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1. Einleitung

Entsprechend zahlreich existierender Definitionen kann die chronische Niereninsuffizienz zu-
sammenfassend als die Unfédhigkeit der Nieren zur ausreichenden Ausscheidung harnpflichtiger
Endprodukte des Eiweillstoffwechsels, mit daraus resultierender Konzentrationserhohung dieser
Substanzen (vor allem Kreatinin und Harnstoff) im Blut, bezeichnet werden. Die meisten Nie-
renerkrankungen, gleich welcher Ursache, konnen in einer Niereninsuffizienz enden. Das gilt
nicht nur fiir primére Erkrankungen des Nierenparenchyms, sondern auch fiir indirekte Schidi-
gungen beispielsweise durch Stoffwechselstorungen, vaskulidre Erkrankungen oder Lisionen der

ableitenden Harnwege.

Durch die internationale Erfassung aller Dialyse- und Transplantationspatienten in Europa und in
den USA existieren recht genaue statistische Daten hinsichtlich der Epidemiologie der chroni-
schen Niereninsuffizienz. Die Priavalenz der terminalen Niereninsuffizienz in Europa betrigt in
etwa 700 Erkrankte pro eine Million Individuen, die Privalenz fritherer Stadien des chronischen
Nierenversagens iiberschreitet diese Zahl um mehr als das 50-fache (El Nahas u. Bello, 2005).
Weltweit ist insgesamt ein Anstieg der Anzahl jener Patienten mit einer chronischen Nierenin-
suffizienz zu verzeichnen, was sich insbesondere in einer Zunahme der dialysepflichtigen bzw.
nierentransplantierten Patienten widerspiegelt (Lysaght et al., 2002). So hat sich beispielsweise
in GroBbritannien die jdhrliche Inzidenz fiir die terminale Niereninsuffizienz innerhalb der letz-
ten zehn Jahre nahezu verdoppelt und betrigt aktuell etwa 101 Neuerkrankungen bezogen auf
eine Million Einwohner und pro Jahr (The Renal Association, UK Renal Registry, 2004). Bei
dieser Entwicklung spielen zwei Faktoren eine Rolle. Als erster sei das zunehmende Alter der
Bevolkerung genannt, denn das Risiko fiir die Entstehung einer terminalen Niereninsuffizienz
steigt mit zunehmendem Lebensalter (El Nahas u. Bello, 2005). Der zweite Faktor besteht in
einer Zunahme der Patienten mit einem Diabetes mellitus vom Typ 2 nahezu epidemischen
Ausmales. Deren Anzahl (derzeit etwa 154 Millionen) wird sich innerhalb der nidchsten 20 Jahre
voraussichtlich verdoppeln (King et al., 1998).

Ein weiterer Aspekt der chronischen Niereninsuffizienz sind konsekutive kardiovaskulidre Er-
krankungen wie z. B. die Koronare Herzkrankheit, die Herzinsuffizienz und periphere vaskulire
oder auch cerebrovaskuldre Krankheiten. Diese weisen eine sehr hohe Privalenz bei Personen
mit einem chronischen Nierenversagen auf, wie eine Studie aus den USA mit dialysepflichtigen

Patienten zu Beginn der Nierenersatztherapie verdeutlicht. Innerhalb dieser Patientengruppe be-
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trug die Rate kardiovaskulidrer Erkrankungen immerhin 52% (Foley et al., 2003; Haffner et al.,
2005). Dabei wird die linksventrikuldre Hypertrophie als Folge der Druck- und Volumenbelas-
tung im Rahmen der renalen Erkrankung als die hdufigste Alteration beschrieben. Sie fiihrt zu
einer nicht unerheblichen Steigerung der Mortalitit innerhalb dieser Patientengruppe (Silberberg

et al., 1989; Foley et al., 1995).

Die Aufzihlung all dieser Daten und Fakten soll verdeutlichen, dass eine ausgereifte Therapie-
strategie mit dem Ziel, das Fortschreiten einer chronischen Niereninsuffizienz zu verlangsamen
und damit verbunden den kardiovaskuldren Folgeschidden vorzubeugen, unbedingt erforderlich
ist. In dieser Arbeit wurde die therapeutische Kompetenz einer noch relativ neuen Substanz, des
Riociguat (BAY 63-2521), gepriift. Diese Verbindung stimuliert die 16sliche Guanylatcyclase
(sGC), ein Enzym, welches physiologisch durch Stickstoffmonoxid (NO) aktiviert wird und eine
zentrale Bedeutung bei der Regulation des kardiovaskulidren Systems besitzt. Die Besonderheit
besteht jedoch darin, dass Riociguat (BAY 63-2521), wie auch all die anderen sGC-Stimualtoren

und -Aktivatoren, auf eine NO-unabhéngige Art und Weise wirkt.
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2. Literaturiibersicht

2.1 Die chronische Niereninsuffizienz

2.1.1 Risiko- und Progressionsfaktoren

Die wichtigsten unbeeinflussbaren Risikofaktoren fiir die chronische Niereninsuffizienz sind
Alter, Geschlecht, familidre Belastung und Rasse. Interessanterweise scheint die Rassenzugeho-
rigkeit eine nicht unwesentliche Rolle hinsichtlich der Suszeptibilitit fiir die chronische Nieren-
insuffizienz zu spielen. Dieser Aspekt wird deutlich, wenn man sich die epidemiologischen Da-
ten zur terminalen Niereninsuffizienz fiir die afroamerikanische und weile Bevolkerung in den
USA betrachtet. So ist die Inzidenz innerhalb der weilen Bevolkerung 256, wohingegen sie bei
Afroamerikanern 982 pro eine Million Einwohner und Jahr betrdgt. Fiir die Privalenz gelten die
Werte 1004 innerhalb der weiflen und 4432 innerhalb der afroamerikanischen Bevolkerung pro
eine Million Einwohner (El Nahas u. Bello, 2005). Eine Ursache dafiir konnte sein, dass der arte-
rielle Hypertonus, als wichtigster beeinflussbarer Risiko- und Progressionsfaktor, in der schwar-
zen Bevolkerung wesentlich hiufiger und schwerer ausgepriégt ist als innerhalb der weillen.

Ein erhohtes Risiko fiir die chronische Niereninsuffizienz haben aulerdem minnliche und éltere
Personen, was deren groflen Anteil innerhalb der Patientengruppe, die eine Nierenersatztherapie
erhalten, erkldrt (The Renal Association, UK Renal Registry, 2004; United States Renal Data
System, Annual data report, 2003).

Wie bereits erwéhnt, ist der arterielle Hypertonus als bedeutendster beeinflussbarer Risiko- und
Progressionsfaktor zu werten (Klahr et al., 1994; Jafar et al., 2003). Uber eine Steigerung des
effektiven Filtrationsdruckes kann dieser zu einer Proteinurie fithren, einem relativ zuverlidssigen
Marker zur Beurteilung der Schwere und des Verlaufs einer chronischen Niereninsuffizienz
(Iseki et al., 2003; Remuzzi et al., 1998). So weisen Patienten mit einer kontinuierlich hohen
Proteinexkretion im Urin (>3-5 g in 24 h) eine deutlich raschere Progression auf als jene mit
einer geringeren Proteinurie (<1-3 g in 24 h) (Remuzzi et al., 1998).

Des Weiteren haben auch Stoffwechselerkrankungen, hier insbesondere der Diabetes mellitus,
einen grofen Einfluss auf die Progression einer chronischen Niereninsuffizienz. Eine schlechte
Blutzuckereinstellung, gleichgiiltig ob im Rahmen eines Diabetes mellitus Typ 1 oder Typ 2,
beschleunigt das Fortschreiten einer diabetischen Nephropathie (The Diabetes Control and
Complications Trial (DCCT) Research Group, 1995; Adler et al., 2003). Ebenso scheinen sich
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Storungen des Lipidstoffwechsels ungiinstig auf die Entwicklung einer chronischen Niereninsuf-
fizienz auszuwirken. So konnte durch Keane et al. 1991 ein Zusammenhang zwischen einer
Hyperlipiddamie und der Progression diabetischer und auch nichtdiabetischer Nephropathien
nachgewiesen werden (Keane et al., 1991).

An letzter Stelle sei auch die Nierenschiddigung durch Analgetika erwihnt. Es existieren einige
Studien, die belegen, dass der iibermiBige Gebrauch dieser Medikamente, insbesondere des
Paracetamols und der nichtsteroidalen Antirheumatika, mit einem erhohten Risiko fiir die Ent-
stehung einer chronischen Niereninsuffizienz einhergeht (Klag et al., 1996; Perneger et al., 1994;

Morlans et al., 1990).

2.1.2 Stadien der chronischen Niereninsuffizienz

Es existieren unterschiedliche Klassifikationen fiir die Stadieneinteilung der chronischen Nieren-
insuffizienz. Als international anerkannt gilt jene, die den Empfehlungen der US-amerikanischen
K/DOQI (Kidney Disease Outcomes Quality Initiative) folgt. Danach werden entsprechend der
glomeruliren Filtrationsrate (GFR) die Stadien der chronischen Niereninsuffizienz, wie in Tabel-

le 1 dargestellt, eingeteilt.

. Normale oder erhéhte GFR (290 ml/min/1,73 m?) bei Vorliegen ei-
Stadium 1 )
nes Nierenschadens
. Leicht verringerte GFR von 60-89 ml/min/1,73 m’ mit Nachweis
Stadium 2 . )
eines Nierenschadens
Stadium 3 GFR von 30-59 ml/ min/1,73 m*
Stadium 4 GFR von 15-29 ml/ min/1,73 m>
Stadium 5 Terminale Niereninsuffizienz mit einer GFR <15 ml/ min/1,73 m?

Tabelle 1. Stadieneinteilung der chronischen Niereninsuffizienz nach den K/DOQI-Empfehlungen

Die chronische Niereninsuffizienz im Anfangsstadium ist dabei genauer definiert als ein Nieren-
schaden mit einer normalen bzw. erhohten GFR fiir mehr als drei Monate. Als Nierenschaden
wird entweder die strukturelle, z. B. histopathologische, Verdnderung oder das Vorliegen von
Markern einer renalen Schidigung (z. B. Proteinurie/Albuminurie, Hdmaturie) verstanden.

Kommt es trotz Ausschopfung konservativer Behandlungsmoglichkeiten zu einer Progredienz
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der chronischen Nierenerkrankung bis hin zu einer terminalen Niereninsuffizienz mit einem An-
stieg der Serumkreatininwerte iiber 10 mg/dl, einer GFR<15 ml/ min/1,73 m? und einer zuneh-

menden Auspriagung uramischer Symptome, ist eine Nierenersatztherapie indiziert.

2.1.3 Pathophysiologische Aspekte

Einige chronische Nierenerkrankungen fiihren iiber Jahre hinweg progredient zur terminalen
Niereninsuffizienz, welche assoziiert ist mit dem histologischen Nachweis einer
Glomerulosklerose und tubulointerstitiellen Fibrose (Remuzzi et al., 1998; Rennke et al., 1989).
Dabei kommt es zu einer Abnahme funktionstiichtiger Nephrone, wihrend in den verbliebenen
noch funktionierenden Glomerula eine gewisse Nierenrestfunktion aufrechterhalten wird. Aller-
dings fiihrt diese zu einer intraglomeruldren Drucksteigerung mit Hyperfiltration, welche durch
das Vorhandensein eines arteriellen Hypertonus noch erheblich verstidrkt wird. Die Folgen sind
eine erhohte Permeabilitidt mit Verlust der glomerulédren Filterfunktion und die Ausbildung einer
Proteinurie, die sich ihrerseits ungiinstig auf die restliche Nierenfunktion auswirkt.

Die Ausprigung sowohl der Glomerulosklerose als auch der tubulointerstitiellen Fibrose ist ab-
hingig von der Balance zwischen reparierenden und schiddigenden Einfliissen. Im giinstigsten
Falle konnen die Strukturen im Sinne einer Restitutio ad integrum wieder voll funktionsfihig
hergestellt werden. Hingegen setzen wiederholte oder kontinuierlich wirkende Noxen den Pro-
zess erneut in Gang bzw. unterhalten ihn stindig, was in einer irreversiblen Glomerulosklerose

und tubulointerstitiellen Fibrose mit Vernarbung des Nierengewebes endet.

2.1.3.1 Glomerulosklerose

Die progressive Glomerulosklerose ist sehr gut vergleichbar mit der Atherosklerose (El Nahas et
al., 1988). Beide sind charakterisiert durch eine Endothelschiddigung und —dysfunktion, eine Pro-
liferation der glatten Muskel- oder Mesangiumzellen und eine Schidigung der Perizyten bzw.
der Podozyten in den Glomerula (EI Nahas u. Bello, 2005). Eine wesentliche Rolle spielt dabei
die Interaktion zwischen den Zellen des Glomerulums und den infiltrierenden, entziindlichen
Zellen.

Hédmodynamisch fiihrt der glomeruldre Hypertonus, dhnlich dem systemischen Bluthochdruck,
zu einer mechanischen Schidigung des Endothels im Sinne eines Scherrstresses mit der Folge
einer endothelialen Dysfunktion. Diese duflert sich in der Ausschiittung proinflammatorischer
Zyto- und Chemokine sowie der Produktion von Wachstumsfaktoren, welche entziindliche Zel-

len anlocken und einen mikroinflammatorischen Prozess in Gang setzen (Johnson et al., 1994).
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Des Weiteren fiihrt die Expression von Adhisionsmolekiilen durch die Endothelzellen zur An-
haftung und Verankerung dieser inflammatorischen Zellen an die glomerulidre Kapillarwand (El
Nahas, 2003). Im weiteren Verlauf findet eine Infiltration von Monozyten/Makrophagen durch
die Kapillarwand statt, welche eine Interaktion mit den Zellen des Glomerulums, wie z. B. den
Mesangiumzellen, auslost. Unter dem Einfluss von Wachstumsfaktoren, insbesondere dem
transforming growth factor 31 (TGF-81), kommt es zu einer Transformation und Entdifferenzie-
rung der Mesangiumzellen zu embryonalen ,,Mesangioblasten*. Diese sind zur exzessiven Pro-
duktion extrazelluldrer Matrix (ECM) in der Lage, woraufhin eine Ausdehnung des mesangialen
Bindegewebes als Zeichen einer beginnenden Glomerulosklerose folgt (El Nahas, 2003).

Zusitzlich hat sich die Schiddigung der Podozyten als ein wesentlicher Faktor in der Pathogenese
der Glomerulosklerose herausgestellt. Einerseits erfahren diese Zellen eine Hypertrophie, ande-
rerseits resultiert als Folge einer Albuminbelastung der Podozyten eine Hochregulation der TGF-
B1-Synthese (Abbate et al., 2002). Letztendlich fiihrt dieser Wachstumsfaktor zu einer Apoptose
der Podozyten, einem entscheidenden Schritt in der Pathogenese der Glomerulosklerose (Schif-

fer et al., 2001).

2.1.3.2 Tubulointerstitielle Fibrose

Ahnlich der Glomerulosklerose ist auch die tubulointerstitielle Fibrose das Resultat aus
Inflammation, Proliferation, Apoptose und Fibrose (El Nahas, 2003; Zeisberg et al., 2000). Die
Ergebnisse experimenteller Studien lassen darauf schlieBen, dass die Proteinurie eine entschei-
dende Rolle bei der Entstehung der tubulointerstitiellen Inflammation spielt (Schiepatti et al.,
2003). So fiihrt eine tibermiBige Reabsorption von Albumin durch proximale Tubuluszellen in
vitro zu einer vermehrten Freisetzung von proinflammatorischen Mediatoren, darunter auch
Chemokinen (El Nahas u. Bello, 2005). Diese bewirken wiederum eine Infiltration entziindlicher
Zellen ins renale Interstitium und fordern so die Interaktion zwischen diesen Zellen und den
interstitiellen Fibroblasten. Unter dem Einfluss von Wachstumsfaktoren wie TGF-81 oder dem
epidermal growth factor (EGF) entwickeln sich ausgereifte Fibroblasten zum Phinotyp des
Myofibroblasten zuriick. Dies wird u. a. durch die Expression von a-SMA, Vimentin und
Desmin deutlich (Sappino et al., 1990). Des Weiteren kommt es zu einer Proliferation der
Myofibroblasten und auch Fibroblasten, die assoziiert ist mit einer exzessiven Synthese extrazel-
luldrer Matrix mit dem Resultat der interstitiellen Fibrose (Zeisberg et al., 2000; Iwano et al.,

2004).
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Neben den Fibroblasten und glomeruldren Zellen sind auch die Epithelzellen der Tubuli zur Re-
gression in der Lage. So transformieren einige dieser Zellen unter dem Einfluss von Wachstums-
faktoren, hier insbesondere des TGF-1, in einen embryonalen Phidnotyp, welcher interessanter-
weise Eigenschaften dhnlich denen der Myofibroblasten aufweist (El Nahas, 2003; Iwano et al.,
2004; Fan et al., 1999). Damit wird ein Teil der Tubuluszellen Bestandteil des Zellpools aus
interstitiellen Myofibroblasten und trigt so aktiv zur Entstehung einer interstitiellen Fibrose bei.
Die Mehrheit der geschiadigten Tubuluszellen erleidet allerdings den programmierten Zelltod
(Apoptose), was einerseits die Atrophie der Tubuli zur Folge hat und andererseits zu atubuldren

Glomerula fiihrt (El Nahas u. Bello, 2005).

2.1.4  Kardiale Verdanderungen infolge der chronischen Niereninsuffizienz

Kardiovaskuldre Komplikationen zdhlen bei Patienten mit einer chronischen Niereninsuffizienz
zu den hiufigsten Todesursachen; etwa 40% der Todesfélle sind darauf zuriickzufiihren (U.S.
Renal Data System, Annual Report, 2004). Das Risiko an einem Plotzlichen Herztod zu verster-
ben, ist bei urdmischen Patienten um den Faktor 20 hoher als in der Normalbevilkerung. Im
Vergleich dazu ist bei Diabetikern, einer ebenfalls anerkannten Risikogruppe fiir den Plotzlichen
Herztod, das Risiko nur um das Dreifache erhoht.

Als hiufigste strukturelle Verdnderung des Herzens besteht bei Patienten mit terminaler Nieren-
insuffizienz eine linksventrikuldre Hypertrophie (Silberberg et al., 1989). Dabei ist die Zunahme
der linksventrikuldren Masse Folge einer chronischen Druck- und Volumeniiberlastung. Zu den
wichtigsten pradisponierenden Faktoren gehdren neben einem arteriellen Hypertonus auch die
Animie und Hypervoldmie infolge des chronischen Nierenversagens. Bei Patienten mit Dialyse-
behandlungen trigt zudem die Existenz einer arterio-vendsen Fistel zur Entstehung einer links-
ventrikuldren Hypertrophie bei (Del Greco et al., 1996; Dyadyk et al., 1999).

Morphologisch lassen sich zumeist die Merkmale sowohl einer exzentrischen als auch konzentri-
schen Hypertrophie finden (London et al., 1997). Letztere wird durch eine chronische Druckbe-
lastung mit anhaltender Erhohung der systolischen Wandspannung bedingt, so z. B. im Rahmen
eines arteriellen Hypertonus oder infolge einer Aortenstenose. Hingegen bewirken eine renale
Anidmie, Hypervoldmie und das Vorhandensein einer arterio-vendsen Fistel eine Volumenbelas-
tung. Es resultiert eine linksventrikuldre Dilatation, bei der Ventrikelwanddicke und Kammervo-
lumen im Sinne einer exzentrischen Hypertrophie proportional zunehmen (London et al., 1994).
Begiinstigend auf das Vorliegen einer Mischform aus konzentrischer und exzentrischer Herzhy-

pertrophie wirken sich auch zyklische Veridnderungen des extrazelluldren Fliissigkeitsvolumens
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und Elektrolythaushaltes wihrend einer Dialysebehandlung aus. Bereits kurzfristige Verédnde-
rungen der dufleren Bedingungen beeinflussen die Proteinsynthese der Kardiomyozyten. Durch
Schreiber und Mitarbeiter konnte gezeigt werden, dass bereits innerhalb von drei Stunden nach
Erhohung des Aortendruckes eine signifikante Zunahme der Proteinsynthese (vor allem von
Myosin und Kollagen) einsetzt (Schreiber et al., 1970). Wihrend einer Dialysebehandlung
kommt zu einer Reduktion des Blutvolumens und folglich auch des linksventrikuldren Diame-
ters, wodurch ,,akute* Verdnderungen der linksventrikuldren Wanddicke induziert werden (stei-
gendes Wand-zu-Lumen-Verhiltnis). Grundlegend bestehen bei Patienten mit einer chronischen
Niereninsuffizienz jedoch ein dauerhaft erhdhtes Herzzeitvolumen (z. B. als Folge der renalen
Animie) sowie erhohte Auswurfarbeit, was sowohl zu der bereits beschriebenen Druck- als auch
Volumenbelastung fiihrt (London et al., 2002).

Neben einer linksventrikuldren Hypertrophie umfassen die kardialen Strukturverianderungen bei
chronischer Niereninsuffizienz auch die Expansion des kardialen Interstitiums im Sinne einer
Myokardfibrose und Verinderungen der myokardialen Mikrozirkulation. Letzteres ist Folge ei-
ner Rarefizierung der intramyokardialen Kapillaren mit Zunahme der interkapilldren Sauerstoff-
diffusionsstrecke und GefiaBwandverdickung intramyokardialer Arterien (Amann et al., 2000).
Hinsichtlich der interstitiellen Fibrose konnte durch klinisch-autoptische Untersuchungen gezeigt
werden, dass diese bei Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz stirker ausgeprigt ist, als bei
jenen mit einem primidren Hypertonus oder Diabetes mellitus (Mall et al., 1990). Dabei handelt
es sich jedoch nicht um den narbigen Ersatz von Parenchymnekrosen, sondern um das Ergebnis
einer primdren Aktivierung der kardialen interstitiellen Fibrozyten. Eine kardiale Fibrose hat
nicht nur die Vergroerung des Herzens zur Folge, sie beeintrichtigt aulerdem die elektrome-
chanischen Eigenschaften des Myokards, so dass Herzrhythmusstorungen resultieren konnen

(Weber et al., 1995).

2.1.5 Bisherige pharmakologische Therapiekonzepte zur Behandlung der chronischen Nie-

reninsuffizienz

Die bisherige Behandlung chronischer Nierenerkrankungen beschrinkte sich auf die Optimie-
rung bzw. Reduktion der beeinflussbaren Progressionsfaktoren. So stellte sich insbesondere die
medikamentdse Kontrolle eines bestehenden arteriellen Hypertonus als die effektivste Maf3nah-
me heraus (Jafar et al., 2003). Basierend auf der Hemmung des Renin-Angiotensin-Systems und

angesichts eines auf der Senkung des intraglomeruldren Druckes beruhenden ,,antiproteinur-
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ischen Effektes“ haben sich ACE-Hemmer und Angiotensin-II-Rezeptorantagonisten als die
geeignesten Préparate erwiesen (Remuzzi et al., 2002; Hilgers et al., 2004).

Hinsichtlich des Diabetes mellitus konnte durch die strenge Kontrolle und Optimierung der Blut-
zuckerwerte eine verlangsamte Progression der diabetischen Nephropathie nachgewiesen werden
(United Kingdom Prospective Diabetes Study Group, 1998; Gaede et al., 2003).

Ahnlich verhilt es sich mit der Hyperlipidimie. So konnte anhand experimenteller Modelle der
chronischen Niereninsuffizienz, durch eine Senkung der Lipidkonzentration mit Hilfe von
Hydroxy-Methylglutaryl-Coenzym-A-Reduktasehemmern (Statinen), ein protektiver Effekt ge-
sichert werden (El Nahas u. Bello, 2005).

Die Mehrheit der Patienten mit einer chronischen Nierenerkrankung wird mit einer Kombination
aus mehreren Substanzen im Sinne einer ,,multidrug®“-Therapie behandelt. Im Rahmen einer Me-
taanalyse, welche insgesamt 750 Versuche mit rund 400 000 Teilnehmern umfasste, konnte bei
Patienten, die mit einer Kombination aus einem ACE-Hemmer, einem Statin und weiteren
kardioprotektiven Substanzen wie z. B. Aspirin behandelt wurden, eine Reduktion kardiovasku-
larer Folgeerkrankungen von bis zu 80 % ermittelt werden (Wald et al., 2003). Unter Beriick-
sichtigung der weltweit steigenden Zahlen hinsichtlich der Privalenz und Inzidenz fiir die chro-
nische Niereninsuffizienz handelt es sich jedoch perspektivisch um ein sehr kostenintensives

Therapiekonzept.
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2.2 Riociguat (Bay 63-2521): Ein NO-unabhiingiger Stimulator der

Guanylatcyclase

Die Endothelschicht der Blutgefidfle stellt nicht nur die anatomische Grenze zwischen Blut und
GefidBBwand dar, sondern weist auch wichtige regulatorische Funktionen auf. Dazu gehoren die
Modulation des Gefialitonus, die Beeinflussung der Thrombozytenaggregation und die Regulati-
on des GefdBwachstums. Zu den vom Endothel gebildeten Mediatoren gehoren u. a. das
Prostacyclin (PGI2), das Endothelin und der Endothelium-derived relaxin factor (EDRF). Letzte-
rer wurde 1980 durch Furchgott und Mitarbeiter entdeckt, die diese Substanz angesichts ihrer
Fahigkeit zur Relaxation der Gefidle den beschreibenden Namen ,,endothelium-derived relaxin
factor“ (EDRF) gaben (Furchgott et al., 1980). Sechs Jahre spiter fanden sowohl Furchgott als
auch Ignarro unabhigig voneinander heraus, dass es sich bei EDRF vermutlich um Stickstoft-
monoxid (NO) handelt, eine Theorie, die ein Jahr spiter ihre Bestitigung fand (Ignarro et al.,
1987; Palmer et al., 1987).

NO wirkt iiber eine Aktivierung der 19slichen Guanylatcyclase (sGC) relaxierend an der glatten
GefiaBmuskulatur, ist aber auch an der Regulation einer Vielzahl anderer physiologischer Prozes-
se in Sdugetieren beteiligt. So spielt der NO-sGC-cGMP-Signaltransduktionsweg u. a. eine ent-
scheidende Rolle im Immunsystem als Bestandteil der unspezifischen Abwehrreaktion, beim
Zellwachstum bzw. der -proliferation und bei der neuronalen Transmission (Schmidt et al.,
1994).

In zahlreichen experimentellen und klinischen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass ein Mangel
an endogenem NO, beispielsweise verursacht durch eine verminderte endotheliale Freisetzung,
mafgeblich zur Entwicklung kardiovaskulédrer, pulmonaler, endothelialer, renaler und hepati-
scher Erkrankungen sowie erektiler Dysfunktionen beitrdgt (Evgenov et al., 20006).

Die bisherige Therapie einiger dieser Erkrankungen beinhaltete die exogene Zufuhr von NO
durch organische Nitrate oder andere NO-Donatoren (z. B. Molsidomin) bzw. ,Nitro-
Vasodilatatoren* (z. B. Nitroprussidnatrium). Allerdings ist die Wirkung dieser Substanzen limi-
tiert durch einen insuffizienten Biometabolismus (Li et al., 2006), die Entwicklung einer
Nitrattoleranz bei kontinuierlicher Applikation (Munzel et al., 2005) und die unspezifischen In-
teraktionen mit anderen Verbindungen, wie dies z. B. bei der Peroxynitrit-vermittelten
Tyrosinnitration der Fall ist (Dikalov et al., 1998). Dennoch zeigen Patienten, die mit organi-

schen Nitraten behandelt wurden, meist eine Verbesserung ihrer Symptomatik. Es sei jedoch
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angemerkt, dass keine iiberzeugenden Studien existieren, die eine verminderte Mortalitit infolge
dieser Therapie belegen (Evgenov et al., 2006).

Erst kiirzlich wurden durch die Arbeitsgruppe um Johannes-Peter Stasch Verbindungen entwi-
ckelt und hergestellt, die auf einem direkten Weg, also NO-unabhingig, die l0sliche
Guanylatcyclase aktivieren bzw. stimulieren und damit erhebliche Vorteile gegeniiber den bishe-
rigen Therapieansitzen aufweisen. Eine dieser Substanzen, auf welche in den néchsten Kapiteln
noch genauer eingegangen wird, ist Riociguat. Diese Verbindung gehort zu den 16slichen
Guanylatcyclase-Stimulatoren und hat ihre therapeutische Kompetenz bereits bei der Behand-
lung der pulmonalen Hypertonie (die Resultate der Phase II-Studie wurden im Juni 2007 verof-

fentlicht) unter Beweis gestellt.

2.2.1 Die Guanylatcyclase

Die Guanosin-Nukleotidyl-(Guanylyl-, Guanylat-)Cyclase ist ein ubiquitir vorkommendes
Signaltransduktionsenzym, welches die Umwandlung von Guanosin-5’-triphosphat (GTP) in den
second messenger cyclo-Guanosin-3’,5’-monophosphat (cGMP) katalysiert. Das cGMP konnte
erstmalig 1963 im Urin von Ratten (Ashman et al., 1963) und zu einem spdteren Zeitpunkt in
fast allen Geweben der Tiere nachgewiesen werden (Goldberg et al., 1969). Es besitzt eine grofle
Anzahl intrazelluldrer Bindungsproteine, iiber welche die biologischen Effekte vermittelt wer-
den. Diese konnen in drei Gruppen aufgeteilt werden: cGMP-abhingige Proteinkinasen, cGMP-
regulierte Ionenkanile und cGMP-bindende Phosphodiesterasen (Hofmann et al., 2006; Beavo et
al., 1995). Erwidhnenswert erscheint dabei, dass eine wichtige Funktion der ersten Gruppe, also
der cGMP-abhingigen Proteinkinasen, die Relaxation glatter Muskulatur darstellt.

Nach ihrer Verteilung in aufgetrennten Gewebefraktionen werden zwei Formen der
Guanylatcyclase unterschieden. Zum FEinen gibt es die partikulire membrangebundene
Guanylatcyclase (particulate GC, pGC), welche als Rezeptor fiir das ANP (atriales
natriuretisches Peptid) dient; zum Anderen existiert eine cytosolische 16sliche Guanylatcyclase,
die ein Rezeptor fiir gasformige Liganden, speziell fiir NO und CO (Kohlenmonoxid), darstellt
(Evgenov et al., 2006).

2.2.1.1 Struktur der loslichen Guanylatcyclase

Bei der 16slichen Guanylatcyclase handelt es sich um ein heterodimeres Enzym, welches aus
einer groferen oi-Untereinheit und einer kleineren him-bindenden B-Untereinheit besteht, wobei

sich auch Homodimere dieser Untereinheiten formieren kénnen (Zabel et al., 1999). Es existie-
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ren vier sGC-Untereinheiten: o, 0, B; und B,, die in ihrem Molekulargewicht je nach Spezies
und Isoform zwischen 73 und 82 KDa fiir die o- und 70 bis 76 KDa fiir die B-Untereinheit vari-
ieren. Die o4/ B;- und on/ B-Heterodimere stellen zwei funktionell nicht zu unterscheidende
Isoformen der sGC dar und gehoren zu den bisher am besten untersuchten Varianten (Mayer et
al., 2001; Zabel et al., 1998). Die ay/ B;-sGC kommt ubiquitir in nahezu allen Geweben vor,
wird jedoch insbesondere in der Lunge, im Gehirn und den Thrombozyten exprimiert, wahrend
die o/ Bi-Isoform hauptsichlich im Gehirn und der Plazenta zu finden ist (Mergia et al., 2003).
Im Gegensatz zur a;-Untereinheit weist die o;-Untereinheit eine Konsensussequenz auf, die eine
Interaktion mit PDZ-Dominen ermoglicht (Hoffmiiller et al., 1999). Uber diese Domine bindet
die o/ B1-sGC an einem Komplex aus nNOS, NMDA-Kanal und PSD95 synaptischer Membra-
nen und konnte somit an der Modulation der synaptischen Ubertragung beteiligt sein (Russwurm
et al., 2001).

Die B-Untereinheit enthélt eine N-terminale hambindende Doméne, welche eine Linge von etwa
200 Aminosduren aufweist (Lyer et al., 2003; Nioche et al., 2004; Pellicena et al., 2004). Die
prosthetische Hiamgruppe ist entscheidend fiir die Aktivierung der sGC durch NO und fiihrt zu
einem charakteristischen Peak bei 431 nm im UV/Vis-Spektrum (Soret-Bande). Dabei ist das
Ham {iiber Histsidin;gs der B-Untereinheit mit dem zentralen Eisenatom sowie iiber die angren-
zenden Aminosduren der Him-Propionsduren Tyrosin;ss, Serinj3; und Arginin;sg komplexiert
(Pellicena et al., 2004; Schmidt et al., 2004; Wedel et al., 1994). Es sei angemerkt, dass ein Aus-
tausch des Histidins zur Expression einer himfreien sGC fithrt (Wedel et al., 1994; Zhao et al.,
1998; Martin et al., 2001), und dass eine nachtrigliche Rekonstruktion dieses Enzyms mit Him
dennoch nicht die Wiederherstellung der Aktivierbarkeit durch NO zur Folge hat (Forster et al.,
1996). Die o-Untereinheit scheint fiir die Bindung des Hams eine nur untergeordnete Rolle zu
spielen, vermutlich ist sie jedoch von Bedeutung fiir die Bindung der NO-unabhéngigen sGC-
Stimulatoren (Stasch et al., 2001; Koglin et al., 2003).

Neben der N-terminalen hdmbindenden Domine besteht die sGC auch aus einer
Dimerisierungsdomine und einer C-terminalen katalytischen Cyclasedoméne (Lucas et al.,
2000). Dabei ldsst sich fiir die katalytische Domine eine ausgeprigte Sequenzhomologie zu den
entsprechenden Doménen der partikuldren Guanylatcyclase und der Adenylatcyclase nachwei-
sen. Allen drei Dominen gemein ist, dass sie sich aus zwei identischen bzw. stark homologen, in
typischer Kopf-Schwanz-Position gegeniiberliegenden Untereinheiten formieren (Sunahara et al.,
1998; Tesmer et al., 1997). Es werden die katalytischen Doménen beider Untereinheiten fiir die

Bildung eines aktiven katalytischen Zentrums bendtigt (Mayer et al., 2001; Hobbs et al., 2000;
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Winger et al., 2005). Hinsichtlich der Dimerisierungsdoméne sei abschlieBend erwihnt, dass
auch hier eine gewisse Homologie zur entsprechenden Sequenz der pGC besteht, und dass beide
Dominen vermutlich eine dhnliche Sekundiarstruktur aufweisen. Durch Zhao und Mitarbeiter
konnte gezeigt werden, dass C-terminale Deletionsmutanten, die eine solche Domine beinhalten,

dennoch zur Dimerisierung befidhigt sind (Zhao et al., 1997).

2.2.2  Der NO-sGC-cGMP-Signaltransduktionsweg

Stickstoffmonoxid (NO) stellt den physiologischen Aktivator der l6slichen Guanylatcyclase
(sGC) dar. Es wird mit Hilfe eines im Endothel exprimierten Enzyms, der NO-Synthase, als Pro-
dukt der enzymatischen Konversion von L-Arginin zu L-Citrullin gebildet (Mayer und Andrew,
1998). Dabei wird die Aktivitit dieses endothelialen Enzyms insbesondere iiber die Konzentrati-
on der freien intrazelluliren Calciumionen reguliert. Bisher konnten vier Isoformen der NO-
Synthase identifiziert werden. Dazu gehort die neuronale NOS (nNOS, NOS 1), welche fiir die
Signaliibertragung nitrinerger Neurone sowie deren Modulation verantwortlich ist. Eine andere
Isoform ist die induzierbare NOS (iNOS, NOS 1I), die eine wichtige Rolle in der Immunabwehr
spielt, jedoch keiner Ca®*-abhiingigen Regulation unterliegt. Weitere Isoformen stellen die
endotheliale NOS (eNOS, NOS 1III) und die erst kiirzlich identifizierte mitochondriale NOS
(mtNOS) dar. Die Aktivitit der endothelialen NOS fiihrt zur bereits oben genannten Relaxation
der GefdBwand, wohingegen die mitochondriale NOS vermutlich einen Einfluss auf die Bioge-
nese der Mitochondrien hat (Ghafourifar und Richter, 1997; Elfering et al., 2002; Nisoli et al.,
2003).

Aufgrund seines gasformigen Aggregatzustandes kann NO leicht durch Membranen diffundieren
und auf diesem Weg nicht nur autokrin sondern auch parakrin wirken. Vermutlich existiert tiber
eine reversible Bindung an Himoglobin sogar eine endokrine Wirkung (Luchsinger et al., 2003).
Voraussetzung fiir die NO-induzierte Aktivierung der sGC ist, dass das zentrale Eisenatom der
prosthetischen Him-Gruppe im reduzierten Zustand vorliegt (Fe’*). Eine Umwandlung in die
oxidierte Form (Fe®*) hat zur Folge, dass die sGC nicht mehr sensitiv fiir NO ist und demnach
nicht mehr durch dieses aktiviert werden kann (Foerster et al., 1996; Ignarro et al., 1986). Wie
bereits oben erwihnt, ist das Ham tiber Histidin;¢s der B-Untereinheit am zentralen Eisenatom
komplexiert und bildet einen pentakoordinierten Histidyl-Him-Komplex. Die Bindung von NO
an das zentrale Eisenatom hat die Ausbildung einer kurzlebigen hexakoordinierten Histidin-
Ham-NO-Zwischenstufe zur Folge, welche wiederum in eine pentakoordinierte Nitrosyl-Ham-

Formation zerfillt (Evgenov et al., 2006). Spektrokopisch bedeutet der Ubergang vom
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pentakoordinierten Histidyl-Ham-Komplex zum ebenfalls pentakoordinierten Nitrosyl-Him-
Komplex eine Verschiebung der Soret-Bande im UV/Vis-Spektrum von 431 nm zu 398 nm.

Es sei allerdings angemerkt, dass der Mechanismus der sGC-Aktivierung durch NO noch nicht
vollstandig geklart ist. So konnte beispielsweise durch verschiedene Arbeitsgruppen gezeigt
werden, dass die Konversion der hexakoordinierten Histidin-Ham-NO-Zwischenstufe zum
pentakoordinierten Nitrosyl-Hdam-Komplex von der Konzentration freien Stickstoffmonoxids
abhéngt, was wiederum eine zweite NO-Bindungsstelle voraussetzt (Ballou et al., 2002; Zhao et
al., 1999). Des Weiteren fand man mit Hilfe spektroskopischer Untersuchungen heraus, dass eine
zwar NO-gebundene jedoch eigentlich inaktive Form der sGC existiert (Cary et al., 2005;
Russwurm et al., 2004). Dieser Zustand findet sich in Gegenwart niedriger NO-Konzentrationen
und kann jederzeit durch das Hinzufiigen von NO, dem sGC-Substrat GTP oder dem Reaktions-
produkt cGMP zur aktiven sGC transformiert werden (Cary et al., 2005; Russwurm et al., 2004).
Letztendlich bewirkt die Ausbildung des Nitrosyl-Him-Komplexes und die damit verbundene
Spaltung der Histidyl-Him-Bindung eine 200- bis 400-fache Aktivierung der sGC (Humbert et
al., 1990; Stone und Marletta et al., 1996; Honicka et al., 1999).

Allerdings ist der sGC-cGMP-Reaktionsweg nicht der einzige, der durch das NO aktiviert wird.
Aufgrund seiner Reaktivitdt mit eisenhaltigen katalytischen Zentren kann NO, insbesondere in
hoheren Konzentrationen, auch auf verschiedene andere Enzyme einwirken (Evgenov et al.,
2006). In sehr hohen Konzentrationen entfaltet NO sogar zytotoxische Wirkungen durch
Komplexierung von Eisen-Schwefel-Verbindungen im aktiven Zentrum von Enzymen, die fiir
den Energiehaushalt der Zellen essentiell sind (Nathan et al., 1992). Diese alternativen Mecha-
nismen konnten die bereits bekannten gegenteiligen Funktionen des NO zur Folge haben. Auf
diese Weise lieen sich die proaggregatorischen (Li et al., 2003) und antiaggregatorischen
(Gambaryan et al., 2004; Schwarz et al., 2001) Effekte in den Thrombozyten sowie die pro-
atherosklerotischen (Feil et al., 2005; Wolfsgruber et al., 2003) und antiatherosklerotischen
(Melichar et al., 2004; Sinnaeve et al., 2001) Effekte innerhalb der Blutgefie erkldren.

2.2.3  Weitere physiologische Aktivatoren der sGC

Neben NO konnen auch das ebenfalls gasformige Kohlenmonoxid (CO) sowie das Protoporphy-
rin IX (PPIX) zu einer Aktivierung der sGC fiihren. Hinsichtlich des CO ist, dhnlich wie bei NO,
die Bindung an das zentrale Eisenatom der prosthetischen Himgruppe Voraussetzung fiir die
Aktivierung der sGC, wobei diese jedoch nur maximal um das fiinffache moglich ist (Friebe et

al., 1996; Honicka et al., 1999; Denninger et al., 2000).
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Das Protoporphyrin IX ist die direkte Vorstufe des Hidms. Durch den Ferrochelatase-
katalysierten Einbau von zweiwertigem Eisen wird die Biosynthese von Him vervollstindigt.
Um die Funktion des zentralen Eisenatoms des Hams nidher zu verstehen, wurden bereits in der
Vergangenheit zahlreiche Versuche mit der Protoporphyrin IX-haltigen, also eisenfreien sGC-
Rekonstruktion, durchgefiihrt (Ignarro et al., 1982; Ignarro et al., 1984). Aufgrund des Fehlens
des zentralen Eisenatoms ist es dem PPIX nicht moglich, eine Bindung mit dem Histsidin,os der
B-Untereinheit einzugehen, wodurch ein Nitrosyl-Him-Komplex imitiert wird. Dies wiederum
hat eine Aktivierung der sGC zur Folge (Ignarro et al., 1984; Friebe et al., 1997; Friebe und
Kosling, 1998).

224 Inhibitoren der sGC

Inhibitoren der sGC, beispielsweise ODQ (1H-[1,2,4]oxadiazolol[4,3-a]quinoxalin-1-on),
NS2028, Methylenblau oder Ferricyanid, bewirken durch Oxidation des zentralen Eisenatoms
der prosthetischen Hamgruppe eine Umwandlung des Enzyms in eine NO-unsensitive Form
(Hwang et al., 1998; Kannan et al., 1995; Mayer et al., 1993; Olesen et al., 1998; Schrammel et
al., 1996; Zhao et al., 2000). Das ODQ im Besonderen hat bereits bei Vorliegen nur geringer
Konzentrationen die Oxidation der sGC zur Folge und fiihrt in hohen Konzentrationen zur un-
spezifischen Oxidation weiterer Himproteine (Feelisch et al., 1999; Zhao et al., 2000). Diese
konzentrationsabhéngige Wirkung und damit relative Spezifitit hat ODQ zu einem hiufig ver-
wendeten biochemischen Hilfsmittel werden lassen, um die pGC- und sGC-vermittelten Wir-
kungen im Gewebe zu differenzieren.

Die Oxidation des zentralen Eisenatoms der Himgruppe und die damit verbundene Uberfiihrung
der sGC in einen NO-unsensitiven Zustand kann auch endogen durch reaktive Sauerstoff- und
Nitrogenspecies verursacht werden. Dazu gehoren u. a. das Superoxid-Radikal (*O;) und
Peroxynitrit (ONOQO"), welche durch oxidativen Stress generiert werden (Stasch et al., 2000).
Damit ist der NO-sGC-cGMP-Signaltransduktionsweg einerseits durch eine reduzierte Biover-
fiigbarkeit des NO und andererseits durch die Anderung des Redox-Zustandes der sGC limitiert.
Das hat nicht nur die Unempfindlichkeit gegeniiber endogenem sondern auch exogen zugefiihr-

tem NO, beispielsweise in Form NO-freisetzender Medikamente, zur Folge (Stasch et al., 2006).
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2.2.5  Pharmakologische Stimulatoren und Aktivatoren der sGC

Die sGC-Stimulatoren und -Aktivatoren sind zwei neuartige Medikamentengruppen, die eine
NO-unabhingige Aktivierung der sGC bewirken.

Die anfinglich entwickelten Verbindungen stimulieren die sGC auf einem direkten Weg und
erhohen damit die Sensitivitéit der reduzierten Form dieses Enzyms fiir bereits geringe Konzent-
rationen von NO. Die sGC-Aktivatoren hingegen wirken nicht nur NO-unabhéngig, sondern sind
auch in der Lage, oxidierte oder gar hamfreie Formen der sGC zu aktivieren.

Neben der klinischen Bedeutung bei der Behandlung verschiedenster Erkrankungen haben sich
sowohl die NO-unabhédngigen aber Hdam-abhingigen sGC-Stimulatoren als auch die NO- und
Hém-unabhingigen sGC-Aktivatoren als wertvolle Werkzeuge bei der Erforschung der Physio-
logie und Pathophysiologie des NO-sGC-cGMP-Signaltransduktionsweges herausgestellt
(Evgenov et al., 2006).

2.2.5.1 NO-unabhdngige aber Hiam-abhdngige sGC-Stimulatoren

Im Jahre 1994 wurden durch Wissenschaftler der Bayer HealthCare AG unerwartet Derivate des
5-substituierten-2-Furaldehyd-Hydrazon als direkte NO-unabhéngige Stimulatoren der sGC ent-
deckt. Urspriinglich suchte man nach Verbindungen, welche iiber eine Steigerung der NO-
Synthese, also NO-abhingig, die sGC in Endothelzellen von Schweinen zu stimulieren vermo-
gen.

Die neuen Substanzen wiesen allerdings eine unerwiinschte Besonderheit auf: Thre Potenz hin-
sichtlich der sGC-Stimulation war lichtabhidngig und stieg unter Lichtexposition an.

Im Dezember 1994 wurde unabhiéngig davon durch Ko und Mitarbeiter eine strukturell dhnliche
Verbindung beschrieben, das Indazolderivat YC-1, welches zu einer cGMP-vermittelten Hem-
mung der Thrombozytenaggregation fiihrte. Spiter konnte gezeigt werden, dass diese
antiaggregatorische Wirkung von YC-1 auf einer direkten und NO-unabhidngigen Aktivierung
der sGC beruht; YC-1 wurde damit als ein Stimulator hochgereinigter sGC charakterisiert. Vor-
teil dieser Substanz war, dass ihre Potenz nicht durch vorherrschende Lichtverhiltnisse beein-
flusst wurde (Ko et al., 1994; Friebe et al., 1996; Hoenicka et al., 1999; Mulsch et al., 1997).

In den folgenden Jahren wurden weitere unterschiedliche Verbindungen identifiziert, welche die
sGC auf eine NO-unabhéngige Art und Weise aktivieren, jedoch im Vergleich zu YC-1 z. T. um
das Tausendfache wirksamer sind (Ko et al., 1994; Fernandez et al., 2001; Lee et al., 2001;
Selwood et al., 2001; Straub et al., 2001; Zhang et al., 2003). Zu diesen Substanzen gehdren u. a.
Bay 41-2272, Bay 41-8543, CMF-1571, A-350619 und Riociguat (Bay 63-2521). Die genannten
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sGC-Stimulatoren sind der Familie der Indazole mit YC-1 als Leitsubstanz zuzuordnen. Daneben
existieren noch weitere sGC-Stimulatoren, welche zwar eine gidnzlich andere Struktur, aber einen
den Indazolen dhnlichen Wirkmechanismus aufweisen und der Familie der Aryl-Acrylamide

zugehorig sind (Miller et al., 2003; Nakane, 2003; Nakane et al., 2006; Zhang et al., 2003).

Die molekulare Wirkungsweise der sGC-Stimulatoren

Charakteristisch fiir alle sGC-Stimulatoren ist einerseits die Abhéngigkeit von der Pridsenz einer
reduzierten prosthetischen Himgruppe und andererseits die in Kombination mit NO vorhandene
streng synergistische Enzymaktivierung. Letzteres bedeutet, dass NO-Konzentrationen, die eine
nur schwache sGC-Aktivierung zur Folge hitten, in der Gegenwart von sGC-Stimulatoren (bei-
spielsweise YC-1) in ihrer Wirkung potenziert werden (Friebe et al., 1996; Friebe et al., 1998;
Hoenicka et al., 1999). Dieser Effekt basiert, zumindest teilweise, auf einer Stabilisation des
Nitrosyl-Ham-Komplexes und der erforderlichen Transformation des NO-aktivierten Enzyms in
einen hoheren Aktivierungszustand (Cary et al., 2005; Russwurm et al., 2004). Des Weiteren
wird durch YC-1 die eigentlich schwache CO-induzierte sGC-Aktivierung stark potenziert (Sto-
ne und Marletta, 1995, 1996; Friebe et al., 1996; Honicka et al., 1999; Denninger et al., 2000).
Dieser Aspekt ldsst eine mogliche physiologische Wirkung von CO in Anwesenheit einer endo-
genen YC-1-dhnlichen Substanz vermuten, welche allerdings bisher noch nicht gefunden werden
konnte (Cary und Marletta, 2001; Mayer und Kosling, 2001).

Der genaue Mechanismus der sGC-Aktivierung durch NO-unabhingige Stimulatoren konnte
bisher noch nicht vollstindig gekldrt werden. Insbesondere die vermeintliche Lokalisation der
Bindungsstelle ist Gegenstand kontroverser Diskussionen. Es existieren dazu folgende Theorien,
die am Beispiel von YC-1 erldutert werden sollen. Wie bereits unter 2.1.1 erwihnt, bestehen
zwischen den katalytischen Doménen der Adenylatcyclase und der sGC Sequenzhomologien
(Sunahara et al., 1998). Durch verschiedene Studien (Friebe et al., 1999; Friebe et al., 1997)
konnte gezeigt werden, dass YC-1 mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit an die katalytische Domi-
ne der sGC bindet und das Enzym auf eine Weise beeinflusst, die der Forskolin-induzierten Ak-
tivierung der Adenylatcyclase dhnelt (Mayer et al., 2001; Tesmer et al., 1997). Im Gegensatz
dazu konnte anhand spektroskopischer Untersuchungen demonstriert werden, dass sich YC-1-
induzierte Effekte (wie beispielsweise Alterationen der CO-Hidm-Bindung) in den Him-
enthaltenden Fragmenten der B-Untereinheit und vor allem in Abwesenheit der katalytischen

Domiine bemerkbar machen (Denninger et al., 2000).
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Zum aktuellen Zeitpunkt erscheinen beide Theorien durchaus plausibel, eine genaue Kldrung des
Lokalisationsortes der Bindungsstelle fiir NO-Stimulatoren wird jedoch erst durch zukiinftige

Studien erfolgen.

2.2.5.2  NO- und Hdm-unabhdngige sGC-Aktivatoren

Neben den oben beschriebenen NO-unabhingigen aber Hidm-abhingigen sGC-Stimulatoren
konnte in einem ,,High-Throughput-Screen* (HTS) eine weitere Substanzklasse identifiziert
werden, welche die sGC ebenfalls NO-unabhéngig aktiviert, sonst jedoch vollstindig andere
Charakteristika aufweist. Uber 900 000 Verbindungen wurden mit diesem Verfahren untersucht,
wobei im Jahre 2002 als erster NO-unabhingiger sGC-Aktivator das BAY 58-2667 identifiziert
werden konnte. Diese Substanz aktiviert die sGC bereits in subnanomolaren Konzentrationen
und weist im Gegensatz zu den sGC-Stimulatoren in Kombination mit NO eine nur additive
nicht aber synergistische Wirkung auf (Stasch et al., 2002c). Wie auch die nachfolgend entwi-
ckelten Verbindungen dieser Substanzklasse (z. B. HMR-1766), besitzt BAY-58-2667 die Ei-

genschaft, oxidierte oder gar hamfreie Varianten der sGC zu aktivieren (Stasch et al., 2002c).

Die molekulare Wirkungsweise der sGC-Aktivatoren

Im Gegensatz zu den sGC-Stimulatoren, deren Wirkung durch Oxidation oder Entfernung der
prosthetischen Hamgruppe der sGC beinahe vollstindig aufgehoben wird, potenziert sich die
durch BAY 58-2667-induzierte Enzymaktivierung noch (Stasch et al., 2002c).

Mit Hilfe zahlreicher Aktivitits- und Bindungsuntersuchungen, insbesondere spektroskopischer
Analysen, konnte gezeigt werden, dass die prosthetische Hamgruppe durch BAY 58-2667 ersetzt
wird (Evgenov et al., 2006). Die Hamgruppe und BAY 58-2667 konkurrieren dabei iiber ihre
negativ geladenen Carboxyl-Gruppen um die Him-Bindungsstelle der sGC (Pellicena et al.,
2004; Schmidt et al., 2004; Schmidt et al., 2005). Die verstirkte Wirkung der sGC-Aktivatoren
bei Vorhandensein einer oxidierten prosthetischen Hamgruppe ldsst sich durch deren, im Ver-
gleich zur reduzierten Form deutlich verminderten, Affinitit zur Him-Bindungsstelle erklidren
(Schmidt et al., 2004). Daraus resultiert ein weiterer interessanter Aspekt der sGC-Aktivierung:
Zwischen BAY 58-2667 oder auch HMR-1766 besteht ein Synergismus mit ODQ. Wihrend die
sGC-Stimulatoren in Gegenwart von ODQ gehemmt werden, fiihrt die Oxidation des Hdms
durch ODQ zu einer erhohten Bindung der sGC-Aktivatoren und damit Potenzierung deren Wir-

kung.
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2.2.6  Der Effekt der NO-unabhingigen sGC-Stimulatoren und -Aktivatoren bei chronischer

Niereninsuffizienz

Basierend auf den Ergebnissen fritherer Untersuchungen, die den NO-Donatoren einen vorbeu-
genden Effekt auf die Matrix-Akkumulation und der daraus folgenden renalen Fibrose bestétig-
ten (Peters et al., 2003), konnte mit Hilfe erst kiirzlich durchgefiihrter experimenteller Studien
eine Verbesserung der renalen Schiddigung durch einen Anstieg der intrazelluliren cGMP-
Konzentration nachgewiesen werden. Dabei war die Erhohung des intrazelluliren cGMP’s wie-
derum die Folge einer direkten Stimulation der sGC. So fiihrte die Verabreichung von BAY 41-
2272 an Ratten mit einer akuten Glomerulonephritis, determiniert durch eine reduzierte
Proteinurie, zu einer Abnahme der renalen Dysfunktion. Deutlich wurde dieser Effekt durch ei-
nen Riickgang sowohl der TGFB-Produktion als auch des kollagenfaserreichen Bindegewebes
sowie der Makrophageninfiltration (Peters et al., 2004). In einer anschlieBenden Studie konnte
weiterhin gezeigt werden, dass BAY 41-2272 einen Anstieg der cGMP-Konzentration in
Mesangiumzellen bewirkte, was deren verminderte Proliferation und eine reduzierte Produktion
von Matrixproteinen zur Folge hatte (Hohenstein et al., 2005).

Im Rahmen einer Nierenerkrankung tritt interessanterweise kompensatorisch eine Hochregulati-
on der sGC-Expression und damit korrelierend ein Anstieg der cGMP-Konzentration auf (Peters
et al., 2004; Hohenstein et al., 2005). Dabei scheint es sich um einen endogenen protektiven Me-
chanismus zu handeln, welcher wiederum den therapeutischen Nutzen der sGC-Stimulatoren bei
der Pravention renaler Erkrankungen bestétigt.

Auch bei chronisch verlaufenden Glomerulonephritiden konnte fiir das BAY 41-2272 ein aus
therapeutischer Sicht positiver Effekt auf das Fortschreiten der progressiven Sklerose und Depo-
sition von Matrixproteinen durch Verminderung der TGFB-Expression nachgewiesen werden
(Wang et al., 2005; Wang et al., 2006). Dieser protektive Einfluss beruhte ebenfalls auf einer
Erhohung der cGMP-Konzentration durch eine direkte Stimulation der sGC. Die im Vergleich
dazu festgestellte Wirkung des PDE-Inhibitors Pentoxyfyllin, das dem Abbau des cGMP’s vor-
beugt, wurde bei weitem iibertroffen (Wang et al., 2006).

Dariiber hinaus hatte eine insgesamt 18-wochige BAY 58-2667-Behandlung bei Ratten mit einer
subtotalen Nephrektomie neben einer Verlangsamung der Progression einer chronischen Nieren-
insuffizienz auch ein Absinken des Blutdruckes sowie eine Reduktion der linksventrikulidren

Hypertrophie und der koronaren Wanddicke zur Folge (Kalk et al., 2006).
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2.2.7 Riociguat (BAY 63-2521)

Wie bereits mehrfach erwihnt, gehort Riociguat zu den NO-unabhingigen sGC-Stimulatoren. Es
ist hinsichtlich seiner Struktur anderen sGC-Stimulatoren (beispielsweise BAY 41-2272 oder
BAY 41-8543) sehr dhnlich und wurde ebenfalls, basierend auf dem YC-1 als Leitstruktur, syn-
thetisiert (Straub et al., 2001; Stasch et al., 2001; Stasch et al., 2002a; Stasch et al., 2002b).

Abbildung 1. Strukturformel von Riociguat

Die Stimulation der sGC durch Riociguat erfolgt dosisabhiingig, wobei die Enzymaktivitiit bis
auf das 73-fache gesteigert werden kann. In Kombination mit dem NO-Donator DEA/NO (2-
(N,N-diethylamino)-diazenolat-2-oxid) ist sogar eine Erhoung der sGC-Aktivit auf das 112-
fache moglich (Schermuly et al., 2008).

Mit dem Ziel, Riociguat zur Behandlung der pulmonalen Hypertonie einzusetzen, wurde die
Substanz erst kiirzlich im Rahmen einer randomisierten, placebokontrollierten Blindstudie hin-
sichtlich seiner Vertrdglichkeit, Sicherheit und seiner pharmakodynamischen sowie -kinetischen
Eigenschaften gepriift. Dabei konnte in dieser Phase-I-Studie, das heiflt nach der Verabreichung
an gesunde, ménnliche Probanden, eine gute Vertriglichkeit und ein hohes Sicherheitsprofil bis
zu einer Einzeldosis von 5 mg oral festgestellt werden. Des Weiteren fielen eine dosisabhiingige
Reduktion des diastolischen Blutdruckes sowie eine Steigerung der Herzrate auf. Zwischen den
einzelnen Individuen zeigte sich jedoch eine starke Variabilitdt der pharmakokinetischen Eigen-

schaften von Riociguat (Frey et al., 2007).
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Die folgende Phase-II-Studie, durchgefiihrt an Patienten mit einer moderaten bis schweren pul-
monalen Hypertonie, ergab eine ebenfalls dosisabhingige Verbesserung der wichtigen
himodynamischen Parameter (systolischer Blutdruck, systemischer GefiBBwiderstand, mittlerer
Pulmonalarteriendruck, pulmonaler GefdBwiderstand, kardialer Index) im Vergleich zu inhalier-
tem NO. Dabei korrelierten diese Effekte sehr stark mit den jeweiligen Plasmakonzentrationen
des Riociguat (Hossein et al., 2007).

Nach diesen sehr vielversprechenden Ergebnissen aus den Phase-I- und -II-Studien wurde im
Jahr 2008 mit der Phase-III-Studie begonnen, also mit der Untersuchung an einer grofleren Pati-

entengruppe.



2. Literaturiibersicht 22

2.3 Das 5/6-Nephrektomie-Modell der Ratte

Mit Hilfe dieses Tiermodells wird durch die umfassende Reduktion funktionalen Nierengewebes
eine chronische Niereninsuffizienz bis hin zum Urdmiesyndrom induziert. Es wurde bereits 1932
durch Chanutin beschrieben und umfasst zwei chirurgische Interventionen. Wihrend der ersten
Operation wird nach Dekapsulation der Niere eine partielle Nephrektomie durchgefiihrt. Diese
kann prinzipiell durch drei verschiedene Methoden erfolgen: durch Resektion von zwei Dritteln
der Niere, Infarzierung von zwei Dritteln der Niere durch Ligatur von Asten der A. renalis oder
durch die Ligatur beider Nierenpole (Strauch et al., 1988). Wihrend der zweiten Operation eini-
ge Tage spiter wird dann eine totale Nephrektomie der kontralateralen, dekapsulierten Niere
vorgenommen (Kleinknecht et al., 1988). Letztendlich fiihren alle drei Methoden zu einer Dezi-

mierung des funktionalen Nierengewebes um 75 %, gelegentlich bis hin zu 90 %.

2.3.1 Histologische Verdnderungen

Unmittelbar nach der Reduktion des Nierengewebes im Rahmen einer 5/6-Nephrektomie begin-
nen Anpassungsvorginge, die durch die hohere Belastung des iibrigen Nierengewebes bedingt
sind. So kommt es in dieser Phase zu einer Hypertrophie der Glomerula und damit zur Steige-
rung der Filtrationsoberfliche (Waldherr et al., 1988). Histomorphologisch zeigen sich neben
einer deutlichen Zunahme des glomeruldren Durchmessers auch eine Dilatation von Kapillar-
schlingen sowie die VergroBBerung der Kapillaroberflache. Diese Verianderungen haben ihr Ma-
ximum etwa 10 Wochen nach der 5/6-Nephrektomie erreicht (Shimamura et al., 1975).

Als Folge der erhohten glomerulédren Filtrationsrate des einzelnen Nephrons findet parallel dazu
eine Dilatation der Tubuli statt. Diese dufert sich in einer Zunahme der inneren und @uf3eren Di-
ameter sowie einer zellularen Hypertrophie und Hyperplasie. Haufig kommt es dabei auch zu
einer Abflachung der Tubuluszellen und fokalem Verlust des tubuldren Biirstensaumes
(Waldherr et al., 1988).

In den nun nachfolgenden Wochen setzt in den Glomerula eine unregelméfige Ausdehnung der
mesangialen Matrix und der mesangialen Zellen ein, die von umschriebenen Abldsungen einzel-
ner Endothel- und Epithelzellen von der glomeruldren Basalmembran begleitet wird (Shimamura
et al., 1975). Histomorphologisch finden sich entlang einiger Kapillarschlingen
Vakuolisierungen von Podozyten und groB3e Podozyten, die zahlreiche Proteintropfchen enthal-
ten. Resultat dieser Verdnderungen ist eine Glomerulosklerose, die sich zunidchst nur segmental

am GefidBpol oder aber in der Umgebung der Konvulute proximaler und distaler Tubuli manifes-
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tiert. Im weiteren Verlauf kommt es jedoch zu einer Zunahme von Anzahl und GroBe dieser
sklerotischen Lisionen, was einen vollstindigen Funktionsverlust der einzelnen Glomerula zur
Folge hat (Waldherr et al., 1988).

In den Tubuli entstehen aufgrund einer gesteigerten Proteinurie und relativen
Reabsorptionsiiberlastung Proteinansammlungen. Aus der damit zusammenhiingenden tubulidren
Einengung resultieren wiederum mikrozystische Dilatationen und eine progressive
Tubulusatrophie, die mit einer interstitiellen Fibrose und mononukledren Zellinfiltration einher-
geht.

An den Blutgefden kann in Abhédngigkeit vom Blutdruck eine mehr oder weniger stark ausge-
priagte Verdickung der Media nachgewiesen werden. Insbesondere scheinen davon kleine und
mittelgrole Arterien betroffen zu sein, die zudem subendotheliale fibrinoide Einlagerungen zei-
gen.

Die oben beschriebenen histologischen Verdnderungen weisen zwar einen progressiven Charak-
ter auf, allerdings kann das Ausmal} der Nierenschidigung zwischen einzelnen Tieren variieren.
So hat neben dem prozentualen Anteil des entfernten Nierengewebes auch das Alter des Tieres
Einfluss auf die Ausdehnung der Lasionen. Demnach zeigen jlingere Ratten eine ausgeprigtere
glomerulidre Hypertrophie. Zudem weisen junge wachsende Tiere im Vergleich zu den ilteren
Ratten eine deutlich hohere metabolische Rate auf, was eine raschere Selbstintoxikation und da-
mit kiirzere Uberlebenszeit zur Folge hat. Das Geschlecht hat ebenfalls einen nicht unerhebli-
chen Effekt auf die Auspriagung der renalen Schidigung. Bekanntlich nehmen weibliche Tiere
weniger Nahrung zu sich als ménnliche, was, zusitzlich zu den hormonellen Unterschieden, den
Grad der Hyperfiltration zu beeinflussen vermag (Waldherr et al., 1988).

Zuletzt sei erwiahnt, dass auch die Auswahl des Rattenstammes eine nicht zu unterschitzende
Rolle spielt. Beispielsweise entwickeln einige Stimme trotz Nierenschiddigung nahezu keine

Glomerulosklerose (Grond et al., 1986).

2.3.2  Funktionelle Verdanderungen

Der postoperative Verlauf kann entsprechend der Schwere der Nierenfunktionsstorung in vier
Stadien eingeteilt werden. So folgt dem anfidnglichen akuten Nierenversagen direkt nach der
Operation eine voriibergehende Verbesserung der Nierenfunktion. An diese schlieit sich das
Stadium der ,,stabilen‘ chronischen Niereninsuffizienz an, welches wiederum bei zunehmender

Verschlechterung der renalen Funktion in das finale Nierenversagen iibergeht. Sowohl Dauer als
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auch Ausprigung der jeweiligen Stadien konnen zwischen den einzelnen Tieren stark variieren
(Kleinknecht et al., 1988).

Das initiale akute Nierenversagen ist von nur kurzer Dauer und gekennzeichnet durch einen dras-
tischen Anstieg des Plasmakreatininspiegels, der jedoch innerhalb weniger Tage wieder sinkt
(Boudet et al., 1978). In dieser Phase kann gelegentlich eine frithe Sterblichkeit beobachtet wer-
den, die abhéngig ist vom Alter der Ratten, dem Volumen des entfernten Nierengewebes und der
Fiitterung (Ritz et al., 1978). Des Weiteren weisen Tiere innerhalb dieses Stadiums einen Ge-
wichtsverlust (Laouari et al., 1982) und Stagnation ihres linearen Wachstums auf.

Etwa 24 Stunden nach der Operation setzt eine Verbesserung der Nierenfunktion ein, die anfing-
lich rasch und im weiteren Verlauf allméhlich progredient stattfindet. Dies ist begriindet in einer
funktionellen Hypertrophie des verbliebenen Nierengewebes und kann zwischen einer und sechs
Wochen andauern. Zudem entwickeln sich innerhalb dieser Phase die histologisch nachweisba-
ren Lidsionen des Nierenrestgewebes, die in das Stadium der ,,stabilen chronischen Niereninsuf-
fizienz fithren. Die GFR betrigt zu diesem Zeitpunkt etwa 20-40 % der GFR der Kontrollgrup-
pen. Das Fortschreiten der morphologischen Nierenschadigung bewirkt eine weitere Verschlech-
terung der renalen Funktion bis hin zum finalen Nierenversagen.

Sehr héufig bildet sich auch ein arterieller Hypertonus aus, der in seiner Ausprigung und dem
Zeitpunkt seines Auftretens stark variieren kann. In den meisten Féllen korreliert der Blutdruck-

anstieg jedoch mit dem Absinken der GFR (Kleinknecht et al., 1988).
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3. Zielsetzung dieser Arbeit

Im Jahre 1994 gelang mit der Entdeckung des YC-1 als Leitsubstanz der sGC-Stimulatoren die
Entwicklung einer vollig neuartigen Wirkstoffklasse. Die dazugehorigen Préparate wirken dhn-
lich den organischen Nitraten, unterscheiden sich sonst jedoch grundlegend von letzteren, insbe-
sondere hinsichtlich ihres Wirkmechanismus und der Effektivitit. So aktivieren die sGC-
Stimulatoren das Zielenzym fiir Stickstoffmonoxid (NO), die 16sliche Guanylatcyclase (sGC),
direkt und vor allem auf eine NO-unabhingige Art und Weise. Riociguat ist eine dieser neuarti-
gen Substanzen. Es stellte seine Effektivitit bereits bei der Behandlung der pulmonalen Hyper-
tonie unter Beweis und befindet sich aktuell in Phase III der klinischen Priifung.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Beurteilung der therapeutischen Kompetenz von Riociguat
bei der Behandlung der chronischen Niereninsuffizienz. Vor allem aber soll der Einfluss des
Pharmakons auf die Ausprigung kardiovaskuldrer Folgeschiaden gepriift werden. Im Vorder-
grund stehen vergleichende histologische Untersuchungen der Herzen und Nieren urdmischer

Wistar-Ratten, von denen ein Teil mit Riociguat behandelt wurde.

Riickblickend konnte in fritheren Untersuchungen den NO-Donatoren ein vorbeugender Effekt

auf die Matrix-Akkumulation und der daraus folgenden renalen Fibrose nachgewiesen werden

(Peters et al., 2003). In einer weiteren, zeitlich spiteren Studie wurde aulerdem gezeigt, dass

BAY 41-2272, ebenfalls ein sGC-Stimulator, einen Anstieg der cGMP-Konzentration in

Mesangiumzellen zur Folge hatte. Dies wiederum fiihrte zu einer verminderten Proliferation und

Produktion von Matrixproteinen (Hohenstein et al., 2005). In dieser Arbeit soll nun geklért wer-

den, ob und inwieweit sich diese positive Wirkung auch auf Riociguat zuriickfithren lésst.

Weitere zu beantwortende Fragen sind:

1. Hat die Verabreichung von Riociguat an Ratten mit einer chronischen Niereninsuffizienz
eine Verbesserung der renalen Funktion zur Folge?

2. Werden neben der renalen Fibrose auch andere histologische Parameter, wie z. B. die
Glomerulosklerose, beeinflusst?

3. Hat Riociguat Auswirkungen auf die linksventrikulire Myokardhypertrophie am nieren-

insuffizienten Rattenmodell?
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4. Material und Methoden

4.1 Material

4.1.1 Gerite

e ArtPad I, WACOM EUROPE, Neuss

e Autoanalyzer, HITACHI POWER TOOLS EUROPE, Deutschland
¢ Beckmann Kiihlzentrifuge CEN J2-21, BECKMANN INSTRUMENTS, USA
¢ Blutdruckmessanlage, RHEMA LABORTECHNIK, Deutschland
e (CCD-Kamera, KP-140, HITACHI EUROPE, Diisseldorf

e Histokinette TP1020, LEICA, Nussloch

e MaclIntosh PowerPC 750/100, Fa. APPLE Maclntosh, USA

e Mess- und Stoffwechselkifige, SCHERING, Deutschland

e Mikroskop Axiovert 100, ZEISS AG, Stuttgart

e Mikroskop BH2, OLYMPUS, Hamburg

e Mikrotom Jung RM2025, LEICA, Nussloch

e Nahtmaterial, ETHICON, Norderstedt

e Operationsinstrumente, AESCULAP AG, Tuttlingen

e Operationsmikroskop, ZEISS AG, Stuttgart

e PowerLab/4sp, ADINSTRUMENTS, Hastings, England

¢ Tischzentrifuge Biofuge 13, HERAEUS, Berlin

e Tissue Tek Unikasetten, LEICA, Nussloch

4.1.2 Chemikalien

Verwendet wurden Fest- und Feinchemikalien der Firmen: C. ROTH GmbH & Co., Karlsruhe;
E. MERCK AG, Darmstadt; SIGMA, Miinchen.

Des Weiteren kamen Filme und Chemikalien von KODAK, Hemel Hampstead, England zur

Anwendung.

Die Fiitterung der Tiere erfolgte mit der Standarddiét 1320, Haltungsdiét fiir Ratten und Méuse,
ALTROMIN, Deutschland.
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4.2 Methoden

4.2.1 Studiendesign

Die ménnlichen Wistar-Ratten wurden im Alter von zehn Wochen und einem Gewicht von 320 -
340 g randomisiert in drei Gruppen eingeteilt:

Gruppe 1 — 5/6-Nephrektomie + Kontrollfutter (n = 15)

Gruppe 2 — 5/6-Nephrektomie + Behandlung mit Riociguat (n = 12)

Gruppe 3 — Sham-Operation + Kontrollfutter (n = 10)
Nach Durchfiihrung der 5/6-Nephrektomie wurde den Tieren eine Woche Zeit gegeben, sich von
dem chirurgischen Eingriff zu erholen, bevor mit der Verabreichung von Riociguat begonnen
wurde (Woche 0). Allerdings erfolgte bereits in dieser Woche zum Einen die Bestimmung der
Glomerulédren Filtrationsrate (GFR), und zum Anderen wurde die erste Blutdruckmessung mit-
tels ,, Tail-Cuff-Methode** durchgefiihrt.
Die Dauer der Studie belief sich auf insgesamt 18 Wochen. Wihrend der Versuchsperiode wur-
den die Tiere wochentlich gewogen, und der Blutdruck wurde via ,,Tail-Cuff-Methode* in den
Wochen 0, 2, 5, 9 und 15 gemessen. Zudem wurden die Tiere in den Wochen 0, 4 und 17 in
Stoffwechselkifige verbracht, um 24-Stunden-Sammelurin zu erhalten. Parallel dazu erfolgten
Blutentnahmen aus den retroorbitalen Venen zur Bestimmung der Serumkreatininkonzentration.
Anhand derer und der Kreatininkonzentration im Urin konnte unter Verwendung der entspre-
chenden Standardformel die GFR errechnet werden. Zusitzlich wurde der 24-Stunden-
Sammelurin auf seinen Albumingehalt hin untersucht, um eine Aussage iiber die Albuminurie zu
treffen.
Nach 18 Wochen wurden die Tiere getotet. Ratten, die bereits vor Versuchsende verstarben,
wurden nicht in die Auswertung miteinbezogen. Es wurden Blutproben zur Bestimmung der Se-
rumkonzentrationen der Aspartat-Amino-Transferase (ASAT), Alanin-Amino-Transferase
(ALAT), alkalischen Phosphatase (AP), Glutamat-Dehydrogenase (GLDH), Creatinkinase (CK),
des Kreatinins, Harnstoffs und Gesamteiweiles entnommen. Weiterhin wurden die Serumkon-
zentrationen des atrialen natriuretischen Peptides (ANP) und des b-type natriuretic peptide
(BNP) sowie die Plasma-Renin-Aktivitit gemessen.
Es wurden aulerdem die Herzen und Nieren entnommen und zunéchst gewogen. Im Anschluss
daran wurden die Organe fixiert und in Paraffin eingebettet. Mit Hilfe eines Mikrotoms erfolgte
die Anfertigung von Gewebeschnitten, welche gefiarbt und letztendlich histologisch ausgewertet

werden konnten.
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4.2.2  Tierhaltung

Alle Untersuchungen wurden unter Beachtung des Deutschen Tierschutzgesetzes durchgefiihrt
(Anzeigennummer G 0264/01). Das Aktenzeichen der behordlichen Genehmigung lautet 50.05-
240-15/02 Nr. 400/A14, das Datum belief sich vom 01.05.2002 bis 30.04.2005.

Die Ratten wurden unter kontrollierten Umgebungsbedingungen mit 20 °C Temperatur, 46 %
Luftfeuchtigkeit und einer Lichtperiode von 6.00 Uhr bis 18.00 Uhr gehalten. Die Tiere hatten
freien Zugang zum Futter, auch Wasser wurde ihnen ad libitum zur Verfiigung gestellt. Bei dem
pelletierten Futter handelte es sich um ein standardisiertes Ratten- und Mause-Alleinfuttermittel

(Altromin®, Altromin Co., Lage, Deutschland).

4.2.3 Die Durchfiihrung 5/6-Nephrektomie

4.2.3.1 Vorbereitung und Andsthesie

Zur Operationsvorbereitung wurde den Tieren zwdlf Stunden vor Operationsbeginn das Futter
entzogen, Trinkwasser erhielten sie jedoch weiterhin ad libitum. AuBlerdem wurden die Tiere
gewogen. Es erfolgte eine Inhalationsnarkose mit Isofluran, und die Ratten wurden nach erfolg-
reicher Narkoseeinleitung auf einen beheizten Tisch plaziert, um die Aufrechterhaltung der Kor-
pertemperatur zu gewihrleisten. Das Operationsfeld wurde groBziigig geschoren und desinfiziert.
Die Zunge des jeweiligen Tieres wurde seitlich aus dem Maulwinkel herausgezogen, um ein
Zuriickfallen und eine Verlegung der Trachea zu vermeiden. Zudem erfolgte eine Betrdufelung
der Zunge und der Augen mit physiologischer Kochsalzlésung zur Vorbeugung einer Austrock-

nung.

4.2.3.2 Operationsmethode

Die 5/6-Nephrektomie wurde, wie von Gretz et al. 1988 beschrieben, durchgefiihrt. Der Zugang
erfolgte iiber die rechte bzw. linke Flanke. Dabei wurde nach Aufsuchen des Rippenbogens und
der Spina iliaca dorsalis cranialis in der Mitte dieser Orientierungspunkte und etwa 1 cm lateral
der Wirbelséule ein Hautschnitt vorgenommen. Nach Abspreizen der Fascia thoracolumbalis von
der Haut erfolgte die Durchtrennung der Bauchmuskeln (M. obliquus externus und internus
abdominis, Pars lumbalis des M. transversus abdominis und M. rectus abdominis). Wihrend der
ersten Operation wurde die rechte Niere komplett entfernt und die zu- und abfiihrenden Gefille
ligiert. Die Operationswunde wurde anschlieBend unter Verwendung von Vicryl 4/0 (Ethicon,

Norderstedt) schichtweise mit Einzelknopfnihten verschlossen. Nach einer zweiwdochigen Erho-
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lungsphase erfolgte die zweite Operation, bei der iiber eine Inszision der linken Flanke und nach
wie bereits oben beschriebener Durchtrennung der Bauchmuskeln die linke Niere dargestellt
wurde. Im néchsten Schritt wurde diese dekapsuliert, anschlieBend erfolgte die Resektion der
beiden Nierenpole. Auf diese Art und Weise wurden insgesamt 2/3 der linken Niere entfernt. Der
Wundverschluss erfolgte auch hier mit Vicryl 4/0.

Bei den Kontrolltieren wurde eine Sham-Operation durchgefiihrt, das heil3t, die jeweilige Niere

wurde lediglich dekapsuliert und die Wunde anschlieBend wieder verschlossen.

4.2.4 Blutdruckmessung mit der ,, Tail-Cuff-Methode*

Die sogenannte ,Tail-Cuff-Methode* bezeichnet eine nicht-invasive Blutdruckmessung am
Schwanz der Tiere unter Verwendung einer Druckmanschette und eines piezoelektrischen Puls-
aufnehmers. Mit diesem Verfahren konnen der systolische Blutdruck und die Herzfrequenz be-
stimmt werden.

Vor den eigentlichen Messungen wurden die Tiere zunéchst etwa zehn Minuten lang mit Hilfe
einer Rotlichtlampe, die in einem Abstand von ca. 40 cm zum Kifig aufgestellt wurde, vorge-
wiarmt. Dies sollte eine gesteigerte Durchblutung in der Schwanzarterie bewirken. Im Anschluss
daran wurde jedes einzelne Tier zur Fixierung in eine Plexiglas-Rohre gesetzt, welche durch
Verschieben der Stirnwand an die Grofe der jeweiligen Ratte angepasst werden konnte. Der
Durchmesser musste dabei so gewihlt werden, dass sich die Ratte nicht umdrehen konnte. Durch
eine Offnung im Bereich der Riickwand der Rohre wurde der Schwanz herausgefiihrt, so dass
eine aufblasbare Druckmanschette an der Schwanzwurzel angelegt werden konnte. Damit die
Korpertemperatur des Tieres nach dem Vorwidrmen konstant blieb, befand sich neben der
Plexiglasrohre in etwa 40 cm Abstand ebenfalls eine Rotlichtlampe.

Die Druckmanschette bestand aus einem kurzen Kunststoffrohr, ein Schlauch stellte die Verbin-
dung zu dem im Steuerteil integriertem Druckgenerator her, mit dessen Hilfe die Manschette
schrittweise (5 mmHg/sec) aufgeblasen wurde. Die kontinuierliche Druckerhohung hatte eine
arterielle Okklusion zur Folge. Der vollstindige Verschluss der Schwanzarterie wurde durch den
Pulssensor registriert (keine erkennbare Pulsation). AnschlieBend wurde der Druck der Man-
schette allmihlich wieder reduziert. In dem Moment, in dem die Pulswelle nach der Okklusion
erstmalig wieder einsetzte, wurde der aktuelle Druck auf der Manschette als systolischer Blut-

druck gemessen.
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Distal der Druckmanschette wurde an einer der seitlichen Schwanzvenen der Pulsabnehmer mit
Hilfe eines Pflasterstreifens befestigt. Die Ratte durfte sich wihrend der Blutdruckmessung nicht
bewegen, da samtliche Bewegungsartefakte vom Pulsabnehmer wiedergegeben wurden, und ein
korrektes Ablesen der Druckkurve nicht moglich gewesen wire.

Kernstiick des Pulsaufnehmers war eine hochempfindliche Infrarot-Leuchtdiodenkombination
(Opto-Sensor), die den Lichtdurchgang durch den Schwanz registrierte. Dabei fiihrten die durch
Blutdruckschwankungen verursachten Anderungen im Durchmesser der GefiBe zu einer verin-
derten Lichtdurchléssigkeit, welche vom Opto-Sensor gemessen und in ein elektrisches Signal
umgewandelt wurde. Nach elektronischer Verstirkung und Filterung konnte aus diesem Signal
die Pulskurve ermittelt werden.

Sobald sich das Tier in der Rohre beruhigt hatte, wurden die Messungen vorgenommen. Zu-
nichst erschien hierbei der festgestellte Puls mit Hilfe der Powerlab Software® graphisch darge-
stellt. Nach etwa zehn Sekunden Pulsmessung wurde auf Knopfdruck die Druckmanschette bis
zum Erreichen eines vorgewihlten Drucks mit Luft gefiillt, danach setzte wie bereits oben be-
schrieben die Messung des systolischen Blutdruckes ein, welcher ebenfalls graphisch dargestellt
wurde. Bei 30 mm Hg entliiftetete sich die Druckmanschette selbststindig und die Messung war
beendet.

Pro Tier wurden fiinf Messungen durchgefiihrt - jeweils wihrend der Wochen 0, 2, 5, 9 und 15
woraus der Mittelwert ermittelt wurde.

Damit sich die Tiere an diese Prozedur gewdhnen konnten, wurde die Messung mehrmals simu-
liert und erst anschliefend die eigentliche Bestimmung des Blutdruckes vorgenommen.

Die Herzfrequenz wurde kontinuierlich aus dem Pulssignal durch Mittelwertbildung errechnet.

4.2.5  Untersuchungen im Stoffwechselkéfig

Zundchst wurden die Ratten gewogen und dann fiir 24 Stunden in die Stoffwechselkifige ge-
setzt. Hier hatten die Tiere freien Zugang zu einer vorher genau definierten Menge an Futter und
Wasser. Nach Ablauf der 24 Stunden wurden sowohl die aufgenommene Futter- und Wasser-
menge als auch das abgesetzte Urinvolumen protokolliert. Zudem wurde eine Blutentnahme aus

dem retroorbitalen Venenplexus zur Bestimmung der Serumkreatininkonzentration durchgefiihrt.

4.2.6  Laborchemische Untersuchungen

Das Blut wurde bei 4 °C mit 4000 UpM 15 min. lang in der Beckmann Kiihlzentrifuge zentrifu-
giert, das Plasma anschliefend abpipettiert und bei —20 °C bis zur Durchfithrung der Analyse
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gelagert. Der Nachweis der Enzymaktivitiaten im Plasma erfolgte, ebenso wie die quantitative
Bestimmung von Kreatinin, Harnstoff und des Gesamtproteins, photometrisch mit Hilfe des
Standard Analyzer (Hitachi Power Tools Europe, Deutschland). Auch die Urinuntersuchungen,
das heilt die quantitative Bestimmung von Kreatinin und Albumin, wurden im Autoanalyzer
durchgefiihrt.

Die Messungen der Plasmakonzentrationen des atrialen natriuretischen Peptides (ANP), des
brain natriuretic peptide (BNP) und der Plasmareninaktivitit fanden hingegen mittels

Radioimmunoassay (RIA) statt.

4.2.7 Berechnung der Glomerulédren Filtrationsrate und der Albuminurie

Die glomeruldre Filtrationsrate (GFR) ist das pro definierter Zeiteinheit von den Glomerula der
Nieren filtrierte Volumen. Es wird in der Regel in der Einheit ml/min angegeben und ist einer
der wichtigsten Parameter zur Beurteilung der Nierenfunktion. Die Ermittlung der GFR ist u. a.
durch die Bestimmung der Clearance von Kreatinin moglich. Dabei wird der Quotient aus
Kreatinin im Urin (Uc) und Kreatinin im Serum (S¢) mit dem Urinfluss (Uye) in ml/min multi-

pliziert.

UCXUVUI

C

GFR =

Im Rahmen des letzten Stoffwechselversuches in Woche 17 erfolgte auch die Bestimmung der
Albuminkonzentration im Urin, anhand derer die Albuminurie ermittelt werden konnte. Diese
errechnet sich aus dem gemessenen Albumingehalt in mg/ml im Urin multipliziert mit dem in-

nerhalb von 24 Stunden abgesetzten Urinvolumen in ml.

4.2.8  Die Organentnahme

Fiir die Organentnahme wurden die Tiere erneut narkotisiert (Inhalationsnarkose mit Isofluran).
Nach der Entnahme von Blutproben wurden die Tiere getotet und neben den Nieren bzw. dem
Nierenrestgewebe auch die Herzen entfernt. Die Organe wurden in 0,9%iger NaCl-Losung ge-
spiilt, gewogen und im Anschluss daran in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei —70 °C gela-
gert. Zu einem spiteren Zeitpunkt erfolgte dann die Fixierung der Organe in Formalin 4 %, und

sie wurden, wie unter 4.2.9 beschrieben, weiterverarbeitet.
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429 Histologische Methoden

4.2.9.1 Fixierung

Mit Hilfe der Fixierung soll eine postmortale Autolyse bzw. Heterolyse des Gewebes und ein
Herauslosen von Zellbestandteilen wihrend histochemischer Reaktionen verhindert werden.

Bei diesem Versuch wurde als Fixierlosung Formaldehyd verwendet. Dieses Fixierungsmittel
fithrt zu einer Vernetzung der Proteine untereinander, indem es Methylenbriicken zwischen frei-
en Aminogruppen der Proteinmolekiile bildet. Die Proteinmolekiile werden dadurch aus dem
Sol- in einen Gelzustand iiberfiihrt und bilden ein Raumgefiige. Die Organe wurden iiber einen

Zeitraum von 24 Stunden in 4%igem Formaldehyd fixiert.

4.2.9.2 Einbettung

Um diinne und gleichmifBige Schnitte herstellen zu konnen, muss das Material Stabilitit und eine
gleichméfige Konsistenz aufweisen. Es erfolgte daher im Anschluss an die Fixierung eine Ein-
bettung des Gewebes in heifles Paraffinwachs. Diese wurde in einer Histokinette in folgender Art

und Weise durchgefiihrt:

L Entwisserung:
Da Paraffin nicht wasserloslich ist, musste das Gewebe in einer aufsteigenden Al-
koholreihe entwissert werden (70%iges, 80%iges, 2 x 96%iges Ethanol und 3 x
Ethanol absolut).

IL. Entfernung des Ethanols:
Ethanol wurde durch ein Intermedium (in diesem Fall handelte es sich um Xylol)
entfernt. Dabei wurde das Xylol nach jeweils vier Stunden insgesamt zweimal er-

neuert.

1. Lagerung des Gewebes in fliissigem Paraffin:
Dies geschah zuniéchst eine Stunde lang in 56 °C warmem Paraffin. Im Anschluss
daran wurde das Gewebe fiir die Dauer von zwei Stunden in ein weiteres Paraf-
finbad tiberfiihrt.

Diese Schritte erfolgten iiber Nacht automatisch in einer Histokinette.
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IV.

Einbettung in Tissue Tek Unikassetten

Von den durch die Einbettung entstandenen Blocken wurden mit Hilfe eines Mikro-

toms drei und ein wm dicke Schnitte angefertigt und auf silanisierte Objekttriger aufgebracht.

4.2.9.3

Férbung

Fiir die histologischen Untersuchungen waren folgende Fiarbungen notwendig: HE- nach Mayer,

Elastica-van-Gieson-, Sirius-Red- und PAS-Firbung.

Prinzipiell wurden alle Farbungen folgendermallen durchgefiihrt:

IL.

I1I.

IV.

Entparaffinieren und Rehydratisieren:
Dazu wurden die Paraffinschnitte zunichst 2 x 10 Minuten in Xylol gelegt und im
Anschluss daran mit Ethanol gemil} der absteigenden Alkoholreihe (jeweils fiinf

Minuten in 100-, 96-, 80- und 70%igem Ethanol) bewissert.

Einsatz der Firbelosungen:
Nach dem Entparaffinieren wurden die Schnitte mit den einzelnen Féarbelosungen

behandelt.

Dehydratisieren:
Dies erfolgte gemil der aufsteigenden Alkoholreihe (jeweils fiinf Minuten in 70-,

80-, 96- und 100%igem Ethanol) und mit Hilfe von Xylol (2 x10 Minuten).

Eindecken:
AnschlieBend wurden alle Schnitte mit Deckglas und Roti®-Histokitt (C. Roth
GmbH & Co., Karlsruhe) eingedeckt.
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PAS-Firbung

Das Prinzip der Perjodsdure-Schiff-Reaktion beruht auf der Darstellung von zwei benachbarten
Aldehydgruppen mit Hilfe der fuchsinschwefeligen Sdure. Zuvor werden durch die Perjodsdure
Kohlenhydrate zu Aldehydgruppen hydrolisiert. Das Ergebnis der PAS-Firbung besteht darin,
dass Kohlenhydrate purpur und Zellkerne blau erscheinen.
Aus folgenden Komponenten besteht die Fiarbelosung:

1. Schiff’sches Reagenz

2. Saures Himalaun nach Mayer:

e | g Himatoxillin + 0,2 g Natriumjodatin + 50 g Kalialaun in 1 I aqua dest 16-
sen, dazu noch 50 g Chloralhydrat + 1 g kristalline Zitronensdure geben

e vor Gebrauch filtrieren

Durchfiihrung der Fiarbung:
1.  Entparaffinieren und bewissern
Abspiilen in aqua dest.
5 min in 0,5% Perjodsdure firben
1-2 min in aqua dest. spiilen
15 min in Schiff'schem Reagenz inkubieren
Dreimaliges Waschen in aqua dest.
3 min Kernfarbung in Hamalaun

Bliduen der Kerne unter flieBendem Leitungswasser

A S A S T

1-2 min in aqua dest. spiilen

H
e

Entwissern und Eindecken

HE-Fdrbung nach Mayer

Die HE-Féarbung beruht auf dem Prinzip der Elektronenadsorption, wobei das Hidmatoxylin
(bzw. Hidmalaun) als positiv geladener Farbstoff die Basophilie einer Struktur anzeigt. Demzu-
folge erscheinen Zellkerne, aber auch saure Schleimsubstanzen und Bakterien blau. Mit Hilfe
des Eosins gelingt die Darstellung des Zytoplasmas in einem nuancierten roten Farbton.

Im Detail besteht die Féarbelosung aus Mayers Himalaunldsung als fertige Verbrauchslosung und
der 0,1%igen Eosinlosung. Letztere wurde folgendermallen hergestellt: 0,5 % Eosin wurde in

100 ml Ethanol absolut gelost und im Anschluss daran ein Tropfen Eisessig hinzugefiigt.
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Folgende Arbeitsschritte waren notwendig:

1.

e A o B

Entparaffinieren und bewissern

Spiilen in aqua dest.

1:30 min Himalaun nach Mayer

10 min unter flieBendem handwarmen Leitungswasser
Spiilen in aqua dest.

30 sek in 0,1%igem Eosin

Spiilen in aqua dest.

Entwissern und eindecken

Sirius-Red-Fdrbung

Sirius Red ist ein anionischer Farbstoff, der aufgrund seiner enthaltenen Sulfonsduregruppen

basische Gruppen im Kollagenmolekiil rot anfirbt.

Folgende Firbelosungen waren notwendig:

1.

2.

3.

Gesiittigte wissrige Pikrinsdure:
e 7,5-10 g Pikrinsédure in 250 ml heilem aqua dest. 16sen
e 6-7,5 g Pikrinsdure in 250 ml kaltem aqua dest. 16sen
¢ beide Ansitze mischen und filtrieren
Sirius Red — 0,1%ige Losung:
e (,2 g Sirius Red in 200 ml gesittigter wéssriger Pikrinsdure 16sen, mischen
und filtrieren
e pH-Wert: 2,0
HCL 0,001 M:
e 0,5ml HCL in 199,5 ml abs. Ethanol

Die Sirius-Red-Fiarbung wurde nach der Junqueira et al. publizierten Methode folgendermalien

durchgefiihrt:

—

A

Entparaffinieren

60 min in 0,1%iger Sirius-Red-Losung
Kurz spiilen in 0,01 M HCL
Entwissern

Eindecken
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Elastica-van-Gieson-Fdrbung

Diese Féarbung dient insbesondere der Darstellung elastischer Fasern, beispielsweise derer in

GefiBwinden. Zunéchst werden durch das Resorcin die Hiillschichten der Fasern aufgeraut, da-

nach kann sich an dieser derart vergroBerten Oberfliche das Fuchsin iiber die Grenzflichenad-

sorption an die Fasern anlagern. Als Ergebnis der Farbung erscheinen elastische Fasern dunkel-

violett, Zellkerne schwarz, Bindegewebe rot, Muskulatur und Cytoplasma gelb.

Als Firbelosung wurde Resorcin-Fuchsin-Losung nach Weigert verwendet.

Die Durchfithrung der Firbung beinhaltete folgende Arbeitsschritte:

1. Entparaffinieren
10 Minuten in Resorcin-Fuchsin-Lésung im Brutschrank bei 60 °C
Spiilen in Leitungswasser

Spiilen in aqua dest.

A

Entwissern:
2 x spiilen in 96 % Ethanol
2 Minuten in absoluten Ethanol
2 x 5 Minuten in Xylol

6.  Eindecken

4.2.10 Bestimmung des Glomeruloskleroseindex nach Raij

Das Ausmal} der Glomerulosklerose wurde anhand des Fldchenanteils PAS-positiver Ablagerun-

gen im Glomerulum beurteilt (nach Raij et al., 1984). Dahingehend erfolgte die Kategorisierung

der Glomerula eines jeweiligen Schnittes entsprechend der nachfolgenden Schweregrade:

Schweregrad 0 entspricht keiner Sklerose;

Schweregrad 1 entspricht einer Sklerose bis zu 25 % der Flidche des Glomerulums;
Schweregrad 2 entspricht einer Glomerulosklerose mit einem Flichenanteil zwischen 25
und 50 %;

Schweregrad 3 entspricht 50 bis 75 % Sklerose;

Schweregrad 4 entspricht 75 bis 100 % PAS-positiver Ablagerungen (Sklerose) im

Glomerulum.
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Abbildung 2. Glomerula in PAS-Fiarbung, VergroBerung 1:200. Der Flichenanteil der PAS-positiven
Ablagerungen innerhalb der Glomerula deutet auf den jeweiligen Schweregrad der Glomerulosklerose
hin. (a) 5/6-Nephrektomie, (b) 5/6-Nephrektomie + Riociguat, (c) Unauffilliger Befund (gesunde

Kontrolltiere).

Bei 400-facher Vergroerung wurden 80 Glomerula eines Schnittpriparates pro Tier beurteilt
und dem jeweiligen Schweregrad zugeordnet.

Im Anschluss daran wurde der Schweregrad der Glomerulosklerose mit der Anzahl betroffener
Glomerula multipliziert und auf die Gesamtzahl der erfassten Glomerula bezogen.

Beispiel: 40 Glomerula zeigen den Schiadigungsgrad 1, die iibrigen 40 weisen den Schidigungs-

grad 3 auf.

1X40+3x40
80

Glomeruloskleroseindex = 2

Die Bewertung der einzelnen Schnitte erfolgte durch zwei Personen, die keine Kenntnis iiber die
Gruppenzugehorigkeit der Tiere hatten.

Nach Ermittelung des Mittelwertes + SEM konnten die Gruppen statistisch ausgewertet werden.

4.2.11 Analyse des perivaskulidren Fibroseindex

Fiir die Beurteilung der perivaskuldren Fibrose wurde der Durchmesser des Gefall umge-
benden Bindegewebes ins Verhiltnis zum Durchmesser der Tunica media des entspre-

chenden Gefédlles gesetzt. Die Bewertung erfolgte anhand der mit Sirius Red eingefédrbten



4. Material und Methoden 38

Herz- und Nierenschnitte, wobei ausschlieBlich Arterien herangezogen wurden, die quer
angeschnitten waren und deren GefdBwand eine gleichméBige Stirke aufwies. Die Auspré-
gung der perivaskulidren Fibrose wurde in fiinf Schweregrade eingeteilt: 1 (0-25 %), 2 (25-
50 %), 3 (50-75 %), 4 (75-100 %) und 5 (>100 %). Im Einzelnen bedeutet dies, dass bei
einer perivaskuldren Fibrose von 50 % der Durchmesser des Bindegewebes halb so grof}
wie der Durchmesser der GefidBBmedia ist. Der Schweregrad wurde dann mit der Anzahl der

GefidlBe multipliziert und prozentual auf die Gesamtzahl der beurteilten Arterien bezogen.

IXn+2Xn+3xn+4xXn+5xn
N

Perivaskuldrer Fibroseindex =

Dabei ist n die Anzahl der Gefidlle, welche den jeweiligen Schweregrad aufweisen, N ent-

spricht der Gesamtzahl der untersuchten Arterien.

Alle Gewebeschnitte wurden auf diese Weise von zwei unabhiingigen Personen bewertet,
denen die Gruppenzugehorigkeit unbekannt war. Im Anschluss daran erfolgte die statisti-

sche Auswertung der Gruppen.

4.2.12  Digitale Morphometrie

Zur Analyse der interstitiellen Fibrose und der Media zu Lumen-Ratio wurde ein digitales Bild-
verarbeitungssystem genutzt.

Dazu wurde auf einem Maclntosh PowerPC 750/100 das Programm NIH Image, Version 1.61
(shareware des National Institut of Health, USA), installiert.

Fiir die morphometrische Analyse wurden Ausschnitte eines jeden histologischen Priparates mit
einem Mikroskop (Axiovert 100, Zeiss, Deutschland) eingestellt und mit einer CCD-Kamera
(Hitachi Europe, Diisseldorf) fotografiert. Die dabei entstandenen analogen Bilder wurden auf
den Computer iibertragen, wobei ein digitales Foto entstand. Die Einstellung der zu untersu-
chenden Gesichtsfelder erfolgte iiber einen elektromotorischen Objekttisch am Mikroskop. Die
digitalen Bilder wurden mit dem Programm NIH Image 1.6 analysiert, und die quantitativen Er-

gebnisse in einer Text-Datei gespeichert.

Interstitielle Fibrose

Die Auswertung der interstitiellen Fibrose erfolgte mit Hilfe des oben beschriebenen Bildverar-

beitungssystems an Sirius-Red-gefarbten Herz- und Nierenschnitten bei einer Vergroferung von
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320x. Neben den gleichen Licht- und Blendeeistellungen war auch die optimale Einstellung des

Treshold von Bedeutung.

Treshold-Bestimmung und Auswertung mit dem Makro:

Um kamerabedingte Artefakte zu minimieren, war es erforderlich, den optimalen Treshold
(Graustufe) zu ermitteln. Dazu wurde eine zufillige Auswahl von Objekttrigern getroffen (min-
destens 15 % aller Schnitte) und mit Hilfe des Mikroskops Bildausschnitte eingestellt, die keine
GefiBe enthielten und moglichst frei von Artefakten waren. Die Ausschnitte wurden mit der be-
reits oben erwidhnten CCD-Kamera fotografiert. Zur Feststellung des Anteils an kollagener Mat-
rix pro Bildausschnitt wurden die Farbbilder vom Typ RGB color in Bilder 8-bit (greyscale)
konvertiert. Danach wurde im Treshold-Modus eine Schwarz-Weil3-Grenze (zwischen 0 und 255
Graustufen) festgelegt, wobei moglichst nur die zu messende Flidche, also das Bindegewebe,
schwarz erscheinen sollte. Aus allen ermittelten Treshold-Werten wurde der Mittelwert berech-
net, welcher abschlieBend in das Makro integriert und fiir alle nachfolgenden Analysen verwen-

det wurde.

Fiir die Bestimmung der interstitiellen Fibrose wurden von jedem Priparat 30 zufillig ausge-
wihlte Bildausschnitte vermessen. Dabei ermittelte der Computer sowohl die Gesamtfldche als
auch den Sirius-Red-positven Anteil in Pixeln, so dass die interstitielle Fibrose letztendlich als

prozentualer Anteil zur Gesamtfldche des jeweiligen Bildausschnittes angegeben werden konnte.

Abbildung 3. Histologische Herzausschnitte in Sirius-Red-Fiarbung, Vergroferung 1:200. (a) 5/6-
Nephrektomie, (b) 5/6-Nephrektomie + Riociguat, (c) Unauffilliger Befund (Tiere mit Sham-OP).

Die rot gefirbten Anteile markieren die interstitielle Fibrose.
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Media zu Lumen-Ratio

Neben der Bestimmung der interstitiellen Fibrose erfolgte mit Hilfe der digitalen Morphometrie
auch die Analyse der Media zu Lumen-Ratio. Hierfiir wurden Herz- und Nierenschnitte verwen-
det, die mittels Elastica-van-Gieson-Firbung behandelt wurden.

Zunichst wurden die Priparate mit Hilfe des Mikroskopes nach geeigneten Arterien durchsucht,
wobei ausschlieBlich Gefdlle in Betracht kamen, die quer angeschnitten waren und deren Gefil3-
wand eine gleichméBige Stirke aufwies. Anhand des mit der CCD-Kamera erzeugten digitalen
Fotos, welches in einer 400-fachen VergroB3erung erschien, erfolgten die Vermessungen mit Hil-
fe eines digitalen Zeichenbrettes (Wacom ArtPad II). Damit wurden die duflere und die innere
Begrenzung der Tunica media markiert, und im Anschluss daran die innere Fldche, also der
Lumenquerschnitt, sowie der Gesamtquerschnitt durch das Programm Image in Pixeln angege-
ben. Daraus erfolgte im nichsten Schritt die Berechnung der Mediafliche und der Media zu

Lumen-Ratio. Folgendes Beispiel soll dies veranschaulichen:
Gesamtflache der Arterie 90.000 (Pixel)
Lumenfliache der Arterie 30.000 (Pixel)

Mediafliche = Gesamtfldche — Lumenfldiche = 90.000 — 30.000 = 60.000

Mediafliche  60.000 _
Lumentfldche 30.000

Media zu Lumen-Ratio =

Durchmesser der Kardiomyozyten

Die Bestimmung der Myozytendurchmesser erfolgte an 1 um dicken, HE-gefirbten Herzpripa-
raten. Es wurden, wie bereits oben beschrieben, Bildausschnitte mit Hilfe der an das Mikroskop
angeschlossenen CCD-Kamera in den MacIntosh PowerPC 750/100 eingelesen und anschlie3end
mit dem Programm Image, Version 1.61 analysiert. Insgesamt wurden pro Priparat 30 zufillig
ausgewdhlte und quer iiber den Schnitt verteilte Myozyten vermessen. Im Einzelnen wurde dabei
der Durchmesser eines jeden Myozyten in Hohe des Zellkernes und moglichst im rechten Winkel
zum Faserverlauf mittels digitalen Zeichenbrettes (Wacom ArtPad II) markiert. Die Angabe des

Durchmessers erfolgte zunichst in Pixel, wurde dann aber mit Hilfe eines Umrechnungsfaktors



4. Material und Methoden 41

umgerechnet. Die Festlegung dieses Faktors erfolgte in einer Zdhlkammer unter den gleichen
Bedingungen und bei der gleichen Vergroerung wie bei der Bestimmung der

Kardiomyozytendurchmesser mit dem Ergebnis, dass 2300 Pixel 1 mm entsprechen.

4.2.13  Berechnungen und Statistik

Zundchst wurde der Kruskal-Wallis-Test angewandt, um vorab herauszufinden, ob signifikante
Unterschiede zwischen den drei Gruppen vorliegen. Bei positivem Ergebnis (p < 0,05) wurden
im nichsten Schritt die einzelnen Gruppen mit dem Mann-Whitney-U-Test fiir zwei unabhingige
Stichproben verglichen. Der U-Test nach Mann-Whitney ist ein parameterfreies Testverfahren,
er setzt weder eine Normalverteilung noch eine Varianzhomogenitéit der Messgrofle voraus. Er
priift auf Lageunterschiede zwischen den Populationen und wird fiir den Vergleich
ordinalskalierter Merkmale verwendet.

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe des Programms SPSS 11.0 fiir Windows.

Als Signifikanzniveau wurde p < 0,05 festgelegt. Eine entsprechende Kennzeichnung der sich
signifikant unterscheidenden Daten erfolgte in den Tabellen durch die Zeichen * bzw. T. Gele-
gentlich konnten auch hochsignifikante Differenzen (p < 0,001) erfasst werden. Entsprechende

Daten wurden mit ** bzw. f markiert.
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5. Ergebnisse

5.1 Mortalitat

Die Behandlung mit Riociguat wurde gut von den Ratten vertragen, Nebenwirkungen bzw. Un-
vertriglichkeiten sind nicht beobachtet worden. Wihrend des Versuches sind sechs von 15 Tie-
ren mit 5/6-Nephrektomie und ohne medikamentdse Therapie verstorben (40 %). Von den 15
Ratten mit 5/6-Nephrektomie und Behandlung mit Riociguat sind insgesamt vier verstorben

(26,7 %), wihrend alle zehn Sham-operierten Tiere iiberlebten.

5.2 Korper- und Organgewichte

Es wurden die Korper- und Organgewichte der Tiere aus den jeweiligen Gruppen miteinander
verglichen. Am Ende des Versuches war das durchschnittliche Korpergewicht der Ratten aus den
beiden urdmischen Gruppen signifikant niedriger als das der Kontrolltiere mit Sham-OP.

Im Gegensatz dazu fillt auf, dass das durchschnittliche relative Herzgewicht, also das Gewicht
des Herzens als prozentualer Anteil am Korpergewicht, bei den Tieren mit 5/6-Nephrektomie
signifikant hoher war als bei den Kontrollen. Dies traf insbesondere auf das relative Gewicht der
linken Ventrikel zu. Allerdings war der Effekt der Linksherzvergroflerung bei den mit Riociguat
behandelten Ratten deutlich geringer ausgeprigt als bei jenen mit 5/6-Nephrektomie und ohne
medikamentose Therapie. Das absolute Gewicht der linken Ventrikel war in der behandelten
Gruppe, verglichen mit den unbehandelten urdmischen Tieren, sogar hochsignifikant niedriger ¢
p <0,001).

Signifikante Unterschiede zwischen den beiden 5/6-nephrektomierten Gruppen ergab auch der
Vergleich der relativen Gewichte der rechten Ventrikel. So fanden sich bei jenen Ratten, welche
Riociguat iiber das Futter verabreicht bekamen, deutlich niedrigere Werte. Hingegen konnte zwi-
schen der mit Riociguat behandelten Gruppe und jener mit Zustand nach Sham-OP kein grof3er

Unterschied festgestellt werden.
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Parameter 5/6-Nephrektomie 5/6-Nephrektomie Sham-OP
n=9) + Riociguat (n =10)
(n = 11)
g{‘:gergewmht 4150 + 16,45" 408,73 +10,93" 5020 + 23,84
Herz (in g) 1,54 0,09 1,31 40,05 1,37+ 0,06
Herz relativ (in %) | 3¢ 4 () 93" 032 +0,01" 0.28 + 0,03
gﬁc;‘)ter Ventrikel 51 1 0.03 0.15 + 0,005" ' 0.18 + 0,01
Rechter Ventrikel | 15, ) 06" 0,04 +0,0017 0,04 + 0,003
relativ (in %)
Linker Ventrikel 1,33 +0,05° 1,01 + 0,04 1,04 + 0,04
(in g)
Linker Ventrikel 032 40,02 025 +0,01"" 021 +0,02
relativ (in %)

Tabelle 2. Korper- und Organgewichte der 28 Wochen alten ménnlichen Wistar-Ratten am Ende des
Versuches. Die relativen Gewichtsangaben entsprechen dem prozentualen Anteil des Organgewichtes
am Korpergewicht. Angegeben sind Mittelwerte * Standardfehler, "*p < 0,05/0,001 versus 5/6-
Nephrektomie, “p < 0,05 versus Sham-OP.

Relatives Gewicht linker Ventrikel

0,5

0,32 *

0,25

Prozent des Korpergewichts (%)

B 5/6-Nephrektomie (n==8)
0 5/6-Nephrektomie + BAY 63-2521 (n=11)
# Sham-OP (n=10)

Abbildung 4. Relatives Gewicht des linken Ventrikels. Die relativen Gewichtsangaben entsprechen
dem prozentualen Anteil des Ventrikelgewichtes am Korpergewicht. Angegeben sind Mittelwerte *

Standardfehler, Tp < 0,05 versus 5/6-Nephrektomie, “p < 0,05 versus Sham-OP.
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5.3 Laborwerte

Am Ende des 18-wochigen Versuches wurden die Tiere getotet, und es erfolgte neben der Or-
ganentnahme auch die Abnahme von Blutproben. Wie Tabelle 3 zeigt, existieren fiir die Labor-
werte AST, ALT, AP, GLDH, LDH und CK keine signifikanten Unterschiede zwischen den ein-
zelnen Gruppen.

Hinsichtlich der Plasmakonzentrationen von Kreatinin und Harnstoff wiesen die 5/6-
nephrektomierten Tiere im Vergleich zu der Sham-OP-Kontrollgruppe jedoch deutlich hohere
Werte auf. Bei den behandelten Ratten waren diese beiden Parameter nicht signifikant, aber er-
kennbar niedriger als bei den unbehandelten (CREA: p < 0,056, UREA: p <0,067).

Des Weiteren fanden sich bei den urdmischen Ratten beider Gruppen eine, verglichen mit den
scheinoperierten Tieren, signifikant geringere Proteinkonzentration und supprimierte Plasma-
Renin-Aktivitit. Die urdmischen Tiere wiesen zudem deutlich hohere BNP-Konzentrationen als
die Sham-OP-Gruppe auf. Allerdings waren die BNP-Konzentrationen der mit Riociguat behan-

delten Tiere signifikant niedriger als jene der nicht therapierten Ratten.



5. Ergebnisse 45
Parameter 5/6-Nephrektomie |5/6-Nephrektomie |Sham-OP
n=9) + Riociguat (n=10)
(n=11)
AST (in UN) 50,96 £ 9,58 44,11 £ 6,02 55,52 +3,52
ALT (in U/N) 33,53+4,71 43,61 £ 3,62 40,81 = 3,09
AP (in UN) 77,56 + 7,14 85,18 £ 3,96 88,70 £ 3,47
GLDH (in U/) 14,38 + 4,92 10,78 + 3,36 11,41 £ 3,67
LDH (in UN) 107,33 £ 27,94 77,18 £ 10,55 132,80 £ 14,40
CK (in UN) 96,11 + 13,99 80,91 £ 5,17 109,50 £ 8,00
CREA (in pmol/l) 209,33 + 36,71 122,82 £12,15™ 51,70 £ 0,76
UREA (in mmol/l) 52,84 + 15,64 24,08 + 1,95 6,00 £ 0,29
Protein (in g/l) 54,97 + 1,65 54,20+ 0,517 65,66 = 0,53
PRA (in ng/ml/h) 0,7+0,17" 0,68 £0,14™ 2,62 £ 0,37
ANP (in pg/ml) 487,25 + 54,04 285,70 + 36,97 319,0+51,48
BNP (in pg/ml) 47,26 + 6,43 23,07 £2,62® 16,73 £2,5

Tabelle 3. Abkiirzungen: AST = Aspartat-Amino-Transferase, ALT = Alanin-Amino-Transferase, AP =
alkalische Phosphatase, GLDH = Glutamat-Dehydrogenase, LDH = Laktat-Dehydrogenase, CK =
Kreatinkinase, CREA = Kreatinin, UREA = Harnstoff, PRA = Plasma-Renin-Aktivitit, ANP = atriales
natriuretisches Peptid, BNP = b-type natriuretic peptide (= brain natriuretic peptide). Angegeben sind
Mittelwerte + Standardfehler, *p < 0,05/0,001 versus 5/6-Nephrektomie, “p = 0,001 versus 5/6-
Nephrektomie, ***p < 0,05/0,001 versus Sham-OP.
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Abbildung 5. Kreatininkonzentration im Serum. Angegeben sind Mittelwerte + Standardfehler, “'p <
0,001 versus Sham-OP.
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Abbildung 6. Harnstoffkonzentration im Serum. Angegeben sind Mittelwerte + Standardfehler, “'p <
0,001 versus Sham-OP.
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Abbildung 7. BNP (b-type natriuretic peptide). Angegeben sind Mittelwerte * Standardfehler, “p =
0,001 versus 5/6-Nephrektomie, “p < 0,001 versus Sham-OP.

5.4 Kreatininclearance und Albuminurie

In den Wochen 0, 4 und 17 wurden die Ratten in Stoffwechselkéfige verbracht, um 24-Stunden-
Sammelurin zu gewinnen. Ziel war die Bestimmung der Kreatininkonzentration im Urin. Parallel
dazu erfolgten zur Feststellung der Kreatininkonzentration im Serum Blutentnahmen aus den
retroorbitalen Venen. Anhand dieser beiden Werte wurde, normiert auf das Gewicht der Tiere
(ml/min/100g KG), die Kraetininclearance und damit auch die GFR berechnet.

Erwartungsgeméif war diese bei den urdamischen Tieren deutlich geringer. Auch brachte der Ver-
gleich der beiden nephrektomierten Gruppen keine signifikanten Unterschiede. Allerdings konn-
te am Ende des Versuches eine erkennbar hohere GFR (p < 0,065) bei den mit Riociguat behan-

delten Ratten im Vergleich zu den unbehandelten Tieren ermittelt werden.
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Abbildung 8. Kreatininclearance der méannlichen Wistar-Ratten, bestimmt in den Versuchswochen 0, 4
und 17. Die Werte wurden auf das Gewicht der Tiere normiert und sind in ml/min/100g KG angege-

ben. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler, “p < 0,001 versus Sham-OP.

Neben der Bestimmung der Kreatininkonzentration im 24-Stunden-Sammelurin wurde dieser
auch auf seinen Albumingehalt (in mg/ml) hin untersucht. Anhand dieses Wertes konnte nach
Multiplikation mit der Gesamtmenge des innerhalb von 24 Stunden abgesetzten Urinvolumens
(in ml) die Albuminurie ermittelt werden.

Die nephrektomierten Ratten wiesen im Vergleich zu den scheinoperierten Tieren eine deutlich

hohere Albuminurie auf. Die Behandlung mit Riociguat hatte dabei keinen Einfluss auf die

Proteinurie.
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Albuminurie (in mg/d):

Versuchswoche 5/6-Nephrektomie 5/6-Nephrektomie Sham-OP
n=9) + Riociguat (n=10)
(n =10)
Woche 0 2,12+ 0,67 2,79 £ 0,63 0,32 £ 0,06
Woche 4 68,94 £ 13,54™ 71,72+ 17,117 1,03+ 0,26
Woche 17 274,11 £ 46,40™ 338,4 +24,89™ 30,71 £ 9,60

Tabelle 4. Albuminurie der ménnlichen Wistar-Ratten in den Wochen 0, 4 und 17. Angegeben
sind Mittelwerte + Standardfehler, “**p < 0,05/0,001 versus Sham-OP.

5.5 Blutdruck

Wihrend der Versuchsperiode wurde der Blutdruck mit Hilfe der ,, Tail-Cuff-Methode* in den
Wochen 0, 2, 5, 9 und 15 gemessen. Wie in Abbildung 7 verdeutlicht, stieg der systolische Blut-
druck der Tiere mit 5/6-Nephrektomie ohne Behandlung im Laufe der Zeit deutlich an. Zwar liefl
sich auch bei den behandelten Ratten ein Blutdruckanstieg feststellen, welcher jedoch im Ver-

gleich dazu signifikant geringer ausgeprégt war.
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RR systolisch (in mmHg):
Versuchswoche 5/6-Nephrektomie |5/6-Nephrektomie Sham-OP
+ Riociguat
140,30 £ 3,25 141,40 +2,12° 131,30 £ 1,68
Woche 0 n=15 n=15 n=10
140,07 +2,66" 129,87 + 1,54 130,70 £ 1,51
Woche 2 n=15 n=15 n=10
+ % + *, ok —+
Woche 5 169,17 + 2,68 139,33+ 1,93 133,89 + 1,75
n=15 n=15 n=9
Woche 9 160,67 £2,06™ 130,79 + 1,19 127,50 £ 0,95
n=15 n=15 n=10
188,99 +4,48™ 154,54 + 3,34 * 130,50 £ 1,24
Woche 15 n=10 n=13 n=10

Tabelle 5. Systolische Blutdriicke der ménnlichen Wistar-Ratten, jeweils in Woche 0, 2, 5, 9 und 15 ge-

messen. Angegeben sind Mittelwerte + Standardfehler, T/ip < 0,05/0,001 versus 5/6-Nephrektomie,

b < 0,05/0,001 versus Sham-OP. Des Weiteren ist die Anzahl der untersuchten Tiere (n) angegeben.
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—a&— 5/6-Nephrektomie —o— 5/6-Nephrektomie + BAY 63-2521 —&— Sham-OP

Abbildung 9. Systolischer Blutdruck. Angegeben sind Mittelwerte + Standardfehler, p < 0,001 versus
5/6-Nephrektomie, “p < 0,001 versus Sham-OP.
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5.6 Resultate der histologischen Untersuchungen der Nieren

Am Ende des Versuches, nachdem die Tiere gettet worden sind, erfolgte die Organentnahme.
Dabei wurden sowohl die Herzen als auch die Nieren entnommen und histologisch aufgearbeitet.
Zur Bestimmung des Ausmalles der Glomerulosklerose wurde der Flichenanteil PAS-positiver
Ablagerungen innerhalb der Glomerula ermittelt. Dabei zeigte sich ein hochsignifikanter Unter-
schied zwischen den urdmischen und scheinoperierten Tieren. Der Vergleich der beiden urdmi-
schen Gruppen untereinander ergab hingegen keine wesentlichen Differenzen.

Anders stellten sich die Ergebnisse fiir die perivaskuldre und die interstitielle Fibrose dar. Die
histologische Untersuchung erfolgte in beiden Fillen an Sirius-Red-gefidrbten Schnitten. Wih-
rend die Beurteilung der perivaskuldren Fibrose mit Hilfe eines semiquantitiven Scores erfolgte,
wurde die interstitielle Fibrose iiber digitale Morphometrie analysiert. Es konnten ebenfalls sig-
nifikante Unterschiede zwischen den nephrektomierten und den scheinoperierten Tieren nach-
gewiesen werden. Allerdings war diese Differenz bei jenen Ratten, die eine Behandlung mit
Riociguat erfahren hatten, deutlich weniger ausgepragt.

Die Auwertung der Media zu Lumen-Ratio erfolgte ebenfalls mit Hilfe der digitalen
Morphometrie an Schnitten, die zuvor mit Elastica-van-Gieson-Farbung behandelt wurden. Hier

konnten jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen den drei Gruppen festgestellt werden.

Parameter 5/6-Nephrektomie |5/6-Nephrektomie Sham-OP
n=9) + Riociguat (n=10)
(n=11)

Glomerulosklerose 244+ 02" 2.07 £0.15" 1,05+ 0,01
(Score)

Interstitielle Fibrose ok ot

+ + : +

(in % der Fliiche) 2,41 £0,43 0,97 £0,22 0,24 £ 0,06
Perivaskulire Fibrose 2.14+0,12" 1,57 +0,09%® 1.23 40,06
(Score)

Media-Lumen-Ratio |3,48 +0,25 3,42 £0,21 3,26 £0,26

Tabelle 6. Ergebnisse der histologischen Untersuchungen der Nieren. Angegeben sind Mittelwerte +
Standardfehler, "*p < 0,05/0,001 versus 5/6-Nephrektomie, p = 0,001 versus 5/6-Nephrektomie, **p
< 0,05/0,001 versus Sham-OP.
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Abbildung 10. Interstitielle Fibrose der Niere. Angegeben sind Mittelwerte = Standardfehler, %p <
0,05 versus 5/6-Nephrektomie, *p < 0,05/0,001 versus Sham-OP.
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Abbildung 11. Perivaskulire Fibrose der Niere. Angegeben sind Mittelwerte + Standardfehler,
®p = 0,001 versus 5/6-Nephrektomie, “**p < 0,05/0,001 versus Sham-OP.
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5.7 Resultate der histologischen Untersuchungen der Herzen

Wie bereits erwihnt, wurden nach dem Tod der Tiere auch die Herzen entnommen und histolo-
gisch aufgearbeitet. Es erfolgte neben der Beurteilung der Media zu Lumen-Ratio und der Ana-
lyse von perivaskuldrer sowie interstitieller Fibrose auch die Bestimmung der
Myozytendurchmesser. Diese wurden anhand 1 pm dicker, HE-geféarbter Priparate mit Hilfe der
digitalen Morphometrie vermessen. In der anschlieBenden statistischen Auswertung konnten
signifikante Unterschiede zwischen den urdmischen Tieren beider Gruppen (mit deutlich hohe-
ren Myozytendurchmessern) und jenen Ratten mit Sham-OP ermittelt werden. Der Vergleich der
urdmischen Gruppen untereinander ergab jedoch lediglich einen Trend zu geringeren Werten der
Myozytendiameter zugunsten der behandelten Tiere.

Deutlich unterschied sich hingegen die Media zu Lumen-Ratio. Diese war sowohl bei den Ratten
mit Sham-OP als auch bei den mit Riociguat behandelten Tieren signifikant geringer als bei den
unbehandelten nephrektomierten Ratten.

Hinsichtlich der perivaskuldren und der interstitiellen Fibrose fanden sich zwischen den drei

Gruppen keine wesentlichen Differenzen.

Parameter 5/6-Nephrektomie |5/6-Nephrektomie |Sham-OP
n=9) + Riociguat (n=10)
(n=11)
Interstitielle Fibrose (in
+ + +
% der Fliiche) 2,26 +0,42 1,92 £0,26 2,4+0,22
Media-Lumen-Ratio  |2,73 +0,35° 1,47 +0,17° 1,51+0,18
Perivaskuldre Fibrose |, ;5 1,96 % 0,19 1,86 % 0,15
(Score)
Myozytendurchmesser | o ) | | 53+ 15,48 + 0,63™ 11,97 + 0,29
(in pm)

Tabelle 7. Ergebnisse der histologischen Untersuchungen der Herzen. Angegeben sind Mittelwerte *

Standardfehler, Tp < 0,05/0,001 versus 5/6-Nephrektomie, */**p < 0,05/0,001 versus Sham-OP.
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Abbildung 12. Media-Lumen-Ratio des Herzens. Angegeben sind Mittelwerte + Standardfehler,
Tp < 0,05/0,001 versus 5/6-Nephrektomie, *p < 0,05 versus Sham-OP.
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Abbildung 13. Myozytendurchmesser. Angegeben sind Mittelwerte + Standardfehler, “p < 0,001

versus Sham-OP.
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6. Diskussion

In diesem Versuch konnte anhand eines Tiermodells des chronischen Nierenversagens ein insge-
samt positiver Effekt von Riociguat auf die renale und die daraus resultierende kardiale Schidi-

gung nachgewiesen werden.

Die chronische Niereninsuffizienz ist assoziiert mit einer verminderten NO-Verfiigbarkeit. Diese
begriindet sich einerseits durch eine reduzierte NO-Produktion (Vaziri et al., 1998; Roczniak et
al., 1999; Schmidt & Baylis, 2000) bzw. durch Inaktivierung von NO durch reaktive Sauerstoff-
radikale (Vallance et al., 1992; Varizi et al., 2002; Varizi et al., 2004b). Andererseits ist die ver-
minderte NO-Verfiigbarkeit auch Folge einer Dysfunktion der sGC (Sindhu et al., 2004; Varizi
et al., 2004a). Letztendlich fithren sowohl ein Defizit an NO als auch eine Dysfunktion der sGC
zu einer Erhohung des Blutdruckes und zu einer Progression renaler Erkrankungen (Himmelfarb

et al., 2002; Varizi et al., 2004b).

Riociguat gehort zu einer neuartigen Substanzklasse, deren Vertreter eine direkte, NO-
unabhingige Stimulation der 16slichen Guanylatcyclase (sGC) bewirken. Es besteht dabei eine
streng synergistische Enzymaktivierung. Das heifit, dass NO-Konzentrationen, die eine nur
schwache sGC-Aktivierung zur Folge hitten, durch sGC-Stimulatoren in ihrer Wirkung poten-
ziert werden (Friebe et al., 1996; Friebe et al., 1998; Hoenicka et al., 1999).

Seine gute Wirksamkeit stellte Riociguat bereits bei der Behandlung der pulmonalen Hypertonie
unter Beweis. Patienten mit dieser Erkrankung wiesen in den entsprechenden Studien eine signi-
fikante Verbesserung aller wesentlichen hamodynamischen Paramter auf. Dieser Effekt iiberstieg
die Wirkung von inhaliertem NO bei Weitem und scheint zudem dosisabhingig zu sein (Grimm-
inger et al.; 2009). Basierend auf diesen insgesamt sehr positiven Ergebnissen wurde erst kiirz-
lich mit der Phase III der klinischen Studien begonnen. Ziel ist es, bezogen auf eine groflere Pa-
tientengruppe, weitere Daten hinsichtlich des therapeutischen Nutzens und der Sicherheit von

Riociguat zu generieren.

6.1 Laborwerte und Mortalit:it

Anhand der in Tabelle 3 zusammengestellten Laborparameter konnen zunichst Schiadigungen,
der groBeren Organsysteme im Sinne von Nebenwirkungen weitestgehend ausgeschlossen wer-

den. Zwischen den einzelnen Gruppen ergaben sich keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich
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der Transaminasen, der AP, LDH, GLDH und CK. Es fanden sich somit keine Hinweise fiir eine
Kardio- bwz. Hepatotoxizitidt oder Rhabdomyolyse infolge der Behandlung mit Riociguat.

Die bisherigen klinischen Studien zur pulmonalen Hypertonie ergaben beziiglich der Vertrdag-
lichkeit von Riociguat dhnlich positive Ergebnisse. So wurden wihrend der Phase I-Studie von
den gesunden, minnlichen Probanden Dosierungen bis zu 5 mg gut toleriert (Frey et al., 2008).
Allerdings scheint bei dieser hohen Dosierung das Risiko einer Hypotension zu bestehen, so dass
als Maximaldosis derzeitig 2,5 mg empfohlen werden (Grimminger et al., 2009).

Bestirkt wird die Annahme der guten Vertriglichkeit und hohen Sicherheit von Riociguat auch
durch den Vergleich der Mortalitit zwischen den beiden 5/6-nephrektomierten Gruppen. Bei den
behandelten Ratten betrug diese 27 % und war damit geringer als in der Gruppe der unbehandel-

ten Tiere (40 %).

Die Retentionswerte Kreatinin und Harnstoff waren bei den 5/6-nephrektomierten Ratten erwar-
tungsgemal signifikant hoher als bei den scheinoperierten Tieren. Des Weiteren wiesen die uri-
mischen Ratten eine deutlich supprimierte Plasma-Renin-Aktivitit und verminderte Proteinkon-
zentration im Plasma auf. Diese Ergebnisse entsprechen damit den von Strauch und Gretz publi-
zierten Daten zum Tiermodell des chronischen Nierenversagens (Strauch und Gretz, 1988; Gretz,
1995). Hinsichtlich der Plasma-Renin-Aktivitéit sei an dieser Stelle noch erwihnt, dass eine Sti-
mulation der Reninsekretion u. a. durch eine Abnahme des renalen Perfusionsdruckes, durch eine
renale sympathische Innervierung iiber B;-Adrenorezeptoren oder vermittelt durch humorale
Faktoren, wie beispielsweise Prostaglandinen, Angiotensin II oder Kininen, erfolgt. Interessan-
terweise hingt die Plasma-Renin-Aktivitdt auch von der Art und Weise der 5/6-Nephrektomie
ab. So lisst sich nach Infarzierung des Nierengewebes, beispielsweise durch Ligatur von Asten
der A. renalis, eine vergleichsweise hohe Plasma-Renin-Aktivitit nachweisen. In dem Modell
der Polresektion, wie in unserem Versuch erfolgt, ist diese hingegen deutlich supprimiert (Gretz,
1995).

Der Vergleich der beiden urdmischen Gruppen hinsichtlich ihrer Kreatinin- und Harnstoffkon-
zentrationen im Plasma ergab bei den behandelten Tieren einen Trend (CREA: p = 0,056,
UREA: p = 0,067) zu niedrigeren Werten. Diese Befunde korrelieren mit der am Ende unseres
Versuches ermittelten, hoheren Kreatininclearance bei den behandelten Ratten im Vergleich zu
den unbehandelten. Die Gabe von Riociguat scheint somit einer Verschlechterung der renalen

Funktion bei chronischer Niereninsuffizienz entgegenzuwirken.
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Bei den nephrektomierten Ratten beider Gruppen fanden sich weiterhin signifikant hhere BNP-
Konzentrationen, als dies bei den Tieren mit Sham-OP der Fall war. Allerdings wiesen die mit
Riociguat behandelten Tiere einen geringeren Anstieg dieses natriuretischen Peptids im Ver-
gleich zu den nicht therapierten Ratten auf. Zudem konnten in der unbehandelten Gruppe ver-
gleichsweise deutlich hohere ANP-Konzentrationen ermittelt werden.

Die Freisetzung und damit der Anstieg von BNP sowie ANP im Plasma geschehen infolge einer
Dehnung der Herzkammern (BNP) bzw. Vorhofe (ANP) z. B. im Rahmen einer chronischen
Herzinsuffizienz. Beide natriuretischen Peptide fiihren zu einer Ausscheidung von Natrium und
Fliissigkeit iiber die Niere sowie zu einer Erweiterung von Blutgefidflen, was letztendlich sowohl
den Blutdruck als auch die Fiillung des Herzens senkt. Zudem wird die Ausschiittung von
Aldosteron und Renin vermindert, was u. a. auch zur Supprimierung der Plasma-Renin-Aktivitét
bei den urdmischen Tieren beitrdgt. In diagnostischer Hinsicht stellen vor allem BNP bzw. das
N-terminale Fragment des proBNP (NT-proBNP) zuverlidssige Marker zur Beurteilung des
Schweregrades sowie der Progression einer myokardialen Schiadigung dar. Bei akuter Herzinsuf-
fizienz korrelieren die BNP- bzw. NT-proBNP-Plasmaspiegel mit den intrakardialen Driicken
und der NYHA-Klasse. Bei dekompensierter Herzinsuffizienz ist auflerdem eine
Prognosebeurteilung anhand dieser Marker moglich. Bei chronischer stabiler Herzinsuffizienz
ergeben sich hingegen Limitationen. In diesem Fall konnen trotz eingeschriankter Pumpfunktion
gelegentlich auch normale BNP-Spiegel ermittelt werden (Angermann und Ertl, 2004). Dennoch
besitzt die Bestimmung von BNP bei Patienten mit einer chronischen Niereninsuffizienz einen
gewissen prognostischen Wert. Ein weiterer Aspekt ist das gute Ansprechen dieses Peptids auf
eine medikamentose Behandlung (Hocher et al., 2004; Silver et al., 2004; Takami et al., 2004).
So konnte bereits durch die Therapie mit Diuretika, ACE-Hemmern, Angiotensin-II-
Rezeptorantagonisten und Spironolacton eine Reduktion der BNP- sowie NT-proBNP-
Plasmaspiegel erreicht werden, welche mit einer Verbesserung der klinischen wund
himodynamischen Situation korrelierte (Angermann und Ertl, 2004). Anhand der Reduktion der
BNP-Konzentration kann somit die Effektivitit eines medikamentosen Therapieschemas iiber-
priift werden.

Unter Beriicksichtigung der genannten Eigenschaften beider natriuretischer Peptide, insbesonde-
re jedoch des BNP, scheint Riociguat demnach einen protektiven Effekt auf die Entwicklung

einer Herzinsuffizienz zu aufzuweisen.
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6.2 Kreatininclearance und Albuminurie

Uber die endogene Kreatininclearance kann bekanntlich die GFR gemessen werden. Kreatinin ist
als Clearance-Parameter geeignet, da dessen Freisetzung aus dem Muskel homogen und weitest-
gehend konstant erfolgt. Der Nachteil der Verwendung von Kreatinin besteht darin, dass es nicht
nur filtriert, sondern in geringem MalBe auch tubulidr sezerniert wird. Bei normaler oder nur ge-
ring eingeschrinkter Nierenfunktion ist der Anteil des tubulér sezernierten Kreatinins vernach-
lassigbar klein. Hingegen kann bei schwerer Nierenfunktionsstorung dieser Anteil durchaus iiber
50 % der ausgeschiedenen Kreatininmenge betragen. Die Folge sind zu hohe Messwerte, das
heift, die GFR wird in diesen Fillen iiberschitzt. Grundlegend besteht eine Abhéngigkeit der
GFR von den Eigenschaften der Filtermembran sowie von den hydrostatischen und kolloidosmo-
tischen Druckdifferenzen.

Die Verabreichung von Riociguat fithrte zumindest am Ende des Versuches bei den behandelten
Ratten zu einer trendméfig hoheren GFR (p < 0,065) im Vergleich zu den nicht therapierten
urdmischen Tieren. Demnach haben sich die Unterschiede erst allmihlich im Versuchsverlauf
entwickelt (sieche Abb. 6). Unter Beriicksichtigung auch der Serumkonzentrationen von Kreatinin
und Harnstoff nach Tétung der Tiere wurde die Progression der Niereninsuffizienz durch die
Behandlung mit Riociguat verlangsamt.

Auf die Proteinurie hatte die Verabreichung von Riociguat keinen positiven Effekt. So ergab der
Vergleich der beiden wurdmischen Gruppen keine Unterschiede hinsichtlich der
Albuminausscheidung im Urin. Zu einer Proteinurie kommt es u. a. infolge einer erhdhten
glomerulidren Permeabilitdt mit Verlust der Siebfunktion und aufgrund einer kompensatorischen
Hyperperfusion der noch funktionstiichtigen Glomerula. Durch einen arteriellen Hypertonus
wird diese noch erheblich verstidrkt. In diesem Versuch fiihrte die Verabreichung von Riociguat
jedoch zu einer deutlichen Senkung des systolischen Blutdruckes, so dass eigentlich eine Ab-
nahme der Proteinausscheidung zu erwarten gewesen wire. Allerdings existieren in der Literatur
andere Arbeiten, in denen ebenfalls, trotz Behandlung mit kompetenten blutdrucksenkenden
Substanzen, keine positive Wirkung hinsichtlich einer Proteinurie festgestellt werden konnte. So
haben beispielsweise Calcium-Antagonisten vom Nifedipin-Typ (Dihydropyridine) keinen anti-
proteinurischen Effekt (Nathan et al., 2005). Ebenso konnte fiir BAY 58-2667, einem Aktivator
der sGC, eine sehr gute blutdrucksenkende Wirkung bei 5/6-nephrektomierten Ratten nachge-
wiesen werden. Die Proteinurie der niereninsuffizienten Tiere blieb davon jedoch unbeeinflusst

(Kalk et al., 2006).
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Letztendlich muss offen bleiben, auf welchen pathophysiologischen Vorgingen der fehlende
antiproteinurische Effekt trotz Blutdrucksenkung durch Riociguat beruht. Vielleicht spielt hier-
bei die Glomerulosklerose eine entscheidende Rolle, deren Fortschreiten durch Riociguat eben-
falls kaum beeinflusst wurde. Formalpathogenetisch resultiert diese u. a. in einer Verbreiterung
der Basalmembran, wodurch die Filtrationsbarriere gegeniiber kleinmolekularen Proteinen funk-
tionell erheblich beeintriachtigt wird. Die Folge ist eine Permeabilititsstorung mit Auftreten einer

Albuminurie.

6.3 Korper- und Organgewichte

Wie in Tabelle 2 ersichtlich, wiesen die altersgleichen ménnlichen Wistar-Ratten signifikante
Unterschiede hinsichtlich ihres Korpergewichtes auf. So waren die urdmischen Tiere deutlich
leichter als die scheinoperierten Ratten. Diese Ergebnisse decken sich mit jenen bereits 1982
durch Laouari et al. gezeigten, nach denen Ratten nach einer 5/6-Nephrektomie einen Gewichts-
verlust (Laouri et al., 1982) und eine Stagnation ihres linearen Wachstums erleiden.

Des Weiteren fiel bei den nephrektomierten Tieren ein durchschnittlich hoheres relatives Herz-
gewicht auf. Bezogen auf das Korpergewicht eines jeden Tieres waren jedoch sowohl der rechte
als auch der linke Ventrikel bei den mit Riociguat behandelten Ratten signifikant leichter. Verur-
sacht wird eine kardiale Gewichtzunahme vor allem durch eine Herzmuskelhypertrophie. Er-
reicht diese einen bestimmten Grad, der durch das sogenannte kritische Herzgewicht markiert ist,
kommt es zusitzlich zu einer Hyperplasie der Myokardmyozyten. Es existieren zahlreiche Ver-
suche, in welchen am Modell der 5/6-Nephrektomie die Entwicklung einer linksventrikuldren
Hypertrophie gezeigt werden konnte (Kennedy et al., 2003; Amann et al., 2003). Die Erhdhung
der linksventrikuldren Masse resultiert dabei aus einer Kombination aus exzentrischer und kon-
zentrischer linksventrikuldrer Hypertrophie (Foley et al., 1992).

Bereits zu Beginn einer renalen Erkrankung lassen sich bei einer Vielzahl der Patienten kardiale
Verinderungen nachweisen. Mit zunehmender Verschlechterung der Nierenfunktion kommt es
zu einer parallelen Progression der linksventrikuldren Veridnderungen (Levin et al., 1996). So
kann bei 75 % der erwachsenen dialysepflichtigen Patienten eine linksventrikuldre Hypertrophie
gefunden werden. Diese ist in 42 % der Fille vordergriindig konzentrisch und in 44 % iiberwie-
gend exzentrisch, wobei bei letzterer die Dilatation des linken Ventrikels dominiert (Foley et al.,
1992). Diese Anpassungsvorginge haben letztendlich eine Herzmuskelhypertrophie zur Folge,

deren Ausmal offensichtlich durch Riociguat reduziert wird.
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6.4 Histomorphologische Verinderungen der Herzen

Wie bereits erwihnt, bewirkt Riociguat eine Reduktion insbesondere des linksventrikuldren Ge-
wichtes. Dieser makroskopische Effekt konnte im Wesentlichen histologisch bestitigt werden.
Zunichst einmal wiesen beide urdmischen Gruppen eine, im Vergleich zu den scheinoperierten
Ratten, deutliche Zunahme der Myozytendurchmesser auf. Allerdings fiel diese bei den mit
Riociguat behandelten Tieren geringer aus. So ergab der Vergleich mit den unbehandelten 5/6-
nephrektomierten Ratten einen Trend zu niedrigeren Werten. Unter Beriicksichtigung auch der
makroskopischen Ergebnisse trat in unserem Niereninsuffizienz-Modell demnach eine signifi-
kante Myokardhypertrophie auf, welche jedoch durch die Behandlung mit Riociguat abgemildert
wurde.

Charakterisiert ist eine Hypertrophie durch eine VergroBBerung der Kardiomyozyten, eine gestei-
gerte Proteinsynthese und eine Umgestaltung des Sarkomers. Diese strukturellen Anpassungs-
vorgiange des Myokards infolge einer Druck- bzw. Volumenbelastung werden dabei durch me-
chanische Stimuli, lokal gebildete Wachstumsfaktoren sowie vasoaktive Substanzen initiiert
(Grossmann 1980; Mann et al., 1989; Dzau, 1993).

Zu den haufigsten Ursachen der linksventrikuldren Hypertrophie zédhlt die hypertensive Herz-
krankheit. In mehr als drei Viertel der Fille ist eine chronische Herzinsuffizienz Folge eines
langjdhrig bestehenden arteriellen Hypertonus, bei hédufig gleichzeitig vorliegender koronarer
Herzkrankheit (Eriksson et al., 1989; Ho et al., 1993). Als wichtige Ursache der linksventrikuli-
ren Hypertrophie bei chronischer Niereninsuffizienz konnte entsprechend der Canadian Cohort
Study neben dem Anstieg des arteriellen Blutdruckes auch die Abnahme des
Héamoglobinspiegels identifiziert werden (Levin et al., 1999). Des Weiteren spielen eine gestei-
gerte Aktivitdt des sympathischen Nervensystems sowie eine, infolge des Nierenversagens be-
stehende, Hypervolidmie eine wesentliche Rolle (Rambausek et al., 1985).

Fiir Riociguat konnte in dieser Arbeit eine deutliche Senkung des systolischen Blutdruckes
nachgewiesen werden. Es stellen sich daher nun die Fragen, inwieweit die Reduktion der links-
ventrikuldren Hypertrophie Resultat dieser antihypertensiven Wirkung ist, und welche Rolle die
in dieser Arbeit ebenfalls nachgewiesene verbesserte Nierenfunktion dabei spielt. Als Beispiel
fiir die Entstehung einer Linksherzvergroerung, welche zumindest teilweise von einer Erhdhung
des mittleren arteriellen Blutdruckes dissoziiert ist, sei eine Studie von Hiiting und Mitarbeitern
erwihnt. In dieser konnte selbst bei strikt normotensiven Dialysepatienten eine progressive Zu-
nahme der linksventrikuldren Septum- und Hinterwanddicke des Herzens gezeigt werden

(Hiiting et al., 1988). In den Fillen einer isolierten Blutdrucksenkung scheinen die oben bereits
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genannten und an der Entwicklung der linksventrikuldren Hypertrophie infolge eines chroni-
schen Nierenversagens ebenfalls beteiligten Faktoren zum Tragen zu kommen. So konnte einer-
seits eine positive Korrelation zwischen der linksventrikuldren Masse und der Hamoglobin-
Konzentration festgestellt werden (Silberberg et al., 1989). Andererseits hatte die Korrektur der
Andmie durch Verabreichung von rekombinantem humanen Erythropoetin (thEPO) eine Verbes-
serung der linksventrikuldren Hypertrophie bei chronisch niereninsuffizienten Patienten zur Fol-
ge (Amann et al., 2000).

In einer anderen Studie konnte allerdings gezeigt werden, dass die Entstehung einer linksventri-
kuldren Hypertrophie nicht vollstindig durch die genannten Faktoren erklirt wird. So blieb bei
experimenteller Niereninsuffizienz trotz medikamentdser Senkung des Blutdruckes durch
Antihypertensiva, diuretische Therapie, Sympathikusblockade (e<- und B-Blockade) und Korrek-
tur der Andmie der Quotient aus Herz- und Korpergewicht erhoht (Rambausek et al., 1985). Ein
weiterer, in dieser Arbeit bisher noch nicht beriicksichtigter Aspekt hinsichtlich der Entstehung
einer Myokardhypertrophie bei Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz, konnte durch Lon-
don und Mitarbeiter gezeigt werden (London et al., 1990). Diese wiesen eine Reduktion der
Aortenelastizitit, gemessen anhand der Pulswellengeschwindigkeit, bei chronisch niereninsuffi-
zienten Patienten nach. Die Folgen sind eine Erhohung der Blutdruckamplitude sowie eine
Uberhshung des systolischen Spitzendruckes ohne aber Beeinflussung des mittleren arteriellen
Druckes. Fiir den linken Ventrikel bedeutet das eine gesteigerte pulsatile Herzarbeit, das heift,
dass mehr kinetische Energie notwendig ist, um das systolisch ausgeworfene Blut in der Aorta zu
beschleunigen (Amann et al., 2000). Bei subtotal nephrektomierten Ratten wurde bereits nach
zwei Wochen eine signifikante Zunahme der aortalen GefdBwanddicke im Vergleich zu den
Kontrolltieren gefunden. Diese beruhte auf einer Zunahme der extrazelluldren Matrix und der
Anzahl glatter GefdBmuskelzellen bei gleichzeitiger Abnahme des Anteils an elastischen Fasern
(Amann et al., 2000).

In unserem Versuch erfolgte weder eine Bestimmung des Blutbildes zur Erfassung einer eventu-
ellen Andmie, noch wurde die Aorta der Ratten einer histologischen Untersuchung unterzogen.
Dennoch handelt es sich sowohl bei der Anémie als auch bei der Wandverdickung der Aorta um
direkte bzw. indirekte Folgen eines chronischen Nierenversagens. Durch die Verabreichung von
Riociguat konnte eine leichte Verbesserung der Nierenfunktion und deutliche Verringerung der
histopathologischen renalen Lidsionen erreicht werden. Allerdings kann dieser positive Effekt
ebenso wie die Reduktion der Herzmuskelhypertrophie auch die Folge eines niedrigeren Blut-

druckes in dieser Gruppe sein. Demnach ist mit unserer Versuchsanordnung keine Aussage hin-
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sichtlich eines blutdruckunabhingigen, spezifischen Effektes von Riociguat auf den kardialen
Endorganschaden moglich.

Neben den genannten indirekten Faktoren, die der Verschlechterung einer Herzinsuffizienz vor-
beugen (Blutdrucksenkung, Verbesserung der Nierenfunktion), ist auch eine direkte kardiale
Wirkung von Riociguat zu diskutieren. Entsprechend einer Studie von Hare und Stamler ist die
Aktivierung der sGC durch NO bei einer kardialen Insuffizienz durch verschiedene Mechanis-
men reduziert. Diese beinhalten neben einer verminderten Freisetzung und einem gesteigerten
Abbau von NO auch die Deaktivierung durch Superoxide mit konsekutiver Bildung von
Peroxynitrit (Hare und Stamler, 2005). Neben der Reduktion von NO als physiologischem Akti-
vator der sGC behindert Peroxynitrit auch direkt die kardiovaskulidre Funktion, z. B. durch Sti-
mulation von Matrix-Metalloproteasen und des nukledren Enzyms Poly(ADP-Ribose)-
Polymerase (PARP) (Pacher et al., 2005). Durch Nitrate als NO-Donatoren wird zwar ein NO-
Defizit ausgeglichen, allerdings bewirken diese bei Herzinsuffizienz auch eine gesteigerte Bil-
dung von Peroxynitrit. Neben der bereits erwihnten Nitrattoleranz stellt dieser Aspekt einen wei-

teren wesentlichen Nachteil dieser Substanzen dar.

Wie bereits erldutert, kann bei 5/6-nephrektomierten Ratten eine GefaBwandverdickung der Aor-
ta mit daraus resultierender Reduktion der Elastizitit nachgewiesen werden. Auch die
intramyokardialen Gefédle sind von einer solchen Wandverdickung betroffen. Diese beruht auf
einer deutlichen Hypertrophie der glatten Gefi3wandzellen sowie einer nur geringen Zunahme
der Zellzahl (Tornig et al., 1999). Sowohl in klinischen (Barenbrock et al., 1994) als auch in his-
tologischen Untersuchungen konnte bei Patienten mit langjidhriger Dialysedauer eine Wandver-
dickung kleiner intramyokardialer aber auch peripherer Arterien nachgewiesen werden. Diese
war jedoch nicht atherosklerotisch bedingt, sondern beruhte vor allem auf einer Mediahypertro-
phie (Amann et al., 2000).

In unserer Arbeit wurde zur Erfassung einer eventuellen Wandverdickung intramyokardialer
Gefille die Media zu Lumen-Ratio ermittelt. Dabei wiesen die unbehandelten urdmischen Ratten
signifikant hohere Werte auf. Bei jenen urdmischen Tieren, die Riociguat iiber das Futter verab-
reicht bekamen, fand sich hingegen eine vergleichsweise deutlich reduzierte Wanddicke der arte-
riellen HerzgefidBe. Sicherlich beruht diese grofitenteils auf der in dieser Arbeit ebenfalls nach-
gewiesenen Senkung des systemischen Blutdruckes in der behandelten Gruppe. Andererseits
existieren auch Studien, die belegen, dass eine Zunahme der Wanddicke arterieller Gefdlle im
Rahmen einer chronischen Niereninsuffizienz auch unabhingig vom systemischen Blutdruck

auftreten kann (Kakinuma et al., 1992; Amann et al., 1995; Tornig et al., 1996).
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Offenbar scheint Parathormon (PTH) fiir die Genese dieser Strukturverdnderung ein wesentlicher
permissiver Faktor zu sein. Es ist bekannt, dass die Expression der PTH/PTHrp-Rezeptoren
durch Angiotensin II stimuliert wird (Pirola et al., 1993; Okano et al., 1995). Im Rahmen einer
Urdmie kommt es jedoch zu einer Downregulation der PTH/PTHrp-Rezeptoren (Urena et al.,
1994), wobei dann vermutlich eine gesteigerte Sensitivitit fiir Parathormon besteht (Tornig et al.,
1999). Diese Downregulation der PTH/PTHrp-Rezeptoren bewirkt mit groer Wahrscheinlich-
keit eine Steigerung der proliferationsfordernden, trophischen Effekte des Angiotensin II (Pirola
et al., 1993). Letztendlich hat die GefdBwandverdickung eine Storung der myokardialen Mikro-
zirkulation zur Folge, die durch eine zusitzliche Rarefizierung der intramyokardialen Kapillaren
mit Zunahme der interkapilldren Sauerstoffdiffusionsstrecke noch verstirkt wird (Amann et al.,
1995; Tornig et al., 1996; Amann et al., 1992). Hinsichtlich der Reduktion der intramyokardialen
Kapillarisierung konnte beispielsweise eine verminderte Lingendichte dieser Gefidle gezeigt
werden. Das heif3t, dass die Gesamtlidnge der Kapillaren pro Volumen Myokard im linken Vent-
rikel chronisch niereninsuffizienter Tiere im Vergleich zu den Kontrollen bzw. Tieren mit
renovaskuldrem Hypertonus und &dhnlich gearteter linksventrikuldrer Hypertrophie signifikant
geringer war (Amann et al., 1992). Demnach scheint im Rahmen einer chronischen Niereninsuf-
fizienz die Angiogenese gehemmt zu werden. Diese ist jedoch notwendig, um wihrend der Mas-
senzunahme des linken Ventrikels eine addquate Kapillarisierung des Myokards zu gewihrleis-
ten (Amann et al., 2000). Die Folge ist eine reduzierte Ischdmietoleranz des Herzmuskels mit
konsekutiver Erhohung der kardiovaskuldren Mortalitit. Der Tod infolge einer kardialen Ischi-
mie scheint auch in unserem Versuch eine wesentliche Rolle gespielt zu haben, da immerhin 40
% der unbehandelten urdmischen Ratten noch vor Beendigung des Versuches verstarben. Durch
die Verabreichung von Riociguat konnte hingegen eine Abnahme der Sterblichkeit erreicht wer-
den.

Neben dem, in der vorliegenden Arbeit, eindeutig nachgewiesenem Effekt von Riociguat auf die
Mediahypertrophie kardialer GefidB3e konnte in anderen Studien auch eine positive Wirkung hin-
sichtlich der Entwicklung einer Atherosklerose gezeigt werden. So wurde Riociguat beispiels-
weise 14 Wochen lang ApoE-knockout-Médusen verabreicht, welche anschliefend im Vergleich
zu den unbehandelten Tieren eine deutliche Reduktion der atherosklerotischen Plaques in der
Aorta aufwiesen (Stasch und Hobbs, 2009). Des Weiteren hemmt Riociguat die Migration glatter
Muskelzellen aus der Tunica media menschlicher Koronararterien, einem frithen Mechanismus

bei der Entstehung einer Atherosklerose (Stasch und Hobbs, 2009).



6. Diskussion 64

Auf die interstitielle bzw. perivaskuldre Fibrose des Herzens hatte die Verabreichung von
Riociguat keinen Einfluss. Es sei jedoch angemerkt, dass sich zwischen den drei Gruppen insge-
samt keine wesentlichen Unterschiede hinsichtlich einer kardialen Fibrose feststellen lieBen. So-
wohl die urdmischen als auch die scheinoperierten Tiere wiesen einen dhnlichen Flichenanteil an
interstitieller und einen dhnlichen Grad der perivaskuldren Fibrose auf. Vermutlich war die Dau-
er des Versuches zu kurz und die u. a. durch Katecholamine sowie Angiotensin II induzierte Ex-
pression von Kollagen hitte erst zu einem spéteren Zeitpunkt eingesetzt. Andererseits scheint der
Anstieg des Volumenanteils interstitiellen Bindegewebes nach subtotaler Nephrektomie quanti-
tativ ohnehin eher bescheiden zu sein. Die absolute Zunahme einer interstitiellen Fibrose ist,
nebenbei bemerkt, auch nicht entscheidend fiir das Ausmal} einer kardialen Funktionsstérung.
Von groBerer Bedeutung sind die rdumliche Anordnung der Bindegewebsfasern und deren Zu-
sammensetzung, insbesondere in Bezug auf die beteiligten Kollagenisotypen (Amann et al.,
2000). Grundsitzlich hat die Entstehung einer kardialen Fibrose erhebliche funktionelle Auswir-
kungen auf die Dehnungs-Spannungs-Beziehung (stress-strain) wihrend der systolischen Kon-
traktion zur Folge. Sie bewirkt zudem eine Storung der linksventrikuldren Compliance wéhrend
der diastolischen Fiillung und fordert die Entstehung von Arrhythmien durch eine inhomogene
Ausbreitung der Erregungswelle durch den linken Ventrikel (Weber et al., 1994). Dabei werden
vor allem Arrhythmien vom Reentry-Typ begiinstigt.

Einen wesentlichen pathogenetischen Faktor, sowohl bei der Entstehung der Myokardfibrose als
auch der Ausbildung der linksventrikuldren Hypertrophie und Wandverdickung
intramyokardialer GefidBle bei chronischer Niereninsuffizienz, scheint das lokale Renin-
Angiotensin-System (RAS) darzustellen. Denn obwohl die Plasma-Renin-Aktivitidt bei chroni-
scher Niereninsuffizienz im Normalfall eher niedrig ist, bewirkt eine Langzeitbehandlung mit
ACE-Hemmern eine signifikante Abnahme, wenngleich nicht komplette Riickbildung der links-
ventrikuldren Hypertrophie (Canella et al., 1993). Hinsichtlich der Myokardfibrose ergaben zu-
dem experimentelle Beobachtungen, dass die Expansion des kardialen Interstitiums durch friih-
zeitige Behandlung mit ACE-Hemmern vollstidndig verhindert werden kann (Tornig et al., 1996).
In den vergangenen Jahren konnte insbesondere in kardialen aber auch in vaskuldren Myozyten
und Fibroblasten jede einzelne Komponente des RAS nachgewiesen werden (Dostal et al., 1992;
Zhang et al., 1995). Die mechanische Dehnung von Kardiomyozyten infolge einer chronischen
Druck- bzw. Volumenbelastung bewirkt eine verstirkte autokrine Freisetzung von Angiotensin II

im lokalen myokardialen RAS. Dies konnte einerseits in vitro an isolierten, auf Silikonmembra-
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nen gedehnten Kardiomyozyten gezeigt werden und wurde andererseits in vivo im Tiermodell
bestitigt (Sadoshima et al., 1993).

Perspektivisch erscheinen meiner Ansicht nach weitere Versuche sinnvoll, in denen die thera-
peutische Kompetenz von Riociguat bei 5/6-nephrektomierten Ratten mit jener eines ACE-
Hemmers wie Captopril oder Enalapril verglichen werden. Nur so kann eingeschitzt werden, ob
die Wirkungen der beiden Medikamente gleichwertig sind, und ob nicht gar eine kombinierte

Verabreichung das therapeutische Optimum darstellt.

6.5 Histomorphologische Verinderungen der Nieren

In der Literaturiibersicht am Anfang dieser Arbeit wurde bereits ausfiihrlich iiber die renalen
histopathologischen Veridnderungen bei chronischer Niereninsuffizienz berichtet. Auch wurde
auf die aus therapeutischer Sicht positiven Effekte NO-unabhingiger sGC-Stimulatoren und -
Aktivatoren eingegangen. Die Wirkung von Riociguat auf die histologisch nachweisbaren Ver-
dnderungen der Niere soll daher nur kurz diskutiert werden.

Wie bereits unter 2.2.6 erwihnt, kann im Rahmen einer Nierenerkrankung eine Hochregulation
der sGC-Expression mit konsekutivem Anstieg der intrazelluliren cGMP-Konzentration nach-
gewiesen werden (Peters et al., 2004; Hohenstein et al., 2005). Es handelt sich dabei um einen
kompensatorischen Mechanismus im Sinne einer endogenen Protektion. Als Folge der erhohten
cGMP-Konzentration tritt ein Riickgang der TGFB-Produktion und damit verbunden ein Riick-
gang der Produktion von Matrixproteinen sowie der Makrophageninfiltration ein. Durch die
Verabreichung von Substanzen, die einen aktivierenden Effekt auf die sGC aufweisen, kann die-
ser Mechanismus noch erheblich verstirkt werden. Diese Verbindungen besitzen demnach
antifibrotische Eigenschaften (Wang et al., 2005).

Riociguat verfiigt als Stimulator der sGC ebenfalls iiber dieses Charakteristikum. So weisen die
Nieren der mit dieser Substanz behandelten urdmischen Ratten eine, im Vergleich zu den un-
behandelten Tieren, deutlich verminderte interstitielle und auch perivaskulidre Fibrose auf. Dieser
Effekt beruht, wie bereits erwéhnt, auf einer Erhohung der intrazelluliren cGMP-Konzentration.
Er scheint damit unabhingig von der Reduktion des systemischen Blutdruckes zu sein, wird

durch diese allenfalls gefordert.
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Abbildung 14. Histologische Nierenausschnitte in Sirius-Red-Farbung, VergroBerung 1:200. (a) 5/6-
Nephrektomie, (b) 5/6-Nephrektomie + Riociguat, (c) Unauffilliger Befund (Tiere mit Sham-OP). Die

rot gefdarbten Anteile markieren die interstitielle Fibrose.

Ahnlich positive Ergebnisse hinsichtlich der Progredienz einer chronischen Niereninsuffizienz
konnten durch die Verabreichung von Sildenafil (Viagra®) erreicht werden. Diese Substanz wirkt
bekanntlich iiber eine Inhibition der Phosphodiesterase 5, mit der Folge eines Anstiegs der
cGMP-Konzentration. Die mit Sildenafil behandelten, ebenfalls 5/6-nephrektomierten Ratten
wiesen in dieser Studie eine verzogert einsetzende Proteinurie und geringere histopathologische
Schiden auf (Rodriguez-Iturbe et al., 2005). In einem sich anschlieBenden, zweiten Versuch
wurde Sildenafil mit Losartan sowie der Kombination aus beiden Medikamenten verglichen.
Allerdings wurde mit der Verabreichung erst vier Wochen nach der 5/6-Nephrektomie begon-
nen. Die verzogerte Behandlung mit Sildenafil hatte weder einen Einfluss auf die Proteinurie
noch auf die Entwicklung histopathologischer Lésionen in der Niere, wohingegen sich eine be-
stehende Hypertonie und Azotidmie verbesserten (Rodriguez-Iturbe et al., 2005). Dies ldsst ver-
muten, dass mit der Verabreichung von Sildenafil frithzeitig begonnen werden muss, um eine
Wirkung auf die Niere zu erreichen. Demnach scheinen Substanzen, die eine intrazellulire
cGMP-Erh6hung bewirken, einen vorbeugenden Effekt auf die Entwicklung einer chronischen
Niereninsuffizienz zu haben.

Hinsichtlich der Glomerulosklerose konnten zwischen den behandelten und unbehandelten uri-
mischen Ratten iiberraschenderweise keine wesentlichen Unterschiede festgestellt werden.

Scheinbar hat Riociguat auf diese kaum einen nachweisbaren Effekt.

6.6 Blutdruck

Das Modell der 5/6-Nephrektomie geht unabhédngig vom Rattenstamm mit der Entstehung eines

arteriellen Hypertonus einher (Shimamura et al., 1975; Purkerson et al., 1976; Fassi et al., 1998).
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Allerdings ist die Entwicklung des Bluthochdruckes stark abhiingig von der Art der partiellen
Reduktion des renalen Parenchyms (Gretz et al., 1993). So kann bei den Infarktmodellen ein
rascher, von einer hohen Plasma-Renin-Aktivitit begleiteter Blutdruckanstieg beobachtet wer-
den. Ursichlich ist eine Hypoperfusion der an das infarzierte Gewebe angrenzenden Glomerula
mit konsekutiver Steigerung der Reninsekretion und der damit verbundenen Bildung von
Angiotensin II. AuBerdem erfolgt im weiteren Verlauf eine vermehrte Aldosteronfreisetzung in
der Nebennierenrinde, so dass die Hypertonie durch eine Natrium- und Wasserretention unter-
halten wird (Meyer und Rennke, 1988).

Auf das Modell der Polresektion, welches wir gewihlt haben, treffen diese Beobachtungen hin-
gegen nicht zu. Hier steigt der Blutdruck nur allmihlich an und erreicht erst nach 15 Wochen
dhnlich hohe Werte, wie sie bei den Infarktmodellen nachgewiesen wurden (Gretz et al., 1993;
Griffin et al., 1994). Der Blutdruckanstieg basiert dabei auf einer Salz- und Wasserretention und
geht mit einer Suppression des Renin-Angiotensin-Systems einher. Dies erklidrt, warum die
nephrektomierten Ratten in unserem Versuch eine deutlich geringere Plasma-Renin-Aktivitdt im
Vergleich zu den scheinoperierten, gesunden Tieren aufwiesen.

Trotz niedriger Plasma-Renin-Aktivitit konnte jedoch in einigen Studien bei 5/6-
nephrektomierten Ratten eine Senkung des Blutdruckes durch die Gabe eines ACE-Hemmers
(Enalapril, Captopril) erreicht werden (Anderson et al., 1985; Ots et al., 1998). Es ist daher zu-
sitzlich eine gesteigerte Aktivitit des bereits oben erwihnten lokalen Renin-Angiotensin-
Systems zu vermuten.

Insgesamt ist an der Regulation des Blutdruckes eine Vielzahl weiterer, ebenfalls ineinander
greifender Systeme beteiligt, auf welche in dieser Arbeit jedoch nicht niher eingegangen werden
soll. Von Bedeutung ist, dass Riociguat, wie insbesondere Abbildung 7 zu entnehmen ist, zu
einer deutlichen Reduktion des systolischen Blutdruckes im Vergleich zu den unbehandelten,
urdmischen Tieren fiihrte. Dieser Effekt des sGC-Stimulators wird vor allem durch eine cGMP-
vermittelte Relaxation der glatten GefdBmuskulatur erreicht. Die Senkung des Blutdruckes infol-
ge einer Verbesserung der Nierenfunktion spielt dabei wahrscheinlich eine nur untergeordnete
Rolle. Bestirkt wird diese Annahme durch zahlreiche andere Versuche, die eine Korrelation zwi-
schen der Entstehung eines arteriellen Hypertonus und Verdnderungen des NO-sGC-cGMP-
Signaltransduktionsweges darlegen. Beispielsweise war die maximale cGMP-Produktion in den
Lungen spontan hypertensiver Ratten um etwa das Dreifache geringer als bei den Wistar-Kyoto-
Tieren in der Kontrollgruppe (Kojda et al., 1998). Zudem wiesen spontan hypertensive Ratten
eine deutlich reduzierte sGC-Expression im Vergleich zu den Tieren vom Wildtyp auf (Kloss et

al., 2000; Morawietz et al., 2001; Ruetten et al., 1999). Kompensatorisch reagieren die vaskuli-
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ren Endothelzellen hypertensiver Ratten mit einer gesteigerten NO-Produktion (Kagota et al.,
2006). Allerdings triagt dieser Mechanismus mit sehr groer Wahrscheinlichkeit zu einer sGC-
Desensibilisierung bei. So fiihrten sowohl ein chronisches Defizit von NO in eNOS-knockout-
Miusen, als auch die plotzliche Beendigung der endothelialen NO-Synthese in Médusen vom
Wildtyp zu einer gesteigerten Sensitivitdt der sGC fiir NO. Die Folge war eine gesteigerte Rela-
xation der glatten GefdBmuskelzellen nach Verabreichung von ,Nitro-Vasodilatatoren*. Hinge-
gen induzierten hohe NO-Konzentrationen in diesem Versuch eine Desensibilisierung der sGC
(Brandes et al., 2000; Hussain et al., 1999). Neben dieser, als Nitrattoleranz bezeichneten, Limi-
tation der klassischen NO-Donatoren wirkt sich auch oxidativer Stress hinderlich auf die Wirk-
samkeit dieser Substanzen aus. Pathophysiologisch beruht dieser Effekt auf einer Erhohung der
Angiotensin-II-Konzentration mit nachfolgender Stimulation der NAD(P)H-Oxidase, welche
wiederum eine vermehrte Produktion von Superoxiden bewirkt (Harrison et al., 2003). Diese
reagieren mit NO, woraufthin die Bildung von Peroxynitrit erfolgt, so dass weniger NO fiir die
Stimulation der sGC zur Verfiigung steht (Chirkov und Horowitz, 2007; Franco und Oparil,
2006; Munzel et al., 2005). Stimulatoren der sGC, wie z. B. Riociguat, unterliegen nicht diesen
Limitationen, da sie auf eine NO-unabhédngige Art und Weise wirken. Sie besitzen demnach ei-
nen entscheidenden Vorteil gegeniiber den herkommlichen NO-Donatoren. Dieser positive As-
pekt wurde auch in einer erst kiirzlich von Schermuly und Mitarbeitern an Kaninchen mit vor-
handener Nitrattoleranz durchgefiihrten Studie deutlich. Die Arterien dieser Tiere wiesen trotz
der Nitrattoleranz eine durch Riociguat vermittelte Vasorelaxation auf. Zudem hatte die Verab-
reichung des sGC-Stimulators die Reduktion einer akuten Vasokonstriktion pulmonaler Arterien
in isolierten Miuselungen zur Folge (Schermuly et al., 2008).

In den klinischen Studien zur pulmonalen Hypertonie bewirkte die Behandlung mit Riociguat
eine signifikante Senkung des systemischen Blutdruckes und des systemischen Widerstandes.
Interessanterweise war diese allgemeine Vasodilatation kaum von relevanten Nebenwirkungen
begleitet (Grimminger et al., 2009).

Nun gehort der arterielle Hypertonus zu den wichtigsten Faktoren, die das Fortschreiten einer
chronischen Niereninsuffizienz begiinstigen. Demzufolge beruhen die in dieser Arbeit ebenfalls
nachgewiesenen Verbesserungen der Nierenfunktion und -morphologie vermutlich zu einem sehr
groBen Anteil auf diesem Effekt. Wie grofl genau dieser Anteil ist, kann anhand dieser Studie
jedoch nicht bemessen werden. Es sei lediglich auf die bereits unter 5.5 beschriebenen
antifibrotischen Eigenschaften sGC-aktivierender Substanzen hingewiesen, die eine zumindest
partiell blutdruckunabhingige Wirkung des Riociguat auf die Progredienz einer chronischen

Niereninsuffizienz nahelegen.
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Letztendlich kann das Vorhandensein vermeintlich blutdruckunabhingiger Wirkungen von
Riociguat hinsichtlich der Progredienz einer chronischen Nieren- und Herzinsuffizienz nur ver-
mutet, die Evidenz jedoch nicht eindeutig belegt werden. Zur Losung dieses Problems werden
weitere Studien erforderlich sein, in denen beispielsweise versucht wird, den blutdrucksenken-
den Einfluss von Riociguat durch die Gabe einer niedrigen Dosis zu minimieren. Zudem konnten
vergleichende Versuche hilfreich sein, in denen die Effekte von Riociguat auf den Blutdruck und
die Nierenfunktion denjenigen eines rein antihypertensiven Medikamentes gegeniibergestellt
werden. Interessant konnte auch der Vergleich von Riociguat mit Sildenafil sein, oder welche
Wirkung eine Kombinationstherapie dieser beiden Substanzen hat.

Ein weiterer, nicht zu vernachlidssigender Aspekt ist die kurze Dauer des Versuches. Zwar konn-
ten iiber den kompletten Zeitraum von 18 Wochen konstant niedrigere Blutdruckwerte bei den
mit Riociguat behandelten Ratten beobachtet werden, allerdings ist damit noch keine Aussage
hinsichtlich der Langzeitwirkung dieser Substanz getroffen. Diesbeziiglich sollten ldangerfristig
angelegte Studien erfolgen, in denen die Wirkungen von Riociguat auf den Blutdruck und die

Niere erfasst werden konnen.
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7. Zusammenfassung

Chronische Nierenerkrankungen sind assoziiert mit oxidativem Stress, einer reduzierten NO-
Verfiigbarkeit und einer Dysfunktion der 16slichen Guanylatcyclase (sGC). Die Folgen sind eine
Erhohung des Blutdruckes sowie eine weitere Verschlechterung der renalen Erkrankung.

Auf diesen pathophysiologischen Mechanismen basierend wurde in dieser Arbeit die therapeuti-
sche Wirkung einer neuartigen Substanz, des Riociguat, bei der Behandlung der chronischen
Niereninsuffizienz anhand eines Tiermodells gepriift. Weiterhin wurde der Einfluss von
Riociguat hinsichtlich kardialer Folgeschidden beurteilt.

Riociguat ist ein Stimulator der sGC, welcher in Kombination mit NO zu einer streng synergisti-
schen Enzymaktivierung fiihrt. Die Gegenwart einer nur geringen NO-Konzentration ist dabei
vollig ausreichend, da deren Wirkung auf die sGC durch Riociguat um ein Vielfaches potenziert
wird.

Fiir diesen Versuch wurden ménnliche Wistar-Ratten im Alter von zehn Wochen randomisiert in
drei Gruppen eingeteilt: 5/6-Nephrektomie, 5/6-Nephrektomie mit Verabreichung von Riociguat
iber das Futter und Sham-Operation. Die Dauer der Studie belief sich auf insgesamt 18 Wochen.
Wiihrend dieses Zeitraumes wurden wiederholt Messungen des systolischen Blutdruckes durch-
gefiihrt sowie die Kreatininclearance und Albuminurie bestimmt. Am Ende des Versuches er-
folgten neben der Entnahme von Blutproben auch jene der Herzen und Nieren, welche histologi-
schen Untersuchungen unterzogen wurden.

Die Behandlung mit Riociguat hatte vor allem eine Senkung des systolischen Blutdruckes zur
Folge (unbehandelte versus behandelte Tiere: 189 *+ 4,48 versus 155 + 3,34 mmHg, p < 0,001).
Des Weiteren fanden sich bei den behandelten Ratten geringere kardiale Folgeschidden. Morpho-
logisch @uBerten sich diese in einem signifikant geringeren linksventrikuldren Gewicht, einer
deutlich verminderten GefdBwanddicke intramyokardialer Arterien sowie eines trendméaBig klei-
neren Diameters kardialer Myozyten. Noch bestédrkt wird die Annahme der Verbesserung kardia-
ler Folgeschidden bei den behandelten Tieren durch die signifikant geringeren Konzentrationen
der natriuretischen Peptide ANP und BNP im Plasma dieser Ratten. Hinsichtlich der Nierenfunk-
tion konnten trendméBig niedrigere Plasmakonzentrationen von Kreatinin und Harnstoff (CREA:
p < 0,056, UREA: p < 0,067) bei den behandelten Tieren gemessen werden. Korrelierend fiel bei
diesen Ratten am Versuchsende auch die GFR hoher aus (p < 0,065) im Vergleich zu den un-

behandelten Tieren. Histomorphologisch wiesen die Nieren jener Ratten, die Riociguat iiber das
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Futter verabreicht bekamen, eine deutlich verminderte interstitielle sowie perivaskuldre Fibrose
auf. Die Glomerulosklerose blieb hingegen unbeeinflusst.

Zusammenfassend hat in unserem Modell die Stimulation der sGC durch Riociguat eine Ver-
langsamung der Progression einer chronischen Niereninsuffizienz zur Folge. Des Weiteren be-
wirkt die Substanz eine deutliche Reduktion des systemischen Blutdruckes und die Verbesserung

des kardialen Endorganschadens.
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