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1. Zusammenfassung/Abstract

Bei Patient*innen mit einer chronischen Nierenerkrankung (CKD) ist neu auftretendes
Vorhofflimmern (VHF) ein unabhangiger Risikofaktor fur das Auftreten eines ischamischen
Schlaganfalls und den Tod. Im Vorhof verursacht CKD ein strukturelles, biochemisches und
elektrisches Remodeling des Myokards und erhdht die Anfalligkeit fur atriale Arrhythmien. Eine
erhdhte Aktivitat des sympathischen Nervensystems, ein haufiges Kennzeichen der CKD, stellt
bekanntlich einen Ausléser fur VHF dar. Der Einfluss des sympathischen Nervensystems auf

atriale Remodelingprozesse im Rahmen der CKD muss jedoch noch untersucht werden.

Methoden: Mannliche Sprague Dawley Ratten wurden Uber 16 Wochen mit 0.25% Adenin-
haltigem Futter zur Induktion einer chronischen Nierenerkrankung gefuttert. In der funften
Woche wurde die Halfte der Adenin-gefutterten Tiere einer renalen Denervation (Ad+RDN) zur
Modulation des sympathischen Nervensystems unterzogen, die andere Halfte wurde sham-
operiert (Ad). Als Kontrolltiere (Ko) dienten Ratten, die eine normale Haltungsdiat erhielten.
Die Nierenfunktion wurde Uber die Zeit durch Messung der Plasmakonzentrationen von
Kreatinin und Harnstoff erfasst. Der Blutdruck wurde Uber 16 Wochen mittels Katheter-
basierter Telemetrie gemessen und zur Bestimmung der P-Wellen-Dauer wurden EKG-
Aufzeichnungen verwendet. Strukturelle und biochemische Veranderungen von Niere und
Herz wurden mittels Immunoblot und Gewebe-Histologie untersucht.

Ergebnisse: 0.25% Adenin-Futter Gber 16 Wochen induzierte einen ausgepragten tubularen
Nierenschaden mit signifikant erhdhten Plasmakonzentrationen von Kreatinin (Ko: 0.54+0.27
mg/dl vs. Ad: 3.0+£0.22 mg/dIl, p=0.0002) und Harnstoff (Ko: 52.8+3.0 mg/dl vs. Ad: 396.2+45.0
mg/dl, p=0.0001). RDN konnte die Nierenfunktion nicht verbessern (Ad+RDN Kreatinin:
2.840.18 mg/dl, p=0.81 vs. Ad; Ad+RDN Harnstoff: 344.5+13.7 mg/dl, p=0.45 vs. Ad).
Verglichen mit den Kontrollen resultierte die Futterung mit Adenin in einer zunehmenden
Nierenfibrose mit gesteigerter Expression des oxidativen Stress-Markerproteins
Hamoxygenase 1 (HO-1) und einer Reduktion von den an anti-oxidativen
Abwehrmechanismen beteiligten Proteinen. RDN verbesserte die Nierenfunktion in keinem
dieser Parameter. Nach 16 Wochen flhrte die Adenin-induzierte CKD zu einer Erhéhung des
mittleren arteriellen Blutdrucks und |8ste die Bildung interstitieller Fibrose im linken Vorhof aus
(Ko: 6.4£0.51 %, Ad: 16.8+1.3 %, p<0.0001) sowie eine prolongierte P-Wellen-Dauer (Ko:
22.610.92 ms, Ad: 31.2+1.3 ms, p=0.0005). RDN filhrte zu einer signifikant reduzierten
Fibrosebildung im linken Vorhof (Ad+RDN: 8.8+0.64 %, p<0.0001 vs. Ad) und verbesserter P-
Wellen-Dauer im Vergleich zu Adenin-gefutterten Tieren (Ad+RDN: 24.1+1.4 ms, p=0.001 vs.
Ad).
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Fazit: In einem Rattenmodell der CKD induzierte der renal-tubuladre Schaden einen moderaten
Blutdruckanstieg und initiilerte strukturelle Remodelingprozesse im linken Vorhof. RDN
verhinderte den Progress des atrialen Remodelings ohne Beeinflussung des Blutdrucks und

ohne Verbesserung der Nierenfunktion.
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Abstract:

In patients with chronic kidney disease (CKD) new onset of atrial fibrillation (AF) is an
independent risk factor for ischemic insult and death. In the atrium CKD causes structural,
biochemical and electrical remodeling and increases susceptibility for atrial arrhythmias. An
enhanced activation of the sympathetic nervous system, a hallmark of CKD, is a well known
trigger for AF. However, the impact of the sympathetic nervous system on atrial remodeling

processes in a setting of CKD needs to be elucidated.

Methods: Male Sprague Dawley rats were fed with 0.25% Adenine-containing chow for 16
weeks to induce chronic kidney disease. At week five half of the adenine-fed rats were
subjected to renal denervation (Ad+RDN) to modulate the sympathetic nervous system, the
other half were sham-operated (Ad). Rats on normal chow served as control (Ctr). Kidney
function was followed over time by assessment of plasma creatinine and urea concentrations.
Blood pressure was measured for 16 weeks using catheter-based telemetry devices and ECG
recordings were used for assessment of p-wave duration. Structural and biochemical
alterations of the kidney and the heart were analysed by immunoblotting and histology.
Results: 0.25% Adenine-chow for 16 weeks induced pronounced tubular kidney damage with
significantly increased plasma concentrations of creatinine (Ctr: 0.54+0.27 mg/dl vs. Ad:
3.01£0.22 mg/dl, p=0.0002) and urea (Ctr: 52.8+3.0 mg/dl vs. Ad: 396.2+45.0 mg/dIl, p=0.0001).
RDN did not improve kidney function (Ad+RDN creatinine: 2.8+0.18mg/dl, p=0.81 vs. Ad;
Ad+RDN urea 344.5+13.7 mg/dl, p=0.45 vs. Ad). Compared to control, adenine-chow resulted
in increased kidney fibrosis with enhanced expression of oxidative stress marker protein
Hemoxygenase 1 (HO-1) and a reduction in proteins involved in anti-oxidative defence
mechanisms. RDN did not improve kidney function of any of these parameters. After 16 weeks
adenine-induced CKD resulted in elevated mean arterial blood pressure and triggered left atrial
interstitial fibrosis formation (Ctr: 6.4+0.51 %, Ad: 16.8+1.3 %, p<0.0001) and a prolonged p-
wave duration (Ctr: 22.6+£0.92 ms, Ad: 31.24+1.3 ms, p=0.0005). RDN significantly attenuated
structural remodeling of the left atrium (Ad+RDN: 8.8+0.64 %, p<0.0001 vs. Ad) and improved
p-wave duration compared to Adenine (Ad+RDN: 24.1+1.4 ms, p=0.001 vs. Ad).

Conclusion: In a rat model of adenine-induced CKD, renal tubular damage induced a
moderate increase in blood pressure and initiated structural remodeling processes in the left
atrium. RDN inhibited progression of atrial remodeling without effecting blood pressure and

without improving kidney function.
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Einleitung

2. Einleitung

2.1 Chronische Nierenerkrankung (CKD)

Unter dem Begriff der chronischen Nierenerkrankung (chronische Niereninsuffizienz, CKD)
werden all diejenigen Krankheitsbilder zusammengefasst, die durch eine langsame, Uber
Monate bis Jahre progrediente, irreversible Verminderung der Nierenfunktion gekennzeichnet
sind. Aufgrund der weltweit hohen und steigenden Pravalenz, der Auswirkungen auf nahezu
alle Organsysteme und insbesondere auf das kardiovaskulare System sowie der damit
verbundenen hohen Komplikationsrate und Mortalitdt, kommt der CKD eine steigende

Bedeutung zu.

2.1.1 Definition

Nach den Leitlinien der Kidney Disease: Improving Global Outcome (KDIGO) ist die
chronische Nierenerkrankung durch eine Uber mindestens drei Monate persistierende
Einschrankung der Nierenfunktion oder Auffalligkeiten der Nierenstruktur einhergehend mit
gesundheitlichen Komplikationen definiert.>°

Als Indikator fiir die Nierenfunktion gilt die glomerulére Filtrationsrate (GFR).**'%? Zur
Abschatzung der GFR wird die Kreatinin-Clearance herangezogen. Kreatinin ist ein Produkt
des Muskelstoffwechsels, das glomerular filtriert wird, jedoch nur in geringem Mal3e tubular
sezerniert und nicht resorbiert wird. Daher ist das Verhaltnis aus Urin- und Serum-
Kreatininkonzentration multipliziert mit der Urinausscheidung pro Zeit ein geeigneter Marker
fur die Filtrationsleistung der Niere. Da die genaue Berechnung der Kreatinin-Clearance die
Gewinnung von Sammelurin erfordert, was mitunter sehr zeitaufwandig und fehleranfallig ist,
werden in der klinischen Praxis zur Bestimmung der geschatzten glomerularen Filtrationsrate
(estimated GFR, eGFR) Naherungsformeln verwendet, die neben Serum-Kreatinin, dessen
Konzentration von der Muskelmasse abhangig ist, auch Alter, Geschlecht und Hautfarbe
(CKD-EPI-Formel) bzw. Alter und Kdérpergewicht (Cockcroft-Gault-Formel) beriicksichtigen.'%?
Bei einer GFR kleiner als 60 ml/min/1.73 m? gilt die Nierenfunktion als eingeschrankt. Zu den
weiteren Kiriterien einer funktionellen oder strukturellen Nierenschadigung zahlen geman
KDIGO eine Albuminurie (gekennzeichnet durch eine Albuminausscheidung = 30 mg/d bzw.
Albumin/Kreatinin-Quotient = 30 mg/g), pathologische Defekte des Urinsediments, durch
renal-tubulare Funktionsstérung hervorgerufene Elektrolyt- oder sonstige metabolische

Entgleisungen, in Histologie oder bildgebender Diagnostik detektierte Strukturauffalligkeiten
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Einleitung

oder Z.n. Nierentransplantation.®® Zur Diagnosestellung der CKD muss wenigstens eines der

aufgeflhrten Kriterien Gber mindestens drei Monate bestehen.

2.1.2 Stadieneinteilung

Die CKD wird gemal KDIGO nach dem Schweregrad der Einschrankung der GFR in funf
Stadien G1 bis G5 (G3 aus prognostischen Griinden nochmals unterteilt in G3a und G3b)
eingeteilt (vgl. Abbildung 1). In den Stadien G1 (GFR > 90 ml/min) und G2 (GFR 60-89 ml/min)
liegt die GFR noch im Norm- bzw. leicht verminderten Bereich, sodass definitionsgemafd nur
bei Vorliegen weiterer funktioneller oder struktureller Nierenschaden eine chronische
Nierenerkrankung besteht. Im Terminalstadium der CKD (Stadium G5, terminale
Niereninsuffizienz) sinkt die Filtrationsleistung der Niere auf weniger als 15 ml/min ab und die
Krankheit erreicht das Vollbild der medikamentds nicht mehr beherrschbaren Uramie, was
unbehandelt zum Tod fihrt. In diesem Stadium ist die Einleitung eines Nierenersatzverfahrens
(Hamodialyse, Nierentransplantation) zwingend erforderlich.>

Je nach Hohe der Albuminurie werden zusatzlich die Stadien A1 bis A3 unterschieden. Im
Stadium A1 ist die Albuminausscheidung noch normwertig bzw. leichtgradig erhéht (Albumin-
Kreatinin-Ratio < 30 mg/g bzw. Albuminausscheidung < 30 mg/d). Bei einer Albumin-
ausscheidung Uber 300 mg/d (Stadium A3) spricht man von einer Makroalbuminurie, die mit
einer insgesamt schlechten Prognose und einem deutlich erhéhten Risiko flir Komplikationen

und schwere Verlaufe assoziiert ist.>°

Albuminurie-Kategorie (mg/g)

Risiko fiir schwere Verlaufe und Komplikationen:

I geringes Risiko Al - A2 A3
(sofern keine anderen Zeichen einer Nierenfunktionsstérung vorliegen), normal bis
moderates Risiko, leicht erhoht maBig erhoht stark erhéht
hohes Risiko, <30 30-300 >300
I schr hohes Risiko

G1 normal oder hoch >90
— G2 leicht verringert 60-89
2E
% = G3a leicht bis méBig verringert 45-59
"=
z E G3b maBig bis stark verringert 30-44
GE :
= G4 stark verringert 15-29
G5 Nierenversagen <15

Abbildung 1: Stadieneinteilung und Risikoabschétzung der CKD anhand der GFR und Albuminurie nach
KDIGO

Die Einteilung der CKD in fiinf Stadien erfolgt nach dem Mal3 der GFR-Einschrédnkung und der Albuminurie. Beide
Faktoren sind auch fiir die Prognoseabschétzung mal3geblich von Bedeutung. (Braun et al., 2018, S.861)
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2.1.3 Epidemiologie

Die Pravalenz der CKD in der Bevdlkerung variiert weltweit und wird durch Daten einer grol3en
Metaanalyse mit insgesamt 13.4 % mit weiterhin steigender Tendenz angegeben.?®*? Dabei
ist eine Altersabhangigkeit der Erkrankung erkennbar. Mit zunehmendem Alter steigt auch die
Pravalenz der CKD.

2.1.4 Atiologie

Als pravalenteste Risikofaktoren einer chronischen Nierenerkrankung sind die beiden
Volkskrankheiten arterielle Hypertonie und Diabetes mellitus zu nennen, die beide, vaskulare
und diabetische Nephropathie getrennt oder oft auch gemeinsam, die beiden haufigsten
Entitdten chronischer Nierenschadigung bedingen. '7°**1% Daneben sind laut Daten der
German-Chronic-Kidney-Disease-Studie die primaren Glomerulonephritiden als haufige
Ausloser der CKD relevant, wahrend auf seltenere Ursachen wie Systemerkrankungen,
interstitielle Nephritiden oder hereditare Nierenerkrankungen nur ein geringer Prozentsatz der

Patient*innen entfallt. In 20 % der Falle bleibt die Ursache der CKD jedoch unbekannt.'®®

2.1.5 Kilinik und Komplikationen

In den meisten Fallen verlauft die CKD fir die Patient*innen zunachst asymptomatisch und
wird in frihen Stadien meist nur als Zufallsbefund im Rahmen von Routine- oder
Vorsorgeuntersuchungen  (pathologischer = Befund in  Urinteststreifen,  erhohte
Retentionsparameter im Labor) aufféllig."" Seltener klagen Patient*innen (iber
Urinauffalligkeiten wie Makroh@maturie (Blut im Urin) oder schdumenden Urin, Polyurie
(vermehrte Urinausscheidung) bzw. Nykturie (vermehrtes nachtliches Wasserlassen) oder
Oligourie (verminderte Urinausscheidung). Bei fortgeschrittenem Verlauf kdénnen sich
unspezifische Symptome wie Abgeschlagenheit/Antriebslosigkeit, Ubelkeit und Erbrechen,
Gewichtsverlust, Pruritus (Juckreiz), Bewusstseinsveranderungen, periphere Odeme oder
Dyspnoe (Luftnot) zeigen."”® Zu den haufigsten Komplikationen der CKD zahlen arterielle
Hypertonie, Anadmie (Blutarmut) sowie Stérungen des Knochen-, Mineral- und
Elektrolythaushalts.>* Aber auch durch den renalen Proteinverlust bedingte Symptome wie

Infektanfalligkeit oder Gerinnungsstérungen kénnen auftreten.

Die Pravalenz kardiovaskularer Erkrankungen ist bei Patient*innen mit CKD drastisch erhdht
gegenuber der Normalbevolkerung. So beschrieb eine US-amerikanische Datenerhebung

eine Pravalenz von 65 % in CKD-Patient*innen mit GFR < 60 ml/min im Vergleich zu 32 % bei
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Nierengesunden.?®®® Als kardiovaskuldare Komorbiditdt treten dabei verschiedene
Krankheitsbilder wie koronare Herzkrankheit, Myokardinfarkt, Herzrhythmusstérungen oder
Herzinsuffizienz auf.'®9% Auch die kardiovaskuldre Mortalitat ist bei CKD-Patient*innen
erhdht. So stellen kardiovaskuldre Erkrankungen die haufigste Todesursache bei
Patient*innen mit terminaler Niereninsuffizienz dar.'® Jedoch bereits in frilhen Stadien der
CKD mit nur leicht reduzierter Nierenfunktion ist das kardiovaskulare Risiko erhéht.'% So ist
fur Patientinnen in weniger fortgeschrittenen Stadien das Risiko des Todes an
kardiovaskularen Ereignissen gréfRer als das Risiko des Progresses der CKD zur terminalen

Niereninsuffizienz. 1966

2.1.6 Pathophysiologie

Pathophysiologisch liegt dem klinischen Bild der chronischen Niereninsuffizienz eine
progrediente Abnahme der Zahl funktionstichtiger Nephrone zugrunde. In der Anfangsphase
kann der Ausfall noch weitestgehend durch die intakten Nephrone kompensiert werden.%? Im
weiteren Verlauf kommt es jedoch mit zunehmender Destruktion des gesunden
Nierengewebes zum Ausfall der exkretorischen und inkretorischen Funktionen der Niere mit

daraus resultierender klinischer Symptomatik und Komplikationen.

In den ca. 2 Millionen Glomeruli beider Nieren werden taglich etwa 180 | Primarharn als
Ultrafiltrat des Blutes filtriert und durch Resorptions- und Sekretionsvorgange im
Tubulussystem auf ca. 1 bis 2 | ausscheidungsfahigen Endharn konzentriert.?® Uber den
Endharn werden sowohl kérpereigene, im Stoffwechsel anfallende harnpflichtige Substanzen
(z.B. Kreatinin und Harnstoff), als auch exogene Metabolite (z.B. Medikamente) aus dem
Korper eliminiert.

Mit abnehmender Zahl funktioneller Nephrone kommt es zunachst zu einer eingeschrankten
Konzentrationsfahigkeit der Niere, der sog. Isosthenurie. Um der Ausscheidungsfunktion
nachzukommen, missen die harnpflichtigen Substanzen nun Uber die reduzierte Zahl noch
funktionsfahiger Nephrone ausgeschieden werden, sodass auf jedes Nephron eine erhdhte
Anzahl osmotisch wirksamer Teilchen entfallt. Dies flhrt zunachst zu einer osmotischen
Diurese, die sich bei Patient*innen mit Polyurie und kompensatorischer Polydipsie sowie
Nykturie duBert.®?

Bei zunehmendem Ausfall der Nephrone kann das noch intakte Nierengewebe die
Ausscheidungsfunktion nicht mehr vollstandig bewerkstelligen und es kommt zur Retention
harnpflichtiger Substanzen und deren Akkumulation im Korper. Fur eine Vielzahl der Stoffe
dieser heterogenen Gruppe normalerweise renal eliminierter Metabolite wurde eine durch

noch nicht vollstandig geklarte Mechanismen direkt oder indirekt schadigende Wirkung auf
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verschiedene Organsysteme und insbesondere auf das Herz-Kreislaufsystem nachgewiesen,
sodass diese insgesamt als Uramietoxine bezeichnet werden."”%°

Auch die Diuresemenge reduziert sich bei fortgeschrittenem Verlauf und flhrt zu Oligo- bzw.
im Endstadium zu Anurie und durch die fehlende Wasserausscheidung zur Hyperhydratation
des Korpers, die sich klinisch als periphere Odeme, aber auch als Lungenddem mit Dyspnoe
als Leitsymptom manifestieren kann.""” Im Herzen geht die Volumeniberladung mit erhéhter
Wandspannung von Vorhdfen und Ventrikel einher.

AuBerdem fuhrt der Ausfall der Niere als Ausscheidungsorgan zu Entgleisungen des
Elektrolythaushalts. Bei starker Reduktion der GFR hat dies die Retention insbesondere von
Kalium- und Natriumionen zur Folge. Die Entstehung einer Hyperkalidmie wird durch
kaliumreiche Erndhrung, den Einsatz kaliumsparender Diuretika und eine metabolische
Azidose begunstigt und birgt die Gefahr lebensgefahrlicher Herzrhythmusstérungen. Die
Natriumiberladung des Korpers geht aus osmotischen Grinden auch mit einer
Wasserretention in der Niere einher, was zur Expansion des Extrazellularraums fiihrt und an
der Entstehung einer arteriellen Hypertonie bei CKD beteiligt ist.>*

Auch die Phosphatausscheidung Uber die Niere ist bei fortgeschrittenem Verlust der
Filtrationsleistung beeintrachtigt. Die entstehende Hyperphosphatamie fihrt durch Stimulation
der  Parathormon-Ausschittung in  der  Nebenschilddrise zum  sekundaren
Hyperparathyreoidismus und daraus resultierendem Knochenkatabloismus.**

Da die Niere auch im Dienst der Regulation des Saure-Base-Haushalts steht, kann eine starke
Funktionseinschrankung (GFR < 30 ml/min) zu pH-Entgleisungen fuhren. Durch verminderte
Ausscheidung im Stoffwechsel anfallender Protonen und gleichzeitig eingeschrankter
tubularer Rickresorption von Bicarbonat kommt es haufig zur Ausbildung einer metabolischen

Azidose.>

Auch die inkretorischen Funktionen der Niere als hormonbildendes Organ sind im Rahmen der
CKD beeintrachtigt. In den peritubularen Fibroblasten ist die Bildung des Peptidhormons
Erythropoetin (EPO), ein Wachstumsfaktor, dessen Funktion die Stimulation der Erythropoese
im Knochenmark darstellt, reduziert. Dies fUhrt zur renalen Andmie, einer durch EPO-Mangel
bedingten normochrom normozytaren Anamie.""”

Durch Beteiligung der Niere an der endogenen Vitamin D-Synthese durch 1-a-Hydroxylierung
von 25-(OH)-Cholecalciferol zu 1,25-(OH),-Cholecalciferol  (Calcitriol) fuhrt eine
Einschrankung der Nierenfunktion zu einem Mangel dieses den Kalzium- und
Phosphathaushalt-regulierenden Hormons. Es resultieren eine Hypokalzamie bei
gleichzeitiger Hyperphosphatamie und ein sekundarer Hyperparathyreoidismus und in Folge

Stérungen des Knochenstoffwechsels durch verstarkte Aktivierung der Osteoklasten. Dies
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kann sich in Form von Knochenschmerzen, erhdhter Knochenbrichigkeit bis hin zur

Osteoporose und extraskelettalen Kalzifikationen duRern."”

2.1.7 Neurohumorale Aktivierung bei CKD

Durch ihre reichliche vegetative Innervation und ihre Funktion als Renin-bildendes Organ ist
die Niere in das sympathische Nervensystem und in die Regulation damit verbundener
Vitalfunktionen integriert, sodass einer veranderten Aktivitdt der neurohumoralen Achse eine
nicht zu unterschatzende Bedeutung in der Pathogenese der CKD und der damit verbundenen
kardiovaskularen Komplikationen zukommt.

Die Niere ist sowohl afferent als auch efferent durch zahlreiche in der Adventitia der
Nierenarterie verlaufende Nervenfasern innerviert und steht Uber diese mit dem zentralen
Nervensystem in Verbindung.”® Uber afferente Fasern werden Informationen von Mechano-
und Chemorezeptoren des Nierenbeckens in die sympathische Steuerzentrale im
Hypothalamus  weitergeleitet.*?*  Als  Neurotransmitter ~ fungieren dabei v.a.
Adenosintriphosphat (ATP), Substanz P sowie Calcitonin-gene-related peptide (CGRP).*® Als
mdgliche Stimuli, die zur Aktivierung der mechano- und chemosensitiven Afferenzen flhren,
gelten pathophysiologische Bedingungen wie renale Ischamie, Hypoxie, oxidativer Stress oder
intrinsischer Nierenschaden.?®?® Die Stimulation bewirkt eine Erhéhung des zentralen
Sympathikotonus, was durch Aktivierung sympathischer Efferenzen nicht nur zu
Anpassungsreaktionen in der Niere selbst, sondern in den verschiedenen sympathisch
innervierten Organen wie dem kardiovaskuldren System fiihrt.%

Uber efferente Nervenfasern aus dem thorakalen und lumbalen sympathischen Grenzstrang
erreichen Sympathoefferenzen aus den vegetativen hypothalamischen Regulationszentren
die Niere, an deren Nervenendigungen v.a. die Neurotransmitter Noradrenalin, Neuropeptid Y
(NPY) und ATP freigesetzt werden.** Vorwiegend werden dabei die glatten Muskelzellen im
Gefallsystem und Glomeruli, die juxtaglomerularen granulierten Zellen sowie die renalen
Tubulusepithelzellen sympathisch innerviert.?>%324 Eine sympathische Stimulation fiihrt in der
Niere hauptsachlich zu drei Anpassungsreaktionen: Durch Stimulation von [4-
Adrenorezeptoren der granulierten Zellen des juxtaglomerularen Apparates wird die Renin-
Sekretion gesteigert. In renalen Tubulusepithelzellen wird Uber aig-adrenerge Stimulation die
Natrium-Resorption aus dem Primarharn erhdht. Uber aia-Adrenorezeptor-vermittelte

Vasokonstriktion wird der renale Blutfluss gesenkt.?

Es ist bekannt, dass CKD mit einer Uberaktivitat des sympathischen Nervensystems assoziiert
ist. So konnten in klinischen Studien erhohte Plasmakonzentrationen von Noradrenalin sowie

eine erhdhte Sensitivitat dafir in niereninsuffizienten Patient*innen festgestellt werden.334°
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Dies gilt nicht nur fur die Endstadien der CKD, sondern bereits bei Patient*innen mit weniger
stark eingeschrankter Nierenfunktion und adaquat eingestelltem Blutdruck konnte eine erhéhte
Sympathikusaktivitdt nachgewiesen werden. Dabei konnte gezeigt werden, dass die Starke
der sympathischen Aktivierung positiv mit dem Fortschritt der CKD korreliert und sich
umgekehrt zur GFR verhalt.3*%

Die sympathische Uberaktivitat scheint urséchlich an der Genese und dem Progress
pathologischer Veranderungen und Komplikationen von Herz und Niere im Rahmen der CKD
beteiligt zu sein. Haufigste Folge ist die arterielle Hypertonie, die in 80 % der Patient*innen mit
CKD nachweisbar ist. Die Hypertonie flhrt ihrerseits wiederum zu strukturellen Veranderungen
von Herz und Gefallen, darunter die linksventrikuldre Hypertrophie als haufige kardiale
Komplikation bei CKD.*® Jedoch auch unabhdngig vom Blutdruckeffekt stellte sich die
sympathische Aktivierung als mdglicher Mediator pathologischer, mit erhdhtem
kardiovaskularen Risiko einhergehender, Veranderungen bei CKD heraus. So konnte bei
erhdhtem Sympathikotonus ohne Blutdruckanstieg beispielsweise eine erhdhte Rate von

" oder Arteriosklerose festgestellt werden.*

Arrhythmien
Die Mechanismen, die zur gesteigerten Sympathikusaktivitat bei CKD fiihren, sind noch nicht
vollstandig geklart und vermutlich ein Zusammenspiel unterschiedlicher Faktoren, deren
Identifikation als mdgliche therapeutische Ansatzpunkte im Zentrum des Interesses steht.*°
Die Beteiligung einer Dysregulation des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems im Sinne
einer verstarkten Aktivierung im Rahmen der CKD scheint als gesichert. Renin ist ein
proteolytisches Hormon, das von den granulierten Zellen des juxtaglomeruldren Apparats bei
renaler Minderperfusion, durch tubuloglomerulares Feedback bei verringertem NaCl-Gehalt
an der Macula densa oder Stimulation von Bs-Adrenorezeptoren sezerniert wird.*® Die
Protease Renin spaltet zirkulierendes Angiotensinogen zu Angiotensin | (Ang 1), welches
wiederum von Angiotensin-converting-enzyme (ACE) zu Angiotensin Il (Ang IlI) umgesetzt
wird, dessen Plasmaspiegel bei CKD merklich erhéht ist.**% Ang Il erzielt iber verschiedene
Rezeptoren (Angiotensin Il receptor typ 1 = ATy; typ 2 = AT2) eine Vielzahl an Wirkungen.
Neben seiner blutdrucksteigernden Wirkung durch periphere Vasokonstriktion sowie direkte
und, durch gesteigerte Aldosteronsynthese, indirekte Erhohung der renalen Na’- und
Wasserresorption, zeigt Ang Il auch einen regulierenden Effekt auf das sympathische
Nervensystem. An peripheren Nervenendigungen potenziert Ang Il die Ausschittung des
sympathischen Neurotransmitters Noradrenalin. In den sympathischen Regulationszentren
der Medulla oblongata wird durch Ang |l die sympathische Efferenz gesteigert.*®

Daruber hinaus wurde im Rahmen der CKD eine schadigende Wirkung von Ang Il auf Niere
und Herz sowohl durch hamodynamische als auch durch nicht-hamodynamische Effekte
beschrieben. Druckerhéhung in den glomeruldren Kapillaren fuhrt zu einem glomerularen

Schaden durch mechanische Reizung der Endothel- und Mesangiumszellen.*® AuRerdem Ist
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Ang Il durch Aktivierung des NFkB-Signalwegs inflammatorische Prozesse aus, die zur
Induktion proinflammatorischer Cytokine, zur Hochregulation der Expression von
Adhasionsmolekilen und zur Rekrutierung inflammatorischer Zellen im Glomerulus sowie
tubulointerstitiell beitragen.®® Auch Remodelingprozesse werden durch Ang Il vermittelt. So
wurde profibrotische Effekte sowohl in der Niere als auch im Herzen beschrieben. Durch
Stimulation der Proliferation von Fibroblasten kommt es zur verstarkten Synthese
extrazellularer Matrix und damit zum fibrotischen Umbau 863

Daneben gilt Ang Il als Ausloser verstarkten oxidativen Stresses durch erhohte Produktion
reaktiver Sauerstoffspezies (ROS). Dieser Effekt wird durch Stimulation der ROS-
produzierenden Enzyme der Familie der NADPH-Oxidasen vermittelt.93®

Neben der RAAS-Aktivierung als moglicher Mechanismus sympathischer Uberaktivitat wurde
in letzter Zeit die potentielle Rolle des kiirzlich entdeckten Enzyms Renalase diskutiert.*® Die
Renalase ist eine vorwiegend in der Niere, aber auch in Kardiomyozyten und
Skelettmuskelzellen synthetisierte Monoaminooxidase, die ins Blut sezerniert wird und durch
Abbau der Katecholamine Noradrenalin, Adrenalin und Dopamin mdglicherweise eine
blutdrucksenkende Wirkung erzielt.'* Uber die Rolle der Renalase in der Uberaktivitat des
sympathischen Nervensystems bei CKD herrscht bislang Uneinigkeit. So berichten zahlreiche
Studien von massiv erniedrigten Konzentrationen von Renalase in CKD-Patient*innen, was
durch verminderten Katecholamin-Abbau zu einer gesteigerten sympathischen Aktivierung
fuhren kénnte.>'?**9 Im Gegensatz dazu wurden in anderen Studien erhdhte Konzentrationen
von Renalase im Serum niereninsuffizienter Patient*innen gefunden.'®' Die Rolle der Renalase
als moglicher Mechanismus der sympathischen Uberaktivitdt bei CKD und potentielles

therapeutisches Target bleibt daher durch weitergehende Forschung zu klaren.

2.1.8 Therapie

In der Behandlung der CKD stehen die Progressionshemmung, die Behandlung von
Komplikationen sowie die Einstellung der kardiovaskularen Risikofaktoren im Fokus.**

Dabei kommt der antihypertensiven Therapie aufgrund der Doppelrolle der arteriellen
Hypertonie als Ursache und Komplikation der CKD zugleich eine zentrale Bedeutung zu. Uber
Blutdruckzielwerte fur Patienten*innen mit chronischer Nierenerkrankung herrscht bislang
Uneinigkeit. Die KDIGO-Leitlinien empfehlen fir alle Patient*innen mit CKD einen Zielwert <
140/90 mmHg, fir Patient*innen mit Urin-Albuminausscheidung = 30 mg/d eine
Blutdrucksenkung < 130/80 mmHg.*® In neueren Studien (Systolic Blood Pressure Intervention
Trial, SPRINT) konnte jedoch ein Vorteil einer intensiveren Blutdruckeinstellung (< 120 mmHg
systolisch) gegenlber einer moderaten (< 140 mmHg systolisch) mit Reduktion des Risikos

kardiovaskularer Ereignisse und Verringerung der Gesamtmortalitat gezeigt werden'®%%122,

19



Einleitung

jedoch zu Ungunsten der GFR. So war in der Gruppe mit intensivierter Blutdrucktherapie ein
erhdhtes Risiko eines GFR-Abfalls (um mindestens 30 % oder GFR < 60 ml/min) zu

verzeichnen.'®122

Als Antihypertensiva sind vorzugsweise Hemmstoffe des Renin-
Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS) einzusetzen. Fur diese konnte in grof3en Studien
nicht nur eine Reduktion des kardiovaskularen Risikos in CKD-Patient*innen gezeigt werden,
sondern auch eine Verminderung des Risikos einer Progression der CKD.**'?® Mittel der
ersten Wahl fur CKD-Patient*innen mit Albuminurie sind laut KDIGO-Leitlinien ACE-Hemmer
oder ATs-Antagonisten.®® Eine Kombination beider ist jedoch aufgrund erhéhten Risikos von
Hyperkalidmie und akutem Nierenversagen zu vermeiden.'®3°

Auch eine ausreichende glykdmische Kontrolle und Einstellung des Diabetes mellitus ist von
essenzieller Bedeutung. Als anzustrebender HbA-Zielwert gilt gemafll KDIGO-Leitlinien 7 %
fir CKD-Patienten.®® Bei der Verwendung oraler Antidiabetika miissen ggf. notwendige
Dosisanpassungen oder Kontraindikationen bei eingeschrankter Nierenfunktion bertcksichtigt
werden.'®% Als besonders vorteilhaft in der Therapie des Diabetes mellitus bei CKD durch
zusatzliche kardiovaskulare Effekte erwies sich die Substanzklasse der SGLT-2-Inhibitoren
(Sodium-Glucose-linked Transporter 2). In Studien konnte fir Vertreter dieser Substanzgruppe
sowohl eine Progressionshemmung der Nierenerkrankung als auch eine verminderte

kardiovaskulare Mortalitat gezeigt werden. %7411

Darlber hinaus ist die Einstellung weiterer kardiovaskularer Risikofaktoren durch
Nikotinkarenz, korperliche Aktivitdt und ggf. lipidsenkender Therapie ein wesentlicher
Bestandteil der Behandlung der CKD.5%8:%°

Zudem empfehlen die Leitlinien der KDIGO diatische Mallnahmen in Form von Reduktion der
Natrium-Aufnahme (< 2 g/d) durch reduzierte Salzzufuhr (entsprechend < 5 g/d
Natriumchlorid) zur Pravention von Hypertonie und Hyperhydratation. Fir Patient*innen mit
CKD-Stadium G4 oder G5 sollte zusatzlich die Proteinaufnahme auf < 0.8 g/kg/d bzw. fur alle
CKD-Patient*innen mit Risiko der Progression < 1.3 g/kg/d reduziert werden.®®'® Fiir die
Behandlung CKD-spezifischer Komplikationen wie renale Anamie, Stérungen des Elektrolyt-
und Mineralstoffwechsels oder metabolische Azidose sollten entsprechende

Therapieverfahren eingeleitet werden.

2.2 Vorhofflimmern

Vorhofflimmern (VHF) ist die haufigste anhaltende Herzrhythmusstérung mit einer geschatzten
Pravalenz von 2-4 % und weiterhin steigender Tendenz.**® Durch schwerwiegende
Komplikationen wie Schlaganfall, Herzinsuffizienz oder Myokardinfarkt geht die Erkrankung
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mit hoher Morbiditat und Mortalitit einher.?>®'"% Neben einer klaren Altersabhangigkeit ist das
Auftreten von VHF bzw. der Progress von paroxysmalem zu persistierendem bzw.
permanentem VHF haufig mit Risikofaktoren wie arterieller Hypertonie, Diabetes mellitus oder
kardialen Begleiterkrankungen wie Herzinsuffizienz und Klappenvitien assoziiert.”® Auch eine
chronische Nierenerkrankung ist mit einem erhdohten Risiko des Auftretens bzw. der
Progression von VHF vergesellschaftet. Mit ca. 18 % ist die Pravalenz von VHF in
Patient*innen mit CKD um das Zwei- bis Dreifache erhoht gegenuber der gleichaltrigen
Normalbevélkerung.’”"® VHF stellt in terminal-niereninsuffizienten Dialyse-Patient*innen einen

unabhéngigen Risikofaktor fiir Schlaganfall und Tod dar.?’

2.2.1 Pathophysiologie

VHF ist gekennzeichnet durch eine schnelle und unkoordinierte arrhythmische Vorhofaktivitat,
wobei Vorhoffrequenzen von 400-600/min erreicht werden.''®”® Diese extrem schnellen
elektrischen Entladungen werden durch die Frequenz-filternde Funktion des AV-Knotens nicht
1:1 sondern nur unregelmaflig auf den Ventrikel Ubergeleitet, wodurch eine ungeregelte
Herzaktion mit typischen Symptomen wie Palpitationen (Herzstolpern) oder Schwindel
hervorgerufen werden kann.”® AuRerdem filhrt die schnelle atriale Aktivierung zum Verlust
einer koordinierten und effektiven Vorhofkontraktion, was hamodynamisch mit einer
verminderten Strémungsgeschwindigkeit im Vorhof bis hin zur Stase einhergeht. Diese
hamodynamischen Veranderungen begunstigen die Thrombusbildung im Vorhof und stellen
somit einen erheblichen Risikofaktor flr thromboembolische Komplikationen wie den
ischamischen Schlaganfall dar.”™

Elektrokardiographisch kennzeichnend fur VHF sind das Fehlen einer sichtbaren P-Welle

sowie unregelmaBige Absténde der R-Zacken®® (vgl. Abbildung 2: Beispiel Ratten-EKGS).
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Abbildung 2: Beispiel Ratten-EKGs

A: Repréasentativer Ausschnitt eines physiologischen Ratten-EKGs mit sichtbaren P-Welle und regelméfligen R-R-
Absténden

B: Repréasentativer Ausschnitt einer Episode von VHF im EKG niereninsuffizinter Ratten nach transésophagealer
Stimulation mit fehlenden P-Wellen und unregelméaBigen R-R-Absténden (unpublizierte Daten Wintrich/Hohi)

Pathophysiologisch an der Entstehung von VHF beteiligt sind sowohl ein sog. , Trigger”, der
die Arrhythmie ausldst, als auch ein Substrat, das zur Aufrechterhaltung beitragt."'®

Trigger stellen dabei schnelle ektope elektrische Entladungen dar, die meist aus dem Bereich
der Einmiindung der Pulmonalvenen in den linken Vorhof stammen.®* Als fiihrende
Mechanismen der Ausldésung atrialer ektoper Erregungen gelten Verdnderungen des
Calciumhaushalts der Kardiomyozyten mit vorzeitiger Freisetzung von Calciumionen aus dem
sarkoplasmatischen Retikulum, die in frlhen oder spaten Nachdepolarisationen resultieren
kénnen.""®  Das Substrat ist das Ergebnis atrialer Remodelingprozesse, die das
Vorhofmyokard vulnerabel fur die Ausbildung von Re-Entry-Kreislaufen machen und somit die
Entstehung von VHF begunstigen und unterhalten (vgl. Abbildung 3: Atriale
Remodelingprozesse). Das Phanomen des Re-Entrys kann dann entstehen, wenn zuvor
erregtes Herzmuskelgewebe bei erneutem Eintreffen der Erregungsfront bereits nicht mehr
refraktar ist. Dieser Zustand wird durch eine kurze Refraktarperiode und eine langsame
Erregungsleitungsgeschwindigkeit ermdglicht.%

Elektrisches Remodeling zeigt sich bereits frih und schon nach kurzer Dauer des VHF
(innerhalb von 24 h).""® Der fiilhrende Mechanismus ist dabei die Verkiirzung der atrialen
Refraktarzeit, wodurch das Vorhofmyokard nach vorausgegangenem elektrischen Impuls
vorzeitig seine Erregbarkeit zuriickerlangt und vulnerabel fir die Entstehung von Re-Entry-
Kreislaufen wird.*

Als zentraler struktureller Remodelingprozess gilt neben der atrialen Dilatation durch Druck-

oder Volumenbelastung die atriale Fibrose.®® Urséachlich hierfiir ist die verstérkte Stimulation
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atrialer Fibroblasten zur Bildung extrazellularer Matrix. Dies fuhrt zu einer Vermehrung von
zwischen den Kardiomyozyten gelegenen Kollagenfasern mit daraus folgender starkerer
Separation der Myozyten und Stérung der Zell-Zell-Kontakte.?® Der Stimulation zur vermehrten
Fibrosebildung liegen dabei verschiedene Mechanismen zugrunde. Fur die Aktivierung des
Renin-Angiotensin-Aldosteronsystems wurden sowohl durch Aldosteron als auch durch
Angiotensin Il (via AT:-Rezeptor) profibrotische Effekte beschrieben.’® Auch inflammatorische
Zustande und oxidativer Stress sind an der Entstehung atrialer Fibrose beteiligt.

DarlUber hinaus kommt auch der Hypertrophie atrialer Kardiomyozyten als Bestandteil des
strukturellen Remodelings eine Rolle bei der Entstehung eines arrhythmogenen Substrats zu
(val. Abbildung 3: Atriale Remodelingprozesse). Die Grélkenzunahme der Myozyten geht mit
veranderten Leitungseigenschaften des Myokards im Sinne einer inhomogenen
Erregungsleitung einher.*

Auch Veranderungen in der Connexin-Expression und -Verteilung wurden als mdgliche
Mechanismen, die zu gestérter Erregungsweiterleitung bei VHF flhren, beschrieben.
Connexine stellen die molekularen Bausteine der Kommunikationskontakte (Gap junctions)
zwischen Kardiomyozyten dar, die die Erregungsausbreitung im Vorhof ermdglichen. Wahrend
diese Transmembranproteine unter physiologischen Bedingungen vorwiegend an den
Zellpolen exprimiert werden, kdnnte eine verstarkte Lateralisation der Connexine oder deren
erhdhte Expression zu Erregungsleitungsstérungen bei VHF beitragen (vgl. Abbildung 3:

Atriale Remodelingprozesse).*

Weiterhin spielt auch die autonome Innervation eine Rolle in der Pathogenese von VHF und
scheint sowohl an der Entstehung eines Triggers als auch eines atrialen arrhythmogenen
Substrats beteiligt zu sein. Sympathische Aktivierung von [(-Adrenorezeptoren der
Kardiomyozyten fiihrt durch Phosphorylierung von L-Typ-Ca®*-Kanélen zum verstarkten
Calciumeinstrom in die Zelle und in Folge dessen zu vermehrter Calcium-getriggerter Calcium-
Freisetzung aus dem sarkoplasmatischen Retikulum, was die Entstehung ektoper
Entladungen durch spate Nachdepolarisationen beglinstigt. Der Bereich der Mindung der
Pulmonalvenen in den linken Vorhof zeigt eine reichliche autonome Innervation, was seine
Bedeutung als haufiger Ursprungort ektoper Erregungen begriinden kénnte.*® Dariiber hinaus
fuhrt die sympathische Stimulation durch verstarkte neurohumorale Aktivierung zu
strukturellen Remodelingprozessen im Vorhof, die zur Entstehung eines arrhythmogenen
Substarts beitragen. So kdnnen durch Sympathikus-vermittelte Aktivierung des Renin-
Angiotensin-Aldosteronsystems fibrotische Umbauprozesse im linken Vorhof ausgelost
werden.>® Tierexperimentell konnte die Rolle der autonomen Innervation in der Entstehung
atrialer Arrhythmien bestatigt werden. So wurde beispielsweise eine sympathische

Uberaktivitat im Vorhof von Hunden mit durch atriales Pacing induziertem VHF beschrieben.*’
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Interstitielle Myozytare Connexin- Autonome Elektrisches
Fibrose Hypertrophie Umverteilung Innervation Remodeling

Abbildung 3: Atriale Remodelingprozesse

An der Entstehung eines arrhythmogenen Substrats beteiligte Mechanismen umfassen strukturelle
Umbauprozesse wie die Bildung interstitieller Fibrose, Hypertrophie der Kardiomyozyten und Umverteilung der
Connexin-Expression, elektrische Remodeling in Form verdnderter Errequngsbildung/-leitung sowie verstarkte
autonome Innervation des linken Vorhofs. (unpublizierte Daten Hohl/Lehnert; Linz et al.)

Durch Untersuchungen im Tiermodell konnte au3erdem gezeigt werden, dass auch VHF
selbst Auswirkungen auf die Entstehung eines Substrates hat und dessen Progress fordert.'"®
Wahrend im strukturell unauffalligen Vorhof zunachst nur kurze Episoden paroxysmalen VHF
auftreten, kommt es mit zunehmender Haufigkeit der Episoden zu strukturellen
Veranderungen mit daraus resultierenden immer ladnger andauernden Flimmerepisoden.
Daraus lasst sich die klinische Beobachtung des progressiven Verlaufs von paroxysmalem

tiber persistierendem zu permanentem VHF erklaren.*

2.2.2 Klinik

Die klinische Prasentation des VHF ist variabel. Wahrend einige Patient*innen Gber
Beschwerden wie Palpitationen, Dyspnoe, Leistungsminderung, Schwindel, Angina pectoris
oder Synkopen mit erheblicher Beeintrachtigung der Lebensqualitat klagen, verlauft die
Herzrhythmusstérung fiir einen Teil der Patient*innen véllig asymptomatisch.'® So kann in
manchen Fallen beispielsweise ein ischdmischer Schlaganfall als Komplikation des VHF zur

Erstdiagnose fiihren.®°

Nach Dauer der jeweiligen Episoden wird VHF klinisch in verschiedene Subtypen eingeteilt:
Paroxysmales VHF verlauft selbstlimitierend und konvertiert spontan meist innerhalb von 48
Stunden (maximal 7 Tage) in den Sinusrhythmus. Dauert die Episode langer als 7 Tage an,
liegt persistierendes VHF vor. Dabei erfolgt die Rickkehr in den Sinusrhythmus entweder
spontan oder durch elektrische oder pharmakologische Kardioversion. Halt das VHF langer
als ein Jahr an bis zur Entscheidung bzgl. einer Therapie zur Rhythmuskontrolle, spricht man
von langanhaltendem persistierendem VHF. Unter permanentem VHF versteht man einen

Zustand, bei dem keine erfolgreiche Konversion in Sinusrhythmus erzielt werden kann. Die
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anhaltende Arrhythmie wird von Patient und Arzt akzeptiert und kein weiterer Versuch der

Kardioversion unternommen.%°

2.2.3 Therapie

Die Therapie des VHF setzt sich aus den essenziellen Bestandteilen Antikoagulation,
Behandlung der Symptome durch Frequenz- und Rhythmuskontrolle sowie Einstellung der
kardiovaskularen Risikofaktoren und Behandlung von Komorbiditaten zusammen.*®

Aufgrund des erheblich erhdhten Risikos thromboembolischer Ereignisse mit dem
ischdmischen Schlaganfall als haufigste und schwerwiegendste Komplikation gilt es, durch
Risikoabwagung zu prifen, ob die Einleitung einer Antikoagulation indiziert ist. Zur
Einschatzung des Risikos wird der CHA>;DS,-VASc-Score herangezogen. Der Name des
.~ocores” setzt sich als Akronym aus den Anfangsbuchstaben der in die Berechnung
einflieBenden Risikofaktoren Congestive heart failure, Hypertension, Age =75 years, Diabetes
mellitus, Stroke, Vascular disease, Age 65-74 years, Sex category (female) zusammen. Dabei
werden fur jeden auf den*die Patient*in zutreffenden Faktor jeweils ein Punkt, fur Alter =2 75
(Age = 75) und Schlaganfall in der Vorgeschichte (Stroke) jeweils 2 Punkte vergeben. Die
Punktzahlen der einzelnen Kategorien werden zu einem Score addiert. Bei einem errechneten
Wert von 0 Punkten bei Mannern bzw. 1 bei Frauen (kein Risikofaktor erfillt auer Geschlecht)
ist das Schlaganfallrisiko gering (< 1 %/Jahr) und es sollte keine Antikoagulation zur
Schlaganfallprophylaxe durchgefuhrt werden. Bei Erfullen eines nicht-geschlechtsspezifischen
Risikofaktors (1 Punkt bei Mannern, 2 Punkte bei Frauen) kann nach individueller Risiko-
Nutzen-Abwagung eine Antikoagulation erwogen werden. Ab einer Punktzahl von 2 2 bei
Mannern bzw. = 3 bei Frauen ist eine Antikoagulation zur Schlaganfallprophylaxe einzuleiten.
Diese sollte unter Verwendung von Vitamin-K Antagonisten oder Nicht-Vitamin-K-Antagonist
oralen Antikoagulatien (NOAC) erfolgen.*®

Die Behandlung der Symptome des VHF umfasst die beiden Ansatze Frequenz- und
Rhythmuskontrolle. Durch den Einsatz bradykardisierender Medikamente sollen die durch
tachykarde ventrikuldre Frequenzen ausgeldsten Symptome wie Palpitationen reduziert
werden. Geeignete Medikamente sind [(-Blocker, die Kalzium-Kanal-Blocker vom nicht-
Dihydropyridin-Typ Verapamil und Diltiazem sowie Digoxin.** Uber eine anzustrebende
Zielfrequenz herrscht bislang Uneinigkeit. In verschiedenen Studien konnte kein Vorteil einer
strikten Frequenzkontrolle (< 80/min) gegenlber einer moderateren (< 110/min) gezeigt
Werden.43,109,108

Die Strategie der Rhythmuskontrolle dient der Wiederherstellung und Aufrechterhaltung des
Sinusrhythmus zur Symptomreduktion und Verbesserung der Lebensqualitat bei

symptomatischen Patienten*innen. Sie umfasst elektrische bzw. pharmakologische
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Kardioversion, antiarrhythmische Langzeitmedikation sowie die Katheterablation. Die
Konversion in den Sinusrhythmus kann mittels elektrischer oder pharmakologischer
Kardioversion erzielt werden. Bei hdmodynamisch instabilen Patient*innen ist die elektrische
Kardioversion aufgrund groRerer Effektivitdt und unmittelbarer Wirkung der
pharmakologischen vorzuziehen.®*#® Zur elektiven Kardioversion bei hamodynamisch stabilen
Patienten*innen kénnen beide Formen erwogen werden, wobei die Erfolgsrate bei langer
bestehendem VHF fur die pharmakologische Kardioversion geringer ist als fur die
elektrische.®® Als antiarrhythmische Pharmaka werden z.B. Flecainid, Propafenon,
Vernakalant oder Amiodaron eingesetzt.** Zwischen den beiden Therapiestrategien Frequenz-
und Rhythmuskontrolle konnte in Studien kein Unterschied bzgl. der Endpunkte Morbiditat,
Mortalitét und dem Auftreten von Schlaganféllen verzeichnet werden.%%"

Zur Aufrechterhaltung des Sinusrhythmus und zur Pravention erneuter Episoden von VHF
kann eine Katheterablation, mit der Pulmonalvenenisolation (PVI) als haufigste Form,
durchgeflhrt werden. Dabei wird das Ursprungsareal der ektopen hochfrequenten Erregung,
meist ein um die Pulmonalvenen-Ostien gelegener Bereich des linken Vorhofs, durch
Katheter-gestitzte Verddung der umgebenden Muskelstrange mittels Radiofrequenz- oder
Kryoablation elektrisch isoliert.*** In klinischen Studien konnte ein Vorteil der Katheterablation
hinsichtlich Symptomreduktion, Aufrechterhaltung des Sinusrhythmus sowie Verbesserung
der Lebensqualitat verglichen mit der medikamentdsen Therapie gezeigt werden,**“¢ die
Mortalitdt konnte jedoch durch Katheterablation nicht signifikant reduziert werden.*>"®
Lediglich in einer Gruppe von Patient'innen mit Herzinsuffizienz mit reduzierter
Ejektionsfraktion (HFrEF) ergab sich eine reduzierte Mortalitat und Hospitalisierungsrate in der
abladierten Gruppe.***” Trotz der Uberlegenheit der Katheterablation gegeniiber den anderen
Verfahren kann auch hiermit durch Reinnervation der Pulmonalvenen oftmals keine
langfristige Aufrechterhaltung des Sinusrhythmus erzielt werden und es kommt zur Rekurrenz
des VHF.**%° So betragt die Rekurrenzrate nach einmaliger Prozedur ca. 47 %.%® Fir
Patient*innen mit persistierendem bzw. langanhaltendem persistierendem VHF ist diese dabei
héher als fir Patient*innen mit paroxysmalem VHF.'® Dariiber hinaus ist die Reduktion
kardiovaskularer Risikofaktoren sowie die Behandlung von Komorbiditdten obligater
Bestandteil der Therapie von VHF, da diese durch Unterstlitzung atrialer Remodelingprozesse

maRgeblich an der Entstehung und Progression von VHF beteiligt sind.*?

2.2.4 CKD und VHF

Gemeinsame Risikofaktoren wie arterielle Hypertonie und Diabetes mellitus, die weltweit hohe

und steigende Pravalenz beider Erkrankungen sowie das haufige Auftreten in Komorbiditat

26



Einleitung

lassen erkennen, dass CKD und VHF zwei eng miteinander in Verbindung stehende
pathophysiologische Zusténde darstellen.?

VHF ist bei CKD-Patient*innen zwei- bis dreimal so haufig wie in der Normalbevélkerung und
fihrt zu einer drastischen Erhéhung der Mortalitdt in dieser Patientengruppe, was die
Notwendigkeit adaquater Therapieverfahren deutlich macht.”®” Durch nur begrenzten Erfolg,
zahlreiche Nebenwirkungen und daraus resultierend fehlender Compliance bei der
pharmakologischen Therapie sowie hohen Rekurrenzraten von VHF nach Katheterablation
erweisen sich die bisherigen Therapiemoglichkeiten von VHF als unzureichend. Daher liegt
das Ziel aktueller Bestrebungen darin, die pathophysiologischen Mechanismen, die zur
erhdhten Vulnerabilitat fur VHF bei CKD-Patient*innen beitragen, aufzudecken, um dadurch

neue, gezielte Therapieverfahren entwickeln zu kénnen.

2.3 Oxidativer Stress und anti-oxidative Abwehrmechanismen

Oxidativer Stress ist definiert als Ungleichgewicht zwischen oxidativen Prozessen und den
anti-oxidativen Mechanismen eines Organismus mit UbermaRiger Bildung reaktiver
Sauerstoffspezies (ROS) und unzureichenden kérpereigenen Abwehrmechanismen.®*°
Unter ROS werden Sauerstoffverbindungen zusammengefasst, die durch Reduktion aus
molekularem Sauerstoff (O2) entstehen und durch ihre hohe Reaktivitat gekennzeichnet sind.
Dazu zahlen einerseits freie Radikale, d.h. Teilchen mit mindestens einem ungepaarten
Valenzelektron (= Elektron der duRersten Schale), aber auch Nichtradikale, die leicht in
radikalische Verbindungen umgewandelt werden kénnen.** Zu den wichtigsten radikalischen
Vertretern der ROS zahlen Superoxid-Anionen (O2") und Hydroxyl-Radikale (HO"), als nicht-
radikalische Verbindung im Zellstoffwechsel ist besonders Wasserstoffperoxid (H202) von
Bedeutung.'

Freie Radikale sind hochreaktiv und streben danach, mit inrem ungepaarten Valenzelektron
unter Bildung einer kovalenten Bindung mit einem weiteren Radikal zu reagieren. Durch die
Reaktion beider ungepaarten Elektronen entsteht dabei eine nichtradikalische Verbindung.
Durch die weitaus groRere Anzahl nichtradikalischer gegenuber radikalischer Verbindungen in
biologischen Organismen kommt es jedoch haufig zur Ausbildung einer Kettenreaktion, indem
ein freies Radikal mit einem Nichtradikal unter Bildung eines neuen Radikals reagiert.?
Mechanistisch liegt hier der Angriff des freien Elektrons des Radikals auf die kovalente
Bindung eines Nichtradikals zugrunde, wobei die Bindung aufgebrochen wird und ein neues

freies Radikal entsteht, das nun seinerseits weiterreagieren kann.
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ROS sind nicht 2zwingend =zellschadigend. Unter aeroben Bedingungen fallen
physiologischerweise im Zellmetabolismus ROS in geringen Konzentrationen an und fungieren
als sog. ,second messenger® - Molekiile in Signaltransduktionswegen. Kommt es jedoch zur
UbermaRigen Bildung dieser hochreaktiven Sauerstoffderivate oder sind die kdrpereigenen
Abwehrmechanismen unzureichend, resultieren Zell- und Gewebeschaden durch Oxidation

biologischer Molekiile wie Proteine, Lipide und der DNA." 206

Extrazellular Intrazellular
NADPH Elektronentransportkette
o NOX4
NADP 4 0,
O, “~} soD 2
Ec-SOD : NO%2 «0; ' \ Prx il
—t l SOD 1 H,O
car 20 & — H0;  cat Mitochondrium
/ N\ Prx I+
HZO Hzo

Abbildung 4: Mechanismen der Entstehung und Abwehr oxidativen Stresses und deren Lokalisation im
Organismus

Die Hauptquellen reaktiver Sauerstoffspezies im Organismus sind die mitochondriale Atmungskette, das
membransténdige Enzym NADPH-Oxidase (Nox) und das die beiden letzten Schritte des Purin-Abbaus
katalysierende Enzym Xanthin-Oxidase (XO). Dem gegeniiber stehen endogene Abwehrmechanismen, die freie
Radikale abfangen und zu unschédlichen Produkten umsetzen. Dazu zéhlen insbesondere die Enzyme Superoxid-
Dismutase (verschiedene Isoformen je nach Lokalisation, SOD), Catalase (CAT) und Peroxiredoxine (Prx).
(modifiziert nach: Fernando V et al., Antioxidants 2019,8,404)

Die wichtigsten endogenen Quellen reaktiver Sauerstoffspezies sind die mitochondriale
Elektronentransportkette (Atmungskette) sowie die Enzyme NADPH-Oxidase (Nox) und
Xanthin-Oxidase (XO) (vgl. Abbildung 4)."%%°

Durch die in der inneren Mitochondrienmembran lokalisierte Atmungskette werden
schrittweise Elektronen von den im Stoffwechsel anfallenden reduzierten Co-faktoren
NAD(P)H und FADH2 von Komplex zu Komplex und schlief3lich auf molekularen Sauerstoff
Ubertragen, der unter Bildung von ATP zu Wasser reduziert wird. An Komplex | und Il kann
es jedoch durch unvollstdndige Elektronenlbertragung und Leckagebildung zur direkten
Reduktion von Sauerstoff kommen, wobei ROS, v.a. Superoxid-Anionen, entstehen.?
Weitere wichtige Produzenten reaktiver Sauerstoffspezies im Korper sind die Isoenzyme der
Familie der NADPH-Oxidasen. Alle  Mitglieder dieser  Enzymfamilie  sind

Transmembranproteine, die unter Verwendung von NADPH als Elektronendonator
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molekularen Sauerstoff zu Superoxid-Anionen reduzieren.?° Sie kommen in der Zellmembran,
aber auch in den die intrazelluldren Kompartimente umgebenden Membranen vor."'* Prototyp
der NADPH-Oxidasen ist Nox 2, die besonders stark in Phagozyten exprimiert wird, wo sie die
Bildung von ROS im Dienste des ,respiratory burst® zur Pathogenabwehr katalysiert. Sie
kommt aber auch in vielen anderen Zellen wie z.B. in Kardiomyozyten und renalen
Tubuluszellen vor.” Die in der Niere und im Gefalsystem vorherrschende Isoform ist Nox 4,
die in renalen Tubuluszellen, Fibroblasten, glomerularen Mesangiumzellen und Podozyten
sowie im Gefalsystem in Endothelzellen und Fibroblasten nachgewiesen wurde.?

Eine weitere endogene Quelle reaktiver Sauerstoffspezies ist der Purinstoffwechsel. Die
letzten beiden Schritte des Abbaus der Purinbasen, die Oxidation von Hypoxanthin zu Xanthin
sowie von Xanthin zu Harnsaure (Urat), werden von dem Enzym Xanthinoxidoreduktase
katalysiert. Dieses Enzym kann in zwei Funktionszustanden arbeiten: Unter physiologischen
Bedingungen funktioniert das Enzym vorwiegend als Xanthindehydrogenase unter
Verwendung des Co-Faktors NAD", der unter Bildung von Xanthin bzw. Urat zu NADH + H*
reduziert wird. Im Zuge inflammatorischer Prozesse kommt es durch posttranslationale
Modifikation zur Umwandlung des Enzyms in die Xanthin-Oxidase, die unter Bildung von
Superoxid-Anionen molekularen Sauerstoff als primaren Elektronenakzeptor verwendet.?°
Superoxid-Anionen sind die primaren im Stoffwechsel entstehenden ROS. Durch Reaktion mit
H*-lonen entsteht H,O,, das in Gegenwart von Metall-lonen wie Fe?* oder Cu®" das
hochreaktive Hydroxylradikal bilden kann. Hydroxylradikale sind die starksten Oxidationsmittel
und reaktivsten Vertreter der ROS und kénnen durch Oxidation von Proteinen, Lipiden und

Nukleinsduren zu erheblichen Zellschaden fiihren.'°

Zum Schutz vor oxidativem Stress verfligt der Korper (ber enzymatische
Abwehrmechanismen. Diese unterbrechen die Kettenreaktion der Bildung von ROS, indem sie
diese zu stabileren, unschéadlicheren Produkten umsetzten und dabei selbst oxidiert werden.?°
Durch Reduktionsmittel wie z.B. NADPH werden die Enzyme wieder regeneriert und in ihren
urspriinglichen Funktionszustand tiberfiihrt."

Dabei unterscheidet man zwischen konstitutionell aktiven Enzymen (z.B. SOD, CAT, Prx), die
zur Aufrechterhaltung des Gleichgewichts zwischen oxidativen und anti-oxidativen Molekilen
beitragen, und solchen, deren Expression zur Kompensation bei verstarktem oxidativen Stress
und Inflammation durch Transkriptionsfaktoren induziert wird (z.B. HO-1).2°

Eine Schlusselrolle und den ersten Reaktionsschritt in der Abwehr oxidativen Stresses bildet
das Enzym Superoxid-Dismutase, das die primaren im Stoffwechsel anfallenden freien
Radikale, die Superoxid-Anionen, in einer Disproportionierungsreaktion (= Dismutation,
Umwandlung in ein Teilchen hoherer und eines niedrigerer Oxidationszahl) zu

Wasserstoffperoxid und Sauerstoff umsetzt.?>''* Je nach metallischem Co-Faktor und
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Lokalisation kommt das Enzym in Saugetieren in drei verschiedenen Isoformen vor: Cu/Zn-
SODs werden als SOD 1 vorwiegend im Cytoplasma und als SOD 3 (Ec-SOD) extrazellular
exprimiert, in der mitochondrialen Matrix ist die Mn-SOD SOD 2 lokalisiert (vgl. Abbildung 4)."**
Anfallendes Wasserstoffperoxid wird durch das Enzym Catalase entgiftet, das durch Redox-
Disproportionierung Wasserstoffperoxid zu Wasser und Sauerstoff umsetzt.?

Eine wichtige Rolle in der Elimination von Wasserstoffperoxid und organischen
Hydroperoxiden (R-OOH) im Kdrper nehmen auch die ubiquitéar vorkommenden Vertreter der
Enzymfamilie der Peroxiredoxine ein.2>®%84 Allen Enzymen dieser Familie gemeinsam ist das
Vorkommen der Aminosaure Cystein in ihrem aktiven Zentrum. An diesem Cystein-Rest
werden die Enzyme wahrend des katalytischen Zyklus durch Peroxide zu Sulfensdure oxidiert,
wobei die organischen Peroxide zum betreffenden Alkohol (R-OH) bzw. Wasserstoffperoxid
zu Wasser reduziert werden. Der oxidierte Cystein-Rest reagiert im nachsten Schritt mit einem
weiteren intramolekularen Cystein-Rest unter Ausbildung einer Disulfidbriicke, wobei Wasser
abgespalten wird. Um das Enzym wieder in die reduzierte Form zu Uberfihren, wird die
entstandene Disulfidbricke durch ein Reduktionsmittel, meist Thioredoxin (Trx),
gespalten.®>884 Die Isoformen Prx | und Il werden hauptséchlich cytosolisch exprimiert, Prx

I1l kommt ausschlieRlich mitochondrial vor.8®

Uber diese das Redox-Gleichgewicht der Zelle aufrechterhaltenden Enzyme hinaus kénnen
im Falle erhdhten oxidativen Stresses oder Inflammation unter Wirkung bestimmter
Transkriptionsfaktoren spezielle anti-oxidative sog. ARE- (= antioxidant response element)
gesteuerte Enzyme induziert und deren Expression gesteigert werden.?’ Durch Bindung des
Transkriptionsfaktors Nrf2 an AREs, d.h. DNA-Sequenzen im Bereich des Promotors flir diese
Enzyme kodierender Gene, wird die Transkription dieser Gene gesteigert und damit die
Enzymexpression induziert.?’ Ein Vertreter dieser Gruppe ist die Hamoxygenase 1 (HO-1).
Hamoxygenasen katalysieren den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt des Abbaus von
Ham zu Biliverdin, Kohlenstoffmonoxid (CO) und freien Eisen-lonen (Fe*"). Die Stress-
induzierte Isoform dieses Enzyms ist HO-1. Seine anti-oxidative Wirkung vermittelt HO-1

einerseits durch den Abbau der Hdm-Gruppe funktionsloser Ham-haltiger Enzyme" "2

, aber
auch durch die anti-oxidative Wirkung der bei dieser Reaktion entstehenden Produkte.
Biliverdin wird weiter zu Bilirubin abgebaut, das selbst ROS abfangt und die NADPH-Oxidasen
als ROS-produzierende Enzyme hemmt. CO schitzt vor ROS, indem es anti-oxidative
Mechanismen, z.B. die Bereitstellung von Glutathion, durch Induktion der Expression

betreffender Gene fordert."
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2.4 Renale Denervation

Die renale Denervation (RDN) ist ein interventionelles Verfahren zur Modulation der afferenten
und efferenten sympathischen Innervation der Niere und des systemischen Sympathikotonus.
Viele chronische Erkrankungen wie arterielle Hypertonie, Herzinsuffizienz, Vorhofflimmern,
CKD, obstruktive Schlafapnoe oder das metabolische Syndrom gehen mit einer erhdhten
sympathischen Nervenaktivitadt einher. Daher kommt der RDN als mogliches zielgerichtetes
Therapieverfahren zur Behandlung dieser pathophysiologischen Zustdnde zunehmende

Bedeutung zu. Die RDN riickt damit mehr und mehr ins Interesse aktueller Forschung.*®

In der klinischen Praxis findet die RDN als katherterbasiertes minimal-invasives Verfahren
Anwendung. Uber einen GefalRzugang in der Arteria femoralis wird in Analgosedierung ein
Ablationskatheter Uber die Aorta abdominalis in die Nierenarterien vorgeschoben (vgl.
Abbildung 5: Kathetergestiitzte renale Denervation). Durch zielgerichtete transmurale Abgabe
kurzer Radiofrequenzenergieimpulse kommt es zu einer lokalen Warmeentwicklung, die eine
Verddung der in der Adventitia der Nierenarterie verlaufenden Nervenfasern bewirkt. Dabei
werden von distal nach proximal pro Gefall mehrere Ablationspunkte (mindestens 4) im
Abstand einiger Milimeter gewahlt.®*® Die zunehmende Weiterentwicklung der
Kathetersysteme ermoglicht heute nicht nur die Ablation der um das Hauptgefa® befindlichen
Nervenfasern, sondern auch solcher entlang der weiteren Verzweigung der Nierenarterie, was
die Effektivitat des Verfahrens erhht.>> Neben der Radiofrequenzablation stehen zur RDN

auch Ultraschall-basierte Verfahren oder die chemische Ablation zur Verfiigung.®®
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Ablationskatheter

Abbildung 5: Kathetergestiitzte renale Denervation
Hintergrund: radiologisches Bild des Ablationskatheters in einer rechten Nierenarterie; Ausschnitt: Schematische
Darstellung der Nierenarterie mit um sie befindlichem Geflecht sympathischer Nervenfasern; Kleiner Ausschnitt:
Schematische Darstellung von intravasal (Brandt MC et al., Renal sympathetic denervation, 2011, 36,10)

Aufgrund der zentralen Bedeutung der Niere und ihrer sympathischen Innervation fir die
Blutdruckregulation wird die RDN als Verfahren zur Behandlung der therapierefraktaren
Hypertonie eingesetzt. In klinischen Studien konnte eine signifikante Reduktion des
systolischen und diastolischen Blutdrucks bei Patient*innen mit therapieresistenter Hypertonie

833111 Auch Hypertonie-assoziierte pathologische Folgezustdnde wie

gezeigt werden.
linksventrikulare Hypertrophie oder diastolische Dysfunktion konnten erfolgreich auch
blutdruckunabhangig verringert werden.®® Auch im 3-Jahres-Follow-up zeigte sich das
Verfahren als effektiv und sicher mit anhaltender Blutdruckreduktion und ohne

Beeintrachtigung der Nierenfunktion.®*

Da das autonome Nervensystem auch eine bedeutende Rolle in der Entstehung und
Aufrechterhaltung kardialer Arrhythmien wie Vorhofflimmern einnimmt, stellt sich zunehmend
die Frage nach einer RDN als geeignetem zielgerichtetem Therapieverfahren dieser
Erkrankungen, insbesondere VHF.*>%° Antiarrhythmische Effekte der RDN konnten bereits in
verschiedenen Tiermodellen gezeigt werden®®® und die Daten erster klinischer Studien
berichten von einer verbesserten Aufrechterhaltung des Sinusrhythmus nach
Pulmonalvenenisolation bei renal denervierten Patient*innen verglichen mit ausschlielich
durch PVI-behandelten Patient*innen.®> Bei Patient*innen mit CKD konnte RDN das

Wiederauftreten von paroxysmalem VHF nach PVI reduzieren.®’
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2.5 Fragestellung und Ziele der Arbeit

Ziel der Arbeit war es, an einem Rattenmodell der Adenin-induzierten chronischen
Nierenerkrankung (CKD) die pathophysiologischen Auswirkungen auf die Nierenfunktion zu
charakterisieren, die daraus resultierenden atrialen Remodelingprozesse, die zu erhéhter
Vulnerabilitat fur atriale Arrhythmien fihren und die Rolle einer gesteigerten neurohumoralen
Aktivierung dabei zu untersuchen. Im Einzelnen verfolgte diese Arbeit also drei wesentliche
Ziele (vgl. Abbildung 6: Ziele der Arbeit):

1.) Charakterisierung der pathophysiologischen renalen Schadigungsmechanismen einer
tubularen Nephropathie

2.) Untersuchung der Auswirkung einer chronischen Nierenerkrankung auf das kardiale
Remodeling

3.) Untersuchung des Einflusses einer gesteigerten neurohumoralen Aktivierung auf die
Nierenfunktion und die Progression des kardialen Remodelings durch Modulation des

sympathischen Nervensystems mittels renaler Denervation (RDN)

Zu Ziel 1: Zunéachst galt es, die Pathomechanismen der CKD naher zu charakterisieren. Hier
lag der Fokus auf der Bedeutung von oxidativem Stress und der Frage, inwiefern eine
chronische Nierenerkrankung mit Veranderungen in der Bildung und Entgiftung reaktiver

Sauerstoffspezies einhergeht.

Zu Ziel 2: Im nachsten Schritt sollten CKD-bedingte Veranderungen des kardiovaskularen
Systems aufgezeigt werden. Hier stellte sich in erster Linie die Frage nach
Blutdruckveranderungen sowie elektrophysiologischen und strukturellen kardialen

Remodelingprozessen, die die Entstehung von VHF begunstigen.

Zu Ziel 3: Um die Bedeutung einer gesteigerten neurohumoralen Aktivierung in der
Pathogenese der CKD und der Bildung eines atrialen arrhythmogenen Substrats zu
untersuchen, wurde der Fragestellung nachgegangen, inwiefern eine renale Denervation bei
CKD durch Unterbrechung der afferenten und efferenten sympathischen Innervation der Niere
einen protektiven Effekt auf Herz und Niere erzielen kann, d.h. ob durch renale Denervation
einer progredienten Verschlechterung der Nierenfunktion vorgebeugt werden kann und

kardiale Remodelingprozesse durch diese Intervention reversibel sind.
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Zur Beantwortung dieser Fragestellung sollten im Rahmen dieser Arbeit zwei Tiermodelle zur

Anwendung kommen:

In einer Interventionsgruppe erfolgte die renale Denervation als therapeutische Intervention

nach bereits induzierter Nierenschadigung.

Um einen moglichen praventiven Effekt der renalen Denervation zu klaren, wurde diese in

einer Praventionsgruppe bereits vor Beginn der Induktion der Nephropathie durchgefihrt.

Ziel 2 ey N \ 5|

N - * 7 H ~ ‘\
ke |' I tl m

Fibrose, Hypertrophie Reentry Atriale Arrhythmlen
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- EKG-Veranderungen
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Abbildung 6: Ziele der Arbeit
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3. Materialien und Methoden

3.1 Materialien

Gerate:
Abzug

Chemilumineszenz-lmaging-System

Gewebeeinbettautomat

Heizblock
Kihlzentrifuge
Mikroskop
Mikrotom

Photometer

Schuttler

Spannungsquelle

Katheterbasierte Telemetrie

Tischzentrifuge
Uberkopfschuttler

Ultraschallgerat
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ARGE Labor- und Objekteinrichtungen GmbH,
Wathlingen, Deutschland

peglab Fusion SL, VILBER LOURMAT GmbH,

Eberhardzell, Deutschland

Excelsior, Thermo Fischer Scientific,
Waltham, USA

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Aperio Versa 8, Leica, Wetzlar, Deutschland
RM 2255, Leica, Wetzlar, Deutschland

DU 730 UV/Vis-Spectrophotometer,

Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland

Polymax 1040, Heidolph Instruments GmbH &
Co.KG, Schwabach, Deutschland

PowerPac HC, Biorad Laboratories Inc.,

Hercules, Kalifornien, USA

Data Sciences International (DSI),
Saint Paul, MN, USA

VWR, Darmstadt, Deutschland
Tube rotator, VWR, Darmstadt, Deutschland

Branson Ultrasonics Sonifier, Danbury,
Connecticut, USA
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Vortex Mixer

Waage

Sonstiges Material:

Gelelektrophorese-Zubehdr

Pipetten

Tank Blot-System

Software:
Bildbearbeitung
Mikroskop
EKG

Fibroseauswertung

Katheterbasierte Telemetrie

Western Blot

Reaktionskits/Fertiglosungen

cOmplete Proteaseinhibitor

ECL

PhosStop Phosphataseinhibitor

SN 41119030, Labnet international, Edison, USA

CS, Ohaus GmbH, Giel3en, Deutschland

Mini PROTEAN Tetra Cell, Biorad Laboratories

Inc., Hercules, Kalifornien, USA

Ergonomic High Performance Pipetten,
VWR, Darmstadt, Deutschland

Mini Trans-Blot Cell, Biorad Laboratories Inc.,

Hercules, Kalifornien, USA

Gimp 2
Image Scope x64, Leica, Wetzlar, Deutschland
Notocord hem evolution

NIS Elements, Nikon Instruments Europe BV,

Amsterdam, Nierderlande

DSI Analyse Software, Data Sciences
International (DSI), Saint Paul, MN, USA

FusionCapt Advance peglab,
VWR, Darmstadt, Deutschland

Roche Diagnostics GmbH,

Mannheim, Deuschland
GE Healthcare, Freiburg, Deutschland

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,

Deuschland
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Picro-Siriusred Morphisto, Frankfurt am Main, Deutschland

Ponceau rot SERVA Elektrophoresis GmbH,
Heidelberg, Deutschland

Protein Assay Reagent A und B Biorad Laboratories Inc.,

Hercules, Kalifornien, USA

Proteinmarker 11| VWR, Darmstadt, Deutschland
Rat NT-proBNP ELISA Kit MyBioSource, San Diego, Kalifornien, USA
MBS2509356
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3.2 Methoden

3.2.1 Tiermodell

Um die pathophysiologischen Auswirkungen einer chronischen Niereninsuffizienz auf die
neurohumorale Aktivierung und das kardiovaskuldre System zu modellieren, wurde ein
Rattenmodell etabliert. Als Versuchstiere dienten insgesamt 53 acht Wochen alte mannliche
Sprague Dawley Ratten (SPRD, Charles River, Sulzfeld) mit einem Kérpergewicht von ca.
250-300 g, die in zeitlich aufeinanderfolgenden Tiergruppen zu je vier pro Guppe untersucht
wurden. Wahrend des Versuchsvorhabens wurden die Tiere je zu dritt bzw. viert in einem Kafig
in den R&umlichkeiten der experimentellen Chirurgie des Universitatsklinikums des
Saarlandes in Homburg gehalten. Futter und Trinkwasser wurde den Tieren im Uberschuss
zur Verflgung gestellt.

Zur Induktion der chronischen Nierenerkrankung wurde ein Spezialfutter bestehend aus 0.25%
Adenin in normaler Haltungsdiat (Altromin #1324, Altromin Spezialfutter GmbH & Co0.KG,
Lage, Deutschland) herangezogen, das nachweislich zu einer Nierenschadigung in Form der
sog. Adenin-Nephropathie fiihrt.?” Durch das Uberangebot an Adenin kommt es dabei zur
Substrathemmung des Enzyms Adenin-Phosphoribosyltransferase, das unter physiologischen
Bedingungen im Rahmen des salvage pathways des Nukleotidstoffwechsels den Einbau der
Purinbase Adenin in das entsprechende Nukleotid katalysiert. Stattdessen wird das
Uberschissige Adenin nun von dem Enzym Xanthin-Oxidase umgesetzt, das dessen
Oxidation zu 2,8-Dihydroxyadenin katalysiert. 2,8-Dihydroxyadenin ist schwer I6slich und
bildet Prazipitate im Tubulussystem und im Nierenparenchym, wodurch Inflammations- und

Fibrosierungsprozesse ausgelost werden.>*32"2

Das Tierversuchsvorhaben wurde vom saarlandischen Landesamt fir Verbraucherschutz

genehmigt (Aktenzeichen: 35/2017). Alle Operationen wurden gemal des Tierschutzgesetzes

durch daflr qualifizierte medizinisch-technische Assistentinnen durchgefuhrt.

Versuchsablauf der verschiedenen Tiergruppen:

Interventionsgruppe

Die Ratten wurden im Alter von etwa 8 Wochen gekauft. Nach einer einwdchigen
Akklimatisierungsphase in den Raumen der experimentellen Chirurgie erfolgte in sechs Tieren

pro Gruppe die Implantation eines Telemetrie-Transmitters zur Blutdruck- und EKG-Messung.
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Zwei Wochen nach Implantation des Telemetrie-Transmitters wurden die Versuchstiere in drei
Gruppen aufgeteilt: eine Kontroligruppe (Ko, n=10), die Uber 16 Wochen mit normalem
Trockenfutter (Altromin Standard Haltungsdiat #1324) gefuttert wurde, eine Adenin-Gruppe
(Ad, n=13), die ausschliel3lich das 0.25% Adenin-Futter erhielt und eine Adenin+RDN-Gruppe
(Ad+RDN, n=15), bei der die Tiere ebenfalls mit 0.25% Adenin-Futter gefuttert wurden und die
Tiere nach vier Wochen Adenin-Futter einer renalen Denervation unterzogen wurden. Um
potentielle Verzerrungseffekte zu vermeiden und moégliche beobachtete Effekte der renalen
Denervation tatsachlich auf die Intervention selbst und nicht etwa auf damit verbundene
Manipulationen wie postoperative Inflammationsprozesse oder Infektionen nach dem Erdffnen
des Bauchraumes zurickfiihren zu koénnen, wurden die nicht-denervierten Tiere schein-
operiert. Diese Scheinprozedur verlief bis auf die Verdédung der sympathischen Nervenfasern
komplett analog zur Denervation. Es wurde ein Bauchschnitt durchgefihrt, die Nierenarterien
freigelegt, nach Reposition der Darmschlingen die Bauchdecke jedoch ohne jegliche

Intervention wieder verschlossen (Sham-Operation).

Wahrend der gesamten 16-wdchigen Versuchsdauer wurden die Tiere in regelmafRigen
Abstanden hinsichtlich verschiedener Parameter untersucht und uberwacht: Wochentlich
erfolgte eine Blutdruckmessung mittels katheterbasierter Telemetrie Uber 22 h. Trink- und
Futtermenge wurden dokumentiert und auch die Tiergewichte wurden wdchentlich bestimmt.
Im 14-tagigen Rhythmus wurde den Tieren Blut enthommen und in Zusammenarbeit mit der
Nephrologie Serum-Kreatinin und Harnstoff zur Uberwachung der Nierenfunktion bestimmt.
Zusatzlich wurde die Urinausscheidung der Tiere in sog. metabolischen Kafigen quantifiziert.
Aulerdem wurden die Tiere alle sechs Wochen echokardiographiert und die Nieren
sonographisch untersucht. Nach 16 Wochen erfolgten die finalen Versuche, die
elektrophysiologische Untersuchungen umfassten, und die Sektion. Post mortem wurden das
Herz und beide Nieren fur histologische und biochemische Untersuchungen enthommen und

tiefgefroren (vgl. Abbildung 7: Versuchsablauf Interventionsgruppe).
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. ﬂ 16 Wochen
Mannliche ) Echokardiographie, Katheterbasierte Telemetrie, Metabolische Kafige
Sprague

Dawley
Ratten

Normales Futter

0.25% Adenin

0.25% Adenin-RDN

Nach 4 Wochen Adenin-Futter: Finale

Renale Denervation Versuche
(RDN)

Abbildung 7: Versuchsablauf Interventionsgruppe

Praventionsgruppe

In einer zweiten Tiergruppe mit abgewandeltem Versuchsablauf sollte die Wirkung einer
praventiv vor Induktion der Nierenschadigung durch Adenin-Futter durchgeflihrten renalen
Denervation untersucht werden. Dazu wurden die Versuchstiere zwei Wochen nach
Implantation des Telemetrie-Senders analog zum Versuchsaufbau der Interventionsgruppe
ebenfalls in drei Gruppen aufgeteilt: eine Kontrollgruppe (Prav-Ko, n=4), eine Adenin-Gruppe
(Prav-Ad, n=3) und eine Adenin+RDN-Gruppe (Prav-Ad+RDN, n=4). Nun erfolgte jedoch vor
Beginn der Fitterung mit Adenin-haltiger Spezialnahrung bei den Tieren der Adenin+RDN-
Gruppe zuerst die renale Denervation bzw. bei den Tieren der beiden anderen Gruppen eine
Schein-Operation. Nach einer eineinhalb wdchigen postoperativen Erholungsphase wurde die
Futterung mit 0.25% Adenin-Futter fur die Tiere der Adenin- und der Adenin+RDN-Gruppe
begonnen. Die Kontrollgruppe erhielt weiterhin die normale Haltungsdiat. Futter-, Trinkmenge
und Tiergewichte wurden wochentlich dokumentiert und der Blutdruck mittels katheterbasierter
Telemetrie gemessen. Auch in dieser Tiergruppe erfolgte alle 2 Wochen eine Blutentnahme
zur Bestimmung der Nierenfunktionsparameter in Zusammenarbeit mit der Nephrologie und
Urinuntersuchung mittels metabolischer Kafige sowie alle 6 Wochen eine Nierensonographie
und Echokardiographie. Nach Ablauf der 16-woéchigen Versuchsdauer folgten die finalen
elektrophysiologischen Untersuchungen und die Tiere wurden seziert. Herz- und
Nierengewebe wurden auch hier flr histologische und biochemische Untersuchungen

konserviert (vgl. Abbildung 8: Versuchsablauf Préventionsgruppe).

40



Materialien und Methoden

“: ¥

\%h

Mannliche  Echokardiographie, Katheterbasierte Telemetrie, Metabolische Kafige

$

16 Wochen >

Sprague
Dawley
Ratten

3

Normales Futter

post-OP 0.25% Adenin

reor [ L
1.5 Wochen 0.25% Adenin-RDN

H

Renal Denervation Finale Versuche
(RDN)

Abbildung 8: Versuchsablauf Praventionsgruppe

Katheterbasierte Telemetrie

Die katheterbasierte Telemetrie ist ein Verfahren, das eine kontinuierliche Blutdruckmessung
mit drahtloser Datenubertragung und elektronischer Speicherung ermdglicht (Data Sciences
International, DSI).

Zur Implantation des Telemetrie-Senders wurde Uber einen Bauchschnitt ein Katheter in die
Aorta abdominalis eingebracht, mit dessen Hilfe der Systemdruck im Gefal gemessen werden
kann. Ein Plastikimplantat, welches die Batterie fir den Sender enthielt, wurde subkutan im

Bauchraum platziert. Die Operation erfolgte unter Isofluran-Narkose.

Transmitter

\

EKG-Kabel +

/ Katheter

Abbildung 9: Telemetrie-Implantat von Data Sciences International (DSI)
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Abbildung 10: Telemetrie-Stationen
Wéhrend der Blutdruckmessung wurden die Ratten in Kéfigen auf den Empfangerstationen gehalten.

Renale Denervation

Die renale Denervation ist ein Verfahren zur Senkung des Sympathikotonus durch Verédung
der im Bereich der Nierenarterien verlaufenden afferenten und efferenten sympathischen
Nervenfasern. Da die Niere eine wichtige Rolle in der Kreislaufregulation einnimmt, steht sie
Uber ein Nervengeflecht aus vegetativen Nervenfasern, dem sog. Plexus renalis, in
Verbindung mit dem zentralen Nervensystem (ZNS). Dieser Plexus enthalt sympathische
postganglionare Nervenfasern, die um die A. renalis in der Adventitia des Gefales verlaufen.
Bei Stimulation des sympathischen Kreislaufzentrums im Hypothalamus und der Medulla
oblongata werden an den sympathischen Nervenendigungen Katecholamine (v.a.
Noradrenalin) freigesetzt, die in der Niere verschiedene Anpassungsreaktionen bewirken, die
insgesamt das kardiovaskulare System mit dem Ziel einer Blutdruckerhdéhung veréandern: Uber
eine Steigerung der Renin-Sekretion kommt es zu einer Aktivierung des Renin-Angiotensin-
Aldosteron-Systems und damit einhergehend zu einer gesteigerten Na*- und Wasserretention

2224 (Jper afferente Nervenfasern werden

sowie Vasokonstriktion der Nierengefale.
gleichzeitig ruckmeldend Informationen von Barorezeptoren des Nierenbeckens und der
Gefalle Uber die Volumen- und Blutdrucksituation, aber auch von durch Uramietoxine oder
oxidativen Stress stimulierten Chemorezeptoren ans ZNS weitergeleitet.?>% Somit nimmt die
Niere auch regulierend Einfluss auf den Sympathikotonus und die sympathische Innervation
anderer Organsysteme.

Durch Unterbrechung der sympathischen Nervenverbindungen soll die Rolle der gesteigerten

neurohumoralen Aktivierung bei CKD untersucht werden.
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In unserem Tiermodell erfolgte die Denervation durch chirurgische und chemische Verédung.
Der Eingriff wurde unter Isofluran-Narkose durchgefiihrt. Die Bauchdecke wurde langs eréffnet
und die Darmschlingen zur besseren Sicht auf die Nierenarterien nach extraabdominal
verlagert. Die Nierenarterien wurden freigelegt und mittels eines Wattestdbchens von
umgebendem Fett befreit und sichtbare Nerven durchtrennt. Zur chemischen Verédung der in
der Adventitia des Gefalies verlaufenden sympathischen Nervenfasern wurde mit Hilfe eines
Pinsels eine Losung aus 20 % Phenol und 80 % Ethanol aufgetragen (vgl. Abbildung 11:

Renale Denervation im Rattenmodell).

Media

Vessel lumen

Abbildung 11: Renale Denervation im Rattenmodell
GroB3er Bildausschnitt: OP-Situs bei Denervation. Die A. renalis wird vom Abgang aus der Aorta bis zur Niere
dargestellt und freiprdpariert und die sympathischen Nervenfasern durch Auftréufeln von 20 % Phenol/Ethanol-
Lésung verddet. Kleiner Bildausschnitt: Querschnitt der A. renalis und immunhistochemische Darstellung der
sympathischen Nervenfasern durch Immunfarbung der TH (rot). Die sympathischen Nervenbahnen verlaufen als
Geflecht in der Adventitia der Nierenarterie. (unpublizierte Daten Mahfoud; Linz et al.)

3.2.2 EKG

Im Rahmen der Terminalversuche wurde den Versuchstieren ein EKG abgeleitet und
aufgezeichnet. Dazu wurde die Software Notocord hem evolution verwendet. Die EKG-
Ableitung erfolgte unter Isofluran-Narkose. Zur Ableitung des Zweikanal-EKGs wurden zwei
Elektroden subkutan an der Schulterregion einer Seite und am Hinterbein der kontralateralen
Seite angebracht, wie in Abbildung 12 dargestellt. Die Elektrodenposition wurde so gewahlt,
dass sich die P-Welle mit groRtmdglicher Amplitude darstellte.

Die Auswertung der EKGs umfasste die Messung von P-Welle und PQ-Intervall (vgl. Abbildung
13: Beispiel-EKG eines Versuchstiers). Dazu wurden in jedem EKG 15 reprasentative

Herzschlage ausgewahlt und je die Dauer der P-Welle und des PQ-Intervalls in Millisekunden
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ausgemessen. Aus den 15 Einzelmessungen wurde fir jedes EKG der Mittelwert der P-

Wellen-Dauer bzw. des PQ-Intervalls berechnet.

A BB N R RS

; Abbildung 12: EKG-Ableitung
Uber zwei subkutane Elektroden wird ein Zweikanal-EKG der narkotisierten Ratte abgeleitet.
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Abbildung 13: Beispiel-EKG eines Versuchstiers
P-Welle und PQ-Intervall exemplarisch rot hinterlegt.

3.2.3 Western Blot

Der Western Blot ist ein Verfahren zum Nachweis und der Quantifizierung eines Proteins aus
einem Proteingemisch. Dazu werden nacheinander verschiedene Arbeitsschritte durchlaufen:

Zunachst werden die Proteine aus dem zu untersuchenden Gewebe isoliert und das
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entstandene Proteingemisch elektrophoretisch aufgetrennt. Die Proteinbanden werden dann
im eigentlichen Blot auf eine Tragermembran transferiert. Mittels Antigen-Antikdrperreaktion

kann ein spezifisches Protein detektiert und analysiert werden.

Proteinisolation

Zur Gewebeauftrennung und Proteinisolation wurde fur jede Probe ein 1.5 ml
Eppendorfreagiergefald mit 400 pl Homogenisierungspuffer beflllt. Vom tiefgefrorenen
Nierengewebe der Ratten wurde mit Hilfe eines Skalpells ein einige Millimeter grofles
Gewebestlick geschnitten, dieses in je eines der vorbereiteten Eppendorfreagiergefalie
Uberfuhrt und auf Eis gekuhlt. Durch Ultraschallbehandlung wurden die Proben homogenisiert
und bei 4 °C und 13000 Umdrehungen pro Minute fur 30 min zentrifugiert.

AnschlieRend wurde der Uberstand mit Hilfe einer Pipette in ein neues 1.5 ml
Eppendorfreagiergefald Uberfuhrt und das Pellet, bestehend aus den lysierten

Zellbestandteilen, verworfen.

Arbeitslosung:
10 ml Homogenisierungspuffer
100 yl PMSF
Y4 Tablette cOmplete Proteaseinhibitor
1 Tablette PhosStop Phosphataseinhibitor

Homogenisierungspuffer (250 ml):
465.3 mg EDTA
262.4 mg NaF
25.67 g Sucrose
1.02 g KH2PO4

Proteinbestimmung

Um im folgenden Western Blot auch eine quantitative Aussage Uber ein zu untersuchendes
Protein in den einzelnen Proben treffen zu kbnnen, mussen die Proben annahernd die gleiche
Proteinkonzentration besitzen. Um dies zu gewahrleisten, wird zunachst der
Gesamtproteingehalt der einzelnen Proben bestimmt. Durch nachfolgende Verdinnung der
Proben mit Aqua dest. kann dann die Proteinkonzentration vereinheitlicht werden.

Zur photometrischen Bestimmung des Proteingehalts wurde ein Protein Assay der Firma
Biorad verwendet. Diese Methode beruht auf dem Verfahren nach Lowry.”” Der erste
Reaktionsschritt verlauft hierbei analog zur Biuret-Reaktion: In wassrig-alkalischer Losung

werden Cu?*-lonen durch die Peptidbindungen der Proteine komplexiert und es entsteht ein
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blau-violett gefarbter Cu?*-Komplex. Das zentrale Cu®*-lon wird zu Cu* reduziert. Die dabei
entstandene Komplexverbindung reduziert nun ihrerseits im nachsten Schritt das gelbe Folin-
Ciocalteu Reagenz, bestehend aus Molybdan- und Wolframheteropolysaure. Dabei bildet sich
aus dem in Heteromolybdansaure enthaltenen sechswertigen Molybdan vierwertiges
Molybdanblau, dessen intensive Farbung photometrisch gemessen werden kann. Im Vergleich
zur klassischen Biuret-Reaktion sind bei diesem Verfahren bereits deutlich geringere

Proteinkonzentrationen nachweisbar.”’

Zur Proteinbestimmung wurden 2 ul Probe in je ein 1.5 ml Eppendorfreagiergefall mit 18 pl
Aqua dest. gegeben. Als Leerwert wurde 2 yl Homogenisierungspuffer in 18 pl Aqua dest.
verwendet. Es wurden nacheinander 100 ul Protein Assay Reagent A und 800 ul Protein Assay
Reagent B zu jedem Ansatz hinzugeflgt, im Vortex vermischt und fir 15 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Die photometrische Messung des Proteingehalts erfolgte durch
Doppelbestimmung unter Bildung des Mittelwerts.

Aus der photometrisch bestimmten Proteinkonzentration in mg/ml wurde nun dasjenige
Probenvolumen berechnet, in dem 100 ug Protein (ausreichend fur zwei Western Blots zu je
50 pg Protein) enthalten sind. Das so errechnete Probenvolumen wurde in einem
Eppendorfreagiergefall mit Aqua dest. auf 20 pl aufgeflllt, um in allen Proben die gleiche
Proteinkonzentration zu erreichen.

Zur Probenvorbereitung fir die Elektrophorese wurden diese 20 ul-Probenanséatze gleicher
Proteinkonzentration mit 20 ul Ladepuffer versetzt. Nach kurzem Zentrifugieren wurden die

Proben bei 95 °C fur 7 min aufgekocht und anschlieBend auf Eis abgekuhlt.

Ladepuffer:

950 ul Ladepuffer-Stammiésung + 50 yl 1 M DTT
Stammldsung:

2 ml Glycerol (100 %)

2ml 10 % SDS

2.5 ml Tris pH 6.8 (0.625 M)

10 ml Aqua dest.

1 Spatelspitze Bromphenolblau

SDS-PAGE

Zur Auftrennung der Proteine nach ihrem Molekulargewicht dient die SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese.

Bei der elektrophoretischen Auftrennung von Proteingemischen macht man sich zu Nutze,

dass Proteine aufgrund ihres Aufbaus aus Aminosauren elektrische Ladungen besitzen und
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somit im elektrischen Feld wandern. Die Wanderungsgeschwindigkeit hangt dabei von Grél3e,
Ladung und raumlicher Gestalt der Proteine ab. Um die Proteine lediglich nach ihrer
Molekulmasse aufzutrennen, mussen diese die gleiche Ladungsverteilung besitzen und in
linearisierter Form vorliegen.

Dazu werden die Proben im Verhaltnis 1:1 mit Ladepuffer versetzt und auf 95 °C erhitzt. Unter
hoher Temperatur denaturieren die Proteine, d.h. Quartar-, Tertidr- und Sekundarstruktur
werden zerstdrt. SDS (Natriumdodecylsulfat) ist ein negativ geladenes Detergens, das an
hydrophobe Bereiche des Proteins bindet und dieses durch Unterbrechung nicht-kovalenter
Wechselwirkungen somit entfaltet. Pro Gramm Protein wird eine konstante Menge SDS
gebunden, sodass die Eigenladung der Proteine tGberdeckt wird und alle Proteine hinterher die
gleiche Ladungsdichte aufweisen. DTT (Dithiothreitol) ist ein Reduktionsmittel, das
strukturbildende Disulfidbricken der Proteine spaltet und somit zur Linearisierung beitragt.
Die linearen Polypeptidketten gleicher Ladungsdichte wandern nun nach Anlegen einer
Spannung entsprechend ihrer GroRRe, die sich in dieser ungefalteten Form proportional zu
ihrem Molekulargewicht verhalt, unterschiedlich schnell durch ein als Tragermedium
dienendes Polyacrylamidgel. Kleine Proteine wandern schneller durch das Gel und kommen
nach Beendigung der Elektrophorese ndher an der Anode zu liegen als grofde. Ein Gemisch
aus gefarbten Standardproteinen bekannter Gréle, das ebenfalls mitlauft, dient als

Groélkenmarker.
Ein solches Polyacrylamidgel besteht aus zwei unterschiedlich stark vernetzten Anteilen: Im
gréberen Sammelgel befinden sich die mit Proben zu beladenden Taschen und im feineren

Trenngel erfolgt die Separation der Proteingemische.

Gelherstellung:

Es wurde ein 5 % Sammelgel und ein 8 % bzw. 10 % Trenngel (je nach Molekulargewicht des
zu untersuchenden Proteins) verwendet.

Zwischen zwei in einen Gielstand eingespannte Glasplatten (1.5 mm Abstand) wurde
zunachst das Trenngel gegossen, dessen Inhaltsstoffe zuvor in einem 50 ml Reaktionsgefaly
vermischt wurden. Nachdem das Trenngel an Harte gewonnen hat, wurde das ebenfalls zuvor
in einem 50 ml Reaktionsgefal} angesetzte Sammelgel aufpipettiert. In das noch fllissige
Sammelgel wurde sofort der Probenkamm (10 Wells mit 1.5 mm Dicke) eingesetzt und das
Gel anschlieend ausgehartet. Wahrend des Hartens polymerisieren die Acrylamid-
Monomere und bilden das molekulare Maschenwerk zur Auftrennung der Proteine. Nachdem

das Gel fest geworden ist, kann der Probenkamm entfernt werden.
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Sammelgel (5 %):
2.7 ml H,O
0.67 ml 30 % Acryl-bisacrylamid Mix
0.5ml 1.5 M Tris (pH 6.8)
0.04 ml 10 % SDS
0.04 ml 10 % Ammoniumpersulfat
0.004 ml TEMED (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland)

Trenngel (10 %):
7.9 ml H,O
6.7 ml 30 % Acryl-bisacrylamid Mix
5.0 ml 1.5 M Tris (pH 8.8)
0.2ml 10 % SDS
0.2 ml 10 % Ammoniumpersulfat
0.008 ml TEMED (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland)

Trenngel (8 %):
9.3 ml H.O
5.3 ml 30 % Acryl-bisacrylamid Mix
5.0 ml 1.5 M Tris (pH 8.8)
0.2ml 10 % SDS
0.2 ml 10 % Ammoniumpersulfat
0.012 ml TEMED (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland)

Elektrophorese

Zum Aufbau der Elektrophorese-Apparatur wurde das verfestigte Gel in eine Elektrodeneinheit
eingespannt und in die Elektrophoresekammer eingesetzt. Die Kammer wurde mit 1x
Elektrophoresepuffer beflllt und der Probenkamm aus dem Gel entfernt. Die erste Geltasche
wurde mit 5 yl eines Proteinmarkers (peqGOLD Protein Marker lll, VWR life science, Leuven,
Belgien) befullt, der vorgefarbte Proteine bekannter Grofe enthielt. In jede weitere Tasche
wurden 18 ul der zuvor vorbereiteten Probenansatze pipettiert. Dies entspricht einer Beladung
mit 50 pg Protein. Die Apparatur wurde mit einer Spannungsquelle verbunden und die
Elektrophorese zunéachst fir ca. 20 min bei 80 V und anschlieRend fir weitere 60 — 90 min bei

100 V laufen gelassen.

1x Elektrophoresepuffer: 1:10 Verdinnung des 10x Elektrophoresepuffers
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10x Elektrophoresepuffer:
50 g SDS
720 g Glycin
151.5 g Tris Base
51 Aqua dest.

Transferblot

Um die zuvor elektrophoretisch aufgetrennten Proteinbanden sichtbar machen zu kénnen,
werden diese beim sog. Western Blotting durch Anlegen einer Spannung vom Gel auf eine
Nitrozellulosemembran Gbertragen.

Das Blotting erfolgte als Nass-Transfer in einem sog. Tank-Blot-System. Dazu wurde das Gel
mit zuvor in Transferpuffer angefeuchteten Schwammen, Filterpapieren und der Nitrozellulose-
Membran (mit einer PorengroRe von 0.2 ym (Biorad Laboratories, Deutschland) in einer
Gelkassette nach folgendem Schema geschichtet: Auf einen Schwamm folgten drei
Filterpapiere, darauf das Gel, auf das die Membran ohne Luftblasen zu lassen aufgelegt
wurde. Den Abschluss bildeten drei weitere Filterpapiere und ein Schwamm.

Die Gelkassette wurde mit der Membran anodenwarts gerichtet in die Elektrodeneinheit der
Transferkammer eingesetzt und die Kammer mit Transferpuffer aufgefullt. AuRerdem wurde
ein Kihlakku eingesetzt, um eine Uberhitzung zu vermeiden. An eine Stromquelle

angeschlossen wurde fur 90 min bei 300 mA geblottet.

Transferpuffer (2 I):
160 ml 10x Towbin
1440 ml Aqua dest.
400 ml Methanol (VWR, Darmstadt, Deutschland)

10x Towbin:
60.56 g Tris-Base (250 mM)
288.26 g Glycin (1.92 M)
mit Aqua dest. auf 2 | aufgefullt

Nach Abschluss des Transfers wurde die Membran kurz mit Aqua dest. abgesplilt, um diese
von den Methanol-Resten des Transferpuffers zu reinigen. AnschlieRend wurde die Membran
fir ca. 1 min mit dem Farbstoff Ponceau rot (Serva) Uberschichtet. Dieser Farbstoff farbt
Proteine durch Bindung an deren Aminogruppe reversibel an. Dies dient der Kontrolle, ob
Auftrennung und Transfer erfolgreich waren und ermdglicht einen ersten Eindruck, ob die

Proben gleichmafig mit Protein beladen waren.
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AnschlieRend wurde der Farbstoff durch kurzes Waschen mit 1x PBS-T entfernt und die
Membran fur 2 h in 5 % 1x PBS-T-Milch bei Raumtemperatur unter langsamem Schwenken
geblockt. Dabei werden die freien Bindungsstellen der Membran durch Proteine der Milch

besetzt und somit fur eine unspezifische Antikbrperbindung blockiert.

10x PBS-T:
80 g NaCl
2 g KCl
2.4 g KH2POg4
14.4 g Na;HPO4
mit Aqua dest. auf 1000 ml auffillen
pH=7.4
AnschlieBend werden 10 ml Tween®-20 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland)
zugefgt.

1x PBST:
100 ml 10x PBS-T und 900 ml Aqua dest.

Immundetektion

Die ldentifikation eines gesuchten Proteins erfolgt mittels Antigen-Antikérper-Reaktion. Dazu
wird die Membran mit einem Primarantikdrper inkubiert, der spezifisch gegen ein Epitop des
gesuchten Proteins gerichtet ist. Der Primarantikbrper kann in unterschiedlichen
Wirtsorganismen hergestellt worden sein, z.B. in Maus (mouse), in Kaninchen (rabbit), oder in
Ziege (goat). Der Primarantikorper bindet spezifisch und mit hoher Affinitat an die jeweilige
Proteinbande, unspezifisch gebundene Antikérper werden durch mehrere Waschschritte
entfernt. Danach wird ein gegen den jeweiligen Primarantikbrper gerichteter
Sekundarantikérper (je nach verwendetem Primarantikdrper anti-mouse, anti-rabbit bzw. anti-
goat) hinzugegeben. Dieser Sekundarantikdérper bindet spezifisch an den Fc-Teil des
Primarantikoérpers und ist an ein Enzym gekoppelt, das nach Zugabe der entsprechenden
Substrate eine Farb- oder Chemilumineszenzreaktion zum Sichtbarmachen der jeweiligen
Proteinbande katalysiert.

Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte die Detektion durch Chemilumineszenz mit
Sekundarantikdrpern, die an das Enzym Meerrettichperoxidase gekoppelt sind. Dieses Enzym
katalysiert die Oxidation von Luminol durch Wasserstoffperoxid, wobei Licht emittiert wird, das

mit einer Spezialkamera detektiert werden kann.
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Die Inkubation mit dem Primarantikorper (vgl. Tabelle 1) erfolgte in 5 % 1x PBS-T- Milch in
einem 50 ml Reaktionsgefa® (7 ml Milch + je nach Verdinnung entsprechende
Antikdrpermenge) bei 4 °C (iber Nacht auf dem Uber-Kopf-Rotator (Neolab #D-6050). Um
Uberschissige, nicht gebundene Antikérper zu entfernen, wurde die Membran am nachsten
Tag zweimal 5 min mit 1x PBS-T gewaschen. Anschliel3end folgte die Inkubation mit dem
Sekundarantikorper in 0.5 % 1x PBS-T-Milch 1:10000 verdunnt (50 ml 1x PBS-T-Milch + 0.5
Ml Antikorper) flr 1 h bei Raumtemperatur unter langsamem Schwenken auf dem Schiittler
(Heidolph, Polymax). Nach zwei zehnminltigen Waschschritten in 1x PBS-T wurde die
Membran kurz mit Aqua dest. abgespult.

Die Detektion erfolgte unter Verwendung von ECL der Firma GE Healthcare. Dieses
Detektionsreagenzkit besteht aus zwei verschiedenen Lo&sungen, die Luminol und
Wasserstoffperoxid als Substrate fiir die Meerrettichperoxidase enthalten.

Um die Chemilumineszenzreaktion zu starten, wurden nacheinander je 1 ml ECL Reagenz 1
und Reagenz 2 hinzupipettiert, vermischt und die Membran gleichmafRig und flachig mit der
Lésung benetzt. Nach Reaktionsstart ist die Lichtemission fur ca. 1 h detektierbar. Unmittelbar
danach wurde die Membran mittig auf dem Probenteller der Detektionskamera Fusion SL der
Firma peqlab/VWR platziert und auf der dafiir vorgesehenen Schiene in die Reaktionskammer
geschoben. Nach Verschluss der lichtdichten Kammer wurden die korrekte Lage der Membran
und die optimale Einstellung der Kamera Uberprift und eine Weilllicht-Aufnahme zur
Abbildung des Proteinmarkers angefertigt. AnschlieBend wurde die Detektion gestartet. Nach
Ablauf der berechneten Zeit wurde ein digitales Bild erzeugt, auf dem die detektierte
Proteinbande schwarz erschien. Nach Fusion mit der Markeraufnahme wurden die Aufnahmen
gespeichert und mit Hilfe der Computersoftware FusionCapt Advance der Firma peglab/VWR
ausgewertet. Dabei wurde zur Quantifizierung spezieller Proteine die Pixeldichte der
entsprechenden Proteinbanden bestimmt und gegen Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH) als Housekeeping-Protein verrechnet. Die GAPDH ist ein Enzym
der Glykolyse, das eine essenzielle Funktion im Energiehaushalt von Lebewesen einnimmt.
Durch die Tatsache, dass es in allen Zellen eines Gewebes nahezu gleich stark exprimiert
wird, ist dieses Enzym geeignet, um die gleiche Proteinbeladung der Proben zu Uberprifen
und mdogliche quantitative Unterschiede der Proteinbanden zwischen den Proben mit deren

Gesamtproteinbeladung ins Verhaltnis zu setzen.
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Verwendete Priméarantikorper:

Antikorper Verdiinnung Spezies | Hersteller/Nr.
anti-Catalase 1:1000 rabbit Cell Signaling, #14097
anti-COL1A2 1:250 mouse Santa Cruz, sc-393573
anti-GAPDH 1:5000 mouse Millipore, MAB374
anti-HO-1 1:1000 rabbit Cell Signaling, #82206
anti-Nox 2 1:1000 rabbit Santa Cruz, sc-5827
anti-Nox 4 1:1000 rabbit abcam, ab154244
anti-Prx | 1:1000 rabbit Cell Signaling, #8499
anti-Prx Il 1:2000 mouse abcam, ab50862
anti-Prx 11| 1:1000 rabbit AbFrontier, LF-PA0030
anti-Renalase 1:1000 rabbit abcam, ab178700
anti-SGLT-2 1:500 mouse Santa Cruz, sc-393350
anti-SOD-1 1:1000 rabbit Santa Cruz, sc-11407
anti-SOD-2 1:1000 rabbit Santa Cruz, sc-30080
anti-Tyrosinhydroxylase 1:1000 rabbit Cell Signaling, #58844
anti-Xanthine Oxidase 1:1000 mouse Santa Cruz, sc-398548
anti-B-Actin 1:1000 rabbit Cell Signaling, #4970

Tabelle 1: Primérantikérper Western Blot

Verwendete Sekundarantikorper:

Antikorper Hersteller/Nr.
anti-mouse-Antikdrper Biorad, Kat.Nr.: 170-6516
anti-rabbit-Antikorper Biorad, Kat.Nr.: 172-1019

Tabelle 2: Sekundérantikorper Western Blot

3.2.4 Histologie

Histologische Methoden ermdglichen die genauere Untersuchung von Zellen eines Gewebes
in ihrem Zellverband. Dabei werden mikrometerdicke Stlicke zuvor fixierter und in Paraffin
eingebetteter Gewebeproben unter dem Lichtmikroskop betrachtet. Mit Hilfe spezieller
Farbungen lassen sich durch das unterschiedliche Bindungsverhalten der Farbstoffe fur die
verschiedenen Zellorganellen je nach Fragestellung unterschiedliche Zell- bzw.

Gewebebestandteile darstellen und hervorheben. Zum spezifischen Nachweis spezieller
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Proteine kommen immunhistologische Farbungen zum Einsatz, die auf einer Antigen-
Antikérper-Reaktion beruhen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Gewebeschnitte des linken Vorhofs und des linken Ventrikels
bzw. der beiden Nieren der Versuchstiere zur Beurteilung der Hypertrophie mit Hamatoxylin-
Eosin und zur Quantifizierung der interstitiellen Fibrose mit Pikro-Siriusrot gefarbt und digital
ausgewertet. Zur Darstellung sympathischer Nervenfasern als Korrelat sympathischer Aktivitat
im linken Vorhof wurde eine immunhistologische Farbung flr Tyrosinhydroxylase, ein an der

Katecholamin-Synthese beteiligtes Enzym, verwendet.

Um das Herz- und Nierengewebe flr die histologische Untersuchung vorzubereiten, wurden
die Herzen der Ratten nach Entnahme zunachst fur 24 h in vierprozentiger Formaldehydldsung
(Fischer, Saarbricken, Deutschland; #PZN 02653048) fixiert. Die Fixierung dient dem Schutz
der Zellen vor Autolyse und ermoglicht, das Gewebe in einer Form festzuhalten, die dem
vitalen Zustand mdglichst ahnlich ist. Formaldehyd denaturiert Proteine durch Bildung von
Methylenbricken zwischen einzelnen Aminosadureseitenketten und fuhrt so zur
Quervernetzung der Proteine.

AnschlieRend erfolgte die Entwasserung in aufsteigender Alkoholreihe (70 %, 80 %, 96 %, 100

%) in einem Gewebeeinbettautomaten (Excelsior, Thermo Scientific) und die Einbettung in

Paraffin (TissueTek®, Sakura, Staufen). Zur Herstellung der Gewebeschnitte fir die
histologische Auswertung wurden mit Hilfe eines Mikrotoms (Leica, RM 2255) 5 um dicke
Schnitte der Paraffinbldcke angefertigt. Nach Ubertragung auf einen Objekttrager wurden die
Schnitte bei 56 °C Uber Nacht fixiert.

3.24.1 Hamatoxylin-Eosin — Farbung (HE)

Die HE-Farbung dient als Ubersichtsfarbung der cytomorphologischen Beurteilung von
Gewebeschnitten. Diese Farbemethode beruht auf der Anfarbbarkeit saurer (basophiler)
Zellbestandteile mit dem basischen Farbstoff Hamatoxylin (blau), basische (azido- bzw.
eosinophile) Strukturen lassen sich mit Hilfe des sauren Farbstoffs Eosin (rot) anfarben. So
stellen sich die Zellkerne durch ihren hohen Gehalt an Nukleinsduren durch Anfarbung mit
Hamatoxylin blau dar, wahrend das Cytoplasma durch die darin enthaltenen

Cytoplasmaproteine rot erscheint.

Um die Gewebeschnitte mit der wassrigen Farbelésung anfarben zu kénnen, wurden die
Objekttrager zunachst dreimal fir je 10 min in Xylol entparaffiniert. Danach wurden die Schnitte
fir je 5 min in Farbeklvetten einer absteigenden Alkoholreihe (100 %, 90 %, 70 %) und

anschlielRend fir ebenfalls 5 min in Aqua dest. getaucht. Im Anschluss daran wurde fiir 12 min
53



Materialien und Methoden

mit Hamatoxylin gefarbt. Nach zweimaligem Waschen mit Aqua dest. wurden die
Gewebeschnitte zur Differenzierung, um den Uberschissigen Farbstoff zu entfernen, mit HCI-
Alkohol behandelt und erneut mit Aqua dest. gespluilt. Es folgte 15-minltiges Blauen unter
flieRendem Wasser und erneutes Spullen mit Aqua dest. Danach wurde fiir 15 sek mit Eosin
gefarbt und in Aqua dest. gewaschen. AbschlieBend wurden die Objekttrager zur
Entwasserung fur je 2 min in Farbeklvetten einer aufsteigenden Alkoholreihe (70 %, 90 %,
100 %) getaucht und danach drei Mal fiir je 3 min in Xylol gegeben. Nach kurzem Trocknen
wurden die Gewebeschnitte mit einem Tropfen Entellan und einem Deckglas luftblasenfrei

eingedeckt.

Um die Gewebeschnitte mittels einer speziellen Software auswerten zu kdénnen, missen
zunachst digitale Bilder der gefarbten Praparate angefertigt werden.

Dazu wurden die histologischen Praparate unter dem Mikroskop (Leica, Aperio Versa 8)
betrachtet und mit Hilfe einer auf dem Mikroskop befindlichen Kamera abgescannt und

gespeichert.

Die Hypertrophie-Auswertung im linken Vorhof und im linken Ventrikel erfolgte unter
Verwendung des Computerprogramms Image Scope (Aperio). Um eine Aussage Uber die
Myozytengrofe der Versuchstiere treffen zu kdnnen, wurde der durchschnittliche Querschnitt
der Kardiomyozyten jedes Praparats bestimmt sowie im linken Vorhof zusatzlich der
Durchmesser. Dazu wurden in den Praparaten madglichst viele quer angeschnittene Myozyten
mit runder Form und zentral gelegenem Zellkern aufgesucht und manuell umrandet (vgl.
Abbildung  14: Bestimmung der Mpyozyten-Querschnittsfliche mit  Hilfe  des
Computerprogramms Image Scope). Das Programm berechnet den Flacheninhalt der
umrandeten Areale. Fir jedes Tier wurde die mittlere Querschnittsflache der Myozyten

bestimmt.
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Abbildung 14: Bestimmung der Myozyten-Querschnittsfliche mit Hilfe des Computerprogramms Image
Scope

3.24.2 Pikro-Siriusrot — Farbung

Zur Darstellung der Fibrose im linken Vorhof, im linken Ventrikel und in den Nieren wurde die
Pikro-Siriusrot - Farbung verwendet. Diese Farbeldsung enthalt den Farbstoff Siriusrot in einer
gesattigten Lésung von Pikrinsaure. Die Farbstoffmolekile lagern sich an Kollagenfasern an

und farben diese rot, wohingegen sich das Cytoplasma gelb darstellt.

Dazu wurden die Gewebeschnitte zunachst dreimal fur je 10 min in Xylol entparaffiniert. Nach
Durchlaufen der absteigenden Alkoholreihe (100 %, 90 %, 70 %) fir je 5 min wurden die
Objekttrager fir 5 min in Aqua dest. getaucht. Danach erfolgte die Farbung mit Pikro-Siriusrot
fur 60 min. Nach zwei Waschschritten mit Aqua dest. wurden die Proben in einer aufsteigenden
Alkoholreihe (70 %, 90 %, 100 %) entwassert und abschlieRend dreimal je 3 min mit Xylol
behandelt. Zur Eindeckung wurde ein Tropfen Entellan auf die Schnitte gegeben und zum

Schutz mit einem Deckglas luftblasenfrei verschlossen.

Nach Abscannen und Digitalisieren der Schnitte mittels Mikroskop (Leica, Aperio Versa 8)
wurden die Bilder vor der eigentlichen Auswertung mit Hilfe des Computerprogramms GIMP
2.10 (GNU Image Manipulation Program) bearbeitet. Dabei wurden all diejenigen Bildbereiche
entfernt, die nicht vom Auswerteprogramm erfasst werden sollen, wie in Abbildung 15 und
Abbildung 16 beispielhaft dargestellt. Da lediglich eine Untersuchung der interstitiellen

Fibrose, d.h. der zwischen den Kardiomyozyten befindlichen Kollagenfasern, erfolgen sollte,
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wurden alle endo- und epikardialen Anteile sowie die perivaskuldre Fibrose entfernt.
Aulerdem wurde bei den Abbildungen der ventrikuldaren Gewebeschnitte der rechte Ventrikel
ausgeschnitten, da nur die linksventrikulére Fibrose erfasst werden sollte (vgl. Abbildung 15:

Linker Ventrikel (LV) Siriusrot A ungeschnitten B geschnitten).
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Abbildung 15: Linker Ventrikel (LV) Siriusrot A ungeschnitten B geschnitten
Pikro Siriusrot geférbte histologische Gewebeschnitte der Ventrikel A vor und B nach Entfernung aller epi- und
endokardialer bzw. rechtsventrikuldrer Anteile sowie perivaskulérer Fibrose.
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Abbildung 16: Linker Vorhof (LA) Siriusrot A ungeschnitten B geschnitten
Pikro Siriusrot geférbte histologische Gewebeschnitte des linken Atriums A vor und B nach Entfernung aller epi-
und endokardialer Anteile sowie perivaskulérer Fibrose.

Die Auswertung der interstitiellen Fibrose erfolgte mit Hilfe des Computerprogramms NIS
Elements (Nikon Instruments Europe BV), indem die Farbintensitdt einzelner Bildpixel

verglichen wurde. Da die Kollagenfasern mittels Pikro-Siriusrot-Farbung rot dargestellt
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wurden, konnte die interstitielle Fibrose erfasst werden, indem alle rot gefarbten Pixel markiert
wurden. Anschlielend wurde der prozentuale Anteil der rot markierten Pixel an der
Gesamtgewebeflache berechnet. Dies entspricht dem prozentualen Anteil der interstitiellen

Fibrose am Gesamtgewebe.

3.24.3  Tyrosinhydroxylase — Farbung

Mit Hilfe der Tyrosinhydroxylase - Farbung konnen sympathische Nervenstrukturen dargestellt
werden. Dabei werden die Gewebeschnitte mit spezifisch gegen das an der Synthese
sympathischer Neurotransmitter beteiligte Enzym  Tyrosinhydroxylase gerichteten
Primarantikérpern inkubiert. Es werden nun gegen diese Primarantikbrper gerichtete
Sekundarantikdrper hinzugegeben, die an einen Fluoreszenz-Farbstoff gekoppelt sind. Nach
Anregung mit Licht einer bestimmten Wellenlange emittiert dieser Farbstoff Licht einer anderen
Wellenlange, das unter dem Fluoreszenzmikroskop betrachtet werden kann. So erscheinen
unter dem Mikroskop betrachtet nur die mit Primar- und Sekundarantikdrper gebundenen

Areale farbig leuchtend, wahrend alle anderen Stellen des Praparats dunkel bleiben.

Zur Vorbereitung wurden die Objekttrager zunachst fur 30 min auf eine Heizplatte gelegt,
dreimal fUr je 10 min in Xylol entparaffiniert und anschlielend in eine absteigende Alkoholreihe
fur zweimal 5 min in 100 % Ethanol, je einmal 5 min in 80 % und 70 % Ethanol getaucht und
schliel3lich zweimal fr 5 min in 1x PBS gewaschen. Danach wurden die Gewebeschnitte fur
60 min bei 95 °C im Wasserbad in einem Citraconsaure-Puffer gekocht. Dieser Schritt dient
der Renaturierung der Proteine, um diese fur die Antikbrperbindung wieder in ihre natirliche
Konformation zu Uberfihren. Nach 20-minttigem Abkihlen wurden die Objekttrager zweimal
fur je 5 min in 1x PBS gewaschen. Nun erfolgte die Inkubation mit dem Primarantikorper (anti-
Tyrosinhydroxylase, ab112) 1:100 in 1x PBS verdunnt bei 4 °C uber Nacht in einer feuchten
Kammer. Am Folgetag wurden die Praparate fur zwei Stunden bei 37 °C im Wasserbad
inkubiert. Es folgten zweimal je 5-minlitiges Waschen mit 1x PBS-T und einmal 5-minutiges
Waschen in 1x PBS bei Raumtemperatur. Nachdem die Schnitte abgetropft waren, wurde der
Sekundarantikorper (anti-Rabbit FITC, Dianova) 1:50 verdinnt mit 1x PBS hinzugegeben und
fir 2 h bei 37 °C im Wasserbad inkubiert. Der Sekundarantikérper tragt den
Fluoreszenzfarbstoff Fluoresceinisothiocyanat gekoppelt, der bei Anregung mit Licht aus dem
blauen Spektralbereich grines Licht emittiert. Im Anschluss an die Inkubation mit dem
Sekundarantikérper wurde zweimal fur je 5 min in 1x PBS-T und einmal fir 5 min in 1x PBS
gewaschen. Zur Anfarbung der Zellkerne erfolgte ein weiterer Farbeschritt mit 4°,6-Diamidin-
2-phenylindol (DAPI) und die Eindeckung. DAPI ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der sich an die

DNA anlagert und bei Anregung mit ultraviolettem Licht blau fluoresziert.
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Zur Auswertung wurden die Praparate unter dem Fluoreszenzmikroskop betrachtet,
abgescannt und digital gespeichert. Die Quantifizierung des Tyrosinhydroxylasegehalts
erfolgte unter Verwendung der Computersoftware Nis elements (Nikon Instruments Europe
BV). Dabei wurden alle grin leuchtenden Gewebeareale markiert und deren Anteil an der

Gesamtgewebeflache berechnet.

3.2.5 ELISA

Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) ist eine in der Laboriumsmedizin und
Forschung weit verbreitete und auf Antigen-Antikdrper-Interaktion basierende quantitative
Nachweismethode fiir Peptide und Proteine. Dabei kdnnen je nach Art des Assays sowohl
Antigene als auch Antikorper als Target dienen.

Zur Bestimmung der Konzentration von NT-proBNP im Plasma der Versuchstiere wurde ein
Sandwich-ELISA (Rat NT-proBNP ELISA Kit, MyBioSource) verwendet. Beim Sandwich-
ELISA ist die Mikrotiterplatte des Reaktionskits mit einem Antikdrper beladen, der eine
Bindungsstelle fir ein spezifisches Epitop des nachzuweisenden Antigens besitzt. Nach
Probenzugabe binden die darin enthaltenen Antigene an die an der Platte befindlichen
Antikérper. Durch Waschschritte werden ungebundene bzw. unspezifisch gebundene
Antigene entfernt, sodass lediglich diejenigen Antigene haften bleiben, die das spezifisch zum
Paratop des Antikdrpers passende Epitop besitzen. Im nachsten Schritt wird ein zweiter,
gegen ein anderes Epitop des nachzuweisenden Antigens gerichteter und enzymgekoppelter
Antikorper hinzugefugt. Dieser bindet an den an der Mikrotiterplatte haftenden Antikorper-
Antigenkomplex. Durch erneute Waschschritte werden ungebundene Antikdrper entfernt. Zur
Detektion wird Substrat zugegeben, das von dem an den Sekundar-Antikérper gekoppelten
Enzym in einer Farbreaktion umgesetzt wird. Die Signalstarke der Farbung kann als optische
Dichte photometrisch gemessen werden und verhdlt sich proportional zur Antigen-
Konzentration. Zur Quantifizierung und Kalibrierung wird mit Hilfe von den im Reaktionskit
enthaltenen Ldsungen bekannter Antigenkonzentration (Standardreihe) eine Standardkurve

erstellt.

Enthaltene Losungen:
Reference Standard
Concentrated Biotinylated Detection Ab (100x)
Concentrated HRP Conjugate (100x)
Reference Standard & Sample Diluent

Biotinylated Detection Ab Diluent
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HRP Conjugate Diluent
Concentrated Wash Buffer (25x)
Substrate Reagent

Stop Solution

Arbeitslosungen:

Wash Buffer: 30 ml Wash Buffer mit 720 ml Aqua dest. verdiinnt

Standard working solution:
1000 pg/ml: Refernce Standard fir 1 min bei 10000x g zentrifugieren, 1 ml
Reference Standard & Sample Diluent hinzufligen, fir 10 min inkubieren lassen
und mehrmals Uber Kopf mischen
— daraus Verdunnungsreihe mit 2000 pg/ml, 1000 pg/ml, 500 pg/ml, 250 pg/ml,
125 pg/ml, 62.5 pg/ml, 31.25 pg/ml und 0 pg/ml durch Zugabe von je 500 pl der
vorherigen Verdlinnungsstufe zu 500 ul Reference Standard & Sample Diluent

Biotinylated Detection Ab working solution:
100x Concentrated Biotinylated Detection Ab 1:100 mit Biotinylated Detection
Ab Diluent zu 1x working solution verdunnt

Concentrated HRP Conjugate working solution:
100x Concentrated HRP Conjugate 1:100 mit Concentrated HRP Conjugate

Diluent zu 1x working solution verdinnen

Durchflihrung:
Zur Vorbereitung des Assays wurden zunachst die bendtigten Reagenzien (Wash Buffer,

Standard working solution, Biotinylated Detection AB working solution, Concentrated HRP
working solution) nach der im Kit enthaltenen Anleitung aus den konzentrierten Losungen
durch entsprechende Verdinnung angesetzt.

Zur Durchflhrung des Assays wurden in jedes Well der Mikrotiterplatte 100 pl Probe bzw. zur
Erstellung der Standardkurve 100 pl einer Standardlésung hinzugegeben und fir 90 min bei
37 °C inkubiert. Danach wurde die Flussigkeit der Wells abgegossen und im Anschluss daran
100 pl des biotinylierten Detektionsantikdrpers in jedes Well pipettiert. Nach erneuter
Inkubation fir 60 min bei 37 °C wurde dekantiert und dreimalig gewaschen. Fur die
Waschschritte wurden je 350 pl Waschpuffer in jedes Well pipettiert, 1-2 min einwirken
gelassen, danach abgegossen und durch Klopfen gegen saugfahiges Papier getrocknet. Nun
wurden 100 pl HRP Konjugat in jedes Well hinzugefiigt und fir 30 min bei 37 °C inkubiert.
Nach AbgielRen der Flussigkeit folgten funf Waschschritte. Im Anschluss daran wurden zum

Reaktionsstart 90 ul Substrat Reagenz in jedes Well gegeben. Nach Inkubation flr 15 min bei
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37 °C wurde die Reaktion durch Zugabe von 50 pl Stop Solution beendet und unmittelbar

danach die Extinktion photometrisch bei einer Wellenlange von 450 nm gemessen.

3.2.6 Statistik

Zur statistischen Analyse wurde das Computerprogramm GraphPad Prism (La Jolla, USA)
verwendet. Allen Auswertungen wurde das Signifikanzniveau p < 0.05 zu Grunde gelegt.
Die Daten sind als MittelwertexSEM (standard error of the mean, Standardfehler) gezeigt. Der

SEM berechnet sich als Quotient aus der Standardabweichung (SD) geteilt durch die Wurzel

i _5b
der Grundgesamtheit (n) (SEM = ﬁ).
Als statistischer Test zum Vergleich dreier Versuchsgruppen diente die ,One-way ANOVA"-

Analyse mit ,Tukey’s multiple comparison® als Post-hoc-Test.
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4. Ergebnisse

4.1 Interventionsgruppe

Um die pathophysiologischen Mechanismen der Entstehung eines atrialen arrhythmogenen
Substrates bei CKD und die moégliche Rolle einer gesteigerten neurohumoralen Aktivitat zu
untersuchen, wurde im Rattenmodell durch Verabreichung von 0.25%-Adenin-Futter tGber 16
Wochen eine chronische Niereninsuffizienz induziert (Adenin-Gruppe; Ad) und in einer
Interventionsgruppe ein Teil der Versuchstiere vier Wochen nach Beginn der Fitterung mit der
Adenin-haltigen Nahrung einer renalen Denervation unterzogen (Adenin+RDN-Gruppe;
Ad+RDN) und mit der sham-operierten Kontroll (Ko)- bzw. Adenin-Gruppe verglichen (vgl.
Abbildung 17A: Versuchsablauf Interventionsgruppe).

4.1.1 Tierdaten

Abbildung 17B zeigt die wochentlich bestimmten Korpergewichte der Versuchstiere im Laufe
der 16-wochigen Versuchsdauer. Zu Versuchsbeginn nach Senderimplantation und vor Start
der Fitterung mit 0.25%-Adenin lag das durchschnittliche Gewicht der Tiere der Kontroll-
Gruppe bei 442.3+21 g (n=3), das der Adenin-Gruppe bei 415.8411 g (n=4) und das der
Adenin+RDN-Gruppe bei 408.3+15 g (n=4). Somit zeigte sich zu Versuchsbeginn kein
signifikanter Unterschied in den Kdrpergewichten zwischen allen Gruppen. Wahrend des 16-
wochigen Versuchsablaufs nahm das Gewicht der Kontrollen um durchschnittlich 10.1 g pro
Woche zu und die Tiere erreichten zum Endzeitpunkt nach 16 Wochen ein Gewicht von
605.3143 g. Bei den Adenin-gefltterten Tieren und den Adenin-gefltterten Tieren mit renaler
Denervation fiel der Gewichtsanstieg im Versuchsverlauf deutlich geringer aus (0.54 g/Woche
in Ad; 1.2 g/Woche in Ad+RDN) und das Korpergewicht der Tiere lag nach Versuchsabschluss
bei 424.5+11 g in der Adenin- und bei 427.8+13 g in der Adenin+RDN-Gruppe. Damit zeigten
die Adenin-gefitterten Tiere (Ad: p=0.0015 vs. Ko) und solche mit renaler Denervation (Ad-
RDN: p=0.0017 vs. Ko) nach 16 Wochen im Vergleich zu Kontrollen ein signifikant reduziertes
Korpergewicht (vgl. Abbildung 17B: Tiergewichte).

Auch die Futter- und Wasseraufnahme der Tiere wurden wochentlich dokumentiert, wie
Abbildung 17C und Abbildung 17D zeigen. Bei Start der Versuchsreihe unterschieden sich die
durchschnittlichen Futter- und Trinkmengen der Versuchstiere aller drei Gruppen nicht
signifikant (28 g Futter und 44.4 ml Wasser in Ko; 24.8 g und 53.3 ml in Ad; 23.5 g und 50.0
ml in Ad+RDN). Im Verlauf nahm die Futtermenge der Kontrolltiere geringflgig auf 32.6 g zum

Endzeitpunkt zu. Bei den Adenin-gefutterten Tieren und solchen mit renaler Denervation nahm
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die mittlere Futtermenge wahrend der 16-wochigen Versuchsdauer hingegen auf 18.7 g bei
Ad und 20.6 g bei Ad+RDN ab. Wahrend die Trinkmenge der Kontrolltiere im Versuchsverlauf
nahezu konstant blieb, lie3 sich in der Adenin- und Adenin+RDN-Gruppe eine deutliche
Steigerung mit nahezu einer Verdopplung der Wasseraufnahme verzeichnen (Ad: 53.3 ml in
Woche 1, 85.0 ml in Woche 16; Ad+RDN: 50.0 ml in Woche 1, 91.7 ml in Woche 16) (vgl.
Abbildung 17C: Futtermenge und Abbildung 17D: Trinkmenge).

Somit zeigten Adenin-gefiitterte Tiere nach 16 Wochen im Vergleich zu Kontrolltieren ein
signifikant reduziertes Koérpergewicht bei erheblich gesteigerter Trinkmenge und leicht
reduzierter Nahrungsaufnahme. Unter renaler Denervation waren diese Veranderungen nicht

reversibel, sodass renale Denervation diese Parameter unbeeinflusst lasst.
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Abbildung 17: Tierdaten

A: Versuchsablauf Interventionsgruppe (siehe S.38f)

B: Tiergewichte. Entwicklung der Kbérpergewichte in Gramm (g) der Kontrollen (Ko, n=3), Adenin-gefiitterten
Ratten (Ad, n=4) und Adenin-gefiitterten Ratten mit renaler Denervation (Ad+RDN, n=4) wéchentlich bestimmt von
Beginn der Adenin-Flitterung (Woche 0) bis Versuchsende (Woche 16).

Alle Daten sind als Mittelwert+tSEM gezeigt.

C: Futtermenge. Durchschnittliche Futteraufnahme pro Tier und Tag in Gramm (g) im Versuchsverlauf von
Kontrollen (Ko, n=3), Adenin-gefiitterten Ratten (Ad, n=4) und Adenin-gefiitterten Ratten mit renaler Denervation
(Ad+RDN, n=4).

D: Trinkmenge. Durchschnittliche Wasseraufnahme pro Tier und Tag in Milliliter (ml) im Versuchsverlauf von
Kontrollen (Ko, n=3), Adenin-gefiitterten Ratten (Ad, n=4) und Adenin-gefiitterten Ratten mit renaler Denervation
(Ad+RDN, n=4).
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Zur Erfassung der Nierenfunktion wurden die Plasma- und Urinkonzentrationen von Kreatinin
und Harnstoff in regelmaligen Abstanden bestimmt. Kreatinin und Harnstoff sind
Stoffwechselprodukte, die unter physiologischen Bedingungen renal eliminiert werden und
deren Plasmakonzentration daher negativ mit der Filtrationsleistung der Niere korreliert,
wahrend hohe Urinkonzentrationen dieser Metabolite eine erhaltene Ausscheidungsfunktion
der Niere anzeigen.

Die Baseline-Messung (Zeitpunkt 0) der Plasmakonzentrationen von Kreatinin (Crea) und
Harnstoff (Urea) ergab keine Unterschiede zwischen allen drei Gruppen (in Ko: 0.45+0.01
mg/dl Crea, 45.9+3.0 mg/dl Urea; in Ad: 0.44+0.01 mg/dl Crea, 53.4+4.3 mg/dl Urea; in
Ad+RDN: 0.51+0.05 mg/dl Crea, 58.7+4.4 mg/dl Urea). Wahrend Plasma-Kreatinin und -
Harnstoff in der Kontrollgruppe im Laufe der 16-woéchigen Versuchsdauer annahernd
unverandert blieben, liel3 sich in der Adenin- und der Adenin+RDN-Gruppe ein signifikanter
Anstieg verzeichnen. Die Plasma-Kreatininkonzentration stieg bei Adenin-gefiutterten Tieren
auf 3.0+£0.22 mg/dl (Ko: 0.54+0.27 mg/dl; p=0.0002 vs. Ad) und bei den Adenin-gefutterten
Tieren mit renaler Denervation auf 2.8+0.19 mg/dl (p=0.0003 vs. Ko) nach 16 Wochen an (Ad
vs. Ad+RDN, p=0.81). Fur die Plasma-Harnstoffkonzentration lie3 sich ein Anstieg auf
396.2445.0 mg/dl in Ad (Ko: 52.843.0 mg/dl; p=0.0001 vs. Ad) und 344.5+13.7 mg/dl in
Ad+RDN (p=0.0004 vs. Ko) verzeichnen (Ad vs. Ad+RDN, p=0.45). Somit waren Plasma-
Kreatinin und Plasma-Harnstoff am Ende der Versuchsdauer in Adenin-gefitterten Tieren und
solchen mit renaler Denervation signifikant erhdht gegentber der Kontrollgruppe. Zwischen
der Adenin- und der Adenin+RDN-Gruppe zeigten sich keine signifikanten Unterschiede (vgl.
Abbildung 18A: Plasma Kreatinin und Abbildung 18C: Plasma Harnstoff).

Gegenlaufig verhielten sich die Urinkonzentrationen von Kreatinin und Harnstoff. Zum
Endzeitpunkt der Versuchsreihne nach 16 Wochen war die renale Kreatinin- und
Harnstoffausscheidung in Adenin-gefutterten Tieren und solchen mit renaler Denervation hoch
signifikant reduziert (p<0.0001) gegenuber den Kontrolltieren. Die Kontroll-Ratten schieden
nach 16 Wochen im Mittel 91.6£19.3 mg/dl Kreatinin und 3554.0+552.9 mg/dl Harnstoff GUber
den Urin aus verglichen mit 17.0+4.1 mg/dl Crea, 925.4+138.2 mg/dl Urea bei Adenin-Tieren
und 21.2+3.3 mg/dl Crea, 1312.0£140.1 mg/dl Urea bei renal denervierten Adenin-geflutterten
Ratten (vgl. Abbildung 18B: Urin Kreatinin-Gehalt und Abbildung 18D: Urin Harnstoff-Gehallt).

Zwischen der Adenin- und der Adenin+RDN-Gruppe ergaben sich keine Unterschiede.

Die Ergebnisse der Untersuchung der Nierenfunktionsparameter Kreatinin und Harnstoff in
Plasma und Urin sprechen fir eine durch die Adenin-Nephropathie massiv eingeschrankte
Nierenfunktion der Adenin-gefutterten Tiere im Vergleich zu gesunden Kontrolltieren. Renale
Denervation lie3 die Nierenfunktionsparameter unbeeinflusst und in der Denervationsgruppe

konnte verglichen mit den sham-operierten Adenin-gefltterten Tieren keine Verbesserung der
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Nierenfunktion beobachtet werden. Dies lasst schlielRen, dass renale Denervation keinen

Einfluss auf die Nierenfunktion hat.
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Abbildung 18: Nierenfunktionsparameter

A: Plasma-Kreatininkonzentration in Milligramm pro Deziliter (mg/dl) von Kontrollen (Ko, n=3), Adenin-gefiitterten
Tieren (n=4) und Adenin-gefiitterten Tieren mit renaler Denervation (n=4).

B: Urin-Kreatininkonzentration in Milligramm pro Deziliter (mg/dl) von Kontrollen (Ko, n=6), Adenin-gefiitterten
Tieren (n=8) und Adenin-gefiitterten Tieren mit renaler Denervation (n=8) in Woche 16.

C: Plasma-Harnstoffkonzentration in Milligramm pro Deziliter (mg/dl) von Kontrollen (Ko, n=3), Adenin-gefiitterten
Tierne (n=4) und Adenin-gefiitterten Tieren mit renaler Denervation (n=4).

D: Urin-Harnstoffkonzentration in Milligramm pro Deziliter (mg/dl) von Kontrollen (Ko, n=6), Adenin-gefiitterten
Tieren (n=8) und Adenin-gefiitterten Tieren mit renaler Denervation (n=8) in Woche 16.

One-way ANOVA mit Tukey’s multiple comparison Test wurde zur statistischen Analyse verwendet. Alle Daten sind
als Mittelwert+SEM gezeigt.
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Abbildung 19 zeigt die telemetrisch gemessenen mittleren arteriellen Blutdriicke (MAD,
Arterieller Mitteldruck) der Versuchstiere aller drei Gruppen wahrend der 16-wdchigen
Versuchsdauer. Zu Versuchsbeginn unterschieden sich die Ratten aller drei Gruppen
hinsichtlich des Blutdrucks nicht wesentlich (mit MAD von 97.7+1.0 mmHg in Ko, 100.7+2.3
mmHg in Ad und 100.3+1.3 mmHg in Ad+RDN). Nach 16 Wochen lag der MAD der
Kontrolltiere bei 103.3t1.4 mmHg und zeigte sich somit nahezu unverandert zum
Ausgangswert. In der Adenin- und der Adenin+RDN-Gruppe konnte im Verlauf nur ein
moderater Blutdruckanstieg auf 123.9+4.6 mmHg in Ad (p=0.0007 vs. Ko) bzw. 114.8+3.2
mmHg in Ad+RDN (p=0.043 vs. Ko) nach 16 Wochen verzeichnet werden. Zwischen der
Adenin- und der Adenin+RDN-Gruppe ergab sich nach 16 Wochen kein signifikanter
Blutdruckunterschied.

Die Adenin-Nephropathie fiuhrte im Rattenmodell somit lediglich zu einem geringflgigen
Blutdruckanstieg nach 16 Wochen, sodass alle weiteren beobachteten und im Folgenden

beschriebenen Effekte weitestgehend blutdruckunabhangig sind.
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Abbildung 19: Mittlerer arterieller Blutdruck (MAD)

Telemetrisch gemessene mittlere arterielle Blutdruckwerte in mmHg von Kontrollen (Ko, n=6 Tiere), Adenin-
gefiitterten Ratten (Ad, n=5-6 Tiere) und Adenin-gefiitterten Ratten mit renaler Denervation (Ad+RDN, n=5-6 Tiere)
wéhrend des Versuchsverlaufs.

Base=Baseline
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4.1.2 Expression ROS-produzierender und anti-oxidativ wirkender Proteine in der

Niere

Eine eingeschrankte Nierenfunktion ist oft mit strukturellen und biochemischen Veranderungen
der Niere assoziiert, die unter anderem mit einer erhdhten Produktion reaktiver
Sauerstoffspezies (ROS) bzw. verminderten anti-oxidativen Abwehrmechanismen verbunden
sind. Daher wurde die Expression oxidativ- und anti-oxidativ wirkender Proteine im
Rattenmodell der CKD mittels Western Blot-Analyse aus Nierenhomogenat der rechten und
linken Niere untersucht. Durch den Vergleich der Adenin-Gruppe mit der Adenin+RDN-Gruppe
sollte untersucht werden, ob die Denervation der Nierenarterien eine Auswirkung auf die

Expression ROS-produzierender oder anti-oxidativ wirkender Proteine hat.

Ein wichtiges ROS-produzierendes Enzym ist das die beiden letzten Schritte des Purinabbaus
katalysierende Enzym Xanthin-Oxidase, das unter Verwendung von molekularem Sauerstoff
als primaren Elektronenakzeptor Superoxid-Anionen generiert.?°

In der Western Blot-Analyse ergab sich fur XO in der Kontrollgruppe ein mittlerer IOD-Wert
von 0.06%0.01, in der Adenin-Gruppe 0.45+0.07 und in der Adenin+RDN-Gruppe 0.4410.07.
Damit zeigte sich eine signifikante Steigerung der renalen Expression von XO sowohl in
Adenin-gefutterten Tieren im Vergleich zu Kontrolltieren (p=0.0002 vs. Ko), als auch in den
Adenin+RDN-Tieren (p=0.0002 vs. Ko). Zwischen Adenin-gefutterten Tieren und solchen mit
renaler Denervation ergab sich kein Unterschied (p=0.99) (vgl. Abbildung 20: Renale
Expression des purinabbauenden Enzyms Xanthin-Oxidase (XO)). Die gesteigerte XO-
Expression in Adenin-gefltterten Tieren kdnnte hier als Korrelat der futterbedingten Adenin-
Nephropathie im Sinne einer verstarkten Umsetzung von Adenin durch die XO zu 2,8-

Dihydroxyadenin zu werten sein.303212
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Abbildung 20: Renale Expression des purinabbauenden Enzyms Xanthin-Oxidase (X0O)

A: Représentativer Immunoblot zur renalen Proteinexpression von XO (150kDa) in Kontrollen (Ko), Adenin-
gefiitterten Ratten (Ad) und Adenin-gefiitterten Ratten mit renaler Denervation (Ad+RDN). Das ,house-keeping
Gen“ GAPDH diente als Ladekontrolle. (Unspezifische Bande bei 50kDa)

B: Immunchemische Quantifizierung der Proteinexpression von XO in Nierenhomogenat der linken und rechten
Niere in Ko (n=7 Tiere), Ad (n=9 Tiere) und Ad+RDN (n=9 Tiere). One-way ANOVA mit Tukey’s multiple comparison
Test wurde zur statistischen Analyse verwendet. Alle Daten sind als Mittelwert+SEM gezeigt.

GAPDH: Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase; I0OD: Integrated Optical Density; XO: Xanthin-Oxidase

Die Isoenzyme der Familie der NADPH-Oxidasen (Nox) katalysieren die Reduktion von
molekularem Sauerstoff zu Superoxid-Anion und sind somit primadr ROS-produzierende
Enzyme und eine wichtige endogene Quelle reaktiver Sauerstoffspezies.?

Die renale Nox 2-Expression zeigte sich in der Auswertung bei niereninsuffizienten Ratten mit
1.0£0.06 verglichen mit Kontrolltieren (0.84+0.04 in Ko) signifikant erhéht (p=0.018). Durch
renale Denervation wurde keine signifikante Reduktion der Nox 2-Expression im Vergleich zu
ausschliel3lich Adenin-gefutterten Tieren erzielt (0.93+0.05, p=0.16) (vgl. Abbildung 21:
Renale Expression des ROS-produzierenden Enzyms NADPH-Oxidase 2 (Nox 2)).

Als vorwiegend renal und vaskuldr exprimierte Isoform wurde die Expression von Nox 4
untersucht.?’ Hierbei ergaben sich mit Werten von 0.30+0.06 in Kontrollen, 0.40+0.06 in
Adenin-Tieren und 0.36+0.05 in Adenin-Tieren mit renaler Denervation keine signifikanten
Unterschiede zwischen allen Gruppen (vgl. Abbildung 22: Renale Expression des ROS-
produzierenden Enzyms NADPH-Oxidase 4 (Nox 4)).
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Abbildung 21: Renale Expression des ROS-produzierenden Enzyms NADPH-Oxidase 2 (Nox 2)

A: Repréasentativer Immunoblot zur renalen Proteinexpression von Nox 2 (65kDa) in Kontrollen (Ko), Adenin-
gefiitterten Ratten (Ad) und Adenin-gefiitterten Ratten mit renaler Denervation (Ad+RDN). Das ,house-keeping
Gen” GAPDH diente als Ladekontrolle.

B: Immunchemische Quantifizierung der Proteinexpression von Nox 2 in Nierenhomogenat der linken und rechten
Niere in Ko (n=7 Tiere), Ad (n=9 Tiere) und Ad+RDN (n=9 Tiere). One-way ANOVA mit Tukey’s multiple comparison
Test wurde zur statistischen Analyse verwendet. Alle Daten sind als Mittelwert+SEM gezeigt.

GAPDH: Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase; I0D: Integrated Optical Density; Nox: NADPH-Oxidase
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Abbildung 22: Renale Expression des ROS-produzierenden Enzyms NADPH-Oxidase 4 (Nox 4)

A: Repréasentativer Immunoblot zur renalen Proteinexpression von Nox 4 (65kDa) in Kontrollen (Ko), Adenin-
gefiitterten Ratten (Ad) und Adenin-gefiitterten Ratten mit renaler Denervation (Ad+RDN). Das ,house-keeping
Gen” GAPDH diente als Ladekontrolle.

B: Immunchemische Quantifizierung der Proteinexpression von Nox 4 in Nierenhomogenat der linken und rechten
Niere in Ko (n=7 Tiere), Ad (n=9 Tiere) und Ad+RDN (n=9 Tiere). One-way ANOVA mit Tukey’s multiple comparison
Test wurde zur statistischen Analyse verwendet. Alle Daten sind als Mittelwert+SEM gezeigt.

GAPDH: Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase; I0OD: Integrated Optical Density; Nox: NADPH-Oxidase
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Zur Entgiftung reaktiver Sauerstoffspezies stehen dem Organismus verschiedene
enzymatische Abwehrmechanismen zur Verfigung, deren Expression als Mal} der anti-
oxidativen Kapazitat mittels Western Blot analysiert wurde. Der erste Schritt ist dabei die
Umsetzung von Superoxid-Anionen durch die Isoenzyme der Familie der Superoxid-
Dismutasen (SOD) zu Wasserstoffperoxid, welches im nachsten Schritt durch Catalase zu

Wasser und molekularem Sauerstoff entgiftet wird.?>'"

Die Expression von Catalase zeigte sich in Adenin-gefitterten Tieren hoch signifikant reduziert
gegenuber den Kontrollen (2.5+0.52 in Ko vs. 0.88+0.22 in Ad, p=0.001). Zwischen der
Adenin- und der Adenin+RDN-Gruppe ergab sich kein signifikanter Unterschied (0.74+0.15 in
Ad+RDN, vs. Ad p=0.93) (vgl. Abbildung 23: Renale Expression anti-oxidativer Proteine).
Weniger deutlich fiel die Reduktion der Expression der Isoformen der SODs in
nierengeschadigten Tieren im Vergleich zu gesunden Kontrolltieren aus. Hier konnte lediglich
fur die cytosolische Isoform SOD 1 eine Abnahme in der Proteinexpression zwischen
Kontrollen und Adenin-gefiitterten Tieren festgestellt werden. Diese Abnahme war jedoch nur
zwischen Kontroll- und Adenin+RDN-Gruppe signifikant (1.1+£0.13 in Ko vs. 0.69+0.07 in
Ad+RDN, p=0.030), zwischen Kontroll- und Adenin-Gruppe wurde das Signifikanzniveau nicht
erreicht (0.76+0.12 in Ad, vs. Ko p=0.089). Fir die Expression der mitochondrialen Isoform
SOD 2 lief3 sich keine signifikante Abnahme verzeichnen (1.1£0.10 in Ko, 0.93+0.0.11 in Ad,
0.86+0.09 in Ad+RDN).
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Abbildung 23: Renale Expression anti-oxidativer Proteine

A: Représentative Immunoblots zur renalen Proteinexpression von Catalase (60kDa), SOD 1 (20kDa) und SOD 2
(25kDa) in Kontrollen (Ko), Adenin-gefiitterten Ratten (Ad) und Adenin-gefiitterten Ratten mit renaler Denervation
(Ad+RDN). Das ,house-keeping Gen“ GAPDH diente als Ladekontrolle.

B: Immunchemische Quantifizierung der Proteinexpression von Catalase (links), SOD 1 (Mitte) und SOD 2 (rechts)
in Nierenhomogenat der linken und rechten Niere in Ko (n=7 Tiere), Ad (n=9 Tiere) und Ad+RDN (n=9 Tiere). One-
way ANOVA mit Tukey’s multiple comparison Test wurde zur statistischen Analyse verwendet. Alle Daten sind als
Mittelwert+tSEM gezeigt.

GAPDH: Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase; I0D: Integrated Optical Density; SOD: Superoxid-
Dismutase
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Auch die Isoenzyme der Familie der Peroxiredoxine (Prx) sind als Enzyme der anti-oxidativen

Abwehr an der Entgiftung von Wasserstoffperoxid und organischen Hyperoxiden beteiligt.2%8*

Die Expression der cytosolischen Vertreter Prx | und Il stellte sich in der Western Blot-Analyse
im Rattenmodell zwischen allen drei Gruppen nahezu unverandert dar (Prx I: 0.30+0.05 in Ko,
0.33+0.06 in Ad, 0.35+0.05 in Ad+RDN, Prx II: 0.62+0.08 in Ko, 0.60+£0.06 in Ad, 0.59+0.60 in
Ad+RDN, vgl. Abbildung 24: Renale Expression cytosolischer anti-oxidativer Proteine),
wahrend die Expression der mitochondrialen Isoform Prx Il sowohl in den Adenin-gefitterten
Ratten (0.29+0.03 in Ad) als auch in den Adenin-gefitterten renal denervierten Ratten
(0.33+£0.05 in Ad+RDN) verglichen mit Kontroll-Ratten (0.84+0.11 in Ko) hoch signifikant
herabreguliert erschien (p<0.0001 Ko vs. Ad und Ko vs. Ad+RDN, vgl. Abbildung 25: Renale
Expression mitochondrialer anti-oxidativer Proteine). Durch renale Denervation konnte kein

erneuter Anstieg in der Prx Ill-Expression beobachtet werden (Ad+RDN vs. Ad p=0.90).
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Abbildung 24: Renale Expression cytosolischer anti-oxidativer Proteine

A: Représentative Immunoblots zur renalen Proteinexpression von Prx | (20-25kDa) und Prx Il (25kDa) in Kontrollen
(Ko), Adenin-gefiitterten Ratten (Ad) und Adenin-gefiitterten Ratten mit renaler Denervation (Ad+RDN). Das
~house-keeping Gen“ GAPDH diente als Ladekontrolle.

B: Immunchemische Quantifizierung der Proteinexpression von Prx | (links) und Prx Il (rechts) in Nierenhomogenat
der linken und rechten Niere in Ko (n=7 Tiere), Ad (n=9 Tiere) und Ad+RDN (n=9 Tiere). One-way ANOVA mit
Tukey’s multiple comparison Test wurde zur statistischen Analyse verwendet. Alle Daten sind als Mittelwert+tSEM
gezeigt.

GAPDH: Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase; I0D: Integrated Optical Density; Prx: Peroxiredoxin
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Abbildung 25: Renale Expression mitochondrialer anti-oxidativer Proteine

A: Représentativer Immunoblot zur renalen Proteinexpression von Prx Ill (25kDa) in Kontrollen (Ko), Adenin-
gefiitterten Ratten (Ad) und Adenin-gefiitterten Ratten mit renaler Denervation (Ad+RDN). Das ,house-keeping
Gen“ GAPDH diente als Ladekontrolle.

B: Immunchemische Quantifizierung der Proteinexpression von Prx Il in Nierenhomogenat der linken und rechten
Niere in Ko (n=7 Tiere), Ad (n=9 Tiere) und Ad+RDN (n=9 Tiere). One-way ANOVA mit Tukey’s multiple comparison
Test wurde zur statistischen Analyse verwendet. Alle Daten sind als Mittelwert+SEM gezeigt.

GAPDH: Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase; I0D: Integrated Optical Density; Prx: Peroxiredoxin

Als Markerprotein oxidativen Stresses fungiert das Enzym Hamoxygenase 1 (HO-1), das unter
physiologischen Bedingungen bei ausgeglichenem Redox-Verhaltnis nur in geringem Male
exprimiert wird. Seine Expression wird erst als Mechanismus zur Abwehr bei verstarktem
oxidativen Stress kompensatorisch induziert." "2

In der Western Blot-Analyse ergab sich eine signifikant erhéhte Proteinexpression von HO-1
in Adenin-gefltterten Ratten (0.36+0.07 in Ad) im Vergleich zu Kontrollen (0.07+0.02 in Ko,
p=0.004 vs. Ad). Durch renale Denervation liel3 sich keine Reduktion von HO-1 gegenlber
den ausschlief3lich Adenin-gefutterten Tieren erzielen (0.31+£0.05 in Ad+RDN, p=0.93 vs. Ad)
(vgl. Abbildung 26: Renale Expression von Markerproteinen oxidativen Stresses).

Der erhdhte HO-1-Gehalt in der Adenin- bzw. Adenin+RDN-Gruppe stellt einen Indikator flr
verstarkten oxidativen Stress der Nierenzellen dieser Tiere im Verhaltnis zur Kontroll-Gruppe
dar. Dies lasst vermuten, dass die Adenin-Nephropathie im Nierengewebe oxidativen Stress

induziert, der durch renale Denervation nicht beeinflusst wird.
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Abbildung 26: Renale Expression von Markerproteinen oxidativen Stresses

A: Représentativer Immunoblot zur renalen Proteinexpression von HO-1 (28kDa) in Kontrollen (Ko), Adenin-
gefiitterten Ratten (Ad) und Adenin-gefiitterten Ratten mit renaler Denervation (Ad+RDN). Das ,house-keeping
Gen” GAPDH diente als Ladekontrolle.

B: Immunchemische Quantifizierung der Proteinexpression von HO-1 in Nierenhomogenat der linken und rechten
Niere in Ko (n=7 Tiere), Ad (n=9 Tiere) und Ad+RDN (n=9 Tiere). One-way ANOVA mit Tukey’s multiple comparison
Test wurde zur statistischen Analyse verwendet. Alle Daten sind als Mittelwert+SEM gezeigt.

GAPDH: Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase; HO: Hdmoxygenase; I0D: Integrated Optical Density

Insgesamt lasst sich durch die Ergebnisse der Western Blot-Analyse vermuten, dass eine
chronische Nierenerkrankung mit verstarktem oxidativen Stress durch erhdhte endogene
ROS-Produktion und erniedrigte enzymatische Abwehrmechanismen assoziiert ist. Eine
renale Denervation scheint keinen protektiven Einfluss auf die Entstehung des oxidativen

Stresses zu haben.

4.1.3 Expression blutdruckregulierender Proteine in der Niere

Um die Rolle einer gesteigerten neurohumoralen Aktivierung im Sinne einer erhohten
Sympathikusaktivitat als moglichen Mechanismus der kardiovaskuldren Schadigung bei CKD
zu untersuchen, wurde die renale Expression von Proteinen, die an der Regulation der Aktivitat
des sympathischen Nervensystems und des Blutdrucks beteiligt sind, mit Hilfe der Western

Blot-Analyse quantifiziert.
Durch Oxidation der Aminosaure Tyrosin zu L-Dopa ist das Enzym Tyrosinhydroxylase (TH)

als Schlisselenzym an der Synthese der als Neurotransmitter im sympathischen

Nervensystem fungierenden Katecholamine Dopamin, Noradrenalin und Adrenalin beteiligt.'®
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Die Western Blot-Analyse lief® keine wesentliche Regulation der TH-Expression zwischen den
Gruppen erkennen. Es ergab sich in Kontrollen ein mittlerer Wert von 0.22+0.05, in Adenin-
gefltterten Ratten 0.29+0.05 und in Adenin-gefutterten Ratten mit renaler Denervation
0.26+0.05. Die Zunahme der TH-Expression in der Adenin-Gruppe gegenuber den
Kontrolltieren war somit nicht signifikant (p=0.62). Ebenso konnte bei renal denervierten Tieren
keine signifikante Abnahme der Proteinexpression verglichen mit Adenin-gefitterten Tieren
festgestellt werden (p=0.91 Ad vs. Ad+RDN) (vgl. Abbildung 27: Renale Expression

Katecholamin-produzierender Proteine).
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Abbildung 27: Renale Expression Katecholamin-produzierender Proteine

A: Représentativer Immunoblot zur renalen Proteinexpression von TH (60kDa) in Kontrollen (Ko), Adenin-
gefiitterten Ratten (Ad) und Adenin-gefiitterten Ratten mit renaler Denervation (Ad+RDN). Das ,house-keeping
Gen” GAPDH diente als Ladekontrolle.

B: Immunchemische Quantifizierung der Proteinexpression von TH in Nierenhomogenat der linken und rechten
Niere in Ko (n=7 Tiere), Ad (n=9 Tiere) und Ad+RDN (n=9 Tiere). One-way ANOVA mit Tukey’s multiple comparison
Test wurde zur statistischen Analyse verwendet. Alle Daten sind als Mittelwert+SEM gezeigt.

GAPDH: Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase; I0D: Integrated Optical Density; TH: Tyrosinhydroxylase

CD 10 (Cluster of differentiation 10), auch als Neprilysin bezeichnet, ist eine membranstandige
Metalloendoprotease, die besonders stark in Niere und Lunge exprimiert wird und durch ihre
enzymatische Aktivitdt eine Vielzahl von Peptidhormonen spaltet und abbaut. Zu den
Substraten des Enzyms zahlen u.a. Peptide, die auf unterschiedliche Weise an der
Blutdruckregulation beteiligt sind. So werden beispielsweise AT | und Il, die natriuretischen
Peptide ANP und BNP sowie Bradykinine durch Neprilysin abgebaut.®

Die renale Neprilysin-Expression zeigte in der Western Blot Analyse nur geringgradige
Veranderungen zwischen den Gruppen. Zwischen Kontrollen und Adenin-gefitterten Tieren

nahm die Proteinexpression von 0.36+0.06 in Ko auf 0.48+0.05 in Ad nicht signifikant zu
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(p=0.23). Auch durch renale Denervation ergaben sich keine wesentlichen Unterschiede zu
den sham-operierten Adenin-gefutterten Tieren (0.41+£0.04 in Ad+RDN, p=0.54 vs. Ad) (vgl.

Abbildung 28: Renale Expression blutdruckregulierender Proteine).

Die Renalase ist eine kirzlich entdeckte, vorwiegend in der Niere gebildete und ins Blut
sezernierte Monoaminooxidase, deren mdgliche Rolle in der Blutdruckregulation durch Abbau
zirkulierender Katecholamine sowie deren Bedeutung fiir die Pathogenese kardiovaskularer
Komorbiditaten bei CKD in der Literatur kontrovers diskutiert werden.'?*® Wahrend in einigen
Studien ein deutlicher Mangel dieses Enzyms bei Patient*innen mit chronischer
Nierenerkrankung beschrieben wird'?*®?', berichten andere hingegen von erhdhten
Plasmaspiegeln in CKD-Patient*innen'?'. Daher bleibt die Bedeutung der Renalase in der
Pathogenese kardiovaskularer Komorbiditaten bei CKD weiterhin zu klaren und im Fokus
aktueller Forschung.

In der Western Blot-Analyse konnte eine hoch signifikante Abnahme der renalen Expression
von Renalase in Adenin-gefutterten Tieren im Vergleich zu Kontrolltieren gezeigt werden.
Gesunde Kontrollen erzielten einen durchschnittlichen Wert von 0.82+0.08, wahrend dieser
bei Adenin-gefitterten Ratten auf 0.31+£0.03 sank (p<0.0001). Bei renal denervierten Ratten
zeigte sich kein signifikanter Unterschied gegenlber ausschlieRlich Adenin-gefitterten Ratten
(0.26£0.02 in Ad+RDN, p=0.64 vs. Ad) (vgl. Abbildung 28: Renale Expression

blutdruckregulierender Proteine).
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Abbildung 28: Renale Expression blutdruckregulierender Proteine

A: Représentative Immunoblots zur renalen Proteinexpression von CD 10 (100kDa) und Renalase (42kDa) in
Kontrollen (Ko), Adenin-gefiitterten Ratten (Ad) und Adenin-gefiitterten Ratten mit renaler Denervation (Ad+RDN).
Das ,house-keeping Gen“ GAPDH diente als Ladekontrolle. Ebenfalls aufgetragen Catalase (vgl. Abbildung 23).
B: Immunchemische Quantifizierung der Proteinexpression von CD 10 (links) und Renalase (rechts) in
Nierenhomogenat der linken und rechten Niere in Ko (n=7 Tiere), Ad (n=9 Tiere) und Ad+RDN (n=9 Tiere). One-
way ANOVA mit Tukey's multiple comparison Test wurde zur statistischen Analyse verwendet. Alle Daten sind als
Mittelwert+tSEM gezeigt.

CD: Cluster of differentiation; GAPDH: Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase; I0D: Integrated Optical
Density
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Der Sodium-glucose linked transporter 2 (SGLT-2) ist ein in proximalen Tubuluszellen der
Niere exprimiertes Transportprotein, dessen primare Funktion die Rickresorption von Glucose
aus dem Priméarharn darstellt.%®'” Die Glucose-Resorption erfolgt dabei im Co-Transport mit
einem Na*-lon, wobei der durch die Na*-K*-ATPase aufgebaute Konzentrationsgradient flr
Na* als Triebkraft flir den Resorptionsvorgang dient. Folglich wurden Inhibitoren dieses
Transportproteins als neue Strategie in der Therapie des Diabetes mellitus entwickelt. Neben
der Senkung des Blutglucosespiegels durch verstarkte Glucosurie konnten eine Reduktion des
systolischen Blutdrucks®, ein verringertes Risiko fiir den Tod durch kardiovaskuldre
Ereignisse'® sowie eine renoprotektive Wirkung der SGLT-2-Inhibitoren mit verzégerter
Progression der CKD'"® in Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 beobachtet werden. Dariiber

hinaus scheint das sympathische Nervensystem die SGLT-2-Expression zu beeinflussen.

In niereninsuffizienten Ratten stellte sich die SGLT-2-Expression in der Western Blot-Analyse
signifikant gesteigert im Vergleich zu gesunden Kontroll-Ratten dar (p=0.047). Die Kontrolltiere
erreichten mittlere Werte von 0.14+0.02, Adenin-Tiere ebenso wie Adenin+RDN-Tiere
0.26+0.04. Durch renale Denervation konnte kein Unterschied der SGLT-2-Expression
verglichen mit sham-operierten Adenin-gefitterten Tieren beobachtet werden (vgl. Abbildung

29: Renale Expression des Sodium-glucose linked transporter 2 (SGLT-2)).
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Abbildung 29: Renale Expression des Sodium-glucose linked transporter 2 (SGLT-2)

A: Représentativer Immunoblot zur renalen Proteinexpression von SGLT-2 (77kDa) in Kontrollen (Ko), Adenin-
gefiitterten Ratten (Ad) und Adenin-gefiitterten Ratten mit renaler Denervation (Ad+RDN). Das ,house-keeping
Gen” GAPDH diente als Ladekontrolle.

B: Immunchemische Quantifizierung der Proteinexpression von SGLT-2 in Nierenhomogenat der linken und
rechten Niere in Ko (n=7 Tiere), Ad (n=9 Tiere) und Ad+RDN (n=9 Tiere). One-way ANOVA mit Tukey’s multiple
comparison Test wurde zur statistischen Analyse verwendet. Alle Daten sind als Mittelwert+tSEM gezeigt.

GAPDH: Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase; 10D: Integrated Optical Density; SGLT: Sodium-glucose
linked transporter

77



Ergebnisse

4.1.4 Renales Remodeling

Eine chronische Nierenerkrankung geht mit strukturellen Veranderungen in der Niere im Sinne
einer tubuldren Atrophie und einer tubulointerstitiellen Fibrose einher, die letztlich in einen
fibrotischen Umbau des Nierenparenchyms mit Destruktion von Rinde und Mark miinden.""”

Zur Charakterisierung der Auswirkungen der CKD auf strukturelle Umbauprozesse der Niere
wurden Gewebeschnitte der linken und rechten Nieren der Versuchstiere pikro-siriusrot gefarbt

und der prozentuale Anteil der Fibroseflache an der Gesamtgewebeflache der Niere bestimmt.

In Adenin-gefutterten Ratten zeigte sich der Gehalt interstitieller Fibrose an der
Gesamtgewebeflache hoch signifikant erhéht gegenliber gesunden Kontrolltieren. So ergab
sich in der Adenin-Gruppe ein mittlerer Anteil von 50.3+2.4 % interstitieller Fibrose an der
Gesamtgewebeflache im Vergleich zu 13.5£1.2 % in der Kontroll-Gruppe (Ko vs. Ad
p<0.0001). Zwischen renal denervierten und sham-operierten Adenin-gefutterten Ratten
konnte kein Unterschied festgestellt werden (Ad+RDN: 51.6£1.9 %, vs. Ad p=0.89) (vgl.
Abbildung 30: Interstitielle Fibrose in der Niere).
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Abbildung 30: Interstitielle Fibrose in der Niere

A: Pikro-siriusrot geférbte Gewebeschnitte der linken Niere von Kontrollen (Ko), Adenin-gefiitterten Ratten (Ad) und
Adenin-gefiitterten Ratten mit renaler Denervation (Ad+RDN). Oben: Makroskopisches Bild; unten:
Ubersichtsaufnahme des histologischen Préparats

B: Quantifizierung des interstitiellen Fibrosegehalts als prozentualer Anteil der Gesamtgewebefldche in Ko (n=7
Tiere), Ad (n=9 Tiere) und Ad+RDN (n=9 Tiere). One-way ANOVA mit Tukey’s multiple comparison Test wurde zur
statistischen Analyse verwendet. Alle Daten sind als Mittelwert+SEM gezeigt.
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4.1.5 Strukturelles Remodeling des linken Vorhofs

Als mogliche Pathomechanismen der Entstehung atrialer  Arrhythmien  sind
Remodelingvorgange des linken Vorhofs von Bedeutung, die die Erregungsweiterleitung
beeinflussen und die Entstehung von Reentry-Kreislaufen begunstigen. Neben einer Zunahme
der linksatrialen Grofe spielen strukturelle Umbauprozesse des Vorhofs eine bedeutende
Rolle. Dazu gehdren neben der Hypertrophie atrialer Kardiomyozyten auch eine gesteigerte
interstitielle Fibrosebildung und die Zunahme der extrazelluldren Matrix.%

Zur Beurteilung des strukturellen Remodelings im Rattenmodell wurden Gewebeschnitte des
linken Vorhofs der Versuchstiere hinsichtlich myozytarer Hypertrophie, des interstitiellen

Fibrosegehalts sowie des Gehalts sympathischer Nervenfasern untersucht.

Die Untersuchung der Hypertrophie erfolgte an HE-gefarbten Gewebeschnitten durch
Ausmessung des Durchmessers und der Querschnittsflaiche der Kardiomyozyten des linken
Vorhofs. Wie Abbildung 31B zeigt, ergaben sich keine relevanten Unterschiede in der Gro3e
linksatrialer Kardiomyozyten zwischen den drei Gruppen. In Kontrolltieren mallen die
Kardiomyozyten des linken Vorhofs durchschnittlich 21.8+0.32 ym im Diameter bei einer
Querschnittsflache von 485.8430.6 um?, in Adenin-Tieren betrugen der Diameter 21.7+0.47
um und die Querschnittsflache 419.1428.7 um?. In den Ad+RDN-Tieren wurden ein Diameter
von 21.120.75 um und eine Flache von 439.3+38.3 um? gemessen. Die histologische
Auswertung der linksatrialen Kardiomyozyten lie also keine Hypertrophie in Adenin-

gefltterten Ratten erkennen.

Kardiomyozyten- Kardiomyozyten-
Ad Ad+RDN durchmesser LA querschnitt LA
407 p=0.67 1000+ p=0.59
=0.75 i p=089
30- P=U 800 p=0.35
A
o 6004 °
5§

= 4004 o0

2004

90um 90um Ad 4 Ad+RDN
Abbildung 31: Myozytenhypertrophie im linken Vorhof (LA)
A: Représentative Ausschnitte Hdmatoxylin-eosin-geférbter Gewebeschnitte des linken Vorhofs von Kontrollen (Ko,
n=7), Adenin-gefiitterten Ratten (Ad, n=8) und Adenin-gefiitterten Ratten mit renaler Denervation (Ad+RDN, n=8)
B: Ausgemessene Groée der Kardiomyozyten im linken Vorhof als Durchmesser in pm (links) und
Querschnittsflache in um? (rechts).
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Zur Fibrose-Auswertung wurden histologische Gewebeschnitte Pikro-Siriusrot gefarbt und der
interstitielle Fibrosegehalt mit Hilfe spezieller Computersoftware (NIS elements, Nikon)
quantifiziert. DarUber hinaus wurde die Expression von Collagen 1A2 im linken Vorhof mittels
Western Blot-Analyse untersucht.

Die Quantifizierung der interstitiellen Fibrose des linken Vorhofs ergab fur Kontrollen einen
mittleren prozentualen Gehalt von 6.4+0.51 %, fur Adenin-gefitterte Tiere 16.8+1.3 % und flr
Adenin-gefutterte Ratten mit renaler Denervation 8.8+0.64 % der Gesamtgewebeflache. Damit
zeigte sich die interstitielle Fibrose in der Adenin-Gruppe hoch signifikant erhéht gegentber
der Kontroll-Gruppe (p<0.0001). Durch die renale Denervation konnte die Bildung interstitieller
Fibrose verhindert werden (p<0.0001 Ad vs. Ad+RDN) (vgl. Abbildung 32: Strukturelles
Remodeling im linken Vorhof (LA). A, B).

Zudem sollte der Vorhof auch biochemisch auf die Expression von Collagen 1A2 (Col1A2)
untersucht werden.

In der Western Blot-Analyse konnte keine Regulation der Proteinexpression von Col1A2 im
linken Vorhof festgestellt werden. Bei den Tieren der Adenin-Gruppe war die Col1A2-
Expression mit 0.51+£0.18 statistisch nicht signifikant erhéht gegentber den Kontrollen mit
0.4210.06 (p=0.88). Auch die Abnahme des Collagen 1A2-Gehalts zwischen Adenin- und
Adenin+RDN-Gruppe war statistisch nicht signifikant (0.21£0.01 in Ad+RDN, p=0.29 Ad vs.
Ad+RDN) (vgl. Abbildung 32: Strukturelles Remodeling im linken Vorhof (LA) C, D).
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Abbildung 32: Strukturelles Remodeling im linken Vorhof (LA)

A: Pikro-Siriusrot geférbte Gewebeschnitte des linken Vorhofs von Kontrollen (Ko), Adenin-gefiitterten Ratten (Ad)
und Adenin-gefiitterten Ratten mit renaler Denervation (Ad+RDN).

B: Quantifizierung des interstitiellen Fibrosegehalts als prozentualer Anteil der Gesamtgewebefldche in Ko (n=10
Tiere), Ad (n=13 Tiere) und Ad+RDN (n=16 Tiere). One-way ANOVA mit Tukey’s multiple comparison Test wurde
zur statistischen Analyse verwendet. Alle Daten sind als MittelwerttSEM gezeigt.

C: Représentativer Immunoblot zur linksatrialen Proteinexpression von Collagen 1A2 (Col1A2, 130kDa) in
Kontrollen (Ko), Adenin-gefiitterten Ratten (Ad) und Adenin-gefiitterten Ratten mit renaler Denervation (Ad+RDN).
Das ,house-keeping Gen“ GAPDH diente als Ladekontrolle.

D: Immunchemische Quantifizierung der Proteinexpression von Col1A2 in Homogenat des linken Vorhofs in Ko
(n=3 Tiere), Ad (n=4 Tiere) und Ad+RDN (n=4 Tiere). One-way ANOVA mit Tukey's multiple comparison Test
wurde zur statistischen Analyse verwendet. Alle Daten sind als Mittelwert+tSEM gezeigt.

Col: Collagen; GAPDH: Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase; I0D: Integrated Optical Density

Zur Darstellung der sympathischen Innervation des linken Vorhofs wurden Gewebeschnitte
der Versuchstiere immunhistologisch gegen Tyrosinhydroxylase gefarbt und der Anteil des
gefarbten Gewebes an der Gesamtgewebeflache des linken Vorhofs mit Hilfe spezieller
Computersoftware (NIS elements, Nikon) ermittelt. Zusatzlich wurde die linksatriale
Proteinexpression von Tyrosinhydroxylase immunchemisch mittels Western Blot-Analyse
quantifiziert.

In der immunhistologischen Untersuchung ergab sich fiir Kontrolltiere im Mittel ein Anteil von
0.25+0.05 %, fur Adenin-gefutterte Tiere 0.32+0.07 % und fur Adenin-gefutterte Tiere mit
renaler Denervation 0.39+0.11 % der Tyrosinhydroxylase-gefarbten Areale an der

Gesamtgewebeflache des linken Vorhofs. Die Anderungen des Tyrosinhydroxylasegehalts
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waren somit zwischen allen drei Gruppen nicht signifikant (vgl. Abbildung 33:
Tyrosinhydroxylase-Gehalt im linken Vorhof (LA)).

Auch die immunchemische Quantifizierung der Tyrosinhydroxylase ergab keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Gruppen. Fur die Kontroll-Gruppe ergab sich in der Western Blot-
Analyse ein mittlerer Wert von 0.061£0.02, fur die Adenin-Gruppe 0.071£0.02 und fiur die
Adenin+RDN-Gruppe 0.15+0.03 (vgl. Abbildung 33: Tyrosinhydroxylase-Gehalt im linken
Vorhof (LA)).

Es konnte somit sowohl immunhistologisch als auch immunchemisch keine relevante
Regulation der sympathischen Innervation des linken Vorhofs zwischen den drei Gruppen

festgestellt werden.
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Abbildung 33: Tyrosinhydroxylase-Gehalt im linken Vorhof (LA)

A: Représentative Ausschnitte immunhistochemisch geférbter Gewebeschnitte des linken Vorhofs von Kontrollen
(Ko), Adenin-gefiitterten Ratten (Ad) und Adenin-gefiitterten Ratten mit renaler Denervation (Ad+RDN). Griin:
Tyrosinhydroxylase (TH), blau: DAPI

B: Quantifizierung des Tyrosinhydroxylasegehalts als prozentualer Anteil der Gesamtgewebefldche in Ko (n=7
Tiere), Ad (n=9 Tiere) und Ad+RDN (n=9 Tiere). One-way ANOVA mit Tukey’s multiple comparison Test wurde zur
statistischen Analyse verwendet. Alle Daten sind als Mittelwert+SEM gezeigt.

C: Représentativer Immunoblot zur linksatrialen Proteinexpression von TH (60kDa) in Ko (n=3 Tiere), Ad (n=4
Tiere) und Ad+RDN (n=4 Tiere). Das ,house-keeping Gen“ GAPDH diente als Ladekontrolle.

D: Immunchemische Quantifizierung der Proteinexpression von TH in Homogenat des linken Vorhofs in Ko (n=3
Tiere), Ad (n=4 Tiere) und Ad+RDN (n=4 Tiere). One-way ANOVA mit Tukey’s multiple comparison Test wurde zur
statistischen Analyse verwendet. Alle Daten sind als Mittelwert+SEM gezeigt.

DAPI: 4',6-Diamidin-2-phenylindol; GAPDH: Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase; 10D: Integrated Optical
Density
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In der Zusammenschau der Ergebnisse konnte in unserem Rattenmodell somit als
vorwiegender proarrhythmischer Remodelingprozess im linken Vorhof niereninsuffizienter
Tiere eine Zunahme des interstitiellen Fibrosegehalts festgestellt werden. Durch renale
Denervation war dieser Prozess reversibel und es konnte eine Reduktion der interstitiellen
Fibrose erzielt werden. Flr eine Hypertrophie sowie eine verstarkte sympathische Innervation

ergab sich kein Anhalt.

4.1.6 Elektrophysiologisches Remodeling des linken Vorhofs

Um mogliche elektrophysiologische Auffalligkeiten aufzudecken, wurden den Versuchstieren
im Rahmen der Terminalversuche jeweils ein Zwei-Kanal-EKG abgeleitet und P-Welle sowie
PQ-Intervall als Korrelat der atriale Erregungsausbreitung ausgemessen.

Bei Kontrolltieren betrug die P-Wellen-Dauer im Mittel 22.62+0.92 ms. In Adenin-gefltterten
Tieren stellte sich die P-Welle mit einer durchschnittlichen Dauer von 31.28+1.30 ms signifikant
prolongiert gegentber den Kontrollen (p=0.0005) dar, wahrend diese bei Adenin-gefitterten
renal denervierten Tieren mit 24.12+1.40 ms wieder signifikant (Ad vs. Ad+RDN p=0.001) auf
Werte vergleichbar derer der Kontroll-Gruppe sank (vgl. Abbildung 34: Elektrophysiologisches
Remodeling im linken Vorhof (LA)). Dies lasst schlielen, dass eine chronische
Nierenerkrankung zu einer signifikanten Verlangerung der P-Welle als Ausdruck einer
verlangsamten atrialen Erregungsausbreitung fuhrt, die durch renale Denervation potentiell
reversibel ist.

Far die Dauer des PQ-Intervalls ergab sich eine signifikante Verlangerung von 51.04+0.85 ms
in Kontrollen zu 62.88+1.93 ms in Adenin-gefiitterten Tieren (p=0.001). Die renale Denervation
fuhrte hingegen zu keiner Normalisierung der PQ-Intervalls-Dauer (Ad+RDN: 58.94+2.34 ms;
p=0.26 vs. Ad) (vgl. Abbildung 34: Elektrophysiologisches Remodeling im linken Vorhof).
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Abbildung 34: Elektrophysiologisches Remodeling im linken Vorhof (LA)
A: Représentativer Herzschlag aus dem EKG von Kontrollen (Ko), Adenin-gefiitterten Ratten (Ad) und Adenin-

gefiitterten Ratten mit renaler Denervation (Ad+RDN).
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B: Gemessene Dauer von P-Welle und PQ-Intervall in Millisekunden (ms) in Ko (n=9 Tiere), Ad (n=10 Tiere) und
Ad+RDN (n=13 Tiere). One-way ANOVA mit Tukey's multiple comparison Test wurde zur statistischen Analyse

verwendet. Alle Daten sind als Mittelwert+tSEM gezeigt.

4.1.7 Remodeling des linken Ventrikels

Um der Fragestellung nachzugehen, inwiefern kardiale Remodelingvorgange im Rahmen der

CKD auch den linken Ventrikel betreffen, wurden histologische Gewebeschnitte der

Versuchstiere hinsichtlich linksventrikularer Fibrose sowie Hypertrophie untersucht.

Die Fibroseauswertung erfolgte an Pikro-Siriusrot gefarbten Praparaten. Es zeigten sich keine

signifikanten Unterschiede des Gehalts interstitieller Fibrose im linken Ventrikel der Tiere aller

drei Gruppen. Fur Kontrolltiere ergab sich ein mittlerer prozentualer Anteil von 4.5£0.50 %

Fibrose an der Gesamtgewebeflache, flir Adenin-gefltterte Tiere 4.9+0.35 % und flr Adenin-

gefutterte Tiere mit renaler Denervation 4.9+0.56 % (vgl. Abbildung 35: Interstitielle Fibrose im

linken Ventrikel (LV)).
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Abbildung 35: Interstitielle Fibrose im linken Ventrikel (LV)

A: Représentative Ausschnitte Pikro-Siriusrot gefdrbter Gewebeschnitte der linken Ventrikel von Kontrollen (Ko),
Adenin-gefiitterten Ratten (Ad) und Adenin-gefiitterten Ratten mit renaler Denervation (Ad+RDN).

B: Quantifizierung des interstitiellen Fibrosegehalts des linken Ventrikels als prozentualer Anteil der
Gesamtgewebefldache in Ko (n=7 Tiere), Ad (n=9 Tiere) und Ad+RDN (n=7 Tiere).

One-way ANOVA mit Tukey’s multiple comparison Test wurde zur statistischen Analyse verwendet. Alle Daten sind
als Mittelwert+SEM gezeigt.

Zur Bestimmung der GrofRe linksventrikuldrer Kardiomyozyten wurde deren
Querschnittsflache in Hamatoxylin-eosin gefarbten histologischen Praparaten ausgemessen.
Auch hinsichtlich der MyozytengroRe konnten mit einer mittleren Querschnittsflache von
924.3+21.6 um? in Kontrollen, 994.4+49.1 ym? in Adenin-gefiitterten Tieren und 953.6+35.5
um? in Adenin-gefiitterten Tieren mit renaler Denervation keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Tiergruppen festgestellt werden (vgl. Abbildung 36: Myozytenhypertrophie im
linken Ventrikel (LV) A,B).

Neben der histologischen Analyse struktureller Veranderungen des linken Ventrikels wurde
als biochemisches Markerprotein flr ventrikulare Hypertrophie das Hormon Brain natriuretic
peptide (BNP) herangezogen. Dabei wurde die Plasma-Konzentration seines
Vorlauferspaltprodukts N-terminal pro brain natriuretic peptide (NT-proBNP) als klinischen
Signalpeptid mittels ELISA-Technik bestimmt. Die Plasmakonzentration des inaktiven
Spaltprodukts NT-proBNP war mit 1200.0£47.0 pg/mlin Ad und 1088.0+36.1 pg/ml in Ad+RDN
in niereninsuffizienten Ratten geringgradig vermindert gegenuber 1338.0£85.4 pg/ml in

Kontrollen (vgl. Abbildung 36: Myozytenhypertrophie im linken Ventrikel (LV) C).
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Abbildung 36: Myozytenhypertrophie im linken Ventrikel (LV)

A: Représentative Ausschnitte Hdmatoxylin-eosin-gefarbter Gewebeschnitte des linken Ventrikels von Kontrollen
(Ko, n=7), Adenin-gefiitterten Ratten (Ad, n=9) und Adenin-gefiitterten Ratten mit renaler Denervation (Ad+RDN,
n=9)

B: Gemessene Querschnittsfliche der Kardiomyozyten im linken Ventrikel in um? Alle Daten sind als
Mittelwert+tSEM gezeigt.

C: Mittels ELISA-Technik bestimmte Plasmakonzentration des inaktiven Spaltprodukts des Hypertrophiemarkers
Brain natriuretic peptide (NT-proBNP) von Ko (n=6), Ad (n=8) und Ad+RDN (n=9).

One-way ANOVA mit Tukey’s multiple comparison Test wurde zur statistischen Analyse verwendet. Alle Daten sind
als Mittelwert+SEM gezeigt.

BNP=Brain natriuretic peptide; LV=linker Ventrikel; NT-proBNP=N-terminal pro BNP; RV=rechter Ventrikel

Insgesamt konnten in der Untersuchung des linken Ventrikels keine Remodelingprozesse auf

Ventrikelebene festgestellt werden.
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4.2 Praventionsgruppe

Nachdem in den bisherigen Versuchen charakteristische durch die chronische
Nierenerkrankung induzierte pathophysiologische Veranderungen von Herz und Niere im
Rattenmodell gezeigt werden konnten und die renale Denervation als mogliche therapeutische
Intervention untersucht wurde, sollte nun in einem weiteren Versuch geklart werden, inwiefern
eine renale Denervation als praventiv durchgeflhrte Mallhahme die Nierenfunktion verbessern
bzw. die Entstehung einer chronischen Nierenerkrankung hinauszdgern kann.

Dazu diente eine neue Tiergruppe, bei der die Versuchstiere erneut analog zur
Interventionsgruppe in eine Kontroll- (Ko), eine Adenin- (Ad) sowie eine Adenin+RDN-
(Ad+RDN) Gruppe eingeteilt wurden. In diesem Versuchsaufbau wurde die Behandlung durch
renale Denervation in der Ad+RDN-Gruppe bzw. Sham-Operation in der Kontroll- und der
Adenin-Gruppe jedoch bereits eineinhalb Wochen vor Start der 16-wochigen Fitterung mit

0.25% Adenin durchgeflhrt (vgl. Abbildung 37A: Versuchsablauf Praventionsgruppe).

421 Tierdaten

Bei diesem Versuchsvorhaben wurden eineinhalb Wochen vor Versuchsbeginn die Halfte der
fur die Adenin-Gruppe bestimmten Tiere einer bilateralen renalen Denervation, alle anderen
Tiere einer Sham-Operation unterzogen. Nach einer post-operativen Erholungsphase von
eineinhalb Wochen wurde mit der 16 Wochen anhaltenden Fatterung mit 0.25%igem Adenin-
Futter begonnen. Als Kontrollen dienten Ratten, die fir 16 Wochen mit normaler Haltungsdiat
geflttert wurden.

In Abbildung 37B sind die wochentlich bestimmten Kérpergewichte der Versuchstiere aller drei
Gruppen im Versuchsverlauf dargestellt. Das Koérpergewicht der Adenin-gefutterten Tiere und
der Adenin-gefitterten Tiere mit renaler Denervation zeigte sich nach Ablauf der 16-wdchigen
Versuchsdauer signifikant reduziert gegenitber den Kontrolltieren (Ko: 608.2+32.0 g, Ad:
500.0+38.0 g, Ad+RDN: 466.2+10.2 g in Woche 16) bei zu Versuchsbeginn nicht signifikanten
Gewichtsunterschieden (Ko: 359.0+4.5 g, Ad: 345.7+1.6 g, Ad+RDN: 346.2+8.3 g in Woche
0). In beiden Gruppen war eine deutlich geringere Gewichtszunahme im Versuchsverlauf
verglichen mit der Kontroll-Gruppe zu verzeichnen. Zwischen der Adenin- und der
Adenin+RDN-Gruppe ergaben sich keine signifikanten Unterschiede (vgl. Abbildung 37B:
Tiergewicht).

Die durchschnittlichen taglichen Futter- und Trinkmengen pro Tier sind in Abbildung 37 zu
sehen. Zu Versuchsbeginn (Woche 1) nahmen die Kontrolltiere taglich im Mittel 29.1 g Futter

und 38.3 ml Wasser auf, Adenin-gefltterte Tiere 24.1 g und 60.8 ml und denervierte Adenin-
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gefltterte Tiere 23.1 g und 55.8 ml. Wahrend die Trinkmenge der Kontrolltiere im Verlauf
nahezu konstant blieb, nahm die Wasseraufnahme sowohl in der Adenin- als auch in der
Adenin+RDN-Gruppe zu (Ko: 41.6 ml Wasser, Ad: 88.8 ml, Ad+RDN: 79.1 ml in Woche 15)
(vgl. Abbildung 37D: Trinkmenge). Die durchschnittliche Futteraufnahme pro Tier in der
Adenin- und der Adenin+RDN-Gruppe lag wahrend der 16-wochigen Versuchsdauer stets
unterhalb derer der Kontrollgruppe (durchschnittliche Futteraufnahme Ko: 29.1 g Futter, Ad:
22.2 g, Ad+RDN: 20.4 g) (vgl. Abbildung 37C: Futtermenge).

Insgesamt zeigten die niereninsuffizienten Adenin-gefutterten Ratten nach 16 Wochen ein
reduziertes Korpergewicht bei erheblich gesteigerter Trinkmenge und verringerter
Futteraufnahme im Vergleich zu gesunden Kontrolltieren. Die praventive renale Denervation
fihrte zu keinen Veranderungen von Kdrpergewicht, Futter- und Trinkmenge gegeniber den

sham-operierten Adenin-gefutterten Tieren.
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Abbildung 37: Tierdaten

A: Versuchsablauf Praventionsgruppe (siehe S.40f)

B: Tiergewichte. Entwicklung der Kérpergewichte in Gramm (g) der Kontrollen (Ko, n=4), Adenin-gefiitterten
Ratten (Ad, n=3) und Adenin-gefiitterten Ratten mit renaler Denervation (Ad+RDN, n=4) wéchentlich bestimmt von
Beginn der Adenin-Flitterung (Woche 0) bis Versuchsende (Woche 16).

Alle Daten sind als Mittelwert+tSEM gezeigt.

C: Futtermenge. Durchschnittliche Futteraufnahme pro Tier und Tag in Gramm (g) im Versuchsverlauf von
Kontrollen (Ko, n=4), Adenin-gefiitterten Ratten (Ad, n=3) und Adenin-gefiitterten Ratten mit renaler Denervation
(Ad+RDN, n=4).

D: Trinkmenge. Durchschnittliche Wasseraufnahme pro Tier und Tag in Milliliter (ml) im Versuchsverlauf von
Kontrollen (Ko, n=4), Adenin-gefiitterten Ratten (Ad, n=3) und Adenin-gefiitterten Ratten mit renaler Denervation
(Ad+RDN, n=4).

Abbildung 38A und Abbildung 38B zeigen die Plasmakonzentrationen der
Nierenfunktionsparameter Kreatinin und Harnstoff im Versuchsverlauf. In der Baseline-
Messung (Woche 0) ergaben sich keine Unterschiede hinsichtlich  der
Nierenfunktionsparameter zwischen allen drei Gruppen (in Ko: 0.34+0.01 mg/dl Crea 28.1+2.6
mg/dl Urea, in Ad: 0.32+0.01 mg/dl Crea 26.2+1.0 mg/dl Urea, in Ad+RDN: 0.32+0.02 mg/dl
Crea 28.2+1.6 mg/dl Urea). Im Verlauf lie? sich in der Adenin- und in der Adenin+RDN-Gruppe
ein signifikanter Anstieg der Plasmakonzentrationen von Kreatinin und Harnstoff verzeichnen,
wahrend diese in der Kontrollgruppe nahezu unverandert blieben. So ergaben sich nach 16
Wochen Plasmakonzentrationen von 2.4+0.83 mg/dl Crea und 316.4£127.8 mg/dl Urea in
Adenin-gefutterten Tieren, 2.8+0.61 mg/dl Crea und 379.6+89.6 mg/dl Urea in renal
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denervierten Adenin-gefitterten Tieren gegentber 0.78+0.04 mg/dl Crea und 61.94£3.1 mg/dI
Urea in Kontrolltieren (vgl. Abbildung 38A Plasma Kreatinin und Abbildung 38B Plasma
Harnstoff).

Diese Erhdhung der Nierenfunktionsparameter ist als Ausdruck einer eingeschrankten
Filtrationsleistung der Niere zu werten, ausgeldst durch die futterbedingte Adenin-
Nephropathie. Die praventiv durchgefiihrte renale Denervation zeigte keine protektive Wirkung

und konnte der Abnahme der Nierenfunktion nicht vorbeugen.
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Abbildung 38: Nierenfunktionsparameter

A: Plasma-Kreatininkonzentration in Milligramm pro Deziliter (mg/dl) von Kontrollen (Ko, n=4), Adenin-gefiitterten
Tieren (n=3) und Adenin-gefiitterten Tieren mit renaler Denervation (n=4).

B: Plasma-Harnstoffkonzentration in Milligramm pro Deziliter (mg/dl) von Kontrollen (Ko, n=4), Adenin-gefiitterten
Tierne (n=3) und Adenin-gefiitterten Tieren mit renaler Denervation (n=4).

4.2.2 Expression ROS-produzierender und anti-oxidativ wirkender Proteine in der

Niere

Um eine Aussage Uber das Vorhandensein von oxidativem Stress treffen zu kénnen, wurde
die Expression von Proteinen untersucht, die entweder an der Produktion von reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS) oder an deren Entgiftung beteiligt sind. Dazu wurden Proteine aus
der linken und rechten Niere der Versuchstiere aller vier Gruppen isoliert und mittels Western
Blot analysiert.

Die Ergebnisse zeigten eine signifikant hochregulierte Expression des Adenin-
metabolisierenden und ROS-generierenden Enzyms Xanthin-Oxidase in den Adenin-
gefutterten wie auch in den renal denervierten Adenin-gefutterten Ratten verglichen mit den

Kontrollen bzw. denervierten Kontrollen (Ko+RDN: 0.05+0.01, Ko: 0.05+£0.01, Ad: 0.40+0.06,
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Ad+RDN: 0.5410.09; p=0.001 Ko vs. Ad, p<0.0001 Ko vs. Ad+RDN). Zwischen renal
denervierten und sham-operierten Tieren konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede
beobachtet werden (vgl. Abbildung 39: Renale Expression des purinabbauenden Proteins
Xanthin-Oxidase (XO)). Auch hier ist die gesteigerte XO-Expression in Adenin-gefltterten
Tieren als Korrelat der futterbedingten Adenin-Nephropathie im Sinne einer verstarkten

Umsetzung von Adenin durch die XO zu 2,8-Dihydroxyadenin zu werten.
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Abbildung 39: Renale Expression des purinabbauenden Proteins Xanthin-Oxidase (XO)

A: Repréasentativer Immunoblot zur renalen Proteinexpression von XO (130kDa) in Kontrollen mit renaler
Denervation (Ko+RDN), Kontrollen (Ko), Adenin-gefiitterten Ratten (Ad) und Adenin-gefiitterten Ratten mit renaler
Denervation (Ad+RDN). Das ,house-keeping Gen“ GAPDH diente als Ladekontrolle.

B: Immunchemische Quantifizierung der Proteinexpression von XO in Nierenhomogenat der linken und rechten
Niere in Ko+RDN (n=4 Tiere), Ko (n=4 Tiere), Ad (n=3 Tiere) und Ad+RDN (n=4 Tiere). One-way ANOVA mit
Tukey’s multiple comparison Test wurde zur statistischen Analyse verwendet. Alle Daten sind als Mittelwert+tSEM
gezeigt.

GAPDH: Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase; I0D: Integrated Optical Density; XO: Xanthin-Oxidase

Abbildung 40 und Abbildung 41 zeigen die Ergebnisse der Western Blot-Analyse zur
Expression der ROS-produzierenden Enzyme NADPH-Oxidase 2 (Nox 2) und Nox 4. Fur
beide Enzyme lieRen sich keine statistisch signifikanten Unterschiede in der Expression
zwischen allen Gruppen feststellen (Nox 2: 1.5+0.24 in Ko+RDN, 1.5+0.26 in Ko, 2.1+£0.32 in
Ad, 1.840.21 in Ad+RDN; Nox 4: 0.21+0.05 in Ko+RDN, 0.24+0.07 in Ko, 0.30+0.10 in Ad,
0.2940.08 in Ad+RDN). Somit schien die Expression ROS-bildender Enzyme in Adenin-Tieren
nicht signifikant gesteigert gegentber Kontrollen. Durch die praventiv durchgefuhrte renale

Denervation ergab sich keine Beeinflussung der Expression.
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Abbildung 40: Renale Expression des ROS-produzierenden Proteins NADPH-Oxidase 2 (Nox 2)

A: Représentativer Immunoblot zur renalen Proteinexpression von Nox 2 (65kDa) in Kontrollen mit renaler
Denervation (Ko+RDN), Kontrollen (Ko), Adenin-gefiitterten Ratten (Ad) und Adenin-gefiitterten Ratten mit renaler
Denervation (Ad+RDN). Das ,house-keeping Gen“ GAPDH diente als Ladekontrolle.

B: Immunchemische Quantifizierung der Proteinexpression von Nox 2 in Nierenhomogenat der linken und rechten
Niere in Ko+RDN (n=4 Tiere), Ko (n=4 Tiere), Ad (n=3 Tiere) und Ad+RDN (n=4 Tiere). One-way ANOVA mit
Tukey’s multiple comparison Test wurde zur statistischen Analyse verwendet. Alle Daten sind als Mittelwert+tSEM
gezeigt.

GAPDH: Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase; I0OD: Integrated Optical Density; Nox: NADPH-Oxidase
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Abbildung 41: Renale Expression des ROS-produzierenden Proteins NADPH-Oxidase 4 (Nox 4)

A: Représentativer Immunoblot zur renalen Proteinexpression von Nox 4 (63kDa) in Kontrollen mit renaler
Denervation (Ko+RDN), Kontrollen (Ko), Adenin-gefiitterten Ratten (Ad) und Adenin-gefiitterten Ratten mit renaler
Denervation (Ad+RDN). Das ,house-keeping Gen“ GAPDH diente als Ladekontrolle. Ebenfalls aufgetragen XO
(vgl. Abbildung 39).

B: Immunchemische Quantifizierung der Proteinexpression von Nox 4 in Nierenhomogenat der linken und rechten
Niere in Ko+RDN (n=4 Tiere), Ko (n=4 Tiere), Ad (n=3 Tiere) und Ad+RDN (n=4 Tiere). One-way ANOVA mit
Tukey’s multiple comparison Test wurde zur statistischen Analyse verwendet. Alle Daten sind als Mittelwert+tSEM
gezeigt.

GAPDH: Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase; I0D: Integrated Optical Density; Nox: NADPH-Oxidase
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Im Rahmen der Untersuchung anti-oxidativer Abwehrmechanismen stellte sich die Expression
des Enzyms Catalase hoch signifikant vermindert in Adenin-gefutterten Ratten verglichen mit
den Kontrolltieren dar (2.0+0.32 in Ko vs. 0.67+£0.1 in Ad, p=0.002). Durch die renale
Denervation konnte weder bei den Kontrolltieren noch bei den Adenin-gefutterten Tieren ein
relevanter Unterschied zur sham-operierten Gruppe beobachtet werden. So liel3 sich fur
denervierte Adenin-gefutterte Tiere kein signifikanter Anstieg der Expression im Vergleich zu
sham-operierten Adenin-Tieren feststellen (0.72+0.13 in Ad+RDN, p=0.99 vs. Ad). Fur
denervierte Kontrollen lagen die Werte auf vergleichbarem Niveau wie fUr die sham-operierten
Kontrollen (1.9£0.24 in Ko+RDN, p=0.96 vs. Ko) (vgl. Abbildung 42: Renale Expression des

anti-oxidativ wirkenden Proteins Catalase).
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Abbildung 42: Renale Expression des anti-oxidativ wirkenden Proteins Catalase

A: Repréasentativer Immunoblot zur renalen Proteinexpression von Catalase (60kDa) in Kontrollen mit renaler
Denervation (Ko+RDN), Kontrollen (Ko), Adenin-gefiitterten Ratten (Ad) und Adenin-gefiitterten Ratten mit renaler
Denervation (Ad+RDN). Das ,house-keeping Gen“ GAPDH diente als Ladekontrolle.

B: Immunchemische Quantifizierung der Proteinexpression von Catalase in Nierenhomogenat der linken und
rechten Niere in Ko+RDN (n=4 Tiere), Ko (n=4 Tiere), Ad (n=3 Tiere) und Ad+RDN (n=4 Tiere). One-way ANOVA
mit Tukey's multiple comparison Test wurde zur statistischen Analyse verwendet. Alle Daten sind als
Mittelwert+tSEM gezeigt.

GAPDH: Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase; I0D: Integrated Optical Density

Die der anti-oxidativen Abwehr dienenden Isoenzyme der Familie der Superoxid-Dismutasen
SOD 1 und SOD 2 zeigten in der Western Blot-Analyse keine wesentliche Regulation ihrer
Expression zwischen den Gruppen. Fir die cytosolische Isoform SOD 1 liefl3 sich lediglich
zwischen denervierten Kontrollen und denervierten Adenin-gefitterten Ratten eine signifikante
Abnahme verzeichnen (p=0.025 Ko+RDN vs. Ad+RDN), wahrend sich zwischen allen anderen
Gruppen keine signifikanten Unterschiede ergaben (1.7+0.23 in Ko+RDN, 1.3+0.21 in Ko,
1.1£0.11 in Ad, 1.0£0.13 in Ad+RDN) (vgl. Abbildung 43: Renale Expression des anti-oxidativ
wirkenden Proteins SOD 1).
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Die Expression der mitochondrialen Isoform SOD 2 war zwischen allen Gruppen nicht
signifikant verschieden (1.4+0.16 in Ko+RDN, 1.4+0.24 in Ko, 1.0+0.14 in Ad, 1.0+£0.12 in
Ad+RDN) (vgl. Abbildung 44: Renale Expression des anti-oxidativ wirkenden Proteins SOD 2).
Die anti-oxidative Abwehr durch Superoxid-Dismutasen stellte sich in der Auswertung in den
niereninsuffizienten Ratten demnach nicht reduziert dar gegeniber der in gesunden
Kontrolltieren. Die renale Denervation in der Pravention lie die Expression dieser Enzyme

unverandert.
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Abbildung 43: Renale Expression des anti-oxidativ wirkenden Proteins SOD 1

A: Représentativer Immunoblot zur renalen Proteinexpression von SOD 1 (20kDa) in Kontrollen mit renaler
Denervation (Ko+RDN), Kontrollen (Ko), Adenin-gefiitterten Ratten (Ad) und Adenin-gefiitterten Ratten mit renaler
Denervation (Ad+RDN). Das ,house-keeping Gen“ GAPDH diente als Ladekontrolle.

B: Immunchemische Quantifizierung der Proteinexpression von SOD 1 in Nierenhomogenat der linken und rechten
Niere in Ko+RDN (n=4 Tiere), Ko (n=4 Tiere), Ad (n=3 Tiere) und Ad+RDN (n=4 Tiere). One-way ANOVA mit
Tukey’s multiple comparison Test wurde zur statistischen Analyse verwendet. Alle Daten sind als Mittelwert+tSEM
gezeigt.

GAPDH: Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase; I0D: Integrated Optical Density; SOD: Superoxid-
Dismutase
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Abbildung 44: Renale Expression des anti-oxidativ wirkenden Proteins SOD 2

A: Représentativer Immunoblot zur renalen Proteinexpression von SOD 2 (25kDa) in Kontrollen mit renaler
Denervation (Ko+RDN), Kontrollen (Ko), Adenin-gefiitterten Ratten (Ad) und Adenin-gefiitterten Ratten mit renaler
Denervation (Ad+RDN). Das ,house-keeping Gen“ GAPDH diente als Ladekontrolle.

B: Immunchemische Quantifizierung der Proteinexpression von SOD 2 in Nierenhomogenat der linken und rechten
Niere in Ko+RDN (n=4 Tiere), Ko (n=4 Tiere), Ad (n=3 Tiere) und Ad+RDN (n=4 Tiere). One-way ANOVA mit
Tukey’s multiple comparison Test wurde zur statistischen Analyse verwendet. Alle Daten sind als Mittelwert+tSEM
gezeigt.

GAPDH: Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase; I0D: Integrated Optical Density; SOD: Superoxid-
Dismutase

Auch die Expression der ROS-entgiftenden cytosolischen Proteine Peroxiredoxin | (Prx I) und
Prx 1l erschien in der Western Blot-Analyse in den Adenin-gefutterten Tieren nicht verringert
im Vergleich zu Kontrollen, wahrend sich die Expression der mitochondrialen Isoform Prx Ill in
diesen hoch signifikant reduziert gegentber den Kontrollen bzw. den denervierten Kontrollen
darstellte. Die Isoformen Prx | und Il erschienen in allen Gruppen vergleichbar exprimiert (Prx
I: 0.92+0.13 in Ko+RDN, 0.87+0.17 in Ko, 0.95+0.20 in Ad, 0.81+0.12 in Ad+RDN; Prx II:
0.93+0.19 in Ko+RDN, 0.90+£0.16 in Ko, 0.80+0.08 in Ad, 0.80+0.09 in Ad+RDN) (vgl.
Abbildung 45: Renale Expression der anti-oxidativ wirkenden Proteine Prx | und Prx Il). Fur
Prx Il zeigte sich eine signifikante Herabregulation der Expression sowohl in Adenin-
gefltterten Tieren (p=0.002 vs. Ko) als auch solchen mit renaler Denervation (p=0.0008 vs.
Ko) verglichen mit der Kontroll- bzw. der denervierten Kontroll-Gruppe (0.88+0.11 in Ko+RDN,
0.86+0.11 in Ko, 0.32+0.10 in Ad, 0.29+0.04 in Ad+RDN) (vgl. Abbildung 46: Renale
Expression des anti-oxidativ wirkenden Proteins Prx Ill). Auch hier konnte demnach kein
protektiver Effekt der renalen Denervation im Vergleich zu den sham-operierten Tieren

beobachtet werden.
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Abbildung 45: Renale Expression der anti-oxidativ wirkenden Proteine Prx | und Prx Il

A: Représentativer Immunoblot zur renalen Proteinexpression von Prx | und Prx Il (20-25kDa) in Kontrollen mit
renaler Denervation (Ko+RDN), Kontrollen (Ko), Adenin-gefiitterten Ratten (Ad) und Adenin-gefiitterten Ratten mit
renaler Denervation (Ad+RDN). Das ,,house-keeping Gen” GAPDH diente als Ladekontrolle.

B: Immunchemische Quantifizierung der Proteinexpression von Prx | (links) und Prx Il (rechts) in Nierenhomogenat
der linken und rechten Niere in Ko+RDN (n=4 Tiere), Ko (n=4 Tiere), Ad (n=3 Tiere) und Ad+RDN (n=4 Tiere). One-
way ANOVA mit Tukey's multiple comparison Test wurde zur statistischen Analyse verwendet. Alle Daten sind als
Mittelwert+tSEM gezeigt.

GAPDH: Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase; I0D: Integrated Optical Density; Prx: Peroxiredoxin
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Abbildung 46: Renale Expression des anti-oxidativ wirkenden Proteins Prx Il

A: Représentativer Immunoblot zur renalen Proteinexpression von Prx Ill (25kDa) in Kontrollen mit renaler
Denervation (Ko+RDN), Kontrollen (Ko), Adenin-gefiitterten Ratten (Ad) und Adenin-gefiitterten Ratten mit renaler
Denervation (Ad+RDN). Das ,house-keeping Gen“ GAPDH diente als Ladekontrolle.

B: Immunchemische Quantifizierung der Proteinexpression von Prx Il in Nierenhomogenat der linken und rechten
Niere in Ko+RDN (n=4 Tiere), Ko (n=4 Tiere), Ad (n=3 Tiere) und Ad+RDN (n=4 Tiere). One-way ANOVA mit
Tukey’s multiple comparison Test wurde zur statistischen Analyse verwendet. Alle Daten sind als Mittelwert+tSEM
gezeigt.

GAPDH: Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase; I0D: Integrated Optical Density; Prx: Peroxiredoxin
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Die Ergebnisse der Western Blot-Analyse des oxidativen Stress-Markerproteins
Hamoxygenase 1 (HO-1) zeigten eine hoch signifikante Hochregulation der Expression in
nierengeschadigten Ratten verglichen mit gesunden Kontrolltieren (0.11+£0.02 in Ko vs.
1.1£0.19 in Ad, p<0.0001). Eine praventiv durchgefiihrte renale Denervation schien darauf
jedoch keinen Einfluss zu haben. So stellte sich die HO-1-Expression in der Adenin+RDN-
Gruppe nicht signifikant verringert dar verglichen mit der sham-operierten Adenin-Gruppe
(0.97+0.19 in Ad+RDN, p=0.86 vs. Ad). Auch zwischen Kontrollen und solchen mit renaler
Denervation konnte kein Unterschied beobachtet werden (0.13+£0.05 in Ko+RDN, p=0.99 vs.
Ko) (vgl. Abbildung 47: Renale Expression des oxidativen Stress-Markerproteins HO-1).
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Abbildung 47: Renale Expression des oxidativen Stress-Markerproteins HO-1

A: Représentativer Immunoblot zur renalen Proteinexpression von HO-1 (28kDa) in Kontrollen mit renaler
Denervation (Ko+RDN), Kontrollen (Ko), Adenin-gefiitterten Ratten (Ad) und Adenin-gefiitterten Ratten mit renaler
Denervation (Ad+RDN). Das ,house-keeping Gen“ GAPDH diente als Ladekontrolle.

B: Immunchemische Quantifizierung der Proteinexpression von HO-1 in Nierenhomogenat der linken und rechten
Niere in Ko+RDN (n=4 Tiere), Ko (n=4 Tiere), Ad (n=3 Tiere) und Ad+RDN (n=4 Tiere). One-way ANOVA mit
Tukey’s multiple comparison Test wurde zur statistischen Analyse verwendet. Alle Daten sind als Mittelwert+tSEM
gezeigt.

GAPDH: Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase; HO: Hdmoxygenase; 10D: Integrated Optical Density

Zusammenfassend sprechen die Ergebnisse der Western Blot-Analyse fir verstarkten
oxidativen Stress im Nierengewebe Adenin-gefitterter niereninsuffizienter Ratten im Vergleich
zu gesunden Kontrolltieren. Auch durch eine praventiv vor Induktion der chronischen
Nierenerkrankung durchgefuhrte renale Denervation lieR sich der Entstehung des oxidativen

Stresses nicht vorbeugen.
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4.2.3 Expression blutdruckregulierender Proteine in der Niere

Abbildung 48 zeigt, dass die Western Blot-Analysen zwar keine signifikante Regulation der
Expression des Katecholamin-synthetisierenden Enzyms Tyrosinhydroxylase (TH) in der
Niere erkennen lieRen, jedoch schien zwischen Kontrolltieren und Adenin-gefutterten Ratten
der Tyrosinhydroxylasegehalt deutlich zuzunehmen. Diese Zunahme erreichte jedoch nicht
das Signifikanzniveau (0.06+0.01 in Ko vs. 0.13£0.03 in Ad, p=0.18, vgl. Abbildung 48: Renale
Expression des Katecholamin-synthetisierenden Proteins Tyrosinhydroxylase (TH)).

Die renale Denervation zeigte weder in den Kontrollen noch in den Adenin-gefutterten Ratten
einen Einfluss auf die Expression von TH (0.05+0.01 in Ko+RDN, p=0.99 vs. Ko; 0.12+0.03 in
Ad+RDN, p=0.99 vs. Ad).
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Abbildung 48: Renale Expression des Katecholamin-synthetisierenden Proteins Tyrosinhydroxylase (TH)
A: Représentativer Immunoblot zur renalen Proteinexpression von TH (60kDa) in Kontrollen mit renaler Denervation
(Ko+RDN), Kontrollen (Ko), Adenin-gefiitterten Ratten (Ad) und Adenin-gefiitterten Ratten mit renaler Denervation
(Ad+RDN). Das ,,house-keeping Gen“ GAPDH diente als Ladekontrolle.

B: Immunchemische Quantifizierung der Proteinexpression von TH in Nierenhomogenat der linken und rechten
Niere in Ko+RDN (n=4 Tiere), Ko (n=4 Tiere), Ad (n=3 Tiere) und Ad+RDN (n=4 Tiere). One-way ANOVA mit
Tukey’s multiple comparison Test wurde zur statistischen Analyse verwendet. Alle Daten sind als Mittelwert+tSEM
gezeigt.

GAPDH: Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase; I0D: Integrated Optical Density; TH: Tyrosinhyroxylase

Fir das Katecholamin-abbauende Enzym Renalase konnte eine signifikante Herabregulation
der Expression in den Adenin-gefutterten niereninsuffizienten Ratten im Vergleich zu den
Kontrolltieren verzeichnet werden (1.4+0.24 in Ko vs. 0.371£0.06 in Ad, p=0.006). Die praventiv
durchgeflhrte renale Denervation zeigte jedoch keinen Effekt. Renalase wurde in
Adenin+RDN-Tieren auf vergleichbar niedrigem Niveau wie in sham-operierten Adenin-
behandelten Tieren exprimiert (0.42+0.09 in Ad+RDN, p=0.99 vs. Ad). Auch zwischen
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Kontrollen und renal denervierten Kontrollen ergab sich kein signifikanter Unterschied
(1.7£0.26 in Ko+RDN, p=0.65 vs. Ko) (vgl. Abbildung 49: Renale Expression des

Katecholamin-abbauenden Proteins Renalase).
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Abbildung 49: Renale Expression des Katecholamin-abbauenden Proteins Renalase

A: Représentativer Immunoblot zur renalen Proteinexpression von Renalase (42kDa) in Kontrollen mit renaler
Denervation (Ko+RDN), Kontrollen (Ko), Adenin-gefiitterten Ratten (Ad) und Adenin-gefiitterten Ratten mit renaler
Denervation (Ad+RDN). Das ,house-keeping Gen“ GAPDH diente als Ladekontrolle. Ebenfalls aufgetragen Nox 2
(vgl. Abbildung 40).

B: Immunchemische Quantifizierung der Proteinexpression von Renalase in Nierenhomogenat der linken und
rechten Niere in Ko+RDN (n=4 Tiere), Ko (n=4 Tiere), Ad (n=3 Tiere) und Ad+RDN (n=4 Tiere). One-way ANOVA
mit Tukey's multiple comparison Test wurde zur statistischen Analyse verwendet. Alle Daten sind als
Mittelwert+tSEM gezeigt.

GAPDH: Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase; I0D: Integrated Optical Density

Die Expression der blutdruckregulierenden Protease Neprilysin (CD 10) zeigte zwischen allen
Gruppen keine signifikanten Unterschiede (0.761£0.18 in Ko+RDN, 0.74+0.19 in Ko, 1.4+0.31
in Ad, 1.3£0.39 in Ad+RDN) (vgl. Abbildung 50: Renale Expression des blutdruckregulierenden
Proteins CD 10 (Neprilysin)). In Adenin-gefutterten Tieren sowie in renal denervierten Adenin-
gefutterten Tieren erschien die Expression geringfugig, jedoch statistisch nicht signifikant
erhoht (p=0.38 Ko vs. Ad, p=0.35 Ko vs. Ad+RDN) gegenlber den Kontrollen. Die praventiv
denervierten Tiere zeigten keinerlei Unterschiede zu den sham-operierten (Ad vs. Ad+RDN
p=0.99).
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Abbildung 50: Renale Expression des blutdruckregulierenden Proteins CD 10 (Neprilysin)

A: Représentativer Immunoblot zur renalen Proteinexpression von CD 10 (100kDa) in Kontrollen mit renaler
Denervation (Ko+RDN), Kontrollen (Ko), Adenin-gefiitterten Ratten (Ad) und Adenin-gefiitterten Ratten mit renaler
Denervation (Ad+RDN). Das ,house-keeping Gen“ GAPDH diente als Ladekontrolle. Ebenfalls aufgetragen Nox 2
(vgl. Abbildung 40) und Renalase (vgl. Abbildung 49).

B: Immunchemische Quantifizierung der Proteinexpression von CD 10 in Nierenhomogenat der linken und rechten
Niere in Ko+RDN (n=4 Tiere), Ko (n=4 Tiere), Ad (n=3 Tiere) und Ad+RDN (n=4 Tiere). One-way ANOVA mit
Tukey’s multiple comparison Test wurde zur statistischen Analyse verwendet. Alle Daten sind als Mittelwert+tSEM
gezeigt.

CD: Cluster of differentiation; GAPDH: Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase; I0D: Integrated Optical
Density

Das in proximalen Tubuluszellen lokalisierte Transportprotein SGLT-2 zeigte in der Western
Blot-Analyse eine Tendenz zur Hochregulation der Expression in nierengeschadigten Adenin-
behandelten Ratten gegenuber gesunden Kontrolltieren (0.06+£0.01 in Ko, 0.12+0.02 in Ad;
vgl. Abbildung 51: Renale Expression des Sodium-glocose linked transporters 2 (SGLT-2)).
Die Zunahme der Expression zwischen Kontrollen und Adenin-Tieren war mit p=0.075 jedoch
knapp nicht signifikant. FUr praventiv denervierte Adenin-gefitterte Ratten lag die Expression
auf vergleichbar hohem Niveau wie fur die sham-operierten Adenin-gefutterten Tiere
(0.11£0.02 in Ad+RDN, vs. Ad p=0.99). Die praventiv durchgefiihrte renale Denervation liefl3

die Expression des Transportproteins demnach unbeeinflusst.
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Abbildung 51: Renale Expression des Sodium-glocose linked transporters 2 (SGLT-2)

A: Représentativer Immunoblot zur renalen Proteinexpression von SGLT-2 (77kDa) in Kontrollen mit renaler
Denervation (Ko+RDN), Kontrollen (Ko), Adenin-gefiitterten Ratten (Ad) und Adenin-gefiitterten Ratten mit renaler
Denervation (Ad+RDN). Das ,house-keeping Gen“ GAPDH diente als Ladekontrolle.

B: Immunchemische Quantifizierung der Proteinexpression von SGLT-2 in Nierenhomogenat der linken und
rechten Niere in Ko+RDN (n=4 Tiere), Ko (n=4 Tiere), Ad (n=3 Tiere) und Ad+RDN (n=4 Tiere). One-way ANOVA
mit Tukey's multiple comparison Test wurde zur statistischen Analyse verwendet. Alle Daten sind als
Mittelwert+tSEM gezeigt.

GAPDH: Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase; 10D: Integrated Optical Density; SGLT: Sodium-glucose
linked transporter

4.2.4 Strukturelles Remodeling des linken Vorhofs

Zu den sog. Remodelingprozessen im Vorhof zdhlen neben den elektrophysiologischen und
biochemischen Veranderungen auch strukturelle Umbauprozesse, wie beispielsweise die
Zunahme des interstitiellen Fibrosegehalts sowie die Hypertrophie der atrialen
Kardiomyozyten.®

Die Fibroseauswertung im linken Vorhof der Ratten zeigte einen hoch signifikanten Anstieg
des Gehalts interstitieller Fibrose in der Adenin-Gruppe im Vergleich zur Kontroll-Gruppe, der
durch renale Denervation wieder signifikant reduziert werden konnte. Wahrend sich flr
Kontrolltiere ein mittlerer Anteil von 7.6x1.31 % interstitieller Fibrose an der
Gesamtgewebeflache des linken Vorhofs ergab, stellten sich die Vorhdfe der Adenin-Tiere mit
durchschnittlich 19.5+0.66 % interstitieller Fibrose signifikant fibrosiert gegenuber den
Kontrollen dar (p<0.0001 Ko vs. Ad). In der Adenin+RDN Gruppe war der Gehalt interstitieller
Fibrose mit einem mittleren Wert von 10.4+£0.97 % signifikant reduziert gegeniber den sham-
operierten Adenin-gefitterten Tieren (p=0.002 Ad vs. Ad+RDN). Zwischen sham-behandelten
und renal denervierten Kontroll-Ratten zeigte sich kein signifikanter Unterschied (5.2+0.51 %
in Ko+RDN, p=0.31 vs. Ko) (vgl. Abbildung 52: Interstitielle Fibrose im linken Vorhof (LA)).
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Die bereits in der Interventionsgruppe beobachtete verstarkte Fibrose-Bildung im linken Vorhof
in durch Adenin-Nephropathie niereninsuffizienten Ratten, die durch renale Denervation
verhindert werden konnte, (vgl. 4.1.5, Abbildung 32A und Abbildung 32B) konnte also auch in

dieser Tiergruppe beobachtet werden.

A Kko+RDN Ko » .
™ G ARG Interstitielle Fibrose LA

40- p=0.010
p<0.0001
p=0.31
C 30- p=0.19
- p<0.0001

300pm p=0.0002
Ad+RDN R 20+
,\“ 104 o p
TR 0 | I —

300pm KotRDN o Ko o Ad & Ad+RDN

Abbildung 52: Interstitielle Fibrose im linken Vorhof (LA)

A: Pikro-siriusrot gefdrbte Gewebeschnitte des linken Vorhofs von Kontrollen mit renaler Denervation (Ko+RDN),
Kontrollen (Ko), Adenin-gefiitterten Ratten (Ad) und Adenin-gefiitterten Ratten mit renaler Denervation (Ad+RDN).
B: Quantifizierung des interstitiellen Fibrosegehalts als prozentualer Anteil der Gesamtgewebefldche in Ko+RDN
(n=4 Tiere), Ko (n=4 Tiere), Ad (n=3 Tiere) und Ad+RDN (n=4 Tiere). One-way ANOVA mit Tukey’'s multiple
comparison Test wurde zur statistischen Analyse verwendet. Alle Daten sind als Mittelwert+tSEM gezeigt.

Die Ausmessung der Querschnittsflache linksatrialer Kardiomyozyten ergab keine
signifikanten GrélRenunterschiede zwischen den Gruppen. So mafien die Myozyten des linken
Vorhofs der renal denervierten Kontrolltiere im Mittel 617.8+26.3 um?, die der Kontrolltiere
571.9+36.5 uym?, die der Adenin-gefiitterten Ratten 528.4+35.1 pym? und die der renal
denervierten Adenin-gefiitterten Ratten 644.1+21.4 um? (vgl. Abbildung 53: Myozytére
Hypertrophie im linken Vorhof (LA)). Es ergab sich histologisch demnach kein Anhalt far

linksatriale Hypertrophie der Kardiomyozyten.
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Abbildung 53: Myozytére Hypertrophie im linken Vorhof (LA)

A: Repréasentative Ausschnitte Hiamatoxylin-eosin-geférbter Gewebeschnitte des linken Vorhofs von Kontrollen mit
renaler Denervation, Kontrollen (Ko), Adenin-gefiitterten Ratten (Ad) und Adenin-gefiitterten Ratten mit renaler
Denervation (Ad+RDN).

B: Ausgemessene Grée der Kardiomyozyten im linken Vorhof als Querschnittsflache in um? in Ko+RDN (n=4
Tiere), Ko (n=4 Tiere), Ad (n=3 Tiere) und Ad+RDN (n=4 Tiere). One-way ANOVA mit Tukey’s multiple comparison
Test wurde zur statistischen Analyse verwendet. Alle Daten sind als Mittelwert+SEM gezeigt.

In der Quantifizierung der immunhistologischen Farbungen stellte sich der Gehalt des
Katecholamin-synthetisierenden Enzyms Tyrosinhydroxylase im linken Vorhof der
Versuchstiere zwischen allen Gruppen nicht signifikant verschieden dar. So lag der Anteil der
Tyrosinhydroxylase des linken Vorhofs flur die Kontroll+RDN-Gruppe im Mittel bei 0.27+0.04
%, fur die Kontroll-Gruppe bei 0.3810.11 %, flr die Adenin-Gruppe bei 0.39+0.08 % und fur
die Adenin+RDN-Gruppe bei 0.52+0.08 % (vgl. Abbildung 54: Tyrosinhydroxylasegehalt im
linken Vorhof (LA)). Immunhistologisch konnte somit keine Regulation der sympathischen

Innervation im linken Vorhof festgestellt werden.
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Abbildung 54: Tyrosinhydroxylasegehalt im linken Vorhof (LA)

A: Représentative Ausschnitte immunhistochemisch geférbter Gewebeschnitte des linken Vorhofs von Kontrollen
mit renaler Denervation, Kontrollen (Ko), Adenin-gefiitterten Ratten (Ad) und Adenin-gefiitterten Ratten mit renaler
Denervation (Ad+RDN). Griin: Tyrosinhydroxylase (TH), blau: DAPI (4',6-Diamidin-2-phenylindol)

B: Quantifizierung des Tyrosinhydroxylasegehalts als prozentualer Anteil der Gesamtgewebefldche in Ko+RDN
(n=4 Tiere), Ko (n=4 Tiere), Ad (n=3 Tiere) und Ad+RDN (n=4 Tiere). One-way ANOVA mit Tukey’s multiple
comparison Test wurde zur statistischen Analyse verwendet. Alle Daten sind als Mittelwert+tSEM gezeigt.

4.2.5 Elektrophysiologisches Remodeling des linken Vorhofs

Unter elektrophysiologischem Remodeling des Vorhofs versteht man Veranderungen in der
atrialen Erregungsbildung und -weiterleitung. Im Rahmen der Entstehung von Vorhofflimmern
sind v.a. solche Veranderungen von Bedeutung, die in einer verkurzten atrialen Refraktarzeit
resultieren und somit die Ausbildung kreisender Erregungen beginstigen. Zur Beurteilung der
atrialen Erregungsleitung wurde den Versuchstieren ein Zwei-Kanal-EKG abgeleitet und P-
Welle sowie PQ-Intervall ausgemessen.

Die Auswertung der Ratten-EKGs im Rahmen der Terminalversuche nach 16 Wochen lief3
eine Verbreiterung der P-Welle in den Adenin-gefutterten niereninsuffizienten Ratten im
Vergleich zur Kontroll-Gruppe erkennen, die durch renale Denervation verhindert werden
konnte. Die mittlere P-Wellen-Dauer betrug in der Adenin-Gruppe 25.8+2.9 ms gegenulber
21.71£0.53 ms in der Kontroll-Gruppe bzw. 18.6£0.98 ms in der Kontroll+RDN-Gruppe. Diese
Prolongation erreichte jedoch nur zwischen der Kontrolle+RDN-Gruppe und der Adenin-
Gruppe das Signifikanzniveau (p=0.017), zwischen Kontroll- und Adenin-Gruppe war diese mit
p=0.22 nicht signifikant. Durch renale Denervation lief3 sich eine signifikante Verkirzung der
P-Wellen-Dauer gegenuber der Adenin-Gruppe auf durchschnittlich 18.1+0.68 ms in Ad+RDN

(p=0.011 vs. Ad) erzielen. Die mittleren P-Wellen-Dauern zwischen sham-operierten und renal
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denervierten Kontrollen unterschieden sich nicht signifikant (p=0.35) (vgl. Abbildung 55:

Elektrophysiologisches Remodeling im linken Vorhof (LA)).

Auch die Dauer des PQ-Intervalls stellte sich in Adenin-gefltterten Tieren prolongiert

gegenuber Kontrolltieren dar (45.4+0.56 ms in Ko vs. 57.1+4.5 ms in Ad). Mit p=0.074 wurde

das Signifikanzniveau jedoch knapp verfehlt. Die renale Denervation zeigte keinen Effekt,

sodass sich die Langen des PQ-Intervalls in renal denervierten Adenin-Tieren und sham-

operierten Adenin-Tieren nicht wesentlich unterschieden (p=0.96). Auch zwischen Kontrollen

und renal denervierten Kontrollen zeigten sich keine signifikanten Unterschiede (p=0.79) (vgl.

Abbildung 55: Elektrophysiologisches Remodeling im linken Vorhof (LA)).

A

Abbildung 55: Elektrophysiologisches Remodeling im linken Vorhof (LA)
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A: Représentativer Herzschlag aus dem EKG von Kontrollen mit renaler Denervation (Ko+RDN), Kontrollen (Ko),
Adenin-gefiitterten Ratten (Ad) und Adenin-gefiitterten Ratten mit renaler Denervation (Ad+RDN).
B: Gemessene Dauer von P-Welle und PQ-Intervall in Millisekunden (ms) in Ko+RDN (n=4 Tiere), Ko (n=4 Tiere),
Ad (n=3 Tiere) und Ad+RDN (n=4 Tiere). One-way ANOVA mit Tukey’s multiple comparison Test wurde zur

statistischen Analyse verwendet. Alle Daten sind als Mittelwert+SEM gezeigt.
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4.2.6 Remodeling des linken Ventrikels

Die histologische Auswertung der interstitiellen Fibrose im linken Ventrikel zeigte keine
signifikanten Unterschiede zwischen allen Gruppen. Der mittlere Anteil interstitieller Fibrose
an der Gesamtgewebeflache lag bei 3.6£0.27 % in denervierten Kontrollen, 4.7£0.57 % in
Kontrollen, 5.1£0.48 % in Adenin-gefutterten Tieren und 4.9+0.36 % in Adenin-gefltterten

Tieren mit renaler Denervation (vgl. Abbildung 56: Interstitielle Fibrose im linken Ventrikel

(LV)).
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Abbildung 56: Interstitielle Fibrose im linken Ventrikel (LV)

A: Représentative Ausschnitte Pikro-Siriusrot geférbter Gewebeschnitte des linken Ventrikels von Kontrollen mit
renaler Denervation (Ko+RDN), Kontrollen (Ko), Adenin-gefiitterten Ratten (Ad) und Adenin-gefiitterten Ratten mit
renaler Denervation (Ad+RDN).

B: Quantifizierung des interstitiellen Fibrosegehalts als prozentualer Anteil der Gesamtgewebefldche in Ko+RDN
(n=4 Tiere), Ko (n=4 Tiere), Ad (n=3 Tiere) und Ad+RDN (n=4 Tiere). One-way ANOVA mit Tukey’'s multiple
comparison Test wurde zur statistischen Analyse verwendet. Alle Daten sind als Mittelwert+tSEM gezeigt.

Auch bezlglich der Myozytengréfe im linken Ventrikel lieRen sich keine relevanten
Unterschiede zwischen den Gruppen feststellen (1279.0£74.1 ym? in Ko+RDN, 1260.0+63.6
um? in Ko, 1370.0+43.3 um? in Ad, 1281.0+47.2 um? in Ad+RDN; vgl. Abbildung 57:
Myozytenhypertrophie im linken Ventrikel (LV)).
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Abbildung 57: Myozytenhypertrophie im linken Ventrikel (LV)

A: Repréasentative Ausschnitte Hamatoxylin-eosin-geférbter Gewebeschnitte des linken Ventrikels von Kontrollen
mit renaler Denervation, Kontrollen (Ko), Adenin-gefiitterten Ratten (Ad) und Adenin-gefiitterten Ratten mit renaler
Denervation (Ad+RDN).

B: Ausgemessene Gréle der Kardiomyozyten im linken Ventrikel als Querschnittsflache in um? in Ko+RDN (n=4
Tiere), Ko (n=4 Tiere), Ad (n=3 Tiere) und Ad+RDN (n=4 Tiere). One-way ANOVA mit Tukey’s multiple comparison
Test wurde zur statistischen Analyse verwendet. Alle Daten sind als Mittelwert+SEM gezeigt.

Insgesamt ergab sich also histologisch bei nierengeschadigten Ratten kein Anhalt fir
Remodelingprozesse in Form von zunehmender Fibrosierung oder Hypertrophie im linken
Ventrikel im Vergleich zu Kontrolltieren.
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5. Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Adenin-Modell der CKD in 8 bis 10 Wochen alten Sprague
Dawley Ratten verwendet, um die pathophysiologischen Zustdnde einer chronischen
Nierenerkrankung und der resultierenden kardiovaskuldren Komplikationen wie kardiale
Remodelingprozesse moglichst ahnlich derer, wie sie bei der CKD des Menschen vorkommen,
zu simulieren. Zur Untersuchung der Bedeutung einer gesteigerten neurohumoralen
Aktivierung wurde zur Unterbrechung der afferenten und efferenten sympathischen

Innervation der Niere ein Teil der Versuchstiere bilateral renal denerviert.

Die Adenin-gefutterten Versuchstiere zeigten eine renale Dysfunktion mit erhohten
Plasmakonzentrationen von Kreatinin und Harnstoff als Zeichen der eingeschrankten
Filtrationsleistung der Niere. AuRerdem wiesen die Versuchstiere einen erhdhten oxidativen
Stress und eine verminderte anti-oxidative Abwehrkapazitat sowie eine starke Fibrosierung
der Nieren auf. Dies war assoziiert mit einem verstarkten Anstieg des mittleren arteriellen
Blutdrucks in den letzten zwei Wochen des Experiments. Am linken Vorhof liel3 sich eine
vermehrte Fibrose, hinweisend auf ein arrhythmogenes Substrat, nachweisen.
Elektrophysiologisch zeigte sich eine verzbgerte atriale Erregungsweiterleitung mit einer
Verlangerung der P-Wellen-Dauer.

Durch renale Denervation konnte kein protektiver Effekt an der Niere erzielt werden und der
progredienten Abnahme der Nierenfunktion nicht entgegengewirkt werden. Die detektierten
atrialen Remodelingprozesse wie atriale Fibrose und verlangerte P-Wellen-Dauer waren
hingegen durch renale Denervation reversibel, jedoch unabhdngig von einer
Blutdruckreduktion. In dem hier verwendeten CKD-Modell der Ratte erwies sich die renale
Denervation als effektive Intervention in der Reduktion der Entstehung eines atrialen

arrhythmogenen Substrats.

5.1 Adenin-Modell der CKD

Zur Simulation der CKD wurden in der Vergangenheit verschiedene Tiermodelle entwickelt,
die zum Ziel hatten, die Charakteristika der menschlichen CKD und ihrer kardiovaskularen
Komplikationen abzubilden. Dazu zahlen insbesondere eine Abnahme der GFR, angezeigt
durch steigende Plasmakonzentrationen der Retentionsparameter Kreatinin und Harnstoff,
eine Proteinurie, eine Blutdruckerhdhung sowie eine verstarkte Kalzifizierung der Gefalde. In

dem Modell der Niereninsuffizienz durch Adeninfitterung zeigte die geschadigte Niere
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Charakteristika einer tubulointerstitiellen  Nephropathie mit tubuldrer  Atrophie,
tubulointerstitieller Fibrose sowie Glomerulosklerose.?® Die haufigsten Veranderungen des
kardiovaskularen Systems im Rahmen der CKD umfassen arterielle Hypertonie und kardiale

Hypertrophie.®

Im Gegensatz zu operativen Modellen der chronischen Niereninsuffizienz wie der 5/6-
Nephrektomie, bei der eine Niere vollstdndig sowie entweder die beiden Pole der
kontralateralen Niere entfernt werden oder eine Niere vollstandig entfernt und die
kontralaterale Niere zu 2/3 infarziert werden, wurden weniger invasive Modelle gesucht, die
eine geringere perioperative Sterblichkeit aufweisen.?®?” Um die hohe intraprozedurale
Mortalitdtsrate zu umgehen, wurde das Adenin-Modell der CKD entwickelt, das eine
Nierenschadigung ohne invasive Eingriffe durch Futterung Adenin-haltiger Nahrung auslésen
kann.?® Dabei wurden unterschiedliche Konzentrationen an Adenin getestet, um die Dosierung
herauszufinden, die die pathophysiologischen Veranderungen und den Verlauf der
menschlichen CKD bestmdglich imitiert. Wahrend sich 0.075% Adenin als unzureichend zur
Induktion der fir die CKD typischen renalen Schadigungen herausstellte, fiihrte 0.75% Adenin
zum rasch progredienten renalen Funktionsverlust, eher einer akuten Nierenschadigung
entsprechend, als dem langsamen Uber Jahre andauernden chronischen Verlauf der CKD
beim Menschen.?” Diwan et al. beschrieben, dass eine Fiitterung mit 0.25% Adenin (ber bis
zu 16 Wochen den typischen Verlauf der menschlichen CKD am besten widerspiegelt,

entsprechend einem ca. 8-jahrigen Krankheitsverlauf beim Menschen.?

Bei dem gewahlten Adenin-Modell wird durch Verabreichung von Adenin-haltiger Nahrung
eine Nephropathie mit primar tubularer Schadigung als fihrendem Mechanismus induziert, die
durch Kristallbildung und Ablagerung und in Folge dessen Inflammation und Fibrose
gekennzeichnet ist.>> Durch Hemmung des ,salvage pathways“ des Adenin-Abbaus wird
dieses verstarkt durch Xanthinoxidase zu schwerl6slichem 2,8-Dihydroxyadenin umgesetzt,
welches akkumuliert und Kristalle bildet, die nach luminal in die Tubuli sezerniert werden.
Diese Kristalle werden z.T. Uber den Urin ausgeschwemmt, z.T. fihren sie durch Interaktion
mit Tubulusepithelzellen je nach GréRe zu tubuldren Schadigungsprozessen wie Inflammation.
Wahrend kleine Kristalle von den Tubuluszellen internalisiert und wahrscheinlich degradiert
werden, werden Kristalle mittlerer GréRe von Epithelzellen und Makrophagen ,liberwachsen®
und flhren dadurch zur Obstruktion der Tubuli oder werden ins Interstitium verlagert, wo sie
Inflammationsprozesse induzieren. Groldere oder aggregierte Kristalle verbleiben im
Tubuluslumen und fiihren zur Obstruktion.®? Die Glomeruli werden im Rahmen der Adenin-
Nephropathie nicht oder nur sekundar durch tubulare Obstruktion und daraus resultierenden

Ruckstau in die Bowman-Kapsel geschadigt. So sind am ehesten die in unmittelbarer Nahe
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der atrophen und fibrotisch umgebauten Areale befindlichen Glomeruli betroffen, wahrend es
zu einer generellen Schadigung der Glomeruli erst in weit fortgeschrittenen Stadien kommt.>?

Das Adenin-Modell der CKD simuliert demnach vorwiegend einen tubularen Nierenschaden.

Im Gegensatz dazu sind die beiden haufigsten Entitdten der menschlichen CKD, die
diabetische und die hypertensive  Nephropathie, durch primar glomerulare
Schadigungsmechanismen gekennzeichnet, tubulare und interstitielle Schaden treten dabei
meist erst im Verlauf auf.>®" Im Rahmen der diabetischen Nephropathie kommt es durch
Hyperglykdmie zunachst zur Schadigung der glomeruldren Endothelzellen, Mesangiumszellen
und Podozyten,® was sich histologisch mit zunehmendem Schweregrad zunéchst als eine
Verdickung der glomerularen Basalmembran Uber eine Expansion der glomerularen
Mesangiumszellen bis hin zur nodularen Sklerose (Kimmelstiel-Wilson) und schlieBlich als
fortgeschrittene globale glomeruléare Sklerose in > 50 % der Glomeruli zeigt.'® Auch bei der
hypertensiven Nephropathie sind zunachst die renalen Blutgefale betroffen. Es kommt zu
charakteristischen Veranderungen der GefalRwande im Sinne einer Arteriosklerose mit
Intimaverdickung, Verdinnung der Media sowie Hyalinose, was die Gefallpermeabilitat erhdoht
und zur Einwanderung von Plasmabestandteilen in die Media fuhrt und Inflammationsprozesse
ausldst. Auch das Vas afferens der Glomeruli ist von diesen Veranderungen betroffen und wird
durch diese Umbauprozesse zunehmend verengt mit resultierender Ischamie und

Einschrankung der Filtrationsleistung in den Glomeruli.®!

Bei beiden Formen, der diabetischen wie der hypertensiven Nephropathie, werden demnach
initial zunachst die Glomeruli geschadigt, wahrend tubulointerstitielle Veranderungen wie

19.91.62 s0dass das

tubulare Atrophie oder interstitielle Fibrose erst in Folge im Verlauf auftreten,
Adenin-Modell einer tubuldren Nephropathie in dieser Hinsicht von den natirlichen
pathophysiologischen Mechanismen der CKD abweicht und sich hier Limitationen des
Tiermodells ergeben. Andererseits war es das Ziel dieser Untersuchungen, den Effekt einer
renalen Denervation unabhangig von der Niere auf die Veranderungen am Herzen bei
Niereninsuffizienz zu untersuchen, was die Wahl des hier verwendeten Adenin-Modells

begrindet.

5.2 Renale Denervation

Durch renale sympathische Nervenfasern werden vorwiegend das renale Gefalisystem,
einschliellich des Vas afferens als Stellschraube der glomerularen Filtrationsleistung, die
Renin-produzierenden juxtaglomeruldaren Mesangiumszellen und die fur die Natrium- und
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Wasserresorption verantwortlichen Transportmechanismen der Tubuli innerviert.?2?* Die
sympathische Innervation greift hier im Sinne der Regulation von Blutdruck und
Volumenhaushalt an hdmodynamischen Parametern wie dem renalen Perfusionsdruck und
der Na*- und Wasserresorption an.

Durch Unterbrechung der von den glomeruldaren Chemo- und Barorezeptoren entspringenden
Afferenzen verhindert die renale Denervation den renalen Feedback-Mechanismus, der zur
Aktivierung sympathischer Regulationszentren im Hirnstamm fuhrt, und reduziert somit die
zentrale Sympathikusaktivitat. Daruber hinaus fuhrt die renale Denervation durch
Unterbrechung der sympathischen Efferenzen an der Niere selbst zu einer verminderten a1-
Adrenorezeptor-vermittelten Vasokonstriktion der Nierengefalle und damit zu einer
Verbesserung der renalen Perfusion und zu einer Reduktion des renalen Filtrationsdrucks.®’
In diesem Sinne kann die renale Denervation zu einer Verbesserung der renalen
Hamodynamik flhren, wie Linz et al. in einem Tiermodell spontan hypertensiver adipéser

Ratten zeigen konnten.®’

Daraus ergibt sich, dass der Schadigungsort und -mechanismus im Adenin-Modell und der
primare Wirkort der renalen Denervation voneinander abweichen. Da die Adenin-induzierte
Nephropathie durch tubuldre Inflammationsprozesse, ausgeldst durch Interaktion der
Tubulusepithelzellen mit 2,8-Dihydroxyadeninkristallen, zu Stande kommt und die
Einschrankung der Filtrationsleistung hier sekundar aus der Obstruktion der Tubuli resultiert
und nicht primar durch Stérung der renalen Hdmodynamik, kdnnte der Einfluss der renalen
Denervation auf die daran beteiligten pathophysiologischen Mechanismen in unserem
Tiermodell begrenzt sein. Daher liefern die pathophysiologischen Uberlegungen der Genese
des Nierenschadens, in unserem Tiermodell als primar tubularer Schaden, eine mdgliche
Erklarung dafur, weshalb sich hier durch die renale Denervation kein protektiver Effekt auf die
Nierenparameter wie Nierenfunktion bzw. die Entstehung von oxidativem Stress im
Nierengewebe beobachten liel®. Dieses Modell erlaubt aber dadurch andererseits, die Effekte

am Herzen ohne oder ohne wesentliche Anderung der Nierenfunktion zu untersuchen.

5.3 Blutdruckeffekte

Vorangehende Publikationen berichten von einem gesteigerten Blutdruck in Adenin-
gefutterten Ratten.*®?” Dieser Blutdruckeffekt war in unseren Versuchen weniger stark
ausgepragt.

Kashioulis et al. futterten mannliche Sprague Dawley Ratten Uber 9-13 Wochen mit Adenin-

Futter in abgestuften Konzentrationen (diskontinuierliches Modell). In den ersten 3 Wochen
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enthielt das Futter 0.5% Adenin, gefolgt von 0.3% Adenin flr 2 Wochen und 0.15% Adenin bis
zum Versuchsende.”®*® Die Blutdriicke wurden telemetrisch (iber 24 h als Baseline eine
Woche vor Versuchsbeginn und in den Wochen 1, 3, 5 und 7 gemessen. Bereits nach 3
Wochen (bei Gabe von 0.5% Adenin) konnte ein signifikanter Blutdruckanstieg in den Adenin-
gefltterten Ratten beobachtet werden, wahrend der Blutdruck in den Kontrollen konstant blieb
(nach 7 Wochen: systolischer Blutdruck 141.0£8.0 mmHg in Adenin-gefutterten Tieren vs.
121.0£10.0 mmHg in Kontrollen).”

Auch Diwan et al. berichten von einem Blutdruckanstieg im Adenin-Modell von mannlichen
Wistar Kyoto Ratten (WKY). Diese wurden in mehrere Gruppen aufgeteilt und fur bis zu 16
Wochen mit Adenin-Futter verschiedener Konzentrationen (0.075%, 0.25%, 0.5%, 0.75%)
bzw. normaler Haltungsdiat als Kontroll-Gruppe geflttert. Die Blutdruckmessung erfolgte alle
4 Wochen mittels tail-cuff-Messung. Wahrend fir 0.075% Adenin-gefltterte Tiere nur ein
leichter Blutdruckanstieg im Verlauf nachweisbar war, zeigten 0.25%-, 0.5%- und 0.75%-
Adenin-gefutterte Ratten bereits nach 4 Wochen signifikant erhdhte Blutdruckwerte von bis zu

150.0 mmHg systolisch.?’

In unserem Tiermodell der CKD mit Futterung von 0.25% Adenin und wochentlicher
telemetrischer Blutdruckmessung zeigte sich nach 16 Wochen eine moderate, aber
signifikante Erhéhung des mittleren arteriellen Drucks (123.9+4.6 mmHg in Ad vs. 103.3+1.4
mmHg in Ko, p=0.0007 vs. Ko).

Als mdgliche Erklarungen fur den eher geringen Blutdruckanstieg in unseren Beobachtungen
verglichen mit bisher publizierten Daten kommen verschiedene Aspekte des Versuchsaufbaus
bzw. der Methodik in Betracht. So muss zunachst die Wahl der im Futter enthaltenen Adenin-
Konzentration bedacht werden, die einen erheblichen Einfluss auf Geschwindigkeit und
Schwere des Krankheitsverlaufs nimmt.

Kashioulis et al. verwendeten ein diskontinuierliches Adenin-Modell, bei dem mit hohen
Adenin-Konzentrationen zu Versuchsbeginn gestartet wurde, die im Verlauf reduziert wurden.
Anders als in unserem Modell, bei dem durch Applikation konstant niedriger Dosen Adenin
langsam progredient Uber einige Wochen ein Nierenschaden induziert wird, kommt es im
beschriebenen diskontinuierlichen Modell durch die initial hohe Dosis rasch zu einem renalen
Funktionsverlust, was den schnellen Blutdruckanstieg erklaren kénnte. Durch Reduktion der
initial hohen Dosis wird der Krankheitsverlauf verzdgert, sodass dennoch der langsame
Verlauf der CKD erhalten bleibt. Ein Aspekt, der nur zum geringen Blutdruckanstieg in unserem
Modell gefuhrt haben kdnnte, konnte demnach eine mit 0.25% Adenin initial zu niedrige Dosis
gewesen sein, die zur Induktion eines frihen Blutdruckeffekts maoglicherweise nicht

ausreichend war. Jedoch diente in unseren Versuchen die niedrige Adenin-Konzentration
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dazu, eine zu hohe Morbiditat und Mortalitat der Versuchstiere zu Versuchsbeginn und im
Verlauf zu vermeiden und ermdglichte die lange Versuchsdauer von 16 Wochen.

Als wesentlicher Einflussfaktor mussen beim Vergleich tierexperimenteller Daten mdgliche
Unterschiede der Spezies bzw. Unterarten berlcksichtigt werden. Auch zwischen den
einzelnen Unterarten einer Spezies kdnnen sich durch geringfiigige Unterschiede in der
Physiologie bzw. dem Metabolismus beispielsweise Unterschiede in der Vulnerabilitat fur
pathophysiologische Veranderungen wie z.B. der arteriellen Hypertonie ergeben. Sowonhl
Unterschiede zwischen den Spezies als auch interindividuelle Unterschiede der Tiere einer
Spezies kénnen zu abweichenden Ergebnissen beitragen. So kdnnten die beobachteten
Abweichungen bzgl. des Blutdruckeffekts zwischen unserem Tiermodell und der Literatur bei
Verwendung von Adenin-Futter gleicher Konzentration durch die Verwendung
unterschiedlicher Rattenarten als Versuchstiere bedingt sein. Im Versuchsaufbau von Diwan
et al. dienten Wistar Kyoto Ratten als Versuchstiere, wahrend in unserem Experiment Sprague
Dawley Ratten eingesetzt wurden. Eine eventuell groRere Empfindlichkeit der Wistar Kyoto
Ratten fur die Entwicklung einer arteriellen Hypertonie konnte demnach fur den beobachteten
Blutdruckanstieg bereits nach 4 Wochen Adenin-Futter verantwortlich sein, wahrend die bei
uns verwendeten Sprague Dawley Ratten mdglicherweise durch eine natlrlich bedingte
geringere Neigung zur Hypertonie erst nach langanhaltender Nierenschadigung nach 16
Wochen mit einer leichten Blutdruckerhdhung reagieren. Mogliche Unterschiede in der
Vulnerabilitat der verschiedenen Ratten-Spezies kénnten in morphologischen Abweichungen
der Nieren von Wistar und Sprague Dawley Ratten begriindet liegen. Solomon beschrieb, dass
die Nieren von Sprague Dawley Ratten im Vergleich zu Wistar Kyoto Ratten gréRere bzw.
langere proximale Tunuli aufweisen®®, was méglicherweise eine erhéhte Anfalligkeit der Wistar

Ratten fur eine renale Schadigung erklart.

Darlber hinaus muss auch die Methode der Blutdruckmessung bedacht werden. Die
Blutdruckmessung in der Ratte kann entweder invasiv mittels Telemetrie oder non-invasiv
mittels tail-cuff erfolgen. Bei der telemetrischen Messung wird der Blutdruck Uber einen zuvor
in die Aorta abdominalis eingebrachten Transmitter gemessen. Diese Methode erlaubt eine
kontinuierliche Blutdruckmessung ohne Notwendigkeit des Handlings der Ratte oder dul3erer
Einwirkung sonstiger Stressoren und kann in gewohnter Umgebung und wahrend das Tier im
Kafig frei beweglich ist, durchgefuhrt werden. Die katheterbasierte Telemetrie gilt als
,Goldstandard* der Blutdruckmessung in Kleintieren.'? Tail-cuff ist dagegen ein non-invasives
Verfahren, das breite Anwendung findet. Die Blutdruckmessung erfolgt dabei durch Messung
von Volumenanderungen in der Schwanzarterie. Dies erfordert jedoch eine enge Interaktion
zwischen Untersucher*in und Versuchstier, da das Tier wahrend der Messung in einer kleinen

Kammer gehalten werden muss, um Bewegungsartefakte zu vermeiden. Das intensive
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menschliche Handling und die rdumliche Restriktion stellen stressauslosende Faktoren dar,
die zu einer Stress-Reaktion im Versuchstier fihren. Die physiologische Stressantwort umfasst
dabei auch Veranderungen der Hdmodynamik wie eine Steigerung der Herzfrequenz und eine
Erhéhung des Blutdrucks.'®® Daher wird mit dieser Methode der Blutdruck systematisch zu
hoch gemessen. Diese Uberlegungen machen deutlich, dass erhéhte Blutdruckwerte in der
tail-cuff-Messung, wie im Versuchsaufbau von Diwan et al. beschrieben, moglicherweise durch
eine Stressreaktion der Versuchstiere im Rahmen der Messmethode beeinflusst wurden und
sich so die Unterschiede zu den in unserem Modell erhobenen telemetrisch gemessenen

Blutdruckdaten ergeben kdnnten.

Zusammenfassend zeigen die beschriebenen Beobachtungen, welchen entscheidenden
Einfluss die Wahl des Futters, der genetische Background der verwendeten Versuchstiere und
die Art der Messmethode auf die Ergebnisse der Versuche haben. Unsere Ergebnisse lassen
aullerdem erkennen, dass nicht der Blutdruck alleine ein Remodeling des Vorhofes bedingt,
sondern weitere Faktoren einen entscheidenden Einfluss auf atriale maladaptive

Umbauprozesse zu haben scheinen.

5.4 Kardiales Remodeling

5.4.1 Ventrikulares Remodeling

Patient*innen mit CKD haben schon in friihen Stadien bei nur leichtgradig eingeschrankter
Nierenfunktion ein merklich erhéhtes kardiovaskulares Risiko und kardiovaskulare Ereignisse
stellen die haufigste Todesursache in Patient*innen im fortgeschrittenen Krankheitsstadium
dar. Ursachlich hierfir sind kardiale Veranderungsprozesse, die Risikofaktoren fur
Krankheitsbilder wie koronare Herzkrankheit, Myokardinfarkt, Herzrhythmusstérungen oder

Herzinsuffizienz darstellen.

Diwan et al. beschrieben im Rattenmodell der CKD mit 0.25% Adenin-Futter nach 16 Wochen
neben erheblich gesteigertem Blutdruck eine linksventrikuldre Hypertrophie sowie einen
gesteigerten Gehalt interstitieller Fibrose im linken Ventrikel.?’

Kashioulis et al. konnten im diskontinuierlichen Adenin-Modell der Niereninsuffizienz bei
Ratten eine kardiomyozytare Hypertrophie mit signifikant erhdhtem Zelldurchmesser im linken
Ventrikel zeigen, wahrend sich hinsichtlich des ventrikularen Fibrosegehalts kein Unterschied

zu Kontrolltieren ergab.*®
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In unserer Versuchsreihe ergab sich histologisch kein Anhalt far ventrikulare
Remodelingprozesse. Weder bzgl. kardiomyozytarer Hypertrophie noch des Gehalts
interstitieller Fibrose konnte ein Unterschied zwischen Adenin-gefiitterten und Kontrolltieren
verzeichnet werden. Auch BNP bzw. NT-proBNP als Markerproteine flr erhdhte ventrikulare
Wandspannung zeigten sich in Adenin-gefutterten Tieren nicht merklich erhdht, was ebenfalls

gegen eine linksventrikuldre Hypertrophie in diesen Tieren spricht.

Der fehlende Nachweis einer Myozyten-Hypertrophie des linken Ventrikels im Gegensatz zu
den publizierten Daten kdnnte in dem Fehlen eines drastischen Blutdruckanstiegs in unserem
Tiermodell begrundet liegen. So konnte die in der Literatur beschriebene beobachtete
linksventrikulare Hypertrophie bei CKD im Tiermodell Folge der beschriebenen
Blutdrucksteigerung sein. Bei gesteigertem Blutdruck im Systemkreislauf kommt es im Sinne
einer Nachlasterhéhung zu vermehrter Druckbelastung, erhdhter Wandspannung und einer
kompensatorischen Steigerung der Pumparbeit des Ventrikels, was eine konzentrische

Hypertrophie des Ventrikels zur Folge hat.”

5.4.2 Atriales Remodeling

Zu den kardiovaskularen Komplikationen, deren Auftreten in CKD-Patient*innen erheblich
erhoht ist und die zu einer hohen Mortalitat dieser Patient*innen beitragen, zahlt auch VHF,
weshalb die Aufdeckung der Mechanismen, die an der Genese des VHF bei CKD beteiligt
sind, von besonderem Interesse ist. Ursachlich an der Entstehung und Aufrechterhaltung von
VHF beteiligt ist ein atriales Substrat, das durch strukturelle und elektrophysiologische
Remodelingprozesse entsteht und die Ausbildung von Re-Entry-Kreislaufen begunstigt. Daher
wurden in der Vergangenheit in verschieden Tiermodellen der CKD atriale
Remodelingprozesse untersucht.

Elektrophysiologische Remodelingprozesse fihren zu veranderten Erregungsbildungs- bzw.
Leitungseigenschaften des atrialen Myokards, wobei eine reduzierte
Erregungsleitungsgeschwindigkeit und eine Verklrzung der atrialen Refraktarzeit dabei als

fuhrende Mechanismen gelten.

In unserem Tiermodell der CKD konnten wir eine signifikante Verlangerung der P-Wellen-
Dauer in Adenin-gefutterten Ratten gegenliber Kontrollen nachweisen. Zu einem
vergleichbaren Ergebnis kamen auch Qiu et al., die im 5/6-Nephrektomie-Modell der CKD in
Sprague Dawley Ratten eine prolongierte P-Wellen-Dauer der niereninsuffizienten Ratten im

Vergleich zu den Kontrolltieren feststellen konnten.?®
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Die P-Welle spiegelt elektrokardiographisch die Depolarisation des Vorhofmyokards wider und
ist daher Korrelat der atrialen Erregungsleitung. Eine Verlangerung der P-Welle zeigt somit
eine verzogerte atriale Erregungsleitung mit verringerter Leitungsgeschwindigkeit an. Eine
prolongierte P-Wellen-Dauer gilt als ein an der Genese von VHF beteiligter Risikofaktor.®'

Nielsen et al. konnten in einer grollen Patienten-Studie eine Assoziation zwischen
prolongierter P-Welle und erhéhtem Risiko fiir VHF bestatigen.”® So kann also die verlangerte
P-Welle in  Adenin-gefutterten Ratten als Indikator  elektrophysiologischer
Remodelingprozesse im linken Vorhof gedeutet werden, die die Vulnerabilitdt zur Auslésung
von VHF erhdhen. Dies konnte auch in unserem Tiermodell in den elektrophysiologischen
Untersuchungen von Wintrich und Hohl durch epikardiales Mapping bestatigt werden. In
niereninsuffizienten Adenin-gefutterten Ratten lieRen sich durch transésophageale Stimulation

signifikant haufiger Episoden von VHF induzieren im Vergleich zu gesunden Kontrolltieren.

Auch strukturelle Remodelingprozesse storen die Erregungsweiterleitung im Vorhof und
tragen zur Aufrechterhaltung von VHF bei. Dabei kommt v.a. der vermehrten Fibrosebildung
sowie der kardiomyozytdren Hypertrophie eine Bedeutung zu. Durch Vermehrung der
zwischen den Myozyten befindlichen Kollagenfasern kommt es zu einer zunehmenden
Separation mit gestdrter Erregungsibertragung zwischen den Zellen und verzdgerter
intraatrialen Leitung. Eine zunehmende GroRe der Herzmuskelzellen fuhrt zur Inhomogenitat
der Erregungsausbreitung.®

In unserem Adenin-Modell der CKD konnten wir eine signifikante Zunahme des Gehalts
interstitieller Fibrose in den Vorhéfen niereninsuffizienter Ratten verglichen zu gesunden
Kontroll-Ratten zeigen, wahrend histologisch keine myozytare Hypertrophie im linken Vorhof
nachweisbar war. Ahnliche Befunde zeigten sich auch im 5/6-Nephrektomie-Modell der

Ratte.%®

Mit der Rolle einer neurohumoralen Aktivierung fir die Entstehung atrialer Arrhythmien und
daraus abgeleitet mit der renalen Denervation als potenzielle therapeutische Intervention bei
VHF beschaftigten sich auch Linz et al. in verschiedenen Tiermodellen. In einem Modell der
obstruktiven Schlafapnoe bei Schweinen beobachteten Linz et al. eine gesteigerte Plasma-
Renin-Aktivitdt und eine erhdhte Plasmakonzenration von Aldosteron sowie eine verlangerte
Dauer spontaner Episoden von VHF, welche durch eine renale Denervation reduziert werden
konnten.*® In einem weiteren Versuch induzierten Linz et al. in Ziegen durch Burst-Stimulation
ein persistierendes VHF. Durch renale Denervation konnte der Gehalt sympathischer
Nervenfasern im Vorhof verringert und strukturelle Veranderungen des Vorhofs reduziert

werden. Auch die Komplexitat des VHF zeigte sich in renal denervierten Tieren reduziert.®®
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Auch in unseren Versuchen zeigten sich die beobachteten elektrophysiologischen und
strukturellen Remodelingprozesse im linken Vorhof niereninsuffizienter Ratten durch renale
Denervation als Intervention im Sinne einer Unterbrechung der sympathischen Innervation der
Niere rlcklaufig, sodass wir einen moglichen Einfluss einer gesteigerten sympathischen
Nervenaktivitdt und neurohumoralen Aktivierung bei CKD auf die Entstehung eines atrialen
arrhythmogenen Substrats nachweisen konnten. Uber welche pathophysiologischen
Mechanismen ein erhéhter Sympathikotonus bzw. eine gesteigerte neurohumorale Aktivierung

atriale Remodelingprozesse auslost, bleibt weiterhin zu klaren.

5.4.3 Reno-atriale Achse

Unsere Beobachtungen, dass in unserem Tiermodell der CKD Remodelingvorgange im linken
Vorhof nachweisbar sind, der linke Ventrikel jedoch keinerlei Veranderung zeigt, legen nahe,
dass kardiale Schadigungen im Rahmen der CKD einer gewissen zeitlichen Abfolge bzw.
Hierarchie folgen. So scheint es, dass atriale Veranderungen bereits vor den ventrikuldren
auftreten, der Vorhof also vor dem Ventrikel geschadigt wird. Dies spricht fir eine erhdhte
Vulnerabilitdt des  Vorhofmyokards  fur  Schadigungsmechanismen, die in
Remodelingprozessen resultieren. Ventrikulare Umbauprozesse treten offenbar erst sekundar
und bei fortbestehender Schadigungseinwirkung oder als Folge damit verbundener
pathophysiologischer Zustande wie der arteriellen Hypertonie auf.

Der linke Vorhof ist sowohl anatomisch als auch funktionell dem linken Ventrikel vorgeschaltet
und durch seinen kleineren Durchmesser und erheblich geringere Wandstarke deutlich
muskelschwacher als der linke Ventrikel, was seine grof3ere Vulnerabilitat im Vergleich zum
linken Ventrikel verstandlich macht.** Bei Belastung unterliegt der Vorhof somit starken

Veranderungen der Wandspannung.

Eine mogliche Verbindung zwischen der insuffizienten Niere und dem maladaptiven
Remodeling des Vorhofs kénnten Nephrotoxine darstellen. So zeigten Aoki et al., dass
mannliche Sprague Dawley Ratten, die einer 5/6 Nephrektomie unterzogen wurden, eine
signifikant erhdhte Indoxylsulfat-Plasmakonzentration besitzen. Diese ging mit einer stark
eingeschrankten Nierenfunktion und erhéhten systolischen Blutdriicken einher, die im Verlauf
von 4 Wochen zu ausgepragten atrialen Umbauprozessen und einer erhdhten Vulnerabilitat
fur VHF fUhrten. Eine orale Behandlung der Versuchstiere mit einem Absorber urdmischer
Toxine (AST-120) hatte zwar keinen Einfluss auf die geschadigte Nierenfunktion oder die
Hypertonie, konnte aber durch Senkung der Indoxylsulfat-Plasmakonzentration die
Progression pro-fibrotischer und pro-inflammatorischer Prozesse im Vorhof verhindern und

somit die Ausldsbarkeit von VHF signifikant reduzieren.?
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Die genauen pathophysiologischen Zusammenhange zwischen atrialen und ventrikuldren
Schadigungsmechanismen und die Auswirkung einer CKD auf das ventrikuldre Remodeling

bleiben jedoch noch zu klaren.

5.5 Klinische Implikationen

VHF ist eine haufige und durch das erhdhte Risiko fur einen ischamischen Schlaganfall
schwerwiegende Komplikation der CKD und flhrt zu einer erheblich gesteigerten Mortalitat,
wodurch der Behandlung des VHF bei CKD eine grol’e Bedeutung zukommt. Sowohl die
Pravalenz von CKD als auch von VHF zeigen weltweit steigende Tendenz, sodass auch das
Auftreten beider Komorbiditaten weiterhin zunehmen wird und im Gesundheitssystem eine
besondere Beachtung erfordert. Therapeutisch stellt das Auftreten von VHF als Komorbiditat
bei CKD eine Herausforderung dar. Besonders die Prophylaxe thromboembolischer
Ereignisse bedarf besonderer Aufmerksamkeit, da durch veranderte Hdmodynamik im linken
Vorhof dieser Patient*innen einerseits prothrombotische Konditionen mit massiv erhéhtem
Schlaganfall-Risiko herrschen, andererseits das Blutungsrisiko unter Antikoagulation durch
uramisch bedingte Stérung der Thrombozytenfunktion, endotheliale Dysfunktion oder durch

Heparinisierung unter Dialyse deutlich erhoht ist.*%'"2

Aber auch die bisherigen Therapieoptionen zur Symptomreduktion des VHF zeigen durch
lediglich beschrankte dauerhafte Aufrechterhaltung des Sinusrhythmus und relativ hohe
Rezidivraten nur begrenzten Erfolg. So konnte in einer Studie gezeigt werden, dass die
Rezidivrate von VHF nach Pulmonalvenenisolation bei Patient*innen mit bestehender CKD
gegeniiber solchen ohne eingeschrankte Nierenfunktion erhéht ist®' Der Erfolg der
Pulmonalvenenisolation als Therapie der Wahl bei symptomatischen Patient*innen mit VHF
wird neben einer nicht dauerhaften Aufrechterhaltung der elektrischen Isolation des
betreffenden Areals auch dadurch begrenzt, dass diese Intervention die atrialen
Remodelingprozesse, die die Auslésung von VHF begiinstigen und zur Aufrechterhaltung und
Progression beitragen, unbeeinflusst 14sst.>
Diese Uberlegung macht deutlich, dass es v.a. neue Therapiestrategien zu erforschen gilt, die
ursachlich an der Entstehung eines atrialen arrhythmogenen Substrats ansetzen. Durch neue
Erkenntnisse bzgl. der Rolle einer gesteigerten Sympathikusaktivitat und damit verbundener
RAAS-Aktivierung im Rahmen der CKD und deren Bedeutung in der Pathogenese von VHF
durch Induktion struktureller und elektrischer Remodelingprozesse im linken Vorhof rickt eine
Unterbrechung der sympatho-renalen Achse durch renale Denervation als interventionelle
Therapie ins Interesse. Durch hohe Effektivitdt und Sicherheit bei geringer Komplikationsrate
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des Verfahrens® kénnte die renale Denervation als neue interventionelle Therapieoption
durch Unterdriickung atrialer Remodelingvorgange einen Fortschritt in der Therapie von VHF

bei Patient*innen mit CKD darstellen.

In der Behandlung einer therapierefraktaren Hypertonie stellte sich die renale Denervation als
sicheres und effektives Verfahren zur Reduktion des systolischen und diastolischen Blutdrucks
und damit verbundener pathophysiologischer Folgezustéande heraus.®%*® Eine kiirzlich
veroffentlichte Studie konnte zeigen, dass bei Patient*innen mit therapierefraktarer Hypertonie
und paroxysmalem VHF durch Behandlung mit renaler Denervation zusatzlich zur PVI die
Rekurrenzrate des VHF gegenuber einer ausschlieRlichen Behandlung mit PVI signifikant
reduziert werden konnte.”®' Erste Studien zur Wirksamkeit einer renalen Denervation zur
Pravention von neu auftretendem VHF bei Patienten mit therapierefraktarer Hypertonie sind
gegenwartig bereits am laufen (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT01990911).

Auch fur Patient*innen mit paroxysmalem VHF und CKD, insbesondere in weiter
fortgeschrittenen Stadien, konnten die Ergebnisse erster klinischer Studien eine Uberlegenheit
der Behandlung mit renaler Denervation zusatzlich zur PVI gegenuber einer ausschlie3lichen
Behandlung mit PVI nachweisen.®' Die Rekurrenzrate des VHF im Follow-up nach ca. 2 Jahren
war fur renal denervierte Patient*innen nach PVI niedriger als fur Patient*innen mit PVI aber
ohne renale Denervation. Durch noch zu geringe Fallzahlen und relativ kurze Follow-up-Zeit
sind diese Ergebnisse jedoch noch als vorlaufig zu werten und mussen in klinischen Studien

mit groRer Fallzahl und langerer Follow-up-Periode validiert werden."

Auch in der Pathogenese und Progression der CKD und der damit verbundenen erhohten
kardiovaskularen Mortalitdt kommt der sympathischen Uberaktivitat eine bedeutende Rolle zu.
Daher ist die Anwendung der renalen Denervation als Intervention zur Unterbrechung der
renalen Sympathikusaktivitdt auch in dieser kardiovaskuldren Risikopopulation mit
eingeschrankter Nierenfunktion von zunehmendem Interesse. In ersten kleinerer
Patientenstudien konnte bereits gezeigt werden, dass eine renale Denervation auch bei
Patienten im CKD-Stadium 3 und 4 ein sicheres und effektives Verfahren zur
Blutdrucksenkung darstellt und zu keiner Verschlechterung der Nierenfunktion fuhrt. Auch Gber
den Blutdruckeffekt hinaus ergab sich Anhalt flr positive Auswirkungen der renalen
Denervation in dieser Patientengruppe durch reduzierte Proteinurie, verringerte Plasma-BNP-
Spiegel sowie erhdhte Hamoglobinkonzentrationen.*’ Auch diese Beobachtungen gilt es,

zukUnftig in groRen Studien zu bestatigen.
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