht-

okkludierenden Erythrozyten-Thromben zeigen. Im Vergleich zu Arteriolen ohne HA-Phänomene  

(E, grauer Balken) zeigten Messungen des Blutflusses (bzw. der Fließgeschwindigkeit der RBZ) einen 

erniedrigten Fluss in Arteriolen mit luminaler Dextran-Akkumulation (E, roter Balken) und einen 

signifikant erniedrigten Fluss in Arteriolen mit nicht-okkludierenden Erythrozyten-Thromben  

(E, brauner Balken). 

HA - hypertensive Arteriopathie, RBZ - rote Blutzellen, SHRSP - spontan hypertensive stroke-prone 

Ratten; Maßbalken: A-D = 20µm; A-D: x-Achse - räumliche Position x, y-Achse - Zeit t (10.000 

Millisekunden vom oberen zum unteren Ende des Linescans); E: y-Achse - logarithmische Skalierung; 

* p ≤ 0,05; Fehlerbalken = Standardabweichung; die Blutflussmessungen beziehen sich auf die 

Untersuchung von 8 männlichen SHRSP im Alter von 18-33 Wochen. 
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3.2.3 Intravitale Stadien der hypertensiven Arteriopathie   

Anhand der oben zusammengestellten HA-Kaskade wurden fortführend fünf HA-

Stadien definiert: Stadium 0 – keine HA-Phänomene, Stadium 1A – 

Gefäßwandschaden, Stadium 1B – Blutfluss-Reduktion, Stadium 2 – Bildung nicht-

okkludierender / unvollständiger Thromben, Stadium 3 – Bildung okkludierender / 

vollständiger Thromben. Von allen 28 untersuchten SHRSP wurden n = 1 (4%)  

vs. n = 6 (33%) der Wistarratten (χ2(1) = 7,52, p = 0,006) Stadium 0 zugeordnet,  

n = 6 (21%) vs. n = 9 (50%) (χ2(1) = 7,09, p = 0,008) befanden sich in Stadium 1A,  

n = 3 (11%) vs. n = 3 (17%) (χ2(1) = 0,002, p = 0,966) dagegen in Stadium 1B; n = 6 

(21%) vs. n = 0 (0%) (χ2(1) = 4,44, p = 0,035) wurden Stadium 2 und n = 12 (43%) 

vs. n = 0 (0%) (χ2(1) = 10,44, p = 0,001) wurden Stadium 3 zugeordnet. Die 

Zuordnung der einzelnen Tiere zu einem bestimmten HA-Stadium erfolgte anhand 

der schwersten im Tier detektierten Pathologie.  

Zusammenfassend war somit eine signifikant höhere Anzahl an Wistar-Kontrolltieren 

verglichen mit den SHRSP in Stadium 0 und Stadium 1A zu finden. Passend hierzu 

war die Prävalenz von Stadium 2 und Stadium 3 in SHRSP im Vergleich zu 

Wistarratten signifikant höher. 

Bei der Unterteilung von SHRSP und Wistar-Kontrolltieren in junge (17-28 Wochen), 

mittel-alte (30-32 Wochen) und alte (33-44 Wochen) Tiere zeigte sich nur für Stadium 

3 ein Alterseffekt für die SHRSP. So waren mit 71% der alten SHRSP signifikant 

mehr Tiere in Stadium 3 zu finden als die 14% der jungen oder 43% der mittel-alten 

SHRSP (H(2) = 4,33, p = 0,037). Somit kann geschlussfolgert werden, dass je älter 

die SHRSP ist, desto fortgeschrittener ist ihre HA-Pathologie. Für Wistarratten zeigte 
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sich dagegen kein Alterseffekt bei der Zuordnung der Tiere zu einem bestimmten 

Stadium (Abbildung 11).  

 

 

Abbildung 11: Frequenzen der intravitalen Stadien der hypertensiven Arteriopathie in SHRSP 

und Wistarratten. 

Die verschiedenen HA-Stadien (Stadium 0 – keine HA-Phänomene, Stadium 1A – 

Gefäßwandschaden, Stadium 1B – Blutfluss-Reduktion, Stadium 2 – Bildung nicht-okkludierender / 

unvollständiger Thromben, Stadium 3 – Bildung okkludierender / vollständiger Thromben) wurden 

mittels intravitaler Bildgebung in SHRSP (rote Balken) und Wistarratten (blaue Balken) detektiert. Die 

Balken stellen dar, wie viel Prozent der Tiere anhand der schwersten im Tier detektierten Pathologie 

dem jeweiligen HA-Stadium zugeordnet wurden. Dabei zeigte sich, dass eine signifikant höhere 

Anzahl an Wistarratten im Vergleich zu SHRSP in Stadium 0 und Stadium 1A zu finden war. Passend 

hierzu war in SHRSP im Vergleich zu Wistar-Kontrolltieren die Prävalenz von Stadium 2 und Stadium 

3 signifikant höher. 

HA - hypertensive Arteriopathie, SHRSP - spontan hypertensive stroke-prone Ratten. * p ≤ 0,05,  

** p ≤ 0,01, *** p ≤ 0,001  



…………………………………………………………………….…………….... Ergebnisse 

 

65 

 

3.2.4 Intravitale vaskuläre Amyloid-Pathologie in SHRSP 

Für eine weitere Studie wurde in 13 SHRSP im Alter von 17 bis 44 Wochen der 

Farbstoff Dextran zur Markierung der Gefäße und zusätzlich Methoxy-X04 als 

Fluoreszenzfarbstoff zur Markierung von vaskulärem Aβ verwendet. Auf eine 

Untersuchung der Amyloid-Pathologie in Wistarratten wurde verzichtet, da unsere 

Vorarbeiten gezeigt haben, dass gleichaltrige Kontrollen kein Aβ ausbilden (Bueche 

et al. 2014; Schreiber et al. 2014; Held et al. 2017). 

Von den 13 auf intravitale Amyloid-Ablagerungen untersuchten SHRSP zeigten n = 6 

(46%) der Tiere eine vaskuläre Aβ-Positivität der Gefäßwände von Arteriolen, die 

einer CAA entspricht. Die Hälfte dieser Methoxy-positiven SHRSP (n = 3) zeigte 

perivaskuläre Amyloid-Ablagerungen (Abbildung 12A-C, Pfeile) und zusätzlich 

zeigten alle Methoxy-positiven SHRSP (n = 6) hell fluoreszierende Amyloid-

Akkumulationen in den Gefäßwänden von Arteriolen (Abbildung 12D-I, Pfeile). 

Insgesamt konnten jedoch nur n = 3 Gefäße in n = 3 verschiedenen SHRSP 

detektiert werden, die perivaskuläre Aβ-Ablagerungen zeigten: eines dieser Gefäße 

zeigte keine mikroangiopathischen Veränderungen (Abbildung 12A), eines wies 

einen Gefäßwandschaden auf (Abbildung 12B, Pfeilspitze) und eines war mit nicht-

okkludierenden Thromben gefüllt (Abbildung 12C, Pfeilspitze). Die wandständigen 

Amyloid-Ablagerungen in Form einer CAA konnten dagegen in insgesamt n = 41 

Gefäßen aus n = 6 SHRSP detektiert werden: in n = 14 (34%) der Fälle an Gefäßen 

ohne mikroangiopathische Veränderungen (Abbildung 12D) und in n = 27 (66%) der 

Fälle an Gefäßen mit okkludierenden Thromben (Abbildung 12E-I, Sternchen). Hier 

zeigte sich, dass Gefäße mit okkludierenden Thromben signifikant häufiger von einer 
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wandständigen CAA betroffen waren als nicht pathologische Gefäße (χ2(1) = 39,86, p 

< 0,001). 

An den komplett verschlossenen Gefäßen, die nicht durch den roten 

Fluoreszenzfarbstoff Dextran markiert wurden, zeigten sich einerseits kreisförmige 

Amyloid-Ablagerungen (Abbildung 12E, Pfeile) und andererseits eine großflächige 

CAA, gekennzeichnet durch grüne Gefäßabschnitte, die durch eine fehlende 

Markierung mit Dextran, aber eine vollständige Markierung mit Methoxy (Abbildung 

12F-I, Pfeile), charakterisiert wurden. Eine Zuordnung der sechs Methoxy-positiven 

SHRSP anhand der schwersten im Tier detektierten Pathologie zu den HA-Stadien 

zeigte, dass sich keines der Tiere in Stadium 0, 1A oder 1B befand, während n = 1 

Tier (17%) Stadium 2 (nicht-okkludierende Thrombus-Bildung) und die restlichen  

n = 5 Tiere (83%) Stadium 3 (okkludierende Thrombus-Bildung) zugeordnet werden 

konnten.  
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Abbildung 12: Intravitale 2-Photonen-Mikroskopie der vaskulären Amyloid-Pathologie in 

SHRSP. 

Die intravitale Bildgebung mittels Dextran (rot) zur Markierung der zerebralen Mikrovaskulatur und 

Methoxy-X04 (grün) zur Markierung von vaskulärem Amyloid in SHRSP zeigte eine CAA in Form von 

perivaskulären (A-C, Pfeile) und wandständigen (D-I, Pfeile) Amyloid-Akkumulationen. Die CAA betrifft 

nicht pathologische Gefäße (A & D; Stadium 0 der HA), solche mit einer durch die Akkumulation von 

Dextran markierten, geschädigten Gefäßwand (B, Stadium 1A der HA; Pfeilspitze), mit nicht 

okkludierenden Thromben (C & I, Pfeilspitzen; Stadium 2 der HA) sowie solche mit okkludierenden 

Thromben (E-I, Sterne; Stadium 3 der HA). 

CAA - zerebrale Amyloidangiopathie, HA - hypertensive Arteriopathie, SHRSP - spontan hypertensive 

stroke-prone Ratten. Alter der Tiere: C-E - 28 Wochen, B & G - 32 Wochen, F, H, I - 33 Wochen,  

A - 39 Wochen; Maßbalken = 50 µm.  
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3.3 Postmortale histologische und immunhistochemische Auswertungen 

 

3.3.1 Künstliche vaskuläre Schäden 

Die histologische Auswertung des OP-Bereiches von SHRSP und Wistar-

Kontrolltieren zeigte qualitativ keine Unterschiede. Nach der Kraniotomie mit Dura 

mater Entfernung fanden sich in beiden Gruppen OP-Bereiche, die frei von 

künstlichen, d.h. durch die OP entstandene vaskuläre Schäden, waren  

(Abbildung 13A). Die künstlichen Schäden umfassten einerseits dicht gepackte, teils 

bereits stark verformte Erythrozyten in Kapillaren, die Ausdruck einer partiellen 

Thrombusbildung sind (partielle kapilläre Thrombosen, Abbildung 13B). Durch die 

dicht gepackten Erythrozyten behindern die kapillären Thrombosen in der intravitalen 

Bildgebung das Dextran am Durchströmen der Gefäße, wodurch sie in der 2PM nicht 

visualisiert werden konnten. Im Gegensatz dazu, zeigten sich „normale“ 

Erythrozyten-Akkumulationen in Kapillaren (Abbildung 8A) histologisch durch die 

intravasale Stauung einzelner Erythrozyten im Gefäßlumen als Anzeichen eines 

Endothelschadens oder einer BHS-Störung (initiales Phänomen der HA-Pathologie in 

SHRSP (Schreiber et al. 2012)). In der Histologie sind diese Erythrozyten-Thromben 

durch intravasale Akkumulationen einzelner, gut voneinander unterscheidbarer und 

folglich nicht verformter Erythrozyten charakterisiert (Abbildung 13b2) (Braun et al. 

2012; Schreiber et al. 2012). Somit ließen sich die Erythrozyten-Thromben und die 

künstlich induzierten partiellen Thrombosen histologisch klar voneinander trennen. 

Als zweite Form der künstlichen vaskulären Schäden zeigten sich kleine 

perivaskuläre Blutungen (Abbildung 13C), die durch die Kraniotomie vornehmlich 

nahe der Gehirnoberfläche auftraten. Keines der Tiere zeigte parenchymale 
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Makroblutungen oder Infarkte im OP-Bereich. Von allen 28 untersuchten SHRSP 

waren in n = 22 (79%) vs. n = 13 (78%) der Wistarratten (χ2(1) = 0,24, p = 0,622) 

künstliche kapilläre Thrombosen zu finden; künstliche, bei der OP induzierte 

Blutungen konnten in n = 13 (46%) der SHRSP und n = 7 (39%) der Wistarratten 

(χ2(1) = 0,25, p = 0,615) detektiert werden (Abbildung 13D). Zusammenfassend 

konnte gezeigt werden, dass es keine Gruppenunterschiede zwischen SHRSP und 

Wistarratten bezüglich der künstlichen vaskulären Schäden gab und beide Gruppen 

problemlos miteinander verglichen werden konnten.  
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Abbildung 13: Künstliche vaskuläre Schäden in SHRSP und Wistarratten. 

(A-C): Der OP-Bereich von SHRSP und Wistar-Kontrolltieren kann nicht unterschieden werden. Beide 

Gruppen zeigen OP-Bereiche frei von künstlichen vaskulären Schäden (A), aber auch solche mit 

partiellen kapillären Thrombosen (B) und kleinen perivaskulären Blutungen (C). Die künstlich 

induzierten partiellen kapillären Thrombosen (b1) lassen sich sehr gut von „normalen“ Erythrozyten-

Thromben, die durch die Akkumulation einzelner Erythrozyten im Gefäßlumen (b2) gekennzeichnet 

sind, abgrenzen.  

(D): Die Prävalenz der künstlichen vaskulären Schäden durch die OP beinhaltete partielle kapilläre 

Thrombosen (79% in SHRSP vs. 78% in Wistarratten) sowie kleine perivaskuläre Blutungen (46% vs. 

39%) und zeigte keine signifikanten Unterschiede für SHRSP und Wistarratten. 

SHRSP - spontan hypertensive stroke-prone Ratten; Maßbalken: b1 & b2 = 20 µm, B & C = 50µm,  

A = 100µm.  
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3.3.2 Detektierbarkeit von Dextran in der Konfokalmikroskopie  

Das für die 2PM genutzte Dextran ist an den Fluoreszenzfarbstoff 

Tetramethylrhodamin gekoppelt. Dieser hat sein Absorptionsmaximum bei 555 nm 

und sein Emissionsmaximum bei 580 nm, was sich mit den Wellenlängen der Cy3-

gekoppelten Sekundärantikörper (550 nm / 570 nm) überschneidet. Das intravital 

applizierte Dextran sollte somit postmortal mittels Konfokalmikroskopie sichtbar 

gemacht werden können. Exemplarische, nach intraorbitaler Injektion von Dextran für 

die 2PM genutzte SHRSP und Wistarratten, wurden für eine immunhistochemische 

Färbung mit STL zur Markierung der Blutgefäße und DAPI als Kernfarbstoff genutzt. 

Wie sich zeigte, konnte Dextran in der Gefäßwand der zerebralen Blutgefäße 

(Abbildung 14A-D) und ebenfalls dessen Austritt in das Parenchym (Abbildung 

14E-H) detektiert werden. Beide Phänomene waren sowohl in SHRSP als auch in 

Wistar-Kontrolltieren zu finden. Nach dem Fund von Dextran in der Gefäßwand und 

Dextran-Austritten in das Parenchym, stellte sich die Frage, ob diese Akkumulationen 

von Dextran mit einer geschädigten Gefäßwand bzw. einer gestörten BHS in 

Verbindung gebracht werden können. Daher wurden Schnitte der mit Dextran 

injizierten Tiere ebenfalls mit IgG, einem Marker für BHS-Störungen, gefärbt. IgG 

zeigte sich ebenso wie Dextran (Abbildung 15A-C) sowohl innerhalb der 

Gefäßwände als auch perivaskulär bereits in das Parenchym ausgetreten 

(Abbildung 15D-F). Interessanterweise wurde für alle betroffenen Gefäße eine 

Kolokalisation von Dextran und IgG in der Mikrovaskulatur (Abbildung 15A) 

genauso wie beim Austritt in das Parenchym (Abbildung 15F) festgestellt, was die 

Fähigkeit von Dextran zur Detektierbarkeit von BHS-Störungen anzeigt.  
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Abbildung 14: Verteilung von Dextran in der Konfokalmikroskopie. 

Der fluoreszenzmarkierte Farbstoff Dextran konnte durch seine Kopplung an Tetramethylrhodamin in 

der Konfokalmikroskopie dargestellt werden. Er lagerte sich vorrangig in der Gefäßwand der 

zerebralen Blutgefäße ab (A-D), konnte aber auch vermehrt von der Gefäßwand in das  Parenchym 

austretend (E-H) detektiert werden. 

DAPI - 4′,6-Diamidin-2-phenylindol (Markierung der Zellkerne), STL - Solanum Tuberosum Lektin 

(Endothelmarkierung); Alter der Tiere: E - 30 Wochen, A-C, F - 32 Wochen, D, G, H - 35 Wochen;  

A - Corpus callosum, B & H - Basalganglien, C & G - Thalamus, D-F - Hippokampus; Maßbalken:  

D = 20µm, A-C, E-H = 50 µm.  
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Abbildung 15: Immunhistochemische Darstellung einer BHS-Störung. 

IgG als Marker für BHS-Störungen konnte in der Gefäßwand (A-C) und von der Gefäßwand in das 

Parenchym austretend (D-F) detektiert werden. Dextran und IgG erschienen dabei in beiden Fällen 

kolokalisiert (A, a1-a3 & F, f1-f3), was die Detektierbarkeit von BHS-Störungen durch Dextran anzeigt. 

C und c1 (Pfeil) zeigen die Ruptur der Wand einer Arteriole, die ebenfalls durch Ablagerungen von 

Dextran und IgG gekennzeichnet ist. 

STL - Solanum Tuberosum Lektin (Endothelmarkierung); IgG - Immunglobulin G (Markierung von 

BHS-Störungen); DAPI - 4′,6-Diamidin-2-phenylindol (Markierung der Zellkerne). Alter der Tiere: A-F, 

a1-f3 = 31 Wochen; A, a1-a3, D, E, F, f1-f3 - Kortex, B - Hippokampus; C, c1 - Thalamus; Maßbalken: 

c1 = 5µm, A, a1-a3, C, D, E = 20µm, B, F, f1-f3 = 50µm. 
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3.3.3 Hypertensive Arteriopathie 

In der HE-Färbung zeigten sich im OP-Bereich von SHRSP und Wistarratten 

Ansammlungen einzelner Erythrozyten im Gefäßlumen (Abbildung 16A&a1, Pfeile) 

als Initialstadium der Ausbildung von nicht-okkludierenden Erythrozyten-Thromben. 

Im weiteren Verlauf lagern sich diese einzelnen Erythrozyten zusammen, wodurch 

zunächst kurze Gefäßabschnitte von nicht-okkludierenden Erythrozyten-Thromben 

betroffen sind (Abbildung 16B&b1, Pfeile) und sich das Gefäßlumen später 

vollständig mit Erythrozyten gefüllt darstellt (Abbildung 16C&c1, Pfeile). Aus 

derartigen nicht-okkludierenden Thromben, die durch das Vorhandensein gut 

voneinander zu unterscheidender, einzelner Erythrozyten charakterisiert sind 

(Abbildung 16D&d1, Pfeile), entwickeln sich vermutlich die okkludierenden 

Thromben (Abbildung 16E&e1, Pfeile), die sich final als komplette 

Gefäßverschlüsse darstellen (Abbildung 16F&f1, Pfeile).  
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Abbildung 16: Erythrozyten-Thromben und komplett verschlossene Gefäßabschnitte. 

Im OP-Bereich von SHRSP und Wistarratten zeigten sich Ansammlungen einzelner Erythrozyten im 

Gefäßlumen (A & a1, Pfeile) sowie sich daraus entwickelnde nicht-okkludierende Erythrozyten-

Thromben, die sowohl einzelne Gefäßabschnitte betreffen (B & b1, Pfeile) als auch das gesamte 

Gefäßlumen ausfüllen können (C & c1, Pfeile). Aus diesen nicht-okkludierenden Erythrozyten-

Thromben (D & d1, Pfeile) entstehen im Verlauf der Pathologie okkludierende Thromben – auch 

beschrieben als komplett verschlossene Gefäßabschnitte (E, e1, F, f1), die sich teilweise noch mit der 

Ansammlung einzelner Erythrozyten (E & e1, Pfeile) darstellen oder die Gefäße vollständig 

verschließen (F & f1, Pfeile). 

SHRSP - spontan hypertensive stroke-prone Ratten; A-F, b1-f1 - SHRSP, a1 - Wistarratte; Alter der 

Tiere: b1, d1 - 18 Wochen, B, E, F, f1 - 28 Wochen, c1, e1 - 32 Wochen, A, a1, C, D - 33 Wochen;  

A-F, a1-f1 - Kortex; Maßbalken: D, a1-f1 = 20µm, A-C, E, F = 50µm. 
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Die OP-Bereiche der für die intravitalen Untersuchungen der HA genutzten 28 

SHRSP und 18 Wistar-Kontrolltiere wurden postmortal sowohl immunhistochemisch 

zur Detektion von Dextran in der Gefäßwand als auch histologisch mittels der  

HE-Färbung zur Detektion von nicht-okkludierenden Erythrozyten-Thromben und 

okkludierenden Thromben bzw. vollständigen Gefäßverschlüssen untersucht.  

Dabei konnte in der Immunhistochemie bei n = 26 (93%) der SHRSP (vs. n = 16 

(89%) der Wistarratten) Dextran in der Gefäßwand detektiert werden. In diesem 

frühen HA-Stadium zeigten sich noch keine Unterschiede zwischen SHRSP und 

Wistar-Kontrolltieren (χ2(1) = 0,22, p = 0,641). Für die SHRSP stieg die Zahl der Tiere 

mit einem durch Dextran markierten Gefäßwandschaden von 71% bei den jungen 

Tieren (17-28 Wochen) auf 100% bei den mittel-alten (30-32 Wochen) und alten  

(33-44 Wochen) Tieren (H(2) = 6,23, p = 0,044)) an. Wistarratten zeigten bei 

separater Betrachtung der drei Altersgruppen die gleichen Prävalenzen, aufgrund der 

geringeren Tieranzahl ergab sich jedoch kein Alterseffekt (H(2) = 3,34, p = 0,188).  

Nicht-okkludierende Erythrozyten-Thromben waren in n = 17 (61%) der SHRSP  

vs. in n = 6 (33%) der Kontrolltiere (χ2(1) = 3,29, p = 0,070, Trendlevel) zu finden. 

Auch hier konnten für beide Gruppen keine signifikanten Unterschiede zwischen 

jungen, mittel-alten und alten Tieren festgestellt werden (SHRSP: 57% vs. 50% vs. 

86%, H(2) = 2,5, p = 0,293; Wistarratten 14% vs. 43% vs. 50%, H(2) = 1,8,  

p = 0,402).  

Okkludierende Thromben zeigten eine signifikant höhere Prävalenz in SHRSP im 

Vergleich zu den Wistar-Kontrolltieren (n = 11 (39%) vs. n = 2 (11%); χ2(1) = 4,29,  

p = 0,038). Auch hier konnten für beide Gruppen keine signifikanten Unterschiede 
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zwischen jungen, mittel-alten und alten Tieren festgestellt werden (SHRSP: 43% vs. 

29% vs. 57% H(2) = 1,6, p = 0,452; Wistarratten 14% vs. 14% vs. 0%, H(2) = 0,6,  

p = 0,738). Die prozentuale Anzahl der betroffenen Tiere der jeweiligen Pathologien 

ist in Abbildung 17 dargestellt. 
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Abbildung 17: Postmortale hypertensive Arteriopathie in SHRSP und Wistarratten. 

Sowohl für SHRSP (rot) als auch Wistarratten (blau) lag der Anteil der Tiere mit Dextran in der 

Gefäßwand für die jungen Tiere bei 71%, für die mittel-alten Tiere bei 100% und für die alten Tiere bei 

100%; aufgrund der größeren Tieranzahl (n = 28 für SHRSP vs. n = 18 für Wistarratten) zeigte sich bei 

gleichen Prävalenzen für SHRSP ein signifikanter Alterseffekt von Dextran in der Gefäßwand. Nicht-

okkludierende Thromben konnten in 57% (jung), 50% (mittel-alt) und 86% (alt) der SHRSP und 14% 

(jung), 43% (mittel-alt) und 50% (alt) der Wistarratten detektiert werden. Signifikante Gruppen- und 

Alterseffekte gab es nicht, jedoch wurde eine klare Tendenz (p = 0,07) gefunden, dass SHRSP mehr 

nicht-okkludierende Thromben entwickeln als Wistarratten. SHRSP (43% vs. 29% vs. 57%) waren 

zudem signifikant häufiger von okkludierenden Thromben betroffen als die Kontrolltiere (14% vs. 14% 

vs. 0%); signifikante Alterseffekte waren in beiden Gruppen nicht nachweisbar.  

SHRSP - spontan hypertensive stroke-prone Ratten; * p ≤ 0,05.  
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3.3.4 Amyloid-Pathologie 

Die postmortale Analyse des OP-Bereiches der 13 SHRSP, die für die intravitale 

Methoxy-Bildgebung genutzt wurden, beinhaltete die KR- und ThioT-Färbung sowie 

die Aβ-Immunhistochemie. Untersucht wurde das Vorhandensein von perivaskulären 

Amyloid-Ablagerungen und vaskulärem Aβ in Form einer CAA. Auf die Untersuchung 

parenchymaler Amyloid-Ablagerungen wurde verzichtet, da diese in der 2PM nicht 

detektiert werden konnten.  

Die Auswertung zeigte, dass n = 7 (54%) der SHRSP eine vaskuläre Amyloid-

Pathologie in Form von perivaskulären Amyloid-Ablagerungen bzw. einer CAA 

(Abbildung 18) aufwiesen. Von diesen Aβ-positiven Tieren zeigten n = 5 (71%) 

perivaskuläre Amyloid-Ablagerungen (Abbildung 18A-C) und n = 6 (86%) 

wandadhärente Amyloid-Akkumulationen (Abbildung 18D-F), die charakteristisch für 

eine CAA sind.  

Betrachtet man den prozentualen Anteil der Arteriolen pro Blickfeld, die durch  

HA-Phänomene oder eine CAA charakterisiert sind, so zeigten insgesamt 22% der 

Arteriolen pro Blickfeld ein oder mehrere HA-Phänomen(e). Innerhalb dieser HA-

positiven Arteriolen zeigten 95% einen Gefäßwandschaden, 82% enthielten nicht-

okkludierende Erythrozyten-Thromben und 9% waren durch okkludierende 

Erythrozyten-Thromben bzw. vollständig verschlossene Gefäßabschnitte 

charakterisiert. Zusätzlich waren 9% aller Arteriolen pro Blickfeld von einer CAA 

betroffen. Innerhalb dieser CAA-positiven Gefäße wiesen in der Immunhistochemie 

100% ebenfalls einen Gefäßwandschaden auf; in der Histologie waren die CAA-

positiven Arteriolen in 24% der Fälle auch mit nicht-okkludierenden Erythrozyten-
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Thromben gefüllt und 56% der Gefäße zeigten neben einer CAA ebenfalls 

okkludierende Erythrozyten-Thromben. 

Da alle CAA-positiven Arteriolen ebenfalls HA-Phänomene zeigten, konnten beide 

Pathologien (HA und CAA) zusammen in 9% aller Arteriolen gefunden werden. 

Innerhalb der HA-positiven Gefäße konnte eine CAA mit einer Prävalenz von 41% 

detektiert werden. Innerhalb der HA-negativen Gefäße konnte eine CAA dagegen 

nicht festgestellt werden (χ2(1) = 150,88, p < 0,001), was darauf hinweist, dass das 

Vorhandensein einer HA die Ausbildung einer CAA begünstigt.  
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Abbildung 18: Postmortale Amyloid-Pathologie in der SHRSP. 

A, a1, a2, B, b1, b2, C und c1 zeigen perivaskuläre Amyloid-Ablagerungen, während D, d1, d2, E, e1, 

e2, F und f1 eine CAA darstellen, die sich u.a. in Gefäßen mit einer durch Dextran markierten BHS-

Störung (F) zeigt.  

Aβ - Amyloid-β (Markierung von vaskulärem Aβ / einer CAA), CAA - zerebrale Amyloidangiopathie, 

DAPI - 4′,6-Diamidin-2-phenylindol (Markierung der Zellkerne), SHRSP - spontan hypertensive stroke-

prone Ratten, STL - Solanum Tuberosum Lektin (Endothelmarkierung); A, a1, a2, D, d1, d2 - 

Kongorot-Färbung, B, b1, b2, E, e1, e2 - Thioflavin-T-Färbung, C, c1, F, f1 - Immunhistochemie. Alter 

der Tiere: B, D - 18 Wochen, A, a1, a2, b1, c1, d1, E, F - 32 Wochen, b2, e1, e2 - 33 Wochen,  

C, d2 - 44 Wochen; A-F, a1-f1 - Kortex; Maßbalken: a1, a2, b1, b2, c1, d1, d2, e1, e2, f1 = 10µm,  

B, C, D, E, F = 20µm, A = 50µm. 
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3.4 Kaskade der hypertensiven Arteriopathie und zerebralen 

Amyloidangiopathie 

 

Anhand der für diese Arbeit erhobenen Daten ließ sich zusammenfassend eine 

intravitale Kaskade der HA und die damit verbundene CAA-Entwicklung beschreiben, 

die in Abbildung 19 grafisch dargestellt ist. Beginnend in nicht pathologischen 

Gefäßen (Abbildung 19A) wird die HA durch einen Gefäßwandschaden (Abbildung 

19B) und eine Blutfluss-Reduktion (Abbildung 19C) initiiert. Diese Stadien konnten 

intravital nicht mit einer CAA in Verbindung gebracht werden, postmortal zeigte sich 

jedoch bereits eine CAA in Gefäßen mit einem Gefäßwandschaden bzw. einer BHS-

Störung. Die beiden Initialstadien der HA führten zu der Ausbildung nicht-

okkludierender Erythrozyten-Thromben (Abbildung 19D), die final in okkludierenden 

Thromben / komplett verschlossenen Gefäßabschnitten (Abbildung 19E) 

resultierten. Die Ausbildung einer CAA war stark durch die fortgeschrittenen  

HA-Stadien beeinflusst und fand in signifikant höherem Maß in verschlossenen / 

pathologischen Gefäßabschnitten statt (Abbildung 19D&E).  
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Abbildung 19: Intravitale Kaskade der hypertensiven Arteriopathie und die damit verbundene 

Entwicklung der zerebralen Amyloidangiopathie in SHRSP. 

A zeigt ein nicht-pathologisches Gefäß ohne HA-Phänomene (Stadium 0). Die HA wird durch einen 

Gefäßwandschaden und eine Blutfluss-Reduktion initiiert, die durch die Akkumulation von Dextran in 

der Gefäßwand (B, Stadium 1A) oder von Dextran im Gefäßlumen (C, Stadium 1B) charakterisiert ist. 

Diese initiale Pathologie führt zur Ausbildung von nicht-okkludierenden Erythrozyten-Thromben (D, 

Stadium 2), die mit einer signifikanten Blutfluss-Reduktion einhergehen und die Ausbildung von 

perivaskulären Amyloid-Akkumulationen und einer CAA begünstigen. Diese vaskuläre Amyloid-

Pathologie findet sich zudem vermehrt in Gefäßen mit okkludierenden Thromben (E, Stadium 3). 

CAA - zerebrale Amyloidangiopathie, HA - hypertensive Arteriopathie, SHRSP - spontan hypertensive 

stroke-prone Ratten.  
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4 Diskussion 
 

In der vorliegenden Arbeit wurde die 2PM an SHRSP und Wistar-Kontrolltieren 

etabliert, um diese Bildgebungsmethode zur Darstellung der HA-Pathologien in vivo 

zu nutzen. Ziel war es dabei, die frühen Krankheitsstadien der HA intravital darstellen 

zu können und mit den postmortalen Analysen in Verbindung zu setzen. Dabei 

konnte eine in vivo Kaskade der hypertensiven zerebralen Mikroangiopathie / HA in 

SHRSP, die mit einem Gefäßwandschaden beginnt und in okkludierenden 

Gefäßverschlüssen endet, beschrieben werden. Der Gefäßwandschaden, der die 

HA-Kaskade initiiert, wurde auch in den Wistar-Kontrollratten gefunden; die späteren 

Krankheitsstadien, die durch eine Thrombusbildung gekennzeichnet sind, waren 

jedoch einzigartig für die SHRSP. Vorarbeiten unserer Gruppe haben bereits eine mit 

zunehmendem Alter fortschreitende Ausbreitung der Erythrozyten-Thromben von den 

Kapillaren in die Arteriolen beschrieben (Schreiber et al. 2012), was auch durch die 

hier beschriebene altersabhängige Zunahme der Prävalenz der arteriolären 

Erythrozyten-Thromben gestützt wird. Bei etwa der Hälfte der SHRSP wurden mit 

einem fortgeschrittenen Gefäßschaden zusätzlich wandadhärente Aβ-

Akkumulationen in Form einer CAA detektiert. Die Ergebnisse aus den intravitalen 

Beobachtungen in SHRSP und Wistarratten stimmten mit den nachfolgenden 

postmortalen histologischen und immunhistochemischen Analysen der Rattenhirne 

überein, was das Potenzial der intravitalen Bildgebung zur Detektion beider Formen 

der zerebralen Mikroangiopathie darstellt. Die experimentellen Daten unterstützen 

die ursprüngliche Hypothese, dass es einen kontinuierlichen Übergang zwischen 

hypertensiver zerebraler Mikroangiopathie / HA und CAA gibt, was darauf hindeutet, 
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dass CAA-Initiierung und -Entwicklung in Anwesenheit einer (schweren) HA 

(schneller) stattfindet.  

Innerhalb der vorliegenden Studie sollte zudem der künstliche, durch die Kraniotomie 

verursachte vaskuläre Schaden vor dem Hintergrund der Vulnerabilität der kleinen 

Blutgefäße der SHRSP untersucht werden. Es konnte gezeigt werden, dass dieser 

hauptsächlich die Entwicklung partieller kapillärer Thrombosen und kleiner 

perivaskulärer Blutungen beinhaltete und sich – vermutlich durch die kurze 

Zeitspanne zwischen intravitaler Bildgebung und anschließender Perfundierung – in 

keinem der Tiere parenchymale Makroblutungen oder Infarkte entwickelten. Nach 

bestem Wissen berichten andere 2PM-Studien weder über das Auftreten von 

künstlichen vaskulären Schäden noch deren Frequenz bei Mäusen oder Ratten nach 

Entfernung der Dura mater (Schaffer et al. 2006; Kim et al. 2010; Cho et al. 2011; 

Lecoq et al. 2011; Santisakultarm et al. 2012; Calcinaghi et al. 2013; Shih et al. 

2013). Daher können diese Daten nicht in Bezug zu anderen Forschergruppen und 

deren Erkenntnissen diskutiert werden. Die vorgelegten Ergebnisse demonstrieren 

jedoch, dass die künstlichen vaskulären Schäden im Rahmen der intravitalen 

Mikroskopie ausschließlich das kleine Gefäßsystem betreffen und keine signifikanten 

Unterschiede zwischen SHRSP und Wistar-Kontrolltieren zeigten. Die Gefahr eines 

durch die Kraniotomie entstandenen vaskulären Schadens ist somit nicht auf ein 

Rattenmodell mit intrinsischer vaskulärer Pathologie wie die SHRSP beschränkt. Da 

OP-Bereiche von SHRSP und Wistarratten keine Unterschiede zeigten, war für diese 

Arbeit der Vergleich sowohl der intravitalen als auch der postmortalen Daten beider 

Gruppen problemlos möglich. Die Entfernung der Dura mater mit der daraus 

resultierenden Schädigung der kortikalen Blutgefäße scheint sowohl für die SHRSP 
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als auch für die Wistarratten die Hauptursache der künstlichen vaskulären Schäden 

zu sein. Dennoch ist die Entfernung der Dura mater in der Ratte implizit notwendig 

(Sigler und Murphy 2010; Shih et al. 2012), um die Bildgebung der kortikalen Gefäße 

im Rattenhirn mit einer erhöhten Eindringtiefe von 300-500 µm zu gewährleisten. 

Unter Einbeziehung der aktuellen Literatur gibt es keine anderen Arbeiten, die 

Details zur postmortalen Verteilung von Dextran bei Ratten liefern (Nishimura et al. 

2010; Baraghis et al. 2011; Cho et al. 2011; Lecoq et al. 2011; Calcinaghi et al. 2013; 

Shih et al. 2013). Die vorliegende Arbeit zeigt zum ersten Mal, dass sich das intravital 

injizierte Dextran (Molekulargewicht 70 kDa) auch postmortal in den Gefäßwänden 

und zusätzlich austretend ins Parenchym detektieren lässt. Es ist daher potenziell mit 

dem Farbstoff „Evans Blue“ vergleichbar, der genutzt wird, um die Durchlässigkeit 

der BHS für Makromoleküle zu untersuchen (Hawkins und Egleton 2006; Ay et al. 

2008; Yen et al. 2013). Die gezeigte Ko-Lokalisation von Dextran mit dem 

üblicherweise zur Markierung einer BHS-Störung genutzten Marker IgG, zeigt die 

Anwendbarkeit von Dextran zur Detektion der geschädigten BHS. Im Vergleich zu 

IgG, Fibrinogen oder Fibronektin – konventionellen Markern des Zusammenbruchs 

der BHS – kann Dextran durch sein deutlich geringeres Molekulargewicht (IgG - 150 

kDa (Batra et al. 2002), Fibrinogen - 300 kDa (Willis et al. 2013), Fibronektin - 440 

kDa (Vaheri und Mosher 1978)) möglicherweise bereits sehr subtile 

Funktionsstörungen der BHS detektieren. Niedermolekulargewichtige Dextrane  

(z.B. 4 kDa, 40 kDa) könnten sogar noch vielversprechendere Marker für kleine 

endotheliale Verletzungen sein.  
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In der vorliegenden Arbeit wurde die HA vornehmlich durch einen initialen 

Gefäßwandschaden, eine Störung der BHS sowie die daraus resultierende 

Ausbildung (nicht-) okkludierender Thromben charakterisiert. Historisch gesehen 

wurde die HA eher mit fortgeschrittenen vaskulären Läsionen wie Arteriosklerose, 

Hyalinose oder Thrombosen der kleinen Hirngefäße in Verbindung gebracht (Fisher 

1968). In den letzten Jahren hat sich das Verständnis der HA jedoch grundlegend 

verändert: eine frühe endotheliale Dysfunktion und ein Zusammenbruch der BHS 

werden inzwischen als entscheidende Kennzeichen der hypertensiven 

Gefäßwandschädigung angesehen. Diese bereits sehr früh im Krankheitsverlauf 

detektierbaren Veränderungen beschleunigen die Entwicklung fortgeschrittener 

Gefäßpathologien, wie den Verlust der glatten Gefäßmuskulatur sowie 

Gefäßwandverdickungen (Pantoni 2010; Wardlaw 2010; Schreiber et al. 2012; 

Schreiber et al. 2013; Wardlaw et al. 2013a; Ihara und Yamamoto 2016; Shi und 

Wardlaw 2016; Wardlaw et al. 2017). Die Störung der BHS scheint darüber hinaus 

die Ablagerung von vaskulärem Fibrin und die Ausbildung von Gefäßverschlüssen zu 

begünstigen (Cortes-Canteli et al. 2015; Shi und Wardlaw 2016). Diese Sichtweise 

stimmt mit unserer zeitlichen HA-Kaskade überein, die insgesamt die Existenz einer 

Folge von Ereignissen unterstützt. Hypothetisch kommt es im Verlauf zu einem pro-

inflammatorischen thrombotischen Zustand in Verbindung mit einer 

Blutflussreduktion und einer Hyperkoagulabilität, die die Basis für die 

nachgewiesenen Gefäßverschlüsse sein könnten (Esmon 2009; Kumar et al. 2010; 

Undas et al. 2010; Undas und Ariëns 2011; Undas 2014). Dieser Kreislauf scheint 

vom Alter abzuhängen, da eine fortschreitende Gefäßpathologie in Form von 

Gefäßverschlüssen häufiger in älteren SHRSP gefunden wurde. Auch der Aspekt, 
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dass altersangepasste Kontrolltiere ebenfalls eine HA, und zwar deren Initialstadien 

aufweisen, unterstreicht die Hypothese, dass Alter – auch unabhängig von 

vaskulären Risikofaktoren – einen akzelerierenden Faktor für die Ausbildung einer 

HA darstellt. Neben der arteriellen Hypertonie könnte der in der SHRSP 

beschriebene Nierenschaden ebenso das „normale Altern“ der Ratten und folglich 

auch die Entstehung der Gefäßpathologien beschleunigen, da eine Erkrankung der 

Niere mit der Ausbildung einer zerebralen Mikroangiopathie in Verbindung steht bzw. 

diese vorantreibt (Makin et al. 2015; Toyoda 2015). Hypothetisch führt die postulierte 

HA-Kaskade zur Degeneration der neurovaskulären Einheit, was eine entscheidende 

Ursache für kognitive Defizite /  eine vaskuläre Demenz und / oder ischämische / 

hämorrhagische Schlaganfälle sein könnte (Zlokovic 2010; Stanimirovic und 

Friedman 2012; Zhang et al. 2012).  

Kürzlich beschrieben Ihara und Yamamoto eine hypothetische HA-Kaskade, die 

anhand der Daten verschiedener Studien an SHR und SHRSP aufgestellt wurde. 

Diese Kaskade wird ebenfalls durch eine endotheliale Dysfunktion und den daraus 

resultierenden Zusammenbruch der BHS initiiert, resultiert jedoch in WMH, ZMB 

sowie PVR (Ihara und Yamamoto 2016). Die zuletzt genannten Phänomene wurden 

in der vorliegenden Arbeit nicht untersucht, da Pathologien der weißen Substanz und 

perivaskuläre Raumvergrößerungen durch die intravitale Bildgebung des 

Rattenkortex nicht nachweisbar sind. WMH, ZMB und PVR könnten jedoch in der Tat 

eine Störung der BHS und / oder das Versagen der perivaskulären Drainage 

anzeigen (Bailey et al. 2009; Wardlaw et al. 2009; Huisa et al. 2015; Weller et al. 

2015; Wang et al. 2016). Die Ergebnisse von Ihara und Yamamoto stimmen mit 

unseren früheren postmortalen Studien in SHRSP, die eine BHS-Störung, 
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anschließende Gefäßwandrupturen und konsekutive kleine perivaskuläre Blutungen 

beschreiben, überein (Schreiber et al. 2012; Schreiber et al. 2014). Zukünftige 

Studien sollten die Verbindung zwischen den Pathologien der weißen Substanz, 

subkortikaler und kortikaler Regionen sowie thrombotischen und hämorrhagischen 

Pathologien bei der HA detaillierter untersuchen. Eine Kombination aus MRT-

Messungen und intravitalen Mikroskopieverfahren wie der 2PM könnte genutzt 

werden, um derartige Fragestellungen zu lösen. 

Die experimentellen Daten der vorliegenden Arbeit zeigen zudem, dass die HA auch 

eine Erkrankung des Kortex ist, was der allgemeinen Lehrmeinung widerspricht, dass 

die humane HA nahezu ausschließlich auf subkortikale Regionen beschränkt sein 

soll (Pantoni 2010; Cai et al. 2015). Die vorgelegten Ergebnisse stimmen somit mit 

neueren (MRT-)Studien überein, die in HA-Patienten kortikale Atrophien, 

Mikroinfarkte und Blutflussreduktionen nachweisen können (van Veluw et al. 2014; 

Lambert et al. 2015; Peres et al. 2016; Shi et al. 2016). 

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lassen vermuten, dass thrombotische 

Gefäßverschlüsse im Rahmen der HA die Akkumulation von perivaskulärem und 

wandadhärentem Aβ begünstigen. Diese Daten bestätigen Ergebnisse aus früheren 

Tierstudien an APP-transgenen Mäusen sowie humanen Autopsiestudien an 

Alzheimer- oder Schlaganfall-Patienten, die das Auftreten einer CAA um durch 

vaskuläre Fibrin(ogen)-Akkumulationen charakterisierte Gefäßverschlüsse 

beschreiben (Reijmer et al. 2016; Charidimou et al. 2017a). In diesem Zuge wird 

vermutet, dass im Gefäßlumen angehäuftes Fibrin(ogen) das Aβ „einfängt“, was 

wiederum dessen vaskulären Abtransport behindert (Cortes-Canteli et al. 2010). Die 
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in Mäusen beschriebene intraluminale Akkumulation von Aβ in den verschlossenen 

Gefäßabschnitten (Kucheryavykh et al. 2017) könnte auch in der SHRSP möglich 

sein. Dennoch zeigen die vorliegenden histologischen und immunhistochemischen 

Daten deutlich, dass das Aβ in der SHRSP in der Tunica Media der Gefäßwand 

akkumuliert, was spezifisch auf eine CAA hinweist (Biffi und Greenberg 2011). Die 

intravital fehlende Thrombusbildung in Wistarratten könnte dabei das Fehlen jeglicher 

vaskulärer Aβ-Pathologie / CAA bei den Kontrolltieren in den Vorarbeiten unserer 

Gruppe erklären (Bueche et al. 2014; Schreiber et al. 2014; Held et al. 2017). 

Die HA selbst ist nur eine mögliche Ursache für die Entstehung einer CAA in der 

SHRSP; es können hypothetisch auch viele andere Mechanismen als 

Entstehungsursache angenommen werden. Die SHRSP ist eine nicht-transgene, 

aber genetisch hypertensive Ratte, die selektiv aus der SHR gezüchtet wurde, 

welche wiederum durch selektive Verpaarung von Wistar-Kyoto Ratten generiert 

wurde (OKAMOTO et al. 1974; Bailey et al. 2011; Krafft et al. 2012). Bereits im Alter 

von 12 Wochen zeigt die SHRSP eine maligne Hypertonie, die auf Veränderungen 

verschiedener Gene zurückzuführen ist. Diese Gene interagieren miteinander und 

sind beispielweise an der Blutdruckregulation, der Salz-induzierten 

Blutdruckveränderung, der Aktivierung des Renin-Angiotensin-Systems, adrenergen 

Mechanismen, dem Prostaglandin-Mechanismus oder einer Nierenpathologie 

beteiligt (McGiff und Quilley 1981; Nabika et al. 2012; Koh-Tan et al. 2017). Es ist 

dabei nicht auszuschließen, dass die vaskuläre Aβ-Pathologie der SHRSP in 

Zusammenhang mit den für den Bluthochdruck verantwortlichen genetischen 

Veränderungen steht. Tatsächlich steht bisher jedoch keine Studie zur 

Genomsequenzierung der SHRSP zur Verfügung, die ausschließen könnte, dass 
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(spontane) Mutationen oder spezifische Risiko-Allele von APP, der Beta-Sekretase, 

Presenilin-1 oder -2 oder ApoE zu einer veränderten Aβ-Produktion in der SHRSP 

führen. In einer neuen Studie hat unsere Arbeitsgruppe erste vorläufige Analysen an 

der SHRSP durchgeführt, die jedoch bisher keine Veränderungen der neuronalen 

RNA-Expression von am Aβ-Metabolismus beteiligten Proteinen zeigt (unpublizierte 

Daten). Allerdings finden wir in der SHRSP eine Hochregulation der Expression von 

neuronalem APP, was aber eher auf eine HA-bedingte chronische Hypoperfusion 

und eine daraus resultierende neuronale Schädigung als auf eine APP-Genmutation 

zurückzuführen sein sollte (Lin et al. 1999; Schreiber et al. 2014). Tatsächlich könnte 

es im Fall einer neuronalen APP-Überexpression ebenfalls zur Ausbildung einer CAA 

kommen. Als Folge eines gesteigerten Abtransportes von Aβ über die perivaskulären 

Drainagekanäle ist eine Art "Erschöpfung" der Transportmechanismen von 

vaskulärem Amyloid (Calhoun et al. 1999; Herzig et al. 2004) und folglich die 

Akkumulation von Aβ in der Gefäßwand denkbar. Fortführende Studien sollten 

untersuchen, inwieweit die CAA in der SHRSP (nur) im Zusammenhang mit einer HA 

entsteht oder inwiefern Pathologien der kleinen Hirngefäße und eine neuronale APP-

Überexpression hinsichtlich der Ausbildung vaskulärer Amyloid-Ablagerungen 

zusammenwirken. 

Auch Alter und arterielle Hypertone könnten jeweils für sich (und zusammen) 

Ursache für das Versagen von Aβ-Transport- oder -Abbaumechanismen sein. In 

Übereinstimmung damit ist die arterielle Hypertonie recht häufig bei Menschen mit 

einer CAA zu finden; so sind etwa 30% bis annähernd 70% der CAA-Patienten 

ebenfalls von einer arteriellen Hypertonie betroffen (Boulouis et al. 2017; Charidimou 

et al. 2017b; Charidimou et al. 2017c; Jang et al. 2017). Experimentelle Daten 
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bringen zudem eine arterielle Hypertonie (und ein hohes Alter) in Verbindung mit  

(i) einer Hochregulation des Rezeptors RAGE (engl. receptor for advanced glycation 

endproducts), die einen erhöhten Einstrom von Aβ ins Gehirn zur Folge hat und  

(ii) einer Herunterregulation des Rezeptors LRP1 (engl. low density lipoprotein 

receptor-related protein 1), die in einem verminderten Aβ-Abtransport aus dem 

Gehirn resultiert. Beide Prozesse könnten letztendlich zu einer vaskulären 

Akkumulation von Aβ führen (Hawkes et al. 2011; Carnevale et al. 2012; 

Ramanathan et al. 2015; Tarasoff-Conway et al. 2015). 

Man könnte weiter argumentieren, dass – sobald sich eine CAA entwickelt hat – das 

vaskuläre Aβ zu strukturellen und funktionellen Veränderungen des Endothels der 

kleinen Gefäße führt, was wiederum in (i) einem Versagen der vaskulären 

Autoregulation sowie (ii) einer Störung der BHS resultiert (Grinberg et al. 2012). In 

erster Instanz beeinträchtigt vaskuläres Aβ die Beseitigung löslicher Stoffe sowie den 

endothelialen Proteintransport, was wiederum die Ansammlung potenziell toxischer 

Substanzen und eine damit einhergehende lokale Entzündung der kleinen 

Gefäßwände erleichtert. Letztere sollte ein daraus resultierendes Endothelversagen 

und letztendlich die – typischerweise bei einer HA gefundene – Reorganisation der 

Gefäßwand begünstigen. Somit könnte theoretisch auch eine CAA die weitere 

Progression der HA am gleichen Gefäße beschleunigen; beide Erkrankungen 

scheinen sich also gegenseitig zu begünstigen. 

Des Weiteren fördert eine arterielle Hypertonie das Austreten von Plasmaproteinen in 

die Gefäßwand, was wiederum die Dysfunktion der BHS beschleunigen und die 

perivaskuläre Aβ-Drainage beeinträchtigen könnte (Jang et al. 2018). Eine gestörte 

https://de.wikipedia.org/wiki/Low_Density_Lipoprotein_Receptor-related_Protein_1
https://de.wikipedia.org/wiki/Low_Density_Lipoprotein_Receptor-related_Protein_1
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BHS wird nicht nur als Risikofaktor für eine CAA-Entwicklung diskutiert, sondern soll 

zusätzlich die Ausbildung CAA-bedingter Blutungen erleichtern (Grinberg und Thal 

2010; Passos et al. 2015). Tatsächlich ist die Unterscheidung in "Bluthochdruck-

bedingte" und "HA-bedingte" CAA-Entwicklung eher künstlich, da beide Formen 

untrennbar miteinander verbunden sind. Insgesamt bleibt – wie bei der HA – die 

ungelöste Frage, ob zwischen CAA und Hypertonie nur eine gewisse Koexistenz 

besteht oder ob man davon ausgehen kann, dass es zwischen beiden Pathologien 

einen kausalen Zusammenhang gibt (Yamada 2015; Charidimou et al. 2017b). Da es 

bisher keine direkte Behandlung der CAA gibt, wäre es von großem Vorteil, wenn 

eine indirekte Behandlung derselben über Blutdruckmanagement und Therapie einer 

HA möglich wäre. Während in transgenen Alzheimer-Mäusen der Einsatz von 

Antihypertensiva bereits erfolgreich zur Senkung der Anzahl an Amyloid-Plaques 

beigetragen hat (Wang et al. 2007; Paris et al. 2011), fehlt es an Studien, die sich mit 

der Frage befassen, ob eine Verbesserung der HA (beispielsweise durch eine 

blutdrucksenkende Behandlung) zur Reduzierung von vaskulären Aβ-Ablagerungen 

führt.  

Humane Autopsiestudien konzentrieren sich häufig nicht auf die 

Überlappungsprävalenzen von HA und CAA, sondern untersuchen entweder das 

Ausmaß hypertensiver mikroangiopathischer Pathologien, den Schweregrad der CAA 

oder die voneinander unabhängigen HA- und CAA-Frequenzen im alternden 

menschlichen Gehirn (Ritter et al. 2005; Charidimou et al. 2016a; Kim et al. 2016; 

Arvanitakis et al. 2017; Shams et al. 2017). So wird beschrieben, dass 20% bis 40% 

der nicht-dementen älteren Personen im Alter von 75 Jahren und älter von einer CAA 

betroffen sind (Xuereb et al. 2000; Pfeifer et al. 2002; Tanskanen et al. 2005; 
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Charidimou et al. 2012; Charidimou et al. 2017a). Die Prävalenzen der HA liegen 

sogar bei 50% bis 70% bereits ab einem Alter von 65 Jahren (Jellinger und Attems 

2012; Attems und Jellinger 2014). Nur wenige Autopsiestudien geben tatsächlich 

eine präzisere Überlappungsprävalenz beider mikroangiopathischer Entitäten in den 

gleichen Hirnarealen an. So beschreiben Ritter und Kollegen einen Zusammenhang 

zwischen tiefen Blutungen (indikativ für eine HA) und einer CAA in 18% der Patienten 

mit intrazerebralen Blutungen (Ritter et al. 2005). Darüber hinaus werden multiple 

vaskuläre Erkrankungen inklusive der HA und CAA in 7% bis 26% der nicht-

dementen älteren Personen gefunden (Matthews et al. 2009; Arvanitakis et al. 2017). 

Eine kürzlich durchgeführte Autopsiestudie identifizierte dagegen viel höhere 

Überlappungsprävalenzen; hier zeigten 75% der Patienten mit einer pathologisch 

gesicherten CAA ebenfalls eine HA-assoziierte Arteriolosklerose (Charidimou et al. 

2016a). Zusammenfassend gibt es in den verschiedenen postmortalen Studien keine 

konsistenten Schätzungen der Überlappung von HA- und CAA-bezogenen 

Pathologien. Gleiches gilt für die intravitalen Bildgebungsstudien. So berichten bisher 

nur zwei Studien über gemischte Muster von HA- und CAA-assoziierten 

Bildgebungsmarkern (sowohl tiefe als auch lobäre Blutungen) in 19% bis 23% der 

Patienten mit intrazerebralen Blutungen (Smith et al. 2010; Pasi et al. 2018). 

Basierend auf der Literatur kann insgesamt davon ausgegangen werden, dass viele 

ältere Personen eine CAA ohne eine HA oder umgekehrt eine HA ohne eine CAA 

zeigen. Zusätzlich muss es jedoch einen bestimmten Anteil der alternden 

Bevölkerung geben, in dem beide Entitäten der zerebralen Mikroangiopathie 

überlappen; bisher ist allerdings wenig über die genaue Prävalenz dieser 

Patientengruppe bekannt. Die Daten der vorliegenden Arbeit unterstützen das 
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häufige gemeinsame Auftreten von HA und CAA und lassen vermuten, dass die 

Ausbildung und Progression einer CAA in Anwesenheit einer (schweren) HA 

(schneller) stattfinden könnte.  

 

Die Stärke der vorliegenden Studie besteht in der Verwendung der SHRSP, welche 

sich durch die spontane Entwicklung einer HA ohne künstliche Induktion einer 

Gefäßpathologie (beispielsweise durch den Verschluss großer Hirngefäße) 

auszeichnet. Dies erlaubt die Untersuchung der mikrovaskulären Pathologie, die dem 

spontanen Verlauf der sporadischen humanen hypertensiven zerebralen 

Mikroangiopathie ähnelt. Es konnte die intravitale 2PM etabliert werden, die neben 

der Untersuchung HA-bedingter Gefäßpathologien auch die Darstellung einer 

vaskulären Aβ-Pathologie in Form einer CAA durch den Farbstoff Methoxy-X04 

ermöglichte. Bisherige Bildgebungsstudien unter Nutzung von Methoxy-X04 wurden 

lediglich in transgenen Alzheimer-Mäusen durchgeführt (Klunk et al. 2002; Yan et al. 

2009; Dong et al. 2010; Burgold et al. 2011; Hefendehl et al. 2011; McCarter et al. 

2013). Die vorliegende Arbeit beschreibt somit die bisher einzigartige in vivo 

Charakterisierung von gemischten vaskulären HA- und Aβ-Pathologien in einem 

nicht-transgenen Rattenmodell der zerebralen Mikroangiopathie. 

Grenzen der vorliegenden Arbeit sind das Fehlen der Untersuchung der der 

Interaktion beider mikrovaskulärer Pathologien zugrundeliegenden Mechanismen 

und die Verwendung nur eines Tiermodells der zerebralen Mikroangiopathie. 

Weiterführende Studien müssen zeigen, ob sich die vorliegenden Erkenntnisse auch 

in anderen HA-Modellen bestätigen lassen. Die bisher nicht durchgeführte 
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medikamentöse Behandlung der SHRSP, beispielweise mit Antihypertensiva, lässt 

die Frage offen, ob eine Verlangsamung der Progression der HA auch die 

Entwicklung / ein Fortschreiten der CAA verhindert. 

Eine weitere Limitation ist, dass in einigen Wistar-Kontrolltieren in der Histologie 

vereinzelte nicht-okkludierende Erythrozyten-Thromben gefunden wurden, die zuvor 

in der intravitalen 2PM nicht detektiert werden konnten. Dies deutet darauf hin, dass 

die postmortale Analyse die intravitalen Befunde nicht vollständig replizieren kann 

und mit der intravitalen Bildgebung nicht alle subtilen HA-Pathologien gefunden 

werden.  

In dieser Studie wurde eine HA am lebenden Tier anhand des Vorhandenseins 

kleiner Gefäß(wand)-Schäden definiert. Dies unterscheidet sich von humanen 

Autopsie- oder in vivo Bildgebungsstudien, in denen die HA durch schwere 

Gefäßwandschäden (wie eine Arteriolosklerose (Skrobot et al. 2016)) oder 

fortgeschrittene Pathologien (z.B. WMH oder Lakunen (Wardlaw et al. 2013b)) 

gekennzeichnet ist. Diese Aspekte stellen eine weitere Einschränkung der 

vorliegenden Arbeit dar, da die Vergleichbarkeit der hier dargestellten 

experimentellen mit den vorhandenen Daten aus humanen Studien möglicherweise 

begrenzt ist. 
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5 Ausblick 

 

Zusammenfassend lassen die Daten der vorliegenden Arbeit, die in einem nicht-

transgenen Tiermodell der zerebralen Mikroangiopathie (SHRSP) erhoben wurden, 

darauf schließen, dass Thrombosen der kleinen Hirngefäße eine entscheidende 

Rolle bei der Entwicklung einer CAA spielen könnten. Dadurch wird ein 

Zusammenhang von HA und CAA beschrieben, der beide Formen der zerebralen 

Mikroangiopathie dem gleichen Krankheitsspektrum zuordnet. Die SHRSP könnte 

somit ein geeignetes Tiermodell für die Untersuchung des Zusammenspiels der 

verschiedenen Gefäßpathologien des alternden Gehirns darstellen. Weiterführende 

Studien an anderen Tiermodellen der zerebralen Mikroangiopathie / HA müssen die 

aktuellen Ergebnisse bestätigen.  

Da es bisher keine Behandlung der CAA gibt, die zur Entwicklung schwerer 

hämorrhagischer Schlaganfälle und einer vaskulären Demenz beiträgt, könnte die 

vermutete Beteiligung der HA an der CAA-Entstehung neue therapeutische 

Möglichkeiten beispielsweise durch die Kontrolle vaskulärer Risikofaktoren eröffnen. 

Die Therapie der HA als Grunderkrankung mittels blutdrucksenkender Medikamente 

könnte so zur Reduktion einer CAA führen. Es wäre daher entscheidend, die SHRSP 

in zukünftigen Studien einer medikamentösen Behandlung – beispielweise mit 

Antihypertensiva – zu unterziehen, um zu prüfen, ob eine Verlangsamung der 

Progression der HA tatsächlich mit der verminderten Entwicklung einer CAA 

assoziiert ist. 
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Darüber hinaus bleiben die der mikrovaskulären Mischpathologien zugrunde 

liegenden Mechanismen zu klären, z.B. die Untersuchung einer veränderten 

Expression der vaskulären Rezeptoren RAGE und LRP1. Auch eine genaue 

Sequenzierung des Genoms der SHRSP könnte vielversprechende Daten bezüglich 

einer bisher nicht bekannten Genveränderung als Ursache einer veränderten Aβ-

Produktion liefern. 

Zusätzlich könnte die Kombination aus MRT- und 2PM-Studien genutzt werden, um 

sowohl subkortikale als auch kortikale Pathologien im gleichen Tier darzustellen und 

so eine höhere Vergleichbarkeit der Daten der SHRSP mit den humanen Daten der 

Patienten mit zerebraler Mikroangiopathie zu erreichen. 

Des Weiteren bietet die Durchführung von Verhaltenstests an der SHRSP die 

Möglichkeit, kognitive Verhaltensdefizite in Folge der Gefäßpathologien zu 

detektieren. Ein Vergleich von Tieren mit reiner HA mit solchen mit einer 

Mischpathologie aus HA und CAA könnte klären, inwiefern das gemeinsame 

Auftreten beider Entitäten der zerebralen Mikroangiopathie die kognitiven Funktionen 

noch stärker beeinträchtigt. Auch hier könnte anschließend über die Therapie mit 

blutdrucksenkenden Medikamenten untersucht werden, ob eine Milderung des 

Verlaufes der zerebralen Mikroangiopathie die kognitiven Funktionen verbessern 

könnte. 
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6 Zusammenfassung 
 

Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich detailliert mit der zerebralen Mikroangiopathie, 

die sich in die hypertensive Arteriopathie (HA) und die zerebrale Amyloidangiopathie 

(CAA) unterteilt. Die HA stellt degenerative Veränderungen der kleinen Hirngefäße 

inklusive Gefäßwandverdickungen und Verengung des Gefäßlumens dar, die CAA 

dagegen die Akkumulation von Amyloid-β (Aβ) in der Gefäßwand. An der spontan 

hypertensiven stroke-prone Ratte (SHRSP), einem Tiermodell der zerebralen 

Mikroangiopathie, sollte ein möglicher Zusammenhang zwischen HA und CAA 

untersucht werden. Die vorliegende Arbeit zeigt die Entwicklung der HA in der 

SHRSP als altersabhängige Kaskade, beginnend mit einem Gefäßwandschaden 

sowie einer Blutfluss-Reduktion, die in der Ausbildung nicht-okkludierender und 

okkludierender Thromben resultiert. Wistar-Kontrolltiere zeigen ebenfalls einen 

initialen Gefäßwandschaden, sind jedoch nicht durch die Ausbildung der späteren 

HA-Pathologien charakterisiert. Dies deutet darauf hin, dass sich die 

Gefäßpathologien auch im gesunden alternden Hirn entwickeln, durch eine 

Hypertonie aber deutlich beschleunigt / verschlimmert werden können. Einhergehend 

mit einem fortgeschrittenen Gefäßschaden / einer Thrombusbildung wurden in der 

SHRSP zusätzlich wandadhärente Aβ-Akkumulationen in Form einer CAA detektiert. 

Folglich scheint die Entstehung und Entwicklung einer CAA in Anwesenheit einer 

(schweren) HA (schneller) stattzufinden. Da aktuell keine krankheitsspezifische 

Therapie der CAA bekannt ist, bietet dieser Zusammenhang von HA und CAA die 

Möglichkeit neuer Therapieansätze für die Behandlung einer CAA. 
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Summary 

 

The present study focuses on the investigation of cerebral small vessel disease 

(CSVD) and its major forms hypertensive arteriopathy (HA) and cerebral amyloid 

angiopathy (CAA). HA comprises degenerative small vessel pathologies including 

vessel wall thickening and narrowing of the vessel lumen, whereas CAA is defined as 

the accumulation of amyloid-β (Aβ) in the vessel wall. In spontaneously hypertensive 

stroke-prone rats (SHRSP), an animal model of CSVD, a possible association 

between HA and CAA was investigated. The results from the present work show that 

HA progresses in a temporal and age-dependent manner in SHRSP, starting from 

small vessel wall damage, proceeding to CBF reduction and resulting in non-

occlusive and finally occlusive thrombus formation. Wistar control animals also 

showed initial vessel wall damage but were not characterized by the development of 

later HA pathologies. This indicates that the vessel pathologies also develop in the 

healthy aging brain but can be accelerated and aggravated, for example, by 

hypertension. In addition to an advanced vascular damage / thrombus formation wall-

adherent Aβ accumulations in terms of CAA could be detected in SHRSP. 

Consequently, the formation and development of CAA seems to occur (faster) in the 

presence of a (severe) HA. Since there is currently no disease-specific treatment for 

patients suffering from CAA this relationship between HA and CAA offers the 

possibility of a new therapeutic approach for CAA treatment. 
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