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1 Abstrakt

Everolimus is used as part of immunosuppressive therapy in renal and heart transplanted

patients due to its high immunosuppressive potential and lack of nephrotoxicity. Recent

studies in a rat model of experimental glomerulonephritis have shown a dose-dependent effect

of everolimus on renal function decline as evident from a decrease of creatinine clearance

[1]. This study therefore investigated the influence of everolimus and ciclosporin on the

progression of renal failure and hypertensive end organ failure in the noninflammatoric 5/6

renal ablation rat model of renal failure.

At 12 weeks of age male Wistar rats underwent renal mass reduction (Nx), or Nx and oral

treatment with either 10 mg/kg d ciclosporin (CyA-Nx), Everolimus (RAD) microemulsion

0.5 mg/kg d (low-dose-RAD-Nx) or Everolimus (RAD) 2.5 mg/kg d (high-dose-RAD-Nx).

After 28 days systolic blood pressure was measured, 24h urinary measurement was performed

using metabolic cages and hemodynamic parameters by left heart catheterization obtained.

Rats treated with high-dose-RAD showed a high mortality rate (52%), reduced weight

gain and reduced creatinine clearance (0.26 ± 0.08 ml/min * 100 mgBW) compared to Nx

(0.37± 0.06 ml/min * 100 mgBW) and CyA-Nx (0.39± 0.09ml/min * 100 mgBW, p ≤ 0.05,

respectively). In contrast, low dose everolimus treatment showed no decrease of creatinine

clearance (0.31± 0.15 ml/min * 100 mgBW).

It is concluded that high dosed treatment with everolimus impairs renal function in a nonin-

flammatoric rat model of renal insufficiency.

Everolimus weist ein hohes immunsupressives Potential bei geringer Nephrotoxizität auf und

wird als Bestandteil einer immunsuppressiven Therapie bei Nieren und Herztransplantier-

ten Patienten eingesetzt. Studien an inflammatorisch bedingten Niereninsuffizienzmodellen

zeigten jedoch, dass mit Dosissteigerung von Everolimus eine Verschlechterung der Nieren-

funktion eintritt [1]. Ziel der Arbeit ist es, am Rattenmodell der nichtinflammatorischen chro-

nischen Niereninsuffizienz vergleichend den Einfluss der Immunsuppressiva Everolimus und

Cyclosporin A auf die Progression des Nierenversagens und hypertensiver Endorganschäden

zu untersuchen.

12 Wochen alte männliche Wistar Ratten wurden einer 5/6 Nephrektomie (Nx) unterzogen

und anschliessend entweder mit 10 mg/kg d Cyclosporin A (CyA-Nx), Everolimus (RAD)

Mikroemulsion 0,5 mg/kg d (low-dose-RAD-Nx) oder Everolimus (RAD) in höherer Do-

sierung 2,5 mg/kg d (high-dose-RAD-Nx) per os behandelt. Nach 28 Tagen wurden der

systemische Blutdruck gemessen, 24-Stunden-Urin in Stoffwechselkäfigen gesammelt, sowie

hämodynamische Messungen mittels Linksherzkatheterisierung durchgeführt.

Unter hoher Everolimusdosierung wurde eine erhöhte Mortalität (52%), niedrigere Gewichts-

zunahme und eine Abnahme der Kreatinin Clearance (0, 26 ± 0, 08 ml/min * 100 mgBW)

verglichen mit Nx (0, 37±0, 06 ml/min * 100 mgBW) und CyA-Nx (0, 39±0, 09ml/min * 100
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mgBW, p ≤ 0, 05) beobachtet. In niedrigerer Everolimusdosierung zeigte sich kein Einfluss

auf die Kreatinin Clearance (0, 31± 0, 15 ml/min * 100 mgBW).

Everolimus führte zu einer dosisabhängigen Verschlechterung der Nierenfunktion im nicht-

inflammatorischen Modell der 5/6 nephrektomierten Ratte.

2 Einleitung

Ein Großteil der Patienten mit einer essentiellen arteriellen Hypertonie weist eine linksven-

trikuläre Hypertrophie auf, die konsekutiv zu einer chronischen Herzinsuffizienz mit kar-

dialem Pumpversagen führen kann [2] [3]. Ferner kommt es zu einer mechanischen und

funktionellen Schädigung des tonusregulierenden Gefäßendothels, der sogenannten endothe-

lialen Dysfunktion, die in einer Verstärkung der arteriellen Hypertonie resultiert [4]. Die

generalisierte hypertensiv bedingte Vaskulopathie kann im weiteren Verlauf bei Schädigung

der Koronar- und/ oder Hirngefäße zu Herzrhythmusstörungen, akutem Myokardinfarkt,

plötzlichem Herztod oder akutem Hirninfarkt führen [5]. Ein Hauptrisikofaktor des chro-

nischen Nierenversagens, das mit progredienter Abnahme der glomerulären Filtrationsrate,

Mikroalbuminurie und Proteinurie einhergeht, ist die hypertensive Nephropathie [6]. Verant-

wortlich für die Enstehung dieser Endorganschäden zeichnen u.a. eine Aktivierung des Renin-

Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS), NO- und Endothelinsystems sowie die Mitbeteili-

gung genetischer Faktoren, oxidativem Streß und Hyperlipidämie [7]. Des Weiteren kommen

inflammatorischen und immunologischen Prozessen und der Interaktion von Wachstumsfak-

toren, Zytokinen und Adhäsionsmolekülen als Progressionsfaktoren eine bedeutende Rolle bei

der Progression hypertensiver Endorganschäden zu. Histologische Kennzeichen hypertensiver

Endorganschäden sind u. a. zelluläre Hypertrophie, leukozytäre Infiltration und Fibrosierung

des kardiovaskulären und renalen Gewebes durch eine gesteigerte Produktion von extrazel-

lulärer Matrix [8] [9]. Die Zunahme der Expression von Oberflächenadhäsionsmolekülen und

deren Liganden auf inflammatorischen Zellen [10], die Infiltration von immunkompetenten

Zellen in die Gefäßwand sowie die vermehrte Freisetzung von Chemokinen, Zytokinen und

prokoagulatorischen Faktoren und deren komplexe Interaktion geben Hinweis auf eine große

Bedeutung inflammatorischer und immunonologischer Prozesse für die Genese der hyperten-

siven Endorganschädigung [11].

2.1 Hypertonie nach Nierentransplantation

Nach einer Nierentransplantation kommt es bei bis zu 60 bis 80 Prozent der Empfänger

zur Entwicklung einer arteriellen Hypertonie und ein ungenügend eingestellter Blutdruck

wird häufig beobachtet [12] [13]. In einer monozentrischen Studie fanden Paoletti et al. nur 5

Prozent der Patienten nach Nierentransplantation normotensiv im Rahmen ambulanter Blut-

druckmessungen [14]. Ein erhöhter Blut- und Pulsdruck kann in der Population der Patienten
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mit Zustand nach Nierentransplantion das Transplantatüberleben negativ beeinflussen.

Als Risikofaktoren für eine arterielle Hypertonie nach Nierentransplantation konnten neben

dem chronischen Transplantatversagen, der Kadaverspende, dem Körpergewicht, genetischen

Faktoren, einer Nierenarterienstenose und dem Vorhandensein von nativen Nieren auch die

immunsuppressive medikamentöse Therapie mit Calcineurininhibitoren und Glucocorticoi-

den identifiziert werden [15] [16] [17].

In tierexperimentellen Studien konnte gezeigt werden, dass Mycophenolat-Mofetil (MMF) in

die Pathogenese der hypertensiven Endorganschädigung inhibierend eingreift und klinische

Zeichen des chronischen Nierenversagens wie Proteinurie und Albuminurie reduzieren kann

[18]. Ob eventuell auch eine Reduktion der hypertensiven Vaskulopathie und der kardialen

Schädigung durch einen immunmodulatorischen Ansatz erzielt werden kann, ist bislang nicht

geklärt.

Die Frage, ob neben der Therapie mit Hemmern des RAAS auch immunsuppressive und

antiinflammatorische Substanzen durch Inhibition immunologischer und inflammatorischer

Prozesse die Progression von hypertensiven Endorganschädigungen und somit die Morbidität

und Mortalität bei arterieller Hypertonie beeinflussen können, ist bislang nicht beantwortet.

Des Weiteren blieb bisher die Fragestellung offen, ob und gegebenenfalls welchen unter-

schiedlichen Einfluß die nach Nierentransplantation angewandten Immunsuppressiva auf die

Progredienz der chronischen Transplantatnephropathie ausüben.

2.2 Chronische Transplantatnephropathie

Ein zentrales Thema in der Nephrologie ist die sich nach Monaten bis Jahren nach Nieren-

transplantation manifestierende sog. chronische Transplantatnephropathie, die durch pro-

gredienten Kreatininanstieg, Proteinurie (< 3 g/d) und arterielle Hypertonie gekennzeichnet

ist. Ursächlich hierfür scheinen sowohl immunologische als auch nichtimmunologische Prozes-

se zu sein: Freisetzung von Wachstumsfaktoren wie TGF-β1 und PDGF aus Makrophagen

und Thrombozyten mit konsekutiver zellulärer Proliferation führen zur Zunahme von ex-

trazellulärer Matrix und Fibrose des Transplantats. Weitere Schädigungsmechanismen stel-

len sekundäre Veränderungen durch Hypertonus und Hyperlipidämie sowie atheromatöse

Veränderungen des Spenderorgans dar [19].

2.3 mTOR Inhibitoren

Rapamycin ist ein Makrolidantibiotikum, das aus dem Pilz Streptomyces hygroscopicus iso-

liert werden kann. Rapamycin bildet einen intrazellulären Komplex mit Immunophillinen ins-

besondere mit FKBP12 und bindet gleichzeitig Rapamycineffektorproteine (FRAP, RAFT)

und inhibiert so die Phosphatidylinositol-Kinaseaktivität [20]. Everolimus ist ein Rapamy-

cinanalogon, welches wie Rapamycin seine immunsuppressive Wirkung durch Bindung an

das Zielprotein TOR ausübt, wodurch spezifische Phosphorylierungskaskaden blockiert und
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die Wirkung von Wachstumsfaktoren und Zytokinen auf B- und T-Zellen gehemmt werden.

Ferner ist für die Substanz eine generell antiproliferative Wirkung beschrieben. Außerdem

wird für die Substanzen eine antiproliferative Wirkung auf Muskelzellen postuliert, wodurch

auch hier Fibrosebildung unterdrückt werden könnte [21] [22].

2.4 Calcineurin-Inhibitoren

Ciclosporin A verhindert als Calcineurin-Inhibitor die IL-2-Produktion, die Proliferation

aktivierter T-Zellen und beeinflußt die Interaktion von Wachstumsfaktoren und Zytokinen.

Ciclosporin A erhöht den systemischen und renalen Widerstand. Der zugrunde liegende

Mechanismus ist bislang nicht vollständig aufgedeckt, wobei eine vermehrte Ausschüttung

vasokonstriktorischer Substanzen wie Endothelin eine Rolle zu spielen scheint [23].

2.5 Ziel der Arbeit

In die Entstehung der hypertensiven Endorganschäden sind unterschiedlichste Pathomecha-

nismen involviert. Neben der Aktivierung des RAAS, NO- und Endothelinsystems sowie der

Mitbeteiligung genetischer Faktoren, oxidativem Streß und Hyperlipidämie scheinen hier-

bei insbesondere inflammatorische und immunologische Prozesse mit enger Interaktion von

Wachstumsfaktoren, Zytokinen und Adhäsionsmolekülen als Progressionsfaktoren eine be-

deutende Rolle zu spielen. Zur Untersuchung dieser komplexen Pathomechanismen ist es

von entscheidender Bedeutung Tiermodelle zu verwenden, die klinische Charakteristika der

arteriellen Hypertonie wie chronisch-progressives Nierenversagen, linksventrikuläre Hyper-

trophie sowie hypertensive Vaskulopathie in sich vereinen. Daher wurde in der vorliegenden

Arbeit das 5/6 Nephrektomiemodell der Ratte verwendet.

Everolimus wird mit zunehmender Bedeutung als Bestandteil einer Tripeltheapie mit dem

Argument der Verringerung nephrotoxischer Cyclosporinwirkung eingesetzt. Studien an in-

flammatorsisch bedingten Niereninsuffizienzmodellen zeigen jedoch, dass mit Dosissteigerung

von Everolimus eine Verschlechterung der Nierenfunktion eintritt [1]. Ob diese Wirkung

auch bei nichtinflammatorisch bedingter Nierenschädigung besteht, ist bislang ungeklärt.

Zusammenfassend besteht das Ziel der vorliegenden Untersuchungen darin, am chronisch

niereninsuffizienten Rattenmodell vergleichend zu untersuchen, ob und in welchem Aus-

maß eine immunmodulierende Behandlung, durch Hemmung inflammatorischer und immu-

nologischer Pathomechanismen die Progression von hypertensiv bedingten Endorganschäden

beeinflussen kann. Da die Entstehung der chronischen Transplantatnephropathie ebenfalls

durch inflammatorische und immunologische Faktoren bedingt ist, könnten die Ergebnis-

se der Untersuchungen Hinweise auf die immunsuppressive Therapie nierentransplantierter

Patienten geben und somit einen therapeutischen Ansatz für die Prävention des Auftre-

tens der chronischen Transplantatnephropathie bieten. Außerdem werden immunsuppressi-

ve Therapieansätze bei verschiedensten Krankheitsbildern verfolgt, so dass bei gleichzeitig
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bestehender Nierenschädigung eine Abschätzung der Auswirkungen auf die Nierenfunktion

wünschenswert ist.

Im Detail werden folgende Parameter untersucht:

• Kreatinin-Clearance als Parameter der Nierenfunktion

• Höhe des systolischen Blutdrucks

• Ausmaß der links- und rechtsventrikulären Hypertrophie

• Renale mRNA-Expression der renalen Cyclooxygenase-2 (COX2)

• Renale mRNA-Expression des Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)

3 Material

• Ketamin 10 %(Ketanest R©)

• Xylazin 2% (Rompun R©)

• Braunol R©-Lösung (Firma Braun)

• Injektionsbesteck zur Intraperitonealnarkose

• Buprenorphin (Temgesic R©)

3.1 Operationsmaterial

• Stumpfe Haken

• Ethicon Vicryl 6/0 USP, Metric 1 (Ligatur)

• Dexon Bicolor II, 3/0 USP, Metric 2 (Muskel-/Hautnaht)

• Panthenol-Augensalbe

3.2 Tierhaltung

• Gemeinschaftskäfige Makrolon Typ 4

• Leitungswasser

• Weichholzgranulat

• Altromin R©-Tierfutter (Altromin Gmbh Lage/Lippe)
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3.3 Blutdruckmessung

• Wärmekammer

• Computergestützter Schwanzpletysmograph (Firma TSE, Bad Homburg)

• Restrainer

3.4 24-Stunden-Urin

• Stoffwechselkäfige

3.5 Blutprobenentnahme und Organpräparation

• Eppendorf - Pipettenstandardtipps 1000µl, 500µl Eppendorf AG Hamburg

• Eppendorf - Gefässe Safe - Lock 0, 5ml, 1, 5ml

• Kühlzentrifuge Eppendorf 5417 R, Eppendorf AG Hamburg

• Glasgeräte (Firma Braun KG, Melsungen)

• Analysenwaage (Sartorius AG)

• Flüssiger Stickstoff

• Methacarn (60% Methanol, 30% Chloroform, 10% Essigsäure)

• Ethanol 75

3.6 Molekularbiologie

• NucleoSpin R© RNA II Total RNA Isolation Kit (Macherey-Nagel Düren)

• First Strand cDNA Synthesis Kit, MBI Fermentas

• Bioanalyzer 2100 Firma Agilent

• Homogenisator Ultra Turrax T25, Jahnke und Kunkel

• Kühlzentrifuge Eppendorf 5417 R, Eppendorf AG

• Photometer, Shimadzu

• Gelkammer (90 Volt) Biorad

• Fotogerät und -drucker für Gele, SONY

• ThermoCycler PTC-200 und PTC-100, MJ Research Peltier
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• Taqman-Apparat ABI-Prism 7000 STS, Applied Biosystems, Darmstadt

• Pipette Reference 10-100 µl, 100-1000 µl, Eppendorf

• Mikrozentrifuge II, The Griffin Group, Inc. OHIO, USA

• Respirator, Rodent Ventilator 7025, UGO Basile

• Präzisionswaage, Satorius Laboratory

• Glasgefäße mit Schraubverschluss 20ml, Packard, Econoglass

4 Methoden

4.1 Tierexperimentelle Untersuchungen

Die tierexperimentellen Untersuchungen wurden über einen Zeitraum von insgesamt acht

Monaten durchgeführt. Die Eingriffe erfolgten unter Einhaltung des deutschen Tierschutz-

gesetzes und standen im Einklang mit den Richtlinien für Tierversuche des Instituts für

Klinische Pharmakologie, Charité Universitätsmedizin Berlin, Campus Benjamin Franklin.

Unter der Genehmigungsnummer G 0054/05 wurden die beschriebenen Tierversuche durch

das Landesamt für Arbeitsschutz, Gesundheitsschutz und technische Sicherheit Berlin geneh-

migt. Die Eingriffe erfolgten sämtlich nach dem in den Richtlinien festgelegten methodischen

Vorgehen. Je nach Gruppenzugehörigkeit wurden die Tiere dem entsprechenden gruppenspe-

zifischen operativen wie postoperativen Prozedere unterzogen.

4.2 Tierstamm und Haltung

Für die Studie wurden auschließlich gesunde männliche Wistar Ratten im Alter von zwei

Monaten verwendet. Die Tiere wurden über die Charles River Deutschland GmbH bezogen

und in der Forschungseinrichtung für experimentelle Medizin der FU Berlin (FEM) gehalten

und versorgt. Der operative Eingriff sowie die Blutdruckmessung und die Sammlung des 24-

Stunden-Urins wurden in speziellen Räumen des FEM durchgeführt. Die Tiere wurden über

einen Zeitraum von 28 Tage in Gruppen bis zu vier Tieren pro Käfig gehalten und engmaschig

auf Gewichtzunahme, äußerlichen Eindruck und Verhaltensauffälligkeiten kontrolliert. Beim

Auftreten von neurologischen Symptomen wie Krämpfen, starkem Gewichtsverlust, Atemnot,

Apathie oder anderen Anzeichen starker Schmerzen wurden die betroffenen Tiere vorzeitig

getötet. Die Tiere erhielten über den gesamten Zeitraum des Experimentes Zugang zu Futter

und Leitungswasser ad libitum. In den Tierställen herrschten konstante Bedingungen. Die

Temperatur lag bei 22◦ C, die Luftfeuchtigkeit lag bei 50%. Über automatisierte Lichtschalter

wurde ein 12-stündiger Tag-Nacht-Rhythmus geregelt; die Temperatur betrug konstant 22
◦C. Die abschließende Linksherzkatheteruntersuchung sowie die Organentnahme wurde in
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den Räumen der klinischen Pharmakologie im Universitätsklinikum Benjamin Franklin der

FU Berlin durchgeführt. Zu diesem Zweck wurden die Tiere in ihren Käfigen aus dem FEM

in die Klinik überführt und über einen Zeitraum von 24 Stunden zur Eingewöhnung im

Tierstall belassen, bevor die abschließenden Untersuchungen durchgeführt wurden.

4.3 Operationstechnik

Für den gesamten Versuch wurden lediglich Tiere in der 12. bis 13. Lebenswoche verwendet,

deren Gewicht sich zum Zeitpunkt der Operation zwischen 300 und 350g bewegte. Die Ope-

ration wurde unter semisterilen Bedingungen durchgeführt. Operationsbesteck wie Operati-

onsfeld wurden nach jeder Operation gewaschen und mit alkoholischer Lösung desinfiziert.

4.4 Operationsvorbereitung

Die Tiere wurden zur Operationsvorbereitung in den Vorbereitungsraum verbracht, aus den

Gemeinschaftskäfigen in Einzelkäfige umgesetzt, gewogen und entsprechend ihrem indivi-

duellen Gewicht narkotisiert. Die Anästhesie erfolgte durch intraperitoneale Injektion von

Ketanest S 25 in einer Dosis von 0,172mg/100g Körpergewicht sowie Xylazin 2% in einer

Dosis von 0,065mg/100g Körpergewicht. Im Anschluss an die Injektion wurden die Tiere in

die Einzelkäfige zurückgesetzt und bis zum Einsetzen der Narkose beobachtet. In Einzelfällen

mussten Anästhetika in niedriger Dosierung nachappliziert werden. Nach dem Eintritt der

Narkose wurde das Operationsfeld rasiert und panthenolhaltige Augensalbe zum Schutz vor

Austrocknung der Augen appliziert. Anschließend wurden die Tiere im Operationssaal atrau-

matisch in Rückenlage auf der Operationsunterlage fixiert und der Operationsbereich mit

jodhaltiger Desinfektionslösung desinfiziert. Mit Hilfe einer anatomischen Pinzette wurde

die Zunge manuell extrahiert, um eine ausreichende Spontanatmung zu gewährleisten und

eine Verlegung der oberen Atemwege im Verlauf der Operation zu verhindern.

4.5 Technik der 5/6-Nephrektomie

Voraussetzung für den Beginn der Operation war eine adäquate Narkosetiefe, welche durch

Setzen von Schmerzreifen mittels einer chirurgischen Pinzette in die unteren Pfoten be-

stimmt werden konnte. Bei adäquater Narkosetiefe wurde eine mediane Laparotomie mit

Spaltung von Haut, Muskulatur, Faszie und Peritoneum durchgeführt, um freien Zugang zur

Bauchhöhle zu erhalten. Magen, Darm, Leber und Milz konnten durch Einsatz von Wat-

testäbchen nach lateral und cranial verdrängt und mit stumpfen Haken fixiert werden. So-

mit wurde eine gute Übersicht über die zunächst zu präparierende linke Niere gewährleistet.

Nach Präparation des linken Nierenhilums durch Inzision des Peritoneum parietale und Ent-

fernung des peritonealen Fettgewebes wurde der Gefäßverlauf beurteilt und je nach Situation

ein bis zwei Seitenäste der Arteria renalis sinistra ligiert. Anschließend wurde die Niere ma-
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kroskopisch bewertet. Anhand der bläuchlich lividen Verfärbung des Nierenparenchyms mit

Ausbildung einer Demarkationslinie war es möglich, ischämisches Nierengewebe von noch

intaktem zu differenzieren. Auf diese Weise konnte, durch gezielte Identifikation und kon-

sekutive Ligatur einzelner arterieller Seitenäste die Perfusion von letztlich ca. 1/2 bis 2/3

der linken Niere dauerhaft unterbunden werden. Nach Kontrolle der Narkosetiefe wurde mit

der Präparation der rechten Niere begonnen. Hierfür wurden zunächst abermals benach-

barte Organe in der oben beschriebenen Weise mit Wattestäbchen und stumpfem Haken

verdrängt. Die rechte Niere wurde unter Schonung der Nebenniere, der Leber und des rech-

ten Nervus femoralis stumpf aus ihrem Lager herauspräpariert. Nach ihrer Freilegung konnte

im nächsten Schritt der gesamte Gefäßstamm mitsamt Ureter mittels Ligatur unterbunden

werden. Zur Vermeidung von Nahtinsuffizienzen und der daraus resultierenden Gefahr von

letalen Nachblutungen wurde die erste Ligatur durch eine zweite, weiter medial in Rich-

tung Aorta, verstärkt. Dies geschah unter Verwendung einer gebogenen Pinzette sowie einer

nichtresorbierbaren Handseide der Stärke 0. Zuletzt wurde die Niere mit einer stumpfen Pin-

zette gegriffen, Gefäßstamm und Ureter mit einer Präparierschere weit distal durchtrennt

und das Organ auf diese Weise komplett entfernt. Nach Kontrolle des Gefäßstumpfes auf

Nahtinsuffizienzen war die operative Reduktion des Nierengewebes um 5/6 abgeschlossen.

Nach nochmaliger Kontrolle des Operationserfolges auf der Gegenseite wurde mit dem Ver-

schluss der Bauchhöhle begonnen. Der Verschluss von Peritoneum und Muskelfaszie erfolgte

durch fortlaufende Naht mit resorbierbarem Nahtmaterial. Die Hautwunde wurde mittels

fortlaufender Naht intrakutan vernäht, um eine Eröffnung durch das Tier zu vermeiden. Zu-

letzt wurde der einzig zugängliche Knoten der Naht mittels eines Hautlappens gedeckt. Die

Eröffnung der Wunde durch das Tier selbst oder die Artgenossen konnte auf diese Weise in

allen Fällen verhindert werden. Abschließend wurde die Operationswunde mit Braunol des-

infiziert, das Tier in einen Käfig verbracht, der durch eine Heizdecke gewärmt wurde und bis

zum Abklingen der Anästhesie beobachtet. Zur postoperativen Analgesie wurde Buprenor-

phin (Temgesic R©) 0,04 mg/kg Köpergewicht in 0,9% Natriumchloridlösung verdünnt und

subkutan appliziert. Postoperativ wurden die Tiere erneut in Gemeinschaftskäfigen bis zu

vier Individuen gehalten. Die Analgesie der Tiere wurde für die ersten zwei postoperativen

Tage bei engmaschiger klinischer Beobachtung fortgeführt.

4.6 Applikation der Immunsuppressiva

Alle Immunsuppressiva wurden ab dem ersten postoperativen Tag täglich durch das geschulte

Personal des FEM oral per Gavage verabreicht. Cyclosporin A (Neoral) wurde in einer Dosis

von 10 mg/kg Körpergewicht, Everolimus (Certican) als Microemulsionlösung in den Dosen

0,5 mg/kg Körpergewicht und 2,5 mg/kg Körpergewicht gegeben. Die Everolimus Microe-

mulsionslösung wurde hierfür durch die Tierpfleger des FEM nach Einweisung täglich neu

hergestellt. Es wurden Dosierungen gewählt, die im Nierentransplantationsmodell der Ratte
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alleine und in einem synergistischen Regime mit Cyclosporin A verwendet werden können,

um eine chronische Abstossungsreaktion nach Nierentransplantation zu verhindern [24]. Der

Cyclosporinspiegel lag exemplarisch gemessen mit 90,3 µg/l im therapeutischen Bereich. Des

Weiteren wurde eine im Tiermodell gängige Cyclosporindosis gewählt.

4.7 Blutdruckmessung

Die systolische Blutdruckmessung wurde in der vierten postoperativen Woche mittels nichtin-

vasiver Tail-cuff-Methode am wachen Tier durchgeführt. Hierfür wurden die Tiere in me-

tallenen Röhren (Restrainern) fixiert, die in eine auf 40◦ C temperierte Kammer gelegt

wurden. Nach einer ca. 20 minütigen Eingewöhnungsphase wurde der systolische arterielle

Blutdruck der Schwanzarterie durch eine Blutdruckmanschette und einen Transducer be-

stimmt. Hierzu wurde initial der Blutfluss in der Schwanzarterie durch Erhöhung des Man-

schettendruckes unterbunden, um daraufhin durch langsames phasenweises Absenken des

Manschettendruckes eine Durchblutung wieder zu ermöglichen. Mittels des nachgeschalteten

Transducers konnte das Sistieren und erneute Auftreten des arteriellen Flusses digitalisiert

und per Computer dem jeweils herrschenden Druck in der Manschette korreliert werden.

Aus dem angezeigten Graphen des Druckes über den Blutfluss wurde der minimal benötigte

Druck zur Unterbindung der Durchblutung sowohl beim Anheben als auch beim Absenken

des Manschettendruckes bestimmt und die beiden Werte gemittelt. Zur Gewöhnung an die

Bedingungen der Messung und zur Minimierung des Effektes von Streuwerten wurden in

allen Fällen zunächst mehrere Probeversuche unternommen. Zudem wurde der Blutdruck

mindestens dreimal an zwei aufeinander folgenden Tagen zur selben Tageszeit von denselben

Personen bestimmt. Die gewonnenen Daten wurden im Computer gespeichert und anschlie-

ßend pro Individuum gemittelt.

4.8 Uringewinnung und Nierenfunktionsbestimmung

Zur Sammlung des Urins über 24 Stunden wurden die Tiere bei freiem Zugang zu Futter

und Trinkwasser einzeln in Stoffwechselkäfige gesetzt, deren spezieller Aufbau eine getrenn-

te Sammlung von Urin und Kot gewährleistet. Nach einer Adaptationszeit von 12 Stunden

wurde der bis dahin gesammelte Urin verworfen. Der nach weiteren 24 Stunden gesam-

melte Urin wurde dekantiert und das Urinvolumen durch Auswiegen bestimmt, wobei von

einem Gewicht von ca. 1g/ml ausgegangen wurde. Für die laborchemische Analyse wurden

nach sorgfältigem Durchmischen zwei Aliqouts von 1 ml für die auswärtige Bestimmung der

Elektrolyt-, Kreatinin- und Harnstoffkonzentrationen durch das Labor 28 und die Albumin

und Gesamtproteinkonzentrationen im Institut der klinischen Pharmakologie pipettiert und

bei -80◦ C gelagert. Der restliche Urin wurde nach Dekantieren in einem Szintillationsgefäss

aus Kunststoff bei -20◦ C aufbewahrt. Am Ende der vierten Woche wurden alle Tiere ein-

zeln in einen speziellen Stoffwechselkäfig überführt, welcher bei freiem Zugang zu Futter und
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Wasser die Asservation des 24-Stunden-Urins ermöglichte. Der Auffangmechanismus dieser

Käfige beruht auf der Tatsache, dass ihr Boden vollständig aus einem Metallgitter besteht,

welches sowohl von Kot als auch von Urin passiert werden kann. Flüssigkeiten fließen hierbei

aufgrund ihrer Oberflächenspannung an der Wand eines an der Unterseite des Käfigs ange-

schlossenen, sich nach unten verjüngenden Kunststoffkegels entlang, welcher sie von festen

Exkrementen trennt. In einem Kunststoffgefäß an der Spitze des Kegels werden diese flüssigen

Exkremente aufgefangen, gesammelt und einer weiteren Untersuchung zugänglich gemacht.

Die Bestimmung der Protein- und Albuminkonzentrationen der individuellen Proben erfolgte

labortechnisch in den Räumen des Institutes für klinische Pharmakologie, Charité Univer-

sitätsmedizin Berlin, Campus Benjamin Franklin, Charité - Berlin in Berlin-Steglitz.

4.9 Messung der linksventrikulären Funktion

Nach 28 Tagen wurden die Tiere gewogen und nach demselben Schema wie bereits in 4.4

beschrieben anästhesiert und für die Herzkatheteruntersuchung anhand der open-chest Me-

thode vorbereitet. Nach Kalibrierung des Herzkathetersystems konnte mit dem Eingriff be-

gonnen werden. Es wurde ein medianer Schnitt cranial der fossa infraclavicularis bis zum

Unterkiefer gesetzt und nach Inzision der Halsfaszie der M. sternohyoideus mit stumpfen Ha-

ken fixiert. Nach atraumatischer Präparation unter besonderer Schonung der Arteria carotis

und des Nervus vagus und Darstellung der Trachea, wurde unterhalb der Schilddrüse über

einen Froschschnitt eine Braunüle der Stärke 20 Gauge eingeführt. Hierüber erfolgte eine

kontinuierliche Beatmung mit einer Frequenz von 70 Atemzügen in der Minute und einem

Volumen von 7 ml, um der Kollabierung beider Lungen durch die nachfolgende Thorakoto-

mie entgegenzuwirken. Die Thorakotomie erfolgte über einen Schnitt lateral des Sternums

im 5. Interkostalraum, der durch einen Rippenspreizer geweitet wurde. Die Herzspitze wur-

de mit einer anatomischen Pinzetten gegriffen und der linke Ventrikel unter Sicht mit einer

Braunüle der Stärke 20 Gauge punktiert. Über diese Braunüle wurde ein Miliar-Katheter der

Stärke 2 French in den linken Ventrikel vorgeschoben und es wurde mit der Aufzeichnung

der linksventrikulären Drücke über einen Zeitraum von ca. 10 Minuten begonnen.

4.10 Asservation von Blut- und Serumproben

Zum Ende der vierten postoperativen Woche wurden die Tiere gewogen und ihr Allgemein-

wie Ernährungszustand beurteilt. Für die Narkosevorbereitung wurden die Ratten wiederum

in Einzelkäfige verbracht. Durch intraperitoneale Injektion von Ketamin S25 ( 0,174 mg /

100g KG ) und Xylazin 2% ( 0,065 mg / 100 g KG ) wurden die Tiere narkotisiert. Nach einer

Herzkathetheruntersuchung trat der Tod der Tiere durch Ausbluten über eine Verweilkanüle

ein. Das aufgefangene Blut wurde 20 min bei Raumtemperatur gelagert und anschließend

für 15 min bei 8000 U / min und 4◦C zentrifugiert. Das Serum wurde pipettiert und in 2

ml Eppendorfröhrchen in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Die anschließende Lagerung
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erfolgte bei - 80 ◦C. Aus diesen Proben wurde später die Konzentration von Kreatinin und

anderer Serumparameter ermittelt. Durchgeführt wurden diese Arbeiten vom Labor 28 in

Berlin-Wilmersdorf.

4.11 Organentnahme

Unmittelbar nach der Blutentnahme wurden Bauch- und Brusthöhle mittels Medianschnitt

eröffnet. Herz, Niere und Leber wurden makroskopisch begutachtet. Das Herz wurde ent-

nommen und nach Abtrennung der großen Gefäße sowie Entfernung von Blutresten gewo-

gen. Der rechte Ventrikel wurde septumnah vom linken Ventrikel abgetrennt und in einem

2 ml Eppendorfröhrchen in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Der linke Ventrikel wurde

erneut gewogen. Die Herzspitze wurde abgetrennt und ebenfalls schockgefroren. Niere, Ne-

bennieren, Lunge, Leber und Aorta wurden auf gleiche Weise präpariert sowie in Anteilen in

flüssigem Stickstoff eingefroren. Die Rattenkadaver wurden separat gesammelt und durch die

Tierkörperbeseitigung des Hauses entsorgt. Sämtliche in flüssigem Stickstoff schockgefrorene

Organproben wurden bei - 80 ◦C in den Räumen der Klinischen Pharmakologie, Charité Uni-

versitätsmedizin Berlin, Campus Benjamin Franklin, Charité - Berlin für die Verwendung in

weiterführenden Studien eingelagert.

4.12 Kreatinin-Clearance

Die Clearance-Leistung des gesamten Nierengewebes eines Organismus ist definiert als das-

jenige Plasmavolumen, welches innerhalb einer Zeiteinheit durch Harnbildung von einer be-

stimmten Substanz gereinigt wird. Sie wird üblicherweise in der Einheit [ml/min] ausge-

drückt. Zur Einschätzung der Nierenfunktion in den drei zu analysierenden Tiergruppen kam

in der vorliegenden Studie die auch im Rahmen von klinischen Fragestellungen gebräuchliche

Bestimmung der Kreatinin-Clearance zur Anwendung. Hierbei gilt die Formel:

C =
U × UV
S × t

C : Kreatinin-clearance in ml/min

U : Kreatininkonzentration im 24h-Urin (mg/dl)

UV : Uringesamtvolumen in 24h (ml)

S : Kreatininkonzentration im Serum (mg/dl)

t : Zeit (min)

Abbildung 1: Kreatinin-Clearance

Die Bestimmung der Kreatinin-Clearance eignet sich als Annäherung der glomerulären Fil-
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trationsrate, da Kreatinin im Glomerulus frei filtriert wird und keine nennenswerte tubuläre

Rückresorption erfolgt. Kreatinin fällt als Endprodukt des Muskelstoffwechsels in physio-

logisch konstanter Menge an, wobei von einem annähernd konstanten Verhältnis zwischen

Produktion und Ausscheidung ausgegangen werden kann. Die Tatsache, dass Kreatinin zu

einem geringen Anteil im renalen Tubulussystem aktiv sezerniert wird, führt dazu, dass die

effektive Filtrationsleistung des Nierenparenchyms (in allen Tiergruppen auf gleiche Weise)

in geringem Maße überschätzt wird.

4.13 Gesamt-RNA Extraktion

Die Extraktion der Gesamt-RNA aus dem Nierenkortexgewebe erfolgte mit dem Nucleo-

SpinKit R© (Qiagen) nach Anleitung des Herstellers. Das Prinzip dieses Verfahrens beruht

auf der reversiblen Bindung von Nucleinsäuren an Silikate in Gegenwart chaotroper Salze.

Nach Homogenisierung des Gewebes erfolgte die Lyse der Zellen durch Inkubation in dem

chaotropen Salz Guanidinisothiocyanatlösung (GTC), welches eine sehr effektive Denaturie-

rung und Inaktivierung von Proteinen und somit auch RNasen bewirkt. Durch Zugabe von

β -Mercaptoethanol konnte die Inaktivierung der RNasen noch verstärkt werden. Anschlie-

ßend wurden die Lysate filtriert und durch Zugabe von Alkohol und durch Absenken des pH

Wertes Bindebedingungen eingestellt, unter denen einzelsträngige Nucleinsäuren quantitativ

an eine Silica-Matrix binden. Durch das Einsetzen eines Puffers mit niedrigem Salzgehalt

kommt es anschließend zu einer Rehydratisierung und einem Ablösen der Nucleinsäuren

von der Matrix, welche nach Einsatz von DNAsen zur Verdauung genomischer DNA mit

RNA-freiem Wasser eluiert und bei -80◦ C vorübergehend gelagert wurden.

4.14 Bioanalyzer

Die Qualitätskontrolle und die Messung der Konzentration der extrahierten Gesamt-RNA

wurde mit dem Agilent 2100 Bioanalyzer durchgeführt. Hierbei handelt es sich um ein Gerät,

welches auf der LabChipTMTechnologie basierend eine automatisierte Elektrophorese auf ei-

ner Mikrofluid-Plattform bereitstellt. Die Längenseparation, die Aufnahme und Archivierung

des Gelbildes und seine Auswertung werden hierbei, zu einem Prozeß zusammengefasst, di-

gitalisiert. Des Weiteren kann anhand der RNA integrity number (RIN) die Integrität der

Gesamt-RNA geschätzt und somit die Qualität der RNA Probe beurteilt werden (Beispiel

siehe Abbildung 2).
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Abbildung 2: Elektropherogramm Probe Nx 5

4.15 cDNA Synthese

Die aus dem Nierengewebe extrahierte Gesamt- RNA musste, um eine quantitative real-time

PCR durchführen zu können und zur weiteren Lagerung in stabilere cDNA umgeschrieben

werden. Hierfür wurde der First Strand cDNA Synthesis Kit und das Protokoll der Fir-

ma MBI Fermentas verwendet. Aus der extrahierten Gesamt-RNA wird bei dieser Technik

durch das Enzym Reverse Transkriptase aus dem Moloney murine leukemia virus (MMLV-

RT) einer RNA-abhängigen DNA-Polymerase complementary DNA (cDNA) synthetisiert.

Als Primer dieser Reaktion dienten random hexamer Primer, die durch zufällige Hybridie-

sierung an der RNA die Vollständigkeit der in der RNA kodierten Information in der cDNA

sicherstellten. Für diese Reaktion wurde in einem ersten Schritt ein Ansatz mit einem Ge-

samtvolumen von 11µl aus 2µg der jeweiligen RNA, deren entsprechendes Volumen anhand

der mit dem Bioanalyzer gemessenen RNA-Konzentrationen berecht wurde, 1µl Random

Hexamer Primer und DEPC-Wasser erstellt. Die Reverse Transkription erfolgte in einem

zweiten Schritt, wobei dem Ansatz 4µl Reaktions Puffer, 1µl RNAse-Inhibitor, 2µl dNTP-

Mix sowie 2µl MMLV-RT hinzugefügt wurden (Schema siehe Abbildung 3).

70◦C(5min) 7→ 4◦C(4min)︸ ︷︷ ︸
Annealing

7→ 25◦C(10min) 7→ 37◦C(60min) 7→ 4◦C(10min)︸ ︷︷ ︸
Reverse Transkription

Abbildung 3: cDNA Synthese
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4.16 Polymerase chain reaction (PCR)

Mit Hilfe der polymerase chain reaction (PCR) ist es möglich definierte DNA Abschnitte

spezifisch zu vervielfältigen. Hierfür wurden PCR-Ansätze mit 50µl Volumen nach folgendem

Schema erstellt:

• 5µl 10x Reaction Buffer

• 1µl forward Primer (10µM)

• 1µl reverse Primer (10µM)

• 5µl dNTP Mix (2, 5mM)

• 1, 5µl MgCl2 (50mM)

• 35µl H2O

• 0, 5µl Taq- Polymerase

• 1µl Template

Die PCR lässt sich in die Phasen Denaturierung, Annealing und Elongation einteilen.

Während der Denaturierungsphase wird die Temperatur auf 95 ◦C erhöht, wodurch die Was-

serstoffbrücken zwischen den Basenpaaren aufgebrochen werden. An die nun einzelsträngige

DNA können sich im nächsten Schritt, der Annealingphase, bei ca. 55 ◦C (bzw. der Schmelz-

temperatur der Primer (Tm)), die sequenzspezifischen Oligunukleotide, forward und reverse

Primer, anlagern. In der Phase der Elongation wird bei 72 ◦C durch das Enzym Taqpoly-

merase die von den Primern markierte Sequenz amplifiziert.

4.17 Touch down PCR

Alle PCR wurden mit der touch down-PCR durchgeführt, bei der die Spezifität der Pri-

merbindung durch zyklusweise Annäherung der Annealing-Temperatur an die zu erwar-

tende Schmelztemperatur des Primers erhöht wird. Von einer anfänglich hohen Annealing-

Temperatur von 65◦ C, bei der wenige dafür aber hoch spezifische Amplifikate erzeugt wer-

den, wird die Annealing-Temperatur uber 30 Zyklen jeweils um 0,5 ◦C gesenkt, so dass sie

am Ende unter der Schmelztemperatur der Primer liegt. Abschließend wird über 10 Zyklen

mit einer Annealing-Temperatur von 55◦ C die Quantität der PCR erhöht (Schema siehe

Abbildung 4).
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95◦C(2min) 7→ 95◦C(30s) 7→ 65◦C(30s)︸ ︷︷ ︸
-0,5◦C

7→ 72◦C(40s)

︸ ︷︷ ︸
30 Zyklen

7→ 55◦C(30s)︸ ︷︷ ︸
10 Zyklen

Abbildung 4: touch down PCR

4.18 Quantitative real-time PCR

Das zugrunde liegende Prinzip der quantitativen real- time PCR ist die kontinuierliche Mes-

sung eines Fluoreszenzsignals, dessen Intensität proportional zur Menge der amplifizierten

DNA während der PCR ansteigt. Dadurch ist es möglich, eine quantitative Aussage über die

anfänglich vorhandene Menge an DNA einer PCR zu erhalten.

4.18.1 TaqMan- PCR

Die TaqMan PCR ist eine Form der real-time quantitativen PCR, für die zunächst ein

TaqMan - System, bestehend aus einer sequenzspezifischen TaqMan - Sonde und ein diese

umgebendes Primerpaar mit forward und reverse Primer, erzeugt werden muss. Dabei ist im

Falle der Amplifikation von cDNA darauf zu achten, dass die TaqMan- Sonde Exon- Exon

Grenzen überschneidet, um eine Hybridisierung an genomischer DNA auszuschliessen. Das

Prinzip der TaqMan - Sonde nutzt die 5’- 3’ Exonukleaseaktivität der Taqpolymerase sowie

den Förster resonance energy transfer (FRET) aus. Ein Reporter- Fluorochrom, das durch

Licht einer bestimmten Wellenlänge angeregt wird, gibt einen Teil seiner Energie, in Form

einer anderen Wellenlänge, an ein Quencher- Fluorochrom ab, das sich in ausreichender Nähe

befinden muss. Der Abbau der TaqMan-Sonde durch die Taqpolymerase erhöht den Abstand

zwischen Reporter und Quencher. Dadurch nimmt FRET und somit das Fluoreszenzsignal

des Quencher ab, während das des Reporters zunimmt. Durch die Akkumulation des PCR-

Produktes steigt die Fluoreszenz mit jedem weiteren Zyklus an (Beispiel siehe Abbildung 5).
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Abbildung 5: Delta Rn vs. Cycle

4.18.2 SYBR Green

Eine andere Möglichkeit der Quantifizierung des PCR-Produktes ist die Verwendung des

Fluoreszenzfarbstoffes SYBR-Green, der durch Interkalation mit doppelsträngiger DNA

einen fluoreszenten Komplex bildet. Je mehr doppelsträngige DNA im Verlauf der PCR ent-

steht, desto stärker wird das Fluoreszenzsignal. Diese Methode ist im Vergleich zur TaqMan

PCR unspezifischer, da SYBR Green mit jeder doppelsträngigen DNA interkaliert. Daher ist

es notwendig, die Spezifität des PCR-Produktes anhand von Schmelzkurven zu überprüfen.

Dabei wird die Fluoreszenzintensität bei zunehmender Temperatur aufgezeichnet und die
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erste Ableitung des entstehenden Graphen durch die beigefügte Software angezeigt. Idealer-

weise zeigt sich hier nur ein Peak, wo hingegen sich bei Verunreinigung und Amplifikation

von Nebenprodukten mehrere Peaks ergeben.

4.18.3 Oligonukleotide

Folgende Oligonukleotide wurden verwendet:

Standardprimer Sequenz

Cox2 Standard Forward 5’-CCTACgAAggAACTCAgCTCTgTg
Cox2 Standard Reverse 5’-ggCTTCAgCggTAATTTgATTCT
PBGD Standard Forward 5’-CgACACTgTggTAgCgATgC
PBGD Standard Reverse 5’-CTCTgTAgCTgCgCCACTCTCCTC
VEGFa Standard Forward 5’-gAgATgAgCTTCCTgCAgCATA
VEGFa Standard Reverse 5’-CCTTgCAACgCgAgTCTgT

TaqManprimer Sequenz

Cox2 Forward 5’-CCACCTCTgCgATgCTCTTC
Cox2 Reverse 5’-CATTCACCACggTTTTgACATg
PBGD Forward 5’-TgAAAACCTTgTACCCTggCATA
PBGD Reverse 5’-TCCAATCTTAgAgAgTgCAgTATCAAgA
VEGFa Forward 5’-CgCAAgAAATCCCggTTTAA
VEGFa Reverse 5’-CACgTCTgCggATCTTggA

TaqMan Sonde Sequenz

PBGD Sonde 5’-TTgAAATCATTgCTATgTCCACCACagg
VEGFa Sonde 5’-TCCTggAgCgTTCACTgTgAgCCTT

Tabelle 1: Oligonukleotide

4.19 Statistische Analyse

Die Auswertung der experimentell erhobenen Daten erfolgte mit SPSS 13.0 für Windows.

Alle Werte wurden als Mittelwert ± Standardfehler des Mittelwertes (mean ± SEM) an-

gegeben. Die statistische Analyse erfolgte, nach Prüfung auf Normalverteilung, mithilfe des

Mann-Whitney Test für nicht-parametrisch verteilte Populationen und mittels ANOVA mit

Bonferoni post - hoc Test bzw. t - Test Einzeltestung bei parametrischer Verteilung. Die

Überlebenszeitanalyse erfolgte nach der Kaplan-Meier-Methode mit dem Logrank-Test. Sta-

tistische Unterschiede wurden bei einem p ≤ 0, 05 als signifikant angenommen. Für die

grafische Darstellung der Ergebnisse wurde das Programm SigmaPlot verwendet.
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4.20 Gruppeneinteilung und Studiendesign

Im Alter von 12 Wochen wurden insgesamt 79 Wistar Ratten randomisiert und den Eingriffen

zugeteilt (siehe Tab. 2). Es wurde Everolimus in einer Dosierung verabreicht, die in einem

Nierentransplantationsmodell der Ratte sowohl die akute (0,5 mg/kg Körpergewicht) als

auch die chronische Abstossungsreaktion (2,5 mg/kg Körpergewicht) verhindern konnte [24].

Cyclosporin A wurde in einer Standarddosierung verabreicht. Die Durchführung der 5/6-Nx

bzw. Kontrolloperation erfolgte in der 12. Lebenswoche. Die Untersuchungen wurden nach

28 Tagen postoperativ durchgeführt.

Gruppe Behandlung Substanz Dosis

Ko Kontrolloperation /
Nx 5/6-Nephrektomie /
Eniedrig 5/6-Nephrektomie SDZ-RAD 0,5 mg/kgKG/d
Ehoch 5/6-Nephrektomie SDZ-RAD 2,5 mg/kgKG/d
CyA 5/6-Nephrektomie Cyclosporin A 10mg/kgKG/d

Tabelle 2: Studiendesign

5 Ergebnisse

5.1 Medikamentenspiegel

Die Bestimmung der Cyclosporin A und Everolimus Blutspiegel erfolgte über das Labor

der Charité. Es wurden zufällig ausgewählte Proben der Gruppen CyA und Eniedrig zur

Analyse versandt. Die in der Ehoch Gruppe verwendete Dosis ist im Tiermodell der Ratte

etabliert und führt zu Talspiegeln von ca. 20-40 ng/ml (persönliche Kommunikation mit Dr.

W. Schuler, Novartis). Der Cyclosporinspiegel betrug 90,3 µg/l, der Everolimusspiegel der

Eniedrig Gruppe betrug im Mittel 1,3 µg/l.

5.2 Letalität und Gewichtsentwicklung

Die nephrektomierten Gruppen zeigten mit Ausnahme der CyA Gruppe eine niedrigere Ge-

wichtszunahme pro Tag sowie ein niedrigeres Endgewicht gegenüber der Kontrollgruppe.

Zusätzlich war in der Gruppe Ehoch die tägliche Gewichtsaufnahme und das Endgewicht

niedriger als in der CyA Gruppe (siehe Tabelle 3). Die postoperative Letalität der Nephrek-

tomie über den Zeitraum von 28 Tagen liegt bei ca. 10-20 %, wobei die Operationsletalität bei
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ca. 5-10 % liegt. Insgesamt starben 16 von 60 nephrektomierten Tieren vorzeitig. Die Gruppe

Ehoch wies mit 52,63 % die höchste Letalität auf. Sie war um den Faktor 2,6 im Vergleich

zur unbehandelten Gruppe Nx erhöht. Die Letalität in den Gruppen Eniedrig und CyA war

im Vergleich zur unbehandelten Gruppe Nx nicht erhöht. Die Überlebenszeitkurven zeigten

einen Unterschied zwischen der Ehoch und der CyA Gruppe zu Gunsten der Cyclosporin A

Behandlung (Log-Rank-Test: p=0,003). Die Gruppe Ehoch wies das höchste Risiko auf, zu

Beginn der Beobachtungsperiode zu versterben (Log-Rank-Test: p < 0, 01 im Vergleich mit

der Kontrollgruppe) (siehe Abb. 6).

Gruppe Gewichtszunahme (g*Tag−1) Endgewicht (%) Letalität (%)

Ko 3, 08± 0, 97#† 123± 7#† 0
Nx −1, 74± 0, 95∗ 113± 7 ∗ † 20
Eniedrig −0, 277± 2, 22 ∗# 98± 17∗ 20
Ehoch −2, 32± 1, 20∗ 83± 7 ∗# 52, 63∗
CyA 1,96±0, 71#† 114± 5† 9, 5†

Tabelle 3: Endgewicht in Prozent des Ausgangsgewichtes und 28 Tage Letalität ∗ : p < 0, 05
vs. Kontrolle; # : p < 0, 05 vs. Nx; † : p < 0, 05 vs. Ehoch

Abbildung 6: Schätzung der Überlebensfunktion
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5.3 Systolischer Blutdruck

Der ermittelte systolische Blutdruck war in den nephrektomierten Gruppen mit Ausnahme

der Ehoch Gruppe gegenüber der Kontrollgruppe erhöht (siehe Abb. 7). Es bestand kein

Unterschied bezüglich des systolischen Blutdruckanstiegs nach 5/6 Nephrektomie zwischen

den mit Cyclosporin A behandelten und den unbehandelten Tieren. In der Gruppe Eniedrig

war der systolische Blutdruck um 18 mmHg gegenüber der unbehandelten Nx Gruppe erhöht.

Die Gruppe Ehoch zeigte verglichen mit der Nx Gruppe einen um 28mmHg niedrigeren

systolischen Blutdruck (siehe Abb. 7).

Abbildung 7: Systolischer Blutdruck nach 28 Tagen ∗ : p < 0, 05 vs. Kontrolle; # : p < 0, 05
vs. Nx; $ : p < 0, 05 vs. Ehoch und CyA

5.4 Linksventrikuläres Gewicht

In allen operierten Gruppen zeigte sich eine linksventrikuläre Hypertrophie (LVH) im Ver-

gleich zur Kontrollgruppe. Die Gruppe CyA zeigte zudem ein im Vergleich zur Nx Gruppe

um 11% niedrigeres linksventrikuläres Gewicht. Die mit Everolimus behandelten Gruppen

wiesen ein zur unbehandelten Gruppe Nx vergleichbares linksventrikuläres Gewicht auf (siehe

Abb. 8 auf der nächsten Seite).
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Abbildung 8: Relatives linksventrikuläres Gewicht nach 28 Tagen ∗ : p < 0, 05 vs. Kontrolle;
# : p < 0, 05 vs. Nx

5.5 Rechtsventrikuläres Gewicht

Eine Hypertrophie des rechten Ventrikels zeigte sich in den Gruppen Ehoch und der unbehan-

delten Gruppe Nx. In der Gruppe Eniedrig zeigte sich kein Unterschied in der Ausprägung

einer rechtsventrikulären Hypertrophie im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die mit Cyclosporin

A behandelten nephrektomierten Tiere zeigten im Vergleich zur Nx Gruppe und verglichen

mit der Ehoch Gruppe ein niedrigeres relatives rechtsventrikuläres Gewicht und befanden

sich auf dem Niveau der Kontrollgruppe (siehe Abb. 9 auf der nächsten Seite).
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Abbildung 9: Relatives rechtsventrikuläres Gewicht nach 28 Tagen ∗ : p < 0, 05 vs. Kontrolle;
# : p < 0, 05 vs. Nx $ : p < 0, 05 vs. CyA

5.6 Aortengewicht

Das relative Gewicht der Aorta in mg/mm als Marker der vaskulären Hypertrophie war in

allen nephrektomierten Gruppen gegenüber der Kontrollgruppe erhöht. Es zeigte sich zudem

eine weniger stark ausgeprägte vaskuläre Hypertrophie in der mit Cyclosporin A behandelten

Gruppe. Die Eniedrig und Ehoch Gruppe unterschied sich nicht von der unbehandelten Nx

Gruppe (siehe Abb. 10 auf der nächsten Seite).
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Abbildung 10: Relatives Aortengewicht ∗ : p < 0, 05 vs. Kontrolle; $ : p < 0, 05 vs. CyA

5.7 Linksventrikuläre Funktion

5.7.1 Maximale linksventrikuläre Druckanstiegsgeschwindigkeit

Die maximale linksventrikuläre Druckanstiegsgeschwindigkeit (+dp/dt/LVPmax) als Para-

meter zur Einschätzung der systolischen linksventrikulären Funktion war in der Gruppe

Eniedrig um 9% niedriger als die Kontrollgruppe. Es bestand kein Unterschied zwischen den

übrigen operierten Gruppen (siehe Abb. 11 auf der nächsten Seite).
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Abbildung 11: linksventrikuläre maximale Druckanstiegsgeschwindigkeit dp/dt/Max (mm-
Hg/s) nach 28 Tagen ∗ : p < 0, 05 vs. Kontrolle

5.7.2 Maximale linksventrikuläre Druckabfallsgeschwindigkeit

Die maximale linksventrikuläre Druckabfallsgeschwindigkeit (-dp/dt/LVPmax) als Zeichen

einer diastolischen Relaxationsstörung im Sinne einer diastolischen Herzinsuffizienz war in

den Gruppen Ehoch und CyA um 11 % und in der Gruppe Eniedrig um 13 % niedriger als

in der Kontrollgruppe. Kein Unterschied zeigte sich zwischen der gesunden Kontrollgruppe

und der unbehandelten Nx Gruppe (siehe Abb. 12 auf der nächsten Seite).
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Abbildung 12: linksventrikuläre maximale Druckabfallgeschwindigkeit dp/dt/Min (mmHg/s)
nach 28 Tagen ∗ : p < 0, 05 vs. Kontrolle

5.8 Serumkreatinin und Kreatinin-Clearance

Das Serumkreatinin war in der Nx Gruppe um 162% gegenüber der Kontrollgruppe erhöht

und die Kreatinin-Clearance um 53% niedriger (siehe Abb. 13 auf der nächsten Seite und

Abb. 14 auf der nächsten Seite). In der Ehoch Gruppe zeigte sich ein Serumkreatininanstieg

um 51% gegenüber der Nx Gruppe und ein Abfall der Kreatininklearance um 31%. Die

Ehoch Gruppe zeigte zusätzlich eine Erhöhung des Serumkratinins um 39% und eine um

33% niedrigere Kreatinin-Clearance gegenüber der CyA Gruppe.
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Abbildung 13: Serumkreatinin nach 28 Tagen

Abbildung 14: Kreatinin-Clearance pro 100mg Körpergewicht
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Abbildung 15: GFRBW vs Serumkreatinin über alle Gruppen

5.9 Albuminurie und Proteinurie

Die nephrektomierten Gruppen wiesen eine gegenüber der Kontrollgruppe erhöhte Protein-

urie und Albuminurie auf. Die Eniedrig Gruppe zeigte eine höhere Albuminurie im Vergleich

mit der CyA Gruppe (siehe Abb. 16 auf der nächsten Seite und Abb. 17 auf der nächsten

Seite).
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Abbildung 16: Albuminurie nach 28 Tagen

Abbildung 17: Proteinurie nach 28 Tagen

5.10 Klinische Chemie

Die fraktionierte Natriumausscheidung (FENA) war in den mit Everolimus behandelten

Gruppen Eniedrig und Ehoch gegenüber den Kontrolltieren erhöht. Des Weiteren zeigte sich
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eine höhere FENA in der Eniedrig Gruppe im Vergleich mit der CyA Gruppe. Die fraktionier-

te Harnstoffausscheidung (FEHST) war in der Ehoch Gruppe gegenüber den Kontrolltieren

und der unbehandelten Nx Gruppe erhöht. Die mit Cyclosporin A und Everolimus in niedri-

ger Dosis behandelten Tiere zeigten keine Erhöhung der FEHST. Der Serumalbuminspiegel

war in der Ehoch Gruppe sowohl gegenüber den Kontrolltieren, der unbehandelten Nx Grup-

pen, als auch gegenüber der CyA Gruppe erhöht. Zwischen den restlichen Gruppen zeigte

sich kein Unterschied in der Höhe des Serumalbumins. Die Serumtriglyzeride waren in allen

Gruppen unverändert im Vergleich zur Kontrollgruppe (siehe Tabelle 4).

Gruppe FENA FEHST (%) SAlbumin (g/l) STriglyzeride (mg/dl)

Ko 0,32±0, 07 77 ±2, 1 8,28 ±0, 38 85,11 ±36, 29
Nx 0,83±0, 24∗ 76 ±2, 0 7,57 ±0, 83 73,43 ±21, 90
Eniedrig 1, 64± 1, 3∗ 79 ±5, 0 6,53 ±1, 62 85,25 ±24, 38
Ehoch 1,16±0, 78∗ 90 ±2, 0 ∗# 5,54 ±0, 67 ∗#§ 120,44 ±53, 52
CyA 0,77±0, 27 ∗ ∓ 84 ±2, 0 7,70 ±0, 81† 99,94 ±37, 20

Tabelle 4: Fraktionierte Natriumausscheidung (FENA), Fraktionierte Harnstoffausscheidung
(FEHST), Serum Albumin und Serum Triglyzeride ∗ : p < 0, 05 vs. Kontrolle; # : p < 0, 05
vs. Nx; ∓ : p < 0, 05 vs. Eniedrig; † : p < 0, 05 vs. Ehoch; § : p < 0, 05 vs. CyA

5.11 COX2 mRNA-Expression

Die COX2 mRNA Expression war in der CyA Gruppe um 123% höher als in der Kontroll-

gruppe (siehe Abb. 18).

Abbildung 18: COX2 mRNA-Expression nach 28 Tagen
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5.12 VEGF mRNA-Expression

Die VEGF mRNA Expression war in der CyA Gruppe um 36% höher als in der Kontroll-

gruppe (siehe Abb. 19).

Abbildung 19: VEGF mRNA-Expression nach 28 Tagen

6 Diskussion

6.1 Letalität und Gewichtsentwicklung

Die mit Everolimus behandelten Tiere zeigten eine niedrigere Gewichtszunahme und in der

höheren Dosis ein signifikant niedrigeres relatives Endgewicht verglichen mit der unbehandel-

ten Nx Gruppe, wobei die Eniedrig Gruppe aufgrund der grossen Varianz keine Signifikanz

erreichte. Diarrhoen und Infektionen konnten als Ursache der verminderten Gewichtszu-

nahme ausgeschlossen werden, da die Tiere engmaschig überwacht wurden. Vergleichbare

tierexperimentelle Studien zeigten in niedrigerer Dosierung von Everolimus keinen, jedoch in

höherer Dosierung ebenfalls einen steigenden Einfluss auf die Gewichtsentwicklung. Deters

et al. untersuchten die Wirkung von Everolimus allein und in Kombination mit Cyclosporin

A auf den Gallenfluss an gesunden Wistar Ratten und sahen nach 2 wöchiger intraperi-

tonealer Gabe von Everolimus in einer Dosis von 1 mg/kg Körpergewicht keinen Einfluss

auf die Gewichtsentwicklung verglichen mit Placebo [25]. Höcherl et al. zeigten in Untersu-

chungen zur Nierenfunktion und zur renalen Expression der Cyclooxigenase 2 (COX-2) an

Sprague-Dawley Ratten einen signifikant negativen Einfluss der Everolimusgabe von 3 mg/kg
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Körpergewicht auf die Gewichtsentwicklung, unabhängig von einer Niedrigsalzdiät oder der

Blutdrucksenkung durch einen AT1 Rezeptorantagonisten oder ein Schleifendiuretikum [26].

Ein dosisabhängiger negativer Effekt auf die Gewichtsentwicklung durch den mTor Inhibitor

Sirolimus wurde bereits an Wistar Furth Ratten beschrieben [27]. Rovira et al. untersuchten

an 15 Wochen alten Wistar Ratten den Einfluss von Sirolimus auf die Gewichtsentwicklung

nach 10 Wochen. Sie bemerkten bei gleicher Nahrungs- und Wasseraufnahme eine um 30%

signifikant niedrigere Gewichtszunahme bei den mit Sirolimus behandelten Tieren verglichen

mit der Kontrollgruppe. Die Autoren beobachteten zudem eine Reduktion des Adipozyten-

durchmessers und eine erhöhte Insulinsensitivität unter der Behandlung mit Sirolimus [28].

Im Gegensatz zu den beschriebenen Befunden führt Sirolimus intracerebroventrikulär appli-

ziert zu einer rapide sinkenden Nahrungsaufnahme. Cota et al. identifizierten für die Ratte

den hypothalamischen Nucleus arcuatus als essentiell für die mTor und Leptin mediier-

te Regulation der Nahrungsaufnahme und der Energiebalance [29]. Hohe mTor Aktivität

und Expression war hier mit einer signifikanten Gewichtsabnahme assoziiert. Als mögliche

Erklärung für die bestehende Diskrepanz zwischen den hier beobachteten und den zitierten

Befunden mag die Dauer des Applikationzyklusses dienen, so dass eine unterschiedliche kurz-

und langfristige Regulation bzw. Adaptation denkbar wäre. Für de novo nierentransplantier-

te Patienten konnten Diekmann et al. in einer post hoc Analyse von fünf klinischen Studien

einen Zusammenhang der Behandlung mit dem mTOR Inhibitor Sirolimus innerhalb der

ersten sechs Monate und einer niedrigeren Gewichtszunahme beschreiben [30].

Die mit Cyclosporin A behandelten Tiere waren im Hinblick auf das relative Endgewicht den

unbehandelten nephrektomierten Tieren vergleichbar, obwohl sie eine im Durchschnitt nied-

rigere tägliche Gewichtszunahme aufwiesen. Auch für Cyclosporin A wurde im Tiermodell

eine verminderte Nahrungsaufnahme beschrieben [27]. Güray et al. verabreichten im gleichen

5/6 Nierenreduktionsmodell der Ratte Cyclosporin A intraperitoneal in einer vergleichbaren

Dosierung (10mg/Kg Körpergewicht) und konnten nach 28 Tagen ebenfalls keinen Unter-

schied zu unbehandelten Tieren feststellen [31]. In der vorliegenden Untersuchung wirkte

sich die Gabe von Cyclosporin A im Vergleich mit der Ehoch Gruppe signifikant geringer auf

die Gewichtsentwicklung aus. Die Letalität insbesondere in der unmittelbaren Phase nach

Nierenschädigung war in der Ehoch Gruppe deutlich erhöht (siehe Abb. 6 auf Seite 23).

Es bestand ein signifikanter Unterschied der Überlebenswahrscheinlichkeit in der Log-Rank

Analyse gegenüber den mit Everolimus in der höheren Dosierung behandelten Tieren und

den mit Cyclosporin behandelten Tieren bzw. der Kontrollgruppe (p=0,003 und p=0,0003).

Ein direkter Zusammenhang der erhöhten Letalität der Ehoch Gruppe mit der verminder-

ten Gewichtszunahme erscheint aufgrund der zeitlichen Nähe zum Operationszeitpunkt eher

unwahrscheinlich.

In den anderen nephrektomierten Gruppen zeigte sich keine erhöhte Letalität im Vergleich

35



mit unbehandelten nephrektomierten Tieren. Die durchgeführten Autopsien der verstorbe-

nen Tiere liessen eine Blutung als Ursache ausschliessen, so dass von einem Tod durch akutes

Nierenversagen ausgegangen werden kann.

6.2 Systolischer Blutdruck, Herzhypertrophie und vaskuläre Hy-

pertrophie

Im angewandten 5/6 Nephrektomiemodell der Ratte entwickeln die Tiere durch teilweise In-

farzierung der linken Niere einen ausgeprägten renalen Hypertonus, im Gegensatz zum 5/6

Nephrektomiemodell durch chirurgische Exzision des oberen und unteren Nierenpols, in dem

keine signifikante Blutdrucksteigerung erreicht wird [32]. 28 Tage nach der Operation zeigte

sich ein signifikanter Unterschied von 47 mmHg ±7, 2 zwischen den gesunden Kontrolltieren

und der nephrektomierten, unbehandelten Nx Gruppe (Kontrolle 132 mmHg ±3, 1 vs. Nx

180 mmHg ±5, 7). Es entwickelte sich ferner als Folge des systolischen Blutdruckes eine links-

ventrikuläre Hypertrophie mit einer signifikanten Zunahme des relativen linksventrikulären

Gewichtes nach 5/6 Nephrektomie im Vergleich zu den Kontrolltieren. Ebenso zeigte sich

eine Vergrösserung des rechten Ventrikels als kompensatorische Folge einer Volumenbelas-

tung bzw. einer Linksherzinsuffizienz. Als weiterer hypertensiver Endorganschaden war das

relative Aortengewicht nach Nephrektomie signifikant erhöht, was in diesem Modell durch

ein hypertrophes remodelling der intima media begründet ist [33].

Die Behandlung mit Everolimus in zwei Dosierungen führte im verwandten Modell zu unter-

schiedlichen Ergebnissen. So wiesen die Tiere der Eniedrig Gruppe mit 198 mmHg ±7, 3 von

allen untersuchten Gruppen den höchsten systolischen Blutdruck auf, der mit 65 mmHg ge-

genüber der Kontrollgruppe und 18 mmHg gegenüber den unbehandelten nephrektomierten

Tieren erhöht war. Korresspondierend zu diesem Befund zeigte sich die vaskuläre Hyper-

trophie besonders ausgeprägt, erreichte aber keine Signifikanz gegenüber der unbehandelten

Nx Gruppe. Die linksventrikuläre Hypertrophie war vergleichbar mit der unbehandelten Nx

Gruppe und das relative rechtsventrikuläre Gewicht zeigte sich nicht signifikant gegenüber

der Kontrollgruppe erhöht, wies allerdings auch keine Signifikanz zur unbehandelten Nx

Gruppe auf.

In der höheren Dosierung mit 2,5 mg/kg Körpergewicht zeigte die Behandlung mit Evero-

limus unerwartet einen signifikant niedrigeren Blutdruck gegenüber der unbehandelten Nx

Gruppe, sowie einen mit einer Differenz von 46 mmHg ±9, 8 deutlich niedrigeren systolischen

Blutdruck gegenüber der Behandlung mit Everolimus in der niedrigeren Dosis von 0,5 mg/kg

Körpergewicht. Hinsichtlich der Ausprägung hypertensiver Endorganschäden befand sich die

Ehoch Gruppe auf dem Niveau der unbehandelten Nx Gruppe in Bezug auf die Ausprägung
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der linksventrikulären Hypertrophie, der rechtsventrikulären Hypertrophie und des relativen

Aortengewichtes. Durch das Auftreten von typischen hypertensiven Endorganschäden in der

Ehoch Gruppe, in einer Ausprägung, die der unbehandelten Nx Gruppe und der Eniedrig

Gruppe vergleichbar ist, erscheint eine frühere erhebliche Steigerung des systolischen Blut-

druckes durchaus denkbar, zumal die Tiere einen schlechten klinischen Zustand, eine negative

Gewichtsbilanz und eine hohe Letalität aufwiesen.

Vogelbacher et al. konnten in einem vergleichbaren Modell keinen Einfluss der Everolimus-

gabe auf den Blutdruck zeigen, begannen mit der Everolimusgabe allerdings auch am 3.

postoperativen Tag, so dass der Einfluss der Interferenz von Everolimus mit frühen adapta-

tiven Prozessen im 5/6 Nephrektomiemodell der Ratte nicht untersucht werden konnte [34].

Die Einschätzung der myokardialen Funktion erfolgte anhand der maximalen linksventri-

kulären Druckanstiegs- und Druckabfallsgeschwindigkeit (siehe Abb. 11 auf Seite 28 und

Abb. 12 auf Seite 29). Einzig die Eniedrig Gruppe zeigte Zeichen einer beeinträchtigten

systolischen linksventrikulären Funktion. Hinsichtlich der diastolischen linksventrikulären

Funktion zeigten sowohl die mit Everolimus, als auch die mit Cyclosporin A behandelten

nephrektomierten Gruppen eine eingeschränkte linksventrikuläre Relaxation.

Der mTOR Signalweg spielt eine zentrale Rolle im Zellzyklus durch eine Modulation der

Translationsprozesse und ist daher auch an der kardialen Hypertrophie beteiligt. Derzeit exis-

tieren zum Teil widersprüchliche Ergebnisse hinsichtlich der Beeinflussung der kardialen Hy-

pertrophie durch mTOR Inhibitoren. Ein intakter mTOR/p70 S6K Signalweg scheint essenti-

ell für die schnelle, adaptative Myokardhypertrophie im experimentellen Drucküberlastungs-

modell der Ratte durch aortic banding zu sein [35]. Kemi et al. zeigten in einem Mausmodell

eine Aktivierung von mTOR bei physiologischer kardialer Hypertrophie durch Ausdauer-

training und eine Inaktivierung von mTOR in Kombination mit einer Reaktivierung fetaler

Genprogramme (schwere β-myosin Kette, atrialer natriuretischer Faktor, Skelettmuskel Ak-

tin) durch Drucküberlastung [36]. In einem transgenen Mausmodell konnten Shen et al.

wiederum keinen Einfluss der mTOR Kinaseaktivität auf die kardiale Hypertrophie, wohl

aber auf die kardiale Funktion zeigen [37].

Im hier verwandten 5/6 Nephrektomiemodell der Ratte zeigte sich zusammenfassend kein

Einfluss von Everolimus auf die Ausprägung der kardialen Hypertrophie und der vaskulären

Hypertrophie, jedoch eine gestörte diastolische Relaxation und eine eingeschränkte systoli-

sche myokardiale Funktion in der Ehoch Gruppe.

Die Cyclosporin A Behandlung zeigte keinen Einfluss auf die Erhöhung des systolischen

Blutdruckes nach 5/6 Nephrektomie. Die Ausprägung hypertensiver Endorganschäden wur-

de am Herzen deutlich gemildert. So zeigte sich sowohl die links-, als auch die rechtsven-
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trikuläre Hypertrophie im Vergleich zu der unbehandelten Nx Gruppe signifikant niedriger

ausgeprägt. Ebenfalls signifikant vermindert war das relative Aortengewicht. Die kardiale

Funktion gemessen an der maximalen linksventrikuläre Druckanstiegsgeschwindigkeit, war

unverändert im Vergleich zur unbehandelten Nx Gruppe, jedoch wies die CyA Gruppe ei-

ne verminderte maximale linksventrikuläre Druckabfallsgeschwindigkeit im Sinne einer dia-

stolischen Insuffizienz auf. Es ist bekannt, dass der Kalzium-Calcineurin Signalweg in die

Enstehung der kardialen Hypertrophie involviert ist [38] und Cyclosporin A über Inhibition

von Calcineurin mit der Expression hypertropher genetischer Programme interferiert [39].

Goldspink et al. konnten im Tiermodell eine Abschwächung der Angiotensin II induzierten

linksventrikulären Hypertrophie durch Cyclosporin A zeigen [40]. Oie et al. zeigten in einem

postischischämischen Herzinsuffizienzmodell der Ratte ebenfalls eine verminderte linksventri-

kuläre Hypertrophie, jedoch darüber hinaus eine vermehrte Dilatation des linken Ventrikels,

die ebenfalls mit einer Relaxationsstörung des linken Ventrikels einherging [41]. Eine Inhibiti-

on der physiologischen Anpassung des Herzens an eine dauerhafte Nachlasterhöhung scheint

in dem betrachteten Modell zu Lasten der kardialen Funktion zu gehen. Um diese Frage

klären zu können, müsste eine Einschätzung des pulmonalvenösen Druckes vorgenommen

werden, was jedoch nicht Gegenstand der vorliegenden Arbeit ist. Zusammenfassend lässt

sich im Modell der 5/6 nephrektomierten Ratte ein protektiver Effekt der Cyclosporin A Be-

handlung auf die Ausprägung der kardialen Hypertrophie und des vaskulären remodellings

nachweisen.

6.3 Nierenfunktion

Allgemein ist die Bestimmung der Kreatinin-Clearance bei Ratten als Einschätzung der glo-

merulären Filtrationsrate umstritten. Dies wird auf eine unterschiedliche aktive tubuläre Se-

zernierung von Kreatinin in Abhängigkeit vom verwendeten Tierstamm zurückgeführt. Daher

wurde eine Korrelation für alle 61 untersuchten Tiere der bestimmten, auf das Körpergewicht

normalisierten, Kreatinin-Clearance mit dem Serumkreatininwert in einer einfachen nicht li-

nearen Regression (Hyperbelfunktion) durchgeführt. Es zeigte sich ein r2 von 0,9779 (siehe

Abb. 15 auf Seite 31). Des Weiteren sind die gemessenen Clearancewerte der Kontrolltiere

vergleichbar mit publizierten Daten der glomerulären Filtrationsrate gemessen durch die In-

ulin Clearance an anästhesierten Ratten [42]. Die durchgeführte 5/6 Nephrektomie führte

in allen nephrektomierten Gruppen zu einem signifikanten Anstieg des Serumkreatinins und

zu einem signifikanten Abfall der auf das Körpergewicht normalisierten Kreatinin-Clearance.

In den mit Everolimus in unterschiedlicher Dosierung behandelten Gruppen, zeigte sich ei-

ne dosisabhängige Verschlechterung der Nierenfunktion anhand einer signifikant niedrigeren

Kreatinin-Clearance der Ehoch Gruppe gegenüber der unbehandelten Nx Gruppe und den

mit Cyclosporin A behandelten nephrektomierten Tieren. Albuminurie und Proteinurie wa-
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ren ebenfalls nach 5/6 Nephrektomie in allen Gruppen gegenüber den Kontrolltieren erhöht,

erreichten aber nur in der Eniedrig Gruppe Signifikanz gegenüber der CyA Gruppe (siehe

Abb. 16 auf Seite 32 und Abb. 17 auf Seite 32). Die fraktionierte Natriumausscheidung (FE-

NA) stieg nach Nephrektomie in der unbehandelten Nx Gruppe und der CyA Gruppe leicht

an, erreichte aber nur in den mit Everolimus behandelten Gruppen ein signifikantes Niveau.

Die fraktionierte Harnstoffausscheidung (FEHST) war in der Ehoch Gruppe gegenüber den

Kontrolltieren und der unbehandelten Nx Gruppe erhöht. Die mit Cyclosporin A und Evero-

limus in niedriger Dosis behandelten Tiere zeigten keine Erhöhung der FEHST (siehe Tab. 4

auf Seite 33). Beim Menschen kann anhand der fraktionierten Natriumausscheidung eine

valide Einschätzung des akuten Nierenversagens (ANV) hinsichtlich prärenaler und renaler

Genese vorgenommen werden [43]. Hier spricht eine FENA kleiner als 1 für ein prärenales

ANV und grösser als 2 für ein renales ANV. Da für die Ratte keine Normalwerte der FE-

NA existieren, ist eine solche Aussage schwer zu treffen. Der signifikante Anstieg der frak-

tionierten Natriumausscheidung in den Everolimusgruppen im Vergleich lässt aber auf eine

verminderte tubuläre Reabsorption im Sinne einer tubulären Nekrose schliessen. Der im Ver-

gleich zur unbehandelten Nx Gruppe signifikant niedrigere Serumalbuminspiegel der Ehoch

Gruppe bietet u.a. auch eine mögliche Erklärung für den unerwartet niedrigen systolischen

Blutdruck der Ehoch Gruppe.

Unter bestimmten Umständen können die mTOR Inhibitoren, die antiproliferativ, immuno-

suppressiv und per se nicht nephrotoxisch wirken, die Nierenfunktion beim Menschen ver-

schlechtern. Dies ist bei nierentransplantierten Patienten nach der Umstellung von einem im-

munsuppressiven Regime mit Calcineurininhibitoren auf mTOR Inhibitoren beschrieben [44].

Eine wichtige Rolle scheint dabei das Ausmaß des vorbestehenden Nierenschadens insbeson-

dere der Proteinurie zu spielen. Beim Menschen wird eine Proteinurie über 800mg am Tag

und eine GFR unter 40 ml/min vor Konversion mit einer schlechteren Nierenfunktion nach

Konversion in Verbindung gebracht [45]. Die Wirkung der mTOR Inhibitoren insbesondere

von Everolimus ist daher im Tierversuch an unterschiedlichen Schädigungsmustern der Nie-

re getestet worden. Daniel et al. untersuchten im anti-Thy1 Glomerulonephritismodell der

Ratte den Einfluss von Everolimus in unterschiedlicher Dosierung und zu unterschiedlichen

Zeitpunkten [1]. In diesem Modell kommt es nach einer initialen ein- bis zweitägigen mesan-

giolytischen Phase mit maximaler Einwanderung inflammatorischer Zellen zu einer Phase

mesangialer Zellproliferation mit Akkumulation extrazellullärer Matrix, die ca. 3 - 14 Tage

andauert. Die in dieser Studie verwendete höhere Dosis von 3 mg/kg Körpergewicht führte zu

einer hohen Mortalitat und einer Verschlechterung der Nierenfunktion, die histologisch mit

einer signifikanten Glomerulosklerose und interstitiellen Fibrose einherging. Des Weiteren

verzögerte die Everolimusbehandlung die Rückbildung von kapillären Mikroaneurysmen, die

sich in diesem Modell als Folge der glomerulären Endothelverletzung ausbilden. In einer nied-

rigeren Dosis von 0,3 mg/Kg Körpergewicht war der histologische Nierenschaden fast gänzlich
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auf das Mesangium beschränkt und es traten keine Veränderungen der glomerulären Archi-

tektur auf. Daniel et al. schlussfolgerten eine Schlüsselrolle der endothelialen Schädigung in

der Entwicklung der Nierenfunktionsverschlechterung durch Everolimusgabe. Faktoren, die

entscheidend für das Auftreten einer Verschlechterung der Nierenfunktion zu sein scheinen,

sind in diesem Modell die Zeit vom Beginn der Schädigung bis zur ersten Everolimusgabe, die

Dosis und das Ausmaß der Nierenschädigung mit Beteiligung des glomerulären Endothels.

Krämer et al. konnten im anti-Thy1 Glomerulonephritismodell der Ratte für die chronische

Phase nach Tag 10 der Antikörperinjektion einen positiven Einfluss auf den Krankheitsver-

lauf hinsichtlich dem Fortschreiten der Glomerulosklerose, der tubulointerstitiellen Fibrose

und der Niereninsuffizienz durch die Gabe von Sirolimus beschreiben [46].

In einem Tiermodell der thrombotischen Mikroangiopathie, das ein vorwiegend endotheliales

Schädigungsmuster aufweist, konnte eine Verzögerung der endothelialen Reparaturmechanis-

men gezeigt werden, die sich aber nicht negativ auf die Mortalität und die Nierenfunktion

auswirkte [47]. Eine deutliche Inhibition der VEGF Expression wurde in diesem Modell eben-

falls beobachtet, was als zusätzlicher Mechanismus der verzögerten endothelialen Heilung

zur antiproliferativen Wirkungsweise von mTOR Inhibitoren gewertet wurde. Diese Unter-

suchung erweiterte das Modell der additiven Nierenschädigung durch Everolimus durch die

Beobachtung, dass nicht das Muster der Nierenschädigung per se, sondern das Ausmaß der

Beteiligung der glomerulären Architektur entscheidend für die Prognose zu sein scheint.

Griffin et al. untersuchten zwei unterschiedliche Niereninsuffizienzmodelle der Ratte auf Un-

terschiede in der Entwicklung einer systolischen arteriellen Hypertonie, dem Ausmaß der

Glomerulosklerose und der renalen Reninexpression [32]. Interessanterweise führte nur die

5/6 Nephrektomie durch Ligation einzelner Äste der A. renalis und nicht die Exzision beider

Nierenpole zur kurzfristigen Erhöhung des systolischen arteriellen Blutdruckes einhergehend

mit einer Glomerulosklerose und einer initial erhöhten Reninexpression. Diese erhöhte Re-

ninexpression der nichtinfarzierten Nierenanteile scheint für das Aussmass der systemischen

arteriellen Hypertonie in der initialen Phase entscheidend zu sein, wobei für die Aufrechter-

haltung der Hypertonie im Anschluss an diese Phase andere Mechanismen wie beispielsweise

eine Volumenbelastung eine Rolle zu spielen scheinen. Die von Griffin et al. untersuchten

Tiere wiesen des Weiteren in Mikropunktionsstudien einzelner Nephrone keine Unterschiede

hinsichtlich der glomerulären Filtrationsrate und des Plasmaflusses auf. In weiteren Un-

tersuchungen konnten Griffin et al. die systemische arterielle Hypertonie, das Ausmaß der

Übertragung dieser systemischen Hypertonie auf das kapilläre Organbett und die lokale Sus-

zeptibilität des Gewebes auf ein Barotrauma als Faktoren der Organfunktionsverschlechte-

rung der hypertensiven renalen Schädigung ausmachen [33]. Unter physiologischen Vorraus-

setzungen verhindert die Autoregulation der präglomerulären Gefässe als primärer Schutz-

mechanismus die Weiterleitung eines episodisch oder längerfristigem Blutdrucksanstiegs auf

40



das renale Gefässystem. Dadurch ist eine relativ konstante Aufrechterhaltung des renalen

Blutflusses und des glomerulären hydrostatischen Druckes gewährleistet. Sobald sich aber

das Niveau des systemischen Blutdruckes oberhalb der autoregulatorischen Kapazität der

Niere befindet, kommt es unabhängig von der Intaktheit der Autoregulation zu einer renalen

Schädigung. Der Schwellenwert des schädigenden Blutdruckniveaus ist dabei bei vorbestehen-

den Nierenerkrankungen generell niedriger, da eine vorbestehende vaskuläre Schädigung die

autoregulatorische Reaktion beeinträchtigen und diese dadurch selbst die renale Schädigung

potenzieren kann [48].

Vogelbacher et al. untersuchten den Einfluss der Everolimusgabe auf den Blutdruck und

die Nierenfunktion an einem 5/6 Nephrektomiemodell durch Infarzierung und begannen mit

der Everolimusgabe am 3. Tag nach Ligation [34]. In dieser Untersuchung zeigte sich zwar

ebenfalls eine erhöhte Mortalität und eine Verschlechterung der Nierenfunktion jedoch kein

Anstieg des systemischen arteriellen Blutdruckes, so dass von einer teilweise blutdruckun-

abhängigen Schädigung ausgegangen werden kann.

Diekmann et al. untersuchten den Einfluss von Sirolimus auf die Nierenfunktion und die

VEGF Expression an einem 5/6 Nephrektomiemodell durch Kryoablation [49] und began-

nen 6 Wochen nach Kryoablation und mit dem Einsetzen der Proteinurie die Behandlung

mit Sirolimus. Es zeigte sich unter Behandlung eine Verminderung der Proteinurie und eine

histologisch weniger stark ausgeprägte Nierenschädigung verglichen mit der unbehandelten

Kontrollgruppe. Des Weiteren konnte die Aktivierung des VEGF Systems, gemessen an der

VEGF Konzentration im Serum, abgeschwächt werden. Diese Befunde sind jedoch mit den

hier erhobenen Daten schwer vergleichbar, da die Behandlung mit einem mTOR Inhibitor zu

einem späteren Zeitpunkt erfolgte und unterschiedliche Reparatur- und Adaptationsmecha-

nismen für die frühe und späte Phase nach 5/6 Nephrektomie postuliert werden [50] [51]. Im

hier verwendeten Nephrektomiemodell wurde am Tag 1 nach Nephrektomie mit der Behand-

lung mit Everolimus begonnen. Es zeigte sich nach 4 Wochen kein signifikanter Unterschied

im Ausmaß der Proteinurie im Vergleich mit der nephrektomierten Kontrollgruppe, jedoch

eine signifikant erniedrigte Kreatinin-Clearance der Ehoch Gruppe. Übereinstimmend mit

diesen Beobachtungen zeigen sich die Ergebnisse von Nakagawa et al. [52], die im selben

Nephrektomiemodell Everolimus mit 2,0 mg/kg Körpergewicht in einer ähnlichen Dosierung

wie der Ehoch Gruppe verabreichten, jedoch im Unterschied zu der hier durchgeführten Un-

tersuchung mit der Gabe nach 2 und nach 8 Wochen begannen. Auch hier kam es zu einer

Abnahme der Kreatinin-Clearance einhergehend mit erhöhten Serumharnstoffkonzentratio-

nen unter Everolimusgabe. Rovira et al. untersuchten in einem Kryoablationsmodell der

Ratte die präventive Gabe von Sirolimus auf die Entwicklung einer glomerulären Hypertro-

phie und Proteinurie und begannen mit der Gabe von Sirolimus 7 Tage vor und 12 Wochen

nach Nephrektomie [53]. Es zeigte sich kein Einfluss der Behandlung mit Sirolimus auf die
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Nierenfunktion, jedoch liess sich die Ausbildung der glomerulären Hypertrophie durch eine

frühzeitige mTOR Inhibition beeinflussen.

Die unterschiedlichen Beobachtungen der einzelnen Autoren hinsichtlich des Einflusses einer

mTOR Inhibition nach Nierenschädigung scheinen mit dem Zeitpunkt des Behandlungsbe-

ginnes bzw. dem Krankheitsstadium sowie der Art und dem Ausmaß des initialen Nieren-

schadens zusammenzuhängen und zudem dosisabhängig zu sein.

6.4 COX2 und VEGF Expression

Die corticale Expression der Cyclooxygenase-2 Isoform ist bei gesunden adulten Ratten nied-

rig, im angewandten 5/6 Nephrektomiemodell der Ratte kommt es jedoch zu einem selektiven

Anstieg der COX2 Expression in macula densa Zellen, Podozyten und der pars recta des dis-

talen Tubulus [54]. Die zugrunde liegenden Mechanismen hierfür sind bislang unklar. Vaso-

dilatatorische Prostaglandine wie das Prostaglandin E2, welches durch die Cyclooxygenase-2

synthetisiert wird, scheinen ursächlich mit der Entwicklung der Nierenfunktionveränderung

verknüpft zu sein. Sanchez et al. konnten eine Abschwächung der Nierenfunktionsverschlech-

terung in der ersten Woche nach 5/6 Nephrektomie durch selektive Hemmung der COX2

Expression durch den spezifischen Inhibitor NS-398 zeigen [55].

Sowohl hämodynamische als auch inflammatorische Mechanismen sind an der Pathogenese

des chronischen Nierenversagens beteiligt. Kong et al. zeigten einen Vorteil der Kombina-

tion einer Blockade des Renin- Angiotensin-Aldosteron Systems (RAAS) und einer COX2

Inhibierung im 5/6 Nephrektomiemodell der Ratte gegenüber einer Einzelgabe [56]. Ebenso

konnte in unabhängigen Arbeiten eine stärkere Nephroprotektion durch die Kombination

einer RAAS Blockade mit einer immunosuppressiven Substanz (Mycophenolat,Tacrolimus)

im 5/6 Nephrektomiemodell gezeigt werden [57]. Im hier angewandten 5/6 Nephrektomie-

modell zeigte sich nach 4 Wochen immunsuppresiver Behandlung einzig in der CyA Gruppe

eine Erhöhung der COX-2 mRNA Expression.

Der Vascular endothelial growth factor (VEGF) stimuliert u.a. die endotheliale Zellpro-

liferation, vermittelt die endothelabhängige Vasodilatation, induziert eine mikrovaskuläre

Hyperpermeabilität und beeinflusst die Zusammensetzung der extrazellulären Matrix [58].

VEGF und der VEGF Rezeptor werden kontinuierlich in der Niere exprimiert und spielen ei-

ne Schlüsselrolle in unterschiedlichen pathophysiologischen Zuständen [50]. Im angewandten

5/6 Nephrektomiemodell der Ratte ist für die frühe glomeruläre Hypertrophie eine vermehr-

te VEGF Expression beschrieben [51], wobei eine verminderte VEGF Expression mit einer

verminderten Kapillardichte einhergeht. Piecha et al. untersuchten an einem vergleichbaren
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5/6 Nephrektomiemodell männliche Sprague-Dawley Ratten hinsichtlich des Einflusses einer

Angiotensin Rezeptor Typ 1 Blockade, einer Mineralocortikoidblockade und deren Kombi-

nation auf die Reversibilität einer Glomerulosklerose [59]. 8 Wochen postoperativ zeigte sich

immunhistochemisch eine niedrigere Färbung auf VEGF sowie eine verminderte korticale

Expression des Vascular Endothelial Growth Factor. In der durchgeführten Untersuchung

konnte 4 Wochen postoperativ keine signifikante Erniedrigung der VEGF Expression der

unbehandelten Nx Gruppe beobachtet werden. Die VEGF Expresion in den behandelten ne-

phrektomierten Gruppen zeigte sich im Vergleich höher als in der unbehandelten Nx Gruppe,

erreichte aber nur in der CyA Gruppe ein signifikantes Niveau. Im Vergleich der behandel-

ten Nx Gruppen zeigte sich eine reziproke Tendenz der VEGF Expression zur beobachteten

Proteinurie. Für Everolimus ist eine Inhibition der renalen VEGF Expression im anti-Thy1

Glomerulonephritismodell beschrieben [60], wobei der Zeitpunkt der Gabe entscheidend für

das Auftreten einer Verschlechterung der Nierenfunktion zu sein scheint.

7 Zusammenfassung

Unter hoher Everolimusdosierung wurde eine erhöhte Mortalität beobachtet. Everolimus

führte in hoher Dosis zu einer Nierenschädigung mit Abnahme der Kreatinin-Clearance im

nichtinflammatorischen Modell der 5/6 nephrektomierten Ratte. Es kam zu keiner signifi-

kanten Veränderung der Proteinurie und Albuminurie.
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An dieser Stelle möchte ich all jenen danken, die mich bei meiner Promotion unterstützt

haben. Insbesondere Herrn PD. Dr. Lars Rothermund für die Förderung, die geduldige Zu-
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