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der UNIVERSITÄT DES SAARLANDES 2024  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

Vorgelegt von: Jakob Blaumer,   
geb. am 01.04.1995 in Bergisch-Gladbach (Deutschland)  

 



 



INHALTSVERZEICHNIS

Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis 1

Abbildungsverzeichnis 6

Tabellenverzeichnis 8

Abkürzungen 9

1 Zusammenfassung 13

1.1 Summary . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 14

2 Einleitung 17

2.1 Arterielle Hypertonie . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 17

2.1.1 Definition und Prävalenz der arteriellen Hypertonie . . . . . . . 17

2.1.2 Arterielle Hypertonie als kardiovaskulärer Risikofaktor . . . . . 18

2.1.3 Therapieresistente arterielle Hypertonie . . . . . . . . . . . . . 18

2.1.3.1 Definiton, Prävalenz und Ätiologie . . . . . . . . . . 18

2.2 Chronische Niereninsuffizienz . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 19

2.2.1 Prävalenz, Definition und Klassifikation . . . . . . . . . . . . . 19

2.3 Kardiorenale Endorganschäden bei Chronischer Niereninsuffizienz . . . 20

2.3.1 CKD und Fibrose . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 21

2.3.1.1 Renale Fibrose . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 21

2.3.1.2 Kardiale Fibrose . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 23

2.3.1.3 Die Rolle von Kollagen . . . . . . . . . . . . . . . . 24

2.3.2 CKD und linksventrikuläres Remodeling . . . . . . . . . . . . 25

2.4 Rolle des sympathischen Nervensystems in Pathologien der kardiorenalen

Achse . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 26

2.5 Renale Denervation (RDN) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 28

2.5.1 Rationale für RDN bei arterieller Hypertonie . . . . . . . . . . 28

1



INHALTSVERZEICHNIS

2.5.2 Theoretische Grundlage für RDN bei arterieller Hypertonie . . 29

2.5.2.1 Efferente sympathische Nervenfasern . . . . . . . . . 29

2.5.2.2 Afferente sympathische Nervenfasern . . . . . . . . . 30

2.5.3 Chronische Niereninsuffizienz und RDN . . . . . . . . . . . . 31

2.6 TH17-Zellen und IL-17 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 32

2.6.1 Die Differenzierung von TH17 Zellen . . . . . . . . . . . . . . 33

2.6.2 Das immunologische Netzwerk um IL-17A und IL-17-Rezeptoren 34

2.6.2.1 IL-17A als Bindeglied zwischen angeborener und er-

worbener Immunabwehr . . . . . . . . . . . . . . . . 34

2.6.2.2 IL-17-Rezeptoren und Il-17A-Signalling . . . . . . . 35

2.6.3 IL-17A in Pathologien der kardiorenalen Achse . . . . . . . . . 38

2.7 Fragestellung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 42

3 Material und Methoden 44

3.1 Material . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 44

3.1.1 CKD-Rattenmodell mit Adenin-induzierter Nephropathie . . . . 44

3.1.1.1 Studienprotokoll . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 44

3.1.1.2 Versuchstiere und Tierhaltung . . . . . . . . . . . . . 44

3.1.1.3 Induktion der Nephropathie durch Adenin-Fütterung . 45

3.1.1.4 Renale Denervation . . . . . . . . . . . . . . . . . . 46

3.1.2 Geräte, Software und Material (inkl. Substanzen und Lösungen) 47

3.1.3 Biochemisches Material . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 50

3.1.3.1 Antikörper . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 50

3.1.3.2 Lösungen für die Zellkultur . . . . . . . . . . . . . . 50

3.1.3.3 Lösungen und Puffer für die Westernblot-Analyse . . 51

3.2 Methoden . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 52

3.2.1 Echokardiographie . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 52

3.2.1.1 E/A-Verhältnis (E/A-Ratio) . . . . . . . . . . . . . . 53

3.2.2 Blutdruckmessung: Tail-Cuff-Methode . . . . . . . . . . . . . 54

3.2.3 Histologische Analysen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 55

3.2.3.1 Probeneinbettung zur histologischen Untersuchung . 55

3.2.3.2 Pikrosiriusrot-Färbung . . . . . . . . . . . . . . . . . 55

3.2.3.2.1 Theoretische Grundlagen . . . . . . . . . . 55

3.2.3.2.2 Durchführung . . . . . . . . . . . . . . . . 55

3.2.3.2.3 Auswertung . . . . . . . . . . . . . . . . . 56

2



INHALTSVERZEICHNIS

3.2.3.3 Hämatoxylin-Eosin-Färbung . . . . . . . . . . . . . 57

3.2.3.3.1 Theoretische Grundlagen . . . . . . . . . . 57

3.2.3.3.2 Durchführung . . . . . . . . . . . . . . . . 58

3.2.4 Western-Blot-Analyse . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 59

3.2.4.1 Probengewinnung & Präparation des Gesamthomogenats 59

3.2.4.1.1 Gewebe . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 59

3.2.4.2 Proteinbestimmung nach Lowry . . . . . . . . . . . . 59

3.2.4.3 SDS-Gelelektrophorese . . . . . . . . . . . . . . . . 60

3.2.4.4 Immunoblotting . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 61

3.2.4.5 Auswertung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 62

3.2.5 Zellkultur . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 64

3.2.5.1 Isolation von mononukleären Zellen aus Milzen der

Ratte . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 64

3.2.5.2 Zellzahlbestimmung . . . . . . . . . . . . . . . . . . 65

3.2.5.3 Einfrieren und Auftauen von mononukleären Zellen . 65

3.2.5.4 Allgemeine Bedingungen der Zellkultur für Splenozy-

ten und H9c2-Zellen . . . . . . . . . . . . . . . . . . 66

3.2.5.5 Stimulation von mononukleären Zellen aus Rattenmil-

zen (Splenozyten) und Kardiomyoblasten der H9c2-

Zelllinie . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 66

3.2.5.5.1 Theoretische Grundlagen . . . . . . . . . . 66

3.2.5.5.2 H9c2-Zelllinie (Kardiomyoblasten) . . . . . 66

3.2.5.5.3 Durchführung . . . . . . . . . . . . . . . . 67

3.2.6 IL-17A/CD3-Co-Immunofluoreszenzfärbung . . . . . . . . . . 68

3.2.6.1 Theoretische Grundlagen . . . . . . . . . . . . . . . 68

3.2.6.1.1 Färbung von CD3 und der T-Zell-Rezeptor-

CD3-Komplex . . . . . . . . . . . . . . . . 69

3.2.6.1.2 Färbung von IL-17A . . . . . . . . . . . . 69

3.2.6.2 Durchführung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 69

3.2.6.2.1 Immunofärbung von CD3 . . . . . . . . . . 69

3.2.6.2.2 Immunofärbung von IL-17A . . . . . . . . 70

3.2.6.3 Auswertung (Zählung der IL-17A+CD3+-T-Lymphozyten) 72

3.3 Statistische Auswertung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 72

3



INHALTSVERZEICHNIS

4 Ergebnisse 74

4.1 Endorganschäden . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 75

4.1.1 Blutdruckmessung via Tail-Cuff-Methode . . . . . . . . . . . . 75

4.1.2 Echokardiographie . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 76

4.1.2.1 Linksventrikuläre Masse (LVM) . . . . . . . . . . . 76

4.1.2.2 E/A-Verhältnis (E/A-Ratio) . . . . . . . . . . . . . . 78

4.1.3 Fibrose . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 80

4.1.3.1 Kardiale Fibrose . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 80

4.1.3.2 Kollagen Typ I im LV . . . . . . . . . . . . . . . . . 80

4.1.3.3 Renale Fibrose . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 81

4.1.3.4 Kollagen Typ I in der Niere . . . . . . . . . . . . . . 82

4.2 Interleukin-17A (IL-17A) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 83

4.2.1 IL-17A Western-Blot von Überständen der Splenozyten- und

Kardiomyoblastenkultur . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 83

4.2.1.1 IL-17A im Überstand der Splenozytenkultur . . . . . 83

4.2.1.2 IL-17A im Überstand der Kardiomyoblastenkultur (H9c2-

Linie) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 84

4.2.2 IL-17A Western-Blots in Geweben, Urin und Plasma . . . . . . 85

4.2.2.1 IL-17A-Gehalt im linken Ventrikel . . . . . . . . . . 86

4.2.2.2 IL-17A-Gehalt in Niere und Urin & Anzahl von CD3+IL-

17A+-Zellen in der Niere . . . . . . . . . . . . . . . 86

4.2.2.3 IL-17A-Gehalt im Plasma . . . . . . . . . . . . . . . 88

4.2.3 IL-17A/CD3-Co-Immunofärbung . . . . . . . . . . . . . . . . 89

4.2.3.1 IL-17A/CD3-Co-Immunofärbung der Niere . . . . . 90

5 Diskussion 91

5.1 Kardiorenale Endorganschäden bei CKD: Interpretation und Limitierungen 91

5.2 Einfluss der RDN auf die kardiorenalen Endorganschäden bei CKD . . 93

5.3 Blutdruckunabhängige, sympathoadrenerg vermittelte Pathomechanis-

men des CKD-Phänotyps . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 96

5.4 Pathogenetischer Synergismus von Sympathikus und IL-17A im CKD-

Phänotyp . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 99

5.4.1 Renale und kardiale Quellen von sympathisch reguliertem IL-

17A im CKD-Ratten-Modell . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 100

5.4.1.1 Renale Quellen von IL-17A . . . . . . . . . . . . . . 100

5.4.1.2 Kardiale Quellen von IL-17A . . . . . . . . . . . . . 101

4



INHALTSVERZEICHNIS

5.4.2 Einfluss des sympathoadrenergen Systems auf die renale Aus-

scheidung von IL-17A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 102

5.5 Ausblick . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 103

Literaturverzeichnis 104

6 Publikationsliste 118

6.1 Poster und Vorträge . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 118

6.2 Originalarbeiten . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 119

7 Danksagungen 120

5



ABBILDUNGSVERZEICHNIS

Abbildungsverzeichnis

1 Risikofaktoren für das Entstehen einer therapieresistenten arteriellen

Hypertonie . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 19

2 Klassifikation der chronischen Niereninsuffizienz . . . . . . . . . . . . 20

3 Renale Fibrose bei Chronische Niereninsuffizienz (CKD) . . . . . . . . 23

4 Kardiale Fibrose und Linksventrikuläres Remodeling bei Chronische

Niereninsuffizienz (CKD) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 26

5 Effekte des sympathischen Nervensystems auf die kardiorenale Achse . 28

6 Efferente und afferente Bahnen die durch RDN supprimiert werden . . . 31

7 Die Differenzierung von TH17-Zellen und das Netzwerk um IL-17A . . 37

8 Die Beziehung von IL-17A zu kardiorenalen Pathologien . . . . . . . . 41

9 Studienprotokoll und RDN . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 47

10 Western-Blot-Analyse von der Probengwinnung bis zur Auswertung . . 63

11 Isolation von mononukleären Zellen aus Milzen der Rattenpopulation . 65

12 Stimulation von Splenozyten aus Rattenmilzen und H9c2-Zellen . . . . 68

13 Messung des systolischen Blutdrucks während der letzten drei Tage

mittels Tail-Cuff-Methode . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 75

14 Echokardiographisch ermittelte LVM der Ratten . . . . . . . . . . . . . 77

15 Methodik zur Bestimmung der linksventrikulären Masse . . . . . . . . 77

16 Echokardiographisch ermittelte E/A-Ratio der Ratten . . . . . . . . . . 79

17 Flussprofil, das mittels PW-Doppler über der Mitralklappe im 4-Kammer-

Blick abgeleitet wurde . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 79

18 Auswertung der Gesamtfibrose des LV . . . . . . . . . . . . . . . . . . 80

19 Col1 im LV . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 81

20 Auswertung der interstitiellen renalen Fibrose . . . . . . . . . . . . . . 82

21 Col1 in der linken Niere . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 82

22 IL-17A-Gehalt im Überstand der Kultur von Splenozyten (MNCs, mono-

nukleäre Zellen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 84

6



ABBILDUNGSVERZEICHNIS

23 IL-17A-Gehalt im Zellkulturüberstand von Kardiomyoblasten (H9c2) . 85

24 IL-17A Gehalt im LV (Apex) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 86

25 IL-17A Gehalt in der Niere . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 87

26 IL-17A Gehalt im Urin . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 87

27 Anzahl von CD3+IL-17A+-Zellen pro 0,01 mm2 in der Niere . . . . . . 88

28 IL-17-Gehalt im Plasma . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 89

29 IL-17A/CD3-Co-Immunofärbung der Niere und des LV-Myokards . . . 90

30 Beziehung von E/A-Ratio und diastolischer Funktion . . . . . . . . . . 93

31 Blutdruckunabhängige, sympathoadrenerge Pathomechanismen des CKD-

Phänotyps . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 99

7



TABELLENVERZEICHNIS

Tabellenverzeichnis

1 Geräte, Software und Material (inkl. Substanzen und Lösungen) . . . . 50

2 Liste der in den Versuchen verwendeten Antikörper . . . . . . . . . . . 50

3 Lösungen für die Zellkultur . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 51

4 Lösungen und Puffer für die Western-Blot-Analyse . . . . . . . . . . . 52

5 Protokoll der Pikrosiriusrot-Färbung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 56

6 Protokoll der Hämatoxylin-Eosin-Färbung . . . . . . . . . . . . . . . . 59

7 Protokoll für die IL-17A/CD3-Co-Immunofluoreszenzfärbung . . . . . 72

8



ABKÜRZUNGEN

Abkürzungen

↵2-AR ↵2-Adrenorezeptor

↵-SMA ↵-smooth muscle actin

A4C apikaler 4-Kammer-Blick

ACE Angiotensin Converting Enzyme

AGT Angiotensinogen

Aqua dest. Aqua destillata

ATII Angiotensin II

B-Mode Brightness-Mode

BUN Blut-Harnstoff-Stickstoff

bzw. beziehungsweise

°C Grad Celsius

CD3+-TLs CD3+-T-Lymphozyten

CD Cluster of Differentiation

CGP CGP-20712A (�-1-Adrenozeptor-Blocker)

ca. circa

CKD Chronische Niereninsuffizienz

cm Zentimeter

Col1 Kollagen vom Typ I

Col3 Kollagen vom Typ III

DALYs verlorene gesundene Lebensjahre (›disability adjusted life years‹)

9



DAPI 4’6-Diamidin-2-phenylindol

DBP diastolischer Blutdruck

DMSO Dimethylsulfoxid

E/A-Ratio E/A-Verhältnis

ECL Western-Blot-Detektions-Reagens (›enhanced chemiluminescence reagent‹)

ECM extrazelluläre Matrix

EMT epithelial-to-mesenchymal transition

FITC Fluorescin

SSC saline sodium citrate

GAPDH Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase

GFR glomeruläre Filtrationsrate

g gramm

h Stunde(n)

ICI ICI 118551

IL Interleukin

IL17A+CD3+-TLs IL-17A-produzierende CD3+-T-Lymphozyten

IOD integrierte optische Dichte (›integrated optical density‹)

IQR Interquartilbereich (›interquartile range‹)

ISO Isoproterenol / Isoprenalin

LV Linker Ventrikel / linksventrikulär

LVH linksventrikuläre Hypertrophie

LVM linksventrikuläre Masse

M molar

M-Mode Motion-Mode

mA Milliampere

10



ABKÜRZUNGEN

Md Median

µg Mikrogramm

µl Mikroliter

mg Milligramm

min Minuten

ml Milliliter

mm Millimeter

mmHg Millimeter Quecksilbersäule

MMPs Matrix-Metalloproteinasen

MNC Mononukläre Zellen (›mononuclear cells ‹)

mRNA messenger-RNA

MW arithmetischer Mittelwert

n Anzahl der Experimente

NaCl Natriumchlorid

NF-B nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells

NK-Zellen natürliche Killerzellen

Nr. Nummer

p p-Wert

PBS phosphate buffered saline

PDGF Platelet Derived Growth Factor

pH-Wert Gegenzahl des dekadischen Logarithmus der Protonenkonzentration

PLAX parasternale lange Achse

PSAX parasternale kurze Achse

PW-Doppler Pulsed-wave Doppler

R Rezeptor

11



RAAS Renin-Angiotensin-Aldosteron-System

RANTES Regulated on Activation Normal T Cell Expressed and Secreted / CCL5

RAS Renin-Angiotensin-System

RDN Renale Denervation

ROR-�t Retinoic Acid-related Orphan Receptor-�t

ROR-c Retinoic Acid-related Orphan Receptor-c

rpm Umdrehungen pro Minute (›rotations per minute‹)

RT Raumtemperatur

s Sekunden

SBP systolischer Blutdruck

SDS-PAGE Sodium (Natrium)-dodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

SEM Standardfehler des Mittelwertes (›standard error of the mean‹)

TCR T-Zell-Antigen-Rezeptor

TGF-�1 Transforming Growth Factor-�1

TH17-Zellen IL-17 produzierende T-Helfer-Zellen

TH-Zellen T-Helfer-Zellen

TREGs Regulatorische T-Zellen

TRITC 5(6)-Tetramethylrhodaminisothiocyanat

Tween Polyoxyethylen(20)-sorbitan-monolaurat

u. a. unter anderem

UUO unilaterale ureterale Obstruktion

V Volt

Siehe Vergleich

Vol.-% Volumenprozent

z. B. zum Beispiel

12



KAPITEL 1. ZUSAMMENFASSUNG

1 Zusammenfassung

Die Genese und Organmanifestation der chronischen Niereninsuffizienz (CKD) wird

maßgeblich durch das sympathische Nervensystem geprägt, das wiederum stark von der

renalen sympathischen Aktivität abhängig ist. Außerdem sind das Zytokin IL-17A und

sein prominentester Produzent, die TH17-Zellen, ebenfalls ein wesentlicher Treiber dieser

Pathologien. Ob und inwieweit sympathische Aktivität die IL-17A-Produktion (bzw.

Ausscheidung) im CKD-Phänotyp reguliert, ist nicht bekannt. Die vorliegende Arbeit

beleuchtet die Effekte einer Modulation des sympathoadrenergen Systems auf die Pro-

duktion und Ausscheidung von IL-17A sowie auf die kardiorenalen Endorganschäden bei

chronischer Nierenschädigung. Hierfür dienen Ratten als Modell, die durch eine spezielle

Adenin-Diät eine langsam progrediente, sekundäre Niereninsuffizienz entwickeln. Sie

weisen durch herabgesetzte Nierenfunktion, kardiorenalen Gewebeumbau und gesteigerte

Inflammation einen Phäntoyp auf, der jenem einer humanen CKD sehr nahekommt. Das

Tiermodell eignet sich folglich, um unterliegende Mechanismen dieser Erkrankung zu

untersuchen.

Es werden drei Gruppen von Ratten untersucht: eine Gruppe mit CKD (Adenin), ei-

ne Gruppe mit CKD und renaler Denervation (Adenin+RDN) nach 4 Wochen und eine

Kontrollgruppe (Control). Die Analyse der Endorganschäden umfasst wiederholte Blut-

druckmessungen, eine viermalige Echokardiographie (nach 0, 4, 10 und 16 Wochen),

inklusive Evaluation der linksventrikulären Masse und diastolischen Funktion, sowie

eine histologische Auswertung der kardiorenalen Fibrose. Weiterhin werden Protein-

analysen (Western-Blots) von adrenerg stimulierten Splenozyten und Kardiomyoblas-

ten sowie verschiedenen Geweben (LV, Niere), Blutplasma und Urin durchgeführt, um

den jeweiligen IL-17A-Gehalt zu ermitteln. Schließlich dient eine IL-17A/CD3-Co-

Immunofluoreszenzfärbung (von LV und Niere) dazu, weiterführende Informationen über

die Herkunft und Verteilung von IL-17A im Gewebe zu sammeln. Der Vergleich dieser

Parameter unter Tieren mit und ohne CKD sowie nierenkranken Tieren mit und ohne

sympathikolytische Intervention (RDN) lässt Rückschlüsse auf die Wechselwirkungen im

13



1.1. SUMMARY

Trigonum von sympathischer Aktivität, IL-17A und Endorganschäden der CKD zu.

Die Endorganschäden im untersuchten Rattenmodell sind ausgeprägt und umfassen

nach 16 Wochen eine signifikante linksventrikuläre Hypertrophie (LVH) und diastolische

Dysfunktion sowie eine partiell signifikante kardiorenale Fibrose. Durch den Eingriff

der renalen Denervation werden die LVH, die diastolische Dysfunktion und die kardiale

Fibrose signifikant reduziert. Im Gegensatz dazu erwirkt die Sympathikolyse lediglich

rückläufige Trends für die Parameter der renalen interstitiellen Fibrose und der kardiorena-

len Kollagenexpression (Typ I (Col1)). Unsere in-vitro-Daten offenbaren, dass sowohl

Splenozyten als auch Kardiomyoblasten der H9c2-Linie auf �-adrenerge Stimulation

(Isoproterenol) mit einer gesteigerten Produktion von IL-17A reagieren. Dieser Effekt

ist vorrangig über den �-2-Adrenozeptor vermittelt. Weiterhin zeigen die nierenkranken

Tiere erhöhte IL-17A-Level in LV und Nierenparenchym, die durch RDN linksventri-

kulär signifikant und renal tendenziell gesenkt werden. Das urinäre IL-17A ist in der

Adenin-RDN-Gruppe deutlich erhöht. Die IL-17A/CD3-Co-Immunofluoreszenzfärbung

(inklusive CD3+IL-17A+-Zellzählung) zeigt ausgeprägte renale IL-17A-Signale und Zel-

linfiltrate, deren Zahl nach RDN tendenziell zurückgeht. Im LV liegen keine relevanten

TH17-Zellinfiltrate vor.

In Zusammenschau konnte die vorliegende Arbeit zeigen, dass die Produktion und

Ausscheidung von IL-17A teilweise einer sympathischen Regulation unterliegt und im

Rahmen eines CKD-Modells erste Erkenntnisse darüber generieren, welche Mechanis-

men diesem pathogenetischen Synergismus zugrunde liegen. Diese Erkenntnisse könnten

zukünftig wichtige Bausteine für die Entwicklung spezifischer und kausaler Behandlungs-

möglichkeiten für die CKD und ihre mannigfaltigen Endorganschäden bedeuten.

1.1 Summary

The pathogenesis and organ manifestation of chronic kidney disease (CKD) are largely

shaped by the sympathetic nervous system, which in turn is strongly dependent on renal

sympathetic activity. In addition, the cytokine IL-17A and its main producer, TH17 cells,

are also a major driver of these pathologies. Whether and to what extent sympathetic

activity regulates IL-17A production (or excretion) in the CKD phenotype is not known.

The present study elucidates the effects of modulation of the sympathoadrenergic system

on IL-17A production and excretion as well as on cardiorenal end-organ damage in
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chronic kidney injury. For this purpose, rats serve as animal model, which develops a

slowly progressive, secondary renal insufficiency due to a special adenine diet. Due to

reduced renal function, cardiorenal tissue remodeling and increased inflammation, they

exhibit a phenotype that resembles that of human CKD and is therefore suitable for

investigating the underlying mechanisms of this disease.

Three groups of rats are studied: one group with CKD (Adenin), one group with CKD and

renal denervation (Adenin+RDN) after 4 weeks and a control group (Control). Analysis

of end-organ damage includes sequential blood pressure measurement (in the last 3 days

before sacrifice), echocardiography (after 0, 4, 10 and 16 weeks), including evaluation

of left ventricular mass and diastolic function, and histological evaluation of cardiorenal

fibrosis. Furthermore, protein analyses (Western blots) of adrenergically stimulated sple-

nocytes, cardiomyoblasts, various tissues (LV, kidney), plasma and urine are performed to

determine the respective IL-17A content. Finally, IL-17A/CD3 co-immunofluorescence

staining (of LV and kidney) is used to gather further information on the origin and dis-

tribution of IL-17A in the tissues. Comparison of these parameters among animals with

and without CKD as well as kidney diseased animals with and without antisympathetic

intervention (RDN) allows conclusions to be drawn about the interactions in the trigonum

of sympathetic activity, IL-17A and end-organ damage of CKD.

End-organ damage in the studied rat model includes left ventricular hypertrophy (LVH),

diastolic dysfunction and marked cardiorenal fibrosis at 10 weeks. Renal denervation

significantly reduces LVH, diastolic dysfunction and cardiac fibrosis. In contrast, RDN

produces merely decreasing trends in the parameters of renal interstitial fibrosis and

cardiorenal collagen levels (type I (Col1)). Our in vitro data reveal that both splenocytes

and cardiomyoblasts of the H9C2 lineage respond to �-adrenergic stimulation (isopro-

terenol) with increased production of IL-17A. This effect is primarily mediated via the

�-2-adrenoceptor. Furthermore, the CKD animals show increased IL-17A levels in LV

and renal tissue. RDN significantly reduces IL-17A in the LV and trends to lower renal

IL-17A. Urinary IL-17A is significantly increased in the RDN group. IL-17A/CD3-Co-

Immunofluorescence staining (including CD3+IL-17A+-cell count) shows pronounced

renal IL-17A signals and cell infiltrates, the number of which decreases after RDN. No

relevant TH17 cell infiltrates were seen in the LV.

In summary, the present study was able to show that the production and excretion of
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IL-17A is partly subject to sympathetic regulation and, within the scope of a CKD model,

to generate initial insights into the mechanisms underlying this pathogenetic synergism.

In the future, these findings could be important building blocks for the development of

specific and causal treatment options for CKD and its manifold end-organ damages.
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2 Einleitung

2.1 Arterielle Hypertonie

2.1.1 Definition und Prävalenz der arteriellen Hypertonie

Bluthochdruck ist die weltweit führende Ursache für Herz-Kreislauf-Erkrankungen und

Tod sowie ein bedeutender Risikofaktor für die Entstehung chronischer Niereninsuffizienz

(CKD) [28]. Die Gesamtzahl der Erwachsenen mit erhöhtem Blutdruck wurde im Jahr

2015 auf 1,13 Milliarden geschätzt, mit einer Prävalenz von > 150 Millionen in Zentral-

und Osteuropa [31]. Im gleichen Jahr lag die Gesamtprävalenz unter Erwachsenen bei 30

- 45 % [28] samt einer globalen altersstandardisierten Prävalenz von 24 bzw. 20 % bei

Männern und Frauen [31]. Weiterhin häuft sich das Vorkommen arterieller Hypertonie

mit zunehmendem Alter, wobei unter den > 60-Jährigen eine Prävalenz von > 60 %

besteht [28]. Mit zunehmender Alterung der Bevölkerung, einer sitzenden Lebensweise

und einer Zunahme des Körpergewichts wird die Prävalenz der Hypertonie weltweit

weiter ansteigen. Schätzungen zufolge wird die Zahl der Menschen mit Bluthochdruck

bis zum Jahr 2025 um 15-20 %, auf über 1,5 Milliarden, steigen [78].

Arterielle Hypertonie ist definiert als ein, unter Praxisbedingungen ermittelter, systo-

lischer Blutdruck (SBP) von � 140 mmHg und/oder ein diastolischer Blutdruck (DBP)

von � 90 mmHg. Diese Definition gründet sich auf dem von mehreren randomisierten,

kontrollierten Studien belegten Umstand, dass die Behandlung von Patienten mit diesen

Blutdruckwerten von Vorteil ist [181].

Wenn nicht anders angegeben, werden die Begriffe ›Arterielle Hypertonie‹, ›Bluthoch-

druck‹ und ›Hypertension‹ in dieser Arbeit als Synonym der ›Essenziellen (Primären)

Hypertonie‹ verwendet. Die durch sekundäre Ursachen bedingten Formen der arteriellen

Hypertonie sind jeweils ausgeschlossen.
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2.1.2 Arterielle Hypertonie als kardiovaskulärer Risikofaktor

Erhöhter Blutdruck ist ein zentraler Risikofaktor für vorzeitige Mortalität und Morbidität.

Allein im Jahr 2015 ließen sich weltweit nahezu 10 Millionen Todesfälle und über 200

Millionen verlorene gesunde Lebensjahre (DALYs) auf Bluthochdruck (jeglicher Art)

zurückführen [52]. Bemerkenswerterweise ist die Anzahl der DALYs seit 1990, trotz der

Fortschritte in der hypertensiologischen Diagnostik und Therapie um 40 % gestiegen.

Für diese negativen Effekte sind größtenteils SPB-Werte von � 140 mmHg verantwort-

lich. Die verwandten Haupttodesursachen sind, in absteigender Häufigkeit, die koronare

Herzkrankheit, der hämorrhagische Schlaganfall und der ischämische Schlaganfall [52].

2.1.3 Therapieresistente arterielle Hypertonie

2.1.3.1 Definiton, Prävalenz und Ätiologie

Die arterielle Hypertonie wird als therapieresistent definiert, wenn trotz empfohlener

Therapie, unter Praxisbedingungen oder in der Häuslichkeit, ein SBP von � 140

mmHg und/oder ein DBP von � 90 mmHg festgestellt wird und die Therapieädhe-

renz der betreffenden Patientin gegeben ist [181]. Die empfohlene Behandlungsstrategie

sollte geeignete Lebensstilanpassungen und die optimal dosierte Gabe von drei oder

mehr Medikamenten der folgenden Klassen umfassen: Diuretika, ACE-Inhibitoren oder

Angiotensin-1-Rezeptor-Antagonisten und Kalzium-Kanal-Blocker. Weiterhin sollte zur

Diagnosestellung eine pseudoresistente sowie eine sekundär bedingte arterielle Hyperto-

nie ausgeschlossen werden [21, 181].

Die Literaturangaben zur Prävalenz der therapieresistenten arteriellen Hypertonie weisen,

aufgrund von uneinheitlichen Definitionen, ein breites Spektrum von Werten zwischen 5

und 30 % auf. Unter Verwendung der engeren, oben beschriebenen Definition ist aller-

dings eine wahre Prävalenz von deutlich unter 10 % anzunehmen [37, 181].

Die Genese von therapieresistentem Bluthochdruck ist multifaktoriell und mit einer

Vielzahl von Risikofaktoren und Komorbiditäten vergesellschaftet [116]. In diesem Zu-

sammenhang ist zu erwähnen, dass es im Allgemeinen schwieriger ist den SBP-Zielwert

von  140 mmHg zu erreichen, verglichen mit dem DBP-Zielwert von  90 mmHg

[21]. Hierbei konnte gezeigt werden, dass hohes Alter den größten Risikofaktor für das

Versagen der SBP-Kontrolle darstellt, gefolgt von den Komorbiditäten einer linksventri-

kulären Hypertrophie und Adipositas [21]. Die wichtigsten Risikofaktoren sind in Abb. 1
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zusammengefasst.

q Hohes Alter

q Hoher prätherapeutischer Blutdruck

q Adipositas

q Bewegungsmangel

q Hoher Salzkonsum

q Chronische Niereninsuffizienz

q Diabetes Mellitus

q Linksventrikuläre Hypertrophie

q Weibliches Geschlecht

q Mangelnde Therapieadhärenz

Abbildung 1: Risikofaktoren für das Entstehen einer therapieresistenten arteriellen Hypertonie (modifiziert nach
[21])

2.2 Chronische Niereninsuffizienz

2.2.1 Prävalenz, Definition und Klassifikation

Die chronische Niereninsuffizienz (CKD) gehört zu den führenden Gesundheitsproblemen

weltweit. Ihre globale Prävalenz wird auf 13,4 % geschätzt, während die vermutete Zahl

der Patienten im Endstadium der Erkrankung (Siehe: Abb. 2: ›Nierenversagen‹), die

ein Nierenersatzverfahren benötigen, auf rund 5 - 7 Millionen beziffert wird [111]. Die

Effekte, die CKD auf die Zahl der Menschen mit Nierenversagen sowie auf das globale

kardiovaskuläre Risiko hat, begründen außerdem ihren großen Einfluss auf die weltweite

Morbidität und Mortalität [111]. In den meisten Ländern, insbesondere jenen mit hohem

und mittlerem Einkommensniveau, stellen Diabetes und Hypertension (jeglicher Form)

die häufigsten Ursachen der CKD dar [178].

Unter dem Begriff der CKD wird desweiteren eine heterogene Gruppe von strukturel-

len und funktionellen Störungen der Niere zusammengefasst [94]. Die National Kidney

Foundation definiert die CKD als über 3 Monate bestehende Nierenschädigung aufgrund

struktureller oder funktioneller Anomalien der Niere mit oder ohne verringerte glome-

ruläre Filtrationsrate (GFR), oder eine GFR von < 60 mL/min/1,73 m2 über 3 Monate

mit oder ohne Nierenschädigung. Diese Definition ist unabhängig von den Ursachen der

Nierenschädigung [96]. Festgestellt wird die Nierenschädigung anhand von Biopsien,
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Anomalien der Blut- und Urinzusammensetzung, insbesondere einer Proteinurie (> 300

mg Proteinausscheidung im Urin/24h), eines abnormen Urinsediments oder Anomalien

in der Bildgebung [96].

Die Klassifikation der CKD (Abb. 2) nach den internationalen Leitlinien der Natio-

nal Kidney Foundation [95] gliedert die Erkrankung in 5 Stadien und orientiert sich

an der Schwere der Erkrankung, gemessen anhand der GFR, der Befunde sowie der

Notwendigkeit eines Nierenersatzverfahrens.

Chronische Niereninsuffizienz (CKD)

Stadium Beschreibung
GFR

mL/min/1.73m2 Verwandte Begriffe Klassifizierung nach Behandlung

1

2

3a

4

5

Nierenschädigung mit normaler 
oder ↑ GFR

Nierenschädigung mit geringer  
↓ GFR

Nierenschädigung mit 
geringer/mittelschwerer  ↓ GFR

Nierenschädigung mit schwerer 
↓ GFR

Nierenversagen

≥90

60-89

45-59

15-29

<15 (o. Dialyse)

Albuminurie, Proteinurie, 
Hämaturie

Albuminurie, Proteinurie, 
Hämaturie

Chronische Niereninsuffizienz, 
beginnende Niereninsuffizienz

Chronische Niereninsuffizienz, 
fortgeschrittene Niereninsuffizienz
Nierenversagen, Urämie, terminale 
Niereninsuffizienz

T = Empfänger von          
Nierentransplantat

D = Dialyse (Hämodialyse,  
Peritonealdialyse)

3b Nierenschädigung mit 
mittelschwerer/schwerer  ↓ GFR

30-45 Chronische Niereninsuffizienz, 
beginnende Niereninsuffizienz

Abbildung 2: Klassifikation der chronischen Niereninsuffizienz [164] (modifiziert nach [96])

2.3 Kardiorenale Endorganschäden bei Chronischer

Niereninsuffizienz

Das Vorhandensein von CKD ist ein Risikofaktor, Auslöser und Katalysator einer ganzen

Reihe von pathologischen Veränderungen im Körper. Zu diesen Veränderungen gehören

u. a. Anämien, Störungen des Knochenstoffwechsels, kardiovaskuläre Erkrankungen und

Krebserkrankungen [178]. Die CKD wiegt als Risikofaktor für vorzeitige Mortalität so

schwer, dass es für einen Patienten mit CKD fünf- bis zehnmal wahrscheinlicher ist zu

versterben, als das Stadium 5 der Erkrankung (Nierenversagen) zu erreichen [178]. Wei-

terhin nimmt das Mortalitätsrisiko mit abnehmender Nierenfunktion (GFR) exponentiell

zu, wobei die meisten Todesfälle auf kardiovaskuläre Erkrankungen zurückzuführen sind

[170, 172].

Im Folgenden soll der Fokus auf die Beziehung von CKD mit linksventrikulärem Remo-

deling sowie kardiorenalen fibrotischen Veränderungen eingegrenzt werden.
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2.3.1 CKD und Fibrose

2.3.1.1 Renale Fibrose

Nahezu alle chronischen Nierenerkrankungen führen in ihrer Endstrecke zu ausgeprägter

renaler Fibrose (Abb. 3), der pathophysiologisch und prognostisch eine Schlüsselrolle

zukommt [104]. Die renale Fibrose stellt die erfolglose Wundheilung des Nierengewebes

nach einer chronischen, anhaltenden Verletzung dar und ist durch Glomerulosklerose,

Tubulusatrophie und interstitielle Fibrose gekennzeichnet [178].

Diese drei pathologischen Veränderungen lassen sich auch in dem in dieser Arbeit verwen-

deten Rattenmodell mit Adeninnephropathie feststellen (Siehe: 3.1.1.3). Der fibrotische

Umbau ist weiterhin als Resultat eines gestörten Gleichgewichts zwischen pro- und

antifibrotischen Mechanismen zu verstehen [51, 178].

Definitionsgemäß stellt die Glomerulosklerose (Abb. 3: A) eine gesteigerte Akkumulation

von Mesangialmatrix sowie eine Obliteration der glomerulären Kapillaren dar [51]. Ein

erster profibrotischer Mechanismus wird über einen, durch Hypertension verursachten,

Schaden des glomerulären Endothels vermittelt, der zur Mikroinflammation führt. Es folgt

eine über Entzündungszellen getriggerte Proliferation von Mesangiumzellen [73, 178].

Diese Zellen des Mesangiums ragieren auf eine Reihe von Wachstumsfaktoren (u. a.

Transforming Growth Factor-�1 (TGF-�1), Platelet Derived Growth Factor (PDGF),

Angiotensin II (ATII)), die sowohl von endogenen als auch infiltrierenden Zellen produ-

ziert werden [51], indem sie ihren Phänotyp ändern und als Mesangioblasten exzessiv

extrazelluläre Matrix (ECM) produzieren [73, 178]. Die daraus resultierende Expansion

des Mesangiums führt zu Lücken in der, durch Podozyten gebildeten, Schlitzmembran,

die eine Verschmelzung von glomerulärer Basalmembran und Bowmanscher Kapsel

hervorrufen und somit zur Glomerulosklerose beitragen [178].

Ein weiterer Mechanismus ergibt sich aus der Störung der Blut-Harn-Schranke (Abb. 3:

B): Tubulusepithelzellen, die fehlgefilterten Harnproteinen wie Zytokinen, Albumin oder

Komplementfaktoren ausgesetzt sind, produzieren ihrerseits proinflammatorische Stof-

fe, die zur entzündlichen Infiltration des Interstitiums führen [178]. Weiterhin können

die Tubuluszellen im Verlauf ihren Phänotyp zu Myofibroblasten ändern (epithelial-to-

mesenchymal transition (EMT)), die über die Synthese von extrazellulärer Matrix eine

wichtige Rolle in der Fibrogenese spielen und deren Genese vielfältige Mechanismen

hat (Abb. 3: D) [104, 106]. Mit Progress der fibrotischen Veränderungen verlieren die

Tubulusepithelzellen ihre regenerativen Fähigkeiten und werden apoptotisch, was letztlich

zur Tubulusatrophie führt [104, 178].
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Die Basis eines dritten Mechanismus ist die erhöhte Permeabilität von interstitiellen

Kapillaren (Abb. 3: C), die es gewebefremden Plasmaproteinen erlaubt ins Interstitium

überzutreten und Entzündungsreaktionen hervorzurufen [158]. Dieser Prozess fördert

im Verlauf eine Rarefizierung der interstitiellen Gefäße, was zu renalen Hypoxien führt.

Dieses hypoxische Milieu beeinträchtigt u. a. antifibrotische Zellfunktionen (vermittelt

durch z. B. Matrix-Metalloproteinasen (MMPs), Serinproteasen (SPs), die Adamalysin-

Familie (ADAMTS) und lysosomale Enzyme (LEs)), die physiologischerweise am Abbau

von Kollagen beteiligt sind [178]. Insbesondere Kollagen vom Typ I, II und III, aber

auch Basalmembranproteine, Glykoproteine und Proteoglykane sammeln sich konsekutiv

in der geschädigten Niere an [104, 178]. In diesem Zusammenhang gilt es zu erinnern,

dass die Fläche des fibrotischen Interstitiums in engem Bezug zur Nierenfunktion und

langfristigen Prognose der CKD steht. [178].

Unter den verschiedenen Entzündungszellen, die an der renalen Fibrogenese beteiligt

sind, sind insbesondere die CD4+-T-Lymphozyten hervorzuheben, die eine entscheidende

Rolle in der Entstehung renaler Fibrose spielen (Siehe: Abschnitt 2.6.3) [104, 131, 168].
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A

B Fehlgefilterte Proteine

Apoptose

EMT

Myofibroblasten

C

Endothelschaden

Mikroinflammation

Proliferation von 
Mesangiumszellen

ECM

ECM
EndoMT

D
Lokale Fibrozyten

Fibrozyten aus KM

Fehlgefilterte Proteine 
(ATII, Zyotikne, 
Albumin etc.)
Infiltration von EZ ins 
Interstitium (Siehe C)
Apoptose, Genese von 
Myofibroblasten (Siehe D)

Blut-Harn-Schranke

Interstitium

Infiltration von EZ

ECM, Tubulusatrophie

Interstitium

Tubulus

Permeabilität v. 
Endothel
Plasmaproteine, 
EZ im Interstitium
Hypoxie, 
Gefäßrarefizierung
Antifibrotische 
Funktionen 

Abbildung 3: Renale Fibrose bei CKD (Modifiziert nach [104, 106]; Erzeugt mit BioRender.com).
A: Profibrotischer Mechanismus der Glomerulosklerose bei CKD.
B: Profibrotischer Mechanismus der gestörten Blut-Harn-Schranke bei CKD.
C: Profibrotischer Mechanismus der erhöhten Gefäßpermeabilität bei CKD.
D: verschiedene Mechanismen der Genese von interstitiellen ECM-produzierenden Myofibroblasten.
Abkürzungen: ECM = Extrazelluläre Matrix; ATII = Angiotensin II; EZ = Entzündungszellen; EMT = ›epithelial-
to-mesenchymal transition‹; EndoMT = ›endothelial-to-mesenchymal transition‹; KM = Knochenmark.

2.3.1.2 Kardiale Fibrose

Eine kardiale Fibrose ist ein häufiger Befund bei Patienten mit CKD (Abb. 4: B) und stellt

neben der linksventrikulären Hypertrophie (LVH) (Siehe: 2.3.2) eines der Hauptmerkmale

der urämischen Kardiomyopathie dar. Sie tritt weiterhin unabhängig von LVH auf und ist

gekennzeichnet durch diffuse interkapilläre und interkardiozytäre Kollagenablagerungen

[5, 72]. Die komplexen zugrundeliegenden Mechanismen, die die kardiale Fibrose via

Zelltypaktivierung antreiben sind noch nicht vollständig geklärt [75]. Jedoch lassen sich

eine Reihe von systemischen Faktoren benennen, die eine urämische Kardiomyopathie

bei CKD begünstigen: eine gestörte Phosphathomöostase, urämische Toxine, Wachstums-

faktoren, metabolischer Stress und Entzündung [75].

Auf makroskopischer Ebene tragen die fibrotischen Veränderungen zu einer diastolischen
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Dysfunktion bei, indem sie die kardiale Compliance herabsetzen [5]. Möglicherweise

wird zusätzlich die systolische Funktion eingeschränkt, da funktionelle Kardiomyozyten

durch fibrotisches Gewebe ersetzt werden [75, 77].

Ein Hauptgrund für die Entstehung von kardialer Fibrose bei CKD ist eine veränderte

Hämodynamik (Abb. 4: A), insbesondere in Form von arterieller Hypertonie, die die

Fibrogenese vorrangig über eine Druckbelastung des Herzens provoziert [75]. Diese

Druckbelastung kann ferner durch CKD-typische Veränderungen wie eine akzelerierte

Gefäßversteifung, vaskuläre Kalzifikationen und den Verlust von elastischen Fasern ge-

steigert sein [25].

Allerdings gibt es Hinweise, dass auch hämodynamikunabhängige Mechanismen (Abb. 4:

A) in der Entstehung von CKD-assoziierter kardialer Fibrose von Bedeutung sein könnten.

So ist etwa die myokardiale Fibrose bei CKD-Patienten im Endstadium ausgeprägter,

als bei Patienten mit Diabetes oder essentieller arterieller Hypertonie, die die gleiche

linksventrikuläre Masse (LVM) aufweisen [107]. Zu diesen Mechanismen zählen die

folgenden, mit urämischem Milieu assoziierten, Faktoren: ATII, Aldosteron, Parathormon,

Endothelin, erhöhte sympathische Aktivität (Siehe: 2.5.2) und erhöhte Katecholaminplas-

malevel [107].

2.3.1.3 Die Rolle von Kollagen

Kollagen vom Typ I (Col1) stellt neben Kollagen vom Typ III (Col3) die wichtigste

Komponente des kardialen interstitiellen Gerüsts dar und trägt in gesunden Individuen

u. a. maßgeblich zur Stabilisierung von myokardialen Zellen und Gefäßen sowie zur

regelrechten systolischen und diastolischen Funktion des Myokards bei [77]. Im Gegen-

satz dazu gibt es Hinweise, dass die Funktion von Col1 in gesunden Nieren weniger

eminent ist [18]. Entsteht jedoch ein parenchymatöser Schaden der Niere, so kommt

es zur Ausbildung einer interstitiellen Fibrose (Siehe: 2.3.1.1), die, abhängig von der

Natur des zugrundeliegenden Schadens, positive oder negative Auswirkung auf die Nie-

renfunktion haben kann [18]. Wie in 2.3.1.2 beschrieben stellt die kardiale Fibrose eine

der Hauptkomponenten kardiovaskulärer Erkrankungen im Rahmen von CKD dar. Col1

repräsentiert hierbei den Hauptbestandteil der kardialen fibrotischen Ablagerungen [187]

und verdient somit besondere Aufmerksamkeit.

2.3.2 CKD und linksventrikuläres Remodeling

Linksventrikuläres Remodeling beschreibt einen Vorgang, in welchem das Myokard des

linken Ventrikels seine Funktion und Geometrie als Reaktion auf pathologische Stimuli
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verändert. Üblicherweise schließt der Begriff ›Remodeling‹ den in Abschnitt 2.3.1.2

beschriebenen Vorgang der Fibrosierung ein. Zugunsten der Anschaulichkeit sollen der

Aspekt der kardialen Fibrose und die übrigen linksventrikulären Umbauvorgänge, im

Kontext dieser Arbeit, separat betrachtet werden.

Im Rahmen der CKD stellt die LVH die zentrale pathologische Veränderung des linken

Ventrikels dar (Abb. 4: B). Sie tritt bei einem Drittel der CKD-Patienten auf, im Endsta-

dium der Erkrankung sogar bei 70 - 80 % [72]. Die zugrundeliegenden Mechanismen

der CKD-assoziierten LVH lassen sich in drei Kategorien einteilen: Nachlastbezogene

Mechanismen, vorlastbezogene Mechanismen und Mechanismen die weder nach- noch

vorlastbezogen sind [59].

Zu den nachlastbezogenen Mechanismen zählen erhöhter systemischer arterieller Wider-

stand, systemischer Bluthochdruck sowie eine erhöhte Steifigkeit der großen Gefäße. Sie

vermitteln eine Verdickung myokardialer Zellen und eine initiale konzentrische Hypertro-

phie [59, 72, 110]. Unter anhaltender linksventrikulärer Überlastung entwickelt sich im

Verlauf eine exzentrische LVH mit eingeschränkter systolischer Funktion [72].

Die Vorlaststeigerung wird über eine Erhöhung des intravasalen Volumens via Salz- und

Wasserretention vermittelt, welche zu einer Längsausdehnung der Herzmuskelzellen

sowie exzentrischen und asymmetrischen Anpassungen der linksventrikulären Geometrie

führt [59]. Nachlast- und vorlastbezogene Mechanismen wirken hierbei simultan und pro-

duzieren additive und synergistische Effekte [59, 72, 110]. Es gibt weiterhin eine Reihe

von Mechanismen, die unabhängig von Nach- und Vorlast Einfluss auf das linksventriku-

läre Remodeling bei CKD nehmen. So gibt es Hinweise, dass Hyperphosphatämie, ein

häufiger Befund bei CKD, zur Entstehung von LVH beitragen könnte [152]. Überdies

sind auch gesteigerte kardiale Level von ATII [145] sowie erhöhte sympathische Aktivität

[62] mit einer LVH assoziiert.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die zahlreichen durch CKD hervorgeru-

fenen systemischen Veränderungen, hämodynamische wie auch hämodynamikunabhängi-

ge, die zur Entstehung einer kardialen Fibrose (Siehe: 2.3.1.2) und zur pathologischen

Veränderung der linksventrikulären Funktion und Geometrie führen, große Schnittmengen

und Interdependenzen aufweisen (Abb. 4). Eine dieser Schnittmengen stellt die durch

CKD induzierte chronisch-systemische Inflammation dar [197], in deren Rahmen diverse

inflammatorische Zytokine [197] ausgeschüttet werden, die ihrerseits ein linksventri-

kuläres Remodeling [63] inklusive kardialer Fibrose [140] fördern. Ein grundlegender

Vermittler dieser Veränderungen ist außerdem das im folgenden Abschnitt (Abschnitt 2.4)
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behandelte sympathische Nervensystem.

CKD

Hämodynamik

Nachlast ↑ Vorlast ↑
Arterielle Hypertonie ↑

Intravasales Volumen ↑
(Salz – und 
Wasserretention)

Steifigkeit großer Gefäße ↑

Systemischer  Arterieller 
Widerstand ↑

Unabhängig von Hämodynamik
Sympathische Aktivität ↑ Hyperphosphatämie ↑

Urämische Toxine ↑ Angiotensin  ↑

Aldosteron II ↑ Katecholaminplasmalevel ↑

Wachstumsfaktoren ↑ Chronische Inflammation  ↑

Systemische 
Veränderungen

A

B

Kardiale Fibrose LV-Remodelling 

LVH

Abbildung 4: Kardiale Fibrose und Linksventrikuläres Remodeling bei CKD
(Erzeugt mit BioRender.com)
A: Systemische Veränderungen bei CKD
B: Effekte von CKD auf das Herz

2.4 Rolle des sympathischen Nervensystems in

Pathologien der kardiorenalen Achse

Das sympathische Nervensystem (Sympathikus) ist Teil des peripheren vegetativen Ner-

vensystems, das zusätzlich den Parasympathikus und das Darmnervensystem beinhaltet

[14]. Der Sympathikus hat seinen Ursprung im Brustmark sowie in den oberen zwei bis

drei Segmenten des Lendenmarks und umfasst präganglionäre Neurone, die vom Rücken-

mark zu den bilateralen paravertebralen Ganglien des Grenzstrangs oder den unpaaren

prävertebralen Bauchganglien projizieren, sowie postganglionäre Neurone, welche die

Zielorgane innervieren [14]. Funktionell nimmt das sympathische Nervensystem haupt-

sächlich über den Transmitter Noradrenalin Einfluss auf die Effektorzellen, an denen das
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Katecholamin mit adrenergen Rezeptoren (↵-1/2, �-1/2/3) interagiert. Effektorzellen des

Sympathikus sind u. a. die glatten Muskelzellen aller Organe, das Myokard, ein Teil der

exokrinen Drüsen, die Nierentubuli und diverse lymphatische Gewebe [14].

Es gibt einen großen Forschungskörper, der die Relevanz des sympathischen Nervensys-

tems in der Entstehung und Progression von arterieller Hypertonie (Siehe: Abschnitt 2.1)

und CKD (Siehe: Abschnitt 2.2) unterstreicht [61, 151, 160, 196]. Der Sympathikus

spielt zudem eine Rolle in einer ganzen Reihe von kardialen Pathologien, wie Arrythmien

[156] und Herzinsuffizienz [92], sowie in aggravierenden Komorbiditäten, beispielsweise

dem Schlafapnoe- [161] oder metabolischen Syndrom [60].

Die kardiorenale Achse (Abb. 5: B) umfasst drei Organsysteme, die durch sympathischen

Einfluss zu Pathologien beitragen: das Herz, die Nieren und das Gefäßsystem. Hier-

bei nimmt die Niere eine Sonderstellung ein, da die renalen sympathischen Afferenzen

(Abb. 5: A) über die zentralnervöse Aktivierung einen bedeutenden Einfluss auf die

Gesamtaktivität des sympathischen Nervensystems nehmen [113, 151]. Während die

renalen Afferenzen in Abschnitt 2.5.2 behandelt werden, soll hier eine kurze Übersicht

über die Auswirkungen efferenter sympathischer Aktivität auf die drei Effektorsysteme

erfolgen (Abb. 5: B):

Der Herzmuskel reagiert auf sympathische Reize mit einer Steigerung der Herzfrequenz

und Kontraktionskraft. Beide Effekte werden über �-1-Adrenozeptoren vermittelt. Ferner

gehört das Herz zu den Effektororganen, die sowohl auf Reize des Sympathikus als auch

des Parasympathikus reagieren [14]. Eine sympathische Überaktivität am Herzen kann zu

LVH, Herzinsuffizienz und Ischämien führen [113, 150].

An der Niere provozieren sympathische Efferenzen, über �-1-Adrenozeptoren, die

Reninfreisetzung im juxtaglomerulären Apparat [113, 159]. Weiterhin wird über ↵-1B-

Adrenozeptoren die tubuläre Natriumrückresorption [11, 113] und über ↵-1A-Adrenozeptoren

(ehemals auch klassifiziert als ↵-1C-Adrenozeptoren [143]) eine renale Vasokonstriktion

mit Minderdurchblutung der Nieren induziert [42, 113].

Das Gefäßsystem reagiert zum Großteil exklusiv auf Reize des sympathischen Ner-

vensystems, mit Ausnahmen von Gefäßen der erektilen Gewebe, des Gehirns und der

Speicheldrüsen, die sympathisch und parasympathisch reguliert sind [14]. Der Sympathi-

kus stimuliert an den Gefäßen eine Vasokonstriktion, via ↵-1-Adrenozeptoren [14] und

in geringerer Ausprägung via Aktivierung von sowohl prä- als auch postsynaptischen

↵-2A-Adrenozeptoren [58], und ist an der Pathogenese von Atherosklerose beteiligt
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[113, 128].

β1
LVH
Ischämie
Herzinsuffizienz

Vasokonstriktion
Artherosklerose

⍺1B

Afferente 
Nerven

A B
Efferente 
Nerven

β1 Reninsekretion

Natriumretention

⍺1A Renaler Blutfluss

⍺1 
⍺2A

Abbildung 5: Effekte des sympathischen Nervensystems auf die kardiorenale Achse
(Modifiziert nach [113]; Erzeugt mit BioRender.com)
A: Sympathische renale Afferenzen
B: Das efferente sympathische Nervensystem und seine Effekte auf die kardiorenale Achse (Herz, Niere, Gefäße)

2.5 Renale Denervation (RDN)

2.5.1 Rationale für RDN bei arterieller Hypertonie

Das enorme Ausmaß der durch arterielle Hypertonie verursachten Gesundheitsschäden

(Siehe: 2.1.1, 2.1.2) begründet die Notwendigkeit, die Bandbreite und Verfügbarkeit blut-

drucksenkender Interventionen zu erweitern. In diesem Rahmen ist zu beachten, dass die

Rate kardiovaskulärer Ereignisse schon durch eine moderate Blutdrucksenkung deutlich

verringert werden kann [49, 177].

Medikamente stellen hierbei die mit Abstand wichtigste Säule moderner antihyperten-

siver Therapien dar. Allerdings kann die medikamentöse Behandlung zwei bedeutende

Limitierungen aufweisen:

Zum einen können Patienten, aufgrund ihrer Disposition und Komorbiditäten, zuneh-

mend Nebenwirkungen und Unverträglichkeiten gegenüber therapeutischen Dosen der

medikamentösen Blutdrucksenker entwickeln. Weiterhin ist davon auszugehen, dass ein

großer Anteil der Patienten eine mangelnde oder fehlende Therapieadhärenz aufweist.

So stellen nach Schätzungen bis zu 50 % der Patienten ihre Medikamenteneinnahme im

ersten Jahr nach Verschreibung teilweise oder vollständig ein [12, 176, 177].

Die RDN ist ein katheterbasiertes, sympatholytisches Verfahren, das ursprünglich zur

Behandlung der therapieresistenten arteriellen Hypertonie (Siehe: 2.1.3) entwickelt wur-
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de [65]. Sie könnte, insbesondere angesichts mangelnder Therapieadhärenz bei rein

medikamentöser Therapie, eine wertvolle Ergänzung bzw. Alternative [20, 173] zur

medikamentösen Behandlung darstellen [19, 177].

2.5.2 Theoretische Grundlage für RDN bei arterieller Hypertonie

Obwohl die arterielle Hypertonie eine multifaktorielle Pathogenese hat (Siehe: 2.1.3), gibt

es überzeugende Belege für eine wichtige Rolle des sympathischen Nervensystems bei

ihrer Entstehung [61, 177]. Die Mechanismen über die das sympathische Nervensystem

die Genese von Bluthochdruck begünstigt sind vielfältig, komplex und teilweise noch

unzureichend untersucht. Neben Adipositas-assoziierten Mechanismen stellen renale

Mechanismen eine der zunehmend prävalenten und relevanten Ursachen für sympathisch

vermittelten bzw. modulierten Bluthochdruck dar [61]. Die renalen Mechanismen werden

durch die renalen sympathischen Nervenfasern vermittelt, die Einfluss auf Natriumhaus-

halt, Reninsekretion und renalen Gefäßwiderstand nehmen und eine besondere Bedeutung

im Spektrum der Hypertonieursachen haben [41, 61, 137]. Die negativen Effekte auf den

Blutdruck und zahlreiche andere Parameter (Siehe: Abschnitt 2.4) werden zudem sowohl

durch efferente als auch afferente sympathische Nervenfasern provoziert (Abb. 6).

2.5.2.1 Efferente sympathische Nervenfasern

Es wird angenommen, dass die renale sympathische efferente Aktivität (Abb. 6: B) eine

entscheidende Rolle in der Pathogenese der arteriellen Hypertonie spielt [43, 61]. Dies

wird im Wesentlichen auf drei Mechanismen zurückgeführt: Erstens verringert die renale

sympathische efferente Aktivität die Drucknatriurese unter erhöhten renalen Perfusions-

drücken, was gleichbedeutend mit einer gesteigerten tubulären Natriumrückresorption

ist, einem treibenden Faktor von Hypertension [148]. Zweitens führen höhere Level von

renaler sympathischer efferenter Aktivität zu einer verminderten renalen Perfusion und

konsekutiv zu einer verringerten glomerulären Filtrationsrate [43]. Überdies bewirkt die

renale sympathische efferente Aktivität eine gesteigerte Reninausschüttung und somit

eine Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS) [137, 177].

2.5.2.2 Afferente sympathische Nervenfasern

Es werden im Allgemeinen zwei Typen von renalen sympathischen afferenten Nerven

unterschieden (Abb. 6: A). Der erste Typ gehört zum Nierenparenchym, besitzt Nozizep-

toren und reagiert auf Signale einer Nierenschädigung, indem er in den Hypothalamus

projiziert und so zur Steigerung der zentralnervösen sympathischen Akitivität führt
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[23, 44, 61, 159]. Diese zentralnervöse Aktivitätssteigerung führt zu einer Blutdruck-

erhöhung, mittels peripherer Vasokonstrikition, gesteigertem Herzzeitvolumen, renaler

Vasokonstriktion sowie erhöhter Reninausschüttung und Natriumrückresorption (Abb. 6:

B, C) [23, 65]. Der zweite Typ besitzt drucksensitive Rezeptoren (Barozeptoren) und ist

u. a. im Nierenbecken lokalisiert [61]. Die über Barozeptoren vermittelte Steigerung der

renalen sympathischen afferenten Aktivität kann sowohl über einen erhöhten renalvenö-

sen Druck als auch einen erhöhten Druck im Nierenbecken ausgelöst werden [44]. Im

Gegensatz zu den nozizeptiven, durch Nierenschädigung vermittelten Afferenzen, haben

die barozeptiv ausgelösten Afferenzen einen sympathoinhibitorischen Effekt, der über

erleichterte Diurese und Natriurese eine Blutdrucksenkung provoziert. Dieser Zusam-

menhang wird zu den sog. reno-renalen Reflexen gezählt [44, 65]. Eine Beeinträchtigung

dieses reno-renalen Reflexes im Rahmen von Nierenschädigungen könnte zur Entwick-

lung von Hypertension beitragen [65].

Es gilt jedoch zu beachten, dass die exakten afferenten Bahnen, die die systemische sym-

pathische Aktivierung vermitteln, sowie die präzisen Mechanismen, die diese Afferenzen

auslösen, noch unbekannt sind [84, 177].

Afferente 
Nerven

Efferente 
Nerven B

C

A

Reninsekretion

Natriumretention

Renale 
Durchblutung

Kardiale Hypertrophie

Herzzeitvolumen

Nozizeption bei 
Nierenschaden

Barozeption

Abbildung 6: Efferente und afferente Bahnen die durch RDN supprimiert werden (Modifiziert nach [177])

2.5.3 Chronische Niereninsuffizienz und RDN

Eine Überaktivität des sympathischen Nervensystems ist in allen Stadien der CKD prä-

sent. Sie lässt sich bereits bei Patienten mit nephrotischem Syndrom oder polyzystischer

Nierenerkrankung detektieren, die normale Nierenfunktion aufweisen [61]. Außerdem

steigen die Level sympathischer Aktivität mit Progression der CKD zunehmend an, was

auf die renale sympathische afferente Aktivität und möglicherweise auch auf weitere
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Mechanismen zurückzuführen ist (Siehe: Abschnitt 2.5.2) [23, 61]. Die höchsten Level

sympathischer Aktivität lassen sich bei Patienten im Endstadium der Erkrankung, dem

Nierenversagen, beobachten. Anhand klinischer Studien wurde die sympathische Überak-

tivität bei diesen Patienten auf die afferenten nervalen Signale der Niere zurückgeführt.

So ließ sich die sympathische Überaktivität durch eine bilaterale Nephrektomie, mit

Entfernung beider renaler Afferenzen, nicht jedoch über eine einseitige Nierentrans-

plantation, normalisieren [32, 61, 67]. Ähnliche Beobachtungen konnten auch in einem

CKD-Mausmodell mit 5/6-Nephrektomie gemacht werden, in welchem eine dorsale Rhi-

zotomie (selektive Zerstörung von Nervenfasern des Rückenmarks) sowohl den Blutdruck

als auch die sympathische Aktivität auf physiologische Level senkte [23]. Weiterhin ist

davon auszugehen, dass die sympathische Überaktivität nicht nur das Ergebnis sondern

auch eine Ursache der Krankheitsprogression bei CKD darstellt. Sie begünstigt eine

Hypertension und führt zu Proteinurie, Glomerulosklerose und zur renalen interstitiel-

len Fibrose (Siehe: Abschnitt 2.3.1.1), unabhängig von blutdruckabhängigen Effekten

[1]. Ergänzend konnte eine Abschwächung der CKD-Progression in unterschiedlichen

CKD-Tiermodellen, sowohl durch pharmakologische als auch durch RDN erzielte Sym-

pathikolyse, gezeigt werden [1]. Insbesondere wurde in einem CKD-Rattenmodell mit

subtotaler Nephrektomie beobachtet, dass RDN einen durch ein Kondensat aus Zigaret-

tenrauch induzierten Anstieg von Glomerulosklerose und tubulointerstitiellem Schaden

verhindert. Auch dieser Effekt erwies sich als unabhängig von Blutdruckveränderungen

[134].

In Zusammenschau wird deutlich, dass die theoretischen Grundlagen sowie zahlrei-

che vielversprechende Ergebnisse aus CKD-Tiermodellen eine stabile Basis für RDN als

therapeutische Option bei chronischen Nierenerkrankungen liefern. Zudem konnten zwei

kleine klinische Studien, die Effektivität und Sicherheit von RDN als antihypertensive

Therapie bei bestehender CKD untersuchten, bereits erste positive Ergebnisse zeigen

[68, 149].

2.6 TH17-Zellen und IL-17

Vor 33 Jahren wurde erstmals durch Mosmann & Coffman [127] das TH1/TH2-Paradigma

der Differenzierung von T-Helfer-Zellen (TH-Zellen) eingeführt. Es liefert Erklärungen

für zahlreiche Phänomene der erworbenen Immunität und beschreibt wie sich naive

CD4+-T-Zellen (= TH-Zellen), initial durch Zytokine antigenbindender Zellen des an-
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geborenen Immunsystems und später durch eigens produzierte Lymphokine, in TH1-

bzw. TH2-Zellen differenzieren [86]. Mit dem Fortschreiten der Forschung zu organspe-

zifischer Autoimmunität ergaben sich Erkenntnisse, die eine vorrangig von TH1-Zellen

getriebene Genese autoimmuner Erkrankungen, wie der experimentellen autoimmunen

Enzephalitis oder der kollageninduzierten Arthritis, infrage stellten [35, 86]. Diese und

die Entdeckung und Charakterisierung von IL-23 führten schließlich zur Distinktion einer

neuen Untergruppe IL-17 produzierender T-Helfer-Zellen (TH17-Zellen), wodurch das

TH1/TH2-Paradigma um die TH17-Zellen erweitert wurde [66, 86, 141]. Seitdem wurde

eine Vielzahl von Arbeiten veröffentlicht, die die Beteiligung dieser Untergruppe an der

Pathophysiologie der arteriellen Hypertonie [124, 147, 189], der CKD [33, 34, 80, 88]

und mehrerer weiterer, mit erhöhten Katecholaminspiegeln assoziierten Konditionen

beschreiben, darunter z. B. Diabetes [184] und der kardiogene Schock [38].

Im Jahre 1993, deutlich vor der Entdeckung der TH17-Zellen, wurde ihr namensgebendes

Hauptsekretionsprodukt identifiziert, das IL-17.[33] IL-17 steht für eine Zytokinfamilie

mit sechs Mitgliedern, den Botenstoffen IL-17A bis IL-17F. Die beiden Zytokine IL-17A

(häufig auch synonym mit IL-17 genannt) und IL-17F dominieren in der Sekretion durch

TH17-Zellen und weisen die größte Sequenzhomologie auf, jedoch ist IL-17A das deutlich

potentere Signalmolekül [33, 55].

IL-17A stellt das Gründungsmitglied der IL-17-Familie dar und ist neben IL-17F das

am besten untersuchte Zytokin der Gruppe [55]. Außerdem gibt es Hinweise für seine

dominante Rolle in Inflammation und organspezifischer Autoimmunität [36, 55]. Am

wichtigsten ist im gegenwärtigen Kontext jedoch seine nachweisliche Beteiligung an

einer ganzen Palette von Erkrankungen der kardiorenalen Achse [33].

Es gilt zu beachten, dass TH17-Zellen neben IL-17A eine Reihe weiterer Botenstoffe

produzieren (z. B. IL-6, IL-21, IL-22, ›granulocyte macrophage colony-stimulating factor‹

(GM-CSF), Tumornekrosefaktor (TNF), Interferon-�) und IL-17A wird seinerseits von

mehreren anderen Zelltypen (z. B. ↵�- und ��-T-Lymphozyten, CD8+-T-Lymphozyten

(Tc17), natürlichen Killerzellen (NK-Zellen), ›invariant natural killer T cells‹ (iNKT),

›type 3 innate lymphoid cells‹ (ILC3s) und myeloiden Zellen) (Abb. 7: C) produziert

[6, 36, 86].
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2.6.1 Die Differenzierung von TH17 Zellen

Die Etablierung von TH17-Zellen als eigene Untergruppe fußte maßgeblich auf ihrem

einzigartigen Differenzierungsweg (Abb. 7: A), das heißt den Differenzierungs- und

Transkriptionsfaktoren, die für die Entwicklung einer naiven T-Zelle (TH0 = ohne statt-

gehabten Kontakt zu einem spezifischen Antigen) zu einer TH17-Zelle notwendig sind

[86]. Dieser Differenzierungsweg wurde erstmalig in Mäusen und später in Menschen

untersucht, wobei sich neben großen Überschneidungen auch leichte Unterschiede zwi-

schen den Spezies ergaben [86, 132]. Der TH17-Differenzierungsweg steht außerhalb des

TH1/TH2-Systems und kann in drei Phasen unterteilt werden: Die Iniitierungsphase, die

Amplifikationsphase und die Stabilisierungsphase [132].

Während der Iniitierungsphase wird die Differenzierung der naiven Zellen angestoßen,

wofür in Mäusen die Präsenz von Transforming Growth Factor-� (TGF-�) und IL-6 oder,

mit geringerem Effekt, IL-21 [85] unabdingbar ist [132]. Die Kombination von TGF-�

und IL-6 führt in den Zellen zur Induktion des Transkriptionsfaktors ›acid-related orphan

receptor-�t‹ (ROR-�t via Aktivierung des ›signal transducer and activator of transcription

3‹ (STAT3) [86, 120, 132]. Auch bei der Initiierung des TH-17-Differenzierungsweges im

Menschen ist TGF-� unverzichtbar. Ebenso führen Kombinationen von IL-21 oder IL-21

und IL-6 oder IL-23 und IL-6 zur Aktivierung von ROR-c, dem menschlichen Homolog

des ROR-�t [119, 132].

Die Amplifikationsphase basiert auf einer autokrinen Schleife, das heißt der Differen-

zierung noch naiver Zellen (TH0) durch Produkte der bereits differenzierten Zellen

(TH17). Im Gegensatz zu den autokrinen Schleifen der TH1- und TH2-Zellen, deren

Hauptsekretionsprodukte (Interferon-� und respektive IL-4) eine Triggerwirkung auf

die Differenzierung ihrer Vorläuferzellen haben, verfügt IL-17 über keine solche Trig-

gerfunktion. Stattdessen ist es in Mäusen das Nebensekretionsprodukt IL-21, welches

die Differenzierung der TH17-Zellen in Kombination mit TGF-� vorantreibt [85, 132].

Im Menschen sind als amplifizierende Faktoren IL-6 und IL-1� identifiziert worden

[191]. Da menschliche naive T-Zellen keine IL-1-R [90] oder IL-23-R [119] exprimieren

und diese erst durch Stimulation mit TGF-� und IL-6/IL-21 ausgebildet werden, ist

anzunehmen, dass die Bedingungen an das Zytokin-Milieu der TH17-Differenzierung in

Mensch und Maus sehr ähnlich sind [132].

Die Stabilisierungsphase wird in Menschen, wie auch in Mäusen, durch das IL-23 be-

stimmt, das die differenzierten TH17-Zellen in ihrem Phänotyp stabilisiert und somit zur

Expansion der TH-17-Population beiträgt [2, 35, 132].
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2.6.2 Das immunologische Netzwerk um IL-17A und

IL-17-Rezeptoren

Das Zytokin IL-17A ist von pleiotropem Charakter und entscheidender Bedeutung in der

Wirtsabwehr gegenüber einer bakteriellen oder mykotischen Invasion [98]. Außerdem ist

es unverzichtbar für die Wundheilung und begünstigt die Pathogenese allergischer und

autoimmuner Erkrankungen [33, 118, 163].

2.6.2.1 IL-17A als Bindeglied zwischen angeborener und erworbener

Immunabwehr

Um die außerordentlich vielfältigen Quellen, Funktionen und pathophysiologischen

Einflüsse von IL-17A zu erfassen muss an dieser Stelle auf seine Rolle in gesunden

Individuen sowie seine Beziehung zu den Domänen des angeborenen und erworbenen

Immunsystems eingegangen werden:

Das angeborene Immunsystems wird vorrangig durch Monozyten bzw. Makrophagen,

dendritische Zellen und Granulozyten repräsentiert, die auf ›pathogen-associated mole-

cular patterns ‹ (PAMPs) reagieren, indem sie körperfremdes Material eliminieren und

Antigene prozessieren, transportieren und den Lymphozyten präsentieren. Die Haupt-

akteure des erworbenen Immunsystems, B- und T-Lymphozyten, reagieren ihrerseits

auf hochspezifische Antigene mit klonaler Expansion [192]. Die hauptsächlichen Pro-

duzenten von IL-17A sind die in Abschnitt 2.6.1 beschriebenen TH17-Zellen, die zur

erworbenen Abwehr zählen. Jedoch konnte gezeigt werden, dass IL-17A zusätzlich von

einer Reihe von Immunzellen des angeborenen Systems (z. B. ��-T-Lymphozyten, natür-

lichen Killerzellen (NK cell), ›invariant natural killer T cells‹ (iNKT) und ›type 3 innate

lymphoid cells‹ (ILC3s)) [36] (Abb. 7: B) produziert wird, die vorrangig in der Haut,

der Darmmukosa und der Lunge zu finden sind und wichtige Funktionen der schnellen

unspezifischen Abwehr von infektiösen Erregern vermitteln [36]. Das Zytokin ist außer-

dem an der Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten und weiteren inflammatorischen

Reaktionen der angeborenen schnellen Abwehrreaktion beteiligt [36, 192]. Somit bildet

IL-17A eine Brücke zwischen angeborenem und erworbenem Immunsystem [192].

2.6.2.2 IL-17-Rezeptoren und Il-17A-Signalling

Die vielseitigen Effekte des IL-17A sind weiterhin von Struktur, Funktion und Verteilung

seiner Rezeptoren abhängig (Abb. 7: C):

Die Familie der IL-17-Rezeptoren (IL-17R) hat fünf Mitglieder (IL-17RA, IL-17RB,
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IL-17RC, IL-17RD und IL-17RE). IL-17RA bildet Heterodimere mit den anderen Un-

tereinheiten, um die Signaltransduktion durch IL-17-Zytokine zu ermöglichen [98]. Im

Folgenden werden lediglich IL-17RA und IL-17RC besprochen, da sie mit IL-17A (und

IL-17F) interagieren und somit die größte Relevanz für diese Arbeit haben. IL17-RA

wird ubiquitär exprimiert, während IL17-RC hauptsächlich auf nicht-hämatopoeitischen

Zellen zu finden ist [55]. Da die Zytokine IL-17A und IL-17F ihre Signale obligat durch

Kontakt mit dem IL-17RA/IL17RC-Heterodimer vermitteln, ist davon auszugehen, dass

sie vorrangig an nicht-hämatopoetischen Zellen wirken (Abb. 7: C) [6, 55]. Per defini-

tionem enthalten die IL-17R den zytoplasmatischen Anteil SEFIR (›similar expression

of fibroblast growth factor and IL-17R‹). Zudem benötigen alle IL-17-abhängigen Si-

gnalwege die Präsenz von Act1, einem membrannahen Adapter-Protein, das mit dem

IL-17RA/IL-17RC-Komplex interagiert, um proinflammatorische Genexpressionen zu

ermöglichen [6, 154].

Die so durch IL-17A provozierte proinflammatorische Genexpression wird konsekutiv

über eine de novo Transkription oder über die Stabilisierung von schon bestehenden

mRNA-Transkripten der Zielproteine erzielt [6]. Erstmals wurde der entzündungsför-

dernde Charakter von IL-17A in Fibroblasten identifiziert, in welchen der Botenstoff

den Transkriptionsfaktor NF-B (›nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated

B-cells‹) und NF-B-abhängige Zytokine aktivierte [6, 53, 146]. Weiterhin induziert die

Präsenz von IL-17A in Fibroblasten eine Reihe von profibrotischen Vorgängen [118].

In jüngeren Arbeiten konnte schließlich ein genetisches Kernprofil von IL-17 (Abb. 7:

D) herausgearbeitet werden, das die Expression proinflammatorischer Zytokine (IL-6,

IL-1, G-CSF, GM-CSF und TNF), Chemokine (CXCL1, CXCL2, CXCL5, CCL2, CCL7,

CCL20 und IL-8), Kollagene, antimikrobieller Peptide (�-Defensine, S100 Proteine und

lipocalin 2 (24p3)) und Matrix-Metalloproteinasen (MMPs: MMP1, MMP3, MMP9 und

MMP13) umfasst [6, 135].

Zu den wichtigsten Zielzellen von IL-17A, das heißt solchen, die das IL-17RA/IL-17RC-

Heterodimer exprimieren, zählen Endothelzellen, Fibroblasten, Epithelzellen, Keratino-

zyten und Makrophagen (Abb. 7: C) [98].
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Abbildung 7: Die Differenzierung von TH17-Zellen und das Netzwerk um IL-17A (Modifiziert nach [98, 132];
Erzeugt mit BioRender.com)
A: Differenzierung naiver CD4+ Zellen in TH17-Zellen.
B: Die wichtigsten IL-17A-produzierenden Zellen.
C: Zellen, die das IL-17RA/IL-17RC-Heterodimer exprimieren und mit IL-17A interagieren.
D: Gruppen von Zielgenen, die durch den Einfluss von IL-17A vermehrt exprimiert werden.
Abkürzungen: IL = Interleukin; IL-17R = IL-17-Rezeptor (A/C); TH0 = naive T-Helfer-Zelle; TH17 = IL-17
produzierende T-Helfer-Zelle; TGF-� = Transforming Growth Factor-�.
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2.6.3 IL-17A in Pathologien der kardiorenalen Achse

Wie bereits in Abschnitt 2.6 angedeutet, ist der Botenstoff IL-17A auf mannigfaltige

Weise an der Genese und Progression von kardiorenalen Pathologien beteiligt (Abb. 8)

[33, 124]. Im Hinblick auf den thematischen Rahmen dieser Arbeit soll im Folgenden auf

die Beziehung von IL-17A zu den Konditionen der arteriellen Hypertonie (Abschnitt 2.1)

und CKD (Abschnitt 2.2) sowie auf die, mit letzterer einhergehenden renalen und kardia-

len Endorganschäden (Abschnitt 2.3), eingegangen werden:

In den vergangenen Jahren erschien eine Fülle von Forschungsarbeiten, die eine Schlüs-

selrolle des Immunsystems für die Regulation des Blutdrucks und die Modulation hy-

pertensiver Zustände attestieren [124]. In diesem Zusammenhang war IL-17A eines

der ersten Zytokine, dessen Beziehung zu Bluthochdruck identifiziert und beforscht

wurde [112, 124]. Unterdessen konnten einige Mechanismen identifiziert werden, die

Erklärungsansätze für den Einfluss von IL-17A auf die Entstehung bzw. Persistenz der

arteriellen Hypertonie (Abb. 8: A) liefern:

In einem Mausmodell konnte gezeigt werden, dass IL-17A den Blutdruck über die Ak-

tivierung des RhoA/Rho-Kinase-Pathways erhöht, der letztlich zu einer verringerten

Freisetzung von Kohlenstoffmonoxid (NO) und somit zu endothelialer Dysfunktion

führt [124, 130]. Außerdem reguliert IL-17A die Menge und Aktivität renaler Natrium-

transporter, und wirkt auf diese Weise einer funktionierenden Drucknatriurese (Siehe:

›Efferente sympathische Aktivität‹, Abschnitt 2.5.2) entgegen [124, 133]. Interessan-

terweise scheint die Hypertension außerdem in einem reziproken Verhältnis zu IL-17A

zu stehen, wodurch sich ein Teufelskreis ergibt: Sowohl erhöhte ATII-Spiegel [199] als

auch gesteigertes Natriumchlorid (NaCl) im Serum [83] (beides häufige Bedingungen der

arteriellen Hypertonie und CKD) erhöhen das Vorkommen von IL-17A bzw. TH17-Zellen

[123], die ihrerseits zur Aufrechterhaltung des Bluthochdrucks beitragen (Abb. 8: A)

[133].

Zugleich konnten zahlreiche experimentelle und klinische Studien das enge Verhältnis von

IL-17A und Nierenschädigung (Abb. 8: B) aufzeigen. So konnte eine Studie an Mäusen

die wichtige, wennauch von TH17-Zellen unabhängige, Rolle von IL-17A in akuter, durch

Cisplatin provozierter, Nierenschädigung zeigen [24]. Ebenso erwies sich IL-17A im

murinen Modell als Vermittler einer glomerulären Schädigung (Siehe: Abb. 3: A) durch

Calcineurin-Inhibitoren (Cyclosporin A, Tacrolimus) [26]. Eine Arbeit an männlichen

Sprague-Dawley-Ratten (Siehe: Abschnitt 3.1.1) ermittelte zudem, dass TH17-Zellen

und IL-17A die, durch salzintensive Diät induzierte, Progression einer akuten Nieren-

schädigung zu einer CKD förderten [123]. Die gleiche Studie konnte außerdem einen
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Zusammenhang zwischen erhöhter Aktivität des Angiotensin-II-R vom Typ 1 (AT1-R)

durch Angiotensin-II-Bindung und gesteigerter IL-17A-Produktion durch T-Zellen de-

monstrieren [123]. Im klinischen Bereich ließ sich im Rahmen von CKD insbesondere

ein dysreguliertes immunologisches Profil von T-Lymphozyten beobachten. So nahm bei

Patienten im Nierenversagen die Zahl der TH17-Zellen deutlich zu, während die Zahl

der naiven T-Zellen [29] sowie der regulatorischen T-Zellen (TREGs) [194] signifikant

abnahm.

TREGs erfüllen antiinflammatorische Funktionen und wirken autoimmuner Entwicklungen

durch die Sekretion von IL-10 und TGF-� entgegen. Sie fungieren somit gewisserma-

ßen als Gegenspieler der TH17-Zellen und machen das TH17/TREGs-Gleichgewicht zu

einer entscheidenden Variable in inflammatorischen Prozessen der erworbenen Immunität

[88, 132].

In Abschnitt 2.3 wurden einzelne Charakteristika des Phänotyps der CKD en detail

besprochen, namentlich die renale und kardiale Fibrose sowie das linksventrikuläre Re-

modeling. Was ist nun also über den Einfluss von IL-17A auf diese pathologischen

Veränderungen bekannt?

In experimentellen Tiermodellen konnte vielfach und konkordant gezeigt werden, dass

IL-17A profibrotische Eigenschaften aufweist. Das Zytokin fördert z. B. eine durch

Bleomycin induzierte, pulmonale Fibrose [182] sowie eine hepatische Fibrose, via Ak-

tivierung von hepatischen Sternzellen [165]. Auch in der Genese der renalen Fibrose

kommt IL-17A eine Schlüsselrolle zu (Abb. 8: C). In einem Mausmodell mit obstruktiver

Nephropathie wurde nachgewiesen, dass IL-17A-produzierende Zellen (hauptsächlich

��-T-Lymphozyten, aber auch TH17-Zellen) die Fibrogenese vorantreiben, indem sie mit-

tels IL-17A die Produktion des Chemokins RANTES (›regulated on activation, normal T

cell expressed and secreted/CCL5‹) in CD3+-T-Zellen provozieren, durch dessen Einfluss

Makrophagen und weitere T-Zellen die Niere infiltrieren [136, 142]. Diese angelockten

Zellen produzieren wiederum Zytokine (z. B. TGF-�, galectin-3 und IL-36 )[142, 162],

welche die Aktivierung und Proliferation von Myofibroblasten sowie die Produktion

von ECM induzieren (Siehe: Abschnitt 2.3.1.1) [142]. Desweiteren ist IL-17A in der

Lage Fibrose über Interaktionen mit nicht-hämatopoetischen Zellen, wie Fibroblasten

und Epithelzellen (Siehe: Abb. 7: C), zu promovieren [118]:

Beispielsweise konnte eine Studie zu kardialer Fibrose (Abb. 8: D) zeigen, dass IL-17A

über einen PKC�/Erk1/2/NF-B-abhängigen Signalweg (›protein kinase C/extracellular

signal-regulated kinase1/2/NF-B‹) die Produktion der Kollagene vom Typ III und I

(Siehe: Abschnitt 4.1.3), in murinen neonatalen kardialen Fibroblasten (CFs), induzierte
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[105]. In einem Rattenmodell von Isoproterenol-induzierter Herzinsuffizienz wurde wei-

terhin gezeigt, dass IL-17A eine kardiale Fibrose mit Col1- und Col3-Ablagerungen über

Modulierung des MMP/TIMP-Systems (MMPs/›tissue inhibitors of metalloproteinases‹)

fördert [7, 50].

Neben den profibrotischen Einflüssen die IL-17A auf das Myokard nimmt, konnte die

Beteiligung von IL-17A an strukturellen und funktionellen Veränderungen des linken

Ventrikels (Abb. 8: E), sowohl nach Myokardinfarkt [190, 195] als auch im Rahmen

der inflammatorischen dilatativen Kardiomyopathie [188] nachgewiesen werden. Die

beobachteten Veränderungen umfassten jeweils eine durch IL-17A unterstützte Dilatation

des linken Ventrikels, die durch ein Zusammenspiel proapoptotischer und inflammato-

rischer Effekte des Botenstoffs hervorgerufen wurde [190, 195]. Der Zusammenhang

von IL-17A und der, vorrangig durch linksventrikuläre Hypertrophie geprägten, urämi-

schen Kardiomyopathie im Rahmen der CKD (Siehe: Abschnitt 2.3.2) ist bislang nicht

untersucht.
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Abbildung 8: Die Beziehung von IL-17A zu kardiorenalen Pathologien (Erzeugt mit BioRender.com)
A: Beziehung von IL-17A zur arteriellen Hypertonie.
B: Beziehung von IL-17A zur CKD.
C: Einfluss von IL-17A auf die renale Fibrogenese. (Modifiziert nach [142])
D: Einfluss von IL-17A auf die kardiale Fibrogenese.
E: Einfluss von Il-17A auf das LV-Remodeling.
F: Inwiefern unterliegt IL-17A einer Regulation durch das sympathische Nervensystem?
Abkürzungen: CFs = Kardiale Fibroblasten; DCM = Dilatative Kardiomyopathie; IL = Interleukin; MMP/TIMP
= Matrix-Metalloproteinasen/›tissue Inhibitors of metalloproteinases‹; PKC�/Erk1/2/NF-B = ›protein kinase
C/extracellular signal-regulated kinase 1/2/NF-B‹-Signalweg; RANTES = ›Regulated on Activation Normal T Cell
Expressed and Secreted‹ / CCL5; TH0 = naive T-Helfer-Zelle; TH17 = IL-17 produzierende T-Helfer-Zelle; ��-T =
��-T-Lymphozyt.
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2.7 Fragestellung

Das sympathische Nervensystem, insbesondere die renale sympathische Aktivität, nimmt

eine zentrale Rolle in der Genese und in der kardiorenalen Organmanifestation der CKD

ein. Es gibt zunehmende Evidenz dafür, dass IL-17A und TH17-Zellen ebenfalls wichti-

ge Vermittler dieser Pathologien darstellen. Jedoch ist wenig darüber bekannt, ob und

inwiefern eine sympathische Überaktivität Einfluss auf die IL-17A-Produktion und den

IL-17A-Haushalt bzw. die TH17-Differenzierung und die daraus resultierenden Endorgan-

schäden im Rahmen der CKD nimmt (Abb. 8: F).

Die vorliegende Arbeit beleuchtet die Effekte einer Modulation des sympathoadrenergen

Systems mittels RDN auf die Produktion und die renale Ausscheidung von IL-17A sowie

auf die kardiorenalen Endorganschäden bei chronischer Niereninsuffizienz. Hierfür die-

nen Ratten als Modell, die durch eine spezielle Adenin-Diät eine langsam progrediente,

sekundäre Niereninsuffizienz entwickeln. Sie weisen durch herabgesetzte Nierenfunktion,

kardiorenalen Gewebeumbau und eine gesteigerte renale Inflammation einen Phäntoyp

auf, der jenem einer humanen CKD sehr nahekommt und sich demgemäß eignet, um

zugrundeliegende Mechanismen dieser Erkrankung zu untersuchen.

Konkret werden drei Gruppen von Ratten untersucht: eine Gruppe mit CKD (Adenin-

Gruppe), eine Gruppe mit CKD und RDN nach 4 Wochen (Adenin-RDN-Gruppe) und

die gesunden Ratten (Kontrollgruppe). Die Analyse der Endorganschäden umfasst eine

wiederholte Blutdruckmessungen, eine viermalige Echokardiographie (nach 0, 4, 10

und 16 Wochen), inklusive Evaluation der linksventriukulären Masse und diastolischen

Funktion, sowie eine histologische Auswertung der kardiorenalen Fibrose. Weiterhin

werden Proteinanalysen (Western-Blots) von adrenerg stimulierten Splenozyten, Kardio-

myoblasten, verschiedenen Geweben (LV, Niere), Blutplasma und Urin durchgeführt,

um den jeweiligen IL-17A-Gehalt zu ermitteln. Schließlich dient eine IL-17A/CD3-Co-

Immunofluoreszenzfärbung (von LV und Niere) dazu, weiterführende Informationen über

die Herkunft und Verteilung von IL-17A und TH17-Zellen im Gewebe zu sammeln.

Der Vergleich dieser Parameter unter Tieren mit und ohne CKD sowie nierenkranken

Tieren mit und ohne sympathikolytische Intervention (RDN) lässt Rückschlüsse auf die

Wechselwirkungen im Trigonum von sympathischer Aktivität, IL-17A und Endorgan-

schäden der CKD zu.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 CKD-Rattenmodell mit Adenin-induzierter Nephropathie

3.1.1.1 Studienprotokoll

Über einen Zeitraum von 16 Wochen erhielten 10 männliche Ratten ein mit 0,25 % Adenin

angereichertes Futter. Die 4 Ratten der Kontrollgruppe (ebenfalls männlich) wurden mit

Standardfutter (standard diet No. 1320; Altonium, Lage, Deutschland) ernährt. Nach 4

Wochen wurde die Hälfte der mit Adenin gefütterten Tiere (n = 5) in operativer Technik

beidseitig renal denerviert (Adenin-RDN-Gruppe). Die restliche Rattenpopulation wurde

einer Scheinoperation unterzogen (Adenin-Gruppe und Kontrollgruppe) (Abb. 9: A).

Vor Beginn der Adenin-Fütterung, nach 4 Wochen, direkt vor RDN, sowie nach 10

und 16 Wochen wurden alle Ratten echokardiographisch evaluiert. Schließlich wurden

die Tiere nach Ablauf der 16 Wochen geopfert. Hierbei wurden für histologische und

laborchemische Methoden u. a. Milzen, Herzen und Nieren sowie eine finale kardiale

Blutprobe und Urinprobe der Tiere gewonnen. Da ein Tier in jeder Gruppe bereits vor

Ablauf der 16 Wochen verstarb, weisen die auf Gewebe basierenden Daten in Kapitel 4

mitunter eine geringere n-Zahl auf als das Studienprotokoll vorsah.

3.1.1.2 Versuchstiere und Tierhaltung

Die Population der verwendeten Versuchstiere schloss 14 männliche Sprague-Dawley-

Ratten (Charles River, Sulzfeld, Deutschland) im Alter von 10 Wochen ein. Gehalten

wurden diese während des 16-wöchigen Untersuchungszeitraums im Versuchstierstall

des Instituts für klinisch-experimentelle Chirurgie der Universität des Saarlandes. Die

Haltung erfolgte unter kontrollierten, pathogenfreien Bedingungen in Standardkäfigen

mit 12-stündlich wechselndem Hell-Dunkel-Rhythmus. Die Zuführung von Nahrung

und Leitungswasser erfolgte ad libitum. Weiterhin wurden die Luftfeuchtigkeit und

Temperatur konstant bei 60 % bzw. 21 °C ± 2 °C gehalten. Die versuchsgruppenspe-

zifische Fütterung der Ratten mit 0,25 % Adeninfutter erfolgte durch Teammitglieder
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des kardiologischen Forschungslabors des Universitätsklinikums des Saarlandes. Die

durchgeführten Experimente waren stets kongruent mit dem deutschen Tierschutzgesetz

und den Bestimmungen der Nationalen Leitlinien für Pflege und Nutzung von Labortie-

ren. Jedem Experiment ging die Genehmigung durch das saarländische Landesamt für

Verbraucherschutz (Aktenzeichen: 35/2017) voraus.

3.1.1.3 Induktion der Nephropathie durch Adenin-Fütterung

Adenin ist eine Purinbase, die in ausreichender Dosierung als Induktor einer sekundären

CKD im Tiermodell dienen kann. Eine Gabe von Futter mit einem Adenin-Anteil von

0,25 % für 16 Wochen bedingt eine chronische Einschränkung der Nierenfunktion [46].

Untersuchungen legen nahe, dass folgende zwei Mechanismen ursächlich an diesem

Effekt beteiligt sind:

Zum einen reagiert Adenin mit 5-Phosphoribosyl-1a-pyrophosphat zu Adenosin-5’- mo-

nophosphat und Pyrophosphat. Dieser ›Salvage-Pathway‹ dient der erneuten Nutzung

von Purinbasen und wird durch das Enzym Adenin-Phsophoribolsytransferase katalysiert

[13]. Im Falle einer übermäßigen Adeninzufuhr wie in der vorliegenden Studie kommt

es zur Substratsättigung dieses Enzyms und überschüssiges Adenin wird von der Xan-

thindehydrogenase oxidiert. Das hierbei entstehende 2,8-Dihydroxyadenin ist ein gering

löslicher Metabolit, der renal eliminiert wird. Bei der Eliminierung entstehen Präzipitate

im renalen Tubulointerstitium, die eine Nierenschädigung bedingen.

Zum anderen metabolisiert das Enzym Xanthinoxidase Adenin und andere Purinbasen zu

Harnsäure [198]. Bei Adenin-gefütterten Ratten konnte ein Anstieg des plasmatischen

Harnsäurespiegels nachgewiesen werden [46]. Erhöhte plasmatische Harnsäurespiegel

stellen im menschlichen Organismus einen Risikofaktor für Niereninsuffizienz [22] und

kardiovaskuläre Erkrankungen [56] dar, was gesteigerte Harnsäureproduktion als einen

Induktor renaler und kardialer Pathologien im Tiermodell wahrscheinlich macht. Dieser

Verdacht wird dadurch gestützt, dass Diwan et al. [46] die renalen und kardialen Folgen

der Adenin-Diät mit Allopurinol, einem Xanthinoxidase-Inhibitor, teilweise rückgängig

machen konnten.

Histologisch nachweisliche, renale Veränderungen in beschriebenem Modell der renalen

Kristallopathie umfassen tubuläre Dilatation und Atrophie, milde Glomerulosklerose,

glomeruläre Hypertrophie, interstitielle Fibrose und eine vermehrte, chronische Infil-

tration mit inflammatorischen Zellen [46]. Laborchemisch imponieren ein Anstieg von

Blut-Harnstoff-Stickstoff (BUN) und Plasma-Kreatinin [157] sowie eine Abnahme der

Clearance beider Stoffe [183].
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Über den gesamten 16-wöchigen Untersuchungszeitraum wurde keine CKD-bedingte

Mortalität beobachtet. Weiterhin zeigte sich trotz Progression der Nephropathie eine

Gewichtszunahme, eine Steigerung der Trinkmenge und eine nur langsam abnehmende

Nahrungsaufnahme. Außerdem wurden die strukturellen renalen Veränderungen lang-

samer und milder apparent als bei einem 0,75 % Adeninanteil des Futters [46], was

vereinbarer mit der Imitation einer Genese der CKD im Menschen ist. Zeitlich entspricht

die Dauer der Adenindiät (16 Wochen) 8 menschlichen Lebensjahren [153], was der

Nachahmung der langsam progredienten CKD im Menschen entspricht [45].

3.1.1.4 Renale Denervation

Die renale sympathische Denervation (Abb. 9: B) als operativer Eingriff wurde an den 5

Tieren der Adenin-RDN-Gruppe durchgeführt. Zeitpunkt des Eingriffs war das Ende der

vierten Woche der 0,25 % Adenin-Diät. Die Narkoseeinleitung- und Aufrechterhaltung

wurde mit dem Inhalationsanästhetikum Isofluran durchgeführt. Mithilfe des Isofluranver-

neblers »Fluovac System Harvard Apparatus« (Harvard Apparatus, Holliston, USA) lässt

sich ein Gemisch aus den Gasen Sauerstoff und Isofluran produzieren. Hierbei erlaubt das

System eine manuelle Einstellung des Isofluran-Anteils sowie die Neutralisierung des,

durch Leakagen der Versuchstiermasken entweichenden, Isoflurans mithilfe von Aktiv-

kohlefiltern. Zur Narkoseeinleitung wurden die Tiere in eine verschließbare Kunststoffbox

gesetzt, in welcher sie mit 5 Vol.-% Isofluran betäubt wurden. Intraoperativ erhielten

die Tiere dann über eine Versuchstiermaske kontinuierlich Isofluranlevel zwischen 1,5

Vol.-% und 2,5 Vol.-%. Um die Augen der Ratten vor Sicca-Schäden zu schützen, wurde

jeweils eine Schicht »Bepanthen®« Augen- und Nasensalbe (Bayer AG, Leverkusen,

Deutschland) aufgetragen.

Als operativer Zugang wurde eine mediane Laparotomie durchgeführt, die eine beidsei-

tige Darstellung der renalen Hilusgefäße ermöglicht. Die Destruktion der perivaskulär

gelegenen sympathischen Nervenfasern erfolgte mechanisch und chemisch durch Freile-

gung der Tunica Advaentitia und Benetzung der freigelegten Nierenarterie, zum Zweck

der chemischen Destruktion, für 10-15 min mit einer 20 % Phenol/Ethanol-Lösung [101].

Die beschriebene Technik führt bei Ratten im Experiment regelmäßig zu einer deutlichen

Reduktion der renalen sympathischen Aktivität.
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BA

16 Wochen

Normales Futter (n=4)

0,25% Adenin-Futter (n=5)
0,25% Adenin-Futter + RDN (n=5)

0,25% Adenin-Futter 
(n=10)

Nach 4 Wochen 
Adenindiät: Renale 
Denervation (n=5)

Opferung 
aller Ratten

Echokardiographie & Stoffwechselkäfige

Abbildung 9: Studienprotokoll und RDN.
A: Schematische Darstellung des Studienprotokolls.
B: Bild einer RDN bei der Ratte mit immunhistochemischer Markierung sympathischer renaler Nervenfasern [91].

3.1.2 Geräte, Software und Material (inkl. Substanzen und

Lösungen)

Gerät/Software/Material Hersteller

Acrylamid/Bis Solution, 30 % Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules
Ammoniumpersulfat(APS) SERVA Electrophoresis
Aprotinin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München
Aqua Ad iniectabilia B. Braun Melsungen AG, Melsungen
Ampuva Fresenius
Aqua destillata (Aqua dest.)
Bepanthen® Augen- und Nasensalbe Bayer AG, Leverkusen, Deutschland, Sigma-

Aldrich Chemie GmbH, München
ß-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München
Calciumchlorid (CaCl2) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München
CGP-20712A Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München
Dimethylarsinsäure (C2H7AsO2) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München
Dithiorethiol (DTT) Qiagen, Hilden
Dulbecco’s Modified Eagle Medium Gibco/Invitrogen, Karlsruhe
ECL Prime Western Blotting Nachweisreagenz GE Healthcare GmbH, Solingen
Entellan Merck, Darmstadt
Entwickler G 153 A Agfa, Mortsel, Belgien
Entwickler G 153 B Agfa, Mortsel, Belgien
Essigsäure (Eisessig), 100 % Merck, Darmstadt
Ethanol VWR International GmbH, Darmstadt
Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München
Fetal Bovine Serum (FKS) Gibco-Life Technologies GmbH, Karlsruhe
Glycerin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München
Glycin Fluka
ICI-118551 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München
Isopropanol Merck, Darmstadt
Isoproterenol Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München

45



3.1. MATERIAL

Kaliumchlorid (KCl) Merck, Darmstadt
Kaliumdihydrogenphosphat (H2PO4) Merck, Darmstadt
Kaliumhydroxid (KOH) Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Leupeptin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München
Magermilchpulver TSI GmbH und Co. KG, Zeven
Methanol VWR International GmbH, Darmstadt
Mounting Medium Vectaschield© Vector Laboratories, San Francisco
N, N, N’, N’-Tetramethylethylendiamin (TE-
MED)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München

Natriumacetat (C2H3NaO2) Merck, Darmstadt
Natriumazid (NaN3) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München
Natriumbicarbonat (Na2CO3) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München
Natriumchlorid (NaCl) Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Natriumdihydrogenphosphat (NaH2PO4) Merck, Darmstadt
Natriumdodecylsulfat (SDS), 10 % Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Natriumhydroxid (NaOH) Merck, Darmstadt
Paraffin
Penicillin Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Phenylmethanesulfonyl fluoride (PMSF), 0,1
mM

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München

Picrosiriusrot Morphisto GmbH, Frankfurt am Main
Ponceau S Solution for Electrophoresis, 0,2 % SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Polyoxyethylen(20)-sorbitan-monolaurat
(Tween 20)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München

Protein Assay Reagent A Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules (USA)
Protein Assay Reagent B Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules (USA)
Salzsäure (HCl) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München
Streptomycin Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Thiomersal Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS), 1 M
pH 8,8

VWR International GmbH, Darmstadt

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS), 1 M
pH 6,8

VWR International GmbH, Darmstadt

Triton X-100 Lösung Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München
Trypsin, 2,5 % Gibco-Life Technologies GmbH, Darmstadt
Western Blocking Solution Roche, Mannheim
Xylol Engelbrecht Medizin- und Labortechnik GmbH,

Edermünde
Zinkchlorid (ZnCl2) Merck, Darmstadt
Amersham Hyperfilm ECL (Größe 12.7 × 17.8
cm)

GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg

Analysenwaage ABS 120-4 Kern und Sohn GmbH, Balingen
Aprotinin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München
BP-2000 Series II Blood Pressure Analysis
System

Visitech Systems

CanoScan LIDE 90 Canon Deutschland GmbH, Krefeld
CK2 inverted Microscope Olympus, Hamburg
Deckgläser VWR International GmbH, Darmstadt
DU 730 UV/Vis Spectrophotometer Beckman Coulter GmbH, Krefeld
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Elektrophoresekammer Mini PROTEAN® Tetra
cell

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules (USA)

Entwicklungsmaschine Curix 60 Agfa, Mortsel, Belgien
Extra Thick Blot Filter Paper, vorgeschnitten,
7.5 x 10 cm

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules (USA)

Falcon® Conical Centrifuge Tubes, 15 ml, 50
ml

Becton Dickinson, N.J., USA

Tiefkühlschrank Liebherr, Bulle, Schweiz
Gel Casting Module Mini-Protean Tetra Cell Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules (USA)
Glass Plates Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules (USA)
HeracellTM 150i CO2-Inkubator Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA
Image Studio Light 4. 0 Software LI-COR Biotechnology, Lincoln USA
Isofluranvernebler „Fluovac System Harvard
Apparatus“

Harvard Apparatus, Holliston, USA

4F-Katheter „HSE Stimulator P Typ 201“ Hugo Sachs Elektronik, March
Kühlzentrifuge Centri Napco 2019R Thermo Fisher Scientific, Waltham Massachusetts

USA
Magnetrührer M 6.1 Ingenieurbüro CAT, M. Zipperer GmbH, Staufen
Lucia G Software Nikon GmbH, Düsseldorf
Mikroskopsystem Eclipse Ti-S/L100 Nikon GmbH, Düsseldorf
Objektträger Gerhard Menzel B.V. & Co. KG, Braunschweig
pH-Elektrode SenTix 22 WTW, Weilheim
pH-Meter, Eutech Instruments, pH 510 Centrifu-
ge Galaxy 16DH

VWR, Darmstadt

UV-Küvetten Sarstedt AG und Co., Nümbrecht
Pipettierhilfe pipetus® Hirschmann Laborgeräte GmbH und Co. KG,

Eberstadt
Pipettenspitzen, 10 µl, 100 µl, 1000 µl Sarstedt, Nümbrecht
Plattformschüttler Polymax 1040, 10° Neigungs-
winkel

Heidolph Instruments GmbH und Co.KG, Schwa-
bach

PowerPac HC power supply Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules (USA)
Reagiergefäß, 0,5 ml, 1,0 ml, 1,5 ml, 2,0 ml Sarstedt AG und Co., Nümbrecht
SevenCompact S220-Basic, pH/Ionen-
Tischmessgerät

Mettler-Toledo GmbH, Gießen

Sonifier Modell 250 CE Branson Ultrasonics, Danbury, USA
Pipetten, 5 ml, 10 ml, 15 ml, 25 ml Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Sicherheitswerkbank Safe 2020 (Klasse II) Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachu-

setts USA
Thermomixer R Eppendorf AG, Hamburg
Trans-Blot® SD Semi-Dry Electrophoretic
Transfer cell

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules (USA)

Transferpipetten, 6 ml Sarstedt AG und Co., Nümbrecht
Vortex Mixer VV3 VWR International GmbH, Darmstadt
Zellkulturschalen (87 mm Innendurchmesser) TPP Techno Plastic Products AG, Trasadingen,

Schweiz
Zellkulturtestplatten, 6 Wells TPP Techno Plastic Products AG, Trasadingen,

Schweiz

Tabelle 1: Geräte, Software und Material (inkl. Substanzen und Lösungen)
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3.1.3 Biochemisches Material

3.1.3.1 Antikörper

Spezifität Spezies/Isotyp Verdünnung Hersteller

Primärantikörper für

Western-Blot

IL-17A Rabbit/polyklonal 1:1000 Abcam (ab9565)
GAPDH Mouse/monoklonal 1:1000 Merck-KGaA

(G8795)
Col1 Goat/polyklonal 1:1000 Southern Biotech

(1310-01)

Primärantikörper

für IL-17/CD3-Co-

Immunofärbung

CD3 Mouse/IgM 1:500 (BSA+PBS) Invitrogen
(MA1-80469)

IL-17A Rabbit/IgG 1:100 (BSA+SSC) Abcam

Sekundärantikörper

Maus-IgM Donkey/IgG 1:50 (PBS+Tween) Dianova
(715-025-140)

Rabbit-IgG Donkey/polyklonal 1:50 (SSC+Tween) Dianova
(711-095-152)

Tabelle 2: Liste der in den Versuchen verwendeten Antikörper

3.1.3.2 Lösungen für die Zellkultur

Lösung Zusammensetzung Hinweise

Hypotonic Buffer 0,25 M EDTA 0,5 ml,
0,1 M MgCl2 0,625 ml,
0,25 M Tris base 2,5 ml

Auf 125 ml mit Aqua dest. auffül-
len. Für Gebrauch: Aprotinin 2,9
µl; Leupeptin 1 µl; PMSF 10 µl
in 1 ml Hypotonic Buffer geben

RPMI-Hungermedium RPMI 1640 Medium,
Penicillin (100 µg/ml),
Streptomycin (100 µg/ml)

Vor Gebrauch im Wasserbad auf
37 °C erwärmen

RPMI-Nährmedium RPMI 1640 Medium,
Penicillin (100 µg/ml),
Streptomycin (100 µg/ml)
Fetales Kälberserum (10 %)

Vor Gebrauch im Wasserbad auf
37 °C erwärmen

Extraktionspuffer Aqua dest. 500 ml,
20 mM CaCl2·2H2O 1,47 g,
10 mM Cacodylic acid 0,8 g,
150 mM NaCl 4,4 g,
1,5 mM NaN3 48,8 mg,
0,01 % Triton X-100 50 µl,
1 µM ZnCl2 68,2 µg

pH auf 5,0 einstellen

Tabelle 3: Lösungen für die Zellkultur
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3.1.3.3 Lösungen und Puffer für die Westernblot-Analyse

Lösung Zusammensetzung Hinweise

Trenngel für SDS-PAGE: 10

%

30 % Acrylamid/Bis Solution 3,3 ml,
10 % Ammoniumpersulfat 100 µl,
Aqua dest. 4 ml,
10 % SDS 100 µl,
TEMED 4 µl,
1,5 M Tris (pH 8.8) 2,5 ml

Trenngel für SDS-PAGE: 12

%

Acrylamid/Bis Solution (30 %) 4 ml,
Aqua dest. 3,3 ml,
1,5 M Tris (pH 8.8) 2,5 ml,
10 % SDS 100 µl
10 % Ammoniumpersulfat 100 µl,
TEMED 4 µl

Sammelgel für SDS-PAGE: 5

%

Acrylamid/Bis Solution (30 %) 330 µl,
Ammoniumpersulfat (10 %) 20 µl,
Aqua dest. 1,4 ml, SDS (10 %) 20 µl,
TEMED 2 µl,
1,5 M Tris (pH 6.8) 0,13 ml

10 x Elektrophoresepuffer Aqua dest. 5000 ml,
Glycin 720 g,
SDS 50 g,
TRIS 151,5 g

Auf 5000 ml mit
Aqua dest. auffüllen,
für Elektrophore-
se mit Aqua dest.
im Verhältnis 1:10
verdünnen

Transferpuffer für Western-

blot

Aqua dest. 1000 ml,
Glycin 14,5 g,
Methanol 200 ml,
TRIS 2,9 g,

Aqua dest. vorlegen,
Substanzen hinzu-
fügen, Methanol
hinzugeben, pH ein-
stellen auf 8,3, Auf
1000 ml mit Aqua dest.
auffüllen

10 x PBS Aqua dest. 1000 ml,
KCl 2 g,
KH2PO4 2,4 g,
NaCl 80 g,
Na2HPO4 14,4 g

Aqua dest. vorlegen,
Substanzen hinzufügen
pH auf 7,4 einstellen,
Auf 1000 ml mit Aqua
dest. auffüllen

10 x PBS Aqua dest. Nr. 2 10 min
10 x PBS-T Aqua dest. 1000 ml,

KCl 2 g,
KH2PO4 2,4 g,
NaCl 80 g,
Na2HPO4 14,4 g,
Tween® 20 10 ml

Aqua dest. vorlegen,
Substanzen hinzufü-
gen, pH mit KOH auf
7,4 einstellen, Auf
1000 ml mit Aqua dest.
auffüllen.

Stripping-Puffer Aqua dest. 67,5 ml,
0,7 % �-Mercaptoethanol 800 µl,
0,5 M Tris-HCl (pH 6,8) 12,5ml,
SDS (10 %) 20 ml
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Ammoniumpersulfat (10 %) Ammoniumpersulfat 1 g,
Aqua dest. 10 ml

Auf 10 ml mit Aqua
dest. auffüllen, Lagern
bei 4 °C

Hypotonic Buffer für Wes-

ternblot

Aqua dest. 125 ml,
0,25 M EDTA (pH 8) 500 µl,
MgCl2 (0,1 M) 625 µl,
TRIS (0,25 M) 2,5 ml

pH auf 7,6 einstellen,
Auf 125 ml mit Aqua
dest. auffüllen

Lysepuffer für Westernblot Aprotinin 0,29 µl,
Hypotonic Buffer 1 ml,
Leupeptin 1 µl,
PMSF 1 µl

Milch (2 %) Magermilchpulver 500 mg,
1 x PBS-T 25 ml

Milch (5 %) Magermilchpulver 2,5 g,
1 x PBS-T 50 ml

PMSF (1 M) Ethanol (100 %) 10 ml,
PMSF 1,742 g

Lagern bei 4 °C

SDS (10 %) Aqua dest. 250 ml,
SDS 25 mg

TRIS (1,5 M) Aqua dest. 500 ml,
TRIS 90,85 g

pH auf 6,8 einstellen

Tabelle 4: Lösungen und Puffer für die Western-Blot-Analyse

3.2 Methoden

3.2.1 Echokardiographie

Die echokardiographische Evaluation aller 14 Versuchstiere erfolgte zu Beginn des Un-

tersuchungszeitraums (›Baseline‹), nach 4 Wochen vor den Eingriffen (›pre-RDN‹) nach

10 und nach 16 Wochen. Mindestens 1 h vor Beginn der Untersuchung wurden die Ratten

in sachgerechten Transportboxen in das kardiologische Forschungslabor der Inneren

Medizin III des Universitätsklinikums des Saarlandes überführt. Um eine Gewöhnung

an die Umgebung zu gewährleisten, wurden die Tiere dort in Käfige umgesetzt. Nach

verstreichen der Akklimatisierungszeit wurde das Gewicht der Ratten bestimmt und

eine Isofluran-Narkose nach beschriebener Technik durchgeführt. Hierunter zeigte sich

stets eine uneingeschränkte Spontanatmung. Im nächsten Schritt wurde das Bauch- und

Brustfell der Ratten mit einer veterinären Langhaarschneidemaschine (Aesculap, GT416)

entfernt und Resthaarstoppeln mit Epilierungscreme entfernt. Zur Gewährleistung einer

stabilen Rückenlage wurden die Tiere auf einer kippbaren Unterlage mit Klebestreifen an

den Extremitäten fixiert. Nach Aufbringen des Ultraschallgels wurde folgender Untersu-

chungsalgorithmus, mithilfe eines GE-Ultraschallgerätes (General Electrics, Logic S6)

und zugehörigem Linearschallkopf (11 Megahertz), angewandt: Zunächst wurde eine lan-
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ge parasternale Achse (PLAX) des Rattenherzens eingestellt. In dieser Achse wurde ein

bewegtes Bild zur visuellen Beurteilung der linkskardialen Funktion aufgenommen. Dazu

wurden in Enddiastole und Endsystole Bilder im B-Mode (›brightness-mode‹) festgehal-

ten. Die Bilder dienten zur Messung des Diameters der anteroseptalen- und Hinterwand

des linken Ventrikels (endsystolisch und enddiastolisch im M-Mode (›motion-mode‹)),

des linksventrikulären Durchmessers in der parasternalen langen Herzachse, der endo-

kardialen und epikardialen linksventrikulären Fläche sowie des links- und rechtsatrialen

Durchmessers. Als Nächstes wurde in der kurzen parasternalen Achse (PSAX) ein be-

wegtes Bild und ein B-Mode-Bild in der Aortenklappenebene aufgenommen. In dieser

Einstellung wurde die maximale Geschwindigkeit über der Pulmonalklappe der Tiere mit

dem PW-Doppler (›Pulsed-Wave-Doppler‹) ermittelt. Konsekutiv erfolgte ein Wechsel in

die Papillarmuskelebene, in welcher, erneut in Endsystole und Enddiastole, die endokar-

diale und epikardiale Fläche des linken Ventrikels gemessen wurde. Schließlich wurde

der apikale 4-Kammer-Blick (A4C) eingestellt. In dieser Achse wurde, neben bewegten

Bildern, das E/A-Verhältnis (E/A-Ratio) mithilfe des PW-Doppler über der Mitralklappe

ermittelt.

3.2.1.1 E/A-Verhältnis (E/A-Ratio)

Die E/A-Ratio ist ein echokardiographisch ermittelter Wert, der das Verhältnis der maxi-

malen frühdiastolischen transmitralen Blutflussgeschwindigkeit (E oder höchster Punkt

der E-Welle) zu derjenigen der späten Diastole (A oder höchster Punkt der A-Welle)

anzeigt (Siehe: Abb. 17). Sie ist, nach aktuellen Leitlinien, ein wichtiger Bestandteil der

Evaluation linksventrikulärer diastolischer Funktion [125, 129]. Die Bedeutung dieses

transmitralen Flussprofils ergibt sich u. a. aus der Annahme, dass es Hinweise auf Relaxa-

tion und Compliance des linken Ventrikels liefert [169]. Die untersuchten Komponenten

(E und A) ergeben sich wie folgt aus der Physiologie des Herzzyklus: Nach dem Schluss

der Aortenklappe beginnt die isovolumetrische Entspannungsphase, in welcher der Druck

im linken Ventrikel ab dem Punkt des schnellsten Druckabfalls in einer exponentielle

Kurve in Richtung Null-Asymptote abnimmt [125, 179]. Die Mitralklappe öffnet sich

sobald der linksventrikuläre Druck unter den linksatrialen Druck fällt und es folgt die

frühe passive Füllung des linken Ventrikels (E-Welle). E korreliert hierbei signifikant mit

dem linksatrialen Druck und dem systolischen linksventrikulären Druck [27]. Die aktive

späte Füllung des linken Ventrikels (A-Welle) wird schließlich durch die Kontraktion des

linken Vorhofs bedingt [125].
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3.2.2 Blutdruckmessung: Tail-Cuff-Methode

Die Tail-Cuff-Methode ist eine Methode zur Blutdruckmessung von Mäusen und Ratten.

Das für diese Arbeit verwendete Gerät (BP-2000 Blood Pressure Analysis System Series

II) macht sich die Technik der Transmissionsbodyplethysmographie zunutze. Bei besagter

Technik wird rotes Licht auf eine Seite des Rattenschwanzes ausgestrahlt, während auf der

gegenüberliegenden Seite der nicht vom Gewebe absorbierte Anteil des Lichts detektiert

wird. Dieser Anteil dient schließlich als Variable zur Bestimmung von Herzfrequenz und

Blutdruck. Um eine exakte Messung zu gewährleisten, werden die Versuchstiere für den

Zeitraum der Messung in eine enge Kammer platziert, die an der Rückseite eine Auslas-

sung für den Schwanz bietet (Abb. 13: C). Der Schwanz wird in die Messvorrichtung

gelegt und mit einem Streifen medizinischen Klebebands gesichert. Sobald die Tiere sich

in korrekter Position befinden werden multiple Messungen vorgenommen, bis die Analy-

sesoftware (BP-2000 Analysis Software) das Vorliegen valider Werte anzeigt. Schließlich

lassen sich die Werte des DBP und SBP sowie der Herzfrequenz zur Auswertung digital

in Microsoft Excel übertragen.

Da diese Prozedur für die Tiere mit Stress verbunden ist, sind vor und nach der Messung

mehrere Minuten zur Akklimatisierung an die Raumbedingungen vorgesehen. Für die

Endzeitpunkt-Auswertung wurden die Messwerte der letzten 3 Termine herangezogen.

Die Tail-Cuff-Messung wurde über die ganze Projektdauer von 16 Wochen durchgeführt

2 mal wöchentlich und sogar 2 Wochen vor Beginn der Adenin-Fütterung gestartet, um

die Tiere an die Prozedur zu gewöhnen und artifiziell hohe Blutdruck- und Herzfrequenz-

Werte zu vermeiden.

3.2.3 Histologische Analysen

3.2.3.1 Probeneinbettung zur histologischen Untersuchung

Die für die histologische Analyse vorgesehenen Nierenparenchym- und Myokard- und

Milzproben wurden in 0,4 % Formalin gelagert, bevor sie in Paraffin eingegossen wurden.

Daraufhin wurde der Paraffinblock bei -20 °C gekühlt und in das Mikrotom eingespannt

(LEICA, RM2255). Um die histologischen Schnitte zu fertigen, wurden zunächst das

überständige Paraffin sowie die ersten 2 mm des jeweiligen Organs abgetragen. Nun

wurden pro Organ 5 Präparate mit einer Dicke von 5 µm geschnitten und zum Ausglätten

in ein Wasserbad gelegt. Schließlich wurden die Proben auf Objektträger überführt und

auf einem Heizblock getrocknet.
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3.2.3.2 Pikrosiriusrot-Färbung

3.2.3.2.1 Theoretische Grundlagen

Die Pikrosiriusrot-Färbung ist eine Methode, mit der sich Kollagenfibrillen der Typen I, II

und III im Gewebe anfärben lassen [74]. Der stark saure Farbstoff besteht aus 6 Sulfonsäu-

regruppen und 4 chromophoren Azofarbstoffgruppen, und weist eine lineare Struktur auf

[74, 93]. Mit Pikrosiriusrot lassen sich, aufgrund seines hohen Extinktionskoeffizienten,

schon kleine fibrotische Areale erkennen und somit eine genaue Quantifizierung von

Fibrose in Geweben erzielen [74, 93]. Dabei gehen die sauren Sulfonsäure-Gruppen

der Farbstoffmoleküle in Bindung mit den basischen Aminosäuren des Kollagens [74].

Hierdurch kommt es zur parallelen Anlagerung des Farbstoffs zur Längsachse der Kolla-

genmoleküle, was zur Verstärkung der natürlichen Doppelbrechung des Kollagens führt

[74]. Durch ein Lichtmikroskop betrachtet erscheinen fibrotische Areale rot und das

fibrosefreie Gewebe gelb [180].

3.2.3.2.2 Durchführung

Zunächst wurden die Gewebeschnitte von Myokard des linken und rechten Ventrikels und

der Nieren entparaffiniert und mit einer absteigenden Alkoholreihe hydriert. Im nächsten

Schritt wurde die Färbung mittels 60-minütiger Inkubation in 0,1 % »Sirius-Red-Picric-

Acid« (Picro-Sirius-Red F3BA in Picric Acid saturated 100 ml) durchgeführt. Schließlich

wurden die Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwässert und mit Entellan

(Schnell-Eindeckmittel, Merck/Darmstadt) eingedeckt, um mechanischen Schutz und

optimale Mikroskopierbedingungen zu schaffen.

Protokoll der Pikrosiriusrot-Färbung

Entparaffinierung Xylol Nr. 1 10 min

Xylol Nr. 2 10 min

Xylol Nr. 3 10 min

Hydration 100 % Isopropanol 5 min

90 % Isopropanol 5 min

70 % Isopropanol 5 min

Waschen Aqua dest. Nr. 1 5 min

Aqua dest. Nr. 2 10 min

Färbung 0,1 % Picrosiriusrot-Lösung 60 min
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Waschen Aqua dest. Nr. 1 Kurz spülen

Aqua dest. Nr. 2 Kurz spülen

70 % Isopropanol Kurz spülen

Dehydration 90 % Isopropanol 2 min

100 % Isopropanol 2 min

Klären Xylol Nr. 1 3 min

Xylol Nr. 2 3 min

Xylol Nr. 3 3 min

Eindecken Entellan

Tabelle 5: Protokoll der Pikrosiriusrot-Färbung

3.2.3.2.3 Auswertung

Für die Auswertung wurden die mit Pikrosiriusrot gefärbten Schnitte bei 10-facher Ver-

größerung lichtmikroskopisch (Nikon ECLIPSE E600) betrachtet und fotografiert (Nikon

DS-Ri 1). Zur Analyse und Quantifizierung der interstitiellen Kollagenfibrillen wurde die

Digital Software Lucia G (Nikon, Düsseldorf, Germany) verwendet. Pro Versuchstier wur-

den jeweils 40 repräsentative Bilder des renalen Gewebes und 30 repräsentative Bilder des

LV-Myokards aufgenommen. Die Auswertung des Kollagengehaltes im Gewebe erfolgte

kolorimetrisch, wobei ein ein Unterschied von 12 µg Kollagen einer 1,2-fachen Zunahme

der erfassten Farbintensität entspricht. Damit aussagekräftige Ergebnisse zu den organ-

spezifischen Fibrose-Leveln ermittelt werden konnten, wurden die Nieren (Abb. 20) ohne

Berücksichtigung der vaskulären Fibrose, das heißt der Fibrose des arteriellen Systems,

und der Fibrose der Nierenkapsel ausgewertet (Interstitielle Fibrose). Hierfür wurden

die renale Kapsel und die Arterien, inklusive perivaskulärem Gewebe (Initima, Media

und Advaentitia), digital aus den Bildern entfernt. Um eine korrekte Quantifizierung zu

gewährleisten, wurde die Intensität des Hintergrunds vom IOD-Wert (›integrated optical

density‹) subtrahiert. Die Daten wurden schließlich als fraktioneller kollagenhaltiger

Bereich in % von myokardialem bzw. renalem Gewebe dargestellt.

3.2.3.3 Hämatoxylin-Eosin-Färbung

3.2.3.3.1 Theoretische Grundlagen

Bei der Hämatoxylin-Eosin-Färbung handelt es sich um eine weit verbreitete histolo-

gische Standardfärbung, die in erster Linie als Übersichtsfärbung dient. Sie erlaubt die
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Differenzierung verschiedener Gewebe und kann erste Hinweise auf Pathologien im

untersuchten Gewebe liefern [185]. Die beiden namensgebenden Farbstoffe Hämatoxylin

und Eosin werden hierzu in folgender Weise eingesetzt: Die Methode beginnt mit der

Verarbeitung von Hämatoxylin, einem aus dem Blauholzbaum gewonnenen Farbstoff. Vor

der Anwendung muss dieser zu Hämatein oxidiert werden [171]. Anschließend werden

Aluminiumionen hinzugefügt, wodurch Hämalaunlösung entsteht. In der Hämalaunlö-

sung präzipitieren in saurem Milieu Metall-Hämatein-Komplexe [185], die an basophile

Strukturen im Gewebe binden und diese rot färben. Die nun rot angefärbten Präparate

werden daraufhin beim sogenannten ›Bläuen‹ mit Leitungswasser oder speziellen Puffern

gespült, um den pH-Wert auf einen Zielwert > 3 zu erhöhen. Hierdurch ergibt sich eine

Farbumschlag zu Blauviolett. Ferner lässt sich die Löslichkeit der Hämalaunlösung durch

ein Anheben des pH-Wert verringern, mit dem Ergebnis einer Farbfixierung. Die ver-

gleichsweise basophilen Zellkerne und endoplasmatischen Retikula erscheinen nun blau

[24]. Der zweite Farbstoff ist das Eosin (0,5 % wässrige Eosin-G-Lösung), eine syntheti-

sche, negativ geladene, saure Substanz. Seines sauren Charakters entsprechend färbt Eosin

alle azidophilen Strukturen im Gewebe rötlich, beispielsweise Proteine des Zytoplasmas,

glatte endoplasmatische Retikula und Mitochondrien [24]. Die Begriffe ›azidophil‹ und

›eosinophil‹ werden in diesem Zusammenhang häufig synonym verwendet.

3.2.3.3.2 Durchführung

Die Milz-Gewebeschnitte wurden entparaffiniert. Konsekutiv wurde zunächst eine Rehy-

dration mittels aufsteigender Alkoholreihe durchgeführt. Es folgten die erste Färbung mit

Hämatoxylin nach Ehrlich und das Bläuen unter fließendem Leitungswasser. Der zweite

Teil der Färbung umfasste die Behandlung der Schnitte mit wässriger Eosin-Lösung und

eine Dehydrierung in absteigender Alkoholreihe. Abschließend wurden die Präparate mit

einer Xylolreihe geklärt und mit Entellan eingedeckt.

Protokoll der Hämatoxylin-Eosin-Färbung

Entparaffinierung Xylol Nr. 1 10 min

Xylol Nr. 2 10 min

Xylol Nr. 3 10 min

Rehydrierung 100 % Isopropanol 5 min

90 % Isopropanol 5 min

70 % Isopropanol 5 min
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Waschen Aqua dest. 5 min

Färbung Hämatoxylin nach Ehrlich 10 min

Unter fließendem Aqua dest. spü-

len

2min

Mikroskopieren zur Kontrolle

HCL-Alkohol

Mikroskopieren zur Kontrolle

Aqua dest.

Bläuen Fließendes Leitungswasser 15 min

Aqua dest.

Gegenfärbung Eosin 15 s

Aqua dest.

Dehydrierung 90 % Isopropanol 2 min

100 % Isopropanol 2 min

Klären Xylol Nr. 1 3 min

Xylol Nr. 2 3 min

Xylol Nr. 3 3 min

Eindecken Entellan

Tabelle 6: Protokoll der Hämatoxylin-Eosin-Färbung

3.2.4 Western-Blot-Analyse

3.2.4.1 Probengewinnung & Präparation des Gesamthomogenats

3.2.4.1.1 Gewebe

Unmittelbar nach der Organentnahme aus den Ratten der Versuchspopulation wurden

die für die Western-Blot-Analyse vorgesehenen Gewebe-, Plasma- und Urinproben in

flüssigem Stickstoff schockgefroren und anschließend bei -80°C konserviert. Zur Her-

stellung des Gesamthomogenats wurden repräsentative Teile der entnommenen Organe

mit einem Skalpell abgetrennt (Abb. 10: A1). Die etwa kichererbsengroßen Organanteile

wurden in diesem Zuge sowohl für die Herstellung der histologischen Schnitte wie auch

für die Western-Blot-Analyse gewonnen, wobei stets auf Eis gearbeitet wurde. Weiterhin

wurden die Proben in Reagiergefäße gegeben, indes die für die Western-Blot-Analyse

bestimmten Gewebeanteile mit Extraktionspuffer versetzt und auf Eis gepottert wurden

(Abb. 10: A2). Das Verhältnis von Probenmasse zu Extraktionspuffer folgte hierbei der
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folgenden Formel: Masse der Probe in g x 5 = benötigte Menge Extraktionspuffer in

ml. Schließlich wurde eine weitere Homogenisierung der Gewebe mittels Ultraschall

durchgeführt (Abb. 10: A3).

3.2.4.2 Proteinbestimmung nach Lowry

Die Proteinbestimmung nach Lowry et al. (1951) [109] (Abb. 10: B) ist eine Methode,

mit welcher kolorimetrisch die Proteinkonzentration in Gesamthomogenaten bestimmt

werden kann. In einem ersten Schritt wird hierbei in alkalischer Lösung ein Komplex

zwischen Kupfer(II)-Ionen und den Peptidbindungen der Proteine gebildet. Anschließend

wird ein Phosphomolybdat-Phosphowolfram-Reagens (Folin-Ciocalteu-Phenol-Reagens)

hinzugefügt, welches von dem Kupfer-Protein-Komplex reduziert wird. Dieser Prozess

führt zu einer Blaufärbung, die in ihrer Intensität von der in der Probe enthaltenen Prote-

inkonzentration abhängt [109].

Um mithilfe dieser Blaufärbung die Kolometrie durchzuführen, wurde das »Detergent

Compatible Kit« (DC protein assay, Bio-Rad, München) in folgender Weise verwendet:

18 µl Extraktionspuffer, 100 µl BioRad Reagent A (1 ml A + 20 µl S-Lösung) und 800

µl BioRad Reagent B wurden mit 2 µl des zu analysierenden Homogenats gemischt

(Abb. 10: B1). 20 µl Extraktionspuffer fungierten als Blankoprobe. Es schloss sich eine

15-minütige Inkubation der Lösung bei Raumtemperatur (RT) an.

Die Lösung wurde schließlich in einer Plastikküvette im Photometer platziert. Es folgte

eine zweifache Messung der Absorption bei 750 nm (Abb. 10: B2). Als Referenz im Kon-

zentrationsbereich zwischen 100-1000 µg diente eine Lösung aus Rinderserumalbumin.

3.2.4.3 SDS-Gelelektrophorese

Im Rahmen der Sodium(Natrium)-dodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-

PAGE) (Abb. 10: C) werden Proteine nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Hierfür

wurden zunächst die Gesamthomogenate bzw. Urin-, Plasmaproben und Zellkulturüber-

stände (Siehe: Abschnitte 4.2.1 und 4.2.2), gemäß der Proteinbestimmung, mit ›Hy-

potonic Buffer‹ und Ladepuffer versetzt und gegebenenfalls für 5 min bei 95 °C erhitzt

(Siehe Abschnitt 3.1.3.3). Für die Untersuchung der Homogenate der Nierenparenchym-

und Myokardproben wurde eine ausgewählte Probe als interne Ladekontrolle verwen-

det. Vorbereitend wurden ein Trenngel und ein Sammelgel nach dem Protokoll in Ab-

schnitt 3.1.3.3 angesetzt. Das Trenngel wurde zwischen die Glasscheiben gegeben, wo

es nach ca. 25 Minuten in eine polymerisierte, feste Form überging. Weiterhin wurde

das Sammelgel darüber geschichtet und ein Plastikkamm eingesteckt, der die Probenta-
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schen präformierte (Abb. 10: C1). Das fertige Polyacrylamid-Gel wurde schließlich in

die Elektrophorese-Apparatur eingespannt, die mit Elektrophoresepuffer befüllt wurde

(Abb. 10: C3). Schließlich wurde das Trenngel gemeinsam mit Dithiothreitol (DTT),

einem stark reduizierendes Reagens, was die Bildung von Disulfidbrücken zwischen den

Proteinen verhindert, für 5 min bei 95 °C erhitzt.

Es folgte das Pipettieren der Proben (25-50 µg/Slot) in die präformierten Geltaschen

(Abb. 10: C2), wobei der erste Slot mit einem Molekulargewichtsstandard versehen

wurde. Sukzessive wurden die Proteine, durch Anlegen einer Spannung von 80 Volt (V)

während der Sammelphase und 100 V während der Trennphase, nach ihrem Molekularge-

wicht separiert (Abb. 10: C3). Die gesamte SDS-PAGE dauerte zwischen 90 und 120

min.

3.2.4.4 Immunoblotting

Nach Abschluss der Gelelektrophorese folgte die Übertragung der Proteine auf eine

Nitrocellulose-Membran (PROTAN Nitrocellulose Transfer Membrane Pore size 0,2 µm,

Schleicher § Schuell GmbH, Dassel). Dies wurde mithilfe der ›semi-dry electrophoretic

blotting‹-Technik (0,8 Milliampere (mA)/cm2) erzielt, die auf der Wanderung negativ

geladener Proteine zur Anode basiert (Abb. 10: D1).

Zunächst wurden die Nitrocellulose-Membran, das Gel und ein Filterpapier mit Transfer-

puffer versehen und nach dem Sandwich-Prinzip in die Blotting-Apparatur (BIO-RAD

Trans-Blot Semi-DRY Transfer Cell) geschichtet, wobei die Membran proximal zur

Anode lag. Der 45-minütige Transfer erfolgt unter einem Gleichstrom von 200 mA.

Um den Erfolg der Übertragung zu kontrollieren und den jeweiligen Proteingehalt abzu-

schätzen, wurde die Membran für 1 min mit Ponceau-Rot inkubiert und mit Aqua dest.

abgespült.

Zur Vermeidung von Bindungen der Primärantikörper an unspezifische Proteinbindungs-

stellen wurde die Membran für mindestens 1 h auf einem Schüttler mit Blocker-Lösung

(1 % Western Blocking Reagent, angesetzt mit PBS-T) überschichtet.

Die Nitrocellulose-Membran wurde über Nacht mit dem mit PBS-T verdünnten Primäran-

tikörper (siehe Abschnitt 3.1.3.1) bei 4 °C unter kontinuierlicher Rotationsbewegung

inkubiert (Abb. 10: D2). Am nächsten Tag wurde die Membran durch vierfaches Waschen

in 1 x PBS-T (2 x 5 min, 2 x 10 min) von ungebundenen Antikörpern befreit.

Danach wurde der Sekundärantikörper mit 5 % Magermilch in PBS-T verdünnt und auf

die Membran appliziert (Abb. 10: D2). Nach einer einstündigen Inkubation bei RT wurde
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die Membran erneut gewaschen (2 x 5 min, 2 x 10 min in 1 x PBS-T, 1 x 10 min in PBS).

Um die jeweiligen Zielproteine sichtbar zu machen, wurde das ›enhanced chemilumine-

scence reagent‹ (ECL) (Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg) für 1

min dünn auf die Membran aufgebracht (Abb. 10: D3).

Die Acridimium-Ester des ECL reagieren mit der an den Sekundärantikörper gebundenen

Peroxidase, wobei eine detektierbare Chemilumineszenz entsteht. Diese Lumineszenz

schwärzt schließlich einen Röntgenfilm (Hyperfilm MP, Amersham Pharmacia Europe

GmbH, Freiburg) im Bereich der mit Antikörper beladenen Banden und erlaubt eine

quantitative Auswertung.

Da die Proteinbeladung anfällig für Abweichungen ist, muss für jedes Gel zusätzlich das

Enzym Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) als Ladekontrolle ausge-

wertet werden. Zu diesem Zweck werden die Membranen von den Primär- und Sekun-

därantikörpern befreit (›Stripping‹) (bei 57 °C Inkubation in Stripping Buffer für 27 min,

2 x 5 min 2 x 10 min waschen in PBS-T, 2 x 5 min, 2 x 10 min waschen in PBS, 1 h blo-

cken in Milch) und über Nacht mit einem GAPDH-Antikörper (siehe Abschnitt 3.1.3.1)

inkubiert (Abb. 10: D3). Auf diese Weise lassen sich die zuvor bestimmten Werte rela-

tiv zur GAPDH-Menge normieren. Im Falle des Western-Blots zum IL-17A-Gehalt im

Urin wurde stadtdessen Kreatinin (Gerät zur Auswertung: Beckman Coulter, AU480)

verwendet und im Falle des IL-17A-Plasmagehalts die Plasmaproteinkonzentration.

3.2.4.5 Auswertung

Die Quantifizierung der betreffenden Proteine erfolgte durch die Messung der jeweiligen

Banden im Autoradiographen (Abb. 10: D4), mithilfe des Programms ›Image Quant

Personal Densitometer‹ (Molecular Dynamics, Krefeld). In derselben Weise wurde die

Normierung der Banden auf das Signal von GAPDH bzw. Kreatinin durchgeführt. Die

Daten wurden als optische Dichtewerte (›integrated optical density‹ (IOD)) in Prozent

einer Kontroll-Probe präsentiert.
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Probengewinnung

Extraktions-
puffer

Pottern & 
Homgenisierung 
via Ultraschall

Herz Niere Plasma Urin
Proteinbestimmung 
nach LowryB

2 μl Homogenat/Probe
18 μl Extraktionspuffer
100 μl BioRad Reagent A
800 μl BioRad Reagent B

Absorptionsmessung
Im Photometer bei 
280 nm

Referenzprobe: 
Rinderserumalbumin 
(BSA)

C SDS-Gelelektrophorese

A

Zellkulturüberstand

Trenngel
(25 min 
Trocknen)

Sammelgel

Elektrophoresepuffer

90-120 min
Sammelphase: 80 V
Trennphase: 100 V

D Immunoblotting
1.) 24 h Inkubation mit 
Primärantikörper.
2.) 1 h Inkubation mit 
Sekundärantikörper.

1.) 1 min mit ECL 
überschichten. 
2.) Strippen und 24 h 
mit GAPDH/Kreatinin 
inkubieren.

Auswertung der 
Banden im 
Autoradiographen

1
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Abbildung 10: Western-Blot-Analyse von der Probengwinnung bis zur Auswertung. (Erzeugt mit BioRender.com)
A: Probengewinnung mit Präparation von kardialen und renalen Proben
B: Kolorimetrische Proteinbestimmung nach Lowry mittels Absorptionsmessung.
C: SDS-Gelelektrophorese mit (1) Einbringen von Trenngel und Sammelgel, (2) Pipettieren der jeweiligen Proben
in die präformierten Geltaschen, (3) Auftrennen der Proteine nach Molekulargewicht durch Applikation elektrischer
Spannung.
D: Prozess des Immunoblottings mit (1) Semi-dry electrophoretic blotting, (2) Inkubation der Nitrocellulose-
Membran mit Primär- und Sekundärantikörper, (3) Chemilumineszenz-Markierung mit ECL) und Normierung durch
Inkubation mit GAPDH, (4) Darstellung der Banden im Autoradiographen.
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3.2.5 Zellkultur

3.2.5.1 Isolation von mononukleären Zellen aus Milzen der Ratte

Die mononukleären Zellen (MNC = ›mononuclear cells‹) der 14 Ratten wurden aus den

Milzen der Tiere gewonnen. Zu diesem Zweck wurden die Milzen wenige Sekunden nach

der Organentnahme in ein mit 15 ml PBS-Lösung befülltes Falcon überführt. Das Organ

wurde anschließend in eine Petrischale mit 5 ml Milzpuffer (Lücke: Hier bitte Zusam-

mensetzung eintragen) gelegt und mit chirurgischem Werkzeug zerkleinert (Abb. 11: A).

Daraufhin wurden die so gelösten Milzbestandteile durch einen Filter in ein mit 10 ml

PBS und 15 ml Milzpuffer befülltes Falcon pippettiert. Die so entstandene Lösung wurde

mittels Stabpipette sorgfältig durchmischt. Schließlich wurden 15 ml Ficolllösung in

einem zweiten Falcon mit der soeben hergestellten Milz-Lösung überschichtet (Abb. 11:

B). Es folgte eine 20 minütige Zentrifugation (Abb. 11: C) (Gerät: Megafuge 1.0 R,

Heraeus Group, Hanau Germany) des 2-phasigen Inhalts bei 2400 rpm (›rotations per

minute‹). Hiernach wurde die nunmehr visuell abgrenzbare MNC-Schicht mittels Pipette

abgesaugt und in einem weiteren Zentrifugationsschritt (10 min, 2400 rpm) mit 50 ml

PBS-Lösung gewaschen. Es entstand ein Zellpellet am Boden des Falcons, was mit 5

ml PBS-Lösung resuspendiert wurde, bevor die beschriebene Waschung ein drittes Mal

durchgeführt wurde. Schließlich wurde der PBS-Überstand entfernt und das Zell-Pellet

konnte zur späteren Weiterverwendung eingefroren werden (Abb. 11: D).

A

Milzpuffer Rattenmilz

FALCON A FALCON B

B

1.) 20 min, 2400 rpm

2.) 10 min, 2400 rpm

3.) 10 min, 2400 rpm

Plasma

MNCs
Ficoll
Granulozyten
Erythrozyten

Inhalt Falcon A
(durchmischt)

15 ml Ficolllösung

5 ml Milzlösung

10 ml PBS/ 
15 ml Milzpuffer

50 ml PBS

MNCs

MNC-Pellet

C
D

Abbildung 11: Isolation von mononukleären Zellen aus Milzen der Rattenpopulation.
A: Präparieren der Rattenmilz für die MNC/Splenozyten-Isolation.
B: Überschichten der Ficolllösung mit der Probenlösung mittels Stabpipette.
C: Zentrifugieren der Probe: 1.) Auftrennen der Milz-/Blutbestandteile 2.+3.) Waschen der MNC mit PBS.
D: MNC-Pellet bereit zum Einfrieren/Verarbeiten.
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3.2.5.2 Zellzahlbestimmung

Die Zellzahlbestimmung erfolgte mikroskopisch mittels Neubauer-Zählkammer. Hierfür

wurden 5 µl der Zellsuspension (mononukleäres Zellpellet + 1 ml RPMI-Medium) mit

95 µl Türks-Solution (3,0 ml Eisessig + 1 ml 1 % Gentianaviolettlösung + 100 ml

destilliertes Wasser) in einem Eppendorf-Gefäß gemischt. Diese Färbung ermöglicht

es Leukozytenkerne blau anzufärben, während Erythrozyten und Thrombozyten lysiert

werden.

3.2.5.3 Einfrieren und Auftauen von mononukleären Zellen

Zu den zuvor mit 1 ml RPMI-Medium resuspendierten Zellen wurden in einem zweiten

Schritt mit einer Pipette weitere 800 µl des Mediums sowie 200 µl Dimethylsulfoxid

(DMSO) hinzugefügt. DMSO ist stark hygroskopisch, wodurch die Bildung von Eiskris-

tallen während des Einfrierens unterbunden wird. Konsekutiv wurde die Zellsuspension

in markierte Kryoröhrchen pippettiert und für 24 h bei -70 °C deponiert. Anschließend

wurden die Röhrchen in einen Tank mit flüssigem Stickstoff (-196 °C) überführt. Eine

Aufbewahrung bei dieser Temperatur ermöglicht eine längerfristige Lagerung und die

Zellkultivierung nach dem Auftauen.

Zum Auftauen wurde das DMSO durch Mehrfachwaschung mit Vollmedium entfernt.

Schließlich wurden die Zellen in Kultur genommen.

3.2.5.4 Allgemeine Bedingungen der Zellkultur für Splenozyten und

H9c2-Zellen

Jegliche die Zellkultur betreffenden Tätigkeiten wurden stets unter einer Sterilbank

durchgeführt. Zwischen den Anwendungen wurden die Kulturen in CO2-Brutschränken

bei 37 °C und 95 % O2 / 5 % CO2 inkubiert.

3.2.5.5 Stimulation von mononukleären Zellen aus Rattenmilzen

(Splenozyten) und Kardiomyoblasten der H9c2-Zelllinie

3.2.5.5.1 Theoretische Grundlagen

Bei dem vorliegenden Versuch handelt es sich um ein in-vitro-Modell mit Western-Blot-

Analyse (Siehe: Abschnitt 3.2.4), das zwei Fragen klären soll: (1) Führt eine sympatho-

mimetische Stimulation von mononukleären Zellen bzw. H9c2-Kardiomyoblasten zum

Effekt einer gesteigerten Freisetzung von IL-17A? (2) Ist dieser Effekt vermehrt durch

�1-Adrenozeptoren, �2-Adrenozeptoren oder unselektiv vermittelt?

62



KAPITEL 3. MATERIAL UND METHODEN

Die sympathomimetische Stimulation wurde mit dem �-adrenergen Agonisten Isopro-

terenol (ISO) durchgeführt. ISO, auch Isoprenalin genannt, ist ein synthetisches Ka-

techolamin, welches erstmals in den späten 30er Jahren untersucht wurde und seine

erste klinische Anwendung in der Behandlung von Asthma Bronchiale fand [3]. Es

wirkt fast ausschließlich auf �-Adrenozeptoren, wobei seine Wirkung auf �1- und �2-

Adrenozeptoren äquivalent ist. Durch seinen �1-Agonismus hat Isoproterenol positiv

chronotrope, dromotrope, inotrope und lusitrope Effekte auf das Herz, während sein

�2-Agonismus u. a. zur Relaxation von glatter Muskulatur in Arteriolen, Bronchien und

Uterus führt [4].

Weiterhin exprimieren alle mononukleären Zellen des Blutes sowohl �1- als auch �2-

Adrenozeptoren, was sie empfänglich für sympathoadrenerge Stimulation macht [121].

Um die Selektivität der untersuchten Effekte zu überprüfen, kamen zwei Adrenozeptor-

Antagonisten zum Einsatz: Der hochspezifische �2-Adrenozeptor-Antagonist ICI 118551

(ICI) [144] und der ebenfalls hochspezifische �1-Adrenozeptor-Antagonist CGP-20712A

(CGP) [47].

3.2.5.5.2 H9c2-Zelllinie (Kardiomyoblasten)

Die Kardiomyblasten der H9c2-Zelllinie teilen zahlreiche Eigenschaften mit adulten

Kardiomyozyten und erlauben somit die Untersuchung dieser Zellentität unter Kultur-

bedingungen. In der vorliegenden Arbeit dienen sie als Modell zur Erforschung des

Zusammenhangs von sympathoadrenergen Stimuli und der Produktion von IL-17A durch

Herzmuskelzellen. Die H9c2-Zelllinie wurde 1976 erstmalig von Kimes und Brandt kulti-

viert und beschrieben, die sie aus ventrikulärem Gewebe 13 Tage alter Rattenembryonen

isolierten [81]. Es konnte nachgewiesen werden, dass die H9c2-Zellen moyokardtypische

Eigenschaften der hormonellen und elektrischen Signaltransduktion besitzen. Insbesonde-

re exprimieren sie einen an der Oberflächenmembran lokalisierten spannungsabhängi-

gen L-Typ-Calciumkanal, der auf �-adrenerge Stimulation via Isoproterenol mit einer

deutlichen Steigerung des Calciumeinstroms reagiert [69]. Weiterhin wurde festgestellt,

dass sowohl der �1- als auch �2-Adrenozeptor auf der äußeren Plasmamembran der

H9c2-Zellen verteilt ist [10], wodurch sie sich für den hier durchgeführten Versuch mit

sympathoadrenerger Stimulation und Spezifitätsprüfung des für die resultierenden Effekte

auf die IL-17A Produktion veranwortlichen Signalwegs (durch �1 oder �2-Adrenozeptor

induziert) eignen.
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3.2.5.5.3 Durchführung

Zur in-vitro-Stimulation wurden zunächst Splenozyten aus 12 Wochen alten, gesunden

Sprague-Dawley-Ratten isoliert (Siehe: Abschnitt 3.2.5.1), eingefroren und am ersten

Versuchstag, parallel zu den H9c2-Zellen, wieder aufgetaut (Siehe: Abschnitt 3.2.5.3).

Die Kryoröhrchen mit den isolierten Zellen wurden in einem Wärmebad in Ethanol leicht

angetaut und anschließend in ein Falcon mit 10 ml Nährmedium (RPMI 1640 + 10 %

FKS) fallen gelassen (Abb. 12: A). Daraufhin wurde die Zellsuspension zentrifugiert

(3 min, 900 rpm), sodass sich am Boden eine Zellpellet bildete. Der Mediumüberstand

wurde in der Folge abgesaugt, bevor das Zellpellet mit weiteren 10 ml desselben Mediums

resuspendiert und schließlich auf 6-Well-Platten ausgesät wurde (Abb. 12: B). Jedes Well

wurde mit 1 ml Nährmedium befüllt. Nach 24 h Adhärenzzeit wurde das Nährmedium für

24 h mit Hungermedium ausgetauscht, bevor die Stimulationsexperimente in wiederum

frischen Hungermedium begannen. In einem nächsten Schritt wurden jeweils 6 der insge-

samt 25 Wells mit ICI bzw. CGP versetzt, bevor nach einer Latenz von 30 Minuten alle

Wells, ausgenommen 7 Kontrollen, mit 1 µmol/l Isoproterenol versehen wurden (Abb. 12:

C). Da Isoproterenol lichtempfindlich ist, wurde es stets bei relativer Dunkelheit ange-

wandt. Die Gesamtstimulationsdauer betrug 72 h, wobei das Hungermedium alle 24 h

ausgewechselt wurde und neu stimuliert wurde. Die Betablocker wurden stets 30 min vor

der Isoproterenolzugabe verabreicht.

Nach 72 h wurde der Zellüberstand asserviert und zentrifugiert (3 min, 900 rpm), um

verbliebene Splenozyten oder Kardiomyoblasten zu entfernen. Der so entstandene Über-

stand wurde schließlich in 1,5 ml Eppendorfer Reaktionsgefäße überführt (Abb. 12: D).

In der Folge wurde der jeweilige Gehalt von IL-17A wie in Abschnitt 3.2.4 beschrieben

via Western-Blot-Verfahren ermittelt.

64



KAPITEL 3. MATERIAL UND METHODEN

Kryoröhrchen mit 
isolierten 
Splenozyten/
Kardiomyoblasten

A

10 ml Nährmedium
(RPMI 1640 + 10 % FKS)

3 min, 900 rpm

Zellpellet

• Resuspendieren mit  
10 ml Nährmedium

• Aussaat auf 6-Well-
Platten

•  1 μl ISO nach 30 min
 

Abgesunkene Splenozyten/Kardiomyoblasten

Überstand → Bestimmung von IL-17A-Konzentration im Western-Blot

B

C

D

Rahmenbedingungen

• 1 ml Zellsuspension pro 
Well.

• nach 24h → Austausch mit 
Hungermedium 

• nach 48 h → Austausch mit 
frischem Hungermedium + 
Stimulation 

• nach 72 h → Austausch mit 
frischem Hungermedium + 
Stimulation

• nach 96 h  → Austausch mit 
frischem Hungermedium + 
Stimulation

• Gesamtdauer Stimulation: 
72 h

Stimulation
• CGP 201712A
• 1 μl ISO nach 30 min

• ICI 118.511
• 1 μl ISO nach 30 min • Kontrolle

 

3 min, 900 rpm

Abbildung 12: Stimulation von Splenozyten aus Rattenmilzen und H9c2-Zellen (Erzeugt mit BioRender.com)
A: Auftauen der Splenozyten und Gabe in Nährmedium.
B: Zentrifugation und Resuspendierung der Zellen.
C: Stimulation der Splenozyten mit dem sympathomimetischen �-Adrenorezeptor-Agonisten Isoproterenol und den
�-Adrenozeptorblockern ICI 115.881 (�2-Adrenozeptor-Blocker) und CGP-20712A (�1-Adrenozeptor-Blocker).
D: 24 h Inkubation und Zentrifugation, um den im Western-Blot-Verfahren auszuwertenden Zellkulturüberstand zu
erzeugen.

3.2.6 IL-17A/CD3-Co-Immunofluoreszenzfärbung

3.2.6.1 Theoretische Grundlagen

Die IL-17A/CD3-Co-Immunofluoreszenzfärbung ermöglicht die Identifikation von freiem

IL-17A, CD3+-T-Lymphozyten (CD3+-TLs) sowie IL-17A produzierenden CD3+-TLs

(IL17A+CD3+-TLs) im Gewebe.

3.2.6.1.1 Färbung von CD3 und der T-Zell-Rezeptor-CD3-Komplex

CD3 ist ein spezifischer Oberflächenmarker von T-Lymphozyten, der nie auf B-Lymphozyten

oder NK-Zellen exprimiert wird. In gesunden Erwachsenen exprimieren 65 - 88 % aller

Lymphozyten des peripheren Blutes das CD3 [174]. Im Folgenden werden die Morpholo-

gie sowie die Beziehung des CD3 zum T-Zell-Antigen-Rezeptor (TCR) beschrieben:
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Der TCR setzt sich aus mindestens 6 Proteinen zusammen. Dazu gehören die a- und

�-Kette des ↵�-Heterodimers sowie die assoziierten �-,�-,"-,⇣- und/oder ⌘-Ketten des

CD3 [16, 30]. Während die antigenbindende TCR-Einheit (↵�-Heterodimer) keine signi-

fikanten intrazellulären Domänen aufweist, enthält das CD3 intrazelluläre Signaleinheiten,

die den TCR/CD3-Komplex mit dem nachgeschalteten intrazellulären Signaltransdukti-

onsweg verbinden [16, 87]. Somit muss die früheste Signalaktivität des TCR die Infor-

mationsweitergabe von der antigenbindenen TCR-Einheit zu den CD3-Untereinheiten

beinhalten [87].

In der IL-17A/CD3-Co-Immunofluoreszenzfärbung dient die Färbung von CD3 der

Abgrenzung von T-Lymphozyten zu anderen, histomorphologisch ähnlichen, mono-

nukleären Zellen. Hierfür bindet der Primärantikörper das CD3 und wird seinerseits

durch den Sekundärantikörper gebunden, der aufgrund seiner Kopplung an TRITC (5(6)-

Tetramethylrhodaminisothiocyanat) rot erscheint.

3.2.6.1.2 Färbung von IL-17A

Das Zytokin IL-17A wird im Abschnitt 2.6 ausführlich charakterisiert. In der hier

beschriebenen Färbung wird der Botenstoff IL-17A vom Primärantikörper gebunden, der

wiederum Zielmolekül des Sekundärantikörpers ist. Letzterer erscheint in der Färbung

grün, da er an FITC (Fluorescin) gekoppelt ist.

3.2.6.2 Durchführung

3.2.6.2.1 Immunofärbung von CD3

Die Gewebeschnitte wurden (LV-Myokard und Nierenparenchym) entparaffiniert und

mit einer absteigenden Alkoholreihe hydriert. Es folgte eine 40-minütige Inkubation in

0,05 % Citraconsäure Anhydrid Puffer bei +98 °C und einem pH von 7,4. Daraufhin

wurden die Schnitte bei RT 30 Minuten lang abgekühlt und anschließend für 10 Minuten

in 1 x PBS + Tween gelagert. Als Nächstes wurden die Schnitte für 30 Minuten bei +37

°C in einer feuchten Kammer mit 1 x PBS + 4 % Rinderserumalbumin (Blocklösung)

inkubiert. Schließlich wurde die Blocklösung entfernt und der Primärantikörper (Maus

Monoklonal IgM anti CD3, Invitrogen), im Verhältnis 1:500 mit Blocklösung gemischt,

auf die Schnitte gegeben, die daraufhin für 2 Nächte (48 h) bei +4 °C inkubiert wurden.

Am dritten Tag wurden die Schnitte initial für 3 h in der feuchten Kammer bei +37

°C inkubiert. Es folgte ein 3 x 5-minütiges Waschen mit 1 x PBS + Tween bei RT.

Konsekutiv wurden die Präparate mit dem Sekundärantikörper (Anti-Maus-IgM µChain

Specific-TRITC (rot), Dianova) und 1 x PBS + Tween im Verhältnis 1:50 für 2 h bei
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+37 °C in der feuchten Kammer inkubiert. Das initiale Waschen mit 1 x PBS + Tween

wurde daraufhin wiederholt. In der Folge wurden die Schnitte für 5 Minuten bei RT mit

DAPI (4’,6-Diamidin-2-phenylindol) und Aqua destillata im Verhältnis 1:100 behandelt.

Die Objektträger mit den Präparaten wurden anschließend getrocknet, mit Mounting

Medium (›Vectaschield©‹) eingedeckt und abermals getrocknet. Abschließend wurden

die Präparate bei RT für 10 Minuten in 4 x SSC (›saline sodium citrate‹) + Tween

gewaschen und getrocknet. An diesem Punkt konnte zu der Immunfärbung für IL-17A

übergegangen werden.

3.2.6.2.2 Immunofärbung von IL-17A

Am selben Tag (Tag 3) wurden die schon für CD3 gefärbten Präparate für 30 Minuten in

der feuchten Kammer (+37 °C) mit 4 % Rinderserumalbumin + 4 x SSC (Blocklösung)

inkubiert, danach wurde die Blocklösung entfernt. Im nächsten Schritt wurden die Präpa-

rate mit dem, 100fach mit Blocklösung verdünnten, Primärantikörper (Rabbit Polyklonal

IgG anti IL-17A) behandelt und für 2 Nächte (48 h) bei +4 °C in der feuchten Kammer

inkubiert.

Der fünfte Tag begann mit einer 3-stündigen Inkubation in der feuchten Kammer (+37

°C), wonach die Schnitte 3 x 5 Minuten mit 4 x SSC + Tween gewaschen wurden (RT).

Daraufhin wurden die Präparate mit dem Sekundärantikörper (Anti-Rabbit-IgG-FITC)

behandelt, der zuvor im Verhältnis 1:50 mit 4 x SSC + Tween verdünnt wurde. Die Inku-

bationszeit für den Sekundärantikörper betrug 2 h und erfolgte in der feuchten Kammer

(+37 °C). Anschließend erfolgte eine weitere Waschung von 3 x 5 Minuten mit 4 x SSC

+ Tween, bevor die Präparate mit DAPI und Aqua dest. im Verhältnis 1:100 behandelt

wurden. Abschließend wurden die Schnitte für 5 Minuten mit Aqua dest. gewaschen und

mit Mounting Medium (›Vectaschield©‹) eingedeckt.

Protokoll für die IL-17A/CD3-Co-Immunofluoreszenzfärbung

Tag 1

Entparaffinierung Heizplatte +70 °C 30 min

100 % Ethanol 5 min

100 % Ethanol 5 min

85 % Ethanol 5 min

70 % Ethanol 5 min

Waschen Aqua. Dest. 2 x 5 min
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Inkubation 0,05 % Citraconsäure Anhydrid

Puffer (pH 7,4)

1 h

Abkühlen bei RT 30 min

Waschen 1 x PBS + Tween (RT) 10 min

Trocknen kurz

Blocken 4 % BSA + 1 x PBS in feuchter

Kammer (+37 °C)

30 min

Blocklösung entfernen

Primärantikörper (CD3) 1:500 in Blocklösung

Inkubation Feuchte Kammer (+4 °C) 48 h

Tag 3

Inkubation Feuchte Kammer (+37 °C) 3 h

Waschen 1 x PBS + Tween (RT) 3 x 5 min

Sekundärantikörper (CD3) 1:50 in 1 x PBS + Tween in feuch-

ter Kammer (+37 °C)

2 h

Waschen 1 x PBS + Tween (RT) 3 x 5 min

DAPI 1:100 in Aqua. Dest. (RT) 5 min

Waschen Aqua. Dest. (RT) 5 min

Eindecken Mounting Medium Vectashield©

Trocknen kurz

Prüfen Immunfärbung (Mikroskop),

100x Vergrößerung

Nikon DS-Ri2-Mikroskop /

Nikon-Eclipse-Ni-Kamera

Waschen 4 x SSC + Tween (RT) 10 min

Trocknen kurz

Blocken 4 % BSA + 4 x SSC in feuchter

Kammer (+37 °C)

30 min

Blocklösung entfernen

Primärantikörper (IL-17A) 1:100 in Blocklösung

Inkubation Feuchte Kammer (+4 °C) 48 h

Tag 5

Inkubation Feuchte Kammer (+37 °C) 3 h

Waschen 4 x SSC + Tween (RT) 3 x 5 min
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Sekundärantikörper (IL-17A) 1:50 in 4 x SSC + Tween in feuch-

ter Kammer (+37 °C)

2 h

Waschen 4 x SSC + Tween (RT) 3 x 5 min

DAPI 1:100 in Aqua. Dest. (RT) 5 min

Waschen Aqua. Dest. (RT) 5 min

Eindecken Mounting Medium Vectashield©

Prüfen Immunfärbung (Mikroskop),

100x Vergrößerung

Nikon DS-Ri2-Mikroskop /

Nikon-Eclipse-Ni-Kamera

Tabelle 7: Protokoll für die IL-17A/CD3-Co-Immunofluoreszenzfärbung

3.2.6.3 Auswertung (Zählung der IL-17A+CD3+-T-Lymphozyten)

Für die Zählung der renalen IL-17A+CD3+-T-Lymphozyten wurden in dem immunhi-

stochemisch gefärbten Nieren-Präparat eines jeden Versuchstieres 15 zufällige mikro-

skopische Felder von 0,01 mm2 Größe ausgewählt und die darin enthaltenen CD3+IL-

17A+-Zellen gezählt. Die Bilder in 100-facher Vergrößerung wurden mittels einem Nikon

DS-Ri2-Mikroskop und einer Nikon-Eclipse-Ni-Kamera angefertigt.

3.3 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der präsentierten Ergebnisse erfolgte entweder mittels einer

einfachen einfaktoriellen Varianzanalyse (›ordinary one-way-analysis of variance‹ (ANO-

VA)) in Kombination mit dem Mehrfachvergleichstest (›multiple-comparisons-test‹) nach

Tukey oder dem Kruskal-Wallis-Test in Kombination mit dem Mehrfachvergleichstest

nach Dunn. Die Ergebnisse werden stets als Mittelwert (MW) ± Standardfehler des

Mittelwertes (›standard error of the mean‹ (SEM)) angegeben, bei Verwendung des

Kruskal-Wallis-Test wird außerdem der Median (Md) sowie der Interquartilbereich (›in-

terquartile range‹ (IQR)) angegeben. Statistische Signifikanz ist als p < 0,05 festgelegt.

Alle statistischen Analysen wurden mit GraphPad Prism (Version 9.3.1) durchgeführt.
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4 Ergebnisse

Die vorliegende Arbeit fußt auf der Beobachtung, dass sich die renale sympathoadrenerge

Aktivität durch den Eingriff der RDN verringern lässt. Aus dieser Prämisse ergeben sich

zwei Hypothesen, die es durch die präsentierten Ergebnisse zu überprüfen gilt:

1.) Durch erhöhte renale sympathoadrenerge Aktivität entstehen im untersuch-

ten CKD-Ratten-Modell messbare Endorganschäden an LV und den Nieren. Die

Ausprägung dieser Endorganschäden wird, gemäß der vorgenannten Prämisse,

durch RDN in ihrem Progress verlangsamt, gestoppt oder rückgängig gemacht.

2.) Durch erhöhte renale sympathoadrenerge Aktivität im CKD-Ratten-Modell

wird der Gehalt von IL-17A in Niere und LV gesteigert. Dieser Anstieg wird, gemäß

der vorgenannten Prämisse, durch RDN verringert, verhindert oder sogar durch

eine Abnahme unter physiologische Level (Kontrollgruppe) ersetzt.

IL-17A könnte somit eine Rolle im sympathoadrenergen Pathomechanismus zukom-

men.

Die hier besprochenen Ergebnisse werden, entsprechend dieser beiden Hypothesen,

in zwei Gruppen aufgeteilt. In der ersten Gruppe (Abschnitt 4.1) werden Daten gezeigt,

die den Endorganschaden betreffen, während in der zweiten Gruppe (Abschnitt 4.2)

Ergebnisse zur Modulation von IL-17A-Leveln präsentiert werden.

4.1 Endorganschäden

4.1.1 Blutdruckmessung via Tail-Cuff-Methode

Der Blutdruck der Sprague-Dawley-Ratten wurden während des gesamten Untersuchungs-

zeitraums mindestens 2 mal wöchentlich mittels

Tail-Cuff-Transmissionsphotoplethysmographie gemessen. Zur Auswertung haben wir
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die Werte der letzten 3 Messungen vor Opferung herangezogen (Abb. 13: B, C). Hierbei

wurden in der Adenin-Gruppe die höchsten SBP-Werte ermittelt (MW = 144 ± 6,076;

Md = 141,2; IQR = 25,51). Im Mittel zeigte sich in der Kontrollgruppe (MW = 124,8

± 7,408; Md = 121,8; IQR = 25,13) ein niedrigerer SBP als bei der Adenin-Gruppe

(p = 0,3430). Die SBP-Werte der Adenin-RDN-Gruppe (MW = 132,9 ± 6,497; Md =

135,5; IQR = 30,65) fielen ebenfalls niedriger als die der Adenin-Gruppe aus (p = 0,8593)

und geringfügig niedriger als die der Kontrollgruppe (p = >0.9999). Die Unterschiede

zwischen den untersuchten Gruppen waren nicht signifikant.
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Abbildung 13: Messung des systolischen Blutdrucks während der letzten drei Tage mittels Tail-Cuff-Methode.
A: SBP in den letzten drei Tagen vor Opferung; Werte sind dargestellt als MW ± Standardfehler des Mittelwertes
(›standard error of the mean‹ (SEM)); ns = p > 0,05.
B: Screenshot der BP-2000 Analysis Software.
C: Darstellung einer Tail-Cuff-Blutdruckmessung.

Im vorliegenden Modell hatte weder die durch Adenin induzierte CKD noch die Interventi-

on der RDN signifikanten Einfluss auf die systolischen Blutdruckwerte der Versuchstiere.

4.1.2 Echokardiographie

Die 14 Versuchstiere wurden initial (Baseline), nach 4 Wochen (pre-RDN) sowie nach 10

und 16 Wochen echokardiographisch untersucht. Ziel war es, die linksventrikuläre Masse

(LVM) (Abb. 14, Abb. 15) sowie die E/A-Ratio (Abb. 16, Abb. 17), als Indikatoren der

myokardialen Hypertrophie bzw. diastolischen Funktion, zu den jeweiligen Zeitpunkten

zu evaluieren. Die Variablen zur Berechnung der LVM wurden jeweils im M-Mode in der

PLAX ermittelt, während die E/A-Ratio im A4C, mittels PW-Doppler, über der Mitral-

klappe abgeleitet wurde. Im Folgenden sind die Daten zu diesen Parametern dargestellt.
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4.1.2.1 Linksventrikuläre Masse (LVM)

Zwischen den 3 untersuchten Gruppen waren sowohl zur Baseline als auch nach 4 Wochen

keine signifikanten Unterschiede in der LVM festzustellen. Nach 10 Wochen zeigte die

Adenin-Gruppe (MW = 0,999 ± 0,027; Md = 0,965; IQR = 0,117) eine signifikant höhere

LVM als die Kontrollgruppe (MW = 0,804 ± 0,019; Md = 0,816; IQR = 0,083; p = 0,0264)

und eine tendenziell höhere LVM als die Adenin-RDN-Gruppe (MW = 0,836 ± 0,05;

Md = 0,886; IQR = 0,271; p = 0,1029). Nach 16 Wochen wies die Adeningruppe (MW

= 1,097 ± 0,043; Md = 1,066; IQR = 0,219) schließlich eine signifikant größere LVM

als die Adenin-RDN-Gruppe (MW = 0,831 ± 0,019; Md = 0,817; IQR = 0,105) auf (p

= 0,0155), während der Unterschied zur Kontrollgruppe (MW = 0,84 ± 0,041; Md =

0,84; IQR = 0,202) tendenziell bestehen blieb (p = 0,0616). Zwischen der Kontrollgruppe

und der Adenin-RDN-Gruppe ergaben sich nach 10 und nach 16 Wochen jeweils keine

signifikanten Unterschiede.

B

C

A

• Kruskal-Wallis test 
• Dunn‘s multiple comparisons test

Contro
l

Aden
in

Aden
in+R

DN
0.5

0.6

0.7

0.8

0.9

1.0

1.1

LV
M

 (g
)

Baseline

ns

ns

ns

Contro
l

Aden
in

Aden
in+R

DN
0.7

0.8

0.9

1.0

1.1

1.2

LV
M

 (g
)

4 Wochen (Pre-RDN)

0.3507

0.1630

>0.9999

Contro
l

Aden
in

Aden
in+R

DN
0.6

0.7

0.8

0.9

1.0

1.1

LV
M

 (g
)

10 Wochen

0.0264

>0.9999

0.1029

Contro
l

Aden
in

Aden
in+R

DN
0.6

0.8

1.0

1.2

1.4

LV
M

 (g
)

16 Wochen

0.0616

>0.9999

0.0155

D

Abbildung 14: Echokardiographisch ermittelte LVM der Ratten.
A,B,C,D: LVM in g nach 0, 4, 10 und 16 Wochen; Werte sind dargestellt als MW ± SEM;
ns = p > 0,05.
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Devereux-Formel

0.8{1,04[([LVEDD + IVSd + PWd]3 – LVEDD3)]} 

LVEDD = Linksventrikulärer 
enddiastolischer Durchmesser

IVSd = Interventrikuläres Septum 
(enddiastolisch)

PWd = Hinterwand des linken 
Ventrikels (enddiastolisch)

A B

LVEDD IVSd IVSd

M-Mode-
Achse

IVS

PW

LV

Abbildung 15: Methodik zur Bestimmung der linksventrikulären Masse.
A: Die Devereux Formel dient der Berechnung der LVM anhand der aufgeführten Parameter, die im M-Mode, in der
PLAX ermittelt werden [39, 40].
B: Messung von LVEDD, IVSd, PWd in der PLAX mittels M-Mode.

4.1.2.2 E/A-Verhältnis (E/A-Ratio)

Initial ergaben sich zwischen den untersuchten Gruppen keine signifikanten Unterschiede

in der E/A-Ratio. Nach 4 Wochen wies die Adenin-Gruppe (MW = 1,644 ± 0,086; Md

= 1,67; IQR = 0,48) bereits eine signifikant höhere E/A-Ratio als die Kontrollgruppe

auf (MW = 1,007 ± 0,128; Md = 0,098; IQR = 0,44; p = 0,0174). Nach 10 Wochen

blieb dieser signifikante Unterschied der Adeningruppe (MW = 1,804 ± 0,079; Md =

1,8; IQR = 0,48) gegenüber der Kontrollgruppe (MW = 1,048 ± 0,084; Md = 1,040;

IQR = 0,37; p = 0,0111) bestehen und die Adenin-RDN-Gruppe (MW = 1,176 ± 0,045;

Md = 1,140; IQR = 0,25) zeigte einen Trend zu einer niedrigeren E/A-Ratio gegenüber

der Adeningruppe (p = 0,0626). Nach 16 Wochen lag die E/A-Ratio der Adeningruppe

(MW = 2,180 ± 0,118; Md = 2,09; IQR = 0,67) dann signifikant über den Werten der

Kontrollgruppe (MW = 1,085 ± 0,042; Md = 1,125; IQR = 0,17; p = 0,0267) und der

Adenin-RDN-Gruppe (MW = 1,104 ± 0,062; Md = 1,13; IQR = 0,38; p = 0,0278). Die

Unterschiede zwischen der Kontrollgruppe und der Adenin-RDN-Gruppe waren zu allen

Untersuchungszeitpunkten geringfügig und nicht signifikant.
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Abbildung 16: Echokardiographisch ermittelte E/A-Ratio der Ratten.
A,B,C,D: E/A-Ratio nach 0, 4, 10 und 16 Wochen; Werte sind dargestellt als MW ± SEM;
ns = p > 0,05.

E/A-Ratio
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X-Achse = Zeit Y-Achse = Blutflussgeschwindigkeit (cm/s)

Abbildung 17: Flussprofil, das mittels PW-Doppler über der Mitralklappe im 4-Kammer-Blick abgeleitet wurde
(Beispielbild stammt von einem Tier aus der Kontrollgruppe).
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Zusammenfassend wird deutlich, dass die Adeningruppe nach 16 Wochen sowohl eine

deutlich höhere LVM als auch eine signifikant eingeschränkte diastolische Funktion

gegenüber den renal denervierten Tieren sowie den gesunden Kontrollen aufweist.

4.1.3 Fibrose

Um eine umfassende Evaluation des Endorganschadens zu ermöglichen, wurden Daten

zum myokardialen (Abb. 18: A) und renalen (Abb. 20: A) Fibrosierungsgrad der Tiere

generiert.

4.1.3.1 Kardiale Fibrose

Die Adenin-Gruppe (MW = 15,15 ± 2,651; Md = 13,42; IQR = 11,58) zeigte myokardial

die meisten fibrotischen Anteile. Im Vergleich dazu zeigte die Adenin-RDN-Gruppe (MW

= 6,680 ± 0,506; Md = 6,46; IQR = 2,399) eine deutlich weniger ausgeprägte myokardiale

Fibrose (p = 0,0231). Die Kontrollgruppe (MW = 10,12 ± 1,508; Md = 10,87; IQR =

5,059) wies keine signifikanten Unterschiede gegenüber der Adenin-Gruppe und der

Adenin-RDN-Gruppe auf.
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Abbildung 18: Auswertung der Gesamtfibrose des LV.
A: Gesamtfibrose des LV als prozentualer Anteil der fibrotischen Areale am Gesamtgewebe; Werte sind dargestellt
als MW ± SEM.
B: Pikrosiriusrotfärbung des LV-Myokards.

4.1.3.2 Kollagen Typ I im LV

Der Gehalt von Col1 in den Myokardproben des linken Ventrikels zeigte sich in der

Adenin-Gruppe (MW = 0,383 ± 0,085; Md = 0,34; IQR = 0,364) im Durchschnitt am

größten. Die Col1-Level in der Kontrollgruppe (MW = 0,154 ± 0,048; Md = 0,108; IQR =
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4.1. ENDORGANSCHÄDEN

0,144) sowie in der Adenin-RDN-Gruppe (MW = 0,187 ± 0,028; Md = 0,2; IQR = 0,134)

fielen numerisch geringer aus, wobei sich allerdings keine signifikanten Unterschiede

ergaben.
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Abbildung 19: Col1 im LV.
A: Auswertung des Western-Blots zur Bestimmung des Col1-Gehalts in einer Myokardprobe des LV, dargestellt als
integrierte optische Dichte, relativ zur GAPDH; Werte sind präsentiert als MW ± SEM.
B: Bild des zugehörigen Röntgenfilms mit den jeweiligen Banden.

4.1.3.3 Renale Fibrose

Die Adenin-Gruppe (MW = 25,26 ± 2,239; Md = 27,01; IQR = 9,575) wies die aus-

geprägteste renale Fibrose auf. Zwar bestand ein hochsignifikanter Unterschied zur

Kontrollgruppe (MW = 5,538 ± 0,506; Md = 6,023; IQR = 1,537), der Unterschied zur

Adenin-RDN-Gruppe (MW = 20,08 ± 1,874; Md = 21,49; IQR = 8,012) erreichte jedoch

kein Signifikanzniveau.
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Abbildung 20: Auswertung der interstitiellen renalen Fibrose.
A: Interstitielle Fibrose der Niere als prozentualer Anteil der fibrotischen Areale am interstitiellen
(ohne arterielle Gefäße und Kapsel) Gewebe; Werte sind dargestellt als MW ± SEM.
B: Pikrosiriusrotfärbung der Niere.

4.1.3.4 Kollagen Typ I in der Niere

Auch in den renalen Gewebeproben zeigten sich die höchsten Col1-Werte in der Adenin-

gruppe (MW = 0,232 ± 0,065; Md = 0,189; IQR = 0,291). Außerdem war der durchschnitt-

liche Col1-Gehalt in der Kontrollgruppe (MW = 0,01 ± 0,002; Md = 0,01; IQR = 0,007)

signifikant geringer (p = 0,0172). Die Adenin-RDN-Gruppe (MW = 0,097 ± 0,0306; Md

= 0,087; IQR = 0,146) zeigte lediglich numerische Unterschiede zur Adeningruppe, sowie

zur Kontrollgruppe.
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Abbildung 21: Col1 in der linken Niere.
A: Auswertung des Western-Blots zur Bestimmung des Col1-Gehalts in einer Myokardprobe der linken Niere,
dargestellt als integrierte optische Dichte, relativ zur GAPDH; Werte sind präsentiert als MW ± SEM.
B: Bild des zugehörigen Röntgenfilms mit den jeweiligen Banden.
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4.2. INTERLEUKIN-17A (IL-17A)

In Zusammenschau demonstrieren die oben aufgeführten Ergebnisse, dass die CKD

im vorliegenden Modell zu einer signifikant ausgeprägten renalen Fibrose und einem

Trend zur kardialen Fibrose führt. Die RDN konnte diesen Schaden nur im Bezug auf

die Gesamtfibrose des LV, nicht jedoch im Falle der Col1-Level und der interstitiellen

renalen Fibrose, signifkant reduzieren.

4.2 Interleukin-17A (IL-17A)

4.2.1 IL-17A Western-Blot von Überständen der Splenozyten- und

Kardiomyoblastenkultur

Um den Zusammenhang von sympathoadrenerger Aktivität und erhöhter IL-17A Pro-

duktion durch mononukleäre Zellen (Abb. 22: A) der Versuchstiere zu untersuchen,

wurden in-vitro-Experimente (Abb. 12) durchgeführt, in welchen aus Rattenmilzen iso-

lierte Zellen (Abb. 11) mit dem synthetischen Katecholamin Isoproterenol stimuliert

wurden. Weiterhin wurde ein Teil der Zellen zuvor mit spezifischen �-Adrenozeptor-

Antagonisten behandelt, um den vorrangig beteiligten Adrenozeptor zu identifizieren

(Siehe: Abschnitt 3.2.5.5). Zu diesem Zweck wurden die Splenozyten mittels Milz-Ficoll

(Siehe: Abschnitt 3.2.5.1) isoliert. Anschließend wurden die Proben teilweise mit einem

der Adrenozeptor-Blocker vorbehandelt (30 Minuten Vorlauf) und schließlich mit Isopro-

terenol stimuliert. Nach 3-maliger 24 h Inkubation wurde der Überstand der Zellkulturen

mittels Western-Blot-Verfahren auf den jeweiligen IL17A-Gehalt untersucht.

Unter Anwendung des gleichen Verfahrens wurde die Beziehung von sympathoadrenerger

Aktivität und IL-17A Produktion durch isolierte Kardiomyoblasten der H9c2-Zelllinie

(Abb. 23) untersucht.

4.2.1.1 IL-17A im Überstand der Splenozytenkultur

Der IL-17A-Gehalt im Überstand der mit Isoproterenol stimulierten Splenozyten (ISO;

MW = 40087 ± 4001) zeigte sich deutlich größer als in jenem von Kontrollzellen (MW

= 14841 ± 2984; p = 0,0004). Die Isoproterenol induzierte IL-17A-Ausschüttung konn-

te durch �2-adrenerge Blockade signifikant gehemmt werden (p = 0,0003). Eine �1-

adrenerge Blockade konnte die IL-17A-Ausschüttung nach Isoproterenol nicht beeinflus-

sen. Zwischen dem IL-17A-Gehalt im Überstand der Kontrollkultur und der ICI-Kultur

bestand kein signifikanter Unterschied.
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Abbildung 22: IL-17A-Gehalt im Überstand der Kultur von Splenozyten (MNCs, mononukleäre Zellen).
A: Auswertung des Western-Blots zur Bestimmung des IL-17A-Gehalts in Überständen des Zellkulturmediums von
Splenozten, dargestellt als integrierte optische Dichte, relativ zur Proteinkonzentration im Zellhomogenat; Werte
sind präsentiert als MW ± SEM.
B: Legende der zur Stimulierung bzw. Inhibition verwendeten Reagenzien.

4.2.1.2 IL-17A im Überstand der Kardiomyoblastenkultur (H9c2-Linie)

Der Überstand der mit Isoproterenol stimulierten Kardiomyoblasten (MW: 15293 ± 2028)

präsentierte einen signifikant höheren Gehalt an IL-17A als jener von Kontrollzellen

(MW: 7227 ± 881; p = 0,0017). Die Isoproterenol induzierte IL-17A-Ausschüttung konnte

durch �2-adrenerge Blockade signifikant gehemmt werden (p = 0,0013), wohingegen eine

�1-adrenerge Blockade die IL-17A-Ausschüttung nach Isoproterenol nicht beeinflussen

konnte. Überdies produzierten die Kardiomyoblasten unter �1-Blockade deutlich mehr

IL-17A als unter �2-Blockade (p = 0,0468), während der Unterschied zur Kontrollgruppe

nicht signifikant ausfiel.

79



4.2. INTERLEUKIN-17A (IL-17A)

Contro
l

Iso

Iso
+C

GP

Iso
+IC

I
0

10000

20000

30000

IL
-1

7 
IO

D
/G

AP
D

H

IL-17A in stimulierten Kardiomyoblasten (H9c2) 

0.0017

0.0819

0.3931

0.9529

0.0013

0.0468

• Ordinary one-way ANOVA
• Tukey‘s multiple comparisons test

Abbildung 23: IL-17A-Gehalt im Zellkulturüberstand von Kardiomyoblasten (H9c2).
Auswertung des Western-Blots zur Bestimmung des IL-17A-Gehalts in Überständen des Zellkulturmediums von
Kardiomyoblasten (H9C2-Zelllinie), dargestellt als integrierte optische Dichte, relativ zur Proteinkonzentration im
Zellhomogenat; Werte sind präsentiert als MW ± SEM.

Die präsentierten Daten zeigen sowohl für die Splenozyten als auch für die Kardiomyo-

blasten, dass die mit Isoproterenol stimulierten Zellen weitaus höhere Level von IL-17A

produzierten als nicht stimulierte Zellen. Dieser Effekt zeigte sich tendenziell auch in den

CGP-behandelten Proben (wenn auch nicht signifikant im Falle der H9c2-Zellen), blieb

jedoch aus, wenn die jeweilige Kultur zuvor mit dem �2-Adrenozeptorblocker ICI behan-

delt wurde. Dies spricht in beiden Zelltypen für eine vorrangig über �2-Adrenozeptoren

vermittelte Steigerung der IL-17A-Ausschüttung unter sympathoadrenergem Stimulus.

4.2.2 IL-17A Western-Blots in Geweben, Urin und Plasma

Der IL-17A-Gehalt wurde zum Ende des Untersuchungszeitraums in LV (Abb. 24),

Niere (Abb. 25), Urin (Abb. 26) und Plasma (Abb. 28) der Ratten mittels Western-Blot-

Verfahren ermittelt.

Zusätzlich wurden mittels der in Abschnitt 4.2.3 gezeigten

IL-17A/CD3-Co-Immunofluoreszenzfärbung die CD3+IL-17A+-Zellen in der Niere

identifiziert und gezählt (Abb. 27), um Rückschlüsse auf die Herkunft des IL-17A zu

ermöglichen.

4.2.2.1 IL-17A-Gehalt im linken Ventrikel

In der Untersuchung des LV-Myokards wies die Adenin-Gruppe (MW = 0,54 ± 0,066;

Md = 0,514; IQR = 0,315) den durschnittlich höchsten IL-17A-Gehalt auf, wobei sich
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allerdings kein signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe (MW = 0,335 ± 0,042; Md

= 0,306; IQR = 0,135) ergab. Der mittlere IL-17A-Gehalt der Adenin-RDN-Gruppe (MW

= 0,081 ± 0,046; Md = 0,052; IQR = 0,198) fiel hingegen signifikant niedriger aus als

jener der Adeningruppe (p = 0,012).

A B

Contro
l

Aden
in

Aden
in+R

DN
0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

IL
-1

7 
IO

D
/G

AP
D

H

IL-17 LV

0.7487

0.3906

0.0120

• Kruskal-Wallis test 
• Dunn‘s multiple comparisons test

GAPDH

Control Adenin Adenin+RDN

IL17 A 17 kDa

38 kDa

Abbildung 24: IL-17A Gehalt im LV (Apex).
A: Auswertung des Western-Blots zur Bestimmung des IL-17A-Gehalts in einer Myokardprobe des LV, dargestellt
als integrierte optische Dichte, relativ zur GAPDH; Werte sind präsentiert als MW ± SEM.
B: Bild des zugehörigen Röntgenfilms mit den jeweiligen Banden.

4.2.2.2 IL-17A-Gehalt in Niere und Urin & Anzahl von CD3+IL-17A+-Zellen

in der Niere

Das durchschnittliche renale IL-17A-Level der Adenin-Gruppe (MW = 3,994 ± 0,474;

Md = 3,901; IQR = 2,286) war signifikant höher als das der Kontrollgruppe (MW =

1,406 ± 0,252; Md = 1,507; IQR = 0,854; p = 0,0092). Auch die Adenin-RDN-Gruppe

(MW = 2,368 ± 0,146; Md = 2,265; IQR = 0,622) zeigte gegenüber der Adenin-Gruppe

tendenziell einen geringeres renales IL-17A-Level, wobei dieser Unterschied jedoch nicht

signifikant war.
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Abbildung 25: IL-17A Gehalt in der Niere.
A: Auswertung des Western-Blots zur Bestimmung des IL-17A-Gehalts in einer Parenchymprobe der rechten Niere,
dargestellt als integrierte optische Dichte, relativ zur GAPDH; Werte sind präsentiert als MW ± SEM.
B: Bild des zugehörigen Röntgenfilms mit den jeweiligen Banden.

Der im Urin gemessene IL-17A-Gehalt lag in der Adenin-RDN-Gruppe (MW = 19.455

± 6.224; Md = 21.947; IQR = 28.154) signifikant über dem Niveau der Kontrollgruppe

(MW = 399,9 ± 21,70; Md = 400,1; IQR = 75,18; p = 0,0231) und numerisch über dem

Niveau der Adeningruppe (MW = 3.289 ± 841; Md = 3.229; IQR = 4.105).
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Abbildung 26: IL-17A Gehalt im Urin.
A: Auswertung des Western-Blots zur Bestimmung des IL-17A-Gehalts im Urin , dargestellt als integrierte optische
Dichte, relativ zum Kreatiningehalt des Urins in mg /dl; Werte sind präsentiert als MW ± SEM.
B: Bild des zugehörigen Röntgenfilms mit den jeweiligen Banden.

Die Zahl der CD3+IL-17A+-Zellen lag in den Nieren der Adeningruppe (MW = 59,28 ±

8,520; Md = 57,97; IQR = 41,47) deutlich über der der Kontrollgruppe (MW = 3,046 ±

0,646; Md = 2,8; IQR = 2,195; p = 0,0092). Weiterhin wiesen die Nieren der Adenin-RDN-
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Gruppe (MW = 25,83 ± 4,913; Md = 23,8; IQR = 20,13) numerisch höhere Zellzahlen

als die Kontrollgruppe und tendenziell niedrigere Zellzahlen als die Adeningruppe auf.
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Abbildung 27: Anzahl von CD3+IL-17A+-Zellen pro 0,01 mm2 in der Niere; Ausgewertet wurden jeweils 15
zufällige mikroskopische Felder von immunhistochemisch gefärbten Nierenpräparaten (Siehe: Abschnitt 4.2.3.1);
Werte sind präsentiert als MW ± SEM.

Durch die vorliegenden Daten wird ersichtlich, dass sowohl der Gehalt von IL-17A als

auch die Anzahl der CD3+IL-17A+-Zellen in den Nieren der Ratten mit unbehandelter

CKD (Adenin-Gruppe) deutlich erhöht waren. Beide Parameter wurden durch den Eingriff

der RDN tendenziell verringert (Adenin-RDN-Gruppe). Außerdem wiesen die renal

denervierten Tiere weitaus höhere Level des Zytokins im Urin auf als die der beiden

anderen Gruppen, wobei dieser Unterschied nur gegenüber der Kontrollgruppe statistisch

signifikant ausfiel.

4.2.2.3 IL-17A-Gehalt im Plasma

Der durschnittliche Plasmagehalt an IL-17A der Adenin-Gruppe (MW = 4.111 ± 317,4;

Md = 3.923; IQR = 1.379) lag numerisch über dem der Adenin-RDN-Gruppe (MW =

2.841 ± 659,8; Md = 2.560; IQR = 3.132) sowie dem der Kontrollgruppe (MW = 3,046 ±

0,646; Md = 2,8; IQR = 2,195). Keiner der Unterschiede zwischen den Gruppen erwies

sich als signifikant.
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Abbildung 28: IL-17-Gehalt im Plasma.
A: Auswertung des Western-Blots zur Bestimmung des IL-17A-Gehalts im Plasma der Ratten, dargestellt als
integrierte optische Dichte, relativ zur Plasma-Proteinkonzentration; Werte sind präsentiert als MW ± SEM.
B: Bild des zugehörigen Röntgenfilms mit den jeweiligen Banden.

Es lässt sich abschließend feststellen, dass der IL-17A-Gehalt durch die sympatholytische

RDN in den CKD-geschädigten Endorganen (LV und Niere) gesenkt wurde. Im Plasma

führte die RDN zu einer insignifkanten Abnahme der IL-17A-Level, während sie die

Urinausscheidung des Zytokins maßgeblich erhöhte.

Ferner zeigen die Befunde, dass die Niere im vorliegenden CKD-Modell von Myriaden

von CD3+IL-17A+-Zellen infiltriert wird, deren Anzahl nach RDN tendenziell abnimmt.

4.2.3 IL-17A/CD3-Co-Immunofärbung

Die IL-17A/CD3-Co-Immunofärbung von Nierenparenchym (Abb. 29: A) und LV-

Myokard (Abb. 29: B) wurde durchgeführt, um immunhistochemische Informationen

zu gewinnen. Diese Informationen sollen ein besseres Verständnis der Rolle von IL-17A

sowie IL-17A-produzierenden T-Lymphozyten im sympathoadrenergen Pathomechanis-

mus der in Abschnitt 3.2 dokumentierten Endorganschäden ermöglichen. Zu diesem

Zweck wurden Gewebeproben von LV-Myokard und Nierenparenchym jeweils mit Pri-

märantikörpern gegen das CD3 und IL-17A der Ratten, sowie mit, an TRITC (CD3,

rot) und an FITC (IL-17A, grün) gekoppelten, Sekundärantikörpern behandelt. Bilder

in 100-facher Vergrößerung wurden mittels einem Nikon DS-Ri2-Mikroskop und einer

Nikon-Eclipse-Ni-Kamera angefertigt.
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4.2.3.1 IL-17A/CD3-Co-Immunofärbung der Niere

A
Adenin          Adenin+RDN               Kontrolle

TRITC(CD3)/FITC(IL-17A) TRITC(CD3)/FITC(IL-17A) TRITC(CD3)/FITC(IL-17A)

*1 *2

B
Adenin          Adenin+RDN               Kontrolle

TRITC(CD3)/FITC(IL-17A) TRITC(CD3)/FITC(IL-17A) TRITC(CD3)/FITC(IL-17A)

*3

Abbildung 29: IL-17A/CD3-Co-Immunofärbung der Niere und des LV-Myokards
A: Exemplarische Bilder des Nierenparenchyms aus der Kontroll- Adenin- und der Adenin-RDN-Gruppe (200x); *1:
CD3+IL-17A+-T-Lymphozyten, erkennbar durch den orangenen (rot+grün) Saum.; *2: Nierentubulus im Querschnitt
mit starkem zytosolischen IL-17A Signal in den Tubulusepithelzellen.
B: Exemplarische Bilder des LV-Myokards aus der Kontroll- Adenin- und der Adenin-RDN-Gruppe.; *3: Verstärktes
Il-17A Signal in den Kardiomyozyten der Adeningruppe.
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5 Diskussion

Das Ziel dieser Arbeit war es, anhand eines CKD+RDN-Rattenmodells, die Art und

Weise zu untersuchen, in welcher das sympathische Nervensystem und IL-17A in ihrem

Einfluss auf die kardiorenalen Ausprägungen der CKD zusammenwirken.

Die Ergebnisse bestätigen den lindernden Einfluss der RDN auf die CKD-Endorganschäden

(Siehe: Abschnitt 4.1) und offenbaren quantitative und qualitative Zusammenhänge

zwischen sympathoadrenergem Tonus und IL-17A-Leveln (Siehe: Abschnitt 4.2). Sie

unterstützen somit die Hypothese eines pathogenetischen Synergismus von Sympathikus

und IL-17A im CKD-Phänotyp.

5.1 Kardiorenale Endorganschäden bei CKD:

Interpretation und Limitierungen

Aus den in Abschnitt 4.1.2 gezeigten echokardiographischen Untersuchungen geht her-

vor, dass die Tiere der Adeningruppe nach 4 Wochen lediglich eine erhöhte E/A-Ratio

zeigten, während sie nach 10 Wochen bzw. 16 Wochen die Kombination einer noch deut-

licheren Zunahme der E/A-Ratio und einer ausgeprägten Steigerung der LVM aufwiesen.

Hinzu kamen eine geringfügige linksventrikuläre Gesamtfibrose und eine signifkante

interstitielle renale Fibrose nach 16 Wochen, die von kardial numerisch und renal signifi-

kant erhöhten Col1-Werten begleitet wurden (Vgl.: Abschnitt 4.1.3).

Diese Daten sprechen für einen typischen CKD-Phänotyp, der sich durch ausgeprägte

kardiorenale Fibrosierung, LVH und herabgesetzte diastolische LV-Funktion auszeichnet

[5, 72, 178]. Interessanterweise traten diese Endorganschäden in dem hier untersuchten

Modell partiell blutdruckunabhängig (Vgl.: Abschnitt 4.1.1) auf. Dies könnte durch die

relativ geringe n-Zahl zu erklären sein (n = 4), zumal sich in der Adeningruppe bereits

ein Trend zur Hypertonie abzeichnete und Hohl et al. im Rahmen des in dieser Arbeit ver-

wendeten Rattenmodells eine signifkante Blutdruckerhöhung der Adenintiere gegenüber

den Kontrolltieren via Radiotelemetrie nachweisen konnte [70]. Andererseits könnten
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die Organmanifestationen tatsächlich partiell blutdruckunabhängig entstanden sein, was

durch den Umstand bekräftigt wird, das in der zuvor genannten Studie von Hohl et al., wie

auch in der vorliegenden Arbeit, keine signifikanten Blutdruckdifferenzen zwischen renal

denervierten Tieren und Adenintieren bestanden, die CKD-Endorganschäden aber zumin-

dest teilweise durch die RDN gemindert wurden. Dies würde die Relevanz alternativer

Pathomechanismen (Vgl.: Abschnitt 5.2), wie dem IL-17A-Signalweg, unterstreichen.

Im Folgenden sollen die echokardiographischen Untersuchungen zur Quantifiezierung des

Endorganschadens in den Kontext verwandter wissenschaftlicher Arbeiten eingeordnet

werden.

Die Evaluierung der LVH erfolgte in der vorliegenden Arbeit mittels echokardiogra-

phischer Messungen und Anwendung der Formel nach Devereux [39, 40] mit einem

Korrekturfaktor von 0,8 (Vgl.: Abb. 15). Unsere auf diese Weise ermittelten Befunde

sind konsistent mit diversen klinischen und experimentellen Studien, die die LVM bei

CKD untersuchten:

So stellte die Arbeitsgruppe um Bruch [17], ebenfalls mithilfe der Devereux-Formel, eine

signifikant gesteigerte LVM in herzinsuffizienten Patienten mit CKD fest. Zudem beob-

achtete Bao et al. [8] echokardiographisch (die verwendete Formel wird nicht genannt)

eine CKD-induzierte LVH bei Ratten mit subtotaler Nephrektomie, 5 Wochen nach dem

Eingriff. Die Ergebnisse von Wolf et al. [186], dessen Arbeitsgruppe die LV von subtotal

nephrektomierten Ratten nach 4-5 Wochen isolierte und wog, bestätigen eine Zunahme

der LVM unter CKD. In der klinischen Studie von Bruch et al. [17] entwickelte sich

die LVH außerdem blutdruckunabhängig, während die subtotal nephrektomierten Ratten

jeweils eine signifikante arterielle Hypertonie aufwiesen.

Die Beziehung von diastolischer Funktion und E/A-Ratio wurde in übersichtlicher Weise

von Garcia et al. [57] beschrieben, der ein normales Füllungsmuster des LV von drei

Füllungsmustern diastolischer Dysfunktion unterschied, die in folgender Reihenfolge mit

zunehmendem Schweregrad korrelieren: (1) verzögerte Relaxation, (2) pseudonormale

Füllung, (3) restriktive Füllung.
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Abbildung 30: Beziehung von E/A-Ratio und diastolischer Funktion (modifiziert nach [57])

Die nach 10 bzw. 16 Wochen deutlich erhöhte E/A-Ratio der Adeninratten lässt sich,

angesichts ihrer kardialen Fibrose und Hypertrophie, am ehesten als restriktives Füllungs-

muster einordnen, was eine deutlich herabgesetze diastolische Funktion mit gestörter

Relaxation und gesteigerter Vorlast wahrscheinlich macht. Obschon die E/A-Ratio wich-

tige Informationen über die diastolische Funktion des LV liefern kann, ist sie stark

abhängig von Herzfrequenz und Volumenstatus [9, 193] und eine Vielzahl von Arbeiten

weist in diesem Kontext auf die diagnostische und prognostische Überlegenheit des E/e’-

Verhältnis hin (e’ = frühdiastolische Geschwindigkeit des Mitralklappenrings) [155, 193].

Jüngst nannte die Arbeitsgruppe Myokardinfarkt der European Society of Cardiology

um Zacchigna die Parameter der linksatrialen Dimension und das E/e’-Verhältnis als

verlässlichste Größen in der Evaluation diastolischer LV-Dysfunktion bei Nagetieren

[193]. Diese Schwächen der E/A-Ratio könnten auch erklären, warum ihre Erhebung im

Rahmen von CKD mitunter zu widersprüchlichen Ergebnissen führte [17, 54, 138].

5.2 Einfluss der RDN auf die kardiorenalen

Endorganschäden bei CKD

Wir konnten in der oben besprochenen Echokardiographie nach 16 Wochen zeigen, dass

der Eingriff der RDN zu einer signifikanten Abnahme der LVM und E/A-Ratio der nie-

rengeschädigten Tiere führte, sodass jeweils nur noch sehr geringfügige Unterschiede zur

gesunden Kontrollgruppe bestand. Außerdem verringerte die RDN die kardiale Fibrose.

Die interstitielle renale Fibrose und die renalen Col1-Level zeigten keine signifikanten

Unterschiede der RDN-Gruppe gegenüber der Adenin-Sham-Gruppe.
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Um eine stabile Grundlage für die Diskussion unserer Befunde sowie der Natur ih-

rer ursächlichen Mechanismen zu schaffen, ist eine Analyse der relevanten klinischen

und präklinischen Studien zu den Effekten der RDN im Rahmen von CKD geboten.

Die belastbarsten Daten zu den Effekten der RDN stammen aus dem Global SIMPLICI-

TY Register, der aktuell größten Datensammlung von RDN-Patienten. In einem 2019

erschienenen Artikel zu den 3-Jahres-Follow-Up-Daten des Registers weist Mahfoud

et al. [114] auf einen möglichen nephroprotektiven Effekt der RDN bei CKD-Patienten

(n = 93; eGFR < 60 mL/min/1.73 m2) hin, die binnen 24 Monaten nach dem Eingriff

lediglich annähernd die Hälfte an eGFR einbüßten (D = -3.7 ± 16.2 mL/min/1.73 m2),

relativ zu den Patienten ohne CKD (n = 289; eGFR > 60 mL/min/1.73 m2; D = -7,1 ±

16.2 mL/min/1.73 m2). Interessanterweise unterschieden sich die Blutdruckveränderun-

gen der beiden Gruppen zu keinem Zeitpunkt nach der RDN signifikant, was vermuten

lässt, dass die RDN blutdruckunabhängige nephroprotektive Prozesse fördert. Diese

Erkenntnisse stehen im Einklang mit einer früheren Arbeit von Mahfoud et al., in der

bei 88 Patienten (eGFR � 45 mL/min/1.73 m2) mit therapieresistenter Hypertonie 3

bzw. 6 Monate nach RDN eine blutdruckunabhängige, signifikante Verbesserung der

renalen Hämodynamik (Reduktion des renalen Resistenz-Index) und eine Abnahme von

Mikro- und Makroalbuminurie beobachtet wurde [115]. Die in den vorgenannten Studien

beschriebenen günstigen Effekte der RDN auf die Nierenfunktion konnten in kleineren

Proof-Of-Concept-Studien von Hering et al. [68] und Kiuchi et al. [82] für Patienten mit

höhergradiger CKD (eGFR < 45 mL/min/1.73 m2) bestätigt werden.

Die oben genannten Arbeiten attestieren der RDN bei CKD ein günstiges Sicherheits-

profil und positive Auswirkungen auf die Nierenfunktion. Im Folgenden soll der Stand

der Wissenschaft zur Wirkung der RDN auf die von uns evaluierten Parameter (LVM,

diastolische Funktion, Fibrose, Col1-Gehalt) zusammengefasst werden.

Der von unserer Arbeitsgruppe beobachtete antihypertrophe Effekt der RDN auf den

LV (Siehe: Abschnitt 4.1.2.1) wurde bereits in mehreren klinischen Studien gezeigt.

Erstmals 2012 durch Brandt et al. [15], der bei therapierefraktären Hypertoniepatienten

mittels Echokardiographie eine kontinuierliche Abnahme der LVM nach interventio-

neller RDN (1 bzw. 6 Monate post-RDN) feststellte. Dieselben Patienten offenbarten

außerdem, bereits einen Monat nach RDN, signifkante Verbesserungen der diastolischen

Funktion, gemessen anhand des E/e’-Verhältnis und der linksatrialen Größe. Später

konnte Mahfoud et al. eine Reduktion der LVM durch RDN unter Anwendung von Ma-
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gnetresonanztomographie, dem Goldstandard zur LVM-Bestimmung, bestätigen [117].

Schließlich untersuchte Kiuchi et al. in zwei unkontrollierten Studien die LVM von thera-

pierefraktären Hypertoniepatienten mit CKD (Stadium 2-4), vor und 6 Monate nach RDN.

In beiden Erhebungen ließ sich nach dem Eingriff eine signifikante Abnahme der LVM

feststellen. In Zusammenschau wird deutlich, dass die Linderung der LVH durch RDN,

über verschiedene Patientenkollektive und Studiendesigns hinweg, ein stabiler Befund ist.

Bezüglich kardialer Fibrose konnte die Arbeitsgruppe um Liu S. et al., übereinstim-

mend mit unseren Befunden (Siehe: Abschnitt 4.1.3.1), zeigen, dass RDN in einem

CKD-Kaninchenmodell (5/6-Nephrektomie) zu einer substantiellen Reduktion der LV-

Fibrose führt [103]. Ergänzend ist die Studie von Liu Q. et al. [102] zu nennen, in welcher

Ratten mit Isoproterenol-induzierter Kardiomyopathie und RDN auf kardiale Fibrose

untersucht wurden. 5 Wochen nach der Operation wiesen die Tiere im Vergleich zur

scheinoperierten Gruppe sowohl eine signifkant verringerte Kollagenfraktion am LV-

Gesamtgewebe (Masson-Trichrom-Färbung) als auch einen verringerten Col1-Gehalt

im LV auf. Im Übrigen sind diese Ergebnisse insofern bedeutsam, als sie den positiven

Effekt der RDN auf wichtige Triebfedern kardialer Arrythmogenität, namentlich LVH

[64, 97] bzw. linksatriale Größenzunahme und kardiale Fibrose, hervorheben. So ge-

lang es Liu S. et al. eine signifikante positive Assoziation zwischen LV-Fibrose und der

Induzierbarkeit ventrikulärer Arrythmien zu demonstrieren [103]. Ferner zeigte Tang

et al. in einem Hundemodell mit subtotaler Nephrektomie und RDN, dass durch den

Eingriff die Reizschwelle für Kammerflimmern angehoben wurde [167]. Eine jüngst

veröffentlichte Arbeit unseres Forschungslabors offenbart außerdem, dass die RDN im

CKD-Rattenmodell mit Adenin-induzierter Nephropathie, unabhängig von Blutdruck

und renaler Funktion, antiarrythmische Effekte auf den Vorhof ausübt, die eng mit der

Reduktion atrialer Fibrose assoziiert sind [70].

Wie in Abb. 20 gezeigt, präsentierte sich in unserem CKD-Modell der Adenin-induzierten

Nephropathie nur eine tendenzielle Abnahme der interstitiellen renalen Fibrose nach

RDN. Diese Beobachtung steht im Gegensatz zum Gros der verwandten experimentellen

Arbeiten. So fand Kim et al. in einem Mausmodell mit unilateraler ureteraler Obstruktion

(UUO), dass die Tiere mit RDN signifikant weniger fibrotische Areale aufwiesen als

die scheinoperierten Mäuse [79]. Dieser Befund wird durch die Untersuchung von Li

et al. unterstützt, der in renalen Proben von RDN-Mäusen mit UUO oder unilateraler

Ischämie-Reperfusions-Schädigung jeweils eine deutliche Abnahme profibrotischer Bio-
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marker (Col1, Fibronectin, ↵-SMA) feststellte [99]. Weiterhin zeigte sich ebenfalls in der

bereits genannten Arbeit von Liu Q et al. eine Reduktion der interstitellen renalen Fibrose

nach RDN [102]. Für die Diskrepanz zwischen unseren und den externen Ergebnissen

bieten sich mehrere Erklärungsansätze: Grund könnte die geringe n-Zahl der in dieser

Arbeit evaluierten Versuchspopulation sein. Zudem gibt es Hinweise darauf, dass sich

die RDN in gesteigertem Maße auf die perivaskuläre und glomeruläre Fibrose auswirkt

[102], welche in der gegenwärtigen Untersuchung zugunsten der tubulo-interstitiellen

Fibrose vernachlässigt wurde.

Außerdem kann die RDN die Adenin-induzierten Kristallablagerungen mit Tubulusdilata-

tion und konsekutiver Inflammation nicht direkt behindern, sondern nur humoral bedingte

Folgeschäden abmildern.

Der folgende Abschnitt liefert einen Überblick über die bestehenden Alternativhypothe-

sen zu blutdruckunabhängigen, sympathoadrenerg vermittelten Pathomechanismen des

CKD-Phänotyps.

5.3 Blutdruckunabhängige, sympathoadrenerg

vermittelte Pathomechanismen des CKD-Phänotyps

Unsere Ergebnisse implizieren, dass die nephro- und kardioprotektiven Wirkungen der

RDN nicht allein durch eine Blutdrucksenkung zu erklären sind. Unter der Annahme, dass

die RDN ihre Effekte in erster Linie durch die Senkung der systemischen sympathoad-

renergen Aktivität vermittelt (Vgl.: Abschnitt 2.5), deuten diese Befunde auf einen oder

mehrere direkte, sympathisch regulierte Pathomechanismen der CKD-Endorganschäden

hin. Ferner bietet sich diese Erklärungslücke für jeden der von uns untersuchten Parameter.

So stellte die Arbeitsgruppe um Schirmer et al. fest, dass die RDN bei therapierefraktären

Hypertoniepatienten unabhängig von Blutdruck- und Herzfrequenzänderungen zur signi-

fikanten Abnahme von LVH und diastolischer Dysfunktion führte. Die bereits genannte

translationale Untersuchung von Hohl et al. [70] sowie die experimentelle Arbeit von

Eriguchi et al. [48] bestätigen diese Befunde im Bezug auf kardiorenale Fibrose. Wie

eingangs erwähnt, dient diese Arbeit der Prüfung unserer Hypothese, dass die sympathoad-

renerge Regulation von IL-17A einen relevanten Teil des betreffenden Pathomechanismus

ausmachen könnte. Die im Folgenden beschriebenen Mechanismen lassen sich in zwei

Gruppen einteilen: Die erste umfasst Effekte, die über den ↵2-Adrenorezeptor (↵2-AR)

vermittelt werden (Abb. 31: A). Die zweite beinhaltet solche, die über das lokale RAS

reguliert sind (Abb. 31: B). Beide Gruppen stellen im Wesentlichen Alternativen zum
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IL-17A-Pathway dar und stehen somit in Konkurrenz mit unserer Hypothese. Interessan-

terweise bietet sie jedoch an mehreren Stellen Grund zur Annahme, dass sie synergistisch

mit IL-17A verwoben sein könnten.

Die Arbeitsgruppe um Li et al. konnte zeigen, dass der sympathische Neurotransmitter

Noradrenalin (NA) über einen ↵2-AR / �-arrestin2 / NF-B-Pathway wesentlich zur

Seneszenz von renalen Tubulusepithelzellen beiträgt (Abb. 31: A1) [99]. Dieser Prozess

zeichnet sich durch eine vermehrte Sekretion des seneszenzassoziierten sekretorischen

Phänotyps (SASP) aus, der u. a. IL-6, IL-8, TGF-�1 und IL-1� umfasst. Aufgrund der

profibrotischen und proinflammatorischen Eigenschaften dieser Stoffe sehen die Autoren

den beschriebenen Seneszenzmechanismus als zentral für die sympathoadrenerge Genese

von renaler Fibrose an [99]. Es ist aber erwähnenswert, dass der seneszenzassoziierten

sekretorische Phänotyp seine Wirkung nicht notwendigerweise unabhängig von IL-17A

vermittelt. So stört IL-6 bspw. das TH17/TREGs-Gleichgewicht [166]. Zudem spielen

IL-6, IL-1� und TGF-�1 eine wichtige Rolle in der Differenzierung von TH17-Zellen

(Vgl.: Abb. 7) [126, 132]. Ein weiterer ↵2-AR-vermittelter Mechanismus, der renale

Fibrose fördert, ist die ›epithelial-to-mesenchymal transition‹, die Tubuluszellen unter

Stimulierung mit TGF-� durchlaufen (Abb. 31: A2) [71, 79]. Überdies führt NA via

dem ↵2-AR zur Apoptose von Tubulusepithelzellen. Der resultierende Zelldebris wird

von Makrophagen phagozytiert, was zur Sekretion proinflammatorischer Zytokine und

Aktivierung lokaler Fibrozyten führt (Abb. 31: A3) [71, 175].

In einer Studie von 2014 untersuchte Eriguchi et al. die Rolle des lokalen RAS im

Zwischenspiel mit sympathoadrenergen Pathomechanismen des kardiorenalen Syndroms

[48]. Die Erkrankung wurde in einer Rattenpopulation über die Administration eines

NO-Synthase-Hemmers (N!-Nitro-L-Arginin-Methyl-Ester; L-NAME) induziert, wobei

eine Gruppe eine Scheinoperation erhielt, eine Gruppe bilateral denerviert wurde und eine

dritte Gruppe mit Hydralazin zur reinen Blutdrucksenkung behandelt wurde. Es zeigte

sich, dass die placebobehandelten L-NAME-Tiere nach 10 Wochen eine ausgeprägte

LVH, sowie eine kardiorenale Fibrose aufwiesen. Zudem kam es in beiden Organen

zu einer signifikanten Zunahme des lokalen RAS, gemessen an den Proteinleveln von

Angiontensinogen (AGT) und Angiotensin II (ATII). Durch RDN, nicht aber durch eine

reine Hydralazingabe, konnten sowohl die kardiorenalen Schäden als auch die Level

des lokalen RAS signifikant verringert werden. Diese Ergebnisse weisen auf einen blut-

druckunabhängigen sympathoadrenergen Pathomechanismus hin, der über das lokale
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RAS vermittelt wird (Abb. 31: B). Weiterhin konnte Eriguchi et al. über ein zusätzliches

Protokoll mit einseitiger RDN zeigen, dass das intrarenale RAS direkt durch den renalen

sympathischen Nerv reguliert ist. Wie in Abschnitt 2.6.3 beschrieben fand Zubcevic et

al., dass ATII zu einer Zunahme von TH17-Zellen und IL-17A führt, wennauch unklar

ist, ob dieser Effekt auch blutdruckunabhängig auftritt [199]. Auch in diesem Fall könnte

eine synergistische Beziehung zwischen dem lokalen RAS und IL-17A bestehen, die

weiterer Untersuchungen bedarf.
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Abbildung 31: Blutdruckunabhängige, sympathoadrenerge Pathomechanismen des CKD-Phänotyps. (Erzeugt mit
BioRender.com)
A: Mechanismen die über den ↵2-AR zu renaler Fibrose führen. (1) ↵2-AR / �-arrestin2 / NF-B-Pathway (2) EMT
von Tubulusepithelzellen (3) Apoptose von Tubulusepithelzellen mit Phagozytose und profibrotischer Sekretion
durch Makrophagen.
B: Mechanismus des lokalen RAS, der zu LVH und kardiorenaler Fibrose beiträgt. (1) intrarenales RAS (Rückre-
sorption von zirkulierendem AGT) (2) intrakardiales RAS (Infiltration von AGT produzierenden Makrophagen und
Fibroblasten) [48].
Abkürzungen: ↵2-AR = ↵2-Adrenorezeptor; ATII = Angiontensin II; AGT = Angiotensinogen; EMT = ›epithelial-
to-mesenchymal transition‹; IL = Interleukin; NF-B = ›nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated
B-cells‹; RAS = Renin-Angiotensin-System; SASP = Seneszenzassoziierter sekretorischen Phänotyp; TGF-�1 =
Transforming Growth Factor-�1.
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5.4 Pathogenetischer Synergismus von Sympathikus und

IL-17A im CKD-Phänotyp

Die in Abschnitt 4.2.1 präsentierten in-vitro-Daten zeigen, dass ein sympathoadrenerger

Stimulus über einen �2-vermittelten Mechanismus zu Steigerung der IL-17A-Produktion

in mononukleären Zellen und Kardiomyoblasten führt. Außerdem konnten wir feststellen,

dass die Tiere der Adeningruppe nach 16 Wochen signifikant erhöhte IL-17A-Level im

Nierenparenchym aufwiesen, während sich ein ähnlicher, wenngleich nicht signifikanter,

Trend für das LV-Myokard abzeichnete (Vgl.: Abschnitt 4.2.2). Die RDN konnte den in-

trarenalen Anstieg der IL-17A-Spiegel verhindern. Den linksventrikulären IL-17A-Gehalt

senkte sie sogar signifikant unter das Niveau der Kontrolltiere. Interessanterweise zeigten

die plasmatischen IL-17A-Spiegel nur tendenzielle Unterschiede zwischen den Gruppen,

jedoch wies die Adenin-RDN-Gruppe einen markanten Anstieg von urinärem IL-17A auf.

Ferner liefert die IL-17A/CD3-Co-Immunofärbung (Vgl.: Abschnitt 4.2.3) sowie die

Zählung der CD3+IL-17A+-Zellen die Information, dass sympathoadrenerge Aktivität

das renale IL-17A in Anwesenheit von CD3+IL-17A+-Zellen steigert, während dieser

Anstieg im LV weitestgehend in Abwesenheit dieser Zellen stattfindet und am ehesten

auf eine myozytäre Produktion zurückzuführen ist.

Aus diesen Befunden ergeben sich zwei wesentliche Fragen: (1) Was sind die Quel-

len, des überschüssigen IL-17A in den jeweiligen Endorganen der CKD-Tiere und über

welchen Mechanismen steigert das sympathoadrenerge System das Vorkommen und die

Aktivität dieser Quellen? (2) Welchen Einfluss nimmt das sympathoadrenerge System auf

die renale Ausscheidung von IL-17A?

5.4.1 Renale und kardiale Quellen von sympathisch reguliertem

IL-17A im CKD-Ratten-Modell

5.4.1.1 Renale Quellen von IL-17A

Die Kombination der in Abschnitt 4.2.3 gezeigten Bilder und der zugehörigen Zellzäh-

lung (Vgl.: Abb. 27) zeigen, dass CD3+IL-17A+-Zellen eine der sympathisch regulierten

renalen Quellen von IL-17A darstellen. Ferner ist ersichtlich, dass die Tubulusepithelzel-

len der CKD-Ratten große Mengen an zytosolischem IL-17A aufweisen. Eine wichtige

Frage, die unsere Untersuchungen nicht adressieren konnten, bezieht sich auf die spe-

zifischen Subgruppen von CD3+IL-17A+-Zellen und deren jeweiligen Anteil an der

IL-17A-Produktion. Während die TH17-Zellen im Allgemeinen als Hauptproduzent des
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Zytokins gelten, gibt es Hinweise darauf, dass unkonventionelle T-Zell-Subgruppen im

IL-17A-vermittelten Pathomechanismus der CKD eine entscheidende Rolle spielen könn-

ten. So stellte Peng et al. in einem murinen UUO-Modell fest, dass sowohl TH17-Zellen

als auch ��-T-Lymphozyten an renaler Fibrogenese via RANTES beteiligt sind (Vgl.:

Abb. 8) [142]. Auch in der Progression von humaner renaler Fibrose und CKD wurde die

Rolle der ��-T-Lymphozyten hervorgehoben, die weiterhin, wie die von uns angefärbten

CD3+IL-17A+-Zellen, häufig in Nachbarschaft von Tubulusepithelzellen zu finden sind

[76, 89]. Es bedarf daher weiterer Arbeiten, die die Anteile dieser beiden und ggf. anderer

Zellgruppen an der IL-17A-Last aufklären und zeigen, welche spezifischen Zellen durch

sympathoadrenerge Signale zur renalen Infiltration bzw. IL-17A-Produktion getriggert

werden.

Eine weitere mögliche Quelle des renalen IL-17A sind parenchymatöse Zellen. Ore-

judo et al. postulierte in einer Arbeit von 2019, dass es bislang keine Belege für die

Produktion von IL-17A durch parenchymatöse Nierenzellen gebe, obwohl einige die-

ser Zellen IL-17R besitzen (u. a. Tubulusepithelzellen, Endothelzellen, Fibroblasten)

und auf das Zytokin mit der Produktion zahlreicher proinflammatorischer Stoffe (u. a.

MCP-1, RANTES, CXCL1, CXCL8) reagieren [136]. Dieser Aussage widersprechen

die Befunde von Loverre et al., dessen Arbeitsgruppe 2011 in einem in-vitro-Experiment

zeigen konnte, dass Tubulusepithelzellen auf Stimulation mit dem Komplementfaktor

C3a mit der Produktion von IL-17A reagieren, ein über die Phosphorylierung von JAK2

vermittelter Mechanismus. Daraus ergibt sich die Frage, ob das starke IL-17A-Signal,

dass wir in Tubulusepithelzellen beobachten konnten, eine inhärente IL-17A-Produktion

dieser Zellen oder lediglich eine Bindung des Zytokins an den IL-17R repräsentiert [108]

und ob das starke IL-17A-Signal auch gleichzeitig bedeutet, dass mehr IL-17A filtriert

wird.

5.4.1.2 Kardiale Quellen von IL-17A

Im Jahre 2014 konnte die Arbeitsgruppe um Li et al. zeigen, dass eine durch ATII-Infusion

provozierte arterielle Hypertonie zu erhöhten kardialen IL-17A-Leveln in Mäusen führte.

Zudem konnte Li et al. infiltrierende ��-T-Lymphozyten als Hauptquelle des überschüssi-

gen IL-17A identifizieren [100]. Im Gegensatz dazu wiesen unsere CKD-Ratten weder

eine signifikante Hypertension noch relevante kardiale CD3+IL-17A+-Zellinfiltrate auf.

Dies legt nahe, dass das von uns angefärbte IL-17A aus einer intrakardialen Quelle

stammt oder aber die Bindung von extrakardial generiertem IL-17A an kardiale Rezepto-

ren repräsentiert.

95



5.4. PATHOGENETISCHER SYNERGISMUS VON SYMPATHIKUS UND IL-17A
IM CKD-PHÄNOTYP

Unsere in-vitro-Daten zeigen, dass Kardiomyoblasten (H9C2) unter sympathoadrenerger

Stimulation IL-17A produzieren und dieser Prozess über den �2-Adrenozeptor ver-

mittelt wird. Folglich könnte das von uns beobachtete IL-17A in der Adenin-Gruppe

plausiblerweise aus Kardiomyozyten stammen. Hierbei gilt es jedoch zu beachten, dass

die Kardiomyoblasten der H9C2-Linie relevante strukturelle Unterschiede zu adulten

Kardiomyozyten aufweisen. So stellte Bathe-Peters et al. fest, dass sich durch die For-

mierung eines Systems von Transversaltubuli (T-Tubuli), die mit der Reifung zu adulten

Kardiomyozyten einhergeht, die Verteilung von �2-Adrenozeptoren von der äußeren

Plasmamembran der Zellen vollständig hin zu den T-Tubuli verschiebt [10]. Dieser Effekt

wird aufgehoben, sobald es zu einer Überexpression von �2-Adrenozeptoren kommt.

Inwiefern sich eine CKD auf die kardiale Expression des �2-Adrenozeptors auswirkt, ist

bislang nicht bekannt. Unklar ist auch, inwiefern die Verschiebung der Rezeptoren ins

T-Tubuli-System Einfluss auf die Rezeptorfunktion nimmt [10].

Kardiale Fibroblasten könnten eine weitere intrakardiale IL-17A-Quelle darstellen. In

einem in-vitro-Modell der diabetischen Kardiomypathie zeigte Qi et al., dass sowohl

primäre Kardiomyozyten, als auch – in signifikant höherem Maße – Kardiofibroblasten

auf hohe Glukosekonzentrationen mit der Produktion von IL-17A reagieren. Zukünftige

Studien könnten untersuchen, ob Kardiofibroblasten auch auf eine urämische Kardiomy-

opathie mit gesteigerter IL-17-Produktion reagieren könnten. Eine dritte Erklärung ist,

dass die immunhistochemischen Färbungen extrakardial generiertes, rezeptorgebundenes

IL-17A zeigen. Beispielsweise bestätigte Liu et al. in einer Studie von 2012, dass kardiale

Fibroblasten IL-17RA/IL-17RC aufweisen und somit eine mögliche Bindungsstelle für

IL-17A bieten [105].

5.4.2 Einfluss des sympathoadrenergen Systems auf die renale

Ausscheidung von IL-17A

Interessanterweise zeigten unsere Untersuchungen, dass die Adenin-RDN-Gruppe deut-

lich erhöhte IL-17A-Level im Urin aufwies (Vgl.: Abb. 26), während sich der urinäre

IL-17A-Spiegel von Adenin- und Kontrollgruppe kaum unterschied und sehr niedrig war.

Dieser Umstand könnte teilweise die verringerte systemische IL-17A-Last nach RDN und

die damit assoziierte Linderung der CKD-Endorganschäden erklären. Hinsichtlich des Me-

chanismus, durch den das sympathische Nervensystem die renale IL-17A-Ausscheidung

modulieren könnte, kommen mehrere Hypothesen in Frage:

Einerseits wäre es denkbar, dass die CKD mit einer stark eingeschränkten Nierenfunktion

einhergeht, die durch die RDN teilweise wiederhergestellt würde, sodass überschüssiges
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IL-17A nach dem Eingriff vermehrt ausgeschieden wird. Allerdings konnte Hohl et al.

im gleichen CKD-Rattenmodell zeigen, dass sich die Retentionsparameter der beiden

Gruppen nach 16 Wochen nicht signifikant unterschieden [70], was die Nierenfunktion

als ursächlichen Mechanismus unwahrscheinlich macht. Alternativ könnte ein renaler

Rückresorptionsmechanismus für IL-17A existieren, der durch den Eingriff der RDN

aufgehoben wird. Diese Theorie wäre kompatibel mit unserer Beobachtung eines starken

IL-17A-Signals in den Zytosolen der Tubulusepithelzellen (Vgl.: Abb. 29: A*2). So

könnte die Sympathikolyse zur Folge haben, dass die Tubulusepithelzellen ihre Fähigkeit

verlieren, IL-17A aus dem Tubuluslumen rückzuresorbieren und in die Kapillaren zu trans-

portieren. Gleichwohl wäre in diesem Fall eine größere Differenz in den Plasmaspiegeln

von IL-17A, vor und nach RDN zu erwarten (Vgl.: Abb. 28). Eine dritte Hypothese stützt

sich auf die Ergebnisse von Matsumoto et al., der feststellte, dass nephrotische Patienten

mit IgA-Nephropathie oder Minimal-Change-Glomerulonephritis deutlich erhöhte urinäre

IL-17-Level aufweisen [122]. Es gibt jedoch weder Berichte noch einen Anhalt für ein

durch RDN ausgelöstes nephrotisches Syndrom mit assoziierter IL-17A-Ausscheidung.

Im Gegenteil, Ott et al. konnten zeigen, dass der Eingriff der RDN einer Albuminurie

sogar entgegenwirkt [139].

Unsere Beobachtungen machen deutlich, dass es weiterer Studien bedarf, um zu klären,

auf welche Weise RDN den Anstieg von IL-17A im Urin verursachen könnte und ob dies

in einem kausalen Zusammenhang mit der Linderung von CKD-Endorganschäden steht.

5.5 Ausblick

Die in dieser Arbeit präsentierten Ergebnisse unterstreichen die zentrale Bedeutung der

Schnittstelle zwischen dem sympathischen Nervensystem und dem pleiotropen und pa-

thogenetisch bedeutsamen IL-17A im Kontext der CKD.

Unsere Beobachtungen tragen zur Aufdeckung kausaler Zusammenhängen und Syner-

gien zwischen diesen relevanten Einflussgrößen bei CKD bei, was das Verständnis der

Erkrankung vertiefen und hypothesengenerierend zukünftige Untersuchungen anstoßen

und unterstützen könnte, um letztendlich gezielte und kausal wirksame Behandlungsmög-

lichkeiten für die CKD und ihre mannigfaltigen Endorganschäden zu entwickeln.
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