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1. Einleitung

Chronische Nierenerkrankungen sind weltweit héufig und ihre Inzidenz ist weltweit ansteigend !.
Bei unterschiedlicher Genese - an erster Stelle steht der Diabetes mellitus (33%) gefolgt von
hypertoniebedingten Nierenschiden (24%) und Glomerulonephritiden (17%)? — ist den
Erkrankungen eine pathophysiologische Endstrecke gemeinsam, die in einem progredienten

Untergang von Nephronen miindet und damit zum Funktionsverlust der Niere fiihrt.

Diesem kompletten Funktionsverlust kann heutzutage mittels Dialyse oder durch eine
Nierentransplantation Einhalt geboten werden: Die Nierenfunktion ist damit prinzipiell ersetzbar
geworden, und ein Mensch mit einer terminalen Niereninsuffizienz muss nicht an dem
Funktionsausfall dieses Organs sterben. So findet sich die Haupttodesursache der an chronischer
Niereninsuffizienz Erkrankten auch nicht im Organ selbst, sondern vielmehr am linken Ventrikel.
Patienten mit cNI haben ein vielfach erhohtes Risiko (im Vergleich mit Patienten ohne cNI), an
kardiovaskuliren Erkrankungen zu erkranken und an ihren Komplikationen zu versterben’-. Die
cNI wirkt also beschleunigend auf die Entstehung kardialer Erkrankungen. Warum das so ist,
konnte bisher nicht geklédrt werden. Das kardiale und renale Erkrankungen miteinander vergesell-
schaftet sind, wurde bereits von Richard Bright 1836 beschrieben®.

Man geht davon aus, dass die Ursachen der kardialen Veridnderungen bei cNI multifaktoriell
sind’8. Einen wichtigen Faktor stellt das Auftreten eines renoparenchymalen Hypertonus bei
einem Verlust von funktionsfihigem Nierengewebe dar. Ein chronisch erhohter Blutdruck kann
dann eine linksventrikuldre Hypertrophie mit konsekutiver diastolischer Dysfunktion nach sich

ziehen® und schlieBlich in eine Herzinsuffizienz miinden.

Klar ist, dass ein Hypertonus wie auch eine LVH voneinander unabhéngige Risikofaktoren fiir das
Entstehen weiterer kardiovaskulédrer Erkrankungen bei Patienten mit cNI darstellen. Sie gehdren
aulerdem zu den am friihesten darstellbaren und hiufigsten kardiovaskuldren Verinderungen bei
cNI und senden somit die ersten Signale einer beginnenden kardialen Beeintrichtigung bei diesen
Patienten. Mochte man also kardiale Verdnderungen schon im frithen Stadium einer
Nierenerkrankung untersuchen, sind ein erhohter Blutdruck und eine LVH als Parameter gut
geeignet. Die niheren Zusammenhinge beider Parameter mit Erkrankungen, die mit einem

Nephronverlust einhergehen, soll im Folgenden weiter beleuchtet werden.

1.2 Arterielle Hypertonie

Es ist bekannt, dass die arterielle Hypertonie ein Risikofaktor fiir die Entstehung verschiedener
Krankheitsbilder darstellt. Diese konnen sich an verschiedenen Zielorganen wie z.B. dem Herz,
der Niere, dem Gehirn oder dem Gefdfsystem manifestieren. Man spricht von sogenannten
Endorganschéden.

Die Daten groBer epidemiologischer Studien wie der Framingham-Studie zeigen, dass es mit

zunehmendem arteriellem Blutdruckanstieg zu einem kontinuierlichen Anstieg der Erkrankungen

von Zielorganen kommt”>10,
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Die Weltgesundheitsorganisation (WHO) definiert den Grenzwert des arteriellen Blutdrucks dort,
wo das Risiko einer Schiddigung der kardiovaskulidren Endorgane signifikant zu steigen beginnt.
Aktuell liegt der Wert systolisch bei 140 mmHg und diastolisch bei 90 mmHg!!. Bei diesem Wert
besteht ein 50% ig erhohte Mortalitdt aufgrund kardiovaskulédrer Erkrankungen gegeniiber nie-

drigeren Werten.

Die Ursache des arteriellen Hypertonus ist bei bis zu 95% aller Hypertoniker nicht eindeutig zu
diagnostizierenlz. Man bezeichnet dies als ,.essentiellen” oder ,,primédren” Hypertonus, dem
gegeniiber steht die sogenannte sekundire Hypertonie, hervorgerufen durch z.B. endokrine

Tumore, Nierenarterienstenosen usw. Diese ist potentiell kurativ therapierbar.

Die Ursache des primédren Hypertonus ist trotz zahlreicher Hypothesen weiterhin nicht eindeutig

geklidrt. Das Spektrum der moglichen Pathomechanismen umfasst sowohl renale Ursachen wie

4, verminderte Drucknatriurese!?,

)16

minimale intrarenale Schidigungen'3, intrarenale Ischimie!
heterogene Aktivierung des Renin-Angiotensin-Systems (RAS)"®, einen genetischen Defekt der
Natriumexkretion!”, gesteigerte glomerulotubulire Balance!® und eine genetisch oder erworben

1921 " als auch extrarenale Faktoren wie Uberaktivitit des

verminderte Anzahl von Nephronen
sympathischen Nervensystems!?, zirkulierende Na+/K+-ATPase Hemmstoffe?? und Mangel zir-
kulierender Vasodepressoren®3. Verschiedene Befunde deuten darauf hin, dass bestimmte
Funktionsstorungen der Niere zusammen mit strukturellen Verdnderungen der Niere notwendige

2425

Voraussetzung fiir die Manifestation einer Hypertonie und der hypertensiven End-

organschiden sind.

Bei der essentiellen Hypertonie liegt die glomerulére Filtrationsrate und die Nierenperfusion initi-
al im Normbereich. Trotzdem ist bereits zu diesem Zeitpunkt die Nierenfunktion messbar einge-
schrinkt. Dabei ist nicht klar, ob diese Funktionseinschrinkung Folge oder Ursache der
Hypertonie ist. In jedem Fall tragen diese renalen Funktionsdnderungen zur Progression der

hypertensiven Nephropathie und der kardiovaskuliren Endorganschiiden bei®.

In Guyton‘s Modell des renal body fluid-pressure control system'> sind die Nieren der zentrale

Regulator des Langzeitblutdrucks.

Pathologische Funktionseinschrinkungen der Niere fiihren nach diesem Konzept zu einer jeweils
charakteristischen renal function curve, in der abhingig von der Natrium- und Wasserzufuhr nur

ein bestimmter arterieller Blutdruck eine ausgeglichene Natrium- und Wasserbilanz ermoglicht!>.
Die Physiologie und Pathophysiologie stellt sich wie folgt dar:

Um einen konstanten Blutdruck aufrecht zu erhalten, ist es von entscheidender Bedeutung, dass
zwischen der Salz- und Wassereinfuhr und der renalen Exkretion selbiger Stoffe steady-state
Bedingungen eingehalten werden. Ein nur geringes Abweichen aus dieser Balance wiirde zu einer
starken Volumenexpansion bzw. zur Hypovoldmie fiihren. Bei den meisten Menschen sorgen neu-
rohumorale und intrinsische renale Mechanismen fiir die Aufrechterhaltung der normalen Salz-
und Wasserhoméostase. Uber den Mechanismus der Druck-Natriurese kann dabei der Blutdruck

sowie das Gesamtkorperwasser in engen Grenzen konstant gehalten werden. Z.B. fiihrt die
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Steigerung des peripher vaskuldren Widerstandes oder der Herzaktivitéit zu einer Erhohung des
arteriellen Blutdrucks. Der erhohte Blutdruck bedingt eine Zunahme der Drucknatriurese und
Diurese, sofern die Funktion der Niere nicht eingeschrinkt ist. Solange die renale
Fliissigkeitsexkretion die Salz- und Wasseraufnahme des Organismus iibersteigt, sinkt das extra-
zelluldre Volumen. Der venose Riickstrom zum linken Ventrikel nimmt ab. Die Reduzierung des
Herzzeitvolumens senkt letztendlich den systemischen Blutdruck. Bei Erreichen des normalen
Blutdrucks stehen die Drucknatriurese und Diurese wieder mit der Fliissigkeitseinfuhr im
Gleichgewicht. Dabei wird die Drucknatriurese so lange aufrechterhalten, bis der systemische
Blutdruck seinen Ausgangspunkt erreicht hat. Dieser wird durch zahlreiche intrinsische und neu-
rohumorale Mechanismen, welche die renale Exkretionskapazitit steuern, festgelegt!>27.
Umgekehrt kommt es bei Blutdruckabfall zu einer Abschwichung der Drucknatriurese. Die Niere
retiniert Salz und Wasser. Das extrazelluldre Volumen und der arterielle Blutdruck nehmen zu. In
dieser Weise handelt es sich bei der Drucknatriurese um ein feed-back-System zur
Aufrechterhaltung des normalen Blutdruckes und der Wasserhomdostase. Liegt nun eine renale
Funktionseinschrinkung vor, welche die Exkretion von Salz und Wasser vermindert, muss zur
Aufrechterhaltung der Salz- und Wasserhomoostase eine Erhohung des arteriellen Blutdruckes
erfolgen. Nur so gelingt es der Niere, die notwendige Exkretion an die Einfuhr anzupassen. Die

Folge ist eine langfristige Erhchung des arteriellen Blutdrucks?8-30.

Aus diesem Modell ist ableitbar, dass sich eine Hypertonie nur dann entwickeln kann, wenn ein
Storfaktor die Fahigkeit der Niere beeintridchtigt, Salz und Wasser auszuscheiden. Dabei wird das
Erreichen einer ausgeglichenen Salz-Wasserbilanz erst bei erhohten Blutdruckwerten moglich

und damit die renal function curve nach rechts zu hoheren Blutdruckwerten hin verschoben.

qaLk
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Abbildung 1: Druck-Natriurese-Beziehung zur langfristigen Blutdruckregulation. An der Ordinate ist die Hohe des
Natrium/Wasser-Durchsatzes (Einfuhr = Ausfuhr), an der Abszisse der mittlere arterielle Blutdruck dargestellt. Jeder
pathologischen Funktionseinschrinkung der Niere ist eine charakteristische renal function curve zugeordnet (nach
Guyton Am. J. Med 1972).
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1.2 Zusammenhiinge zwischen Schidigung der Niere und Hypertonie

Seit langem ist bekannt, dass die Niere eine zentrale Rolle bei der Blutdruckregulation spielt, aber
auch, dass der Bluthochdruck im Rahmen einer hypertensiven Nephropathie eine

Verschlechterung der Nierenfunktion hervorruft.

Erstmals wurde dieser Zusammenhang von Richard Bright 1836 beobachtet 6, (,,The hypertrophy
of the heart seems in some degree to have kept pace with the advance of the disease in the kid-
neys*) und von Franz Volhard 1914 3! dokumentiert. Er war auch der erste, der die Hypertonie als
den wichtigsten Risikofaktor fiir die Progression einer chronischen Niereninsuffizienz identifi-
zierte. Aktuell wurde die Bedeutung des Hypertonus fiir die Progression der cNI unter anderem in
den MRFIT 32 - und der MDRD-Studien 33-3* nachgewiesen. In diesem Zusammenhang soll der

Pathomechanismus der hypertensiven Nephropathie kurz beschrieben werden.

_ verminderte FSO
Oligonephronie

und/oder
reduzierte FSO pro Glomerulus renale

Natrium-
Retention

\

glomeruldrer
Hypertonus
und erhGhter
Glomerulo- arterieller Blutdruck
sklerose

Abbildung 2: Beziehung zwischen reduzierter Filtrationsoberfliche (FSO) und
arteriellem Blutdruck. Reduzierte FSO fiihrt zu renaler Natrium-Retention, dadurch zu
erhohtem arteriellem Blutdruck. Anderseits fiihrt systemischer Hypertonus zu
glomeruldrem Hypertonus mit moglicher glomeruldrer Sklerose welche wiederum die
FSO reduziert.

1.3 Hypertensive Nephropathie

Eine hypertensive Nierenerkrankung ist mit einem Anteil von 13% eine der hdufigsten Ursachen
eines terminalen Nierenversagens (tNV) in Europa 3> und bis zu 28% in den USA 33536, Es ist
weitgehend akzeptiert, dass eine maligne Hypertonie oft jiingerer Patienten bei einem Anstieg des
diastolischen Blutdrucks iiber 120 mmHg neben einem Lungenddem, akuten retinalen Blutungen
und einem Papillenddem zu einem sich schnell manifestierenden terminalen Nierenversagen
fiihrt>”. Ob auch leichte bis mittelschwere Blutdruckerhohungen mit dem histologischen Bild
einer benignen hypertensiven Nephrosklerose zu einem tNV fiihren konnen, ist noch nicht

abschlieBend geklirt 38, In einer kleinen retrospektiven Untersuchung entwickelte sich innerhalb
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des Untersuchungszeitraums von 5 Jahren ein tNV bei 15% der Patienten mit essentieller
Hypertonie 3. In einer groBen Kohorten-Studie trat ein tNV nur bei 2% der hypertensiven
Patienten nach 5 Jahren auf 0. Die Diagnose einer isolierten benignen hypertensiven Nephro-
sklerose wird hiufig dadurch erschwert, dass eine initial unerkannte andere renale Grund-
erkrankung wie zum Beispiel eine Glomerulonephritis oder eine vaskuldre Nephropathie vor-
liegt*!#2. Klinisch ist die hypertensive Nephropathie durch einen Bluthochdruck, einen Abfall der

glomeruliren Filtrationsrate (GFR) und eine zunehmende Proteinurie gekennzeichnet 43.

Dem progredienten Nierenversagen bei arterieller Hypertonie liegt eine Abnahme der Anzahl
funktionstiichtiger Nephrone durch eine Glomerulosklerose, eine GefidB3sklerose und eine tubulo-

interstitelle Fibrose zugrunde.

1969 zeigte Bricker ** einen in diesem Zusammenhang wichtigen Befund. Seine sogenannte
Intact-nephron-Hypothese beinhaltete, dass die Funktion der Niere bei der Progression einer
Niereninsuffizienz nicht durch viele Nephrone, die in ihrer Funktion zu Teilen beeintrdchtigt sind,
aufrechterhalten wird, sondern durch einen sich konstant verkleinernden Pool voll funktionsfihi-
ger oder iiberfunktionierender Nephrone erhalten wird, also fiir die Niere ein ,,all or nothing*-
Prinzip gilt ¥°. Die stattfindende Kompensation bei Nephronverlust konnte nach dieser Theorie
also nur durch eine Hypertrophie/Uberfunktion der verbleibenden Nephrone geleistet werden.

Pathophysiologisch geht diese Kompensation wie folgt vonstatten:

Der Teufelskreis beginnt mit einer intraglomeruldren Druckerhohung, die zwei Ursachen haben
kann: zum einen fiihrt (bei der essentiellen Hypertonie) die systemische Druckerh6hung zu dieser
intrarenalen Druckerhohung, zum anderen (bei der cNI) fiihrt ein Verlust an Nephronen bei unver-

andertem systemischem Blutdruck zu einer Druckerhohung in den verbleibenden Nephronen 4.

Eine chronische intraglomerulidre Druckerhohung ist fiir die Niere nun das Signal, dass die vor-
handenen Funktionseinheiten die Filtration nicht mehr leisten konnen: es kommt zu einer glome-
ruldren Hypertrophie, um die Filtrationsfldche der einzelnen noch funktionsfihigen Nephrone

kompensatorisch zu vergroBern 4647

. Diese glomeruldre Hypertrophie ist zunéchst ein physiolo-
gischer Adaptionsmechanismus, der auch bei Patienten mit Einzelniere oder einer einseitigen
Nephrektomie stattfindet 19 Diese Patienten haben zunichst keine erhohte Mortalitit, weshalb
auch die Lebendspende von Nieren innerhalb von Familien als unbedenklich angesehen wird.
Persistiert jedoch die Druckerhthung, so kommt es zur Schidigung der empfindlichen Architektur
des Glomerulums und zur Schidigung der Nierengefie. Diese kompensatorische Uberfunktion
geht dann in eine Maladaption iiber, und es treten irreversible Schédigungen des restlichen
urspriinglich noch funktionsfihigen Gewebes auf 480 Histologisch sind diese Schidigungen
durch Atrophie des tubuliren Apparats, interstitielle Fibrose und Glomerulosklerose gekennzeich-
net 490, Pathomechanisch fiihrt nach Brenner die Hyperfiltration und Hyperperfusion der verblie-
benen funktionsfihigen Nephrone durch den erhdhten intraglomeruldren Druck zu einer
VergroBerung der Glomeruli. Dabei werden die Podozyten geschiddigt und Proteinurie,
Ablagerungen von Proteinen im Mesangium und schlieBlich eine irreversible Glomerulosklerose

sind die Folgen 312,
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In-vitro-Perfusionsuntersuchungen an isolierten Glomeruli zeigten, dass ein erhohter intraglome-
ruldrer Druck zur Stimulierung der Kollagenbiosynthese der Glomeruli und zur Glomerulo-
sklerose beitragen kann 334,

Die Hypothese von Brenner beinhaltet des weiteren eine These, die besagt, dass eine gesteigerte
Filtration von Primérharn zu einer sekundiren Bedarfsadaption der Tubuluszellen fiihrt, um die

gesteigerte Riickresorption des Filtrates sicherzustellen.
Diese Adaption der Tubuluszellen ist als Hypertrophie der Zellen gekennzeichnet.

Diese Hypertrophie kann initial zwar den Verlust von anderen Tubulusapparaten durch die
Mehrarbeit kompensieren, ldngerfristig kommt es jedoch, dhnlich wie bei den Glomeruli, zu

Schiden wie der Ausbildung einer tubulointerstitiellen Fibrose und einer Atrophie der Zellen.

Diese strukturellen Veridnderungen fiihren nach Brenner zu einer Progression der Nierenfunktions-
fahigkeit und somit zu einem Circulus vitiosus zwischen dem Versuch der Kompensation und der
damit unmittelbar verbundenen Verschlechterung der Funktionsfdhigkeit der Niere.

Pathomorphologisch zeigt sich also eine hyaline Degeneration der Arteriolen, am Glomerulus ein

Kollaps der Kapillarschlingen und eine Glomerulosklerose, im Niereninterstitium eine interstitiel-

le Fibrose sowie eine ausgeprigte Tubulusatrophie.

Abbildung 3: Nierenhistologie bei definierter Nephronzahl

A Wistar-Ratte mit ND 1,0; B Wistar-Ratte mit ND 0,16; C MWF-Ratte mit ND 0,6; D MWF-Ratte mit ND 0,10 mit
zunehmender Reduzierung der Nephronzahl (A;C;B;D) kommt es zu einer Zunahme der Glomerulosklerose, zu einer
Tubulusatrophie sowie zu einer Zunahme der interstitiellen Fibrose.
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Die wesentlichen Folgen einer hypertensiven Nephropathie sind ein beschleunigter
Nierenfunktionsverlust, eine Zunahme der Proteinausscheidung, ein erhohtes kardiovaskuléres

Risiko und schlieBlich eine erhohte kardiovaskuliare Mortalitit.

In dieser Reaktion spielen natiirlich noch weitere Faktoren eine Rolle: das lokale und systemische
RAS wird durch die lokale Ischdmie, die durch die Druckschiddigung des Glomerulums entsteht,
aktiviert: dies fiihrt iiber eine Vasokonstriktion der Vasa efferentia zu einer weiteren Druck-
erhohung in den verbleibenden Glomeruli. Gleichzeitig kommt es durch die Reninausschiittung
zu einer systemischen Vasokonstriktion und einer vermehrten Natrium- und H20O-Riickresorption.
Dies verstirkt die systemische Druckerhohung noch einmal. Das RAS wird im Verlauf der Arbeit

noch niher beleuchtet.

Der Zusammenhang zwischen Nierenerkrankung und Hochdruck kann somit von zwei verschie-
denen Seiten betrachtet werden. Zum einen verursacht eine (unbehandelte) essentielle Hypertonie
regelmédBig eine Nierenschiddigung im Sinne einer Nephrosklerose, also einen progredienten
Verlust funktionsfihiger Nephrone. Zum anderen fiihrt eine chronische renale Grunderkrankung,
die ebenfalls mit dem progredienten Verlust funktionsfdhiger Nephrone einhergeht, zu einem
erhohten systemischen Blutdruck. Die Mechanismen dieses komplexen Zusammenspiels sind viel
beforscht worden, aber noch nicht ausreichend verstanden. Ein gemeinsamer Nenner dieser bei-
den geschilderten Krankheitsverldufe ist bereits gefunden: es ist der progrediente Nephronverlust.
Da er sowohl Ursache als auch Folge beider Pathologien darstellt, ergibt sich aus diesen beiden
zunichst voneinander unabhéngigen Krankheitsverldufen ein Teufelskreis: der Nephronverlust
fiihrt zu einer weiteren Erhohung der Hypertonie, die stirkere Hypertonie fiihrt zu einem weite-

ren Nephronverlust etc.

1.4 Die Brenner-Hypothese

Auf der Basis dieser pathophysiologischen Zusammenhiinge stellten Brenner et al. 1988 !° eine
These auf, die ein neues Licht auf die Zusammenhinge zwischen Niere und Bluthochdruck warf.
Sie postulierten, dass jede Reduktion der Nephronzahl (ob durch operative oder chronische
Schidigung der Niere oder auch durch eine kongenital verminderte Ausstattung mit Nephronen
verursacht) eine Ursache fiir die Entwicklung einer essentiellen Hypertonie sein konnte: die ver-
minderte Filtrationsfliche setzt die beschriebene pathophysiologische Kaskade von Hypertrophie
und Glomerulumschéddigung in Gang und es kommt zu einem progredienten Nephronverlust. Der
Nephronmangel, der initial der gemeinsame Nenner von cNI und Hypertonie war, wird damit zu
einem zentralen Risikofaktor fiir die Entwicklung eines Hypertonus und damit auch fiir die wei-
tere Entwicklung kardialer Erkrankungen '°. Diese Theorie wurde daher auch als die ,,nephron-

underdosing-hypothesis‘ bekannt.
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Bestitigung fand diese zentrale Rolle der Niere auch in verschiedenen Studien, in denen Uber-
kreuztransplantationen zwischen normotonen und hypertensiven Rattenstimmen durchgefiihrt
wurden 338, Es zeigte sich, dass die normotonen Tiere, die eine Spenderniere von einer hyper-
tensiven Ratte erhielten, postoperativ ebenfalls eine Hypertonie entwickelten. Dieses Konzept
(,,Hypertension goes with the kidney*) konnte auch schon friiher bei menschlichen

Spenderorganen beobachtet werden 961,

Ein weiterer Aspekt, um den die Nephronmangel-Hypothese erweitert wurde, trat mit verschiede-
nen Arbeiten aus der Arbeitsgruppe um Barker et al. auf. Er konnte zunichst ein Zusammenhang
zwischen niedrigem Geburtsgewicht und einer erhohten Privalenz fiir eine koronare
Herzkrankheit darstellen 2. In darauf folgenden Arbeiten wurde dann deutlich, dass nicht das
geringe Geburtsgewicht an sich, sondern vor allem ein disproportioniertes Wachstum, bei dem es
zugunsten von Herz und ZNS zu einer verminderten renalen Durchblutung kommt, fiir kardiale
Erkrankungen im Erwachsenenalter pridisponiert 3. Die verminderte Nierendurchblutung gab

einen weiteren Anhaltspunkt fiir eine besondere Rolle der Niere innerhalb dieser These.

In Untersuchungen an der ethnischen Gruppe der Aborigines in Australien, die bekanntermalien
eine hohere Rate an renalen Erkrankungen aufweisen, konnte dann auch ein Zusammenhang zwi-
schen einem geringen Geburtsgewicht und dem spiteren Auftreten renaler Erkrankungen gezeigt
werden . Das renale Gewicht allein kann keine Aussage iiber die Anzahl der Nephrone treffen.
Da es aber noch kein nicht-invasives Verfahren fiir die Zidhlung der Nephrone gibt, sind solche

Untersuchungen nur post-mortem moglich.

Eine dieser Untersuchungen, die 2003 von der Arbeitsgruppe Amann et al. durchgefiihrt wurde 2!,
stiitzte die Brenner-Hypothese: Hier wurde die Nephronzahl bei 20 jliingeren Ménnern gezéhlt,
die an einem Motorradunfall gestorben waren. Bei 10 dieser Ménner war ein Hypertonus bekannt,
die anderen 10 waren gesund. Es stellte sich heraus, dass die Nephronzahl in der Gruppe der
Hypertoniker um fast die Hélfte geringer war als bei den gesunden Patienten. Dabei konnte aus-
geschlossen werden, dass die verminderte Nephronzahl auf einen sekundédren Organschaden
durch die bestehende Hypertonie verursacht wurde. Mit dieser Untersuchung konnte die Brenner-

Hypothese stark untermauert werden.

Fiir diese Arbeit ist auf der Basis der Brenner-Hypothese besonders interessant, welchen Einfluss

der Nephronverlust auf die renale und kardiale Histologie hat.

Dazu musste auch untersucht werden, wie ausgeprégt die Verdnderungen bei Oligonephronie sind,
und ob sie sich von denen eines operativen Nephronverlustes unterscheiden. Des Weiteren sind
makroskopisch morphologische Verdnderungen des linken Ventrikels durch die Reduktion der
Nephronzahl von Bedeutung. Deshalb soll auch die pathophysiologische Entwicklung der LVH

kurz dargestellt werden.
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1.5 Linksventrikulire Hypertrophie und Herzinsuffizienz

Die LVH ist nicht nur die friiheste diagnostizierbare kardiale Verdnderung bei einer
Niereninsuffizienz, ihr Auftreten stellt auch einen unabhéngigen Risiko- und Prognosefaktor fiir
weitere kardiale Erkrankungen bei Vorliegen einer cNI dar. Die linksventrikuldre Hypertrophie
stellt zunidchst eine adaptive physiologische Reaktion auf eine erhohte Volumen- oder
Druckbelastung dar. Sie tritt deshalb auch als hiufigste Folge eines erhohten Blutdrucks auf. Es
kommt dabei zuerst zu einer erhohten Wandspannung im linken Ventrikel, die im Sinne des La
Place’schen Gesetzes mit einer Hypertrophie der Herzmuskelzellen und damit einer Zunahme der
Wanddicke des Ventrikels beantwortet wird. Dies fiihrt konsekutiv zu einer Verminderung der
Wandspannung und zu einer Erh6hung der Kontraktilitit. Es ist derselbe Mechanismus, der auch
wihrend des physiologischen Herzwachstums in Kindheit und Jugend zum Einsatz kommt. Es
kommt dabei zu einer Polyploidie der Zelle, so dass die Zelle das Verhiltnis DNA-

Plasmavolumen aufrechterhalten kann.

Bei einer persistierenden Druck- oder Volumenbelastung, wie es beim unbehandelten Hypertonus
oder bei der cNI der Fall ist, kommt es jedoch auch zu einer pathologischen Strukturverdnderung
des hypertrophierten linken Ventrikels. Diese Maladaption ist auch als myokardiales Remodeling

bekannt.

A B

Abbildung 4: Histologie des Myokards bei definierter Nephronzahl.

A Wistar-Ratte mit normaler Nephronzahl (ND 1,0); B Wistar-Ratte mit reduzierter Nephronzahl (ND 0,16), deutlich
erkennbar die starke Zunahme der extrazelluldren Matrix mit ausgeprigter interstitiellen und perivaskuldren
Fibrose. Sirius Red Fdrbung des Kollagens.

Ursache ist unter anderem eine Stimulierung der Fibroblasten. Eine wichtige Rolle spielt in die-
sem Zusammenhang das Aldosteron . Aldosteron wird durch das lokale RAS gebildet und hat

eine proliferative Wirkung auf myokardiale Fibroblasten .

Durch eine Hyperplasie, also eine Vermehrung der Fibroblasten, wird die Architektur des linken
Ventrikels gestort. Der hohere fibrotische Anteil fiihrt dazu, dass die Dehnbarkeit des Ventrikels
empfindlich eingeschrinkt wird. Es kommt zu einer vermehrten Kammersteifigkeit und damit
wiederum zu einer diastolischen Dysfunktion. Dies fiihrt zu einer Reduzierung der

Koronarreserven und zu einer Verschiebung der diastolischen Druck-Volumen-Kurve nach links.
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Besonders bei Anstrengung (also bei hoheren Herzfrequenzen) kann dieser Mechanismus eine
Minderdurchblutung des Myokards auslosen. Neben den beschriebenen hidmodynamischen
Mechanismen und dem RAS, die zu einer LVH fiihren konnen, spielen auch andere humorale
Systeme wie das Endothelinsystem und das sympathische Nervensystem eine Rolle bei der

Entwicklung einer LVH.

Die Bedeutung dieser Faktoren insbesondere des RAS wird vor allem bei der LVH, die auf der
Basis einer cNI entstanden ist, deutlich: im urdmischen Tiermodell kann sich eine LVH entwik-

keln, auch ohne dass der Blutdruck iiber lingere Zeit erhoht gewesen ist 7. Die meisten
Untersuchungen gehen von einem Zusammenspiel von hidmodynamischen und humoralen
Faktoren bei der Entwicklung einer LVH aus. Welche Faktoren jedoch eine solche Hypertrophie
unabhingig vom Blutdruck ausl6sen, ist nur unzureichend geklért: in Betracht kommen unter
anderem der Hyperparathyreoidismus und eine verminderte Vitamin D-Konzentration, diese

Mechanismen sind jedoch weitestgehend ungeklirt.

In einem friihen Stadium ist das Remodeling und die LVH durch die Korrektur der hamodynami-
schen Parametern noch reversibel: Insbesondere eine Therapie mit ACE-Hemmern, die gleichzei-
tig den systemischen und glomeruliren Hochdruck senken, sind hier die Therapie der Wahl 3-71,
Ein AT1-Blocker ist hier gegeniiber den ACE-Hemmern als gleichwertig anzusehen 7!-72. Thre
Effektivitit unterstreicht nochmals die wichtige Rolle des RAS in der Genese der LVH. (Die
Wirkung eines ACE-Hemmers auf die Ausbildung des Remodeling konnte in dieser Arbeit eben-

falls gezeigt werden.)

Persistiert die Belastung durch einen hohen Blutdruck jedoch weiter (durch mangelnde Therapie
oder bei cNI therapierefraktiritit) so setzt sich der Remodeling - Prozess fort, und das Herz wird
irreversibel geschidigt. Progredient entwickelt sich eine manifeste Herzinsuffizienz mit einer
Einschriankung der systolischen Funktion, was die Prognose der Patienten noch einmal massiv
verschlechtert. Ziel eines therapeutischen Ansatzes sollte es also sein, die Progression der
Herzschiddigung in ein irreversibles Stadium zu verhindern oder zu verzdgern, um den
Teufelskreis der weiteren Nierenschidigung, die wiederum systemische Schiden nach sich zieht,

zu durchbrechen.

1.6 Die Rolle des Renin-Angiotensin-Systems

Die Bedeutung des Renin-Angiotensin-Systems (RAS) als Mediator des arteriellen Blutdrucks
und hochdruckinduzierter Endorganschiaden wurde in den letzten Jahren intensiv untersucht.
Urspriinglich wurde das RAS als endokrines System verstanden, das seine Wirkung iiber das
Effektorpeptid Angiotensin II (Ang II) ausiibt. Neuere Daten belegen die Existenz eines lokalen,

gewebestdndigen RAS, das durch parakrin-autokrine Mechanismen wirkt.

Der erste Schritt in der Ang II-Bildung ist die Abspaltung des Dekapeptids Angiotensin I (Ang I)
von seinem Substrat Angiotensinogen (Aogen) durch die Aspartylprotease Renin (Abb. 5).
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Der zweite Schritt ist die Konversion von Ang I zum Oktapeptid Ang II durch das Angiotensin-
Konversionsenzym (ACE). Die Ang II-Bildung kann in manchen Geweben auch iiber alternative

Wege erfolgen. Ein Beispiel dafiir ist die Chymase des Herzgewebes 73.

Die Bildung von Ang II erfolgt jedoch hauptsichlich iiber das ACE 7. Durch verschiedene
Enzyme wie Aminopeptidase [AnglII(2-8), Ang IV(3-8)] und Endopeptidase [Angiotensin (1-7)]
wird Ang II zu aktiven und inaktiven Fragmenten abgebaut 3. Im Gegensatz zu Renin, welches
ein hochspezifisches Enzym fiir Aogen ist, degradiert das ACE auch Bradykinin und ist an der

Biosynthese verschiedener Neuropeptide, wie zum Beispiel der Substanz P, beteiligt.

Die Angiotensinpeptide iiben ihre Effekte iiber spezifische Angiotensin-Rezeptoren (AT-
Rezeptoren) aus.

Durch spezifische nicht-peptid Antagonisten konnten zwei AT-Rezeptor Subtypen (AT1, AT2)
identifiziert werden. Am besten sind die durch den AT1-Rezeptor vermittelten Wirkungen unter-
sucht. Der AT1- Rezeptor ist ein G-Protein gekoppelter Rezeptor, der die Ino-sitol-Diacylglyzerol-
Kaskade aktiviert und das intrazellulidre Ca2* erhoht oder mit dem Adenylatzyklase-System inter-
agiert. Die Rolle des AT2-Rezeptors ist noch nicht vollstindig geklart. Es gibt Hinweise darauf,
dass der AT2-Rezeptor eine Tyrosin-Kinase-Aktivitit und einen Einfluss auf Zellproliferations-

prozesse und die fetale Entwicklung hat.

Verschiedene Wirkungen des Ang II spielen unter anderem bei der Pathogenese des arteriellen

Angiotensinogen ‘ Bradykinin '
ACE=Kininase

Interaktivierte Produkte '
Angiotensin II ( ) i
» Angiotensin III, IV, (1-7)

==

Hypertonus eine Rolle.

j

Angiotensin I

Chymase oder

alternative
Enzyme

5

ATx-
Rezeptor

"
%%

Abbildung 5: Darstellung des Renin-Angiotensin-Systems. ACE: Angiotensin Konversionsenzym, AT;-Rezeptor:
Angiotensin II Subtype 1 Rezeptor, AT,-Rezeptor: Angiotensin Il Subtype 2 Rezeptur; ATx-Rezeptor: noch nicht iden-
tifizierte Angiotensin Il Rezeptor Subtypen
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In der Niere ist Ang II an der Regulation der glomerulidren Filtrationsrate beteiligt und steigert die
proximal tubuldre Natrium- und Bikarbonatriickresorption. Es ist gut belegt, dass das RAS bei
chronischen Nierenerkrankungen aktiviert ist 7978, Ang I erh6ht den Tonus des vasa efferens stiir-
ker als den des vasa afferens, was zu einem Anstieg des glomerulidren Kapillardrucks und infol-
gedessen zu einer GroBenzunahme der Poren der glomeruliren Wand kommt 7°. Der glomerulire
Hochdruck und die gestorte Barriere-Selektivitit fiir Makromolekiile konnen sowohl durch ACE-

80-82 ynd wirken somit

Hemmer als auch durch AT1 Rezeptor Antagonisten normalisiert werden
einer Progression der Nierenschidigung entgegen. Des Weiteren wird aktuell diskutiert, dass das
Angiotensin II einen direkten Einfluss bei der Pathogenese der Glomerulosklerose und interstitiel-
len Fibrose an der Niere hat. Man geht davon aus, dass Angeotensin II {iber proinflammatorische
Zytokin-Induktion und den Einfluss auf die Infiltration von Makrophagen eine zentrale Rolle bei

der Progression der Glomerulosklerose und interstitiellen Fibrose an der Niere spielt 2.

Im vaskuldren System fiihrt die Ang II-Gabe zu einer Konstriktion der Widerstandsgefifle und
einem Anstieg des totalen peripheren Widerstandes. Ang II verstirkt die Antwort auf Noradrenalin
in peripheren Effektorzellen und hat eine positiv inotrope Wirkung auf das Herz, bedingt durch
eine Steigerung des Ca?*-Ionen-Einstroms wihrend der Plateauphase des Aktionspotentials. Das
RAS spielt eine besondere Rolle bei der Manifestation der LVH und LV Dysfunktion 83. Eine
Verbesserung der LV Funktionsstorung durch Hemmung des RAS ist gut belegt 84
Wahrscheinlich spielen dabei neben der Senkung der Nachlast auch andere blutdruckunabhéngi-
ge lokale Wirkungen des RAS auf Proliferation der Kardiomyozyten und die Zusammensetzung

der extrazelluldren Matrix des linken Ventrikels eine Rolle.
In der Nebenniere stimuliert Ang II die Synthese und Sekretion von Aldosteron.

Im zentralen Nervensystem stimuliert Ang II die Freisetzung von Vasopressin und ACTH, hat

Anteil an der Durstregulation und steigert die Aktivitdt des sympathischen Nervensystems.

Die intravendse Gabe von Ang II fiihrt unmittelbar zu einem Anstieg des arteriellen Blutdruckes.
Es gibt keine Befunde fiir eine Toleranzentwicklung bei chronischer Ang II-Gabe. Lingerfristige
Applikation erhoht sogar die Ang II-efficacy.

Abgesehen von der Bedeutung bei der sekundiren arteriellen Hypertonie widersprechen sich die
Befunde hinsichtlich der Plasma-Konzentrationen von Renin und Ang II als Pathomechanismus
der essentiellen Hypertonie. Anfangs wurde die Plasma-Ang II-Bildung als entscheidender Faktor
der RAS-Aktivitit betrachtet. In letzter Zeit gibt es verstirkt Hinweise dafiir, dass die lokale,
gewebeabhingige Ang II-Produktion der zentrale Mechanismus bei der Pathogenese des arteriel-

len Bluthochdruckes und blutdruckbedingter Endorganschiden ist 3386,

Es ist deshalb wichtig darauf hinzuweisen, dass die Plasmakonzentration der verschiedenen
Komponenten des RAS kein zuverldssiger Indikator fiir die Aktivitit des RAS ist, da keine

Riickschliisse auf die Aktivitit des lokalen, gewebestindigen RAS gezogen werden konnen.
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Das Angiotensin Konversionsenzym (ACE) ist eine Zink-Metallopeptidase, die Ang I in Ang II
konvertiert und Bradikinin inaktiviert. Im Gegensatz zur Degradation von Aogen zu Ang I durch
Renin wird angenommen, dass das ACE kein Schrittmacherenzym im RAS ist. Das humane soma-
tische ACE gibt es in einer membrangebunden und in einer 19slichen, im Plasma zirkulierenden
Form. Es weist bisher jedoch nichts darauf hin, dass eine erhohte Plasmakonzentrationen der zir-
kulierenden Form des ACE mit dem Auftreten eines arteriellen Hypertonus in Verbindung steht.
In der Normalpopulation des Menschen unterscheiden sich die Plasma ACE Konzentrationen

extrem zwischen einzelnen Individuen.

Zusammengefasst nimmt das RAS eine zentrale Stellung bei der Pathophysiologie der arteriellen
Hypertonie, der hypertensiven Endorganschdden und der Progression einer Nierenschiddigung ein.
Es gibt momentan verschiedene Moglichkeiten, das RAS pharmakologisch zu beeinflussen. Am
hiufigsten werden hier der ACE-Hemmer sowie der AT 1-Blocker verwendet. Renin-Antagonisten

werden zurzeit klinisch getestet 87,

Wir verwendeten in der vorliegenden Arbeit zur pharmakologischen Beeinflussung des Renin-

Angiotensin-Systems den ACE-Hemmer Ramipril.

1.7 ACE-Hemmer

Eine Hemmung des Angiotensin-Converting-Enzyms durch einen ACE-Hemmer wie z.B.
Ramipril und damit eine verminderte Bildung des Angiotensin II hat demnach Einfluss auf den

peripheren Widerstand, auf die Nierenfunktion und auf kardiovaskulédre Strukturen.

Uber eine Abnahme des Angiotensin I kommt es zu einer verminderten Vasokonstriktion, einer
Abnahme der sympathischen Aktivitit durch eine verminderte noradrenerge Neurotransmission
und einer verminderten Freisetzung von Katecholaminen aus dem NNM. Des Weiteren kommt es
zu einer Abnahme der Aldosteron-Sekretion, was wiederum zu einer verminderten Riickresorption
von Natrium und Wasser in der Niere fiihrt und es somit zu einer Reduzierung des intravasalen
Volumens kommt. Da Angiotensin II zu den Wachstumsfaktoren fiir Fibroblasten und Myozyten
im Myokard zidhlt, kommt es durch die Abnahme von Angiotensin II zu einer Hemmung bzw.
Riickbildung der Myokard- und GefdBhypertrophie sowie zu einer Verhinderung des Remodeling
nach Myokardinfarkt. Eine verminderte renale Proteinurie und damit eine verminderte
Progression der Nierenerkrankung durch eine verminderte renale Vasokonstriktion erklért unter
anderem die nephroprotektive Wirkung eines ACE-Hemmers. Da der ACE-Hemmer auch in den
Stoffwechsel des Kallikrein-Kinin-Systems eingreift, kommt es zu einer Wirkungsverlidngerung
des vasodilatierenden Bradykinins und damit zu einer weiteren Senkung des peripheren
Widerstandes.
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1.8 Zielstellung dieser Arbeit

Eine verminderte Nierenfunktion geht mit einer hohen Inzidenz kardiovaskuldrer Erkrankungen
einher. Fiihrend sind dabei eine arterielle Hypertonie, eine Linksherzhypertrophie und eine
Herzinsuffizienz. Die Nierenfunktion ist wesentlich von der Nephronzahl abhéngig. Die kausalen
Vorginge fiir kardiovaskuldre Verdnderungen auf dem Boden eines Nephronmangels sind bisher
nur unzureichend untersucht. Eine wichtige Ursache fiir die Ausbildung dieser Endorganschiden

ist die zur Verfiigung stehende Anzahl funktionstiichtiger Nephrone.

Ein weiterer Aspekt dieser Arbeit beschiftigt sich mit den renalen histologischen Verdnderungen

bei einer definierten Anderung der funktionsfihigen Nephronzahl.

Insbesondere ist nicht geklart, inwieweit eine quantitative Beziehung zwischen den zur Verfiigung
stehenden funktionsfahigen Nephronen und dem AusmaB histologischer renaler sowie kardialer
Verdnderungen bestehen. Des Weiteren wird das protektive Potential eines ACE-Hemmers bei

definierter Nephronzahl untersucht.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, histologische Verdnderungen an der Niere und dem linken

Ventrikel bei definiert verdnderter Nephronzahl zu charakterisieren.

Ausgehend von den hdmodynamischen Verdnderungen bei Nephronmangel werden in dieser
Arbeit verschiedene histologische Parameter am Nierengewebe und Herzgewebe des linken

Ventrikels untersucht.

Im Detail werden folgende Parameter untersucht:
Kreatininclearance als Parameter der Nierenfunktion
Hohe des systolischen Blutdrucks

Ausmal der linksventrikuldren Hypertrophie
Histologische Verdnderungen an der Niere

A: glomeruldre Flache

B: Glomerulosklerose

C: Tubulo-interstitielle Schiddigung (TDI)

D: Interstitielle Fibrose

Histologische Verdnderungen an dem linken Ventrikel
A: Interstitielle Fibrose

B: Perivaskulire Fibrose

Die Analyse der Ergebnisse erfolgt im Hinblick auf zwei Aspekte:

Besteht ein quantitativer Zusammenhang zwischen dem untersuchten Parameter und der Anzahl

der funktionsfiahigen Nephrone?

Unterscheiden sich die Verdnderungen des untersuchten Parameters zwischen dem operativ, aku-

tem und dem genetisch, chronischem Nephronmangel?

Wie wirkt sich die Hemmung des RAS durch einen ACE-Hemmer auf die Parameter aus?
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2. Material und Methoden
2.1 Materialien
2.1.1 Losungen
Coating-Losung Rattenserum-Albumin 0,2 mg/m]
Natriumhydrogencarbonat 0,IM
Fixierlosung fiir Nieren Methanol 60 ml
(Methacarn) Chloroform 30 ml
Eisessig 10 ml
Fixierlosung fiir linken Ethanol 80 % 150 m]
Ventrikel Pikrinsédure 1 g
Formaldehyd 37 % 60 m]
Eisessig S ml
Rattenantikorper mit Puffer A verdiinnt
1:9000
Puffer A Diethylmalonsiure 20 mM
Natriumchlorid 150 mM
Di-Natrium-EDTA -Dihydrat 0,1 mM, pH 8,0
Tween 20 0,1% , WAy
ad 800 ml Aqua bidest,
1 M Kaliumchlorid
pH 74
ad 1 1 Aqua bidest,
Gelatine 5¢g
Rattenserum-Albumin- Rattenserum-Albumin 1,0 mg/m]
stock-Losung Natriumhydrogencarbonat 0,1M
Substratlosung 3,3°.5,5° TMB 2 Tabletten
Aqua bidest. 10 ml
Puffer A 10 m]
Wasserstoffperoxid 4 ul
Schwefelsdure 2M
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2.1.2 Chemikalien und Medikamente

ACE-Hemmer Ramirpil

Sanofi-Aventis Deutschland GmbH, Bad Soden

2-Propanol 70 %

B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Bepanthen Augensalbe

Roche, Grenzach-Wyhlen

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

Parke-Davis, nun Pfizer Pharma GmbH, Karlsruhe

Novaminsulfon

Ratiopharm GmbH, Ulm

Paracetamol-Saft

Ratiopharm GmbH, Ulm

Schwefelsdure 96 %, v/v

Merck KGaA, Darmstadt

Tween 20 BioRad,

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Xylazin Hydrochlorid 13 mg/kg KG
Rompun 2 %

Bayer Vital GmbH Leverkusen

Rattenserum-Albumin

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Albumin-Rat Polyclonal Antibody

ICN Pharmaceuticals Germany GmbH, Frankfurt

Gelatine (75 bloom)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Ethanol Mallinckrodt Baker Chemikalen, Grof3-Gerau
Formaldehyd 37 %, v/v Mallinckrodt Baker Chemikalen, GroB3-Gerau
Pikrinsdure Merck Merck KGaA, Darmstadt

Chloroform Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Diethylmalonsiure 98 %, w/w

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Natriumchlorid

Merck KGaA, Darmstadt

Di-Natrium-EDTA-Dihydrat
(Titrierkomplex III, MG=372,24)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karslruhe

Wasserstoffperoxid 30 %, v/v

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Natriumhydrogencarbonat

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Isotone Natriumchloridlésung 0.9 %

B .Braun Melsungen AG, Melsungen

Povidon-Iod (Braunol)

B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Essigsdure 100 %

Merck KGaA, Darmstadt

Methanol

Mallinckrodt Baker
Grof3-Gerau Baker,

Chemikalen,

3,3’,5,5 Tetramethylbenzidin-
Dihydrochlorid (TMB) Tabletten

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Histoclear Shandon

Paraffin, Paraplast Plus Sherwood Meical Co
Perjodséure Merck
Schiffsreagens Merck

Pikinsdure Merck

Sirius-Rot F3BA Chroma
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2.1.3 Instrumente und Nahtmaterial

Anatomische Pinzette
Standard BD 47/ BD 35

Aesculap AG & Co. KG, Tuttlingen

Chirurgische Pinzette
Standard BD 557

Aesculap AG & Co. KG, Tuttlingen

Chirurgische Schere
Standard-Modell BC 320

Aesculap AG & Co. KG, Tuttlingen

Feine Priparierschere BC 2

Aesculap AG & Co. KG, Tuttlingen

Sterican Kaniilen Gr.1, Gr. 12, Gr. 26

B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Micro-Pinzette Uhrmacher
Modell BD 329

Aesculap AG & Co. KG, Tuttlingen

Mikro-Nadelhalter Barraquer FD 230

Aesculap AG & Co. KG, Tuttlingen

Nadelhalter Crile-Murray BM 219

Aesculap AG & Co. KG, Tuttlingen

Wundspreizer Mellinger OA 241

Aesculap AG & Co. KG, Tuttlingen

Nahtmaterial Perma Handseide O

Sutupak, Ethicon, Norderstedt

Nahtmaterial geflochten 3-0, Dexon II

B. Braun-Dexon GmbH, Tuttlingen

Nahtmaterial Monofilament 6-0, Biosyn

Tyco Healthcare, Basingstoke, UK

Sterile Einwegspritzen 2 ml, 5 ml, 10 ml

B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Sterile Einwegspritzen 1 ml

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg

2.1.4 Geriite

Analysewaage Satorius AG, Gottingen
Blutdruckmessgerét TSE, Bad Homburg
ELISA-MRX-Plate-Reader Dynex Technologies, Inc. Chantilly, USA
Haarschneider Braun, Kronberg

Mikrotiterplattenschiittler

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karslruhe

Neigungswaage Bizerba, Sauter KG. Ebingen
Prizisionswaage Satorius AG, Gottingen
Zentrifuge, Eppendorf AG, Hamburg

Tischzentrifuge 5415C, 5417R

Farbeautomat Robet-Stainer HM 760

Microm

Histokinettenautomat

British American Optical Co.Ltd.

Photomikroskop Axiophot

Carl Zeiss, Oberkochen

Power Macintosh 8200/120 Apple Computer
Rotationsmikrotom HM 355 Microm
Videosystem AVT-Horn
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2.1.5 Sonstige Materialien und Futtermittel

GlasgefiBe mit Schraubverschluss,
20 ml Econo Glas

Packard BioScience, jetzt PerkinElmer,

Wellesley, USA

Haltungsfutter fiir Ratten

Ebeco, Castrop-Rauxel

Kryobox

Leukosilk 2,5 cm

Beiersdorf, Hamburg

Makrolonkifige

Ebeco, Castrop-Rauxel

Messzylinder

Schott Duran GmbH & Co. KG, Mainz

Pipette Reference 10-100 u1, 100-1000 p1

Eppendorf AG, Hamburg

ReaktionsgefiBe Safe-Lock 1,5 ml, 2 ml

Eppendorf AG, Hamburg

Standardtips 20 ul, 100 ul, 1000 pl

Eppendorf AG, Hamburg

Sterile Mullkompressen 5 x 5 mm Lohmann Rauscher International
GmbH & Co. KG, Rengsdorf

Stoffwechselkifige fiir Ratten Techniplast Deutschland GmbH,
Hohenpeillenberg

Thermo-Fast 96-Mikrotiterplatten

ABgene Deutschland, Hamburg

Untersuchungshandschuhe, Safeskin PFE

Hakle-Kimberly Deutschland GmbH, Mainz

Wattestibchen 15 cm

Lohmann Rauscher International

GmbH & Co. KG, Rengsdorf

Glasplatte, zugeschnitten, gerader Schliff

Objekttriager

Menzel Glaser

Szintilationsgefife aus Glas

Packard

2.2 Methoden

Die tierexperimentellen Untersuchungen, welcher dieser Doktorarbeit zugrunde, liegen

erstreckten sich iiber einen Zeitraum von insgesamt acht Monaten. Innerhalb dieses Unter-

suchungszeitraums wurde das durch Vorversuche festgelegte methodische Vorgehen nicht verén-

dert. Alle Tierversuche wurden unter Einhaltung der deutschen Tierschutzgesetze durchgefiihrt.

Sie standen im Einklang mit den Richtlinien fiir Tierversuche des Instituts fiir Klinische

Pharmakologie, Campus Benjamin Franklin, Charité. Unter der Genehmigungsnummer G 0093 /

01 wurden die beschriebenen Tierversuche durch das Landesamt fiir Arbeitsschutz,

Gesundheitsschutz und technische Sicherheit Berlin genehmigt.
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2.2.1 Tierstamm und Haltung

Fiir unsere Untersuchungen verwendeten wir insgesamt 53 méannliche MWFFU - Ratten und 50
minnliche Wistar-Ratten als Kontrolltiere. Der MWFFU - Rattenstamm wurde 1996 am
Universititsklinikum Benjamin Franklin, Freie Universitit Berlin, durch Inzucht etabliert 33, Die
Parenteraltiere fiir diese Zucht entstammten der Kolonie von MWF/Ztm - Ratten aus dem
Zentralen Tierlaboratorium der Medizinischen Hochschule Hannover. Miannliche Wistar - Ratten

wurden gewichtsgematched von Charles River bezogen.

Das mittlere Korpergewicht der Wistar - Ratten am Operationstag betrug 308 g + 1g , wohinge-
gen das mittlere Gewicht der MWF - Ratten bei 298 g + 4 g lag.

Die Haltung der Ratten erfolgte in den Rdumen der Forschungsanstalt fiir Experimentelle Medizin
(FEM) der Freien Universitit Berlin. Bei freiem Zugang zu Wasser und Standard-Rattenfutter
(20% Proteinanteil) lebten maximal sechs Ratten in einem Makrolon - Gemeinschaftskéfig (Typ
4). Die Temperatur in den Haltungs- und Versuchsrdumen des FEM betrug durchgehend 20 °C,
die Luftfeuchtigkeit lag bei 50%. Ein natiirlicher zwolfstiindiger Tag - Nacht - Rhythmus wurde

durch eine automatisierte Beleuchtung gewdhrleistet.

2.2.2 Gruppeneinteilung und Studiendesign

Im Alter von 12 Wochen wurden insgesamt 53 MWF - Ratten in drei Gruppen randomisiert ein-
geteilt. In unseren Vorversuchen zeigte sich, dass in den Gruppen der subtotal nephrektomierten
MWENx wie WistarNx ein hoher Anteil an Ratten vor Ablauf des Untersuchungszeitraumes ver-
starb. Um am Ende einigermalen gleichstarke Tiergruppen zu erhalten, wurden den Gruppen mit
nephrektomierten MWFEFNx wie WistarNx mehr Tiere zugeteilt. So ergeben sich die anfianglich
unterschiedlich starken Gruppen. Die Einteilung in die entsprechenden Gruppen zeigt Tabelle 0.1.
Die Ratten in Gruppe 1 wurden sham - operiert. MWF - Ratten der zweiten Gruppe unterzogen
wir einer subtotalen Nephrektomie (Nx), wohingegen die Ratten der Gruppe 3 nach erfolgter sub-
totaler Nephrektomie ab dem Operationstag tdglich mit einem Angiotensin - Conversionsenzym -
Hemmer (ACE-Hemmer) behandelt wurden. Uber das Trinkwasser erhielten die Ratten den ACE-
Hemmer Ramipril in einer Dosierung von 1 mg pro Kilogramm Korpergewicht pro Tag. Die
Ramipril Substitution wurde bis zum Totungstag am Ende der vierten postoperativen Woche bei-
behalten. Insgesamt 50 Wistar-Ratten wurden ebenfalls in drei, den Protokollgruppen der MWF

- Ratten entsprechende Gruppen, randomisiert eingeteilt.
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2.2.3 Protokollgruppen

Tabelle 1

Protokoll - Gruppe Stamm A n zZ a h 1
der operierten Ratten Ratten gesamt

Gruppe 1 MWFsham N=13

Gruppe 2 MWENx N =129

Gruppe 3 MWFNxACEI N=11 Nges = 53

Gruppe 4 Wistarsham N=14

Gruppe 5 WistarNx N =21

Gruppe 6 WistarNxACEI N=15 Nges = 50

MWEF: Munich-Wistar-Fromter - Ratte; Wistar: Wistar - Ratten; sham: sham - operiert;, Nx: subtotale Nephrektomie;
ACEI: behandelt mit einem ACE-Hemmer.

2.3 Durchfiihrung der 5/6-Nephrektomie

Die Narkotisierung der Tiere erfolgte mittels intraperitonealer Injektion von Ketanest S25 (0,174
mg/100g KG) plus Xylazin 2% (0,065 mg/100 g KG); bei unzureichender Narkosetiefe wurden
jeweils die Hilfte der Initialdosis von Ketanest bis zum Erreichen der ausreichenden Narkosetiefe
nachappliziert. Die Narkosetiefe wurde wihrend des Eingriffs mehrmals iiberpriift und bei Bedarf
weitere Dosen Ketanest gegeben. Die Tiere wurden in Riickenlage auf dem OP-Tisch fixiert und
der Bauch rasiert. Zum Schutz vor Austrocknung bestrichen wir die Augen der Ratten mit
Bepanthen - Augensalbe. Eine Intubation war bei persistierender Spontanatmung der Tiere obso-
let.

Nach groBziigiger Desinfektion mit Braunol erfolgte die Eroffnung der Abdominalhohle durch
einem 4cm langen Medianschnitt. Zundchst wurde durch Verdringung von Darm, Magen und
Milz die freie Einsehbarkeit des linken Nierenlagers gewihrleistet. Die weiteren
Operationsschritte wurden bei neunfacher VergroBerung unter Zuhilfenahme eines binokulidren

Operationsmikroskops der Firma Zeiss durchgefiihrt.

Das Peritoneum parietale wurde hilusnah inzidiert, die Vena und Arteria renalis wurden durch
stumpfe Priparation mittels eines Wattestibchens von Peritoneum und Fettgewebe befreit. In ca.
80% der Fille teilte sich die Arteria renalis vor Eintritt in die Niere dichotom in einen ventralen
und einen dorsalen Ast. Durch Unterstechung und Ligatur des ventralen Astes mit Monofilament
6-0 wurde die arterielle Versorgung des ventralen Nierenparenchyms unterbrochen. Das ischdmi-
sche Nierengewebe farbte sich innerhalb weniger Sekunden dunkel, so dass eine Kontrolle des

Infarktgebietes in situ moglich war. Dank recht konstanter anatomischer Verhiltnisse reichte die
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Unterbindung eines Arterienastes in der Regel aus, um ein Infarktgebiet von 80% des
Nierengewebes zu erhalten. In Ausnahmefillen musste ein weiterer Nebenast der Arteria renalis

ligiert werden, um die angestrebten 80% - Infarktgebiete zu erreichen.

Zur Darstellung der rechten Niere und ihrer versorgenden Gefidfle wurden Darm und Magen auf
die linke Seite verlagert. Durch stumpfe Priparation wurde die Niere aus ihrem Lager gelost
sowie Ureter und Nierenhilus von Peritoneum und Fettgewebe befreit. Der Ureter sowie die Vena
und Arteria renalis wurden mit einer gebogenen Pinzette umstochen und mit Dacron - Handseide
der Stirke O ligiert und durchtrennt. AnschlieBend wurde die rechte Niere in toto entfernt. Die
rechte Nebenniere wurde unter Schonung in situ belassen. Nach Kontrolle der Gefaf3stiimpfe war
die 5/6-Nephrektomie abgeschlossen. Peritoneum und Bauchmuskulatur wurden mit fortlaufender
Naht verschlossen. Die abschlieBende Hautnaht wurde intrakutan geniht, um ein eigensténdiges
Eroffnen der Wunde durch die Ratten zu unterbinden. Im Untersuchungszeitraum eroffnete sich
keines der Tiere die Wunde. Nach Sduberung der Bauchdecke konnte die Operation abgeschlos-

sen werden.

Die Kontrolloperationen folgten in Vorbereitung und Narkose dem beschriebenen Ablauf. Nach
Eroffnung der Bauchhohle wurde das Peritoneum iiber der linken und rechten Niere stumpf mit
einem Wattetrdger entfernt. Eine weitere Manipulation erfolgte nicht, beide Nieren wurden in
ihrer vollen Integritét belassen. Die Versorgung der Bauchdecken und die abschlielende Hautnaht

erfolgten wie beschrieben.

Die frisch operierten Ratten kamen in Kéfige mit Zellstoffauslegung. Eine Wirmematte unter dem
Kifig sorgte in der ersten Stunde fiir eine Erh6hung der Umgebungstemperatur. Die aufwachen-
den Tiere hatten sofort Zugriff auf Trinkwasser und Futter. Zur postoperativen Schmerztherapie
versetzten wir das Trinkwasser an den folgenden drei Tagen mit Paracetamol - Saft (20 mg/kg
KQG).

Die Ratten erholten sich in der Regel sehr schnell von der subtotalen Nephrektomie.

Nach erfolgreicher Operation wurden die Tiere drei weitere Wochen in ihren Gemeinschafts-
kifigen gehalten. Sie hatten wéhrend der gesamten Versuchsdurchfiihrung freien Zugang zu
Wasser und Futter. Thr Allgemein- wie Erndhrungszustand wurde téglich kontrolliert. Marker
hierfiir waren das Aussehen des Fells, der Bewegungsradius sowie der allgemeine Eindruck, den
die Ratten in ithren Kifigen erweckten. Tiere in sehr schlechtem Allgemein- wie Erndhrungs-
zustand wurden eingeschlifert, um ein unnotiges Leiden der Tiere zu vermeiden. In der vierten

postoperativen Woche erfolgten die abschlieBenden Untersuchungen.
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2.4 Der ACE-Hemmer Ramipril
2.4.1 Das Medikament Ramipril

Ramipril ist ein Arzneistoff der Gruppe der ACE-Hemmer, der zur Behandlung der arteriellen
Hypertonie (Bluthochdruck) und der Herzinsuffizienz und zur Vorbeugung des Herzinfarktes ein-
gesetzt wird. Ramipril ist ein inaktives Prodrug, was durch Veresterung der freien
Carbonsdurefunktion mit Ethanol erreicht wurde. Diese Ethanolgruppe wird im Organismus in der

Leber durch Esterasen abgespalten, wodurch das aktive Ramiprilat entsteht.

Sein Wirkprinzip beruht nach Aktivierung zum Ramiprilat auf der Hemmung des Angiotensin -
Converting — Enzyms (ACE). In Deutschland ist Ramipril als Ramigamma®, Delix® und Vesdil®

sowie in Form zahlreicher Generika auf dem Markt.

Summenformel C23H32N205

Molare Masse 416,511 g/mol

Abbildung 6: Strukturformel von Ramipril
(Aus Wikipedia, der freien Enzyklopddie)

/
s
‘_j'ft--_/""-/

HIM II:E'-—-_’)

% _ "n;,.\
e
:

IUPAC-Name: (285, 3aS,6aS)-1-[(S)-2-[(S)-1-(Ethoxycarbonyl)-3-
phenylpropyl]amino]propanoyl]octahydrocyclopenta[b]pyrrol-2-carbonsiure

'D:_—_

2.4.2 Verabreichung des Medikaments
Die Gruppe MWEF-Nx-Rami und die Gruppe Wistar-Nx-Rami erhielten jeweils eine postoperati-

ve Medikation mit Ramipril. Direkt nach der Operation wurde das Trinkwasser der Tiere mit was-
serloslichem Ramiprilpulver versetzt. Die Tagesdosis betrug 1 mg pro Kilogramm

Korpergewicht. Die Losung wurde bis zum Tag der Tétung alle zwei Tage erneuert.
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2.5 Blutdruck und Uringewinnung
2.5.1 Systolische Blutdruckmessung

Die Messungen wurden am wachen Tier mittels Schwanzplethysmografie nicht invasiv durchge-
fiihrt. Es handelte sich um eine automatisierte, computergestiitzte, oszillatorische Technik mit
einem Butdruckmessgerit der FirmaTSE Bad Homburg. Einzeln wurden die Tiere in einen vor-
gewirmten Restrainer, einen rohrenartigen Metallkéfig, gebracht, aus dem lediglich der Schwanz
herausragte. In dieser Konstruktion kommt das Tier nun in einen vorgewédrmten Behilter, und
nach 30 Minuten Aufwidrmphase bei 38 °C konnten eine Blutdruckmanschette und ein

Transducer am Schwanz des Tieres angebracht werden.

Zur Gewohnung an diese Bedingungen wurden die Messungen an drei aufeinander folgenden
Tagen durch denselben Untersucher, unter gleichen Bedingungen und zu moglichst dhnlicher
Tageszeit durchgefiihrt. Es erfolgten jeweils drei Messungen. In jeder Messung wurden zwel
Werte fiir den systolischen Blutdruck bestimmt, wobei daraus als Ergebnis einer Messung der
Mittelwert gebildet wurde. Die Daten der Messungen wurden dann auf einen Computer {ibertra-

gen und pro Individuum gemittelt.

2.5.2 Uringewinnung im Stoffwechselkiifig

Ebenfalls in der vierten postoperativen Woche wurde ein 24-Stunden-Urin gewonnen. Hierzu
mussten die Tiere iiber 24 Stunden in einen Stoffwechselkifig gesetzt werden. In diesem Kiifig
hatten die Tiere freien Zugang zu Nahrung und Wasser. Der ausgeschiedene Urin wurde darin vom
Kot getrennt und in Glasgefile abgefiillt. Die Bestimmung des Volumens erfolgte durch
Auswiegen: 1 g Urin ~ 1 ml Urin. Nach der Entnahme aus dem Stoffwechselkifig wurde ca. 1
ml Urin in ein 1,5 ml Eppendorf-Gefifl dekantiert, welches dann bei 900 Upm fiir zehn Minuten
zentrifugiert wurde, um eventuelle Verunreinigungen der Urinproben zu entfernen. Zur

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

2.6 Biochemische Analysen
2.6.1 Albuminbestimmung

Die Messung der Albuminurie erfolgte tiber eine direkte Bestimmungsmethode, einen ,.,enzyme
linked immunosorband essay*“ (ELISA). Die Methode wurde im Institut fiir Klinische

Pharmakologie, Charit€é Universdtsmedizin Berlin, Campus Benjamin Franklin, etabliert.

Der ELISA, bei dem eine Farbreaktion katalysiert wird, wodurch das Albumin photometrisch
bestimmt werden kann, findet in einer 96 - Loch - Mikrotiterplatte statt. Hierzu wurden 100 ul
des albuminspezifischen Antikorpers (,,Coating-Losung) pro Loch in die Mikrotiterplatte pipet-
tiert. Es folgte eine Inkubation der Platte: drei Stunden bei 37 °C und 15 Stunden bei 4 °C. Um

Verdunstungen zu vermeiden, wurde die Platte in Folie gewickelt. Nach der Inkubation wurde die
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Coating-Losung aus der Platte ausgeklopft, danach wurde sie fiir vier Minuten mit 100 ul
Pufferlosung (Puffer A) pro Loch bei 600 Upm auf einem Mikrotiterplattenschiittler gewaschen,
um ungebundene Antikorper zu entfernen. Dieser Waschvorgang wurde insgesamt drei - mal

durchgefiihrt und die Pufferlésung zwischendurch jeweils ausgeklopft.

40 pl der Urinproben wurden nun mit Puffer A verdiinnt und zwar je nach der zu erwartenden
Albuminkonzentration auf 1:50, 1:500, 1:5000 und 1:20.000.

Pro Loch wurden dann 50 pl Puffer A als Leerwert und 50 gl Standard- bzw. Urin-

probenverdiinnungen jeweils als Doppelbestimmung in die Platte pipettiert.

Es folgte die Zugabe von 50 ul Rattenantikorper pro Loch, welches den zweiten Antikérper im
ELISA enthilt. Die Mikrotiterplatte wurde dann eine Stunde bei 37 °C inkubiert.

Danach musste der Inhalt der Platte erneut ausgeklopft und die Platte, wie zuvor beschrieben, vier

Minuten mit Puffer A gewaschen werden, dieses Mal erfolgten vier Waschvorginge.

Fiir die Farbreaktion wurden 200 ul Substratlosung pro Loch in die Platte gegeben. Die
Mikrotiterplatte wurde dann fiir 15 Minuten auf dem Mikrotiterplattenschiittler bei 600 Upm
geschiittelt. Durch 50 ul Schwefelsdure pro Loch konnte die Farbreaktion gestoppt werden. Die
Farbreaktion, bei der ein blauer Farbkomplex entstand, ist invers, das heif}t, eine geringere
Blaufiarbung zeigt hohere Albuminwerte und eine stirkere Blaufiarbung niedrigere Albuminwerte
an. Nun erfolgte die photometrische Messung der optischen Dichte mittels eines ELISA-MRX-
Plate-Readers bei 450 nm.

Fiir die Bestimmung des Albumins musste eine Eichgerade erstellt werden. Hierzu wurden
100 ul Rattenserum-Albumin-Stock-Losung (1 mg/ml), mit 100 ml Puffer A verdiinnt. Daraus
wurden folgende Standardkonzentrationen jeweils in mg/l angesetzt: 0,00; 0,03; 0,05; 0,07; 0,1;
02; 03; 04; 0,6; 0,8 und 1 mg/l. Lagen die Extinktionen der Proben nicht mittig der

Kalibriergeraden, musste eine entsprechend andere Verdiinnung gewihlt werden (s.0.).

Die Erstellung der Eichgeraden, das Ablesen der Extinktion und der Ausdruck der Endwerte in
mg/l erfolgten mit Hilfe des Computers. Zum Schluss wurde aus den Werten in g/l durch
Beziehung der Urinproben auf die Verdiinnung und auf das tégliche Urinvolumen die

Albuminauscheidung in mg pro 24 Stunden berechnet.

2.6.2 Protein- und Kreatininbestimmung

Es wurde im Labor der Klinischen Pharmakologie, Charite-Unversititsmedizin Berlin, Campus
Benjamin Franklin, aus dem 24-Stunden-Urin das Gesamtprotein nach der Bradford-Methode17

bestimmt.

Sowohl im 24-Stunden-Urin als auch in dem bei der Tétung entnommenen Serum wurde das

Kreatinin gemessen und spiter die Kreatinin-Clearance berechnet.

Diese Messungen erfolgten iiber Standardmethoden im Labor 28, Mecklenburgische Strafle 28,
14197 Berlin.
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Die Berechnung der Kreatinin-Clearance erfolgte nach der Formel:
Abbildung 7:
Kreatinin-Clearance =

Urinkonzentration von Kreatinin x Harnvolumen

Plasmakonzentration von Kreatinin x Zeit

2.7 Totung und Organentnahme

Am Ende der vierten postoperativen Woche wurden die Tiere aus dem FEM in die Riume der
Klinischen Pharmakologie gebracht. Sie wurden aus ihren Gemeinschaftskéfigen in Einzelkifige
umgesetzt, gewogen und der Allgemeinzustand des Tieres wurde eingeschitzt. Die Tiere wurden
auf die gleiche Weise, wie zur Operation beschrieben, narkotisiert. Das weitere Vorgehen ent-

sprach bis auf Desinfektion und Rasur ebenfalls dem in Absatz 2.3.1. beschriebenen.

Die Totung erfolgte, nach einer fiir eine andere Studie verwendete Herzkatheter-untersuchung,

durch Exsangierung iiber eine im linken Ventrikel befindliche Brauniile.

Ein bis drei Milliliter Blut wurden dabei in Eppendorf-Rohrchen aufgefangen, um Serum zu
gewinnen. Durch 15-miniitiges Zentrifugieren bei 8000 U/min und 4 °C (Eppendorf, Zentrifuge
5417 R) wurde das Serum von korpuskulidren Bestandteilen getrennt, abpipettiert und in 2 ml-

Eppendorf-Rohrchen schockgefroren.

Sofort nach dem Ausbluten erfolgte die Sektion mit Organentnahme. Das Abdomen sowie der
Thorax wurden grof3flidchig erdffnet. Herz, Lunge, Leber und Niere wurden makroskopisch begut-
achtet. Bei den Tieren mit Nx wurde der Anteil des vorhandenen Nierengewebes beurteilt, um die

Reduktion um 5/6 des Nierengewebes zu kontrollieren.

Den Tieren wurden die Nieren und linken Ventrikel entnommen:

1. Herz:

Nach Entfernung der groen Gefidfle wurde das Herz gewogen. Der rechte Ventrikel wurde sept-
umnah vom linken Ventrikel abgetrennt und in einem 2 ml Eppendorf-Réhrchen in fliissigem

Stickstoff schockgefroren.

Der linke Ventrikel mit Septum interventrikulare wurde erneut gewogen. Es wurde die Herzspitze
abgetrennt, dann eine Scheibe aus der Herzmitte herausgetrennt und in Duboscq-Brasil-Losung
fiir die anschlieBende histologische Beurteilung fixiert. Die Herzspitze und der Rest des Organs

wurden ebenfalls schockgefroren.
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2. Niere:

Die linke Niere wurde aus ihrer Kapsel gelost. Gefidle und Ureter wurden aus dem Hilum ent-
fernt. Das Ausmal} der Nekrose wurde bestimmt und notiert. Dabei gingen die Tiere nur in die
Untersuchungen ein, wenn ca. 5/6 des Nierengewebes makroskopisch als nekrotisch erkennbar

waren.

Ein kleiner Teil des verbleibenden funktionstiichtigen Nierengewebes wurde abgetrennt und in
Methacarn-Losung fixiert, um die histologische Begutachtung durchfiihren zu konnen. Der

Organrest wurde wiederum schockgefroren.

Die Lagerung der Organproben und des Serums erfolgte in 2 ml Eppendorf-Réhrchen bei -81 °C

in den Rdaumen der klinischen Pharmakologie, Campus Benjamin Franklin.

Die Tierkadaver wurden separat gesammelt und durch die Tierkorperbeseitigung entsorgt.

2.8 Durchfiihrung der histologischen Untersuchungen
2.8.1 Paraffineinbettung der Organe
Die fiir 24 h in Dubosq- Brasil und fiir weitere 24 h in 80%igen Ethanol aufbewahrten Organe

wurden in Histologie-Kassetten umgelagert. Die Entwisserung und Paraffineinbettung erfolgte in
einem Histokinettenautomaten nach dem Tauchprinzip. Hierbei wurden die Priparate in aufstei-
gender Alkoholreihe 2 Stunden in 90%igem, 4 Stunden in 100%igem Ethanol und 2 Stunden in
Isopropylalohol entwissert sowie anschlieBend 6 Stunden in Intermedium und 3 Stunden in
einem Wirmetopf mit einem Gemisch aus Intermedium und Paraffin im Verhiltnis 1:1 der
Alkohol entfernt. Im letzten Schritt dieser Einbettung kamen die Kassetten fiir 24 h in einen

Wirmetopf aus reinem Paraffin.

2.8.2 Schneiden und Firben der Nieren

Um die Nieren schneiden zu kdnnen, mussten sie in dafiir geeignete Einbettungsringe mit reinem
Paraffin umgelagert werden. Dies erfolgte mit einer Einbettvorrichtung. Um eine optimale
Oberfldche zwischen oberen Nierenpol und Hilus zu erhalten, wurde die Transversalebene
gewihlt. So ist sichergestellt, dass sowohl superfizielle als auch juxtamedulldre Glomeruli sowie
der Ubergang von Nierenrinde und Mark mit Einschluss des S3-Segmentes im Priiparat vorhan-
den sind. Die Schnittfliche betrigt 3 ym und wurde mit einem Rotationsmikrotom der Firma
Microm durchgefiihrt (Abb. 8).



2. MATERIAL UND METHODEN

33

-

S3-Segment —:‘i\n

Bildflache

Innen-
streifen

=

inneres Mark

auleres Mark

Abbildung 8: Schema der Nierenstruktur modifiziert nach Kritz et al. 1988. 1 = Corpusculum renale, 2 = Pars con-
voluta des proximalen Tubulus, 3 = Pars recta des proximalen Tubulus, 4 = Pars descendens des intermedidiren
Tubulus, 5 = Pars ascendens des intermedidren Tubulus, 6 = Pars recta des distalen Tubulus, 7 = Macula densa, 8
= Pars convoluta des distalen Tubulus, 9 = Verbindungstubulus, 10 = kortikales Sammelrohr, 11 = Sammelrohr im
dufleren Mark, 12 = Sammelrohr inneres Mark.

Danach sind jeweils 8 Schnitte auf 2 Objekttriger fiir die PAS- und Sirius-Rot iibertragen worden.

Nachdem der Objekttriager auf einer mit 37 °C eingestellten Warmeplatte getrocknet war, erfolg-
te die Farbung nach ,,Periodic Acid Shiff* (PAS) und Sirius-Rot in einem Firbeautomat der Firma
Microm. Die Farbeschritte wurden wie folgt durchgefiihrt:
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a) PAS:

Histoclear fiir 30 Minuten, absteigende Alkoholreihe; 100%iger Alkohol fiir 5 Minuten, 90%iger
Alkohol fiir 5 Minuten, 80%iger Alkohol fiir 5 Minuten, 70%iger Alkohol fiir 5 Minuten, spiilen
in H20 fiir 3 Minuten, Aqua dest. fiir 2 Minuten, 0,8%ige wissrige Perjodsiure fiir 15 Minuten,
spiilen in H20 fiir 4 Minuten, Aqua dest. fiir 1 Minute, Schiffsreagens fiir 15 Minuten, SO2 (300
ml Aqua dest., 15 ml 1 N HCL und 18 ml einer 10%igen wissrigen Losung von Natriumdisulfit)
fiir 3 Minuten, SO2 fiir 3 Minuten, spiilen in H2O fiir 5 Minuten, aufsteigende Alkoholreihe;
90%iger Alkohol fiir 4 Minuten, 95%iger Alkohol fiir 5 Minuten, 95%iger Alkohol fiir 5 Minuten,
100% Alkohol fiir 5 Minuten, 100% Alkohol fiir 5 Minuten, Histoclear fiir 30 Minuten.

b) Sirius-Rot:

Histoclear fiir 30 Minuten, absteigende Alkoholreihe; 100%iger Alkohol fiir 5 Minuten, 90%iger
Alkohol fiir 5 Minuten, 80%iger Alkohol fiir 5 Minuten, 70%iger Alkohol fiir 5 Minuten, spiilen
in H20 fiir 3 Minuten, Aqua dest. fiir 2 Minuten, Sirius-Rot F3BA fiir 60 Minuten, 0,01 N HCL
fiir 4 Minuten, aufsteigende Alkoholreihe; 70%iger Alkohol fiir 3 Minuten, 90%iger Alkohol fiir
3 Minuten, 95%iger Alkohol fiir 5 Minuten,95%iger Alkohol fiir 5 Minuten, 100%iger Alkohol
fiir 5 Minuten, 100%iger Alkohol fiir 5 Minuten, Histoclear fiir 30 Minuten.

2.9 Bewertung der histologischen Untersuchungen
2.9.1 Bewertung der glomeruliren Fliche

Fiir die Bewertung der glomeruldren Fliche wurden die Schnitte geblindet, in einem ersten
Durchgang gesichtet und in einem zweiten Durchgang befundet. Fiir alle Priparate wurden die
gleichen Einstellungen am Mikroskop vorgenommen. Untersuchungsmaterial war der beste von 8
Schnitten auf einem Objekttrager der Sirius - Red - Fiarbung. Je Gruppe wurden 6 Schnitte bewer-
tet (N=6). Fiir die Aufnahme der Bilder wurde das Photomikroskop Axiophot der Firma Carl
Zeiss, Oberkochen, verwendet, welches mit einem Videosystem der Firma AVT-HORN verbun-
den war. Dieses Videosystem beinhaltet eine Farb-Videokamera mit drei !/,*-CCD-Chips, ein
externes Kamerasteuergerit und einen Frame Grabber. Um von dem angegebenen Bereich in der
Niere digitale Bilder zu erhalten, wurde die Farb-Videokamera mit dem externen
Kamerasteuergerit an einen Computer, Power Macintosh 8200/120, und dem Frame Grabber
angeschlossen. Alle Bilder wurden nach einer Aufwidrmzeit der Bildanalyseeinheit von 10
Minuten mit den gleichen Einstellungen am Mikroskop und der Kamera digitalisiert, im 7agged-
Image-File- Format (TIFF) gespeichert, eine Sicherungskopie auf einer beschreibbaren CD vor-
genommen und mit dem Freeware-Programm ,,Scion Image 1.62a* ausgewertet. Zunéchst wur-
den von einem Schnitt willkiirlich 40 verschiedene Glomeruli mit der Maus umfahren, anschlie-
Bend erfolgte die Auswertung der glomerulidren Flidche durch die im Bildanalyseprogramm (Scion

Image 1.62a) integrierte Makrosprache Pascal.
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2.9.2 Semiquantitative Bewertung der Glomerulosklerose der Niere

Fiir die Bewertung der Glomerulosklerose wurden die Schnitte geblindet, in einem ersten
Durchgang gesichtet und in einem zweiten Durchgang befundet. Dariiber hinaus wurde eine zeit-
liche Vorgabe von vier Wochen definiert, innerhalb derer die Glomeruli kontinuierlich bewertet
werden mussten. Als Untersuchungsgerit diente das Photomikroskop Axiophot der Firma Carl
Zeiss. Fiir alle Préparate wurden die gleichen Einstellungen am Mikroskop vorgenommen.

Untersuchungsmaterial war der beste von 8 Schnitten auf einem Objekttriger.

Fiir die GSI wurden 30 Glomeruli, superfizielle und juxtamedulldre, in der PAS-Firbung in
200facher VergroBerung nach einem Score von O bis 4 bewertet (Raij et al. 1984).
Schidigungsparameter bei der semiquantitativen Bewertung der Glomeruli war die Ablagerung
von PAS-positivem Material in das Mesangium und um die Kapillarschlingen, segmental oder dif-
fus, wobei 0 keine Verdnderung, 0,5 = Verdnderungen, die weniger als 12 % betreffen. 1 =

Veridnderungen zwischen 12 und 25 %, 1,5 = Verdnderungen zwischen 25 und 37 %, 2

Veridnderungen zwischen 37 und 50 %, 2,5 = Verdnderungen zwischen 50 und 62 %, 3

Veridnderungen zwischen 62 und 75 %, 3,5 = Verdnderungen zwischen 75 und 90 % und 4
Veridnderungen, die mehr als 90 % des Glomeruli betreffen. Die Einteilung der Bewertungsskala
diente einer feineren Differenzierung zwischen den Schiden der einzelnen Glomeruli. Es wurde
ein kumulativer Index gebildet und der Mittelwert berechnet. Zusitzliche Schidigungsmuster wie
die Hyperzellularitit, die Dicke der Bowman’schen-Kapsel und die GroBe der glomuléren Fliche
im Nierenschnitt kennzeichnen das Gesamtausmal} der histophatologischen Verdnderungen des

Glomerulus.

2.9.3 Morphometrische Bildanalyse der interstitiellen Fibrose in der Niere

Die computergestiitzte Auswertung der RIF erfolgte mit einem Bildausschnitt, beginnend im
Ubergangsbereich zwischen Nierencortex und Nierenmark und endet im Innenstreifen der mit
Sirius-Rot gefirbten Priparate. In dem angegebenen Nierenbereich befinden sich die mitochon-
drienreichen proximalen Tubuli (S3 Segment). Die Sirius-Rot-Farbung ist spezifisch fiir
Gesamtkollagen und detektiert damit das Ausmal} der interstitiellen Fibrose in der Niere.
Glomeruli sind in diesem Areal nicht enthalten. Fiir die Quantifizierung wurden im Durchlicht 10
unterschiedliche Bildausschnitte bei 100facher Vergroflerung entlang der beschriebenen Region

mit jeweils einer metrischen FlichengroBe von 301146,94 ym? aufgenommen.

Fiir die Aufnahme der Bilder wurde das Photomikroskop Axiophot der Firma Carl Zeiss,
Oberkochen, verwendet, welches mit einem Videosystem der Firma AVI-HORN verbunden war.
Dieses Videosystem beinhaltet eine Farb-Videokamera mit drei !/,“-CCD-Chips, ein externes
Kamerasteuergeridt und einen Frame Grabber. Um von dem angegebenen Bereich in der Niere
digitale Bilder zu erhalten, wurde die Farb-Videokamera mit dem externen Kamerasteuergerit an

einen Computer, Power Macintosh 8200/120, und dem Frame Grabber angeschlossen. Alle Bilder



36 2. MATERIAL UND METHODEN

wurden nach einer Aufwérmzeit der Bildanalyseeinheit von 10 Minuten mit den gleichen
Einstellungen am Mikroskop und der Kamera digitalisiert, im Tagged-Image-File-Format (TIFF)
gespeichert, eine Sicherungskopie auf einer beschreibbaren CD vorgenommen und mit dem
Freeware-Programm ,,Scion Image 1.62a* ausgewertet. Fiir die Messung der gefidrbten Fldchen
wurde die Bildanalyseeinheit zunédchst mit einem Objektmikrometer auf metrische Einheit kali-
briert. Die Software wandelt das Bild auf der Grundlage von Grauwerten in schwarze und weie
Bereiche um. Die schwarzen Areale entsprechen dem mit Sirius-Rot gefarbten Gesamtkollagen,
der weille Hintergrund dem nicht mit Sirius-Rot gefidrbten Gewebe. Der Schwellenwert fiir die
Detektierung der fibrotischen Areale wird automatisch gesetzt und nach Vergleich mit dem
Farbbild gegebenenfalls neu eingestellt. Die schwarzen Areale werden gemessen und als prozen-
tualer Anteil vom Gesamtbild angegeben. Die Auswertung der Bilddaten konnte durch die im
Bildanalyseprogramm integrierte Makrosprache Pascal weitgehend automatisiert werden, wobei
das Prinzip dieser Bildanalyse als halbautomatisches Verfahren einzustufen ist. Von allen ausge-

messenen 10 Bildausschnitten pro Schnitt wurde ein Mittelwert gebildet.

2.94 Semiquantitative Bewertung des tubulointertitiellen - damge - Index (TDI).

Fiir die Bewertung des tubulointerstitiellen - damage - Index (TDI) wurden die Schnitte geblin-
det, in einem ersten Durchgang gesichtet und in einem zweiten Durchgang befundet. Dariiber hin-
aus wurde eine zeitliche Vorgabe von vier Wochen definiert, innerhalb derer das
Tubulointerstitium kontinuierlich bewertet werden musste. Als Untersuchungsgerit diente das
Photomikroskop Axiophot der Firma Carl Zeiss. Fiir alle Pridparate wurden die gleichen
Einstellungen am Mikroskop vorgenommen. Untersuchungsmaterial war der beste von 8

Schnitten auf einem Objekttrager.

Das Tubulointerstitium wurde nach einem Score von 1-4 (1 = keine Verdnderung; 2 =
Verdnderung, die weniger als 25% betreffen; 3 = Veridnderungen, die 25-50% der
Untersuchungsprobe betreffen; 4 = Verdnderungen, die mehr als 50% betreffen) bewertet. Die
Parameter der Schidigung fiir die Tubuli sind die Atrophie des Epithels, Zylinder in den Tubuli
und die Dilatation der Tubuli, fiir das Interstitium die Infiltration von inflammatorischen Zellen

in das Interstitium und die interstitielle Fibrosierung.

2.9.5 Morphometrische Bildanalyse der interstitiellen Fibrose des linken Ventrikels

Die computergestiitzte Auswertung der interstitiellen Fibrose des linken Ventrikels erfolgte mit
einem Bildausschnitt, der mit Sirius-Rot gefidrbten Priparate. Es wurden moglichst gefidlfreie
Areale als Bildausschnitt gewihlt. Die Sirius-Rot-Firbung ist spezifisch fiir Gesamtkollagen und
detektiert damit das AusmaB} der interstitiellen Fibrose in dem linken Ventrikel. GroBe Gefi3e

sind in diesem Areal nicht enthalten. Fiir die Quantifizierung wurden im Durchlicht 10 unter-
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schiedliche Bildausschnitte bei 100facher Vergroerung entlang der beschriebenen Region mit

jeweils einer metrischen FlichengroBe von 301146,94 ym? aufgenommen.

Fiir die Aufnahme der Bilder wurde das Photomikroskop Axiophot der Firma Carl Zeiss,
Oberkochen, verwendet, welches mit einem Videosystem der Firma AVI-HORN verbunden war.
Dieses Videosystem beinhaltet eine Farb-Videokamera mit drei !/,“-CCD-Chips, ein externes
Kamerasteuergeridt und einen Frame Grabber. Um von dem angegebenen Bereich in der Niere
digitale Bilder zu erhalten, wurde die Farb-Videokamera mit dem externen Kamerasteuergerit an
einen Computer, Power Macintosh 8200/120, und dem Frame Grabber angeschlossen. Alle Bilder
wurden nach einer Aufwidrmzeit der Bildanalyseeinheit von 10 Minuten mit den gleichen
Einstellungen am Mikroskop und der Kamera digitalisiert, im Tagged Image File Format (TIFF)
gespeichert, eine Sicherungskopie auf einer beschreibbaren CD vorgenommen und mit dem
Freeware-Programm ,,Scion Image* 1.62a ausgewertet. Fiir die Messung der gefirbten Fldachen
wurde die Bildanalyseeinheit zundchst mit einem Objektmikrometer auf metrische Einheiten kali-
briert. Die Software wandelt das Bild auf der Grundlage von Grauwerten in schwarze und weif3e
Bereiche um. Die schwarzen Areale entsprechen dem mit Sirius-Rot gefarbten Gesamtkollagen,
der weille Hintergrund dem nicht mit Sirius-Rot gefarbten Gewebe. Der Schwellenwert fiir die
Detektierung der fibrotischen Areale wird automatisch gesetzt und nach Vergleich mit dem
Farbbild gegebenenfalls neu eingestellt. Die schwarzen Areale werden gemessen und als prozen-
tualer Anteil vom Gesamtbild angegeben. Die Auswertung der Bilddaten konnte durch die im
Bildanalyseprogramm integrierte Makrosprache Pascal weitgehend automatisiert werden, wobei
das Prinzip dieser Bildanalyse als halbautomatisches Verfahren einzustufen ist. Von allen ausge-

messenen 10 Bildausschnitten pro Schnitt wurde ein Mittelwert gebildet.

2.9.6 Morphometrische Bildanalyse der perivaskuliren Fibrose des linken Ventrikels

Die computergestiitzte Auswertung der perivaskulidren Fibrose des Linken Ventrikels erfolgte
mittels Bildausschnitten der mit Sirius-Rot gefirbten Préaparate. Es wurden pro Schnitt moglichst
drei mittelgrofe bis grole GefiBle gewdhlt. Von diesen Gefden wurden jeweils beginnend links
oben und dann im Uhrzeigersinn weiterfiihrend ausgehend vom inneren Rand der Gefille drei
Bildausschnitte gewihlt. Die Sirius-Rot-Féarbung ist spezifisch fiir Gesamtkollagen und detektiert
damit das Ausmal} der Fibrose im linken Ventrikel in den entsprechenden Bereichen. Fiir die
Quantifizierung wurden im Durchlicht 3 unterschiedliche Bildausschnitte bei 100facher
VergroBerung entlang der beschriebenen Region beurteilt. Fiir die Aufnahme der Bilder wurde das
Photomikroskop Axiophot der Firma Carl Zeiss, Oberkochen, verwendet, welches mit einem
Videosystem der Firma AVI-HORN verbunden war. Dieses Videosystem beinhaltet eine Farb-
Videokamera mit drei !/,*“-CCD-Chips, ein externes Kamerasteuergerit einen Frame Grabber. Um
von dem angegebenen Bereich digitale Bilder zu erhalten, wurde die Farb-Videokamera mit dem

externen Kamerasteuergerit an einen Computer, Power Macintosh 8200/120, und dem Frame
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Grabber angeschlossen. Alle Bilder wurden nach einer Aufwédrmzeit der Bildanalyseeinheit von
10 Minuten mit den gleichen Einstellungen am Mikroskop und der Kamera digitalisiert, im
Tagged-Image-File- Format (TIFF) gespeichert, eine Sicherungskopie auf einer beschreibbaren
CD vorgenommen und mit dem Freeware-Programm ,,Scion Image 1.62a* ausgewertet. Fiir die
Messung der gefdrbten Flichen wurde die Bildanalyseeinheit zunichst mit einem
Objektmikrometer auf metrische Einheiten kalibriert. Die Software wandelt das Bild auf der
Grundlage von Grauwerten in schwarze und wei3e Bereiche um. Die schwarzen Areale entspre-
chen dem mit Sirius-Rot gefdrbten Gesamtkollagen, der weille Hintergrund dem nicht mit Sirius-
Rot gefarbten Gewebe. Der Schwellenwert fiir die Detektierung der fibrotischen Areale wird
automatisch gesetzt und nach Vergleich mit dem Farbbild gegebenenfalls neu eingestellt. Die
schwarzen Areale werden gemessen und als prozentualer Anteil vom Gesamtbild angegeben. Die
Auswertung der Bilddaten konnte durch die im Bildanalyseprogramm integrierte Makrosprache
Pascal weitgehend automatisiert werden, wobei das Prinzip dieser Bildanalyse als halbautomati-

sches Verfahren einzustufen ist.

2.10 Statistische Analyse

Die Auswertung der experimentell erhobenen Daten erfolgte unter Zuhilfenahme des
Statistikprogrammes SPSS 11.0 fiir Windows, der Firma SPSS Inc. 1981-2001. Alle Werte wer-
den als Mittelwert + Standartabweichung des Mittelwertes (mean + SEM) angegeben. Die
statistische Analyse erfolgte durch den nicht-parametrischen Mann-Whitney Test mit anschlie-
Bender Adjustierung nach Bonferroni zur Beriicksichtigung der alpha-Fehler-Kumulierung. Zum
Vergleich der beiden Rattenstimme verwendeten wir eine univariate Varianzanalyse.

Unterschiede wurden bei einem p < 0,05 als signifikant angenommen.

Der Gebrauch der SEM weist den Vorteil auf, dass seine Anwendung - bis zu einer gewissen
Grenze - auch bei Stichproben moglich ist, die nicht aus einer symmetrischen eingipfligen
Grundgesamtheit stammen. Die Verwendung der Standardabweichung des Mittelwertes bietet

sich somit bei geringen Gruppengrofien an.
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3. Ergebnisse

3.1. Herzphysiologische Daten
3.1.1. Systolischer Blutdruck (SBP)

Abbildung 9 zeigt die in der vierten postoperativen Woche gemessenen systolischen
Blutdruckwerte. Eine 5/6-Nephrektomie fiihrte wihrend des vierwochigen Untersuchungs-
zeitraums sowohl bei MWE-Nx als auch bei den Wistar-Nx-Tieren zu einem signifikanten Anstieg
des Blutdrucks im Vergleich zu der entsprechenden nicht -nephrektomierten Kontrollgruppe (p <
0,05). Die hochsten Blutdruckwerte weisen die MWF-Nx-Tiere auf. Ihre systolischen
Blutdruckwerte liegen signifikant hoher als die der Wistar-Nx-Gruppe. Zwischen den nephrekto-
mierten und mit einem ACE-Hemmer behandelten Tieren (Wistar-Nx-ACEI und MWE-Nx-ACEI
) und der entsprechenden nicht-nephrektomierten Kontrollgruppe existieren keine signifikanten
Blutdruckunterschiede. Die Blutdruckwerte der nephrektomierten MWEF-Tiere, welche mit einem
ACE-Hemmer behandelten wurden (MWF-Nx-ACEI), liegt signifikant iiber den Werten der
nephrektomierten und mit einem ACE-Hemmer behandelten Wistar-Tieren (Wistar-Nx-ACEI).
Signifikant hohere systolische Blutdruckwerte finden sich bereits bei der nicht-nephrektomierten
MWE-Kontrollgruppe im Vergleich zur entsprechenden Wistar-Kontrollgruppe. Protokoll- unab-
hingige Testung auf Stammunterschiede fiihrt zu signifikant héheren Blutdruckwerten des MWF-

Stammes im Vergleich zum Wistar - Rattenstamm mit p < 0,05.
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Abbildung 9:

SBP: Systolischer Blutdruck in mmHg; * signifikant (P<0.05) versus Wistar-Ko, § signifikant (P<0.05) versus MWF
Nx, ## signifikant (P<0.05) versus W-NxACEI, x signifikant (P<0.05) versus MWF-Ko ( N = 11-17 Ratten pro
Gruppe).
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3.1.2 Linkes Herzgewicht (normalisiert zum Korpergewicht)

Tabelle 2 zeigt die mittleren Herzgewichte aller Gruppen. Dabei wird differenziert zwischen dem

Gesamtherzgewicht ( Hwt) und dem Gewicht des linken Ventrikels

(LVwt). Bei der Analyse der Korpergewichte zeigten sich am Totungstag signifikante
Unterschiede der Korpergewichte zwischen den Gruppen. Da das Herzgewicht direkt mit dem
Korpergewicht korreliert, ist es sinnvoll, die absoluten Herzgewichte nach dem Korpergewicht zu
normalisieren, um eine Vergleichbarkeit auch bei unterschiedlichen Korpergewichten zu ermog-
lichen. Um dies zu erreichen, bildet man den Quotienten aus dem Herzgewicht und dem
Korpergewicht am Tétungstag ( Hwt / KG(t) ). Analog erhilt man die normalisierten Werte fiir
den linken Ventrikel ( LVwt / KG(t) ).

Tabelle 2
Gruppe Hwt in Hwt/KG(t) Lvwt in LVWt/KG(t) in Anzahl N
mg in mg/g mg mg/g

MWF sham 819+17 2.42+0,03 659+11 1,9+0,02 12

Wistar sham 812+24  2,16+0,04% 636+20 1,7+0,03% 13

MWF Nx 942+13 3.48+0,06% 784+12 2.,9+0,06% 17

Wistar Nx 980+33 3,02+0,128# 816432 2,540,113 * ## 12

MWF Nx ACEI ~ 745+15  248+0,043% 57349 1,940,043 # 11

Wistar Nx ACEI ~ 650+17 2,11+£0,05 500+10 1,6+0,03 13

Hwt: Herzgewicht; KGt: Korpergewicht am Tétungstag; LVwt: Gewicht des linken Ventrikels; RVwt: Gewicht des
rechten Ventrikels; Anzahl N: Ratten pro Gruppe; Werte in mean+SEM;

* signifikant (P<0.05) versus Wistar-Ko, o signifikant (P<0.05) versus MWF Nx, ## signifikant (P<0.05) versus W-
NxACEI, x signifikant (P<0.05) versus MWF-Ko
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Eine subtotale Nephrektomie fiihrt innerhalb des vierwochigen Untersuchungszeitraumes bei bei-
den Rattenstimmen zu einer signifikanten Erhohung des normalisierten Herzgewichtes sowie zu
einer Erhohung des normalisierten Gewichtes des linken Ventrikels im Vergleich zu den nicht -
nephrektomierten Kontrollgruppen. Eine ACE-Hemmertherapie bei den nephrektomierten Tieren
verhindert diese Erhohung bei beiden Ratten-Stdmmen vollstindig. Es lieBen sich zwischen
MWF-Ko und MWF-Nx-ACEI, bzw. zwischen Wistar-Ko und Wistar-Nx-ACEI keine signifikan-
ten Unterschiede feststellen. Ein stammabhéngiger Vergleich zeigte signifikant hohere normali-
sierte Herzgewichte und normalisierte linksventrikuldre Gewichte bei den MWF-Tieren im
Vergleich zu den Wistar -Tieren (Abb. 10).
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Abbildung 10: Gewicht des linken Ventrikels (zum Korpergewicht normalisiert). W, 16 Wochen alte Wistar-Ratten;
MWEF, 16 Wochen alte Munich-Wistar-Fromter-Ratten,; Ko, kontrolloperiert in Woche 12; Nx, 5/6-Nephrektomie in
Woche 12; ACE, 4 Wochen Ramipril Img/kg; n=8-10.* signifikant (P<0.05) versus W-Ko, # signifikant versus W-Nx,
§ signifikant versus MWF Nx, ## signifikant versus W-NxACEI, + signifikant versus MWF-Ko
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3.2 Parameter der Nierenfunktion
3.2.1 Kreatinin-Clearance
Abbildung 11 zeigt die renale Clearance von Kreatinin.

Innerhalb des MWE-Stammes ist die Kreatinin-Clearance bei der nephrektomierten Gruppe am
niedrigsten.

Die Clearance der unbehandelten nephrektomierten MWF-Tiere ist um fast 40% im Vergleich zu
den mit einem ACE-Hemmer behandelten nephrektomierten Tieren und um mehr als 70% zu den
nicht - nephrektomierten Tieren reduziert.

Die Clearance bei den unbehandelten nephrektomierten Wistar-Tieren ist signifikant um 83% im
Vergleich zu den nicht - nephrektomierten Wistar-Tieren und 60% zu den nephrektomierten und

mit einem ACE-Hemmer behandelten Tieren reduziert.
Im Stammvergleich war keiner der Vergleiche MWF-Nx versus Wistar-Nx,

MWE-Nx-Rami versus Wistar-Nx-Rami und MWEF-Ko versus Wistar-Ko signifikant unter-
schiedlich.
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Abbildung 11: Kreatinin-Clearance in Milliliter pro Minute (n = 8 - 20 Tiere pro Gruppe) .* signifikant (P<0.05)
versus W-Ko, § signifikant versus MWF Nx, ## signifikant versus W-NxACEI, + signifikant versus MWF-Ko
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3.3 Histologische Daten der Niere
3.3.1 Fliche der Glomeruli
Die Fliche der Glomeruli ist in Abbildung 12 dargestellt. Die 5/6-Nephrektomie fiihrte bei den

Wistar-Tieren im Vergleich zur Kontrollgruppe zu einer signifikanten VergroSerung der Glomeruli
um 30%. Eine unmittelbar postoperative Behandlung der 5/6-nephrektomierten Wistar-Tiere mit
einem ACE-Hemmer verhinderte die Zunahme der Fldche nicht. Hier zeigte sich ebenfalls eine
Zunahme der Grofle um 30% im Vergleich zu den nicht-nephrektomierten Wistar-Tieren. Ein sig-
nifikanter Unterschied der behandelten und nicht behandelten nephrektomierten Tiere bestand bei

den Wistar-Tieren nicht.

Die nephrektomierten MWEF-Tiere zeigten gegeniiber der nicht nephrektomierten Kontrollgruppe
eine signifikante Abnahme der glomeruldren Fliche um 19 % . Die mit einem ACE-Hemmer
behandelten nephrektomierten Tiere der MWF-Gruppe zeigten keinen signifikanten Unterschied
zu den unbehandelten nephrektomierten und zu den nicht nephrektomierten Tieren.

Vergleicht man die einzelnen Testgruppen, also jeweils die Gruppen Wistar-Ko zu MWF-Ko, W-
Nx zu MWEF-Nx und W-NXACE zu MWF-NxACE miteinander, so war die glomeruldre Flidche
bei den Wistar-Tieren in der nicht nephrektomierten Kontrollgruppe signifikant um 73% und bei
den behandelten nephrektomierten Tieren signifikant um 31% groBer.

In der Gruppe der unbehandelten 5/6 nephrektomierten Tiere zeigte sich kein signifikanter

Unterschied.
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Abbildung 12:_Glomeruldre Flidche. W, 16 Wochen alte Wistar-Ratten; MWF, 16 Wochen alte Munich-Wistar-
Fromter-Ratten; Ko, kontrolloperiert in Woche 12; Nx, 5/6-Nephrektomie in Woche 12; ACE, 4 Wochen Ramipril
Img/kg; n=8-10.* signifikant (P<0.05) versus W-Ko, # signifikant versus W-Nx, § signifikant versus MWF Nx, ## sig-
nifikant versus W-NxACE, + signifikant versus MWF-Ko
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3.3.2 Glomerulire Sklerose

Die glomerulédre Sklerose ist in Abbildung 13 dargestellt. In den Wistar-Gruppen war die glome-
ruldre Sklerose bei den nephrektomierten Tieren gegeniiber den kontrolloperierten Tieren signifi-
kant um 21% erhoht.

Die postoperative Ramipril-Gabe konnte hier eine Verdnderung bewirken: In der mit einem ACE-
Hemmer behandelten Gruppe zeigte die glomerulidre Sklerose keinen signifikanten Unterschied
gegeniiber der nicht nephrektomierten Kontrollgruppe. Es konnte aber ein signifikanter
Unterschied zu der nicht mit einem ACE-Hemmer behandelten nephrektomierten Gruppe gezeigt

werden.

In den Gruppen des MWF-Stammes war die glomerulédre Sklerose der 5/6 Nephrektomierten sig-
nifikant, um 15,09% zu den nicht nephrektomierten MWF-Tieren erhoht. Der ACE-Hemmer
bewirkte auch hier eine Reduktion der Sklerose auf den Wert der Kontrollgruppe, so dass sich hier

kein signifikanter Unterschied nachweisen lie§3.

Im Stammvergleich war die glomerulédre Sklerose in der nicht nephrektomierten Kontrollgruppe
bei dem MWE-Stamm signifikant um 21%, bei den 5/6 Nephrektomierten signifikant um 15%
und bei einer Behandlung mit einem ACE-Hemmer signifikant um 25% im Vergleich zu der ent-

sprechenden Wistar-Gruppe erhoht.
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Abbildung 13: Glomerulosklerose. W, 16 Wochen alte Wistar-Ratten; MWF, 16 Wochen alte Munich-Wistar-Fromter-
Ratten; Ko, kontrolloperiert in Woche 12; Nx, 5/6-Nephrektomie in Woche 12; ACE, 4 Wochen Ramipril 1mg/kg;
n=38-104# signifikant (P<0.05) versus W-Nx, § signifikant versus MWF Nx, ## signifikant versus W-NxACE, + signi-
fikant versus MWF Ko
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3.3.3 Interstitielle Fibrose
In Abbildung 14 ist die interstitielle Fibrose der Niere in den verschiedenen Gruppen dargestellt.

Bei den Wistar-Tieren mit 5/6 Nephrektomie fand sich eine mit 36% signifikant erhdhte intersti-
tielle Fibrose im Vergleich zu der nicht nephrektomierten Kontrollgruppe und eine 29,6%ige
Erhohung zu den Tieren, welche nach Nephrektomie mit einem ACE-Hemmer behandelten wur-
den. Zwischen den nicht nephrektomierten und den nephrektomierten Tieren, die eine ACE-

Hemmer-Behandlung bekamen, lieBen sich keine signifikanten Unterschiede nachweisen.

Die Werte fiir die MWF-Tiere zeigten einen signifikanten Anstieg der interstitiellen Fibrose, bei
den 5/6 Nephrektomierten zur nicht nephrektomierten Kontrollgruppe von 55% und einen signi-
fikanten Anstieg gegeniiber den mit einem ACE-Hemmer behandelten Tieren um 45,5%.
Zwischen den nicht nephrektomierten und den nephrektomierten Tieren, die eine ACE-Hemmer-

Behandlung bekamen lieen sich keine signifikanten Unterschiede nachweisen.

Im Stammvergleich zeigten die MWF-Tiere eine signifikant hohere interstitielle Fibrose bei den
Gruppen der nicht-nephrektomierten (19,5%) und nephrektomierten (36%) Tiere. Bei den mit
einem ACE-Hemmer behandelten Tieren lief sich kein signifikanter Unterschied zwischen den

MWEF- und den Wistar-Tieren nachweisen.
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Abbildung 14: Interstitielle Fibrose der Niere. W, 16 Wochen alte Wistar-Ratten; MWF, 16 Wochen alte Munich-
Wistar-Fromter-Ratten; Ko, kontrolloperiert in Woche 12; Nx, 5/6-Nephrektomie in Woche 12; ACE, 4 Wochen

Ramipril 1mg/kg; n=8-104# signifikant (P<0.05) versus W-Nx, § signifikant versus MWF Nx, + signifikant versus
MWF Ko
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3.34 TDI
Der TDI ist in Abbildung 15 dargestellt.

Im Wistar-Stamm fand sich bei den nephrektomierten Tieren eine Erhohung um 27% des TDI im
Vergleich zu der nicht nephrektomierten Kontrollgruppe. Ein signifikanter Unterschied zu den
Tieren, welche nach der Nephrektomie mit einem ACE-Hemmer behandelt wurden, liel sich
nicht nachweisen. Es bestand kein signifikanter Unterschied zwischen der nicht nephrektomier-

ten Kontrollgruppe und der nephrektomierten und mit einem ACE-Hemmer behandelten Gruppe.

Im MWF-Stamm zeigte die 5/6 Nephrektomie gegeniiber der nicht nephrektomierten
Kontrollgruppe eine signifikante Erhohung des TDI um 62% und gegeniiber der mit einer ACE-
Hemmer behandelten Gruppe um 40%. Die mit einem ACE-Hemmer behandelte Gruppe zeigte

einen signifikanten Anstieg gegeniiber der nicht nephrektomierten Kontrollgruppe um 15,6%.

Im Stammvergleich stellte sich ein Unterschied zwischen den Nephrektomie-Gruppen dar: Der
MWF-Stamm zeigte einen Anstieg um 49,01% gegeniiber den nephrektomierten Wistar-Tieren.
Bei den Kontrollgruppen sowie bei den behandelten Gruppen war der Anstieg ebenfalls bei dem
MWE-Stamm erhoht. In den Kontrollgruppen um 16,65% und bei den behandelten Tieren um
22,23%.
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Abbildung 15: Tubulointerstitieller-damage-Index (TDI). W, 16 Wochen alte Wistar-Ratten; MWF, 16 Wochen alte
Munich-Wistar-Fromter-Ratten; Ko, kontrolloperiert in Woche 12; Nx, 5/6-Nephrektomie in Woche 12; ACE, 4
Wochen Ramipril 1mg/kg; n=8-10# signifikant (P<0.05) versus W-Nx, § signifikant versus MWF Nx, ## signifikant
versus W-NxACE, + signifikant versus MWF-Ko
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3.4 Histologische Daten des linken Ventrikels
3.4.1 Interstitielle Fibrose
Die interstitielle Fibrose am Herz ist in Abbildung 16 dargestellt.

Bei den Wistar-Tieren fand sich ein signifikanter Anstieg um mehr als das 2,3fache (116%) der
nephrektomierten Tiere gegeniiber der nicht nephrektomierten Kontrolltieren und ein signifikan-
ter Anstieg um mehr als 2,6fache (133,64%)gegeniiber der nephrektomierten Gruppe, welche mit
einem ACE-Hemmer behandelt wurde. Die interstitielle Fibrose in der Gruppe der mit einem
ACE-Hemmer behandelten nephrektomierten Tiere zeigte keinen signifikanten Unterschied

gegeniiber der nicht nephrektomierten Gruppe.

Innerhalb des MWF-Stammes konnten signifikante Unterschiede zwischen den unbehandelten
nephrektomierten Tieren und den nicht-nephrektomierten Tieren um die mehr als das 2 fache
(107,62%) gezeigt werden. Des Weiteren zeigte sich ein signifikanter Anstieg von iiber 44% der
nach Nephrektomie mit einem ACE-Hemmer behandelten Gruppe gegeniiber der nicht nephrek-
tomierten Kontrollgruppe. Keine signifikanten Unterschiede konnten zwischen den nephrekto-

mierten Tieren mit und ohne ACE-Hemmer-Behandlung nachgewiesen werden.

Im Stammvergleich zeigte sich in allen Gruppen des Wistar-Stammes eine deutlich stédrker inter-
stitielle Fibrose. Im Vergleich der nicht nephrektomierten Kontrollgruppen zeigte sich eine ver-
mehrte Fibrose von mehr als dem 2,5 fachen (126%), bei den nephrektomierten Gruppen betrug
der Unterschied 136% und bei der nephrektomierten Gruppe, welche mit einem ACE-Hemmer
behandelt wurde, waren es 45%.
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Abbildung 16: Interstitielle Fibrose des linken Ventrikels. W, 16 Wochen alte Wistar-Ratten;, MWF, 16 Wochen alte
Munich-Wistar-Fromter-Ratten; Ko, kontrolloperiert in Woche 12; Nx, 5/6-Nephrektomie in Woche 12; ACE, 4
Wochen Ramipril Img/kg; n=8-10.% signifikant (P<0.05) versus W-Ko, # signifikant versus W-Nx, ## signifikant ver-
sus W-NxACE, § signifikant versus MWF Nx, + signifikant versus MWF-Ko
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3.4.2 Perivaskulire Fibrose
Die Werte fiir die perivaskuldre Fibrose sind in Abbildung 17 dargestellt.

Innerhalb des Wistar-Stammes fand sich eine signifikanten Erhohung der perivaskulidren Fibrose
der nephrektomierten Tiere mit 63% gegeniiber der nicht nephrektomierten Kontrollgruppe und
gegeniiber der nach Nephrektomie mit einem ACE-Hemmer behandelten Tiere (Anstieg 58%).
Zwischen der Kontrollgruppe und der mit einem ACE-Hemmer behandelten Gruppe konnte kein

signifikanter Unterschied nachgewiesen werden.

Die MWF-Tiere zeigten eine signifikante Erhohung der perivaskulidren Fibrose bei den nephrek-
tomierten Tieren gegeniiber der nicht nephrektomierten Kontrollgruppe um fast das Doppelte
(95%) und gegeniiber der behandelten Gruppe um mehr als das Doppelte (102%).

Im Stammvergleich zeigte sich, dass die Fibrose bei allen Wistar-Gruppen signifikant hoher ist
als bei den entsprechenden MWF-Tieren. In der Wistar-Kontrollgruppe zeigte sich eine vermehr-
te Fibrose von 122% im Vergleich zu den MWF-Kontrolltieren. Bei den nephrektomierten Tieren
zeigte sich eine vermehrte Fibrose von 84% und bei den Tieren, die mit einem ACE-Hemmer

behandelten wurden, eine vermehrte Fibrose von 137% gegeniiber den entsprechenden MWF-
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Abbildung 17: Perivaskuldire Fibrose des linken Ventrikels. W, 16 Wochen alte Wistar-Ratten; MWF, 16 Wochen alte
Munich-Wistar-Fromter-Ratten; Ko, kontrolloperiert in Woche 12; Nx, 5/6-Nephrektomie in Woche 12; ACE, 4
Wochen Ramipril 1mg/kg; n=8-10.* signifikant (P<0.05) versus W-Ko, # signifikant versus W-Nx, § signifikant ver-
sus MWF Nx, ## signifikant versus W-NxACE, +signifikant versus MWF-Ko
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4. Diskussion

4.1 Nierenfunktionseinschrinkung

Der dieser Arbeit zugrunde liegende Tierversuch wurde an zwei Rattenstimmen durchgefiihrt.
Beim ersten Stamm handelt es sich um die in unserer Einrichtung geziichtete und gehaltene
Munich-Wistar-Fromter-Ratte (MWF-Ratte). Fiir die Kontrollgruppe entschieden wir uns fiir
einen Wistar-Stamm. Das Munich Wistar Fromter (MWF) Rattenmodell ist das einzige bisher
morphologische und funktionell ausreichend charakterisierte Rattenmodell mit ausgeprigter kon-

genitaler Oligonephronie.

Die Arbeitsgruppe der Dres. Guiseppe und Andrea Remuzzi, Bergamo, hat in den letzten Jahren
wesentliche Untersuchungen bei MWF-Ratten durchgefiihrt 828993 Sie konnten in einer gemein-
samen Arbeit mit der Arbeitsgruppe um Brenner (Boston) auf die Bedeutung der MWF-Ratte zum
Studium der Pathogenese des arteriellen Hypertonus und der progredienten chronischen

Niereninsuffizienz hinweisen 24,

Als zweiten Rattenstamm verwendeten wir Wistar-Ratten. Diese liegen genetisch sehr nahe am
Ursprungstamm der MWF-Ratte. Genetische Heterogenitit bei den zu untersuchenden
Pathologien konnte somit auf ein geringes Mal} reduziert werden. Der Hauptunterschied beider

Rattenstimme liegt in der Gesamtzahl an funktionsfihigen Nephronen.

Es konnte bereits in anderen Arbeiten gezeigt werden, dass im Vergleich zur Wistar-cryptorchic-
(WC/Ztm-) Ratte die Glomeruluszahl bei MWF/Ztm-Tieren um 27% reduziert ist.

Unsere Arbeitsgruppe stellte bei ménnlichen MWF-Ratten eine um 40% reduzierte Gesamt-
nephronzahl gegeniiber minnlichen Wistar-Ratten fest *>. Dies stellt den genetischen Unterschied
beider Stimme in Bezug auf die Nephronzahl dar. Des Weiteren wurden an beiden Stimmen eine
einseitige 5/6 Nephrektomie durchgefiihrt, so dass wir vier Gruppen mit einer unterschiedlich
definierten Anzahl an Nephronen fiir unsere Untersuchungen hatten. Hier sei nochmals erwéhnt,
dass an diesem Modell sowohl eine genetische, chronische sowie eine operative, akute

Reduzierung der Nephrone und dessen Auswirkungen auf die Nierenfunktion untersucht wurden.

Um die Ergebnisse in Abhingigkeit der unterschiedlichen Nephronzahl zu diskutieren, fiihrten wir
die sogenannte Nephrondosis (ND) ein. Hierzu setzten wir die Gesamtzahl der Nephrone in
beiden Nieren der Wistar-Ratten gleich 1,0. Fiir Wistar-Ratten ergibt sich somit die Nephrondosis
ND = 1,0. Ausgehend von den vorgeschriebenen Veroffentlichungen liegt bei MWF-Ratten eine
Reduzierung der Nephrondosis um 40% vor. Die Nephrondosis bei MWFE-Ratten liegt bei ND =
0,6. Die 5/6-Nephrektomie reduziert die ND bei den Wistar-Tieren auf ND = 0,16 bzw. bei den
MWE-Tieren auf ND = 0,10. Zur besseren Verstindlichkeit zeigt die Abbildung 18 die abnehmen-

de Nephrondosis innerhalb der vier Gruppen.
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Abbildung 18: Darstellung des Modells der definierten Nephrondosisreduktion mittels Munich-Wistar-Fromter
(MWF)- wie Wistar-Ratten unter Beriicksichtigung der Gruppen mit 5/6-Nephrektomie. ( n = 9 bis 15 Ratten).
Nephrondosis (ND). Ko: Schein-operiert. Nx: 5/6-Nephrektomie.

Die Kreatinin-Clearance, welche wir als einen Ausdruck der Nierenfunktion sehen, zeigte bei den
nephrektomierten Tieren eine deutliche signifikante Abnahme gegeniiber den entsprechenden
nicht nephrektomierten Gruppen. Ahnliches zeigten Ergebnisse von Remuzzi et al. nach unila-

teraler Nephrektomie .

Eine deutliche akute Abnahme der Nephronzahl bedingt demnach eine deutliche Abnahme der
Kreatinin-Clearance und ein Anstieg des Serum-Kreatinins und zeigt somit eine deutliche

Nierenfunktionseinschrinkung.

Hingegen konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden nicht nephrektomierten
MWE- und Wistar-Tieren gezeigt werden, obwohl hier, wie oben bereits beschrieben, bei den
MWF-Tieren eine um 40% geringere Nephronzahl vorhanden war. Dieser genetische Unterschied

der Nephronzahl ist aufgrund der Dauer als chronisch anzusehen.
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Abbildung 19: Serum-Kreatinin-Werte in der 4. postoperativen Woche. Bestimmt in allen Protokollgruppen (N= 9-
15 Ratten pro Gruppe). Nx: Nephrektomie; Ko: Schein-operiert. MWF': Munich-Wistar-Fromter Ratte. +: p<0,05 vs.
MWFKo; §: p<0,05 vs. MWFNx;

Dies zeigt, dass man keinen direkten proportionalen Zusammenhang zwischen der Anzahl der
Glomeruli und der Kreatinin-Clearance und damit der Nierenfunktion herstellen kann. Es muss
also kompensatorische Mechanismen geben, welche den Nephronverlust ausgleichen konnen.

Dieses Phanomen kann man im Kontext der Brenner’schen Hypothese diskutieren.

1969 stellte Bricker 4+ einen in diesem Zusammenhang wichtigen Befund dar. Seine sogenannte
Intact-nephron-Hypothese beinhaltete, dass die Funktion der Niere bei einer Niereninsuffizienz
nicht durch viele Nephrone, die in ihrer Funktion zu Teilen beeintrichtigt sind, aufrechterhalten
wird, sondern durch einen Pool voll funktionsfahiger oder iiberfunktionierender Nephrone. Ein
sogenanntes ,.all or nothing“-Prinzip *. Die stattfindende Kompensation bei Nephronverlust
konnte nach dieser Theorie also nur durch eine Hypertrophie/Uberfunktion der verbleibenden
Nephrone geleistet werden. Pathophysiologisch soll diese Kompensation wie folgt vonstatten
gehen:

Eine intraglomerulidren Druckerh6hung durch einen chronischen Verlust von Nephronen oder/und
einem bestehenden Hypertonus ist fiir die Niere nun das Signal, dass die vorhandenen
Funktionseinheiten die Filtration nicht mehr leisten konnen: es kommt zu einer glomeruldren
Hypertrophie, um die Filtrationsfliche der noch funktionsfahigen bzw. vorhandenen Nephrone

kompensatorisch zu vergroBern, um die ,,Mehrarbeit“ leisten zu kénnen 2%, Diese glomerulire
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Hypertrophie ist zundchst ein physiologischer Adaptionsmechanismus. Dies konnte erkléren,
warum kein signifikanter Unterschied der Kreatinin-Clearance zwischen der nicht nephrekto-
mierten Wistar-Gruppe und der nicht nephrektomierten MWF-Gruppe besteht, obwohl bei den
MWFE-Tieren ein chronisches Nephrondefizit von 40% besteht. Eine 5/6 Nephrektomie reduziert
die Nephronzahl akut, so dass hier noch keine adédquaten physiologischen Adaptions-
mechanismen greifen konnen. Des Weiteren wird die Zahl der Nephrone bei den 5/6 nephrekto-
mierten MWF-Tieren so stark reduziert, dass diese Adaptionsmechanismen wahrscheinlich nicht

mehr greifen wiirden.

Eine Hyperfiltration und Hypertrophie der noch funktionsfahigen Nephrone konnte demnach das
Filtrationsdefizit bis zu einem gewissen Grad kompensieren. Dies bedeutet, dass nicht alleine die
Anzahl der Nephrone sondern auch der erhohte glomerulidre Plasmafluss und der gesteigerte
intraglomeruldre Druck, welche fiir die Hyperfiltration und damit fiir die VergroBerung der
Filtrationsfliche der einzelnen Nephrone verantwortlich sind, eine wesentliche Rolle spielen 1%
Des Weiteren spielt anscheinend der zeitliche Verlauf des Nephrondefizits eine Rolle bei der
Auspriagung einer Niereninsuffizienz bzw. dem Anstieg der Kreatininclearance und deren
Progredienz. Die in dieser Arbeit im Weiteren diskutierten histologischen Befunde der Niere

untermauern diese Hypothese.

Da bei der Ratte Kreatinin im Gegensatz zum Menschen verstérkt tubulir sezerniert wird, ist eine

Aussage tiber die Nierenfunktion aber nur eingeschrinkt moglich.

Die Behandlung der nephrektomierten Tiere mit einem ACE-Hemmer zeigte bei beiden Stimmen
eine signifikante Erhohung der Kreatinin - Clearance im Vergleich zu den nicht behandelten
nephrektomierten Tieren und zeigt damit eine deutlich protektive Potenz. Diese protektive

Wirkung wurde bereits in mehreren grofen Studien beschrieben 101-102-

Hier ist zu diskutieren, ob die physiologischen Adaptionsmechanismen, welche im weiteren
Verlauf der Erkrankung bzw. des Nephronmangels in eine Maladaption mit irreversiblen
Schidigungen der restlichen, urspriinglich noch funktionsfihigen Nephronen umschligt, durch

eine ACE-Hemmer Therapie evtl. reduziert werden.

Histologisch sind diese Schéddigungen durch Atrophie des tubuldren Apparats, interstitielle
Fibrose und Glomerulosklerose gekennzeichnet. Pathomechanisch fiihrt nach Brenner die
Hyperfiltration und Hyperperfusion der verbliebenen funktionsfdhigen Nephrone durch den
erhohten intraglomeruldren Druck zu einer VergroBerung der Glomeruli. Dabei werden die
Podozyten geschéadigt und Proteinurie, Ablagerungen von Proteinen im Mesangium und schlie$3-
lich eine irreversible Glomerulosklerose sind die Folgen 00103106 ~In_yitro-Perfusions-
untersuchungen an isolierten Glomeruli zeigten, dass ein erhohter intraglomerulédrer Druck zur
Stimulierung der Kollagenbiosynthese der Glomeruli und zur Glomerulosklerose beitragen kann
3354 Der ACE-Hemmer senkt z.B. den intraglomeruliren Druck und konnte somit eine weitere
Progredienz des Nephronverlustes und damit der Niereninsuffizienz verhindern. Im Weiteren

wird diese These histologisch untermauert.
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4.2 Histologische Verinderungen an der Niere

4.2.1 Glomerulire Fliche

Die glomerulidre Flache spielt bei dem Versuch der Niere, einen Nephronverlust zu kompensieren,
nach der Hypothese von Brenner wie bereits erwéhnt, eine entscheidende Rolle. Nach Brenner
kommt es durch einen systemisch gesteigerten Blutdruck sowie eine Hyperfiltration der noch
funktionsfdhigen Glomeruli zu einer Vergroerung der Fliche und somit zu einer Vergroflerung

der Filtrationskapazitit +>.

In dieser Arbeit konnte diese Hypothese in Abhingigkeit zu der Anzahl funktionsfihiger
Nephrone untersucht werden. Die Zunahme der Flidche bei einem Mangel an funktionsfihigen
Nephronen stellte sich hier in der Wistar 5/6 Nx-Gruppe gegeniiber der Kontrollgruppe sowie in
einem hohen Wert der MWF-Kontrollgruppe dar (Abb.12). Die glomerulidre Fliche der Wistar-
Ko-Gruppe war denen anderer normotensiver Ratten vergleichbar. Eine 5/6-Nephrektomie fiihrte
bei den Wistar-Tieren zu einer signifikanten Zunahme der glomeruldren Flidche (Abb. 12). Dies
ist als Ausdruck einer VergroBerung der glomeruldren Filtrationsfldche nach akuter Reduktion der
Nephronzahl durch 5/6 Nephrektomie bei den Wistar-Tieren im Sinne einer kompensatorischen

Hyperfiltration zuriickzufiihren 4> und unterstiitzt die Brenner sche Hypothese.

Es ist bemerkenswert, dass in der MWFE-Ko-Gruppe (geschitzte Nephronzahl 60%) im Vergleich
zu der Wistar 5/6 Nx-Gruppe (geschitzte Nephronzahl 16%) trotz einer groferen Anzahl von
Nephronen die glomerulidre Fliache vergrofert ist. Dies zeigt klar, dass die glomeruldre Fliche
nicht alleine von der Anzahl der funktionsfahigen Nephrone sondern auch von anderen Faktoren
abhingt. Ein moglicher Faktor ist neben genetischen Stammunterschieden u.a. die Dauer des
bestehenden Nephrondefizits. Im MWEF-Stamm ist die Nephronzahl bereits zum Zeitpunkt der
Geburt bzw. sogar intrauterin reduziert °°. In der MWF-Ko-Gruppe besteht das Nephrondefizit
damit bei Versuchsende seit mindestens 16 Wochen. In der Wistar- Gruppe ist der Nephronmangel
erst seit 4 Wo bis zum Versuchsende vorhanden (5/6 Nx in der 12. Woche). Damit besteht das
Nephrondefizit bei den MWF-Kontroll-Tieren mindestens 12 Wo lidnger. Das viermal lidngere
Vorhandensein des Nephronmangels kann deshalb eine mogliche Ursache der vergroBerten glo-
meruldren Flidche trotz erhohter Nephronzahl (im Vergleich zur Nx-Gruppe) in der MWF-Ko-
Gruppe sein. Es zeigt, dass der physiologische Adaptionsmechanismus zwar auch nach einer aku-
ten Reduktion (Vgl. Wistar-Ko und Wistar-Nx) der Nephrone eine VergroBerung der glomeruli-
ren Fliche bewirkt, dieser aber stirker bei einer chronischen Reduktion (MWF-Ko) zur Geltung
kommt.

Weiterhin zeigte sich bei der 5/6-Nx-MWF-Gruppe, also der Gruppe mit der geringsten
Nephronzahl (geschitzte Nephronzahl 10%), eine signifikant kleinere Fldche gegeniiber der
MWE-Kontrollgruppe (Abb. 20).
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Abbildung 20:_Glomeruldiire Fldche. MWF,; 16 Wochen alte Munich-Wistar-Fromter-Ratten; Ko, kontrolloperiert in
Woche 12; Nx, 5/6-Nephrektomie in Woche 12; n=8-10.* signifikant (P<0.05) § signifikant versus MWF Nx

Dies bedeutet, dass ein Zusammenhang zwischen der Abnahme von funktionsfihigen Nephronen
und der Zunahme der glomeruldren Flidche nur bis zu einer bestimmten unteren Grenze an
Nephronen besteht. Dariiber hinaus konnte im Rahmen der bereits erwédhnten Maladaption mit
den entsprechenden histologischen starken Verinderungen eine Schrumpfung durch eine starke
Sklerose bis zum volligen Untergang der Glomeruli (Abnahme der glomeruldren Grofe) der bis

dato funktionsfihigen Glomeruli verantwortlich sein.

Die Maladaption, wie auch von Brenner beschrieben, besagt, dass die Vergroerung (und damit
Hyperfiltration) eines Glomerulus nur begrenzt moglich ist 197. Bei den MWF-Ko Tieren sind die
Glomeruli bereits durch den genetischen Nephronmangel und die dadurch chronische Belastung
der Nephrone bereits vergrofert, eine weitere ,,Belastung® (durch akuten Nephronverlust nach 5/6
Nx) des Glomerulus induziert eine beginnende bzw. zunehmende Glomerulosklerose. Diese fiihrt
zu einer narbigen Schrumpfung des Glomerulus und die Filtrationsfliche nimmt wieder ab. Es
zeigt sich also, dass der Adaptionsmechanismus der Niere, einen Nephronmangel auszugleichen
und damit die notige Filtrationskapazitit wieder herzustellen, begrenzt ist. Bei Unterschreitung
einer bestimmten Nephronzahl kommt es bei chronisch bestehendem Nephrondefizit zur
GroBenabnahme der Glomeruli mit letztendlichem Untergang der noch funktionsfihigen
Nephrone. Dies ist der zentrale Pathomechanismus des progredienten chronischen
Nierenversagens und zeigt sich in unseren Ergebnissen wieder. Bei einem sehr starken Mangel
von Nephronen (MWEF-Nx-Tieren) ist die Fliche der Glomeruli im Vergleich zu den nicht

nephrektomierten MWE-Tieren signifikant verringert.
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In anderen Abschnitten der Diskussion wird dieser Zusammenhang in anderem Kontext erneut

aufgegriffen.

Dartiiber hinaus bestehen wahrscheinlich relevante genetisch determinierte Unterschiede zwischen
der Abhingigkeit von Nephronzahl und der glomeruldren Fliche. Um den wahrscheinlichen
Einfluss der Dauer des Nephrondefizits auf die glomerulédre Fldache zu kldren, konnte in zukiinfti-
gen Versuchen ein operativ induzierter Nephronmangel (5/6Nx) bei Wistar-Tieren zu verschiede-

nen definierten Zeitpunkten iiber mehrere Monate untersucht werden.

Eine Behandlung mit einem ACE-Hemmer konnte eine signifikante Zunahme der Fldche bei den
Wistar-Tieren nicht verhindern. Allerdings zeigte sich bei den mit einem ACE-Hemmer behandel-
ten Tieren im MWF-Stamm gegeniiber den unbehandelten Tieren keine signifikante Reduzierung
im Vergleich mit den nicht nephrektomierten Tieren, was als protektive Wirkung im Sinne einer

verminderten Schrumpfung der Glomeruli zu sehen ist.

Zusammenfassend kann man sagen, dass es durch einen Nephronmangel bzw. Nephronenverlust
zu einer Vergroferung der glomulédren Fldche im Rahmen der Brenner’schen Hypothese kommen
kann. Diese GroBBenzunahme der Glomeruli ist aber nicht allein von der Anzahl der zur Verfiigung
stehenden funktionstiichtigen Nephrone sondern auch von anderen Faktoren abhingig. Ein mog-
licher Faktor konnte die Dauer des bestehenden Nephrondefizits sein. Des Weiteren ist davon aus-
zugehen, dass es ab einem kritischen unteren Wert der Nephronzahl zu einer Glomerulosklerose
mit deutlicher Abnahme der glomerulédren Fldche (,,Schrumpfung®) kommt. Auch hier spielt die

Dauer des Nephronmangels eine wesentliche Rolle.

Eine ACE-Hemmer-Behandlung konnte eine Gro3enzunahme der Glomeruli bei den nephrekto-
mierten Wistar-Tieren nicht verhindern. Die Verhinderung der Schrumpfung der Glomeruli bei
den behandelten nephrektomierten MWEF-Tieren im Vergleich zu den nicht behandelten Tieren

konnte aber als morphologisches Korrelat der nephroprotektiven Wirkung zu sehen sein.

Weiteren experimentellen Untersuchungen bleibt es vorbehalten, die genaue Bedeutung der Dauer

des Nephronmangels zu kléren.

4.2.2 Glomerulosklerose

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass mit einer Abnahme der funktionsfihigen
Nephronzahl eine Zunahme der Glomerulosklerose einhergeht. Die Wistar-Ko- Gruppe lag signi-
fikant unter dem Glomerulosklerose-Index der 5/6-Nx-Wistar-Gruppe. Ebenso konnte eine
Zunahme der glomerulidren Sklerose bei der 5/6 Nx-MWF-Gruppe gegeniiber der Kontrollgruppe
beobachtet werden. Ahnliche Ergebnisse wurden 2001 von Woods verdffentlicht, der bei einsei-
tig neonataler Nephrektomie bei Ratten ebenfalls die Entstehung einer fokalen Glomerulosklerose
sowie eine Zunahme des glomeruldren Volumens, eine Proteinurie und einen Hypertonus

beschrieb 98, Dies kann man im Rahmen der Hypothese von Brenner diskutieren. Nach Brenner
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kommt es durch die Hyperfiltration und Hyperperfusion der verbliebenen funktionsfdahigen
Nephrone durch den erhohten intraglomeruldren Druck zu einer Vergroerung der Glomeruli. Pro
Nephron findet dann eine erhohte Ultrafiltration statt *+19%:119 d h. die Filtration jedes einzelnen

Nephrons, engl. ,,single nephron glomerular filtration rate* (SNGFR), nimmt zu.

Dabei werden die Podozyten geschiddigt und Proteinurie, Ablagerungen von Proteinen im

Mesangium und schlieBlich eine irreversible Glomerulosklerose sind die Folgen +°.

Dieser himodynamische Mechanismus stellt initial eine Anpassungssituation dar, mit der die
Niere auf die Reduktion der Nephrone reagiert, was spiter in einem ,.final common pathway"
45,111 74 glomerulirer Schidigung mit weiterem Nephronverlust fiihren kann "2 und was dann

einen Teufelskreis unterhilt.
Der Pathomechanismus stellt sich wie folgt dar:

Teilungsunfahige postmitotische Podozyten sind das Hauptziel glomeruldrer Schiadigung. In gro-
Ben bzw. hyperfiltrierten Glomeruli muss deshalb jeder einzelne Podozyt eine immer grofere
Flache der Basalmembran bedecken. Der Podozyt ist ab einer gewissen Fldache nicht mehr in der
Lage, die Basalmembran komplett zu bedecken, es kommt zur Bildung von Synechien durch
Verklebung der Basalmembran mit dem parietalen Blatt der Bowman-Kapsel. Des Weiteren
kommt es durch eine Schiddigung glomerulédrer Epithelzellen zu einem Verlust elektrostatischer
und mechanischer Schranken. Durch die Unterbrechung dieser Schranken (Filtrationsschlitze und
Schlitzdiaphragmen) gelangen grole Mengen an Plasmaproteinen in das Glomerulofiltrat.

Proteinurie und eine Glomerulosklerose sind die Folgen 4%-113.

Pathophysiologisch bewirkt die himodynamischen Veridnderung, dass die renale Autoregulation
gestort ist 14115 Die Kapillardriicke passen sich in schidlicher Weise dem systemischen
Blutdruck an.

Diese Anpassung nach einem Nephronverlust resultiert aus einer Widerstandsabnahme im Vasa
afferens und -efferens der Niere. Da im Verhiltnis die Reduktion des Widerstandes im Vasa affe-
rens grofer ist als im Vasa efferens, erhoht sich der hydrostatische Druck in den Kapillaren.
Dadurch wiederum steigt der glomerulidre Plasmafluss in den restlichen noch funktionsfdahigen
Nephronen und fiihrt in diesen zu einer Erh6hung der SNGFR 10,

Durch die Erhohung des intraglomerulidren Drucks kommt es zur Arteriosklerose und einer
Verengung des Vasa afferens. Diese relative Stenose des Vasa afferens kommt dem Effekt einer
Nierenarterienstenose gleich und erhoht iliber eine RAS-Aktivierung auch den systemischen
Blutdruck.

Wir konnten zeigen, dass es zwischen dem systolischen Blutdruck und der Entstehung einer
Glomerulosklerose (r=0,597; p<0,002) ein signifikanter Zusammenhang besteht (Abb. 21).
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Abbildung 21: Korrelation zwischen dem systolischen Blutdruck (SBP) und der Glomerulosklerose (n=21)

Des Weiteren bewirkt die Druckerhthung in den Kapillaren der verbleibenden funktionsfidhigen
Glomeruli eine Zunahme des Partikelflux iiber die Zellmembranen. Dies tragt unter anderem zum
Ubertritt von Proteinen ins Ultrafiltrat bei, so dass bereits eine glomerulire Druckerhéhung eine

Proteinurie begiinstigt !16.

Die Filtrationsbarriere besteht aus den glomeruldren Endothelzellen, einer hauptsichlich kollage-
nen Schicht und den Podozytenfiichen. Das exakte Zusammenspiel der Kréfte und Mechanismen

ist hier bisher noch nicht geklért.

Bekannt ist, dass die GroBe und Ladung der Proteine sowie die Permeabilitit der Barriere
Faktoren sind, von denen ein Ubertritt von Proteinen iiber die glomerulire Filtrationsbarriere

abhéngt.

In einem funktionierenden Tubulussystem konnen Proteine, insbesondere kleine, aus dem
Ultrafiltrat riickresorbiert werden. Ist die Kapazitidt der Tubuluszellen {iberschritten bzw. sind
diese geschidigt, kommt es zu einer Proteinurie. In renalen Ablationsmodellen kommt es regel-

miBig nach der Nephrektomie zu einer Proteinurie 199117

Macconi zeigte bereits, dass initial eine funktionelle Verdnderung der Membran zunéchst ohne
strukturelle Anderung stattfindet °2. Proteinfehlfunktionen in der Membran der glomeruliren

Barriere werden hier fiir eine erhdhte Proteinausscheidung verantwortlich gemacht 2.

Durch die Druckerhdhung in den glomeruldren Kapillaren kommt es zu einer Erweiterung der

6 was im weiteren Verlauf zu strukturellen Schiden fiihrt 40.76-118

Poren der Membran ’
Hierbei konnte die Zunahme der Glomeruldren-Flidche durch die Erhohung des intraglomerulidren

Drucks eine wichtige Rolle spielen.



58 4. DISKUSSION

Unsere Ergebnisse zeigen signifikante Zusammenhidnge zwischen der Entstehung einer
Glomerulosklerose und der Proteinurie (r=0,657; p<0,014) bzw. der Zunahme der glomerulidren
Flache (r=0,457; p< 0,012) ( Abb. 23/24).
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Abbildung 22: Korrelation zwischen der glomeruldiren Fldche und der Proteinurie (n=11)
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Abbildung 23: Korrelation zwischen der Glomerulosklerose und der glomeruldren Fliche (n=24).
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Durch die Proteinurie kommt es zu einer Schidigung der Zellstruktur sowie zu einer Sklerose.

Oxidative Prozesse an den Membranproteinen stellen hier eine mogliche Erklidrung dar 2.

Der genaue Mechanismus dabei bezieht sich immer wieder auf Entziindungsprozesse und
Wachstumsfaktoren und ist Gegenstand aktueller Forschung 112,

Die Glomerulosklerose ist somit unter anderem das Resultat einer strukturellen und funktionellen
Fehlfunktion der Niere, welche eine Proteinurie begiinstigt.

Unsere Ergebnisse zeigen diese Abhingigkeit deutlich. In unseren Untersuchungen korreliert das
Ausmal der Glomerulosklerose gut mit der Hohe der Albuminurie (r=0,788; p<0,001) und der
Proteinurie (r=0,852; p< 0,000).
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Abbildung 24: Korrelation zwischen der Proteinurie und der Glomerulosklerose (n=11).

Durch die Glomerulosklerose selbst aber steigt wiederum der intraglomerulire Druck '%%, weil die
Elastizitit der Gefdfle abnimmt. Diese weitere Drucksteigerung fiihrt wiederum zu einer Zunahme
der Proteinurie, was letztlich in einem Circulus vitiosus endet und als eine Erkldrung fiir die
Progredienz einer Nierenfunktionsstdrung zu sehen ist.

Die Entstehung einer Glomerulosklerose ist allerdings nicht ausschlielich auf den oben beschrie-
benen Pathomechanismus zuriickzufiihren.

In-vitro-Perfusionsuntersuchungen an isolierten Glomeruli zeigten, dass schon alleine ein erhoh-
ter intraglomeruldrer Druck zur Stimulierung der Kollagenbiosynthese der Glomeruli und damit

zur Glomerulosklerose beitragen kann3-4.

Unsere Ergebnisse zeigen, dass nicht alleine die Anzahl der Nephrone und damit auch die
,Mehrbelastung* der einzelnen noch funktionsfahigen Nephrone ausschlaggebend fiir die Stirke

der Glomerulosklerose sind.
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Da die MWF-Ko-Gruppe mit einer geschitzten Anzahl ND 0.60 funktionsfdhiger Nephrone einen
dhnlich hohen Glomeruloskleroseindex aufweist wie die 5/6-Nx-Wistar-Gruppe mit einer
geschitzten Anzahl von ND 0,16% funktionsfdhigen Nephronen, muss man davon ausgehen, dass
auch andere Faktoren bei der Ausbildung einer Glomerulosklerose eine Rolle spielen. Ahnlich
wie in der Diskussion zur glomerulidren Fliche kann auch fiir die Glomerulosklerose der zeitliche
Verlauf der glomerulidren Mehrbelastung ein entscheidender Faktor sein. Man muss bei der
MWFE-Gruppe von einem eher chronischen Verlauf bzw. langeren Verlauf der Mehrbelastung aus-
gehen, da der Nephronmangel (und damit auch eine erhohte glomerulére ,,Filtrationslast®) schon
intrauterin manifest ist %°. Diese zusiitzliche ,,Filtrationslast wird bei der Wistar-Nx-Gruppe erst
ab der 12. Lebenswoche wirksam. Wie schon bei der Diskussion der glomeruldren Fliche
beschrieben, kann die Dauer der bestehenden ,Filtrationslast“ an den funktionsfidhigen
Nephronen eine mogliche Ursache fiir die sklerotischen Verdnderungen sein. Je lidnger diese

Mehrbelastung besteht, desto ausgeprégter ist die Entwickelung einer Glomerulosklerose.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass bei der Entwicklung einer Glomerulosklerose die Anzahl
der Nephrone und die damit verbundene Hyperfiltration eine wichtige Rolle spielen. Es existie-
ren aber Stammunterschiede und die Dauer der Mehrbelastung der Glomeruli sowie die Stérke
der Albuminurie/Proteinurie und die Hohe des systolischen Blutdrucks leisten einen nicht unwe-

sentlichen Beitrag zur Entstehung der Glomerulosklerose.

4.2.3 TDI

Der TDI setzt sich aus verschiedenen Kriterien zusammen. Die Parameter der Schidigung fiir die
Tubuli sind die Atrophie des Epithels, Zylinder in den Tubuli und die Dilatation der Tubuli, fiir
das Interstitium die Infiltration von inflammatorischen Zellen in das Interstitium und die intersti-

tielle Fibrosierung.

Die Ermittlung des TD-Index zeigte ein dhnliches Ergebnis wie das der Glomerulosklerose. Hier
konnte, dhnlich wie bei der Glomerulosklerose, ein Zusammenhang zwischen der Anzahl an
funktionsfihigen Nephronen und der Erhohung der tubulointerstitiellen Schidigung aufgezeigt
werden. Wie von Adamzyk 2003 beschrieben, stieg der TDI bei den nephrektomierten Tieren sig-
nifikant gegeniiber der jeweiligen Kontrollgruppe an ' d.h. je geringer die Anzahl der funk-
tionsfahigen Nephrone ist, desto hoher stellt sich der TDI als Zeichen einer tubulointerstitiellen
Schidigung innerhalb der einzelnen Gruppen dar. Allerdings zeigte sich auch hier, dass nicht
alleine die Anzahl der Nephrone entscheidend fiir die Ausprigung der tubulointerstitiellen
Schédigung ist. Da schon bei der MWF-Ko-Gruppe (ND 0,60) ein dhnlich hoher TDI wie die 5/6-
Nx-Wistar-Gruppe (ND 0,16) festgestellt werden konnte, muss man auch hier davon ausgehen,
dass zum einen die Dauer der renalen Schidigung bzw. die Zeit zwischen dem Verlust von
Nephronen und der Entwicklung der Schidigung eine wichtige Rolle spielen, zum anderen es
aber auch Stammunterschiede bei der Entwicklung einer tubulointerstitiellen Schiadigung geben

konnte. Unklar bleibt weiterhin, ob es sich bei der tubulointerstitiellen Schidigung um einen
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sekundédren Prozess im Rahmen der Schidigung der Glomeruli oder eine direkte Verdnderung
durch die quantitative Verdnderung der tubulidren Transportmechanismen bei glomerulirer
Hyperfiltration handelt. Es wird aktuell diskutiert, dass die Hypertrophie der tubulidren Zellen, wie
sie bei der glomuldren Hyperfiltration als Bedarfsadaption zur gesteigerten Riickresorption des
Filtrats besteht, iiber verschieden Mechanismen mit zu einem Anstieg des TDI beitragen. Hier ste-
hen vor allem die vermehrte Produktion von Endothelin und Angiotensin II (stimuliert die
Produktion unter anderem von TGFf}), der hypertrophierten Tubuluszellen sowie chemotaktischer
Faktoren (RANTES, MCP-1, PDGF = Einwanderung von Makrophagen und T-Lymphozyten) im
Mittelpunkt der Diskussion >2-129-121 Weiterhin werden der erh6hte Sauerstoffverbrauch und die
vermehrte Bildung von Ammoniak in den hypertrophierten Zellen diskutiert 4122, Diese Faktoren
fiihren direkt oder indirekt zu einer gesteigerten Aktivitit und Proliferation ortsstindiger
Fibroblasten und Myofibroblasten, die letztendlich fiir die bindegewebige Umwandlung verant-

wortlich sind.

Festzustellen bleibt, dass die Entwicklung einer Glomerulosklerose und die Entwicklung der tubu-
lointerstitiellen Schidigung in den verschieden Gruppen einen dhnlichen Verlauf nahmen. Es
zeigten sich, dhnlich wie bei der Glomerulosklerose, signifikante Zusammenhinge zwischen dem
TDI und dem systolischen Blutdruck (r=0,787; p<0,000), dem TDI und der Proteinurie (r=0,729;
p<0,005), dem TDI und der Albuminurie (r=0,657; p<0,010). Es konnte allerdings kein signifi-

kanter Zusammenhang zur glomeruldren Fliche gezeigt werden.

Zusammenfassend konnen wir aus unseren Befunden schlieen, dass die Entwicklung der tubulo-
interstitiellen Schiddigung innerhalb der einzelnen Gruppen eine Abhéngigkeit zu der Nephronzahl
aufzeigt, jedoch auch der lidngere zeitliche Verlauf des Nephronmangels und damit eine lidngere
kompensatorische Mehrbeanspruchung des Nephrons im Rahmen der Hyperfiltration der einzel-
nen noch funktionsfihigen Nephrone eine Rolle spielen. Stammunterschiede konnten ebenfalls
dazu beitragen. Wie bei der Glomerulosklerose fiihrt die Dauer der Mehrbeanspruchung der ein-

zelnen noch funktionsfidhigen Nephrone zu einer stiarkeren Schadigung der Tubuli.

4.2 4 Interstitielle Fibrose der Niere

Unsere Ergebnisse zeigen, dass es bei einer Abnahme der Nephronzahl zu einem Anstieg der inter-
stitiellen Fibrose kommt. Der Verlauf der interstitiellen fibrotischen Verdnderungen zeigte
zunichst einen linearen Anstieg mit der Reduktion der Nephronzahl. Es zeigte sich ein kontinu-
ierlicher Anstieg von der Wistar-Ko-Gruppe iiber die MWF-Ko-Gruppe bis zu der Wistar-5/6-Nx-
Gruppe. Bei einem Unterschreiten der Grenze von ND 0,16 funktionsfihiger Nephrone zeigte sich
ein sehr starker und nicht mehr linearer Anstieg der interstitiellen Fibrose, die in dem Wert der
MWEF-Nx Gruppe sich widerspiegelt (Abb. 14). Da ein dhnlicher Verlauf auch bei der Schadigung
des tubuldreninterstitiellen Abschnitte festgestellt werden konnte (Abb. 15), kann man durchaus

einen direkten Zusammenhang zwischen der tubulointerstitiellen Schadigung und dem bindege-



62 4. DISKUSSION

webigen Umbau des Interstitiums herstellen. Zum einen sieht man in der gesteigerten Proteinurie
eine Ursache des tubuliren und interstitiellen Umbaus !2!. Zum anderen wird aktuell diskutiert,
dass die Hypertrophie der tubuldren Zellen, wie sie bei der glomuldren Hyperfiltration als
Bedarfsadaption zur gesteigerten Riickresorption des Filtrats besteht, wie schon bei der tubuloin-
terstiellen Schiddigung tiber verschieden Mechanismen mit zu einer interstitiellen Fibrose beitra-
gen. Vor allem die vermehrte Produktion von Endothelin und Angiotensin II (stimuliert die
Produktion von TGFf) der hypertrophierten Tubuluszellen sowie chemotaktischer Faktoren
(RANTES, MCP-1, PDGF = Einwanderung von Makrophagen und T Lymphozyten) stehen hier
wie schon im Abschnitt 4.2.3 erwihnt im Mittelpunkt der Diskussion 2-120:121, Der erhohte
Sauerstoffverbrauch und die vermehrte Bildung von Ammoniak in den hypertrophierten Zellen ist
ebenfalls Inhalt der momentan gefiihrten Diskussion 46122, Diese Faktoren fiihren direkt oder
indirekt zu einer gesteigerten Aktivitdt und Proliferation ortsstindiger Fibroblasten und

Mpyofibroblasten, die letztendlich fiir die bindegewebige Umwandlung verantwortlich sind.

Es konnte gezeigt werden, dass es, dhnlich wie schon bei der Glomerulosklerose und dem TDI,
signifikante Zusammenhidnge zwischen der interstitiellen Schddigung der Niere zu der
Proteinurie (r=0,589; p<0,001), zu der Albuminurie (r=0,594; p<0,001) und zu dem systolischen
Blutdruck gibt.
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Abbildung 25: Zusammenhang zwischen dem systolischen Blutdruck und der interstitiellen Fibrose der Niere
(n=37).
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Abbildung 26: Zusammenhang zwischen der Proteinurie und der interstitiellen Fibrose der Niere (n=24).

Zusammenfassend zeigt sich, dass eine Abnahme der Nephronzahl mit einem Anstieg der intersti-
tiellen Fibrose einhergeht. Dieser Anstieg zeigt einen dhnlichen Verlauf wie der Anstieg der tubu-
lointerstitiellen Schidigung und korreliert mit diesem gut (r=0,705; p<0,000). Der Anstieg der
Fibrose nimmt linear mit dem Verlust an Nephronen zu, bis ein gewisser Schwellenwert erreicht
ist und steigt danach sehr stark an. Ursachen dafiir konnen sowohl in dem glomeruldren Schaden
und der damit verbundenen Proteinurie, der Hypertrophie tubulérer Zellen und der damit verbun-
den Aktivierung von Fibroblasten sowie der gednderten Stoffwechsellage der hypertrophierten

Zellen gesehen werden.

4.3 Kardiale und himodynamische Verinderungen

Ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit beschiftigt sich mit der Auswirkung der

Niereninsuffizienz auf Verdnderungen des kardiovaskulidren Systems.

Die Erhohung der kardiovaskuldren Mortalitit wurde in zwei groBBen epidemiologischen Studien
in einen direkten Zusammenhang mit einer verminderten Nierenfunktion bzw. reduzierten
Nephronzahl beschrieben. Die HOORN-Studie zeigte eine erhohte kardiovaskuldre Mortalitit die
mit der Abnahme der errechneten GFR in der Normalpopulation ansteigt 123. Ahnliche Ergebnisse
zeigte die HOPE-Studie. In einer Studie von Mann konnte eine starke Korrelation zwischen einem
Patientenkollektiv mit kardiovaskulidrem Risikoprofil und dem Serumkreatininspiegel gezeigt

werden 124,
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Daten unserer Arbeitsgruppe zeigen, dass es in Abhidngigkeit der noch funktionsfihigen
Nephrone (genetisch bedingt, wie auch durch 5/6-Nephrektomie) zur Entwicklung eines
Nierenversagens mit deutlichem Anstieg der serologischen Retentionsparameter kam. Parallel
stieg der systolische Blutdruck auf teils schwere hypertensive Werte an. Es entwickelte sich eine
deutliche Zunahme vor allem des linksventrikuldren Gewichtes, welches durch die Zunahme des

Verhiltnisses von Herzgewicht zu Korpergewicht widergespiegelt wird.

Es konnte also eine signifikante Korrelation zwischen der Nephronendosis und Kreatinin-
clearance, der Nephronendosis und des LV-Gewichts als auch zwischen der Nephronendosis und

der Zunahme des systolischen Blutdrucks gezeigt werden.

Die vorgelegte Arbeit zeigt Verdnderungen des links ventrikulidren Interstitiums in Abhéngigkeit

von der Nephronzahl.

4.3.1 Systolischer Blutdruck

Schon in den 80iger Jahren konnte man Zusammenhédnge zwischen der Anzahl der Glomeruli

und dem systolischen Blutdruck herstellen.

Bereits 1988 postulierten Brenner et al. die Hypothese, dass ein bereits bei der Geburt bestehen-
der Mangel an Glomeruli (fetale ,,Nephron-Unterdosing*) einen Bluthochdruck im erwachsenen
Organismus zu Folge haben kann '°. Einer der Ausgangspunkte der Brenner-Hypothese war die
von Osmond und Barker gemachte Beobachtung, dass sich bei Individuen mit einem niedrigen
Geburtsgewicht spéter als Erwachsene gehduft Bluthochdruck und kardiovaskulére
Erkrankungen ausbilden konnen 2. Eine zentrale Rolle spielt hierbei die verminderte Zahl von
Glomeruli bei Geburten mit niedrigem Gewicht, die in weiteren Veroffentlichungen bestitigt

wurden. Dieses Phinomen wird ,,fetale Programmierung** genannt 123-127-

Die Brenner-Hypothese wurde am beeindruckendsten in einer 2003 publizierten Arbeit von
Keller et al. 2! bestitigt. Hier wurden Autopsien von 10 Nieren von hypertensiven Unfallopfern
und 10 Nieren normotensiver Kontrollindividuen untersucht. Die Individuen mit Bluthochdruck

hatten 50% weniger Glomeruli pro Niere als die entsprechenden normotonen Kontrollen.

Die Ursachen fiir eine verminderte Nephronzahl sind in ihrer Genese nicht von entscheidender
Bedeutung. Es kann sowohl eine operative Reduktion der Nierenmasse, ein degenerative

Glomerulosklerose sowie eine kongenitale Oligonephronie zugrunde liegen.

Bisher ist noch nicht eindeutig geklart, in welcher quantitativen Relation der Anstieg des systoli-
schen Blutdrucks zu der Anzahl der funktionsfahigen Nephrone steht. Die Ergebnisse unserer
Arbeitsgruppe konnten zeigen, dass mit einer Abnahme der Nephronzahl (sowohl durch geneti-

sche als auch durch operative Manipulation) ein stetiger Anstieg des Blutdrucks einhergeht.
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Abbildung 27: Abhdiingigkeit des systolischen Blutdrucks zur Anzahl der funktionsfihigen Nephrone.

Diese Ergebnisse stimmen mit einer Reihe dhnlicher Untersuchungen iiberein und bestitigen
diese. Anzufiihren sind hier vor allem die Arbeiten von Kennedy 2003 28, Remuzzi 1995 % und
1998 3! sowie Fassi 1998 % bei denen ebenfalls in Rattenmodellen ein Anstieg des Blutdrucks
bei gleichzeitiger Abnahme der funktionsfahigen Nephrone beschrieben wurde. Der Anstieg des
Blutdrucks bei einem entsprechenden Verlust von Nephronen liegt bei den verschiedenen
Rattenmodellen in diesen Arbeiten etwa in dem Bereich unserer Ergebnisse. Hier zeigte sich ein
Anstieg des Blutdrucks bei den 5/6 Nx gegeniiber den entsprechenden Kontrollgruppen. Die
Differenz bei dem nephrektomierten unbehandelten Wistar-Stamm lag hier um 63 mmHg hoher
als bei der Kontrollgruppe. Bei dem MWF-Stamm war der Blutdruck der 5/6-Nx gegeniiber der
Kontrollgruppe um 78 mmHg erhoht.

Des Weiteren zeigten sich deutliche Zusammenhénge zwischen dem systolischen Blutdruck und
den histologischen Verdnderungen an der Niere im Sinne einer renalen Schidigung.

Diese Arbeit zeigt signifikante Korrelationen zwischen dem SBP und der interstitiellen Fibrose an
der Niere (r=0,612; p<0,000), zwischen dem SBP und der Glomerulosklerose (r=0,597; p<0,002)
und zwischen dem SBD und dem tubulointerstitiellen-damage-Index (TDI) (r=0,787; p<0,000).
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Abbildung 28: Korrelation zwischen dem systolischen Blutdruck (SBP) und der interstitiellen Fibrose an der Niere
(n=37)

Dies macht deutlich, wie eng die renale Schiadigung und der systolische Blutdruck zusammen-

hingen und sich gegenseitig beeinflussen.

Die Gabe eines ACE-Hemmers konnte den Blutdruck bei den 5/6 Nx sogar leicht unter den Druck
der Kontrolltiere senken. Gleichzeitig erhohte das Medikament die Kreatininclearance deutlich

und senkte somit den Plasmakreatininspiegel.

In einer Arbeit von Ots et al. zeigte eine Gruppe 5/6-nephrektomierter Ratten, denen zusétzliches
Nierengewebe transplantiert worden war, eine deutliche Senkung des zuvor erhdhten Blutdruckes
129 Als Ursache der Blutdrucksenkung wurde hier ebenfalls der enge Zusammenhang zwischen
Nephronzahl und Hohe des Blutdrucks diskutiert.

4.3.2 Linksventrikuldre Hypertrophie
Ein weiterer wichtiger Punkt sind die kardialen Verinderungen bei einer Reduzierung der funk-

tionsfahigen Nephronzahl.

Linksventrikuldre Verdnderungen und vor allem die linksventrikulidre Hypertrophie (LVH) sind
bei Patienten mit einer progredienten cNI eine der schwerwiegendsten und héufig lebenslimitie-

renden Komplikationen. Kardiovaskulidre Komplikationen sind bei Patienten im Endstadium der
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cNI zu 40% die Todesursache 39, Hierbei spielen der Herzinfarkt, das Herzversagen und die

Kardiomyopathie die Hauptgriinde der Todesursachen kardialer Genese bei ESRD 131-134,

Die héufigste und friiheste kardiale Komplikation einer progredienten cNI ist die linksventrikulé-
re Hypertrophie '3, die zugleich ein unabhingiger Prognosefaktor fiir die kardiovaskulire
Mortalitiit darstellt 124136 Es liegen ebenfalls Daten vor, die zeigen, dass beim Menschen die LVH
mit dem Schweregrad der priterminalen cNI assoziiert ist 133-137,

Noch nicht geklart ist, ob auch ein quantitativer Zusammenhang zwischen dem Ausmafl LVH

(der kardialen Verdnderungen) und der Anzahl funktionstiichtiger Nephrone existieren.

Unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass sich sowohl bei einer genetisch verminderten
Nephronzahl als auch bei einer Reduktion der Nephronzahl durch eine 5/6 Nx eine LVH entwik-
kelt. Hierbei zeigte sich, dass die Ausprigung der LVH umso stérker ist, je weniger funktionsfé-

hige Nephrone vorhanden sind.
Die Ursache des Nephronverlustes spielt hier anscheinend keine Rolle.

Die Erkenntnisse bestidtigen Ergebnisse mehrerer Arbeitsgruppen, nach denen die Entwicklung

einer LVH am Modell der 5/6-Nx ebenfalls nachgewiesen werden konnten 28138

Der quantitative Zusammenhang zwischen der Anzahl funktionsfiahiger Nephrone und LVH stellt
sich analog zu unseren Ergebnissen zwischen dem systolischen Blutdruck und der funktionsfihi-
gen Nephronzahl dar. Dies lédsst auf eine starke Abhédngigkeit zwischen der Hohe des Blutdrucks
und der Entstehung einer LVH schlief3en.

4
oY
3 “ logQZ -~
=30 = s> mo_ S %
Q%5 -~
S € ’,«-' m r= 0,641
2 E S . . P < 0,001
2 Vzv”
o ’,"& @ Wistar
o0 v MWF
‘ [l Wistar Nx
< MWF Nx
1 T T T T T T 1
120 140 160 180 200 220 240 260
SBP
(mmHg)

Abbildung 29: Korrelation zwischen dem systolischen Blutdruck (SBP) und dem linksventrikuldren
Gewicht/Korpergewicht (LVIBW) (n=73).
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Weiterhin unklar bleibt allerdings, inwieweit die Einfliisse nicht-hdmodynamischen Faktoren
eine Rolle bei der Entwicklung einer LVH spielen. Hier gibt es experimentelle Ansétze unter der
Hypothese der urdmischen Kardiomyopathie, in der urdmiespezifische Faktoren, unabhédngig von

dem Blutdruck, verantwortlich gemacht werden 13%-140,

141

Zu diesen Faktoren gehort die renale Andmie '*', eine Storung des Kalzium-Haushaltes durch

Vitamin-D-Mangel und sekundirer Hyperparathyreoidismus 42143, Stérung durch Zunahme des

144-146 8,147-149

oxitativen Stresses , endotheliale Dysfunktionen , zirkulierende endotheliale

Zellen 159-152 reduzierte Verfiigbarkeit von NO 153 ein lokal aktiviertes RAS 54 und Endothelin-

155-157 158

System und ein erhohter Sympatikotonus ~°.

Unveroffentlichte Daten unserer Arbeitsgruppe konnten zeigen, dass die ¢NI in dem untersuchten
Tiermodell der 5/6-Nx zu keiner relevanten renalen Andmie bei Ratten fiihrt (Die Riicksprache
mit der AG Eckart in Niirnberg/Erlangen bestitigt diesen Befund). Sie wurde daher in unseren
Untersuchungen nicht beriicksichtigt. Andere genannte Faktoren waren nicht Teil des
Versuchsaufbaus dieser Arbeit und wurden daher nicht direkt (auf ihre spezifische Wirkung)

untersucht. Sie werden Inhalt weiterer experimenteller Untersuchungen der Arbeitsgruppe sein.

Die Gabe von Ramipril konnte die Entwicklung einer LVH iiber das stammspezifische Niveau
hinaus verhindern. Die Regression der LVH durch Ramipril erfolgte trotz der Tatsache, dass die
untersuchten Tiere beider Stimme nachweislich Niedrigreninmodelle sind. Daher ist zu vermu-
ten, dass der Effekt von Ramipril auch durch direkte antiproliferative Einfliisse auf lokales
Aldosteron und ATII im Myokard zustande kommt 3.

Solche iiber die reine Blutdrucksenkung hinausgehenden Effekte von Ramipril auf die Regression

1 138 [ 159-161

der LVH konnten auBerdem am experimentellen Model sowie an Patienten mit cN

und in der HOPE-Studie gezeigt werden.

Sie sind Hinweis dafiir, dass die LVH bei cNI partiell unabhéngig von der Blutdruckerhhung ent-
steht.

Des Weiteren zeigt diese Arbeit Zusammenhidnge zwischen der LVH und histologischen
Verdnderungen der Niere als Ausdruck einer renalen Schidigung. Signifikante Korrelationen
bestanden zwischen der LVH und der Glomerulosklerose (r=0,653; p<0,000); der LVH und der
interstitiellen Fibrose (10560; p<0,000) und der LVH und dem tubulointerstitiellen-damage-Index
(TDI) (r=0,781; p<0,000)
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Abbildung 30: Korrelation zwischen der Glomerulosklerose und dem linksventrikuldiren Gewicht/Korpergewicht
(LV/IBW) (n=24).

4.3.3 Kardiale histologische Verinderungen

Schon in den frithen 40iger Jahren wurde ein Anstieg der intermyozytidren Fibrose bei renalem
Versagen beschrieben. Diese Erkenntnis wurde durch verschiedene Kurz- und Langzeitstudien

140 ynd urdmischen Patienten 12 bestitigt. Fiir die

bei experimentalem Nierenversagen
Entstehung einer myokardialen Fibrose werden sowohl himodynamische sowie nicht-himodyna-
mische Faktoren verantwortlich gemacht 8193, Zu den himodynamischen Faktoren zihlen der
Hypertonus und die konsekutive LVH. Unsere Ergebnisse zeigen, dass diese Aussage zwar eine
Giiltigkeit innerhalb der einzelnen Stimme besitzt, jedoch nicht verallgemeinert werden kann. Es
zeigte sich zwar innerhalb der einzelnen Stimme ein Anstieg der Fibrose bei gleichzeitiger
Abnahme der Nephronzahl und gleichzeitigem Anstieg des SBP sowie einer Vergroflerung des lin-
ken Ventrikels. Jedoch haben der Anstieg des SBP und die LVH durch eine Verminderung der
Nephronzahl innerhalb der einzelnen Stimme verschieden starken Einfluss auf die Entwicklung

einer interstitiellen Fibrose am linken Ventrikel (Abb. 31).
Es zeigte sich, dass die Fibrose der MWF-Gruppen deutlich unter der Fibrose der entsprechen-
den Wistar-Tiere lag, obwohl diese sowohl eine geringere Nephronzahl, einen hoheren SBD und

eine stirkere Hypertrophie des linken Ventrikels aufwiesen.



70 4. DISKUSSION

]
12 -
N 10
[} u ]
I
i [ ]
3= 8 .
2
5~ & | s " =
i &
- @ B>
- 4 - ; o < @ \Wistar
= & ¥V MWF
[l Wistar Nx
2 - o® L VAR © & <> MWF Nx
$ &
1 2 3 4
LvV/BW
(mg/g)

Abbildung 31: Darstellung der interstitiellen Fibrose am linken Ventrikel in Abhdngigkeit zu dem linksventrikuldiren
Gewicht/Korpergewicht (n=40).

Es lédsst sich nun diskutieren, ob es eventuelle adaptive Mechanismen gibt, die bei chronischer
Belastung einen gewissen protektiven Schutz ausiiben (hohere Drucktoleranz) oder ob genetische
Unterschiede als Ursache fiir dieses Ergebnis anzusehen sind. Ein weiterer Punkt konnte auch in
den nicht-hdmodynamischen Faktoren gesehen werden. Hier werden sowohl Fibrose stimulieren-
de als auch inhibirende Faktoren diskutiert. Zu den stimulierenden Faktoren zidhlen unter ande-
rem Angiotensin II, Endothelin I, Katecholamine, Aldosteron, basic fibroblast growth faktor,
insulin like growth faktor etc., zu den inhibirenden Faktoren z#dhlen unter anderem
Prostaglandine, nitric oxide, natriuretische Peptide ect. 94, Angiotensin II stimuliert die

Proliferation von Fibroblasten 163,

Aufgrund dieser stammspezifischen Unterschiede verglichen wir die einzelnen Parameter mit der
perivaskuldren und interstitiellen Fibrose am linken Ventrikel nur innerhalb der einzelnen

Stimme miteinander.

Bei den Wistar-Tieren zeigte sich, dass es eine positive Korrelation zwischen der glomerulédren
Fliache und der interstitiellen Fibrose (r=0,675; p<0,008)(Abb.) sowie zwischen der glomerulédren
Fldche und der perivaskuldren Fibrose (r=0,607; p<0,018) am linken Ventrikel gab. Dies zeigt,
dass es zum einen bereits im Stadium der kompensatorischen Hyperfiltration zu einer kardialen
Schiddigung kommt und dass das Ausmaf} der fibrotischen Verdnderung am linken Ventrikel gut
mit der Intensitét der kompensatorischen Hyperfiltration an den noch funktionsfidhigen Glomeruli

einhergeht.
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Abbildung 32: Korrelation zwischen der glomeruldren Fldche und der interstitiellen Fibrose am linken Ventrikel bei
dem Wistar-Stamm (n=12).

Die Albuminurie als Ausdruck einer Schiddigung der Filtrationsbarriere, welche durch eine
Schédigung der Podozyten und der Epithelzellen im Rahmen der Hyperfiltration des Glomerulum
zu erkliren ist 100:103,104,106 '76i0t ebenfalls eine positive Korrelation zu der interstitiellen Fibrose
(r=0,504; p<0,02) und der perivaskuldren Fibrose (0,470; p<0,029).

Des Weiteren zeigte sich bei den Wistar-Tieren eine positive Abhédngigkeit zwischen der
Schiadigung der Nephrone, aufgezeigt durch die tubulointerstitielle Schiddigung und die
Glomerulosklerose und der perivaskuldren und interstitiellen Fibrose am linken Ventrikel. Hierbei
zeigte der TDI als Zeichen einer tubulointerstitiellen Schidigung sowohl zu der interstitiellen
Fibrose am linken Ventrikel(r=957; p<0,000), wie auch zu der perivaskuldren Fibrose am linken
Ventrikel (r=0,762; p<0,002) eine noch stdrkere positive Korrelation als die glomerulire
Schidigung, welche sich im Vergleich der Glomerulosklerose zur interstitiellen Fibrose (r=0,675;

p<0,008) und zur perivaskulédren Fibrose am linken Ventrikel (r=0,617; p<0,017) festmachen lie3.
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Abbildung 33: Korrelation zwischen dem tubulointerstitiellen damage Index und der interstitiellen Fibrose am lin-
ken Ventrikel bei dem Wistar-Stamm (n=12).

Das Gleiche zeigte sich auch bei der interstitiellen Schadigung der Niere, hier gemessen an der
interstitiellen Fibrose der Niere und der interstitiellen Fibrose (r=0,529; p<0,008) bzw. perivasku-
laren Fibrose (r=0,418; p<0,034) am linken Ventrikel.

Die Einschrinkung der Filtrationskapazitit der Niere, welche sich in einer erhdhten Kreatinin
Clearance widerspiegelt, war umgekehrt zu den Herzparametern interstitieller Fibrose (r=-0,755;
p< 0,000) und zu der perivaskuldren Fibrose (r=-0,559; p<0,012) abhiingig. D.h. je geringer die
Kreatinin Clearance als Zeichen eines renalen Funktionsverlust war, desto stirker zeigte sich eine

kardiale Fibrose als Zeichen einer kardialen Schadigung.
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Abbildung 34: Korrelation zwischen der Kreatinin Clearance und der interstitiellen Fibrose am linken Ventrikel bei
dem Wistar-Stamm (n=16).
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In der vorgelegten Arbeit konnten wir aufgrund dieser Ergebnisse zeigen, dass es einen direkten
Zusammenhang zwischen den histologischen Verdnderungen am linken Ventrikel und den ver-
schiedenen  Verdnderungen an der Niere, welche sowohl funktionelle Aspekte wie die
Albuminurie und die Kreatinin Clearance wie auch histologische Aspekte wie die Veridnderung
der glomeruldren Grofe im Rahmen der Hyperfiltrationstheorie nach Brenner oder die direkte
Schidigung der Niere, welche sich in der glomeruldren Schidigung (Glomerulosklerose), der
tubulointerstitiellen Schidigung sowie der Schidigung des Interstitiums der Niere widerspiegelt,
bestehen. Weiteren Arbeiten bleibt es vorbehalten, die genetischen sowie die humoralen Einfliisse,
welche auf die Verdnderung beider Organe Einfluss haben, wie z.B. das RAS und Endothelin

genauer zu untersuchen.

Ein weiterer wichtiger Faktor ist die Dauer der Nierenfunktionseinschrinkung bzw. des bestehen-

den Nephronmangels.

Da aufgrund des Zeitpunkts der operativ beigefiihrten Reduktion der Niere (5/6 Nephrektomie)
und der Entnahme des Herzens lediglich 4 Wochen lagen, also die Niereninsuffizienz letztendlich
nur 4 Wochen bestand, zeigten sich doch deutliche histologische Veridnderungen am linken
Ventrikel. D.h. zum einen, dass eine akut entstandene Niereninsuffizienz kardiale Verdnderungen
hervorruft und dass der Zeitraum der Verdnderung relativ schnell in direkter Abhéngigkeit zu der
Schwere der Niereninsuffizienz bzw. zu der moglichen kompensatorischen Reaktion der Niere
nach Nephrektomie steht.

Bei den MWF-Tieren zeigte sich ein dhnliches Bild, allerdings war die Herzfibrose sowohl inter-
stitiell wie auch perivaskuldr auf einem allgemein niedrigeren Niveau als bei dem Wistar-Stamm

ausgebildet.

Es zeigte sich ebenfalls ein signifikanter Zusammenhang zwischen der tubulointerstitiellen
Schidigung, gemessen durch den TDI, und der interstitiellen Fibrose (r=0,654; p<0,011) sowie
der perivaskuldren Fibrose (r=0,751; p<0,002) am linken Ventrikel. Ein Zusammenhang zwischen
der interstitiellen Fibrose der Niere und der interstitiellen Fibrose am linken Ventrikel (r=0,547;
p<0,008) bzw. der perivaskuldren Fibrose am linken Ventrikel ((r=0,564; p<0,006) konnte eben-
falls bei den MWEFE-Tieren gezeigt werden.

Paradoxerweise war ein umgekehrter Zusammenhang zwischen der glomerulédren Fliche und der
interstitiellen (r=-667; p<0,009) sowie der perivaskuldren linksventrikuldren Herzfibrose (r=-723;
p< 0,004) nachweisbar. D.h. die MWF- Kontrollgruppe zeigt, wie schon in der Diskussion der
Niere beschrieben, eine signifikant hohere glomerulédre Flache als die 5/6 Nephrektomierten (Abb.
35). Die kardiale Fibrose war aber bei den 5/6 nephrektomierten Tieren wie zu erwarten deutlich

stiarker ausgepragt.
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Abbildung 35: Korrelation zwischen der glomeruldren Fldche und der interstitiellen Fibrose am linken Ventrikel bei
dem MWF-Stamm (n=12).

Dies kann man damit erklédren, dass die kleinere glomerulidre Flidche bei den 5/6 nephrektomier-
ten Tieren nicht darauf zuriickzufiihren ist, dass dort keine oder nur eine geringere Hyperfiltration
stattgefunden hat, welche die glomerulire Flidche vergroBerte bzw. nicht vergroBerte, sondern im
Gegenteil, dass es eine so starke Hyperfiltration aufgrund der deutlichen Reduktion der funktions-
fahigen Nephrone gab, dass (zum einen genetisch bedingt, zum anderen durch 5/6 Nephrektomie
bedingt; ND 0.1) es zu einer “Uberfiltration* mit anschlieBendem Untergang und damit wieder
zu einer Schrumpfung der Glomeruli kam. Da also hier die Groe der Glomeruli bzw. die
Reduzierung der Fliche nicht Ausdruck einer normalen Morphologie ist, sondern als ein fortge-
schrittenes Stadium der renalen Schidigung angesehen wird, ist die umgekehrte Korrelation zu

der Herzfibrose schliissig zu erklédren.

Ein deutlicher ebenfalls umgekehrter Zusammenhang, welche diese These stiitzt, ist der
Zusammenhang zwischen der Kreatinin Clearance als Zeichen der renalen Funktion und der kar-
dialen Fibrose. Hier war zwischen der interstitiellen Fibrose am linken Ventrikel und der
Kreatinin Clearance (r=-0,678; p<0,003) sowie zwischen der Kreatinin Clearance und der periva-
skuldren Fibrose (r=-0,656; p<0,004) ein signifikanter Zusammenhang nachweisbar. Je geringer

die renale Funktion war, desto stirker zeigte sich eine kardiale Fibrose.

Die Therapie mit einem ACE-Hemmer zeigte eine deutliche Reduzierung der kardialen Fibrose.
Es zeigte sich, dass eine Behandlung mit einem ACE-Hemmer nach 5/6 Nephrektomie eine deut-
liche Minderung des kardialen Remodelings bewirkte. Hierbei zeigte sich bei dem Wistar-Stamm

eine weitaus deutlichere Reduktion der kardialen Fibrose als bei dem MWF-Stamm.
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Hier kann man einen Ansatz dafiir sehen, dass ein ACE-Hemmer nicht nur iiber die Senkung des
Blutdrucks Einfluss auf die Ausbildung einer kardialen Fibrose nimmt, sondern auch iiber die
Hemmung der Bildung von Angiotensin II. Es gibt verschiedene Studien, die zeigen, dass die
Entstehung bzw. sogar eine Regression schon bestehender Fibrose durch den ACE-Hemmer posi-
tiv beeinflusst werden kann und dass der ACE-Hemmer im Vergleich mit anderen

Blutdrucksenkern diesen iiberlegen ist 138.166.167

Unsere Ergebnisse zeigen ebenfalls eine stark reduzierte Fibrose unter der Behandlung mit einem
ACE-Hemmer im Vergleich zu den jeweiligen nicht behandelten Gruppen. Die Ergebnisse lagen
hier bei der Wistar-Gruppe sogar unter denen der Kontrollgruppe. Es stellt sich die Frage, ob die
sehr starke Wirkung des ACE-Hemmers bei der Wistar-Gruppe eventuell auf einen stdrkeren
Einfluss von Angiotensin II bei der Ausbildung der kardialen Fibrose schliefen ldsst oder sensib-
ler auf eine akute Blutdruckerh6hung bzw. -senkung reagiert. Dies wiirde auch die trotz niedrige-
rem Blutdruck und geringerer LV-Hypertrophie weitaus hohere fibrotische Verdnderungen der
Wistar-Gruppe gegeniiber der MWF-Gruppe erkliren.

Zusammenfassend kann geschlossen werden, dass die Entwicklung der kardialen Fibrose mit
Abnahme der Nephronzahl zunimmt, diese Aussage aber nur Giiltigkeit bei einem Vergleich
innerhalb eines Stammes hat. Das Gleiche gilt fiir den SBD und die LV Hypertrophie, die zwar
innerhalb der einzelnen Stimme bei Anstieg bzw. VergroBerung zu einer vermehrten Fibrose fiih-
ren, doch es anscheinend andere Faktoren wie z.B. Angiotensin II gibt, die verschieden starke kar-

dial fibrotische Wirkungen in den unterschiedlichen Staimmen aufweisen.
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5. Zusammenfassung

Der aktuelle Stand der Forschung legt eine wesentliche Rolle der Nierenfunktion fiir kardio-
vaskuldre Erkrankungen nahe. Die Nierenfunktion héngt im Wesentlichen von der Anzahl funk-

tionsfahiger Nephrone ab.

Ursache fiir eine verminderte Nephronzahl konnen ein angeborenes genetisches Nephrondefizit,

eine degenerative Glomerulosklerose sowie eine operative Reduktion der Nierenmasse sein.

In der vorliegenden Arbeit wurde deshalb der Zusammenhang zwischen einer definiert verdnder-
ter Nephronzahl und kardialen histologischen Veridnderungen untersucht. Dariiber hinaus sollten
mogliche Unterschiede zwischen genetisch determiniertem und operativ induziertem

Nephronmangel identifiziert werden.

Ein weiterer Aspekt dieser Arbeit beschiftigt sich mit den renalen Verdnderungen bei einer defi-

nierten Anderung der Nephronzahl und dem protektiven Einfluss eines ACE-Hemmers.

Zu diesem Zweck wurden Untersuchungen an einem gesunden (Wistar) und einem Rattenstamm
mit genetisch verminderter Nephronzahl (MWF) durchgefiihrt. Ratten beider Stimme wurden
einer 5/6-Nephrektomie unterzogen, so dass vier Gruppen mit definiert verdnderter Anzahl zur
Verfiigung stehender Nephrone gebildet wurden (W-Ko, MWF-Ko, W-Nx, MWF-NXx). Zusitzlich
wurde 5/6-nephrektomierten Tieren beider Stimme postoperativ ein ACE-Hemmer verabreicht,

um das nephro- und kardioprotektive Potential bei einem Nephronmangel zu untersuchen.

Bereits in Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass eine Reduktion der
Nephronzahl zu einer Abnahme der Nierenfunktion fiihrt. Es besteht eine positive Korrelation
zwischen der Anzahl der Nephrone und der Kreatinin Clearance. Der systolische Blutdruck und

das linksventrikuldre Gewicht nahmen mit Abnahme der Zahl funktionsfdhiger Nephrone zu.

Mit Abnahme funktionsfdhiger Nephrone manifestierte sich eine Proteinurie bzw. Albuminurie

bei den jeweiligen Tieren.

Die vorgelegte Arbeit konnte nachweisen, dass es durch einen Nephronmangel bzw.
Nephronverlust zu einer VergroBBerung der glomulédren Filtrationsfliche kommen kann. Bei einer
linger andauernden Hyperfiltration bzw. einer weiteren Abnahme der Nephronzahl kommt es
aber durch die starke Zunahme der fokal segmentalen Glomerulosklerose zu einer narbigen
Schrumpfung der zuvor hypertrophierten Glomeruli. Die Zunahme der glomerulédren
Filtrationsfliche ist aber nicht allein von der Anzahl der zur Verfiigung stehenden funktionstiich-

tigen Nephrone sondern auch von anderen Faktoren abhingig.
Die Dauer des bestehenden Nephronmangels spielt hier wahrscheinlich eine wesentliche Rolle.

Eine pharmakologische ACE-Hemmung konnte eine GroBenzunahme der Glomeruli bei den
nephrektomierten Wistar-Tieren nicht verhindern. Bei den behandelten nephrektomierten MWF-
Tieren verhinderte die Behandlung mit einem ACE-Hemmer eine Zunahme der Sklerosierung
und somit die narbige Schrumpfung der Glomeruli. Dies ist als Ausdruck der nephroprotektiven

Wirkung zu interpretieren.
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Bei der Entwicklung einer Glomerulosklerose, einer tubulointerstitiellen Schadigung sowie einer
interstitiellen Fibrose an der Niere spielt die Anzahl der Nephrone eine wichtige Rolle. Neben der
Anzahl funktionsfdahiger Nephrone haben aber auch noch andere Faktoren einen wesentlichen
Einfluss. Die Dauer des bestehenden Nephronmangels sowie die Stidrke der
Albuminurie/Proteinurie und die Hohe des arteriellen Blutdrucks leisten einen nicht unwesent-

lichen Beitrag zur Entstehung bzw. Progredienz der morphologischen Schédigung an der Niere.

Eine Behandlung mit einem ACE-Hemmer konnte die renalen histologischen Veridnderungen

reduzieren und zeigte somit eine deutliche protektive Wirkung.

Am linken Ventrikel zeigte sich, dass es Stammunterschiede in der Ausprigung der perivaskuli-
ren und interstitiellen Fibrose gab. Die Fibrose war bei den Wistar-Tieren allgemein deutlich stir-
ker ausgeprégt als bei den MWEF-Tieren. Aus diesem Grund verglichen wir die verschiedenen
Parameter nur innerhalb der einzelnen Rattenstimme miteinander. Es zeigte sich, dass es bei einer
Abnahme an funktionsfihigen Nephronen innerhalb der einzelnen Stimme zu einem signifikan-
ten Anstieg des linksventrikuldren Gewichts und der kardialen Fibrose kam. Des Weiteren konn-
ten signifikante Zusammenhinge zwischen einer Abnahme der Nierenfunktion (Kreatinin

Clearance) und der Zunahme einer kardialen Fibrose aufgezeigt werden.

Histologische Verdnderungen der Niere wie die Glomerulosklerose, der tubulointerstitielle-dana-
ge-Index (TDI) und die interstitielle renale Fibrose korrelieren ebenfalls positiv signifikant mit

der kardialen Fibrose.

Wir konnten somit einen direkte Abhéngigkeit zwischen der linksventrikuldren Hypertrophie, der
kardialen Fibrose und einer funktionellen und morphologischen Verdanderung der Niere nachwei-

sen.

Die Anzahl der funktionstiichtigen Nephrone hat einen entscheidenden Einfluss auf die
Morphologie und Funktion der Niere, das linksventrikuldre Gewicht und die Morphologie und

Funktion des linken Ventrikels.
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