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Abkurzungsverzeichnis

A. renalis Arteria renalis

ACE Angiotensin-converting-enzyme (engl.)
ACTH Adreno-Corticotropes Hormon

Ang Il Angiotensin I
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BW body weight (engl.)
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ECM extrazellulare Matrix

EKG Elektrokardiogramm

ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay

ENP Enalapril

ET Endothelin

FEM Forschungsinstitut fir experimentelle Medizin
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GFR Glomerulare Filtrationsrate
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HOPE Heart Outcomes Prevention Evaluation (engl.)
JNC-7 Joint National Committee on the Preventioeielbtion, Evaluation, and

Treatment of High Blood Pressure
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tNV

TSE Bad Homburg
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linker Ventrikel
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~Periodic Acid Schiff*
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Spontan hypertensive Ratte
single nephron glomerular filtraion rateglen
Stroke-prone spontaneous hypertensive Ratte
terminales Nierenversagen
Technical & Scientific Equipment i@#Bad Homburg
Universitatsklinikum Benjamin Franklin
World Health Organisation (engl.)
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Zentrales Nervensystem
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1. Einleitung

Kardiovaskulare Erkrankungen wie Koronare Herzerkuag, zerebrovaskulare Erkrankungen,
Hypertonie, PAVK etc. sind laut Weltgesundheitsoigation (WHQO) urséchlich fur ein Drittel
der weltweiten Todesfalle. Die arterielle Hyper®ist dabei ein weit verbreiteter Risikofaktor
fur weitere kardiovaskulare Erkrankungen in derustdalisierten Welt. Weltweit wird die
Hypertonie als Ursache von 7,1 Millionen verfriih®@terbefallen eingesch&tzGlobal kénnen
62% der zerebrovaskularen Erkrankungen und 49%sdbeamischen Herzerkrankungen einer
suboptimalen Blutdruckeinstellung zugeschrieberdest

Klinische Bedeutung kommt der arteriellen Hypereondurch die Manifestation von
Endorganschaden zu. Dabei wirken durch den erhOBletdruck verursachte allgemeine
Pathomechanismen, zum Beispiel am Gefal3system, norganspezifischen
Schadigungsprozessen an den Zielorganen zusammen.

Die direkten wie indirekten Folgen der arterielletypertonie betreffen Herz, Nieren und
GefalRsystem. Hierbei ist interessant, dass zumdleithe Signalkaskaden zu den kardialen,
renalen und vaskularen hypertensiven Endorgansohiglragen.

Dabei kdnnen die durch die arterielle Hypertonievbegerufenen Endorganschaden Uber einen
circulus vitiosus zur Perpetuierung des Bluthochdrucks beitragen. Bieukturellen
Umbauprozesse in Nieren und GefaBen sowie eine rdnde des Sollwertes des
Barorezeptorreflexes sind wichtige Pathomechanisfieufrechterhaltung und Verstarkung
der arteriellen Hypertonielm Rahmen der hypertensiven Nephropathie entiticiieh durch
einen fortschreitenden Untergang von Nephronen komapensatorische Hyperfiltration und
glomeruldre Hypertonie in den verbleibenden GloriériFolge sind die sich verstarkende
Glomerulosklerose und eine Zunahme der systemiselnriellen Hypertonie. Eine langer
bestehende Hypertonie fiihrt in den arteriellen Gefézu proliferativen und sklerotischen
Veranderungen. Daraus resultieren eine VermindedengComplianceler Leitungsarterien und

eine Zunahme der Resistanoalen Widerstandsgefalen.

1.1. Epidemiologie und Atiologie der arteriellen Hypemae

Weltweit sind ca. 15%—-37% der erwachsenen Bevotigenon einer Hypertonie betroffen, im
Alter iiber 60 Jahren in einigen GesellschafterzbiS098.



Wegen des konstanten Anstiegs des kardiovaskuRisgkos gibt es keinen Schwellenwert, von
dem aus der arterielle Blutruck als ,pathologischoét” von der Normotonie unterschieden
werden kann. Die WHO definiert den Grenzwert ddshellkirlich bei einem Wert, bei dem
das Risiko von Schadigungen der kardiovaskularetoEane signifikant zu steigen beginnt.
Aktuell ist diese Grenze systolisch bei 140 mmHg udiastolisch bei 90 mmHg fixiértBei
diesem Blutdruck ist gegenuber niedrigeren Wertém Mortalitdt durch kardiovaskulare
Erkrankungen um 50% gesteigert. Bei einem systadisBlutdruck Uber 140 mmHg und einem
diastolischen Blutdruck ber 90 mmHg liegt somitesarterielle Hypertonie vor und somit nach
allgemeiner Ubereinkunft eine Indikation zur Behand.

Eine Diagnose der Ursache des arteriellen Blutdrsiagt bei bis zu 95% der Hypertoniker nicht
maoglict’. Dies wird als ,essentielle* oder primare Hypeitohezeichnet. Im Gegensatz dazu ist
bei der sekundéaren Hypertonie eine Ursache in Ramendokrinen, renalen oder vaskularen
Erkrankungen nachweisbar und sie ist potentielhkatl.

Trotz zahlreicher Hypothesen ist die genaue Pathege der primaren Hypertonie nach wie vor
nicht bekannt. Das Spektrum der mdglichen Pathoamesmen umfasst sowohl extrarenale
Faktoren wie Mangel zirkulierender Vasodepressorenrkulierende Na+/K+-ATPase-
Hemmstoffé und Uberaktivitdt des sympathischen Nervensystats auch renale Ursachen
wie minimale intrarenale Schadigundeiintrarenale Ischami& heterogene Aktivierung des
Renin-Angiotensin Systems (RA$)verminderte DrucknatriureSe einen genetischen Defekt
der Natriumexkretiolf, gesteigerte glomerulotubuldre Balalfcaind eine genetisch oder
erworben verminderte Anzahl von Nephrottéfi

Bestimmte Funktionsstorungen der Niere gemeinsanstmikturellen Veranderungen der Niere
sind laut diverser Befunde notwendige Vorraussazuitir die Manifestation einer
Hypertonié¢’*®und der hypertensiven Endorganschaden.

Seit langem ist die zentrale Rolle der Niere bei Bleitdruckregulation bekannt. Initial liegen
bei der primaren Hypertonie die Nierenperfusion wfhd glomeruldre Filtrationsrate im
Normbereich. Dennoch ist die Einschrankung der éitmktion schon zu diesem Zeitpunkt
messbar. Unklarheit herrscht dartiber, ob diese ttamdeinschrankungen Ausldser oder Folge
der Hypertonie sind. Diese renalen Funktionséandgmrder Hypertoniker tragen definitiv zur
Progression der hypertensiven Nephropathie unétateiovaskularen Endorganschadenbei
Guyton‘'s Modell desrenal body fluid-pressure control systémbeschreibt die Nieren als
zentralen Regulator des Langzeitblutdrucks. Nachsedn Modell fuhren pathologische
Funktionseinschrankungen der Niere zu einer jewdilarakteristischemenal function curve

(Abbildung 1), in der nur ein bestimmter arteriel®utdruck abhangig von der Natrium- und



Wasserzufuhr  eine  ausgeglichene Natrium- und Weiser ermdglicht.
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Abbildung 1: Druck-Natriurese-Beziehung zur langfristigen Blutdruckregulation. An der Ordinate ist die
Hoéhe des Natrium/Wasser-Durchsatzes (Einfuhr = Ausfr), an der Abszisse der mittlere arterielle
Blutdruck dargestellt. Jeder pathologischen Funktimseinschrdnkung der Niere ist eine charakteristisof
renal function curve zugeordnet (nach Guytof).

Aus diesem Konzept lasst sich ableiten, dass sioh ldypertonie nur dann entwickeln kann,
wenn ein Storfaktor die Ausscheidungsfahigkeit Negre fur Salz und Wasser beeintréachtigt.
Das Erreichen einer ausgeglichenen Salz-Wassezbilaird somit erst bei erhéhten
Blutdruckwerten mdoglich und digenal function curvedaher nach rechts zu hoheren
Blutdruckwerten hin verschoben. Die Guyton-Hypothesetzt aber nicht voraus, dass die
arterielle Hypertonie ihren UrsprungsmechanismudenNiere selbst hat. Unabhéngig von der
Ursache fir den Bluthochdruck und die renale Famis$torung ist jedoch zum Erreichen einer
ausgeglichenen Salz-Wasserbilanz bei unverdndesiguhr ein erhdhtes Druckniveau
notwendig.

Unklar bleibt bisher, ob ein erhohter interstigellhydrostatischer Druck im Nierenmark
und/oder ein Anstieg des Perfusionsdruckes invésa rectaausreicht, um eine Drucknatriurese
unter verschiedenen pathophysiologischen Bedinguageerklaren. Dies gilt insbesondere, da
die myogene Reagibilitit desas afferens(und damit ein zentraler Anteil der renalen
Autoregulation) bekanntlich bei chronischer Niemim&nkung haufig aufgrund der bestehenden

Arteriolosklerose nicht mehr effektiv moglich ist.
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Durch Transplantationsversuche konnte eindricldiehentscheidende Rolle der Nieren bei der
Pathogenese der arteriellen Hypertonie und der rigm@ven Endorganschaden aufgezeigt
werden. Uberkreuztransplantation von Nieren zwischsormotonen und hypertensiven
Rattenstammen haben die Abhangigkeit der artemiglgpertonie von der Spenderniere und
nicht vom Empfangerorganismus befégt Vergleichbare Befunde wurden auch an

nierentransplantierten Patienten festge$fellt

1.2. Schéadigungsmuster der arteriellen Hypertonie

Die Mehrzahl aller Hypertoniker entwickelt eine Hegitige Arteriosklerose, die dann zu

zahlreichen Endorganschadigungen beitragen kann.

1.2.1.  Hypertensive Nephropathie

Mit einem Anteil von 15% ist die hypertensive Nieeekrankung eine der haufigsten Ursachen
eines terminalen Nierenversagens (tNV) in Eufdpad den USA'. Klinisch kennzeichnet die
hypertensive Nephropathie eine arterielle Hypegpein Abfall der glomerularen Filtrationsrate
(GFR) und eine zunehmende Proteintirie

Die Nierenbiopsie ist der ,Goldstandard” der Diag@oeiner ,benignen“ hypertensiven
Nephrosklerose. Pathomorphologisch imponiert eipaimie Degeneration der Arteriolen, am
Glomerulus ein Kollaps der Kapillarschlingen und nesi Glomerulosklerose, im
Niereninterstitium eine interstitielle Fibrose seweine ausgepragte Tubulusatrophiévgl.
Abbildung 2).
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Abbildung 2: Histologischer Nierenschnitt in PAS-Fébung.

Die Diagnose der hypertensiven Nephrosklerosedigh in der Regel eine Ausschlussdiagnose
aufgrund der charakteristischen klinischen Prasenfd Die Spezifitit dieser
Ausschlussdiagnose liegt ohne Biopsie zwischen 66#%909%°2° Die Haufigkeit eines tNV
nimmt in Kombination mit anderen Risikofaktoren wiehem Lebensalter, Diabetes mellitus,
Nikotinabusus, ethnischer Zugehérigkeit und Mikbeathinurie zd*332

Die Folgen einer hypertensiven Nephropathie bestdtauptséchlich in einer Zunahme der
Proteinausscheidung, einem beschleunigten Nierkti@unsverlust, einem erhdhten
kardiovaskularen Risiko (vor allem aufgrund ein@mk$ventrikularen Hypertrophie) und
schlie3lich einer gesteigerten kardiovaskularentdivéit. DasJoint National Committee on the
Prevention, Detection, Evaluation, and TreatmentHigh Blood Pressur€dJNC-7) der USA
empfiehlt bei Patienten mit bereits bestehenderordbcher Nierenerkrankung in seinen
aktuellen Richtlinien eine aggressive Senkung desiBickes auf Zielwerte < 130/80 mm¥ig
Dabei wurde in den Richtlinien der JNC-7 eine n&mogramm geschatzte GFR unter 60
ml/min per 1,73 m entsprechend einem Kreatinin Wert von >1380l/l (1,5 mg/dl) bei
Ménnern oder >115mol/l (1,3 mg/dl) bei Frauen als chronische Niensnifizienz festgelegt.
Aul3erdem gelten die Richtlinien auch fur eine Allumie > 300 mg/d oder eine
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Albumin/Kreatinin-Ratio >200 mg/g. Diese frihe uadgressive Senkung des Blutdrucks hat
eine Verlangsamung der Progression der chronistherenerkrankung sowie eine Reduktion
anderer kardiovaskularer Endorganschaden zum Ziel.

Zugrunde liegend fiir das progrediente Nierenversagei arterieller Hypertonie ist eine
Abnahme der Anzahl funktionstichtiger Nephronen cdurine Glomerulosklerose, eine
tubulointerstitelle Fibrose und eine Gefal3sklerdémch einem kritischen Abfall der Nephrone
unter 50% kommt es, unabhangig von der priméarenadies der Nierenerkrankung, zur
intraglomerularen Hypertonie und somit zur Hypédiion in den restlichen Nephrorién

FUr einen gewissen Zeitraum kann mithilfe diesesnddynamischen Mechanismus die
glomeruléare Filtration aufrechterhalten werden.e&dings beschleunigen diese glomerulére
Hypertonie und kompensatorische Hyperfiltration ddvntergang des verbleibenden
Nierenparenchyni& Bei sekunddren Hypertonieformen kommt es wegeresedi
Schadigungssteigerung haufig zu einer ,renalentiéima der Hypertonie, die auch nach der
Ausschaltung der urspringlichen hypertensiven Stinpersistiert. Am Auftreten einer
Mikroalbuminurie ist die Schadigung der glomeruté&trukturen klinisch erkennbar.

Eine Mikroalbuminurie liegt definitionsgemal benei Albuminausscheidung im Urin von 30-
300mg/24h vor. Zwischen einer Mikroalbuminurie uddr Manifestation einer chronischen
Niereninsuffizienz bei Diabetikern besteht ein &aZusammenhaniy Ein Teil der Patienten
mit essentieller Hypertonie fallt interessanterweisebenfalls durch eine erhohte
Albuminausscheidung im Urin alif Verschiedene epidemiologische Studien weisen, raass
Personen mit essentieller Hypertonie und Mikroallmuwme sowohl erhohte kardiovaskulare
Morbiditat und Mortalitat entwickefl, als auch ein gesteigertes Risiko einer chronische
Niereninsuffizienz (cNB%*’. Lange Zeit wurden Albuminurie und Proteinurie alg Marker fir
glomerularen Schaden angesehen, sind aber hdclistammlich ein wichtiger unabhéngiger
Progressionsfaktor der hypertensiven Nephropathisieh. Albuminurie und Proteinurie sind
direkt mit einer, hauptsachlich durch das Reniniatenin-System (RAS) vermittelten,
glomerularen Hyperfiltration und glomerularer wigch tubulointerstitieller Fibrose assozitért
An Ratten durchgefuhrte Mikropunktionsstudien weisech, dass eine Blockade des RAS
tubulointerstitielle und glomeruldre Schaden redu?i*® In den proximalen Tubuluszellen
werden die filtrierten Proteine zum Teil wieder gerfiommen und kbénnen Uber
Chemokinfreisetzung zu einer interstitiellen Entimgsreaktion fuhren und somit einen
perpetuierten Schadigungsprozess in Gang brfigen

Eine Vielzahl kontrollierter doppelblinder Kliniseh Studien hat bei Patienten mit Diabetes

mellitus und nicht-diabetischen Nierenerkrankungdiir ACE-Hemmer und AT1-
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Rezeptorantagonisten nachgewiesen, dass eine wmieksantinypertensive Therapie die
Progression einer Niereninsuffizienz signifikantaggern kanff4443443

Im Irbesartan in Diabetic Nephropathy TrigIDNT) und in derAfrican American Study of
Kidney Disease and Hypertension Study GrQABSK) waren dem Ca-Antagonisten Amlodipin
eine ACE-Hemmung oder eine ARezeptor-Blockade in der nephroprotektiven Potenz
iiberlegeft’,*>. Im Vergleich zur Therapie mit dem R-Rezeptor-RercAtenolol kam es in der
UK Prospective Diabetes Study Gro{yKPDS) Studie zu keiner Verzogerung der Progressio
der chronischen Niereninsuffizietiz

Die AASK konnte bemerkenswerterweise an 1094 einbezyeafro-amerikanischen
Hypertonikern nachweisen, dass eine antihyperten$iverapie mittels eines ACE-Hemmers
signifkant besser nephroprotektiv wirksam ist aés Therapie mit einem Ca-Antagonisten oder
-Blocker™.

Die grof3e pathophysiologische Bedeutung des RAS dmi Genese der hypertensiven
Nephropathie und kardiovaskuldrer Endorganschédeimd wdurch diese klinischen

Untersuchungen eindricklich belegt.

1.2.2.  Linksherzhypertrophie und Herzinsuffizienz

Die haufigste Manifestationsform einer hypertensiverzerkrankung ist die linksventrikulare
Hypertrophie (LVH). Durch die arterielle Hypertongmtsteht eine erhéhte Wandspannung im
Bereich des linksventrikularen (LV) Myokards. Dachader Laplace-Beziehung aus einer
zunehmenden Wanddicke eine Verringerung der Wamaspe resultiert, reagiert der Ventrikel
mit einer kompensatorischen Myokardhypertrophiee DVH ist also zunéchst eine adaquate
kompensatorisch-protektive Reaktion. Anfangs fuhrtdiese kompensatorische
Ventikelhypertrophie als physiologische Antwort dtsrzens auf eine erhohte Nachlast zu einer
gesteigerten Kontraktilitat des linken VentrikK8§. Wahrend der Diastole kommt es zu einer
Verlangerung der isovolumetrischen Relaxation, reifexzogerung der schnellen Fullungsphase
und zu einer erhohten passiven Steiffieit

Die dartber hinaus persistierende vermehrte ven#t& Wandspannung fuhrt zu einer
vermehrten Steifheit des Ventrikels und ist vorwied Folge einer Fibrosierung des kardialen
Bindegewebes (Abbildung 3). Dieser Prozess wirdrafgrikulares remodeling bezeichnet.

Im weiteren Verlauf flhrt eine gleichzeitige vermeh Sklerose der grofRen epikardialen
KoronargefalR3e (,Makroangiopathie) sowie der Kkl@inentrakardialen Widerstandsgefalie
(-Mikroangiopathie®) zu einem sich verstarkendensMierhaltnis zwischen Sauerstoffbedarf

und -angebot am hypertrophierten Herzen. Der Sdbmwert einer myokardialen Ischamie
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(Koronarreserve) ist somit herabgesetzt, wodurch thzidenz fir Arrhythmien, einen
Myokardinfarkt, eine manifeste Herzinsuffizienzyse plotzlichen Herztod stark ansteigt.

Abbildung 3: Histologie des Myokards bei linksventikularem Remodeling.

Als pradiktiver Parameter kardialer Morbiditat ukidrtalitdt hat eine hypertensive LVH somit
einen hohen Stellenwert. Bei ca. 50% der Patientémicht therapierter Hypertonie lasst sich
EKG-morphologisch eine LVH nachweigénBei der Hypertrophie lasst sich die konzentrische
von der exzentrischen unterscheiden, wobei letzthreeh die Dilatation der Herzhohlen
charakterisiert wird. Nach wirksamer antihyperteasi Therapie ist die als physiologischer
Kompensationsmechanismus bestehende Myokardhypkigro  zunéchst noch
rackbildungsfahig. Die initial konzentrische LVHrka bei andauernder Druckbelastung in eine
Dilatation ibergehen und zur manifesten Herzinsigffiz fihrefY.

Bei arterieller Hypertonie werden neben den dinektkysikalischen Effekten der Volumen- und
Druckbelastung auch wichtige Kaskaden des neurohalemo Systems, von Zytokinen und
Wachstumfaktoren im Myokard aktiviert. Insbesond#geen sympathischen Nervensystem, dem
Renin-Angiotensin- und dem Endothelin-System komrhembei entscheidende Bedeutungen
zu*®. Durch diese und andere Systeme werden intrazedluHypertrophieprozesse in den

Kardiomyozyten induziert, die Gber ein Wachstum Harzelzellen zu einer Vergrol3erung des
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kompletten Herzens filhréh Des Weiteren erfolgt tiber die Stimulation kareliaFibroblasten
eine Anderung der extrazellularen Matrix (Abbildus)g

Eine nicht ausreichend therapierte arterielle Higpee erhdht das Risiko des Auftretens einer
manifesten Herzinsuffizienz auf das Dreifathéie pathophysiologischen Mechanismen fiir
den Ubergang von der LVH zur Herzinsuffizienz mitunfpversagen sind bisher nicht
hinlanglich geklart. Eine mdgliche pathophysiolafis Ursacheehen Erklarungsanséatze in der
verminderten kardialen Kapillardichte und/oder der Rahmen der LVH aufgetretenen
Veranderung der extrazellularen Matrix (ECM) (Albokihg 35°.

Eine wichtige Rolle bei der Genese der Herzinsigfiz spielen Modifikationen der
ventrikularen Struktur. Histologische Veranderungehliel3en eine Hyperplasie der kardialen
Fibroblasten, Hypertrophie der Kardiomyozyten, Ajpge und eine Vermehrung von
inflammatorischen Zellen im Gewebe ¥inDurch die Ausbildung ausgedehnter fibrotischer
Bereiche mit Zelluntergdngen und interstitiellebése kommt es zur physiologischen und
morphologischen Desorganisation im insuffizienteen¥ikel (Abbildung 3) mit Stérungen der
elektrischen Synchronisation und einer verringerfamzahl von Kardiomyozyten fir den
Kontraktionsprozess. Daher kommt es neben dem megieen Pumpversagen verstarkt zu
Arrhythmien und plétzlichem Herztod.

Durch diese qualitativen und quantitativen Verdndgen der ECM (Abbildung 3) nimmt
schlie3lich die Kammersteifigkeit zu. Das durch ixidrung des lokalen RAS gebildete
Mineralokortikoid Aldosteromspielt in diesem Zusammenhang eine wichtige Rolkidosteron
vermittelt durch Bindung an den Mineralokortikoideptor eine proliferative Wirkung auf
myokardiale Fibroblastéh Die durch die erhdhte Kammersteifigkeit hervoujene
Verschlechterung der diastolischen Funktion deselinVentrikels bewirkt eine Verminderung
der Koronarreserve und eine Verschiebung der dissih@n Druck-Volumen-Kurve nach links.
Die diastolischen Drucke sind bei identischen digsthen Volumina und normaler
Auswurffraktion erhoht und fihren somit zur Heraksag der diastolischen Ventrikelfullung.
Die Zunahme der Fibrose fuhrt auch zu VeranderumgeBereich der Mikrozirkulation. Neben
den Umbauprozessen des myokardialen Kompartimehigterstitieller Fibrose kommt es Uber
ischamiegetriggerte Aktivierung von radikalprodueieden und proteolytischen Systemen zu
einem vaskulareremodeling*. Mechanische Einfliisse wie arterielle Hypertotilerén zu einer
Mediahypertrophie mit zunehmender Fibroseentwiolumd nachfolgender Lumeneinengung
(Abbildung 3§

Mit der systolischen Dysfunktion beginnt die teralan hypertensive Herzerkrankung. Durch

zunehmende Dilatation des linken Ventrikels wird dystolische Wandspannung tberschritten
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und/oder es kommt zum Auftreten einer Ischamie Ru&unahme der diastolischen
Wandspannung. Charakteristisch fur die systolisddgsfunktion ist ein gesteigerter
enddiastolischer Kammerdruck bei verringerter Ausiraktion. Eine systolische Dysfunktion
tritt anders als die diastolische Dysfunktion dxsi VVorliegen einer exzentrischen Hypertrophie
auf”.

Bei chronischer arterieller Hypertonie durchlaudsderz also folgende drei Stadien: die initiale
physiologische Kompensation mit LVH, die daran &tis@ende diastolische Dysfunktion und
nach komplexenremodelingauf myokardialer und vaskularer Ebene das dritedi8tn der
systolischen Dysfunktion - das Terminalstadium.

An nicht-medikamentésen MalRnahmen auf die LVH idir feine Reduktion des
Korpergewichte¥® und eine salzarme Kost ein positiver Effekt naetigeen’. Diese
therapeutischen MalRnahmen sind jedoch meist nidfekte umsetzbar, sodass die
medikamentése Therapie nétig wird. Zahlreiche kiihe Studien unterschiedlicher Qualitat
haben sich mit den Unterschieden zwischen den leezeAntihypertensiva befasst. Die
Aussagekraft hinsichtlich der unterschiedlichen Rimgen der Substanzgruppen wird durch
Meta-Analysen erhoht, die alle zu dem identischehli®s kommen, dass ACE-Hemmer,
gefolgt von Ca-Antagonisten und Diuretika deiBlockern hinsichtlich ihrer Wirkung auf die
linksventrikulare Masse Uberlegen sifitf. Die Wirksamkeit der neuen AT1-Antagonisten ist
der der ACE-Hemmer ebenbiiftig

Mehrere doppelblind-randomisierte klinische Studieegen die gute Wirksamkeit der AT1-
Antagonistef*®2  Die LIFE-Sudie (Losartan Intervention For Endgoimeduction in
hypertension study) konnte eine Uberlegenheit vosattan gegeniiber derBlocker Atenolol
hinsichtlich der LVH und der kardiovaskularen Mdalitét und Mortalitat bei gleicher
Blutdruckreduktion nachweis&h

Da bei der Genese der LVH und der Herzinsuffizierahlreiche Pathomechanismen
zusammenwirken, ist zusammenfassend nicht einest&uwtyruppe der unmittelbare Vorzug zu
geben. Vielmehr wird die hauptsachliche therapeb&sWirkung durch eine addquate Senkung

der arteriellen Hypertonie erreicht.

1.2.3.  Hypertensive Vaskulopathie

Eine bestehende arterielle Hypertonie fuhrt zu Btgen der Endothelfunktion und einem
Anstieg des peripheren Widerstandes. Diese Meamams tragen beide sowohl zur
Aufrechterhaltung und Verstarkung der Hypertongealch zur Manifestation der hypertensiven

Endorganschaden mafRgeblich bei.
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Eine endotheliale Dysfunktion bewirkt funktionellend strukturelle Veranderungen der
BlutgefaRe. Das Endothel der Gefal3e ist durch diduBg sowohl vasokonstriktorischer als
auch vasodilatatorischer Substanzen mal3geblichearRdgulation des Gefal3tonus beteiligt.
Hypertensive Endorganschaden manifestieren siclthdalessen Lage zwischen Blut und
GefalRmuskelschicht frihzeitig am Endothel.

Hormone, Neurotransmitter, Komponenten der Gerigekaskade und aus Thrombozyten
freigesetzte Substanzen fihren zu einer vom Entatiegehenden Vasodilatation (Abbildung
4). Am Endothel wirksame Scherkrafte verursachersatlich eine endothelabhangige
Dilatation. Das sehr kurzlebige Stickstoffmonoxd, EDRF) ist gemeinsamer Mediator dieser
Reaktionen.

Abbildung 4: Vasoaktive Substanzen des Endothels
Vasodilatierende (rechts) und vasokontrahierende iftks) Faktoren: Ang | / Ang Il Angiotensin | /ll, A CE
Angiotensin-Converting Enzym, AT1 Angiotensin Subtpl Rezeptor, Ach Azetylcholin, ADP
Adenosindiphosphat, L-Arg L-Arginin, Bk Bradykinin, ECE Endothelin-Converting-Enzym, ETA
Endothelin Subtyp A Rezeptor, ETB Endothelin SubtypB Rezeptor, EDHF endothelium-derived relaxing
factor, bET Big-Endothelin, ET Endothelin, 5-HT Sertonin, M muskarinischer Rezeptor, Nox NAD(P)H
abhangige Oxidase; NO Stickstoffmonoxid, ONOO- Pepynitrit; PGH2 Prostaglandin H2, 0O2-
Superoxidanion ; PGI2 Prostazyklin, S1 Serotonin,GC lésliche Guanylatzyklase, T Thrombinrezeptor, TG-
1 , transforming growth factor 1, Thr Thrombin, TX Tbromboxanrezeptor, TXA2 Thromb oxan A2
(modifiziert nach Liischer et al®¥).

Auch Vasokonstriktoren werden aus dem Endothejésetzt (Abbildung 4).

Endothelin, Thromboxan A2 und Prostagladin H2, Atgisin I (Ang 1If° sowie das
Superoxidanion (8)% sind die wichtigsten vom Endothel gebildeten Vaswtriktoren.

Das Angiotensin-converting-Enzym (ACE) wird auf demdothelzellmembran exprimiert und
katalysiert die Umwandlung von Angiotensin | in AihgAbbildung 4). Des Weiteren baut ACE
Bradykinin ab und beendet somit dessen vasodilatate Wirkung.
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In der Beziehung zwischen Hypertonie und Arteriesbde dient die endotheliale Dysfunktion
als Bindeglied.

Neben der endothelialen Dysfunktion spielen ebestizdkturelle Veranderungen der GefalRwand
mit Anderungen des Lumen/Wanddicke-Verhaltnissed der Elastizitat der BlutgefalRe eine
Rolle. Der Quotient aus Wanddicke/Lumendurchmesiger Arteriolen ist bei Hypertonikern
signifikant niedriger als bei Normotonikéfn Zur Anderung der Wand-/Lumendurchmesser-
Ratio fuhren Umbauvorgange, die als vaskuldmmsodelingbezeichnet werden. Quantitative
und qualitative Anderungen der ECM, zellulare Hymghie und Hyperplasie sowie durch
Adhasionsmolekille verédnderte interzellulare Verbimgen haben Anteil an diesen
Umbauvorgéngen. Sie finden an groRBen wie kleinefé®m staff. Durch die medikamentése
Therapie von Hochdruckpatienten mit einem ACE-Hemmved das vaskuldreemodeling
verhindert, unter —Blockade mit vergleichbarer Blutdrucksenkung triitngegen diese
vasoprotektive Wirkung nicht atif

Zusammengefasst kommt dem vaskulamemodeling eine entscheidende Rolle bei der
Entstehung hypertensiver Endorganschaden zu. Datelen Strategien zur Therapie
kardiovaskularer Erkrankungen direkt oder indirektf die Verbesserung oder gar

Wiederherstellung der vaskularen Integritat undktion.

1.3. Hemmung des RAS

Das Renin-Angiotensin-Systems (RAS) und seine Bwabgu als Mediator des arteriellen
Blutdrucks und hochdruckinduzierter Endorganschaden in den letzten Jahren intensiv
untersucht worden. Wurde ursprtinglich das RAS atokrines System verstanden, das seine
Wirkung uber das Effektorpeptid Angiotensin Il (A ausibt, so belegen neuere Daten die
Existenz eines lokalen, gewebestandigen RAS, dashdparakrin-autokrine Mechanismen
wirkt.

Die Abspaltung des Dekapeptids Angiotensin | (Ahgdn seinem Substrat Angiotensinogen
(Aogen) durch die Aspartylprotease Renin ist deteeBchritt in der Ang 1l-Bildung (Abbildung
5). Zweiter Schritt ist die Umwandlung von Ang | muOktapeptid Ang Il durch das
Angiotensin-Konversionsenzym (ACE). In manchen Gmewekann die Ang Il-Bildung auch
Uiber alternative Wege erfolgen, beispielsweise deChymase des Herzgewelld#@bbildung

5). Hauptsachlich erfolgt die Bildung von Ang lidiech tiber das ACE Ang Il wird durch
verschiedene Enzyme wie Aminopeptidase [Angllli(2-8ng IV(3-8)] und Endopeptidase
[Angiotensin (1-7)] zu aktiven und inaktiven Fragmen abgebalt Im Gegensatz zu dem fir
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Aogen hochspezifischen Renin degradiert das ACH &wadykinin und ist an der Biosynthese
verschiedener Neuropeptide, beispielsweise der t&ubsP beteiligt. Die Effekte der

Angiotensinpeptide werden Uber spezifische AngsitefRezeptoren (AT-Rezeptoren) ausgeibt.

Abbildung 5: Darstellung des Renin-Angiotensin-Systms. ACE: Angiotensin-Konversionsenzyms, AT1-
Rezeptor: Angiotensin Il Subtype 1-Rezeptor, AT2-Reeptor: Angiotensin Il Subtype 2-Rezeptor; ATX-
Rezeptor: noch nicht identifizerte Angiotensin Il Rezeptor Subtypen.

Zwei AT-Rezeptor-Subtypen (AT AT2) konnten durch spezifische nicht-peptid Antagarist
identifiziert werden. Die durch den A‘Rezeptor vermittelten Effekte sind am besten
untersucht: es handelt sich um einen G-Protein meiten Rezeptor, der die Inositol-
Diacylglycerol-Kaskade aktiviert und das intrazéle Ca erhéht oder mit dem
Adenylatzyklase-System interagiert.

Bei der Pathogenese der arteriellen Hypertonielepienterschiedliche Wirkungen des Ang Il
eine Rolle. In der Niere hat Ang Il Anteil an deedrilation der glomeruléren Filtrationsrate und
erhoht die proximal tubulare Natrium- und Bikarbtviiekresorption. Eine Aktivierung des RAS
bei chronischen Nierenerkrankungen ist gut bé&fe@er Tonus desas efferenswird durch
Ang Il starker erhoht als der dess afferenswas zu einer Erh6hung des glomeruléaren
Kapillardrucks fuhrt. Daraufhin kommt es zu einebBenzunahme der Poren der glomerularen
Wand“. Sowohl ACE-Hemmer als auch AT1-Rezeptor-Antagenikonnen den glomerularen
Hochdruck und die gestorte Barriere-SelektivitatNlakromolekiile normalisierén

Im vaskularen System bewirkt die Gabe von Ang HeeKonstriktion der Widerstandsgefal3e
und einen Anstieg des totalen peripheren Widerstmnbh peripheren Effektorzellen verstarkt

Ang 1l die Antwort auf Noradrenalin und hat auf dderz, bedingt durch eine Steigerung des
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Ca~lonen-Einstroms wahrend der Plateauphase des m&gaientials, eine positiv inotrope
Wirkung. Bei der Manifestation der LVH und LV Dysiktion hat das RAS eine besondere
Bedeutun§’. Dabei spielen neben der Senkung der Nachlast wahth andere
blutdruckunabhéangige lokale Wirkungen des RAS amifZdisammensetzung der extrazellularen
Matrix des Herzens und auf die Proliferation derdf@myozyten eine Rolle.

In der Nebenniere stimuliert Ang Il Synthese undkr8gon von Aldosteron. Im zentralen
Nervensystem fordert Ang Il die Ausschittung vons®faressin und ACTH, steigert die
Aktivitat des sympathischen Nervensystems und ma¢iRan der Durstregulation.
Zusammengefasst nimmt das RAS eine zentrale Relleldr Pathophysiologie der arteriellen
Hypertonie und der hypertensiven Endorganschadaen ei

1.4. Hemmung der Vasopeptidase

Die Vasopeptidaseinhibitoren stellen eine neue tankagruppe dar und kombinieren das Prinzip
der klassischen ACE- Hemmung mit der Hemmung deutfdken Endopeptidase (NEP) in
einem Molekadil.

Die NEP ist wie das ACE eine membrangebundene Metaltease. Sie kommt in vielen
Organen und Geweben vor, wobei sich hohe Aktivitate ZNS, in der Niere, der GefalRwand
und in Leukozyten finden. Die NEP ist das wichtgEihnzym fur den Abbau der Natriuretischen
Peptide, die physiologisch flur eine Vasodilataongen. Weitere Substrate der NEP sind Ang |
und Ang I, Kinine, Substanz P, Adrenomedullin, Btieklin (ET), chemotaktische Peptide,
Enkepahline und das Amyloid-B-Pepfi® Es dirfte auch zur Bildung von ET aus seiner
Vorstufe big-ET beitragen, wobei das Endothelin-@arions-Enzym (ECE) wohl eine weit
wichtigere Rolle in der ET-Bildung spiélt

Zu den Natriuretischen Peptiden zahlen drei Peptidbne: das ,atriale“(ANP), das ,brain®
oder ,B-Typ“- (BNP) und das ,C-Typ“-Natriuretisclizeptid (CNP) (Abbildung 6). Die Bildung
dieser Peptide erfolgt bei mechanischer Dehnunyaminof- (ANP) und im Ventrikelmyokard
(BNP) und bei Scherbelastung im Endothel (CNP).dbakrmitteln nur ANP und BNP neben
der lokalen auch humorale Wirkungen. Die NPs besvirkine Vasodilatation tUber eine direkte
Aktivierung der Guanylatcyclase der glatten Muskl#é&n und erhdhen die renale Salz- und
Wasserausscheidung. Des Weiteren bewirken sie eBenkung der zentralen
Sympathikusaktivitdt sowie die Hemmung der Renidesteronsekretion und von
Proliferationsprozessen. Die Regulation des Blutkies und des Elektrolythaushaltes scheinen
die physiologische Hauptwirkung der NPs auszumacHhangenetisch defiziente Mause eine

Hypertonie und Myokardhypertrophie entwick€nDie Stimulation des NP-Systems bei
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Hypertonie und Herzinsuffizienz wird als physiolegher kompensatorischer Mechanismus
angesehen.

Abbildung 6: Bildung und Wirkung der Natriuretische n Peptide (modifiziert nach Dendorfef?)

Eine selektive Hemmung der NEP bewirkt eine Nagésér aber hat sehr variablen Einfluss auf
den Blutdruck®. Fir die geringe vasodilatatorische Wirkung werd@n vasokonstriktorischen
Enzyme Ang Il und ET-1 verantwortlich gemacht, daeich durch die NEP-Inhibition
akkumulieren. Durch eine gleichzeitige ACE-Hemmashnljte dieser vasokonstriktorische Effekt
aber vermieden werden kénnen, da Angiotensin Itligeine eingeschrankte Bildung nicht
mehr wirksam akkumulieren kann. Somit entfallt aeal wichtiger Aktivierungsmechanismus
des Endothelinsystems.

Daher erscheint eine kombinierte Inhibition der deei Enzyme sinnvoll. Durch die
biochemische Verwandtschaft von ACE und NEP konrBebstrate entwickelt werden, die
beide Enzyme mit gleicher Affinitat inhibieren. DCE-Hemmer den Blutdruck besonders
effektiv bei aktiviertem RAS senken, eine Suppm@ssdieses Systems hingegen auf eine
Volumen- und Salzretention hinweist, kann die NE? put erganzend wirken.

Durch die zahlreichen Stoffwechselwirkungen derdbei Enzyme ist jedoch eine intensive
Untersuchung der Wirkungen besonders wichtig, ueneielle Nebenwirkungen abschatzen zu
konnen. So ist beispielsweise durch die gesteigamtgahme an Kininen bereits ein erhohtes

Risiko fiir Angioddeme nachgewie$én
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1.5. Zielstellung dieser Arbeit

Absicht der vorliegenden Arbeit ist es, die protekiWirkung einer Vasopeptidasehemmung auf
renale und kardiale Endorganschaden im Niereniizserizmodell mit verminderter
Nephronenanzahl zu untersuchen.
Ausgehend von den hamodynamischen VeranderungénSiadNephrektomie werden in dieser
Arbeit verschiedene morphologische und histologsdParameter am Nierengewebe und
Herzgewebe des linken Ventrikels nach Vasopeptigasenung im Vergleich zu AT1-Blockade
untersucht.
Im Detail werden folgende Parameter untersucht:
Hohe des systolischen Blutdrucks
Kreatininclearance und Albuminurie als Parameter\ierenfunktion
Histologische Verdanderungen an der Niere:
0 Glomerulosklerose
Ausmal der linksventrikularen Hypertrophie
Histologische Veranderungen am linken Ventrikel
o0 Interstitielle Fibrose

o Perivaskulare Fibrose

2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Losungen

Coating-L6sung Rattenserum-Albumin 0,2 mg/ml
Natriumhydrogencarbonat 0,1M
Fixierlosung fur Nieren Methanol 60 ml
(Methacarn) Chloroform 30 ml
Eisessig 10 mi
Fixierlésung fur linken Ethanol 80 % 150 ml
Ventrikel Pikrinsaure 1lg
Formaldehyd 37 % 60 ml
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Eisessig 5ml
Rattenantikdrper mit Puffer A verdinnt
1:9000
Puffer A Diethylmalonsaure 20 mM
Natriumchlorid 150 mM
Di-Natrium-EDTA - 0,1 mM, pH 8,0
Dihydrat 0,1% , wiv
Tween 20
ad 800 ml Aqua bidest.
1 M Kaliumchlorid
pH 7,4
ad 1 | Aqua bidest. 59
Gelatine
Rattenserum-Albumin- Rattenserum-Albumin 1,0 mg/ml
Stammldsung Natriumhydrogencarbonat 0,1M
Substratldsung 3,3,5,5* TMB 2 Tabletten
Aqua bidest. 10 ml
Puffer A 10 ml
Wasserstoffperoxid 4 ul
Schwefelsaure 2M
2.1.2.  Chemikalien und Medikamente
Substanz Firma
Olmesartan Bristol-Meyers Squibb
Omapatrilat Bristol-Meyers Squibb

2-Propanol 70 %

Bepanthen Augensalbe
Esketaminhydrochlorid 43mg/kg KG
(Ketanest S 25 mg/ml)

B. Braun Melsungen AG, Melsungen
Roche, Grenzach-Wyhlen

Parke-Davis, nun Pfizer Pharma GmbH,

Karlsruhe

Novaminsulfon Ratiopharm GmbH, Ulm

Paracetamol-Saft Ratiopharm GmbH, Ulm

Merck KGaA, Darmstadt

Schwefelsaure 96 %, v/v
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Tween 20 BioRad,

Xylazin Hydrochlorid 13 mg/kg KG
Rompun 2 %
Rattenserum-Albumin

Albumin-Rat Polyclonal Antibody

Gelatine (75 bloom)

Ethanol

Formaldehyd 37 %, v/v
Pikrinsdure Merck
Chloroform
Diethylmalonsaure 98 %, w/w
Natriumchlorid
Di-Natrium-EDTA-Dihydrat (Titrierkomplex
[, MG=372,24)
Wasserstoffperoxid 30 %, viv
Natriumhydrogencarbonat

Isotone Natriumchloridldsung 0,9 %
Povidon-lod (Braunol)

Essigsaure 100 %

Methanol

3,3',5,5' Tetramethylbenzidin-Dihydrochlor
(TMB) Tabletten

Histoclear

Paraffin, Paraplast Plus

Perjodsaure

Schiff's Reagenz

Pikrinsaure

Sirius-Rot F3BA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Bayer Vital GmbH Leverkusen

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
ICN Pharmaceutic@lermany GmbH,

Frankfurt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Mallinckrodt Baker Chemikalen, Gro3-Gerau

Mallinckrodt Baker Chemikalen, Grol3-Gerau
Merck KGaA, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie lédh Steinheim

Merck KGaA, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karslruhe

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie Gm8téinheim
B.Braun Melsungen AG, Melsungen
B. Braun Melsungen AG, Melgan
Merck KGaA, Darmstadt
Mallinckrodt Baker Chemikalen, Grol3-Gerau
Baker,
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Shandon

Sherwood Meical Co
Merck

Merck

Merck

Chroma
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2.1.3.

Instrumente und Nahtmaterial

Anatomische Pinzette

Standard BD 47/ BD 35

Chirurgische Pinzette

Standard BD 557

Chirurgische Schere

Standard-Modell BC 320

Feine Praparierschere BC 2

Sterican Kanulen Gr.1, Gr. 12, Gr. 26
Micro-Pinzette Uhrmacher Modell

BD 329

Mikro-Nadelhalter

Barraquer FD 230

Nadelhalter

Crile-Murray BM 219

Wundspreizer

Mellinger OA 241

Nahtmaterial Perma Handseide O
Nahtmaterial geflochten 3-0, Dexon I
Nahtmaterial Monofilament 6-0, Biosyn
Sterile Einwegspritzen 2 ml, 5 ml, 10 ml

Sterile Einwegspritzen 1 ml

Aesculap AG & Co. KG, Tuttlingen

Aesculap AG & Co. KG, Tuttlingen

Aesculap AG & Co. KG, Tuttlingen

Aesculap AG & Co. KGtlihgen
B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Aesculap AG & Co. KG, Tuttlingen

Aesculap AG & Co. KG, Tuttlingen

Aesculap AG & Co. KG, Tuttlingen

Aesculap AG & Co. KG, Tuttlingen

Sutupak, Ethiconjédstedt
B. Braun-Dexon GmbH, Tuttlingen
Tyco HealtresaBasingstoke, UK
B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Becton Dickinson Gmlbt¢jdelberg

2.1.4. Gerate

Analysewaage
Blutdruckmessgerét
ELISA-MRX-Plate-Reader
Haarschneider
Mikrotiterplattenschuttler

Neigungswaage

Satorius AG, Géttingen
TSE, Bad Homburg

Dynex Technologies, Inc. Chantilly, USA
Braun, Kronberg

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karslruhe
Bizerba, Sauter KG. Ebingen
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Prazisionswaage

Zentrifuge, Tischzentrifuge 5415C, 5417R
Farbeautomat Robet-Stainer HM 760
Histokinettenautomat

Photomikroskop Axiophot

Power Macintosh 8200/120

Satorius AG, Géttingen
Eppend@f Hamburg
Microm
British American Optical CalLt
Carl Zeiss, Oberkochen

Apple Computer

Rotationsmikrotom HM 355 Microm
Videosystem AVT-Horn
2.1.5.  Sonstige Materialien und Futtermittel

GlasgefalRe mit Schraubverschluss,

20 ml Econo Glas

Haltungsfutter fur Ratten

Kryobox

Leukosilk 2,5 cm

Makrolonkafige

Messzylinder

Pipette Reference 10-100 pl, 100-1000 pl
ReaktionsgefalRe Safe-Lock 1,5 ml, 2 ml
Standardtips 20 pl, 100 pl, 1000 pl
Sterile Mullkompressen 5 x 5 mm

Stoffwechselkéafige fir Ratten

Thermo-Fast 96-Mikrotiterplatten
Untersuchungshandschuhe, Safeskin PFE
Wattestabchen 15 cm

Glasplatte, zugeschnitten, gerader Schiliff
Objekttrager
SzintilationsgefalRe aus Glas

Packard BioScience, jetzt PerkinElmer,
Wellesley, USA
Ebeco, Castrop-Rauxel

Beiersdorf, Hamburg
Ebeco, Castrop-Rauxel
Schott Duran GmbH & Co. KG, Mainz
Eppendorf AG, Hamburg
Eppendorf A@nburg
Eppendorf AG, Hamburg
Lohmann Rauscheerihational
GmbH & Co. KG, Rengsdorf
Techniplast Deutschland GmbH,
HohenpeilRenberg
ABgene Deutschladdmburg
Hakle-Kimberly Deutschland GmbH, Mainz
Lohmann Rauscher International
GmbH & Co. KG, Rengsdorf

Menzel Glaser
Packard
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2.2. Methoden

2.2.1. Tierexperimentelle Untersuchungen

Die tierexperimentellen Untersuchungen wurden Ubeen Zeitraum von insgesamt acht
Monaten durchgefuihrt. Die Eingriffe erfolgten unteEinhaltung des deutschen
Tierschutzgesetzes und standen im Einklang mitRiehtlinien fur Tierversuche des Instituts
fur Klinische Pharmakologie, Campus Benjamin FramklCharité, Berlin. Unter der
Genehmigungsnummer G 0093 / 01 wurden die besameb Tierversuche durch das
Landesamt fur Arbeitsschutz, Gesundheitsschutz tanldnische Sicherheit Berlin genehmigt.
Die Eingriffe erfolgten samtlich nach dem nach deichtlinien festgelegten methodischen
Vorgehen. Je nach Gruppenzugehdrigkeit wurden diereT dem entsprechenden

gruppenspezifischen operativen wie postoperativendelere unterzogen.

2.2.1.1. Tierstamm und Haltung

Wir verwendeten fur die Studie ausschliel3lich mighel Wistar-Ratten, ein gesunder
Rattenstamm, welche Uber die Charles River DewtschlGmbH bezogen wurden. Die Tiere
wurden in der Forschungseinrichtung fur experiméntdedizin der FU Berlin (FEM) gehalten
und versorgt. Die in 2.2.1.2 beschriebene Operatgbpwie die in 0 beschriebene
Blutdruckmessung wurde in eigens hierfiir vorgesehd®aumen der FEM durchgefihrt.
Wahrend der vierwdchigen Versuchsdauer wurden @ bOrs sechs Tiere in Makrolon-
Gemeinschaftskafigen gehalten und versorgt. Hienlzeider Zugang zu Futter und Wasser ad
libitum zu jeder Zeit gegeben. In den Tierstalleerrbchten konstante Bedingungen. Die
Temperatur lag bei 20-22° C, die Luftfeuchtigkeig Ibei 50%. Durch eine zeitlich gesteuerte
Beleuchtungsperiodik wurden Hell-Dunkel-Phasen jeveils zwdlf Stunden erzeugt und somit
ein physiologischer Tag-Nacht-Rhythmus aufrechiégha Die Tétung der Tiere sowie die
Organentnahme wurde in den Raumen der klinischemnfdkologie im Universitatsklinikum
Benjamin Franklin der FU Berlin durchgefuhrt. Ziesem Zweck wurden die Tiere in ihren
Kafigen aus der FEM in die Klinik Gberfuhrt und daur Akklimatisierung fur 24 Stunden
ungestoért belassen, bevor die abschlieBenden Wotersgen durchgefuhrt wurden. Wahrend
der gesamten Versuchsdauer wurde der Allgemein- Eméihrungszustand der Tiere taglich
kontrolliert. Hierbei wurden Aktivitat, Fellzustandnd allgemeiner Eindruck als Parameter
herangezogen. Im Fall einer deutlichen Aktivitatst@rung und Verschlechterung des
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Allgemeinzustandes einzelner Exemplare wurden dies&/erhinderung von unnoétigem Leiden

eingeschlafert.

2.2.1.2. OP-Technik

Fur den gesamten Versuch wurden lediglich Tierddan 12. bis 13. Lebenswoche verwendet,
deren Gewicht sich zum Zeitpunkt der Operation ezhesn 300 und 350g bewegte. Die
Operation wurde unter semisterilen Bedingungen dyeftinrt. Operationsbesteck wie

Operationsfeld wurden nach jeder Operation gewaschd mit Braundl-Lésung desinfiziert.

2.2.1.3. OP-Vorbereitung

Nach dem Transport vom Tierstall in den Vorberaggraum wurden die Tiere aus den
Gemeinschaftskafigen in Einzelkafige umgesetzt,agmm und entsprechen ihrem individuellen
Gewicht narkotisiert. Die Anasthesie erfolgte dumtinaperitoneale Injektion von Ketanest S 25
in einer Dosis von 0,172mg/100g Korpergewicht sowigazin 2% in einer Dosis von
0,065mg/100g Korpergewicht. Im Anschluss an dieekiipn wurden die Tiere in die
Einzelkafige zurtckgesetzt und engmaschig beobadht&inzelfallen mussten Anasthetika in
niedriger Dosierung nachappliziert werden.

Nach Eintritt der Narkose etwa 10-15 Minuten nagjeltion wurden die Tiere grof3flachig im
Bereich des Abdomens rasiert und in den Operatonsr Gberfuhrt. Dort wurden sie
atraumatisch in Rickenlage auf der Operationswagerfixiert und der zuvor rasierte Bereich
mit jodhaltiger Desinfektionslosung desinfiziertitNHilfe einer anatomischen Pinzette wurde
die Zunge manuell extrahiert, um eine ausreicheémantanatmung zu gewahrleisten und eine
Verlegung der oberen Atemwege im Verlauf der Opanazu verhindern. Zum Schutz vor

Austrocknung der Augen wurde eine panthenolhakiggensalbe appliziert.

2.2.1.4. Technik der 5/6-Nephrektomie

Voraussetzung fur den Beginn der Operation war aid@&juate Narkosetiefe, welche durch

Setzen von Schmerzreizen mittels einer chirurgisdhimzette in eine Pfote bestimmt werden
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konnte. Bei Ausbleiben eines Schmerzreflexes edotlgr erste Schnitt der OP. Hierzu wurde
eine mediane Laparotomie mit Spaltung von Haut, Kdlaur, Faszie und Peritoneum
durchgefuhrt, um freien Zugang zur Bauchhohle ZeleEn. Magen, Darm, Leber und Milz
konnten durch Einsatz von Wattestabchen nach latech cranial verdrangt und mit stumpfen
Haken fixiert werden. Somit wurde eine gute Ubdsiiber die zunachst zu praparierende linke
Niere gewahrleistet. Die Praparation der linkenréligestaltete sich aufgrund des langeren
Gefal3stranges, der tieferen Lage sowie der auglgén Verdrangung durch die Leber im
Vergleich zur rechten Niere einfacher. Ziel war digatur von ein bis zwei Seitendsten der
Arteria renalis sinistra zur Unterbindung der Bkrsorgung der ihnen zugeordneten
Parenchymanteile. Hierzu wurde hilusnah das auf deefidl3strang liegende Peritoneum
parietale inzidiert und mitsamt peritonealem Fettgjge entfernt. Im nachsten Schritt erfolgte
die Darstellung der Arteria renalis sowie ihrer #iling in einen ventralen und dorsalen
Hauptstamm. Durch kurzzeitiges Abklemmen der daefjesn Aste war eine Zuordnung zu den
jeweils versorgten renalen Parenchymanteilen midgliziese &auf3erte sich in der sofortigen
ischamischen Aufhellung des nicht mehr durchblutédeerenareals. Auf diese Weise wurde es
maoglich, durch gezielte Identifikation und konseketLigatur einzelner arterieller Seitenaste die
Perfusion von letztlich ca. 2/3 der linken Nierauddnaft zu unterbinden. Die livide Verfarbung
des untergegangenen Parenchymanteils als Zeichmar s&arzierung ca. funf bis zehn Minuten
nach der Ligatur verifizierten den OP-Erfolg.

Nach regelgerechter Ligatur der A. renalis sinisk@nte im né&chsten Schritt mit der
Préaparation der rechten Niere begonnen werdenfldieurden zunéchst abermals benachbarte
Organe in der oben beschriebenen Weise mit Waltidsté#t und stumpfem Haken verdrangt.
Die rechte Niere wurde unter Schonung der Nebeeniger Leber und des rechten Nervus
femoralis stumpf aus ihrem Lager herauspraparidath ihrer Freilegung konnte im nachsten
Schritt der gesamte GefaRstamm mitsamt Ureter Isittegatur unterbunden werden. Zur
Vermeidung von Nahtinsuffizienzen und der darausulteerenden Gefahr von tddlichen
Nachblutungen wurde die erste Ligatur durch eineitavweiter medial in Richtung Aorta
verstarkt. Dies geschah wunter Verwendung einer gmien Pinzette sowie einer
nichtresorbierbaren Handseide der Starke 0. Zuhatrtle die Niere mit einer stumpfen Pinzette
gegriffen, Gefaldstamm und Ureter mit einer Prapschere weit distal durchtrennt und das
Organ auf diese Weise komplett entfernt. Nach Kuletr des Gefaldstumpfes auf
Nahtinsuffizienzen war die operative Reduktion Nesrengewebes um 5/6 abgeschlossen. Nach
nochmaliger Kontrolle des OP-Erfolges auf der Gegéa wurde mit dem Verschluss der

Bauchhohle begonnen. Der Verschluss von Peritonemeh Muskelfaszie erfolgte durch
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fortlaufende Naht mit resorbierbarem Nahtmateaé Hautwunde wurde mittels fortlaufender

Naht intrakutan verndht, um eine Er6ffnung durck d&er zu vermeiden. Zuletzt wurde der
einzig zugangliche Knoten der Naht mittels einesuttd@pens gedeckt. Die Eréffnung der
Wunde durch das Tier selbst oder die Artgenossemtkoauf diese Weise in allen Fallen
verhindert werden.

Nach Desinfizieren der Wunde wurde das Tier inminergewarmten, mit Zellstoff ausgelegten
Kafig in Seitenlage bis zum Abklingen der Anastbedfieobachtet, um einer madglichen
Ateminsuffizienz durch Aspiration und Verlegung ddreren Atemwege begegnen zu kénnen.
Postoperativ wurden die Tiere erneut in Gemeingskafigen zu zwei bis sechs Individuen

gehalten. Hierbei bestand Zugang zu Wasser unduNghad libitum. Eine postoperative

Analgesie war durch im Trinkwasser gelostes Paaaocelt in den ersten drei postoperativen

Tagen gewahrleistet.

2.2.1.5. Gruppeneinteilung und Studiendesign

Die Einteilung in die entsprechenden Gruppen ZEadgelle 1. Die Ratten der Gruppe KoSham
wurden sham-operiert. Wistar-Ratten der Gruppe Nxden einer subtotalen Nephrektomie
(Nx) unterzogen. Ratten der Gruppe NxATL1 erhiettanh erfolgter subtotaler Nephrektomie ab
dem Operationstag taglich einen Angiotensin RezepBtocker. Ratten der Gruppe NXAVE

erhielten nach erfolgter subtotaler Nephrektomie @bm Operationstag taglich einen
Vasopeptidaseinhibitor - Omapatrilat (AVE). Ubersdautter erhielten die Ratten den ATB
Olmesartan in einer Dosierung von 10 mg/kg KG bden Vasopeptidase-Inhibitor in einer
Dosierung von 36mg/kg KG. Die Medikation wurde bisn Totungstag am Ende der vierten
postoperativen Woche beibehalten. Je nach Grupgehbugkeit unterzog man die Ratten dem

entsprechenden gruppenspezifischen operativenagi@perativen Procedere.

Protokoll- Stamm Nephrektomie  Therapie Anzahl
Gruppe
Ko Sham Wistar Nein Keine 22
Nx Wistar Ja Keine 11
Nx AT1 Wistar Ja Olmesartan 13
(10 mg/kg KG)
Nx AVE Wistar Ja Omapatrilat (36mg/kg KG)21

Tabelle 1: Gruppeneinteilung
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2.2.2.  Blutdruckmessung

Die Messungen wurden am wachen Tier mittels Schplatteysmografie nicht invasiv
durchgefuhrt. Es handelte sich um eine automatgsiecomputergestitzte, oszillatorische
Technik mit einem Butdruckmessgerat der Firma T&H Bomburg.

Einzeln wurden die Tiere in einen vorgewarmten R@str, einen rohrenartigen Metallkafig,
gebracht, aus dem lediglich der Schwanz herausragte

In dieser Konstruktion kommt das Tier nun in eineorgewarmten Behélter und nach
30 Minuten Aufwarmphase bei 38 °C konnten eine @lutkmanschette und ein Transducer am

Schwanz des Tieres angebracht werden.

Zur Gewobhnung an diese Bedingungen wurden die Mggsuan drei aufeinander folgenden
Tagen durch denselben Untersucher, unter gleicheinBungen und zu moglichst ahnlicher
Tageszeit durchgefuhrt. Es erfolgten jeweils dreasBungen. In jeder Messung wurden zwei
Werte fir den systolischen Blutdruck bestimmt, waleraus als Ergebnis einer Messung der
Mittelwert gebildet wurde. Die Daten der Messungenrden dann auf einen Computer

Ubertragen und pro Individuum gemittelt.
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2.2.3.  Bestimmung von Kreatininclearance und Albuminurie

2.2.3.1. Gewinnung des 24h-Urin

In der vierten postoperativen Woche wurde ein 2&n-Urin gewonnen. Hierzu mussten die
Tiere Uber 24 Stunden in einen Stoffwechselkafigetg werden. In diesem Kafig hatten die
Tiere freien Zugang zu Nahrung und Wasser. Der esgdgedene Urin wurde darin vom Kot
getrennt und in ein Glasgefal? abgefullt. Die Bestung des Volumens erfolgte durch
Auswiegen: 1 g Urin ~1 ml Urin. Nach der Entnahmes dem Stoffwechselkafig wurde ca.
1 ml Urin in ein 1,5 ml Eppendorf-Gefal3 dekantieselches dann bei 900 U/min flir zehn
Minuten zentrifugiert wurde, um eventuelle Verunigungen der Urinproben zu entfernen. Zur

Aufbewahrung wurde der restliche Urin in Kunstsgeftil3e gegeben und bei -20 °C gelagert.

2.2.3.2. Bestimmung der Cratininclearance

Es wurde im Labor der Klinischen Pharmakologie, i@@éaJniversitatsmedizin Berlin, Campus
Benjamin Franklin, aus dem 24-Stunden-Urin das @Ggs@tein nach der Bradford-Methodel7
bestimmt.

Sowohl im 24-Stunden-Urin als auch in dem bei détumg entnommenen Serum wurden das
Kreatinin gemessen und spater die Kreatinin-Clezadrerechnet.

Diese Messungen erfolgten Uber Standardmethoderh dlie Labor 28 AG, Mecklenburgische
Strasse 28, 14197 Berlin.

Die Berechnung der Kreatinin-Clearance erfolgtehrder Formel:

Urinkonzetion von Kreatinin x Harnvolumen
Kreatinin-Clearance = e
Rtaskonzentration von Kreatinin x Zeit

2.2.3.3. Albuminbestimmung

Die Messung der Albuminurie erfolgte Uber eine kieeBestimmungsmethode, einen ,enzyme

linked immunosorband essay“ (ELISA). Die Methode rau im Institut fur Klinische

Pharmakologie, Charité Universatsmedizin Berlingn@as Benjamin Franklin, etabliert.

Der ELISA, bei dem eine Farbreaktion katalysiertdyiwodurch das Albumin photometrisch

bestimmt werden kann, findet in einer 96-Loch Mikeoplatte statt. Hierzu wurden 100 pl des
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albuminspezifischen Antikdrpers (,Coating-L6sungfp Loch in die Mikrotiterplatte pipettiert.
Es folgte eine Inkubation der Platte: Drei Stundem 37 °C und 15 Stunden bei 4 °C. Um
Verdunstungen zu vermeiden, wurde die Platte ineFgéwickelt. Nach der Inkubation wurde
die Coating-Losung aus der Platte ausgeklopft, dameurde sie fur vier Minuten mit 100 pl
Pufferlésung (Puffer A) pro Loch bei 600 Upm aufesn Mikrotiterplattenschiittler gewaschen,
um ungebundene Antikdrper zu entfernen. Dieser Wasgang wurde insgesamt drei Mal
durchgefuhrt und die Pufferlésung zwischendurchejesrausgeklopft.

40 ul der Urinproben wurden nun mit Puffer A verdiinnd zwar je nach der zu erwartenden
Albuminkonzentration auf 1:50, 1:500, 1:5000 un201000.

Pro Loch wurden dann 50 pul PufferA als LeerwertdurbO pl Standard- bzw.
Urinprobenverdinnungen jeweils als Doppelbestimmiardje Platte pipettiert.

Es folgte die Zugabe von 50 ul Rattenantikdrper lgzoh, welches den zweiten Antikdrper im
ELISA enthalt. Die Mikrotiterplatte wurde dann ei&nde bei 37 °C inkubiert.

Danach musste der Inhalt der Platte erneut auggiéklod die Platte wie zuvor beschrieben vier
Minuten mit Puffer A gewaschen werden, dieses Malgten vier Waschvorgéange.

Fur die Farbreaktion wurden 200 pl Substratiésung poch in die Platte gegeben. Die
Mikrotiterplatte wurde dann fur 15 Minuten auf ddvhkrotiterplattenschuttler bei 600 Upm
geschattelt. Durch 50 pl Schwefelsdure pro Lochnkerlie Farbreaktion gestoppt werden. Die
Farbreaktion, bei der ein blauer Farbkomplex ehtstist invers, das heildt, eine geringere
Blaufarbung zeigt hohere Albuminwerte und eine ketég Blaufarbung niedrigere
Albuminwerte. Nun erfolgte die photometrische Megsuwer optischen Dichte mittels eines
ELISA-MRX-Plate-Readers bei 450 nm.

Fur die Bestimmung des Albumins musste eine Eicudgererstellt werden. Hierzu wurden
100 pl Rattenserum-Albumin-Stammlésung (1 mg/mljt 800 ml Puffer A verdinnt. Daraus
wurden folgende Standardkonzentrationen jeweilsgil angesetzt: 0,00; 0,03; 0,05; 0,07; 0,1;
0,2; 0,3; 0,4; 0,6; 0,8 und 1 mg/l. Lagen die Welee Extinktion der Proben nicht mittig auf der
Kalibriergeraden, musste eine entsprechend andendiiinung gewahlt werden (s.o.).

Die Erstellung der Eichgeraden, das Ablesen deinkban und der Ausdruck der Endwerte in
mg/l erfolgten mit Hilfe des Computers. Zum Schlwgsrde aus den Werten in g/l durch
Beziehung der Urinproben auf die Verdinnung und daé tagliche Urinvolumen die
Albuminauscheidung in mg pro 24 Stunden berechnet.
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2.2.4.  Toétung der Versuchstiere und Organentnahme

Am Ende der vierten postoperativen Woche wurderTdéee aus dem FEM in die Raume der
klinischen Pharmakologie gebracht. Sie wurden hreni Gemeinschaftskafigen in Einzelkafige
umgesetzt, gewogen und der Allgemeinzustand jededi@res wurde eingeschatzt. Die Tiere
wurden auf die gleiche Weise, wie zur Operationchesben, narkotisiert. Das weitere
Vorgehen entsprach bis auf Desinfektion und Ralenfalls dem in 2.2.1.3 beschriebenen.

Die Totung erfolgte, nach einer fir eine anderedi®tuvorgenemmenen Herzkatheter-
untersuchung, durch Exsangierung Uber eine im tinkentrikel befindliche Braundile.

Ein bis drei Milliliter Blut wurden dabei in Eppead-Rohrchen aufgefangen um Serum zu
gewinnen. Durch 15-minltiges Zentrifugieren bei @Qmin und 4 °C (Eppendorf,
Zentrifuge 5417 R) wurde das Serum von korpuskuol&estandteilen getrennt, abpipettiert und
in 2 ml-Eppendorf-Réhrchen schockgefroren.

Sofort nach dem Ausbluten erfolgte die Sektion @iganentnahme. Das Abdomen sowie der
Thorax wurden grol3flachig eroffnet. Herz, Lungebée und Niere wurden makroskopisch
begutachtet. Bei den Tieren mit Nx wurde der Antieis vorhandenen Nierengewebes beurteilt,
um die Reduktion um 5/6 des Nierengewebes zu kitieten.

Den Tieren wurden die Nieren und linken Ventrikefrmmmen:

1. Herz:

Nach Entfernung der grol3en Gefale wurde das Hexoggn. Der rechte Ventrikel wurde
septumnah vom linken Ventrikel abgetrennt und inesi 2 ml Eppendorf-Réhrchen in
flissigem Stickstoff schockgefroren.

Der linke Ventrikel mit Septum interventrikulare wle erneut gewogen. Es wurde die
Herzspitze abgetrennt, dann eine Scheibe aus denmiitee herausgetrennt und in Duboscqg-
Brasil-Losung fir die anschliel3ende histologiscleirBeilung fixiert. Die Herzspitze und der

Rest des Organs wurden ebenfalls schockgefroren.

2. Niere:

Die linke Niere wurde aus ihrer Kapsel gelost. @efaund Ureter wurden aus dem Hilum
entfernt. Das Ausmal’ der Nekrose wurde bestimmmnotidrt. Dabei gingen die Tiere nur in die
Untersuchungen ein, wenn ca. 5/6 des Nierengewmla&soskopisch als nekrotisch erkennbar

waren.
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Ein kleiner Teil des verbleibenden funktionstiicatigNierengewebes wurde abgetrennt und in
Methacarn-Losung fixiert, um die histologische Beghtung durchfihren zu koénnen. Der

Organrest wurde wiederum schockgefroren.

Die Lagerung der Organproben und des Serums ezfoid@ ml Eppendorf-Réhrchen bei -81 ° C
in den Raumen der klinischen Pharmakologie, CarBaumgamin Franklin.

Die Tierkadaver wurden separat gesammelt und diiechiierkdrperbeseitigung entsorgt

2.2.5.  Histologie

2.2.5.1. Paraffineinbettung der Organe

Die in 80%igem Ethanol aufbewahrten Organe wurdeHistologie-Kassetten umgelagert. Die
Entwasserung und Paraffineinbettung erfolgte ineminHistokinetteautomaten nach dem
Tauchprinzip. Hierbei wurden die Praparate in a&igeinder Alkoholreihe 2 Stunden in

90%igem, 4 Stunden in 100%igem Ethanol und 2 Sturnidelsopropylalkohol entwassert.

AnschlieRend wurde 6 Stunden in Intermedium undud@&n in einem Warmetopf mit einem
Gemisch aus Intermedium und Paraffin im Verhalinisder Alkohol entfernt. Im letzten Schritt

dieser Einbettung kamen die Kassetten in einen \&tph aus reinem Paraffin.

2.2.5.2. Schneiden und Farben der Organe

Um die Organe schneiden zu kénnen, mussten sieafiir djeeignete Einbettungsringe mit
reinem Paraffin umgelagert werden. Dies erfolgté emer Einbettvorrichtung. Um bei den
Nieren eine optimale Oberflache zwischen obereméd@ol und Hilus zu erhalten, wurde die
transversale Ebene gewdahlt. So ist sichergestdiiss sowohl superfizielle als auch
juxtamedullare Glomeruli im Praparat vorhanden siBdi den Herzen wurde ebenfalls die
transversale Schnittebene gewahlt um eine repi@sentund vergleichbare Schicht fur die
Schnitte zu erhalten.

Die Schnittdicke betragt 5pum und wurde mit einemta®onsmikrotom der Firma Microm

durchgefuhrt. Danach sind jeweils 10 Schnitte auDbjekttrager Ubertragen worden, 1
Objekttrager pro Herz fur die Sirius-Rot-Farbungl uh Objekttrager pro Niere fir Sirius-Rot-
und PAS-Farbung.

Nachdem die Objekttrager auf einer mit 38°C eirgltsh Warmeplatte getrocknet waren,
erfolgte die Farbung nach Sirius-Rot und PAS ireeinFarbeautomat der Firma Microm. Die

Farbeschritte wurden wie folgt durchgefuhrt:
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a) Sirius Rot: Histoclear fir 30 min, absteigende Al&leihe; 100%iger Alkohol fir 5
min, 90%iger Alkohol fir 5 min, 80%iger Alkohol f&r min, 70%iger Alkohol fir 5 min,
spulen in HO fur 3 min, Aqua dest. fir 2 min, Sirius-Rot F3B& 60 min, 0,01 N HCL
fur 4 min, aufsteigende Alkoholreihe; 70%iger Allkbiiir 3 min, 90%iger Alkohol fir 3
min, 95%iger Alkohol fir 5 min, 95%iger Alkohol fi& min, 100%iger Alkohol fur 5
min, 100%iger Alkohol fur 5 min, Histoclear fur 3@in.

b) PAS: Histoclear fir 30 min, absteigende Alkoholegili00%iger Alkohol fir 5 min,
90%iger Alkohol fur 5 min, 80%iger Alkohol fur 5 mi 70%iger Alkohol fir 5 min,
spulen in HO fur 3 min, Aqua dest. fur 2 min, 0,8%ige wassiggjodsaure fir 15 min,
spulen in HO fur 4 min, Aqua dest. Fur 1 min, Schiffsreagains5 min, SQ (300ml
Aqua dest., 15ml N HCL und 18ml einer 10%igen w#gssr Losung von
Natriumdisulfit) fur 3 min, S@ fur 3 min, spilen in kO fir 5 min, aufsteigende
Alkoholreihe; 90%iger Alkohol fur 4 min, 95%iger Kdhol flr 5 min, 95%iger Alkohol
fur 5 min, 100%iger Alkohol fir 5 min, 100%iger Adkol fir 5 min, Histoclear fur 30

min.

2.2.6. Semiquantitative Bewertung und morphometrische

Bildanalyse

2.2.6.1. Semiquantitative Bewertung der Glomerulosklerose i n der

Niere

Fur die Bewertung der Glomerulosklerose wurden Sahnitte geblindet, in einem ersten
Durchgang gesichtet und in einem zweiten Durchgaeiyndet. Darliber hinaus wurde eine
zeitliche Vorgabe von 4 Wochen definiert, innerhadiver die Glomeruli kontinuierlich bewertet
werden mussten. Als Untersuchungsgerat diente dawmikroskop Axiophot der Firma Carl
Zeiss. Fur alle Praparate wurden die gleichen Elinsigen am Mikroskop vorgenommen.
Untersuchungsmaterial war der beste von 8 Schnatégneinem Objekttrager. Fur den GSI
wurden 40 Glomeruli, superfizielle und juxtamedrgldin der PAS- Farbung in 200facher
VergréRerung nach einem Score von 0 bis 4 bewgraeh Raij et al.1983).
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Abbildung 7: Glomerulus in der PAS-Farbung.

Schadigungsparameter bei der semiquantitativen Bemge der Glomeruli war die Ablagerung
von PAS-positivem Material in das Mesangium und dim Kapillarschlingen, segmental oder
diffus, ohne oder mit Verlegung des extrakapilldRaumes, wobei

0 keine Veranderungen,

0,5 Verénderungen, die weniger als 12 % betreffen,

1 Veranderungen zwischen 12 und 25 %,

1,5 Veranderungen zwischen 25 und 37 %,

2 Veranderungen zwischen 37 und 50 %,

2,5 Veréanderungen zwischen 50 und 62 %,

3 Veranderungen zwischen 62 und 75 %,

3,5 Veranderungen zwischen 75 und 90 % und

4 Veranderungen, die mehr als 90 % der Untersiugdpriobe betreffen.
Die Einteilung der Bewertungsskala in 0,5-Abstéandiente einer feinen Differenzierung
zwischen den Schaden der einzelnen Glomeruli. Bslevain kumulativer Index gebildet und

der Mittelwert berechnet. Zusatzliche Schadigungapéer wie die Hyperzellularitat, die Dicke
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der Bowman’'schen-Kapsel und die GroRe der glomemldFlache im Nierenschnitt
kennzeichnen das Gesamtausmal? der histopatholegisranderung des Glomerulus.

2.2.6.2. Morphometrische Bildanalyse der interstitiellen un d der

perivaskuléaren Fibrose des Herzens

Die computergestitzte Auswertung der kardialendSérerfolgte an gleichmafiig tber den mit
Sirius-Rot gefarbten Schnitt verteilten Bildausstien. Die Sirius-Rot-Farbung ist spezifisch
fur Gesamtkollagen und detektiert damit das Ausd&finterstitiellen Fibrose des Herzens.

Fur die Quantifizierung der interstitiellen Fibroseirden im Durchlicht 10 unterschiedliche
Bildausschnitte ohne GefalRanschnitte bei 100-fadleegrofRerung mit jeweils einer metrischen
Flachengrol3e von 301146,9%? aufgenommen. Die Quantifizierung der perivasiarndibrose
erfolgte anhand von jeweils 4 Bildausschnittenddmnfalls 100-facher VergroRerung mit einer
metrischen FlachengréRe von 24575,4812, wobei jeweils die linke untere Ecke des
quadratischen Messfensters bindig mit der Intimgel®gt wurde und das Messfenster somit
den rechten oberen Ausschnitt der GefalBwand ungeldgaskularen Gewebes umfasste. Des
Weiteren wurde das jeweilige Lumen des GefalReseausgsen und mit der gemessenen

Fibrosierung verrechnet. Somit konnte eine Verglearkeit der Messungen erreicht werden.

Abbildung 8: perivaskulare Fibrose in der Sirius-Rd-Farbung

Fur die Aufnahme der Bilder wurde das Photomikopsixiophot der Firma Carl Zeiss,
Oberkochen, verwendet, welches mit einem Videosysler Firma AVT-HORN verbunden
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war. Dieses Videosystem beinhaltet eine Farb-Videwdka mit drei 1/2"-CCD-Chips, ein
externes Kamerasteuergeréat und einen Frame Grdmevon dem angegebenen Bereich in der
Niere digitale Bilder zu erhalten, wurde die Farioldbkamera mit dem externen
Kamerasteuergerat an einen Computer, Power Mabir8@90/120, und den Frame Grabber
angeschlossen. Alle Bilder wurden nach einer Aufazgit der Bildanalyseeinheit von 10
Minuten mit den gleichen Einstellungen am Mikroskapd an der Kamera digitalisiert, im
Tagged Image File Format (TIFF) gespeichert, eilbeBungskopie auf einer beschreibbaren
CD vorgenommen und mit dem Freeware-Programm Sloage 1.62a ausgewertet. Fir die
Messung der gefarbten Flachen wurde die Bildanalisé zunachst mit einem
Objektmikrometer auf metrische Einheiten kalibriddie Software wandelt das Bild auf der
Grundlage von Grauwerten in schwarze und weil3e iBereum. Die schwarzen Areale
entsprechen dem mit Sirius-Rot gefarbten Gesanatlfetl, der weil3e Hintergrund dem nicht mit
Sirius-Rot gefarbten Gewebe. Der Schwellenwertdi@ér Detektierung der fibrotischen Areale
wird automatisch gesetzt und nach Vergleich mit dearbbild gegebenenfalls neu eingestellt.
Die schwarzen Areale werden gemessen und als gr@enAnteil vom Gesamtbild angegeben.
Die Auswertung der Bilddaten konnte durch die imldBnalyseprogramm integrierte
Makrosprache Pascal weitgehend automatisiert wesdebei das Prinzip dieser Bildanalyse als
halbautomatisiertes Verfahren einzustufen ist. \tlan ausgemessenen Bildausschnitten pro

Schnitt wurde ein Mittelwert gebildet.

2.2.7.  Statistische Analyse

Die Auswertung der erhobenen Daten erfolgte untehniliEnahme des Statistikprogrammes
SPSS 11.5 fur Windows der Firma SPSS Inc. 1981-280& Werte werden als Mittelwett
Standardabweichung des Mittelwertes ( meaSEM ) angegeben. Die statistische Analyse
erfolgte durch nicht—parametrische Testung nach rM#hitney mit anschliel3ender
Adjustierung nach Bonferroni zur Berucksichtigunger d alpha-Fehler-Kumulierung.

Unterschiede wurden bei einem p < 0,05 als siganfikangenommen.
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3. Ergebnisse

3.1. Blutdruck

Abbildung 9 zeigt die gemessenen systolischen Blatdverte am Ende der vierten
postoperativen Woche. Es zeigt sich bei den nepbmakrten, unbehandelten Tieren der Gruppe
Nx ein um durchschnittlich 51 mmHg hoherer Blutdradts bei den sham-operierten Ratten der
Kontrollgruppe Ko Sham.

In beiden therapierten Gruppen ist der Blutdrucktiaeh niedriger als in der Gruppe Nx und

entspricht den Werten der scheinoperierten Tieré&sdeppe Ko Sham.

Blutdruck

220 -

210 ~ *

200 - T

190

180 -

170 -

160 -

150 A

systol. Blutdruck mmHg

140 -

130

A oo .

KoSham NXx Nx AT1 Nx AVE

Gruppe
*  p<0,05 vs. Ko Sham
# p<0,05vs. Nx

Abbildung 9: Systolischer Blutdruck am Ende der vieten Untersuchungswoche; Ko Sham = sham operierte
Kontrollgruppe; Nx = 5/6 nephrektomiert und unbehandelt; Nx AT1 = 5/6 nephrektomiert + AT1-
Antagonist; Nx AVE = 5/6 nephrektomiert + Vasopeptiaseinhibition.
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3.2. Kreatininclearance

Die Kreatininclearance wird in Abbildung 10 dargist Es zeigt sich in allen nephrektomierten
Gruppen eine stark erniedrigte KreatininclearamseVergleich zu den sham-operierten Tieren
der Gruppe Ko Sham. Die Kreatininclearance der babéelten nephrektomierten Tiere sank
um 69%, die der Gruppe AT1 um 58% und die der GeupgE um 61%.

Die Therapie mit AT1-Antagonisten zeigte ebensmé&ehnderung der Clearance bezogen auf

die unbehandelte Gruppe Nx wie die Therapie mit AVE

Kreatininclearance

3,5

3,0 A

2,5 +

2,0 1

1,5

Kreaclearance ml/min

1,0 - T

0,5 A

0,0 - T
Ko Sham Nx Nx AT1 Nx AVE

Gruppe
*  p<0,05 vs. Ko Sham

Abbildung 10: Kreatininclearance am Ende der vierten Untersuchungswoche; Ko Sham = sham operierte
Kontrollgruppe; Nx = 5/6 nephrektomiert und unbehandelt; Nx AT1 = 5/6 nephrektomiert + AT1-
Antagonist; Nx AVE = 5/6 nephrektomiert + Vasopeptiaseinhibition.
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3.3. Albuminurie

Abbildung 11 zeigt die Albuminurie in der viertengtoperativen Woche.

Im Gegensatz zu Gruppe Ko Sham, die eine kaum reshare Albuminurie aufweist, zeigt
sich nach 5/6-Nephrektomie eine Steigerung aufldafmittlich 55,9 mg/24h. Die Therapie mit
dem Vasopeptidaseinhibitor verringert diesen Went28%, der AT1-Antagonist bewirkt eine
Verringerung um 99% (0,47 mg/24h).

Albuminurie
80
*
60
ey
<
N 40
(@)]
S
20
#$
#
0 T T I T
Ko Sham Nx Nx AT1 Nx AVE
Gruppe

*  p<0,05 vs. Ko Sham
# p<0,05vs. Nx
$ p<0,05vs. Nx AT1

Abbildung 11: Albuminurie am Ende der vierten Untersuchungswoche; Ko Sham = sham operierte
Kontrollgruppe; Nx = 5/6 nephrektomiert und unbehandelt; Nx AT1 = 5/6 nephrektomiert + AT1-
Antagonist; Nx AVE = 5/6 nephrektomiert + Vasopeptiaseinhibition.
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3.4. Glomerulosklerose

Abbildung 12 zeigt den Glomeruloskleroseindex (GE&ine Anderung der Glomerulosklerose
bei den unbehandelten nephrektomierten Tieren inglgieh zu den sham-operierten Tieren
liegt nicht vor.

Bei Therapie mit AT1-Antagonisten zeigt sich einegndikante Erniedrigung der
Glomerulosklerose im Vergleich zu den unbehandeieghrektomierten Tieren der Gruppe NXx.
Der Vasopeptidaseinhibitor AVE fuhrt zu keiner e2ntigen Veranderung im Vergleich zu den

anderen drei Gruppen.

Glomerulosklerose

1,8

|

(]
n
o
Q
& 1,2
o
2
=
5 1,0
O

0,8 -

0,6

T T
Ko Sham Nx Nx AT1 Nx AVE
Gruppe

# p<0,05vs. Nx
Abbildung 12: semiquantitativ bestimmte Glomeruloskerose; Ko Sham = sham operierte Kontrollgruppe;
Nx = 5/6 nephrektomiert und unbehandelt; Nx AT1 = 6 nephrektomiert + AT1-Antagonist; Nx AVE = 5/6

nephrektomiert + Vasopeptitaseinhibition.
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3.5. Linksventrikulares Gewicht/Korpergewicht

Aus Abbildung 13 ist das linksventrikulare Gewichiyrmalisiert nach dem Korpergewicht,

ersichtlich. Bei den nephrektomierten, unbehandelieren der Gruppe Nx ist eine Steigerung
des linksventrikularen Gewichtes um 58% im Verdlemu den sham-operierten Tieren der
Gruppe Ko Sham nachweisbar.

Unter Therapie mit AT1-Antagonisten sowie unter Maptidase-Inhibitor-Therapie bleibt das

linksventrikulare Gewicht deutlich niedriger alsnehTherapie, es ist um 10 bzw. 13% erhdht im

Vergleich zur Gruppe Ko Sham.

LV-Gewicht/Kérpergewicht
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LV/BW

1,5

1,0 -

0,5 A

0,0 - T T
Ko Sham Nx Nx AT1 Nx AVE

Gruppe
*  p<0,05 vs. Ko Sham
# p<0,05 vs. Nx

Abbildung 13: Linksventrikulares Gewicht nach dem Korpergewicht normalisiert; Ko Sham = sham
operierte Kontrollgruppe; Nx = 5/6 nephrektomiert und unbehandelt; Nx AT1 = 5/6 nephrektomiert + AT1-
Antagonist; Nx AVE = 5/6 nephrektomiert + Vasopeptiaseinhibition.
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3.6. Interstitielle Fibrose

Die interstitielle kardiale Fibrose ist in
Tabelle 2 aufgefuhrt. Ein signifikanter Unterschied zwischden Untersuchungsgruppen lasst

sich nicht feststellen.

Interstitielle Fibrose

Gruppe Mittelwert
Ko Sham 1,52 £ 0,43
NX 1,03+0,17
Nx AT1 1,02 £ 0,12
Nx AVE 1,47 £ 0,10

Tabelle 2: Morphometrisch bestimmte interstitielle kardiale Fibrose; Ko Sham = sham operierte
Kontrollgruppe; Nx = 5/6 nephrektomiert und unbehandelt; AT1 = 5/6 nephrektomiert + AT1-Antagonist;
AVE = 5/6 nephrektomiert + Vasopeptitaseinhibition.

3.7. Perivaskulare Fibrose

Die perivaskulére Fibrose als weiterer Parametekdelialen Schadigung ist aus Abbildung 14
ersichtlich. Ein Unterschied zwischen unbehandeftephrektomierten Tieren und den Tieren
der Kontrollgruppe Ko Sham ist nicht nachweisbar.

Bei der Behandlung mit AT1-Antagonisten zeigt sieine deutliche Erniedrigung der
perivaskularen Fibrose im Vergleich mit der unbelgdien nephrektomierten Gruppe. Der

Vasopeptidaseinhibitor zeigt keine Auswirkung.
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Perivaskulare Fibrose

Perivasc. Fibrose
w
1

Ko Sham NX Nx AT1 Nx AVE
Gruppe
# p<0,05vs. Nx

Abbildung 14: Morphometrisch bestimmte perivaskuldre kardiale Fibrose; Ko Sham = sham operierte
Kontrollgruppe; Nx = 5/6 nephrektomiert und unbehandelt; AT1 = 5/6 nephrektomiert + AT1-Antagonist;
AVE = 5/6 nephrektomiert + Vasopeptitaseinhibition.
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4. Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die protektirkung einer Vasopeptidasehemmung auf
renale und kardiale Endorganschaden im Niereniizserizmodell mit verminderter
Nephronenanzahl zu untersuchen.

Durch eine 5/6-Nephrektomie wird im Versuchsaufbaie Niereninsuffizienz mit verminderter
Nephronanzahl simuliert. Nach Brenner kommt es en dbrigen gesunden (bzw. bei durch
Erkrankung nur teilweise geschadigten  Nephronenu zkompensatorischen
Adaptationsvorgangen, die die Nierenfunktion staigiter!. Es kommt zu einer Hypertrophie
der Nephrone, einer glomerularen Hyperperfusion tiyperfiltration. Die Aktivierung des
Renin-Angiotensin-Systems spielt bei diesen Vorgaingine bedeutende R&fleAngiotensin Il
setzt kompensatorische Wachstumsprozesse der NephrdGang, erhéht im Glomerulus den
transkapillaren Druck und tragt zur Hyperfiltratibe®. Auf Dauer ist dieser Mechanismus
allerdings schéadigend. Die gesteigerte glomerulBi@modynamik und die strukturellen
Veranderungen bewirken eine Proteinurie. Die ptamfmatorischen und profibrotischen
Eigenschaften von Angiotensin Il kbnnen zu einengruldren und tubularen Entziindung tber
Zytokinin- und Chemokininduktion fuhren. Durch déedlechanismen werden letztlich die
Nephrone zerstort. Morphologisch ist dies an Glartosklerose, tubulointerstitieller Fibrose
und Tubulusatrophie erkennbar.

In vergleichbaren Studien wurde von anderen Argeigpen meist ein ACE-Hemmer anstelle
eines AT1-Antagonisten als Vergleichsmedikationgesetzt. ACE metabolisiert zahlreiche
Peptide, neben Angiotensin auch Kinine, chemotetkédeptide, Enkepaline etc. ACE stellt den
Hauptbildungsweg von Ang Il dar und viele der pusit Effekte der ACE-Hemmung werden
der Verminderung von Ang Il zugeschrieben. Taal uBcenner 1999 sind in einem
Studienriickblick zu der Uberzeugung gekommen, dhssbeiden Substanzgruppen ahnlich
vorteilhafte Effekte am Rattenmodell einschliel3lider Verbesserung von Proteinurie und
Glomerulosklerose aufweisgh sodass ein Vergleich der Arbeiten mit unsereneBnissen
gerechtfertigt ist. Trotzdem gehen wir aufgrundsdre unspezifischen Wirkung der ACE-
Hemmung davon aus, dass zur Beurteilung der An@Vitkung eine selektive AT1-

Rezeptorblockade Uberlegen ist und deshalb wueekedn der vorgelegten Studie eingesetzt.
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4.1. Blutdruck

Der Blutdruck ist der am einfachsten messbare Peteniir kardiovaskulare Veranderungen.
Gleichzeitig wird er aber durch eine hohe Anzam ¥aktoren und Regelkreislaufen beeinflusst.
In unseren Versuchen zeigte sich ein deutlichertidgsies systolischen Blutdruckes nach 5/6-
Nephrektomie, wie er infolge der verminderten Neplenzahl zu erwarten war. Bereits seit den
80er Jahren des 20. Jahrhunderts ist der Zusammguziaaschen der Anzahl der Glomeruli und
dem systolischen Blutdruck bekannt. Brenner eftstlliten in ihren Arbeiten ausfihrlich den
Einfluss einer verminderten glomerularen Flache deh systemischen Blutdruck dar. Die
Ursachen der verminderten Nephronenzahl spielea @mergeordnete Rolle: es kann sowohl
eine angeborene Oligonephronie, eine operative Reu der Nierenmasse als auch eine
degenerative Glomerulosklerose vorlieg&n®®,

In den dbrigen gesunden bzw. nur teilweise gesghéi Nephronen kommt es zu
kompensatorischen Adaptationsvorgangen, die dieeNfenktion zunéchst stabilisieferHier
spielt die Aktivierung des Renin-Angiotensin-Sysgemine grof3e Rolle. Diese Aktivierung
vermittelt Uber die bewirkte Vasokonstriktion uncbfibrotische Effekte auch die Entstehung
einer arteriellen Hypertonie. Die arterielle Hyarie ist einer der wichtigsten Faktoren fir das
Fortschreiten von Nierenerkrankungen, indem sidtiaddie Hyperfiltration verstarkt und die
Filtrationsbarriere schadigt.

Durch die Gabe von ATI1-Antagonisten wie auch vorsofeeptidaseinhibitoren konnte der
Blutdruck vollstandig kontrolliert werden. Diesegeébnisse stimmen mit einer Reihe ahnlicher
Untersuchungen Uberein und bestatigen diese (Eal3ll Lediglich in einzelnen Studien,
vorzugsweise bei salzinduzierter Hypertonie, |&ssh keine blutdrucksenkende Wirkung des
Vasopeptidaseinhibitors erkennen.

Prinzipiell ist ein direkter Vergleich eines AT1-fagonisten mit einem Vasopeptidasehemmer
wegen des Problems einer adaquaten Aquivalenzétosi®r nur eingeschrankt moglich. Die
verbreitetste Methode ist es, die Aquivalenzdosisier antinypertensiv wirksamer Substanzen
uber die gleiche blutdrucksenkende Wirkung festizese In der vorgelegten Arbeit haben
Olmesartan und Omapatrilat den gleichen blutdrugkseden Effekt und werden deshalb als

dosisaquivalent angesehen.

49



Studienbeleg| Tierstamm Modell Behandlungs- SBD ohne SBD mit
dauer Therapie VPI
(mmHQ) (mmHQ)

Abassi, Yahia et Wistar Aortocavale Fistel 2 Wochen 90 +/- 9 71 +/-6

al. 2005%°

Benigni, Zoja et| Sprague- 5/6-Nx 70 Tage 159 +/- 5 105 +/- 5

al. 2004’ Dawley

Burrell, Droogh | SHR 10 Tage 237 +/-4 212 +/-4

et al. 2000°

Cao, Burrell et | Sprague- STNX 12 Wochen 174 +/-9 L:121 +/-3

al. 2001** Dawley H: 110 +/- 3

Cheng, spontan Salzreiche Diat 12 Wochen Erhoht Normalisiert

Gronholm et al. | diabetische

2005% Goto-

Kakizaki
(GK) Ratten

Davis, Johnston| Diabetische 32 Wochen 185+/-2 L:148+/-2

et al. 2003° SHR H:133+/-2

Dong, Zhou et | SHR 56 Tage signifikant

al. 2001% verminderter
SBP und MBP

d'Uscio, Dahl salz- Salzreiche Diat 4 Wochen 200,1 +/-4,6 162,6+/-4,6

Quaschning et | sensitive

al. 2001** Ratten

Ferrario, Averill | SHR 17 Tage 190+/-3 122+/-5

et al. 2002°

Fredersdorf, Zucker 10 Wochen 129,3 99+/-2

Weil et al. 2007 | diabetic fatty

% rats

Groéholm, SHR 8 Wochen ~210 ~175

Finckenberg et

al. 2004”"

Grénholm, Goto- 12 Wochen Enalapril und

Cheng et al. Kakizaki Omapatrilat

2005% (GK) Ratte senkten
gleichermal3en
den
systolischen
Blutdruck

Intengan, SPSHR 10 Wochen 230+/-2 145+/-3

Schiffrin 2000

99

Ishimura, Dahl salz- 7 Wochen (-26 mmHg)

Nishikimi et al. | resistente

2005 (DR) Ratte

Krebs, Goldblatt two kidney-1-clip Vasopeptidase-

Hamming et al. inhibitor

2007 erniedrigte
dosisabhéangig
den Blutdruck

Lapointe, Sprague- Myokardinfarkt 38 Tage Small MI: L: 100+/-4

Nguyen et al. Dawley rats 118+/-3 H: 88+/-2

20032 Large MI:

109+/-3 L:92+/-3

H:86+/-2

Lassila, Davis | Diabetische 32 Wochen 200+/-5 176+/-2

etal. 2003® | SHR
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Laverman, Van | Wistar rats N: (0.05% NaCl)  Bis zum Tod N:-5+/-2% N: -29+/-2%
Goor et al. 2003 mit E: (3.0% NacCl) E: +1+/-4% E: -6+/-4%
104 Adriamycin  Salz-Diat
Nephrose
Linz, Schafer et| SHR 6 Monate ~210 ~150
al. 2006'%
Loch, Hoey et | Wistar uninephrectomized 2 Wochen Omapatrilat-
al. 2006 (UNX) Behandlung
senkte nicht
den
systolischen
Blutdruck
Maki, Nasa et | Wistar Herzinsuff. nach 5 Wochen 108+/-3 96+/-3
al. 2003’ Ligatur der linken
Koronararterie
Mifsud, Burrell | hypertensive 24 Wochen 178 +/- 3 L: 2110 +/- 3 H:
et al. 2004 (MREN-2)27 91 +/- 3
Ratten
Morazo, SHR und 15 Tage SHR: SHR:
Fortepiani et al. | normotensive 165,1+/-1,8 112,4 +/-2.7
2001'%° WKY WKY: WKY:
124,5+/2.8 112,7+/2,7
Nishikimi, Mori | Dahl salz- 7 Wochen ~240 ~210
et al. 2006° sensitive
Ratten
Pu, Schiffrin SPSHR; 10 Wochen ~230 ~150
2001 normotensive
WKY Ratten
Quaschning, Dahl salz- standard oder 8 Wochen 196+/-6 162+/-5
d'Uscio et al. sensitive salzreiches (4%
20012 Ratten NaCl) Futter
Quaschning, WKY two-kidney one- 3 Wochen 208 +/- 19 119 +/- 8
Hocher et al. clamp
2006
Raasch,
Dominiak et al.
2005
Steinmetz, Sprague- “two-kidney, one- 6 Wochen 176+/-4 L: 168+/-8
Sadaghiani et | Dawley clip hypertension” M: 133+/-7
al. 2007 (Goldblatt) H: 94+/-4
Taal, Nenov et | Munich- 5/6 Nx 4-6Wochen 143 +/- 5 L: 93+/-3
al. 2001™° Wistar H: 85+/-3
Wang, SHR anasthesiert 2 Stunden 150+/-2 114+/-3
Takabatake
2005
Windt, Wistar unilaterale Nx und 6 Wochen 137+/-3 -37 +- 2%
Eijkelkamp et Myokardinfarkt
al. 2006'°
Wong, Szeto et | Zucker fatty 5 Tage 112+/-2.18 84.4+/- 7.52
al. 2006 rats
Ye, Hodge et al| salz sensitive L-nitro-omega- 4 Wochen BD-Senkung
2004%° Hypertension methylarginin (L- P<0.005
NAME)
Ying, Flamant | Salt-loaded Salzreiche Diét 4 Wochen 191+/-4 112+/-2
et al. 2003?* nitric oxide-
deficient rats

Tabelle 3: Studien zur Wirkung von Vasopeptidaseintbitoren bei Hypertonie (L=niedrig dosierte Therapie,
H= hoch dosiert).
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Wir haben in unserer Arbeit auch den Einfluss ddstdBuckes auf die histologischen
Veranderungen des Herzens und der Niere untersughbei zeigen sich signifikante
Korrelationen zwischen dem systolischen Blutdrucll der interstitiellen (r = 0,530, P < 0,001)
sowie der perivaskularen Fibrose des Herzens (4640 P < 0,004). Dies ist in einer Vielzahl
anderer Arbeiten bereits belegt wortfért?® Interessant ist, dass eine Korrelation zwischen
Blutdruck und Glomerulosklerose in der vorliegendarbeit nicht nachweisbar ist. Eine
maogliche Ursache ist der relativ kurze Untersuclszegraum von vier Wochen. Wir gehen
davon aus, dass bei langerer Versuchsdauer, wigielen Studien belegt, die H6he des
arteriellen Blutdruckes mit dem Ausmal} der Glonesklerose korreliert hatte. In dem
untersuchten Wistar-Rattenstamm scheint die Sub#épt fir kardiale Endorganschaden

ausgepragter als fur renale Endorganschadigungsaiau

4.2. Nierenfunktionseinschrankung

Infolge der operativen Entfernung von 5/6 der Nierentsteht ein Verlust von 5/6 der
Filtrationsflache. Durch das akute Geschehen migésdie Niere innerhalb kurzer Zeit an eine
Verschlechterung der Situation anpassen. Somit sieh auch die Frage, wie die Niere ihre
Filtrationsfahigkeit aufrechterhalten kann und obiesd von der Gabe eines

Vasopeptidaseinhibitors oder AT1-Antagonisten bibgsst wird.

4.2.1. Kreatininclearance

In unseren Versuchen zeigte sich nach vierwdchiggnsuchszeit in allen nephrektomierten
Gruppen eine deutliche Verschlechterung der Clearanfolge des drastischen Verlustes an
funktionstlichtigem Nierengewebe. Ein Unterschiedseiaen der therapierten und der nicht
therapierten Gruppe liel3 sich nicht feststellen.

Cao, Burrell et af! untersuchten den Effekt von Omapatrilat bei subtogphrektomierten
Ratten. STNx-Ratten wurden in vier Gruppen randartisind fir 12 Wochen behandelt: keine
Therapie, Omapatrilat in niedriger Dosierung vonaf/kg und in hoher Dosierung von 40
mg/kg, oder ein ACE Inhibitor, Fosinopril, in einBrosierung von 10 mg/kg. Sham-operierte
Ratten wurden als Kontrolltiere verwendet. GFR un@&lasmaharnstoff und
Kreatininkonzentration wurden durch Omapatrilat uRdsinopril in vergleichbarem Malde
verbessert.Im Unterschied zu den Daten der vorgelegten Anveitden die Tiere in der oben
genannten Studie fur zwolf Wochen behandelt. DiezKider Versuchsdauer in der vorgelegten
Arbeit ist moglicherweise die Ursache dafir, dassaatrilat und Olmesartan noch keine
nachweisbare Wirkung auf die Kreatininclearanceshalbie Dosierung des Omapatrilats war in
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unserer Arbeit mit der von Cao et al. vergleichivad kann daher nicht Grund fur die fehlende
nephroprotektive Wirkung sein.

Wang, Takabataké* befassten sich ebenfalls mit der Wirkung von Ortrdlpa auf die renale
Funktion. Diese wurde bei anédsthesierten neun dlig 2Vochen alten spontan hypertensiven
Ratten (SHR) bestimmt. Bei intravenoser Injektioar win Abfall von Blutdruck und renalem
vaskularem Widerstand nachweisbar. Der renale Ritigss blieb unverandert, wahrend die
GFR und die Filtrationsfraktion reduziert waren.

Ob Omapatrilat einen anderen Effekt auf die renald kardiovaskulare Struktur hat als der
ACE-Hemmer Enalapril untersuchten Wenzel, Wolf et*a Hypertensive “two-kidney, one
clip”-Ratten wurden in vier Gruppen randomisiertdufir weitere acht Wochen untersucht:
keine Therapie, OMA, ENP oder ENP in Kombinatiort dem Diuretikum Hydrochlorothiazid
(ENP + HCTZ). Sie stellten fest, dass die antihigresive Therapie die renale Funktion
verringert, wie ein Anstieg des Plasmakreatinin uhrnstoff und ein Abfall der
Kreatininclearance zeigen.

Ying, Flamant et a** befassten sich mit den renalen Effekten von Omigtatind Captopril
bei Ratten mit inhibierter NO-Synthase und SalztD@mapatrilat und Captopril bewirkten
unabhangig von der Diat eine deutlich verringertertislitat, in der salzarmen Gruppe fuhrten
sie neben einer Normalisierung des Blutdruckes auafiner normalisierten Kreatininclearance.
In den Grupen mit salzreicher Diat blieb die Kremitlearance niedriger als bei den
Kontrolltieren.

Wie die oben erwéhnten Studien zeigen, ist akiiellWirkung einer Vasopeptidasehemmung
auf die Kreatininclearance als Marker fur die HRitonsleistung der Niere noch nicht
abschlie3end geklart. In jedem Falle ist es furiinftkge tierexperimentelle Studien essentiell,
einen ausreichend langen Untersuchungszeitraumahlew (im Rattenmodell mindestens acht
bis zwolf Wochen), um die spezifischen Effekte eiNasopeptidasehemmung diskreminieren

zu kénnen.
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Abbildung 15: Korrelation zwischen der Kreatininclearance und dem relativen linksventrikularen Gewiclh
r=0,478; P <0,001.

42.2. Albuminurie

Die Proteinurie zéahlt gemeinsam mit der arterielypertonie zu den wichtigsten Faktoren fir
das Fortschreiten von Nierenerkrankungen; ihredigeéde Wirkung verhélt sich additiv. Eine
Druckerh6hung in den Kapillaren der funktionsfalmigglomeruli bewirkt einen zunehmenden
Partikelflux tGber die Zellmembranen, der auch zuipetiritt von Proteinen ins Ultrafiltrat
beitragt. Somit beglnstigt bereits eine glomeruRmackerhéhung eine Proteinurie.

In unseren Versuchen zeigte sich bei der nichtagiierten Gruppe Nx nach der 5/6-
Nephrektomie ein drastischer Anstieg der Albumiauaiuf durchschnittlich 56 mg/24h. Die
Therapie mit dem Vasopeptidaseinhibitor verringdiesen Wert um Uber 90%, der AT1-
Antagonist bewirkt eine noch deutlichere VerringgruSomit konnten beide Medikamente das
Auftreten einer Albuminurie nahezu verhindern.

Die frihere Annahme, dass die Proteinurie nur esrkdr der Nierenschadigung sei, ist der

Vorstellung gewichen, dass sie selbst zu dem zueeben Funktionsverlust der Niere beitragen
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kanrt®*?® Durch eine grofRe Proteinurie wird unter andereas Renin-Angiotensin-System und
das Endothelin-System aktiviert, sie wirkt direldbailotoxisch und durch die Freisetzung von
chemotaktischen Substanzen und profibrotischenkitlygém kann es zu einer tubulointerstitiellen
Entziindung mit anschlieBender Vernarbung konffitéh Dies lasst sich auch anhand des
Zusammenhangs zwischen einer gesteigerten Albuminuand einer verstarkten
Glomerulosklerose erkennen.

In zahlreichen Studien wurde die Verhinderung bZerminderung der Albuminurie/Proteinurie
mittels ACE-Hemmer- oder Vasopeptidasehemmer-Thetdaplegt (Tabelle 4). Die Ergebnisse
der vorgelegten Arbeit hinsichtlich der positiverirking auf die Proteinurie stimmen mit den
Ergebnissen von vier anderen Studien an nephre&tteni Ratten tGberein (Benigni, Cao, Taal,
Windt). Dabei scheint es sich um eine dosisabh&n@iirkung zu handeln. Zusammengefasst
hat die Vasopeptidasehemmung hinsichtlich der Albune/Proteinurie eine der AT1-

Hemmung vergleichbare Wirkung.
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Studien- Tierstamm/ Behandlungs- Bemer- Albuminurie Albuminurie (mg/d)
beleg Modell dauer kungen (mg/d) Mit Therapie
Ohne Therapie
VPI ACE/AT1
Benigni, 5/6 Nx 70 Tage 518 +/- 27 88 +/- 28 277 +/- 81
Zoja et al.
2004’
Cao, STNx 12 Wochen 246 +/- 73 L:30 +/-4; 88 +/-21
Burrell et H: 20 +/- 2
al. 2001**
Davis, Diabetische 32 Wochen 145 x/+1,1 L: ~60 97,1 x/+ 1,1
Johnston et| SHR H: ~30
al. 2003*
Fredersdorf| Zucker 10 Wochen ~60 ~10 ~45
, Well et al. | diabetic fatty
2007°% rats
Laverman, | Wistar Salzreiche +23 +/- 2% -48 +/- 4% -80 +/- 2%
Van Goor Diat
et al. 2003
104
Linz, SHR 6 Monate Albumin-  107+/-54 pg/mg 22+/-12 57+/-34
Schafer et Kreatinin png/mg ng/mg
al. 2006'® Ratio
Mifsud, m(Ren-2)27 24 Wochen 9,2 x/+1,4 L: 0,3 x/+1,0,6 x/~1,3
Burrell et H: 0,2
al. 2004'%® x/+1,1
Nakhoul, Adriamycin- 5 Wochen Cumulative 22,490 +/- 931 mg 18,706 +/- ENA:15,727
Ramadan et induziertes Proteinaus- +/- 2,204 mg
al. 20057 | Nephrotisches scheidung 1.042mg ) 5g: 20,351
Syndrom +/- 1,360 mg
Schafer, ZDF 37 Wochen 342+/-56 33+/-12
Linz et al. mg/kg/day mg/kg/day
2003'%®
Schéfer, Ubergewichtig 26 Wochen 9.5+/-1.3 mg kg 1.1+/-0.1 mg
Schmidts et| e ZDF/Gmi- ht kg'ht
al. 2004'* | fa/fa-Ratte
Taal, Munich- Vergleich nach ~84 ~18 ~24
Nenov et al.| Wistar, 5/6 Nx 8Wochen
2001'®
Wihler, ZDF 27 Wochen 14,23+/-2,32 1,49+/-0,55 10,11+/-2,17
Schafer et mg*kg™*h™* mg*kg™*h?*  mg*kg™*h™
al. 2005'*°
Windt, unilateral Nx 6 Wochen 167 +/- 20 mg/d 77 +/-4% 6 +/-6
Eijkelkamp
et al. 2006
118
Ying, salt-loaded, 4 Wochen N: 58,1+/-13,5 N: 33,1+/- N: 26,4+/-
Flamant et | nitric oxide- H: 162+/-16,2 5,18 2,11
al. 2003"** | deficient rats H: 87,6+/-12 H: 79,15+/-
9,06

Tabelle 4: Studien zur Wirkung von VPI auf Albuminurie bei Ratten.
~ = aus Graph abgelesener Wert; L = niedrig dosieet Therapie; H = hoch dosierte Therapie
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4.3. Glomerulosklerose

Durch die Hyperfiltration und Hyperperfusion desttichen funktionierenden Nephrone fuhrt
der gesteigerte intraglomeruldre Druck zu einergwi#serung der Glomeruli. Jedes einzelne
Nephron wird durch eine erhéhte Ultrafiltration beprucht. Es entwickelt sich eine Schadigung
der Podozyten, gefolgt von Proteinurie, Ablagerwgn Proteinen im Mesangium und
schlieRlich einer irreversiblen GlomerulosklerddeDiese initiale Anpassungssituation kann
spater zu glomerularer Schadigung mit weiterem Kaplrerlust fihren und einen Teufelskreis
auslosen.

Dieser Prozess stellt sich folgendermaf3en dar: Hmtangriffsort glomeruléarer Schéadigung
sind teilungsunfahige postmitotische Podozyten. ddalnuss in grof3en bzw. hyperfiltrierten
Glomeruli jeder einzelne Podozyt eine zunehmen@ey® Flache der Basalmembran bedecken.
Ab einer gewissen Flache ist es dem Podozyten mehir méglich, die Basalmembran komplett
zu bedecken. Es bilden sich Synechien durch Veukigliler Basalmembran mit dem parietalen
Blatt der Bowman Kapsel. Durch eine Schadigung gladdrer Epithelzellen kommt es zudem
zu einem Verlust elektrostatischer und mechanis@aranken. Infolge der Unterbrechung
dieser Schranken gelangen groRe Mengen an Plasiiagroin das Glomerulofiltrat; die Folge
sind Proteinurie und GlomerulosklerdSe

In dem vorliegenden Versuch lag vier Wochen naclolgier 5/6-Nephrektomie bei den
unbehandelten Tieren keine signifikante Zunahme@emerulosklerose vor. Der Effekt des
Vasopeptidaseinhibitors sowie des AT1-Antagonistannicht signifikant.

In einem ahnlichen Versuchsaufbau beschaftigtem €@ao et al. mit der Wirkung der
Vasopeptidaseinhibitoren. Sie teilten 5/6-nephnekéote Ratten in vier Gruppen, die 12
Wochen lang folgendermalRen behandelt wurden: emg@p@ unbehandelt, zwei Gruppen mit
unterschiedlichen Dosen Omapatrilat (10 bzw. 40gigiknd eine weitere Gruppe, die mit dem
ACE-Hemmer Fosinopril behandelt wurde. Als Verdhetienten sham-operierte Ratten. Die
Bestimmung der Glomerulosklerose erfolgte, wie @r gorliegenden Arbeit, semiquantitativ
mittels eines Scores von Null bis Vier. Sowohl fden ACE-Hemmer als auch den
Vasopeptidaseinhibitor konnte eine deutliche Veemng der Glomerulosklerose in
vergleichbarem AusmaR nachgewiesen wetden

Zu &hnlichen Ergebnissen kamen auch Taal et alntarschiedlichen Versuchsteilen wurden
verschiedene Therapieschemata verfolgt, die siath reer zum Blutdruckausgleich nétigen
Dosis richteten. Gefragt war die nephroprotektivelkdhg des VPI im Vergleich zu dem ACE-
Hemmer Enalapril. Nach dem Versuchszeitraum wurde @S-Score berechnet, indem der

Anteil der teilweise oder komplett sklerosierteno@eruli an der Gesamtzahl in einem
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festgelegten Schnitt sichtbarer Glomeruli bestimmtrde. Bei einem Therapiebeginn

unmittelbar nach 5/6-Nx zeigt sich bis zum Versecite nach 12 Wochen, dass sowohl
Enalapril als auch Omapatrilat eine GS-Entwicklwerhindern. Wird die Therapie erst 4

Wochen nach Nx eingeleitet, kann Omapatrilat dastsEbreiten der GS deutlich starker

verlangsamen als Enalapril. Beide Substanzen halasnPotenzial, die bereits entstandene
Glomerulosklerose zunachst zu verringern, gefotgt einer, durch den VPI starker als durch
Enalapril, verlangsamten GS-Zunahme. Insgesamttezesgch hier vor allem ein besserer
Langzeitschutz fur die Niere durch den VPI im Simeieer geringeren GS im Vergleich zu

Enalaprif®.

2004 veroffentlichten Studie verglichen ngmi et al.

In ihrer die Wirkung des

Vasopeptidaseinhibitors AVE7688 mit Enalapril. Skegannen die Therapie der 5/6-
nephrektomierten Tiere 21 Tage nach Nx, nachdemm sioc Hypertonie und eine deutliche
Proteinurie eingestellt hatten. Bei einer verglbaen Blutdruckkontrolle zeigte sich ein
deutlicher Vorsprung des VPI beziiglich der Glomeskleroseverminderufig

Weitere Studien zur Wirkung von VPI zeigt Tabelle 5

Studienbeleg Tierstamm/  Behandlungs-  Scoringsystem GS ohne Ther. GS mit VPI
Modell dauer
Davis, Johnston| Diabetische 32 Wochen GSI 0-4 3,4+/-0,8 L: 2,2+/-0,1
et al. 2003 SHR H:1,6+/-01
Laverman, Van | Wistar mit 16 Wochen Fokaler 79 +/- 27 38 +/- 14 (nicht
Goor et al. 2003| Adriamycin Glomeruloskleros signifikant)
Nephrose, e-Score (0-400)
Salzdiat
Mifsud, Burrell | m(Ren-2)27 24 Wochen GSI 0-4 1,7 +/-0,1 L: 0,4+/-0,1
et al. 2004 H: 0,3+/-0,1
Schéfer, Linz et | ZDF 27 Wochen % 100% 13%
al. 2003
Schéfer, Ubergewichtig 47 Wochen GSI 0-4 ~2,45 ~0,8
Schmidts et al. | e (ZDF/Gmi-
2004 fa/fa) Ratte
Wenzel, Wolf et| two-kidney, 8 Wochen 0,59+/-0,17 0,07+/-0,01
al. 2003 one clip
hypertension
Windt, unilaterale 6 Wochen Fokaler ~26 ~13 (nicht signifike
Eijkelkamp et Nephrectomie Glomeruloskleros
al. 2006 und e-Score
myocardialer (0-200)
Infarkt

Tabelle 5: Studien zur Wirkung von VPI auf Glomeruloskleroseentwicklung.
~ = aus Graoh abaelesener Wert: L = niedria dasiBneranie: H = hoch dosierte Ther:
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Zusammengefasst war in der vorgelegten Arbeit tdlbsder unbehandelten Gruppe kein
signifikanter Unterschied in der Glomerulosklerosgkennbar. Es Dbleibt zuklnftigen
Untersuchungen vorbehalten, einen langeren Vergedhsum (mindestens acht bis zwolf
Wochen) zu untersuchen, um einen ausgepragten Bpanach 5/6-Nx und damit potentielle
nephroprotektive Wirkung einer Vasopeptidasehemmauhweisen zu kdnnen. In den anderen
Studien waren vor allem nach langerem Versuchsaaitrdeutliche Unterschiede zwischen den
einzelnen Gruppen erkennbar (Davis, Mifsud, Scha¥¥enzel). Dies ist durchaus nicht
Uberraschend, da im Gegensatz zu den flexibleremrkévia wie Blutdruck etc. die
Glomerulosklerose das Ergebnis eines Prozessedeisgntsprechend einen gewissen Zeitraum
fur seine Entwicklung bendétigt.

4.4. Linksherzhypertrophie

Die linksventrikulare Hypertrophie und andere linstrikuldre Verdnderungen stellen bei
Patienten mit einer progredienten chronischen Miasaiffizienz eine der schwersten und haufig
lebenslimitierenden Komplikationen dar. Bei Pat@ntim Endstadium der cNI sind
kardiovaskulare Komplikationen wie Herzinfarkt, Heersagen und die Kardiomyopathie in
40% der Félle die TodesursatheDie linksventrikulare Hypertrophie stellt die Higste und
friheste kardiale Komplikation und gleichzeitig emnunabhéngigen Prognosefaktor fir die
kardiale Mortalitat ddr?*33

Um eine bessere Vergleichbarkeit der Messwerte reeiceen, wurde das linksventrikulare
Gewicht auf das Korpergewicht der Tiere bezogenumseren Versuchen zeigte sich eine
deutlich geringere Zunahme des linksventrikulareawightes, sowohl unter Therapie mit dem
AT1-Antagonisten als auch dem Vasopeptidaseinhibéis auch ohne Therapie.

In verschiedenen anderen Untersuchungen ergabénasicliche Ergebnisse. Mifsud et al.
wiesen 2004 bei transgenen Ratten mit Uberexpmesiis Ren2-Gens (TGR (mRen 2)27), die
eine fulminante Hypertonie und schwere Organpatiiefo entwickeln, eine Dosisabhangigkeit
der Wirkung von Omapatrilat auf die HerzhypertriephacH®.

Eine Studie aus dem Jahre 2006 von Linz et al. teeigei SHR eine geringere
Linksherzhypertrophie nach Therapie mit Ramiprieredo wie bei Therapie mit AVE7688 im
Vergleich zu Placed8®. Das linksventrikulare Gewicht wurde wie in unsefgbeit nach
Dissektion der Ventrikel durch separates Wiegertitnest.

Eine andere Technik zur Bestimmung des linksveuliilen Gewichtes machten sich 2001 Dong
et al. mit der Echokardiographie zunutze. Auchssizten das LV-Gewicht der SHR in Relation

zum Korpergewicht und beobachteten eine deutlichikkd3&mkeit sowohl von Omapatrilat als
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auch eines ACE-Inhibitors. Insgesamt schrieberOstepatrilat einen potenteren Effekt auf die
linksventrikulare Masse und die Herzfunktion*Zu Die Ergebnisse weiterer Studien zeigt
Tabelle 6.

Zusammenfassend kann von einer deutlichen Verumger der postoperativen
Linksherzhypertrophie durch den Vasopeptidaseitdiibausgegangen werden, wobei eine
Aussage uber die Starke der Wirkung im Vergleich AGE-Hemmern und AT1-Antagonisten
nicht eindeutig zu treffen ist. Prinzipiell ist edirekter Vergleich wegen des Problems einer
adaquaten Aquivalenzdosis immer nur eingeschrardglioh. In der vorgelegten Arbeit haben
Olmesartan und Omapatrilat den gleichen blutdrutkseden Effekt und werden deshalb als

dosisaquivalent angesehen.
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Studienbeleg Tierstamm/ Behandlungs- Messsystem/ CH ohne Ther. CH mit VPI
Modell dauer Einheit
Abassi, Yahia | Wistar, CHF 16 Tage HW/BW; % 0.51 +/-0.026  0.41-0.43 (P < 0,01)
et al. 2005 by aortocaval
fistula
Burrell, SHR 10 Tage LVW/BW;mg 2.76 +/- 0.03 L: 2.71 +/- 0.02 mg/g H:
Droogh et al. /g KG 2.55 +/- 0.02 mg/g, (P <
2000 0,01)
Burrell, Farina | myocardial 4 weeks LVW/BW,; 2.53+/-0.1 2.33+/-0.04
et al. 2000 infarction- o/kg KG
induced
congestive
heart failure
Gronholm, Goto- 12 Wochen Verglichen mit Enalapril,
Cheng et al. Kakizaki reduzierte Omapatrilat
2005 (GK) rat das echocardiographisch
gemessene LV Gewicht
wahrend Normalnatrium
Diat; Omapatrilat
reduzierte das relative
Herzgewicht effektiver
als Enalapril wahrend
Hochnatriumeinnahme
Lapointe, Blais | Wistar; 56 days LVW/BW; 2.1+/-0.3mg/lg 1.6to1.7+/-0.5, p<0.05
et al. 2002 Myocardial mg/g
infarction
Lapointe, Wistar; 37 days LVW/BW;, 1.94+/-0.06 1.64+/-0.03
Nguyen et al. | Myocardial mg/g
2003 infarction
Lassila, Davis | SHR with 32 weeks LVW/BW; 2.98 2.61 (p<0,05)
et al. 2003 streptozotoci mg/g
n-induced
diabetes
Loch, Hoey et | Wistar, two weeks Verminderte die
al. 2006 uninephrecto Entwicklung von
mized kardiovaskularer
Hypertrophie
Maki, Nasa et | Wistar; 5 Wochen HW/BW; 3.02 +/- 0.13 2.36 +/- 0.08 (p<0,05)
al. 2003 Herzinsuff mg/g
nach
Koronararteri
enligatur
Nishikimi, Dahl salt- 7 weeks LVW/BW; 3.17 +/- 0.32 2.55 +/-0.12
Mori et al. sensitive rats o/kg
2006

Tabelle 6: Weitere Studien zur Wirkung von VPI aufeine kardiale Hypertrophie.
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4.5. Herzfibrosierung

Das hypertoniebedingte Remodeling stellt einen bexhelen Faktor zur Entwicklung einer
Herzinsuffizienz dar. Um dieses Remodeling quaritifien zu kdnnen, wurde eine histologische
Aufarbeitung durchgefiihrt. Die histologische Austueg der Herzen gliederte sich in die
interstitielle und die perivaskulare Fibrose. Aumdi diesen beiden Parametern lasst sich vier
Wochen nach 5/6-Nephrektomie kein signifikanter dgsthied zwischen scheinoperierten
Tieren der Gruppe Ko Sham und den unbehandeltehrelepmierten Tieren der Gruppe Nx
belegen.

Die Untersuchungen der interstitiellen Fibrose begainsgesamt keinen Unterschied. Auch bei
der perivaskularen linksventrikuléren Fibrose iatl@énterschied nach vier Wochen 5/6-Nx nicht
nachweisbar. Die Gruppe AT1 zeigt eine deutlicheriigerung des bindegewebigen Umbaus
verglichen mit den unbehandelten Tieren.

Eine gut vergleichbare Studie stammt von Nishikiiiori et al. Sie untersuchten an Dahl
salzsensitiven Ratten die Fibroseflache sowie démvaskulare Fibrose-Ratio. Hier zeigte sich
nach siebenwodchiger Versuchsdauer eine deutlichminelerte interstitielle wie auch
perivaskulére kardiale Fibra$a

Mit dem hypertonusassoziierten Remodeling befassielh auch Pu und Schiffrin. Sie
untersuchten den Effekt von Omapatrilat auf die l&g#nablagerung in Herz und Aorta.
Zwanzig Wochen alte normotensive Wistar-Kyoto-Ratwairden verglichen mit unbehandelten
~Stroke-prone” spontan hypertensiven Ratten (SHR8R) mit Omapatrilat behandelten
SHRSP. Nach 10 Wochen war sowohl die interstitialleauch die perivaskulére Fibrosierung
deutlich zuriickgegangé&H.

Gronholm et al. wiesen in ihrer Studie an spontgrehiensiven Ratten mit salzreicher Di&t nach
acht Wochen eine starkere Verringerung der myoksediKollagenvolumenfraktion durch den
Vasopeptidaseinhibitor Omapatrilat nach, als didsech AT1-Rezeptor-Blockade erreicht
wurde”.

Weitere Studien zur kardiovaskularen Fibrose ZEadgelle 7.

Da sich weder beziglich der interstitiellen, nockr dperivaskuldren Fibrosierung ein
signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen Kar$ und Nx eingestellt hat, ist davon
auszugehen, dass der vorliegende Versuchszeitraunkurz fur die Ausbildung eines
aussagekraftigen Phanotyps war. Wie in anderenieStuxlegt ist, kann bei ausreichend langer
Versuchsdauer von einer kardioprotektiven WirkuimgeVasopeptidasehemmung ausgegangen

werden.
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Studienbeleg | Tierstamm/ Behandlungs- Messsystem/ Fibrose ohne  Fibrose mit VPI
Modell Einheit Therapie
Backlund, Myocardial Myocardiale 4.8+/-0.9 2.8+/-0.2%, P,0.01)
Palojoki et al. | infarction Fibrose (%)
2003
Loch, Hoey et verminderte die
al. 2006 Entwicklung von
kardiovascularer Fibrose
Maki, Nasa et | CHF Collagen ~40 ~32 (P<0,05)
al. 2003 following content
left coronary (ng/mg
artery Protein)
ligation
Mifsud, m(Ren-2)27 Left 5,6+/-1,5 L: 1,8+/-0,7
Burrell et al. rat ventricular H: 0,9+/-0,2
2004 collagen
staining
Ye, Hodge et | salt sensitive 4 weeks Myokardiale Weniger als Kontrolle
al. 2004 hypertension Fibrose (P<0.0005)

induced by
treatment
with L-
NAME

Tabelle 7: Weitere Studien zur Wirkung von VPI beikardiovaskularer Fibrose .
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5. Zusammenfassung

Die Vasopeptidaseinhibitoren stellen eine neue tanlzgruppe dar und kombinieren das Prinzip
der klassischen ACE- Hemmung mit der Hemmung deutidken Endopeptidase (NEP) in
einem Molekadl.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die protektirkung einer Vasopeptidasehemmung auf
renale und Kkardiale Endorganschdden im Nierenizsefizmodell mit verminderter
Nephronenanzahl zu untersuchen. Ratten mit opematielegter 5/6-Nephrektomie wurden vier
Wochen lang mit dem Vasopeptidaseinhibitor Omalaat(AVE; 10 mg/kg KG/d) (n=21) oder
dem AT1-Antagonisten Olmesartan (AT1; 36 mg/kg KGb@handelt (n=13) oder erhielten
keine Therapie (Ko Sham; n=11).

Der systolische Blutdruck in der unbehandelten nggbmierten Gruppe stieg deutlich um
durchschnittlich 51 mmHg im Vergleich zur Kontrallgppe Ko Sham, ebenso die Albuminurie
(Ko Sham: 0,0+/-0,0 vs. Nx: 55,9+/-19,3 mg/24h, §8). In der AVE- und AT1-Gruppe lag der
Blutdruck sowie die Albuminurie auf dem Niveau denbehandelten Kontrollgruppe. Im
Vergleich zur Kontrollgruppe fiel die Kreatinincieamce nach Nephrektomie deutlich ab
(2,76+/-0,17 vs. 0,87+/-0,19 ml/min, p<0,05). AVEdu Olmesartan hatten keinen Effekt
(1,09+/-0,09 bzw. 1,17+/-0,11ml/min, p<0,05). Delo@eruloskleroseindex war unter AT1-
Therapie erniedrigt im Vergleich zu Nx. Ohne Thégapteigert sich das linksventrikulare
Gewicht pro Korpergewicht nach Nx um ca. 58%, bdilerapiegruppen wiesen einen deutlich
verminderten Anstieg um 10% (AT1, P<0,05) bzw. 130AVE, P<0,05) auf. Die
morphometrische histologische Auswertung der k#&di&eranderungen ergab eine Reduktion
der perivaskularen Fibrose nach Nx durch den AT1agonisten. Die interstitielle Fibrosierung
zeigte nach vier Wochen keine Unterschiede.

Die Veranderungen an Blutdruck, Albuminurie undkéwentrikularem Gewicht weisen deutlich
auf eine nephro- sowie kardioprotektive Wirkung déssopeptidaseinhibitors hin. Da nach
vierwdchiger Therapie auch in der unbehandelteAN&&sruppe kein ausgepragter Phanotyp
auftrat, bleibt es zuklnftigen Untersuchungen vbdtten, den Effekt eines
Vasopeptidaseinhibitors auf die histologischen Btmyeranderungen am linken Ventrikel und

an der Niere zu untersuchen.
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