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10 Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

1.1 Deutsche Zusammenfassung

Hintergrund:

Die chronische Nierenerkrankung (CKD) stellt einen unabhangigen Risikofaktor fur kar-
diovaskulare Komplikationen dar. CKD-Patienten entwickeln eine uramische Kardiomyo-
pathie, die durch linksventrikulare Hypertrophie (LVH), Fibrose und Anfalligkeit fir Ar-
rhythmien charakterisiert ist. Zudem ist CKD mit einer erhdhten Aktivitat des sympathi-
schen Nervensystems (SNS) assoziiert. Die renale Denervation (RDN) ist ein Verfahren
zur Modulation renaler sympathischer Fasern durch Hochfrequenzstrom oder Ultra-
schallenergie. RDN stellt heutzutage eine minimalinvasive Therapieoption zur Behand-
lung der arteriellen Hypertonie dar. Ferner kann nach RDN eine Reduktion der LVH be-
obachtet werden. In der Genese der uramischen Kardiomyopathie spielen Uramietoxine,
insbesondere Indoxylsulfat (IS), eine entscheidende Rolle. Des Weiteren tragen soge-
nannte Pattern Recognition Rezeptoren (PRRs) zur myokardialen Inflammation bei CKD
bei. Inwiefern RDN die Entstehung einer uramischen Kardiomyopathie beeinflusst, ist
unklar. Das Ziel dieser Arbeit ist es, anhand eines Rattenmodells der CKD den Einfluss
der RDN auf die Entstehung der uramischen Kardiomyopathie zu untersuchen. Ferner
wird untersucht, inwiefern RDN einen Einfluss auf den renalen Phanotyp in diesem Rat-

tenmodell hat.

Methoden:

Mannliche Sprague-Dawley-Ratten erhielten Uber einen Zeitraum von 16 Wochen ent-
weder eine Standarddiat (CTRL, n = 4) oder eine 0,25 %-haltige Adenin-Diat, um eine
CKD zu induzieren (AD, n = 10). Nach 4 Wochen erfolgte bei AD eine Randomisierung
in eine sham-Gruppe (AD, n = 5) und eine Interventionsgruppe (AD-RDN, n = 5), welche
renal denerviert wurden. RDN erfolgte chemisch mittels Betupfens der Adventitia der
Nierenarterien mit einer Phenol/Ethanol-L6sung. AD und CTRL erhielten jeweils eine
sham-Prozedur. Nach 16 Wochen wurden die Tiere getétet und Organe fiir weitere Un-
tersuchungen entnommen. Das Ausmal der LVH wurde durch Echokardiographie, Kar-
dio-MRT und histologische Analysen untersucht. Die Messung der Konzentrationen des
Uramietoxins IS im Plasma, der Niere und der Leber erfolgte durch ELISA. Western Blot
Analysen dienten der Bestimmung der Expression der PRRs RAGE, TLR2 und TLR4
sowie des Liganden HMGB1 im Myokard und der Niere. Die erfolgreiche RDN wurde
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durch Messung der Noradrenalin-Konzentration in den Nieren bestatigt. In-vitro-Experi-
mente mit H9c2-Zellen wurden durchgefihrt, um die pro-hypertrophen Effekte von IS
und den Einfluss des Decoy-Rezeptors sRAGE zu untersuchen. Die Zellhypertrophie

wurde mittels Forward Scatter der FACS-Analyse bestimmt.

Ergebnisse:

Bei AD war die LV Wanddicke (LV Septumdicke, 2,36 £ 0,032 mm vs. 1,92 £ 0,016 mm
in CTRL, p <0,0001) sowie die E/A-Ratio, ein Marker fir die diastolische Funktion, sowie
die Myozytenquerschnittsflache im Vergleich zu CTRL erhéht. Nach RDN waren die LV
Wanddicke (1,95 + 0,05 mm, p < 0,0001 vs. AD), die E/A-Ratio (1,08 + 0,04 vs.
1,93 £ 0,12in AD, p <0,0001) sowie die Myozentenquerschnittsflache signifikant ernied-
rigt. Die Plasma-Konzentration von IS war bei AD signifikant erhéht (0,7 £ 0,10 pg/ml vs.
0,2 + 0,12 pg/ml in CTRL, p = 0,0044) und nach RDN verringert (0,28 + 0,072 pg/ml,
p = 0,0073 vs. AD). Die renale Ausscheidung von IS war nach RDN unverandert, wah-
rend die hepatische Konzentration von IS nach RDN reduziert war (1,72 %
0,09 pg/500 ug vs. 2,45 £ 0,21 ug/500ug in AD, p = 0,023). Es zeigte sich eine Korrela-
tion zwischen der LVH und der Plasma-IS-Konzentration (n=14, r=0,67, p = 0,008). Die
Expression der kardialen PRRs zeigte lediglich bei RAGE eine Regulation (RAGE-Ex-
pression +266 % in AD vs. CTRL, p = 0,015; —-88 % in AD-RDN vs. AD, p = 0,047).
Myokardiales sSRAGE wurde durch RDN erhéht (+433 % vs. AD, p = 0,013). Sowohl im
Herzen als auch in der Niere ergab sich bei TLR2 und TLR4 keine Regulation. Die vor-
teilhaften Effekte der realen Denervation waren unabhangig vom Blutdruck und der Nie-

renfunktion.

Schlussfolgerungen:

RDN reduziert die Plasma-Konzentration von IS und verringert die LVH in einem Ratten-
modell der CKD. Die geringere I1S-Konzentration kdnnte auf eine geringere intestinale
Resorption oder hepatische Bildung des Toxins zuriickzufiihren sein. RDN kdénnte eine
sinnvolle Therapieoption bei Patienten mit CKD darstellen, um kardiovaskulare End-

punkte zu reduzieren.
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1.2 Abstract

Background:

Chronic kidney disease (CKD) is an independent risk factor for cardiovascular complica-
tions. CKD patients develop a uremic cardiomyopathy characterized by left ventricular
hypertrophy (LVH), fibrosis and susceptibility for arrhythmias. Furthermore, CKD is as-
sociated with increased activity of the sympathetic nervous system (SNS). Renal dener-
vation (RDN) is a method of ablating renal sympathetic nerve fibers using radiofrequency
or ultrasound energy. Today, RDN represents a catheter-based therapeutic option for
patients with hypertension. In addition, RDN has been shown to reduce LVH. Uremic
toxins, above all Indoxyl sulfate (I1S), play a key role in the development of uremic cardio-
myopathy. Also, so-called pattern recognition receptors (PRRs) contribute to myocardial
inflammation in CKD. It is unknown whether RDN influences the development of uremic
cardiomyopathy. This study aimed at investigating the influence of RDN on uremic car-
diomyopathy in a rat model of CKD. Furthermore, we analyzed whether RDN has any

effects on renal parameters in this rat model.

Methods:

Over a period of 16 weeks, male Sprague-Dawley-Rats received either standard chow
(CTRL, n=4) or a 0,25%-adenine-containing diet to induce CKD (AD, n=10). After 4
weeks, AD were randomized to sham (AD, n=5) or RDN (AD-RDN, n=5). RDN was per-
formed chemically using a phenol/ethanol solution. AD and CTRL were subjected to
sham procedures. After 16 weeks, animals were sacrificed and organs were harvested
for further analyses. LVH was assessed by echocardiography, cardiac MRI and by his-
tological analysis. Plasma, hepatic and urinary concentrations of IS were measured by
ELISA. Western blot analyses were used to determine the expression of the PRRs
RAGE, TLR2 and TLR4 as well as their ligand HMGB1 in myocardium and kidney. Suc-
cessful RDN was confirmed by measurement of norepinephrine in kidney tissue. In-vitro
experiments using H9c2 cells were conducted to study the pro-hypertrophic effects of IS
and the influence of the decoy-receptor sRAGE. Cell hypertrophy was estimated by for-

ward scatter in FACS analysis.

Results:
In AD, LV wall thickness (LV septum thickness, 2.36+0.03mm vs. 1.92+0.02mm in CTRL,

p<0.0001), E/A ratio, a marker of diastolic function as well as myocyte cross sectional
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area were increased compared with CTRL. After RDN, LV wall thickness (1.95+0.05mm,
p<0.0001 vs. AD), E/A ratio (1.084£0.04 vs. 1.93+0.12 in AD, p<0.0001) as well as myo-
cyte cross sectional area were significantly reduced. Plasma concentration of IS was
significantly increased in AD (0.71£0.10pg/ml vs. 0.2+0.12pg/ml in CTRL, p=0.0044) and
decreased in AD-RDN (0.28+0.072ug/ml, p=0.0073 vs. AD). Renal excretion of IS was
unaltered by RDN, while hepatic concentration of IS was reduced after RDN
(1.72+0.09 pg/500ug vs. 2.45+0.21ug/500ug in AD, p=0.023). LVH correlated signifi-
cantly with plasma IS (n=14, r=0.67, p=0.008). Expression of cardiac PRRs showed reg-
ulation only with respect to RAGE (RAGE expression +266% in AD vs. CTRL, p=0.015;
—88% in AD-RDN vs. AD, p=0.047). Myocardial sSRAGE was increased by RDN (+433%
vs. AD, p=0.013). TLR2 and TLR4 did not show any regulation both in the heart and
kidney. The beneficial effects of RDN were independent of blood pressure decrease and

renal function.

Conclusions:

RDN reduces plasma concentration of IS and improves LVH in a rat model of CKD. The
decreased IS concentration may be due to decreased intestinal absorption or hepatic
production of the toxin. RDN may represent a therapeutic option for patients with CKD

to reduce cardiovascular outcomes.
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2 Einleitung
2.1 Chronische Nierenerkrankung

2.1.1 Definition und Klassifikation

Die chronische Nierenerkrankung (chronic kidney disease, CKD) ist definiert als ein
mindestens drei Monate persistierender Zustand eingeschrankter Funktion oder struktu-
reller Abnormitat der Niere." Zur Beurteilung der Nierenfunktion werden die geschétzte
glomerulare Filtrationsrate (estimated glomerular filtration rate, eGFR) sowie das Aus-
maR der Albuminurie herangezogen." Die eGFR wird durch Gleichungen berechnet, die
wesentlich durch die Serumkonzentration des Retentionsparameters Kreatinin (oder al-
ternativ Cystatin C) beeinflusst wird, wahrend die Albuminurie durch die Albumin-Krea-
tinin-Ratio approximiert wird." Die Einteilung der CKD-Stadien erfolgt nach den beiden
Parametern eGFR (G1-G5) und Albuminurie (A1-A3), wobei das Risiko einer CKD mit
abfallender eGFR sowie hoher Albuminurie steigt (Abbildung 1).

Neben einer ausreichenden GFR ist eine intakte tubuldre Funktion unerlasslich. Ein
relativ neuer Biomarker fur die tubulare Funktion stellt das Neutrophil gelatinase-associ-
ated lipocalin (NGAL) dar.?®® NGAL ist ein 25 kDa Protein, welches frei glomerulér filtriert
und von Tubulusepithelzellen des distalen Nephrons in den Urin sezerniert wird.”> NGAL

im Urin ist sowohl bei akuter Nierenschadigung als auch bei CKD erhoht.'®* Bei Patienten

Albuminurie [mg/g]

A1 A2 A3

<30 30-300 | > 300

fep G1 290
€

» | G2 | 60-89
N

E G3a 45-59
E | G3b | 3044
€

= | G4 | 1529
LL

o | 65 <15

Abbildung 1: Einteilung und Prognose der CKD

grun: geringes Risiko, gelb: moderat erhéhtes Risiko, orange: hohes Risiko, rot: sehr hohes Risiko. GFR
glomerulare Filtrationsrate (Quelle: modifiziert nach KDIGO-Leitlinie, 2012")
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mit Diabetes mellitus kann der tubuldre Marker NGAL als sehr sensitiver diagnostischer
Test einer Nephropathie eingesetzt werden, da es bereits vor dem Einsetzen einer Al-

buminurie eine Nierenschadigung anzeigt.?*

2.1.2 Kilinik und Epidemiologie der CKD

CKD-Patienten zeigen verschiedene Symptome, die sowohl durch ihre Erkrankung,
als auch durch die Behandlung hervorgerufen werden.® Obwohl terminal niereninsuffizi-
ente Patienten eine starke Lebensqualitat-mindernde Symptomlast aufweisen, ist tber

t.%” Bei letzterem Patientenkollektiv sind

Patienten in friheren Stadien weniger bekann
die haufigsten Symptome verstarkte Mldigkeit, Schlafstérungen und Knochen- bzw. Ge-
lenkschmerzen.?” Bei fortgeschrittener CKD zeigen die Patienten Mudigkeit, Appetitlo-
sigkeit, Ubelkeit, Erbrechen, metallischen Geschmack, Gewichtsverlust, Juckreiz, Luft-
not oder periphere Odeme.*? Ferner wird liber psychologische Symptome wie Besorgnis,
Nervositat, Gereiztheit und Traurigkeit, besonders bei Patienten mit fortgeschrittener
CKD ohne Nierenersatztherapie, berichtet.®

Im Jahr 2017 litten weltweit 697,5 Mio. Menschen an CKD jedes Stadiums, entspre-
chend einer globalen Pravalenz von 9,1 %, wobei 1,2 Mio. Menschen an den Folgen der
CKD verstarben.'® 2010 betrug die Zahl der Patienten mit Nierenersatztherapie 2,6 Mio.,
sie soll sich bis 2030 auf 5,4 Mio. mehr als verdoppeln.'®® Insgesamt ist die CKD eine
direkte Ursache globaler Morbiditat und Mortalitdt und ein wichtiger Risikofaktor fur kar-

diovaskulére Erkrankungen.'®

2.1.3 Pathophysiologie der CKD

Zu den haufigsten Ursachen, die eine CKD hervorrufen kdnnen, gehéren Diabetes
mellitus, arterielle Hypertonie und Glomerulonephritiden.* Weitere Ursachen sind here-
ditdre Erkrankungen (z. B. autosomal-dominante polyzystische Nierenerkrankung), sys-
temische Autoimmunkrankheiten (z. B. Lupus erythematodes), obstruktive Uropathien
und rezidivierende Pyelonephritiden sowie die Einnahme nephrotoxischer Medikamente
(z. B. nicht-steroidale Antirheumatika).

Die beim Diabetes mellitus (Typ 1 und 2) auftretende hyperglykamische Stoffwech-
sellage bewirkt eine renale Hyperfiltration sowie die Generierung von zirkulierenden ad-
vanced glycation endproducts (AGEs) und hamodynamischen und hormonellen Veran-

derungen, die ihrerseits zur Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) und
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Entziindungsmediatoren filhren.?® Innerhalb dieses Milieus entwickelt sich eine diabeti-
sche Nephropathie (Kimmelstiel-Wilson-Syndrom), die sich histopathologisch in Form
von Verdickung der glomerularen Basalmembran sowie interstitieller Fibrose und Glo-
merulosklerose manifestiert.?*

Des Weiteren ist der arterielle Hypertonus ein Hauptrisikofaktor fir die Entstehung
einer CKD. Ubersteigt der arterielle Druck den Bereich der renalen Autoregulation (Wi-
derstandsanderung der afferenten Arteriolen), entstehen disruptive vaskulare und glo-
merulare Lasionen.'' Die Schadigung des Glomerulus uRert sich vor allem in segmen-
taler Nekrose und Glomerulosklerose mit konsekutiver Hyperfiltration von Plasmaprote-
inen.'" Zudem bewirkt die Konstriktion des Vas efferens einen glomeruléren Druckan-
stieg mit resultierender Proteinurie, welche durch eine Therapie mit Inhibitoren des
Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS) unterbunden werden kann.

Die Auswirkungen der CKD auf den Koérper sind sehr vielschichtig und beinhalten
Inflammation, Stérungen des autonomen (ANS) und zentralen Nervensystems (ZNS),
kardiopulmonale und vaskulare Erkrankungen sowie Knochenkrankheiten.*?

Die Serum-Spiegel von Entziindungsmediatoren steigen mit zunehmendem Nieren-
funktionsverlust.?**> Zum einen ist die Niere fiir die Clearance zahlreicher Zytokine ver-
antwortlich,”'*” zum anderen fiihrt die sympathische Aktivierung bei CKD zur vermehrten
Produktion von Zytokinen.'?? Vermehrter oxidativer Stress und Akkumulation von AGEs
sind weitere Ursachen fiir Inflammation, die das kardiovaskulare Risiko erhéhen.?'* Folg-
lich kann die CKD im weiteren Sinne als chronisch inflammatorische Erkrankung aufge-
fasst werden.'’

Stoérungen des Wasser- und Elektrolythaushaltes sind haufig bei CKD-Patienten an-
zutreffen. Dabei scheint insbesondere die Hypervolamie ein Risikofaktor mit hohem pra-
diktivem Wert fiir renale und kardiovaskulare Endpunkte zu sein.®* Hypervolamie kann
ein exzentrisches Remodelling des Herzens zur Folge haben, das mit einer schlechteren
Prognose als eine konzentrische Hypertrophie assoziiert ist.'* Erhéhte links- und rechts-
ventrikulare Fullungsdricke aufgrund von Flissigkeitsretention flhren letztlich auch zu
erhéhten Driicken in den Nierenvenen'®’ mit konsekutiver Verminderung der renalen
Perfusion und Erhéhung der Natriumretention, wodurch ein Circulus vitiosus aufrecht-
erhalten wird.%> Wegen der oftmals verminderten Kaliumausscheidung ist bei nierenin-
suffizienten Patienten haufig eine chronische Hyperkalidmie anzutreffen,*' die nicht sel-
ten dem Einsatz von Inhibitoren des RAAS bei diesem Patientenkollektiv geschuldet
ist.> Auch durch die Hyperkaliamie weisen CKD-Patienten eine erhéhte kardiovaskuldre

Mortalitat und Inzidenz ventrikularer Arrhythmien bei akutem Myokardinfarkt auf.”
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Daruber hinaus sind CKD-Patienten von einer Reihe endokriner Stérungen wie rena-
ler Anamie betroffen'" oder leiden an einem sekundaren Hyperparathyreoidismus auf-

grund einer verminderten Aktivierung von Vitamin D.*

2.2 Uramische Kardiomyopathie

2.2.1 Pathophysiologie der uramischen Kardiomyopathie

Kardiovaskulare Erkrankungen sind bei CKD-Patienten eine haufige Komorbiditat.'

Ist eine chronische Niereninsuffizienz ursachlich fir eine Schadigung des Herzens,
spricht man von einem kardiorenalen Syndrom Typ IV, das auch als chronisches reno-
kardiales Syndrom bezeichnet wird."*® Der hierzu synonym gebrauchliche Begriff ,uré-
mische Kardiomyopathie* ist gepragt durch linksventrikulare Hypertrophie (LVH), ausge-
pragte kardiale Fibrose, Wandverdickungen intramyokardial gelegener Arteriolen und
vorwiegend diastolische Dysfunktion, gefolgt von einer systolischen Dysfunktion mit fort-
schreitender chronischen Herzinsuffizienz.'? Da die traditionellen Risikofaktoren fuir kar-
diovaskulare Erkrankungen wie arterielle Hypertonie, Diabetes mellitus und Hyperlipida-
mie das hohe Risiko von CKD-Patienten nicht ausreichend erklaren, sind Uramietoxine,
insbesondere der Fibroblasten-Wachstumsfaktor 23 (FGF23), Indoxylsulfat (IS) und p-
Cresylsulfat, als potentielle nicht-traditionelle Risikofaktoren ins Zentrum des Interesses
gertickt.'®

Uramietoxine kénnen gemaf ihres Molekilgewichtes und ihrer Proteinbindung in drei
Gruppen unterteilt werden: (i) kleine Molekule (< 500 Da) ohne Proteinbindung, (ii) pro-
teingebundene Molekiile und (iii) groRe Molekiile (> 500 Da)."° Wahrend kleine wasser-
I6sliche Uramietoxine durch konventionelle Hamodialyse relativ einfach eliminiert wer-
den kénnen, gestaltet sich die Entfernung gréRerer und insbesondere proteingebunde-
ner Molekiile schwieriger.*

Zu den kleinen wasserldslichen Molekulen zahlen unter anderem Kreatinin, Harnstoff,
Phosphat, Harnsaure, asymmetrisches Dimethylarginin (ADMA) und Trimethylamin-N-
oxid. Es wurden zahlreiche negative Auswirkungen dieser Uramietoxine auf das vasku-
lare System beschrieben, jedoch mangelt es an Untersuchungen bezuglich direkter kar-
dialer Effekte.'® Hohe Harnstoffkonzentrationen wirken beispielsweise durch Carbamy-
lierung von Proteinen (posttranslationale Modifikation) atherogen und erhéhen die kardi-

ovaskuldre Morbiditat und Mortalitat.2%®
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Die Gruppe der grofen Uramietoxine (> 500 Da) beinhaltet unter anderem oxidiertes
low density lipoprotein, AGEs, inflammatorische Zytokine sowie den FGF23. AGEs fuh-
ren durch Inaktivierung der Stickstoffmonoxid-(NO)-Synthese zu Vasokonstriktion** und
bergen somit ein hohes vaskulares Risikopotential. Ein Uramietoxin mit direkter kardi-
otoxischer Wirkung ist FGF23, ein Hormon, das im Phosphat- und Vitamin D-Haushalt
eine regulatorische Funktion hat.'?

IS und p-Cresylsulfat sind niedermolekulare, an Proteine (hauptsachlich Albumin) ge-
bundene Uramietoxine,?'? die aus den Vorlaufermolekiilen Indol und p-Cresol gebildet
werden. Das intestinale Mikrobiom, das fiir die Produktion dieser Vorstufen verantwort-
lich ist, scheint bei CKD-Patienten zugunsten von Indol- und p-Cresol-produzierender
Bakterien verschoben zu sein.??' Dariiber hinaus ist die intestinale Barriere bei Uramie
geschadigt, sodass mehr Toxine resorbiert werden.® Sowohl IS als auch p-Cresylsulfat
sind toxisch und mit der Progression vaskulérer und renaler Erkrankungen assoziiert.?%*

In-vitro-Experimente zeigten, dass IS pro-fibrotische, pro-hypertrophische und pro-
inflammatorische Wirkungen besitzt. Stimulation von neonatalen Rattenfibroblasten (ne-
onatal rat cardiac fibroblasts, NRCFs) fuhrte zu erhdhter Kollagensynthese und neona-
tale Rattenkardiomyozyten (neonatal rat cardiac myocytes, NRCMs) hypertrophierten.''®
Humane monozytare THP-1-Zellen reagierten auf IS-Stimulation mit erhéhter Expres-
sion von Tumornekrosefaktor a (TNF-a) sowie von Interleukin (IL)-6 und IL-1B.""® Die
beobachtete Hypertrophie von NRCM nach Stimulation beruht teilweise auf einer Hem-
mung der Adenosinmonophosphat-aktivierten Proteinkinase (AMPK) mit konsekutiver
ROS-Produktion (Abbildung 2).%*” Auch in-vivo-Studien konnten die Kardiotoxizitat von
IS nachweisen, indem die orale Gabe von AST-100 (Uramietoxin-Adsorbens) zu einer
Normalisierung der kardialen Fibrose im 5/6-Nephrektomie-Rattenmodell fiihrte.'"

Neben der uramischen Komponente bei CKD spielt die chronisch erhéhte Sympathi-

kusaktivitat ebenfalls eine Rolle bei der Pathogenese der Kardiomyopathie.*

2.3 Sympathoadrenerges System

Das sympathoadrenerge System ist Teil des ANS und reguliert verschiedenste Kor-
perfunktionen im Sinne einer ergotropen Reaktion. Die Somata der ersten (praganglio-
naren) sympathischen Neurone liegen im Seitenhorn des thorakolumbalen Rickenmar-
kes. Diese cholinergen Neurone bilden in Grenzstrang- oder Pravertebralganglien Sy-
napsen mit dem zweiten (postganglionaren) sympathischen Neuron, dessen Axone die

peripheren Organe innervieren und als Neurotransmitter Noradrenalin (NA) (auler bei
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Abbildung 2: IS-induzierte Kardiomyopathie

IS reduziert, zumindest teilweise durch Inaktivierung der AMPK, die mitochondriale UCP2-Expression. Die
Folgen sind erhohte ROS-Produktion und kardiale Hypertrophie.??” AMPK AMP-aktivierte Proteinkinase,
ANP atriales natriuretisches Peptid, BNP brain natriuretic peptide, EZR Extrazellularraum, MHC myosin
heavy chain, Mito Mitochondrium, ROS reaktive Sauerstoffspezies, UCP2 uncoupling protein 2

Schweilldriisen) freisetzen. Eine Ausnahme bildet das Nebennierenmark, das cholinerg
von praganglionaren Neuronen innerviert wird und die Katecholamine Adrenalin und NA
(im Verhaltnis 4:1) sezerniert. Es kann daher als endokrin wirksames sympathisches
Ganglion angesehen werden. Katecholamine binden an metabotrope Adrenozeptoren
(AR), die in zwei Klassen (a- und B-AR) eingeteilt werden. a4-AR sind mit G4 gekoppelt
und flhren Uber Aktivierung der Phospholipase C und dem second messenger Inosi-
toltriphosphat zu erhéhten zytosolischen Calcium-Konzentrationen. Die Sympathikus-in-
duzierte Vasokonstriktion beruht wesentlich auf der a1-AR-abhangigen glattmuskularen
Kontraktion (Abbildung 3 A). a>-AR werden vor allem auf der préasynaptischen Membran
exprimiert und dienen einer negativen Ruckkopplung, indem sie durch ein inhibitorisches
G-Protein (Gi) die Transmitterfreisetzung vermindern. B-AR sind mit stimulierenden G-
Proteinen (Gs) gekoppelt und wirken bei Ligandenbindung positiv chronotrop und inotrop
(B1-AR) (Abbildung 3 B), bronchodilatatorisch (82-AR) und lipolytisch (Bs-AR). NA hat
eine hohe Affinitat zu a-AR, wahrend Adrenalin starker an B2-AR bindet. Fur $41-AR haben

beide Katecholamine etwa die gleiche Affinitat.
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Die praganglionaren sympathischen Neurone im Seitenhorn des Rickenmarks erhal-
ten Afferenzen von héheren Zentren, insbesondere der rostralen ventrolateralen Medulla
oblongata, der rostralen ventromedialen Medulla oblongata, den kaudalen Raphe-Ker-
nen, der noradrenergen Zellgruppe AS im kaudalen ventrolateralen Pons und dem Nu-
cleus paraventricularis im Hypothalamus.*® AuRerdem wird die sympathische Aktivitat
durch allgemein-viszerale Afferenzen moduliert, die Informationen peripherer Sensoren,
wie arterieller und kardialer Baro- und Chemorezeptoren, in das ZNS leiten.

Die Niere wird efferent von postganglionaren sympathischen Neuronen, deren So-
mata sich hauptsachlich im Ganglion aorticorenale befinden, innerviert. Erh6hte Sympa-
thikus-Aktivitat bewirkt in der Niere eine B1-AR-abhangige Reninausschittung im juxta-
glomerularen Apparat und eine a:-AR-abhangige Natriumretention im Sammelrohr so-

wie Vasokonstriktion renaler Arterien.*®

| pos. Inotropie |

|pos. Chronotropie| | pos. Dromotropie|

S~ t

m Iﬁ' EZR
o] G 2, 3 T

glattmuskulare 24
Kontraktion Caz+1

| (O
PLB
| Vasokonstriktion | SR

pos. Lusitropie

Abbildung 3: Adrenerge Signalkaskaden

(A) as-adrenerge Signalkaskade in glatter Muskelzelle. NA bindet an den a1-AR und fiihrt Giber Erh6hung
der intrazellularen Calcium-Konzentration zu einer Tonussteigerung glatter Muskelzellen. (B) B1-adrenerge
Signalkaskade im Herzen. Im Herzen bindet NA an 31-AR und erzielt Uber den second messenger cAMP
einen positiv chronotropen, inotropen, dromotropen und lusitropen Effekt. Es sei darauf hingewiesen, dass
diese vier Wirkungen raumlich voneinander getrennt sind (Chronotropie im Sinusknoten, Dromotropie im
AV-Knoten, Inotropie und Lusitropie im Ventrikelmyokard). AC Adenylylcyclase, AR Adrenozeptor, ATP
Adenosintriphosphat, cAMP  cyclisches  Adenosinmonophosphat, DAG Diacylglycerol, EZR
Extrazellularraum, Ggs GTP-bindendes Protein, HCN hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated
cation channel, IP3 Inositol-1,4,5-trisphosphat, L-Typ-Ca2* L-Typ-Calcium-Kanal, NA Noradrenalin, P
Phosphat, PIP. Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat, PKA Proteinkinase A, PLB Phospholamban, PLC
Phospholipase C, pos. positiv, SERCA sarcoplasmatic reticulum calcium ATPase, SR Sarkoplasmatisches
Retikulum, ZP Zytoplasma
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Langanhaltende sympathische Uberaktivitat tragt wesentlich zur Progression einer
chronischen Herzinsuffizienz (chronic heart failure, CHF) bei,'®® obwohl in der Initial-
phase der Erkrankung diesem Mechanismus auch ein Nutzen zukommt, weil positive
Inotropie und periphere Vasokonstriktion eine beginnende CHF kompensieren kon-
nen.?'® Das Myokard bei CHF weist eklatante Veranderungen der B-AR-abhangigen Sig-
naltransduktion auf, welche sowohl auf einer geringeren Dichte der 3-AR, als auch auf
einer Entkopplung des assoziierten G-Proteins fult.?' Insbesondere ist die Zahl der B+-
AR vermindert (50 % der +-AR-mRNA bei NYHA IV vermindert), wahrend die B>-AR-
Expression nahezu unverandert ist.*® Die Desensitisierung der B-adrenergen Rezepto-
ren beginnt mit deren Phosphorylierung, vornehmlich katalysiert durch die 3-AR Kinase
1 (BARK?1), folgender Entkopplung des assoziierten G-Proteins und letztendlicher Inter-
nalisierung des Rezeptors.'* Es scheint sich dabei insofern um eine protektive Adapta-
tion zu handeln, als die intrazellularen Konzentrationen des second messenger zykli-
sches Adenosinmonophosphat (cAMP) trotz erhdhter NA-Spiegel konstant gehalten
werden.® Langerfristig erhdhte sympathische Aktivitat, gemessen an NA-Konzentratio-
nen im Plasma, ist mit einer erhéhten Mortalitat und grolRerem Risiko fataler kardiovas-
kuldrer Ereignisse vergesellschaftet.”" Sympathische Stimulation kann, besonders im is-
chamisch infarzierten Myokard, die Entstehung ventrikuldrer Tachyarrhythmien for-

dern.'®

2.4 Angeborenes Immunsystem und Pattern Recognition Re-
zeptoren

Das angeborene (friiher: unspezifische) Immunsystem dient der schnellen Erkennung
und Eliminierung pathogener Fremdkorper und kann in eine zellulare und humorale
Komponente eingeteilt werden (Abbildung 4). Im Gegensatz zur adaptiven Immunant-
wort, die vermittels somatischer Rekombination eine Vielzahl an Rezeptoren fir fremde
Antigene generiert, beruht das angeborene Immunsystem auf einer geringeren Zahl an
Rezeptoren, die hochkonservierte pathogene Strukturen, sogenannte pathogen-associ-
ated molecular patterns (PAMPs), erkennen. Allerdings wird es durch endogene Mole-
kile, die im Rahmen einer Gewebeschadigung freigesetzt werden (damage-associated

molecular patterns, DAMPSs), ebenfalls aktiviert.
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Angeborenes Immunsystem
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Abbildung 4: Komponenten des angeborenen Immunsystems

Antimikrobielle Peptide

Das angeborene Immunsystem kann in eine zellulare (links) und eine humorale (rechts) Komponente
eingeteilt werden.(Quelle: modifiziert nach Turvey et al., 20102°")

Zellen des angeborenen Immunsystems exprimieren verschiedene Rezeptoren, die
PAMPs und DAMPs binden und die Zelle aktivieren. Aufgrund ihrer Fahigkeit, patterns
(deutsch ,Muster®) zu erkennen, bezeichnet man sie auch als Pattern Recognition Re-
ceptors (PRRs). Einen Uberblick tiber die verschiedenen PRRs bietet Abbildung 5. Es
existieren sowohl transmembranare PRRs (Toll-like-Rezeptoren (TLR), C-Typ-Lektin-
Rezeptor, Receptor for Advanced Glycation End Products (RAGE)), die extrazellulare
oder endosomale Liganden binden, als auch zytosolische Rezeptoren (RIG-I-like Rezep-
tor (RLR), NOD-like Rezeptor (NLR), Cyclic-GMP-AMP-Synthase). Allen PRRs ist ge-
mein, dass die Ligandenbindung proinflammatorische Signalkaskaden ausldst, bei-
spielsweise durch Induktion der Transkriptionsfaktoren nuclear factor (NF)-kB oder In-
terferon regulatory factor 3 (IRF3) oder durch Induktion eines Inflammasoms, wodurch

Zytokine (IL-1B, IL-18) sezerniert werden 8391103201
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TLR bilden insofern eine bedeutende Untergruppe der PRRs, als sie die ersten Re-
zeptoren waren, die als PRRs identifiziert wurden und bis heute sehr gut charakterisiert

sind."®

PAMPs DAMPs

/LN

transmembranar
-
r
A
E :
(2]
rr
A

Peptidoglykane
|Upopepﬁde||themn| K*-Ausfluss
extrazell. ATP

N [ceas] Qe l

YN |
InflymLEI'::;om
|

If L) o] [Eart] [s7a)

— oeo@
I

zytosolisch

}

IL-18
IL-18

blau: PRRs

F
-
)

=
-
©

Abbildung 5: Ubersicht iiber Pattern Recognition Receptors (PRRs)

Die PRRs (blau) kénnen in transmembranare und zytoplasmatische Rezeptoren unterteilt werden. Erstere
binden Liganden im Extrazellularraum oder im endosomalen Lumen, letztere im Zytoplasma. Die Liganden
(grun) sind PAMPs (pathogenen Ursprungs) oder DAMPs (endogenen Ursprungs). Die Wirkung wird durch
Induktion eines Transkriptionsfaktors (rot) hervorgerufen, wahrend das Inflammasom eine unmittelbare
Antwort durch Ausschuttung von Zytokinen generiert. ATP Adenosintriphosphat, cGAMP cyclic GMP-AMP,
cGAS Cyclic GMP-AMP synthase, CLR C-Typ-Lektin-Rezeptor, CpG DNA CpG-Motiv-DNA, DAMPs
damage-associated molecular patterns, dsDNA Doppelstrang-DNA, dsRNA Doppelstrang-RNA, Egr-1
early growth response protein 1, extrazell. extrazellular, HMGB1 High mobility group box 1 protein, IL
Interleukin, IRF Interferon regulatory factor, LPS Lipopolysaccharide, MAPK mitogen-activated protein
kinase, NFAT nuclear factor of activated T-cells, NF-kB nuclear factor ‘kappa-light-chain-enhancer’ of
activated B-cells, NLR NOD(nucleotide-binding oligomerization domain)-like Rezeptor, NLRP3 NLR pyrin 3,
PAMPs pathogen-associated molecular patterns, RAGE Receptor for Advanced Glycation Endproducts,
RLR RIG(retinoic acid-inducible gene)-I-like Rezeptor, ssRNA Einzelstrang-RNA, STAT3 signal transducer
and activator of transcription 3, TLR Toll-like Rezeptor (Quelle: zusammengetragen aus Turvey et al.,
2010%°"; Kagan et al., 2015°'; Kim et al., 2016"°%; Hudson et al., 201883).
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2.41 Toll-like Rezeptor 4

Die Entdeckung der TLR ereignete sich im Zuge der Identifizierung des Toll-Rezep-
tors, der von Insekten exprimiert wird und essentiell flr die Etablierung dorsoventraler
Polaritat wahrend der Embryogenese ist.? Der Name , Toll“ riihrt aus der Exclamatio ,Das
war ja toll!” der Nobelpreistragerin Christiane Nusslein-Volhard, mit der sie 1985 ihr Er-
staunen Uber eine seltsam aussehende Fliegenlarve mit unterentwickeltem ventralen
Kérperabschnitt duRerte.”? Weitere Untersuchungen legten nahe, dass dem Toll-Rezep-
tor eine bedeutende Rolle bei der Abwehr von Pilzinfektionen zukommt.? Folglich wurde
das Interesse auf die Funktion von Toll-Rezeptoren im angeborenen Immunsystem ge-
richtet. Im Genom von Saugern fanden sich ebenfalls Proteine, die dem Toll-Rezeptor
von Drosophila sehr dhnlich sind. 1997 gelang es, das erste humane Homolog zum Dro-
sophila-Toll-Rezeptor zu klonen, heute bekannt als TLR4."%'% |n der Folge sind weitere
strukturell verwandte Proteine identifiziert worden; das menschliche Genom codiert fur
insgesamt zehn verschiedene TLR (TLR1-10).

TLR4 ist ein transmembranares Glykoprotein, das eine dem IL-1-Rezeptor homologe
zytoplasmatische Domane aufweist.?'% Einzelheiten zur genauen Struktur und Aktivie-
rung des Rezeptors konnen der Abbildung 6 entnommen werden. Die Ligandenbindung
fuhrt zu einer Konformationsanderung und einer Rekrutierung spezieller Adapterprote-
ine." Es kann zwischen einer myeloid differentiation primary response protein (MyD88)-
abhangigen und MyD88-unabhanigen Signaltransduktion unterschieden werden (Abbil-
dung 7), deren wichtigste Effektoren die Transkriptionsfaktoren nuclear factor ‘kappa-
light-chain-enhancer’ of activated B-cells (NF-kB) und IRF3 sind.'

Die Liganden des TLR4 konnen in exogene PAMPs und endogene DAMPs eingeteilt
werden. Zu den PAMPs gehdren unter anderem Lipopolysaccharide (LPS), die Bestand-
teile der Zellwand gram-negativer Bakterien sind,"*® das fusion protein des Respiratori-

sches-Synzytial-Virus''?

und Teichonsaure aus der Zellwand gram-positiver Bakte-
rien.??®¢ DAMPs sind Molekiile, die der extrazelluldren Matrix entstammen oder intrazel-
luldre Mediatoren, die von Zellen passiv ausgeschieden oder aktiv sezerniert werden.'*®
Ein prototypischer Vertreter der extrazellularen TLR4-Liganden ist das Glykosaminogly-
kan Hyaluronan, das im intakten Gewebe in hochmolekularer Form vorliegt, jedoch bei
einem Gewebeschaden zu kleineren Fragmenten degradiert wird und Makrophagen
Uber TLR4 aktivieren kann." Intrazelluléare TLR4-Liganden sind high mobility group box
1 (HMGB1) und Hitzeschockproteine (HSP), die im Rahmen eines Zellschadens oder

Nekrose freigesetzt werden 3130
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TIR-Domain

Abbildung 6: Struktur und Ligandenbindung des TLR4

Das Protein CD14 bindet LPS und Ubertragt es auf den TLR4-MD2-Rezeptorkomplex. Nach
Ligandenbindung dimerisiert dieser Komplex. N-terminal weist der TLR4 tandem repeats Leucin-reicher
Regionen auf (LRRs). An die Transmembrandomane schliet sich die evolutionar konservierte
zytoplasmatische TIR-Domain an, die drei homologe Regionen (Box 1-3) enthalt. C Carboxyterminus, EZR
Extrazellularraum, LPS Lipopolysaccharid, LRRs Leucin-rich Repeats, MD2 myeloid differentiation protein
2, PM Plasmamembran, TIR-Domain Toll/IL-1R homology domain (Quelle: adaptiert nach Akira et al.,
20042).

TLR4 wurde mit einigen pathophysiologischen Vorgangen in Zusammenhang ge-
bracht. Der nach einer temporaren Ischamie beobachtete Reperfusionsschaden beruht
teilweise auf der Freisetzung intrazellularer Molekile (z. B. HMGB1), die Uber Bindung
an PRRs die Ausschuttung proinflammatorischer Zytokine und konsekutiv die Rekrutie-
rung von neutrophilen Granulozyten, Monozyten und Lymphozyten bewirken.'?
TLR4/MyD88/NF-kB-Signaling ist involviert in der myokardialen Inflammation nach ko-
ronarer Mikroembolisation, einer Komplikation bei akutem Koronarsyndrom und perku-
taner koronarer Intervention.'? In-vitro-Experimente zeigen, dass ebendiese Signal-
kaskade auch eine Rolle beim Hypoxie/Reoxygenierungs-Schaden in H9¢2-Zellen und
NRCMs spielt.®” Uber die Hypoxie-bedingten Lasionen hinaus konnte demonstriert wer-
den, dass die Angiotensin-Il (AT-Il)-induzierte kardiale Hypertrophie abhangig von TLR4/
TIR-domain-containing adaptor inducing IFN-B (TRIF)- und TLR3/TRIF-Signalwegen

ist."8®
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Abbildung 7: TLR4-Signaltransduktion

Bindung des Liganden LPS flhrt zur Dimerisierung des TLR4-MD2-Komplexes. Konformationsanderungen
der zytoplasmatischen Domane des TLR4 rekrutieren Adapterproteine, die ebenfalls TIR-Domanen
enthalten (MyD88/MAL und TRIF/TRAM). MyD88 fiihrt zur Rekrutierung und Aktivierung von IRAKs, die mit
dem Protein TRAF6 assoziieren. Es kommt zur Aktivierung von TAK1, vermittelt durch TAB2 und TAB3. Die
MAPK p38, ERK1/2 und JNK sowie die Aktivierung des IKK induzieren die Transkriptionsfaktoren AP-1 und
NF-kB. Nach Rezeptorinternalisierung kann auch eine MyD88-unabhangige Signaltransduktion erfolgen.
Die Adapterproteine TRAM und TRIF aktivieren TRAF3, wodurch letztendlich der Transkriptionsfaktor IRF-
3 induziert wird. AP-1 activator protein-1, ERK extracellular signal-regulated kinases, IKK IkB kinase
complex, IRAK IL-1R-associated kinase, IRF3 IFN regulatory factor 3, JNK Jun amino-terminal kinases,
MAL MyD88-adaptor-like protein, MAPKK mitogen-activated protein kinase kinase, MD2 myeloid
differentiation protein 2, MyD88 myeloid differentiation primary response protein 88, NF-kB nuclear factor
‘kappa-light-chain-enhancer’ of activated B-cells, TAB TAK1-binding protein, TAK TGF3-activated kinase,
TBK1 tank-binding kinase 1, TLR4 Toll-like receptor 4, TRAF TNF-receptor-associated factor, TRAM TRIF-
related adaptor molecule, TRIF TIR-domain-containing adaptor inducing IFN-B (Quelle: adaptiert nach
Molteni et al., 2016'43),

CKD geht mit einem Zustand erhdhter inflammatorischer Aktivitat einher (siehe oben).
Dieser Zustand &ulBert sich auch darin, dass bei hdmodialysepflichtigen Patienten die

t.5° Ferner wei-

TLR4-Expression auf Monozyten und neutrophilen Granulozyten erhdht is
sen CKD-Patienten eine Skelettmuskelinflammation auf, die durch Hochregulation von
TLR4 und folgender Aktivierung TNF-a- und NF-kB-regulierter Gene hervorgerufen
wird.?"" Die Disposition beziiglich Angiopathien kann auch, zumindest in Teilen, durch

TLR4 erklart werden. So tragt TLR4 und das NLR family pyrin domain containing 3
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(NLRP3)-Inflammasom zur Entwicklung und Aufrechterhaltung endothelialer Dysfunk-
tion als Folge der uramischen Toxizitat bei.'*® Darliber hinaus gehen bei CKD-Patienten
die anti-inflammatorischen und vasoprotektiven Effekte der high density lipoprotein
(HDL)-Partikel verloren, weshalb HDL bei diesem Patientenkollektiv nicht mit einem re-
duzierten Mortalitatsrisiko assoziiert ist.'®*2% Eine Erklarung hierfir ist die veranderte
Zusammensetzung der HDL-Partikel. Serum Amyloid A (SAA) ist ein Akute-Phase-Pro-
tein, das bei CKD-Patienten erhéht ist.® Es fungiert als Apolipoprotein und inkorporiert
vornehmlich in HDL-Partikel, die Uber TLR2 und TLR4 eine Inflammationsreaktion in vas-
cular smooth muscle cells auslésen kénnen.'”* Neben der Inflammation ist TLR4 in Ge-
genwart hoher Phosphatspiegel auch an vaskularer Kalzifikation beteiligt.?*® Von groRer
Bedeutung ist zudem, dass TLR4 zu renaler Fibrose und auf diese Weise zu einer Pro-

gression der CKD beitragt.'®

2.4.2 Toll-like Rezeptor 2

Wie alle TLR ist auch TLR2 ein membranstandiges Glykoprotein mit einer Liganden-
bindenden aminoterminalen extrazellularen Domane und einer intrazellularen TIR-Do-
mane, die fur die Signaltransduktion verantwortlich ist (siehe Struktur des TLR4 in Ab-
bildung 6). Um eine grolRere Bandbreite an mikrobiellen Komponenten erkennen zu
kénnen, bildet TLR2 Heterodimere mit TLR1 oder TLR6 (Abbildung 8).'° Wichtige bak-
terielle PAMPs, die TLR2 aktivieren, sind Lipopeptide. Das TLR2-TLR1-Heterodimer

Pam3CSK4 B Pam>CSK4

= 3

TLR1-TLR2-
Heterodimer

TLR2-TLR6-
Heterodimer

[TLR2 | [ TLR1 |

[TLR2 | [ TLRS6 |

Abbildung 8: Toll-like Rezeptor 2 Dimerisierung

(A) TLR1-TLR2-Dimer. Das synthetische Triacyl-Lipopeptid Pam3CSK4 bindet mit zwei Acylresten an hyd-
rophobe Kanéle, die sich in der extrazellularen Domane des TLR2 befinden. Der dritte Acylrest lagert sich
an eine hydrophobe Tasche des TLR1 an, sodass es zur Heterodimerisierung mit folgender Aktivierung der
intrazellularen TIR-Domanen kommt. (B) TLR2-TLR6-Dimer. Das synthetische Diacyl-Lipopeptid
Pam,CSK, bindet ebenfalls an TLR2, der daraufhin mit TLR6 dimerisiert. (Quelle: adaptiert nach Gao et al.,
20176¢)
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bindet Uberwiegend Triacyl-Lipopeptide und wechselwirkt nur schwach mit Diacyl-Lipo-
peptiden, wahrend das TLR2-TLR6-Heterodimer ausschlieRlich letztere bindet.?®#%% Die
Fettsaureketten der Lipopeptide tauchen in hydrophobe Taschen der Rezeptoren ein
und der entstehende Komplex, stabilisiert durch zahlreiche Wasserstoffbriickenbindun-
gen und hydrophobe Interaktionen, initiiert die intrazelluldre Signalkaskade.?®® Diese Sig-
naltransduktion ist bei TLR2, wie bei allen TLR mit Ausnahme von TLR3, MyD88-abhan-
gig und flhrt zur Induktion proinflammatorischer Zytokine,'®® was Abbildung 7 am Bei-
spiel von TLR4 entnommen werden kann. Es sei darauf hingewiesen, dass TLR2 nicht
mit einer MyD88-unabhangigen Signalkaskade gekoppelt ist, weil diese fir TLR4 und
TLR3 spezifisch ist.'®®

Des Weiteren vermag TLR2 auch einige endogene DAMPs zu binden.*” So wurden
HSP,° niedermolekulares Hyaluronan,'”? SAA,* B-Amyloid**® und HMGB1,"" insbeson-

185

dere an Nukleosomata gebunden,'® als endogene Liganden des TLR2 identifiziert.

2.4.3 Receptor for Advanced Glycation End Products

Der Receptor for Advanced Glycation End Products (RAGE) ist Teil der Immunglobu-
lin-Superfamilie und tragt seinen Namen, weil seine erstbeschriebenen Liganden soge-
nannte advanced glycation end products (AGEs) waren.®*'%' AGEs sind Metabolite, die
durch eine nicht-enzymatische Reaktion (Maillard-Reaktion) von reduzierenden Zuckern
mit Proteinen, aber auch Fettsduren oder DNA, entstehen.'*? Initial wurde RAGE fiir ei-
nen Scavenger-Rezeptor fir AGEs gehalten, jedoch stellte sich heraus, dass RAGE Sig-
naltransduktionen auslést und Anderungen der Genexpression induziert.®?

RAGE ist ein Typ-I-Transmembran-Glykoprotein und enthalt in seiner extrazellularen
Region mehrere Immunglobulin-(Ig)-Doméanen (Abbildung 9). Die aminoterminale V-
Domane ist hauptverantwortlich fiir die Ligandenbindung, jedoch kénnen auch die C1-
und C2-Domane an der Bindung beteiligt sein. Der C2-Domane schlief3t sich eine Trans-
membran-Domane an, gefolgt von einer carboxyterminalen intrazelluldren Doméane, die
stark geladen und kritisch fur die Signaltransduktion ist.®?

Nachdem AGEs als erste Liganden von RAGE identifiziert worden waren, entdeckte
man eine Reihe weiterer non-AGE-Liganden endogenen und exogenen Ursprungs. Da-
her kann RAGE als PRR betrachtet werden.?' Neben den AGEs (z. B. Carboxymethylly-
sin, Hdmoglobin A1c) sind S100-Proteine, HMGB1, 3-Faltblatt-Fibrillen und Nukleinsau-
ren (DNA, RNA) weitere endogene Liganden. S100-Proteine bilden eine heterogene

Gruppe von 24 Proteinen, die unterschiedlichste Funktionen haben.>® Einige S100-
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Abbildung 9: Struktur des Receptor for Advanced Glycation End Products

RAGE besteht aus einer extrazellularen Region, die drei Immunglobulin-(Ig)-Doméanen enthalt, einer
Transmembrandomane sowie einer kurzen, stark geladenen zytoplasmatischen Doméane. Die Ilg-Doméanen
sind vom V-Typ, C1-Typ und C2-Typ. V- und C1-Domane bilden zusammen die VC1-Domane, die Uber eine
kurze Aminosaurekette flexibel mit C2 verbunden ist. Die Ligandenbindung erfolgt vorwiegend in der V-
Domane (Quelle: adaptiert nach Hudson et al., 201883).

Proteine werden sezerniert und entfalten ihre Wirkung Gber Bindung an RAGE. HMBG1
ist ein ubiquitar exprimiertes nukledres Protein, das Nukleosomata stabilisiert und die
Transkription einiger Gene reguliert.”* HMGB1 kann einerseits von Monozyten, Makro-
phagen und dendritischen Zellen nach Stimulation aktiv sezerniert werden, andererseits
auch aus nekrotischen Zellen passiv in den Extrazellularraum diffundieren.’® Somit fun-
giert HMGB1 sowohl als Zytokin als auch als Alarmin (DAMP). Der aktiven Sezernierung
geht eine Acetylierung von HMGB1 voraus, sodass Kernlokalisierungssequenzen mas-
kiert werden und das Molekul den Zellkern verlassen und zu sekretorischen Vesikeln
transportiert werden kann."® RAGE dient auch als Rezeptor fiir exogene PAMPs. Ahn-
lich den TLR vermag RAGE bakterielles LPS, CpG DNA oder das fusion protein des
Respiratorisches-Synzytial-Virus zu binden.®

RAGE dimerisiert und bildet Multimere vor Ligandenbindung (Abbildung 10). Die
VC1-Domane ist arginin- und lysinreich, wodurch sie eine positive Nettoladung erhalt.
Sie ist daher besonders gut geeignet, die Uberwiegend anionischen Liganden zu bin-
den.®* Konformationsénderungen des Rezeptor-Multimers initiieren die intrazellulare
Signalkaskade, beginnend mit der Rekrutierung verschiedener Adapterproteine, von de-
nen mDia1 (diaphanous-1) bisher das einzige Protein ist, das nachweislich die zytoplas-
matische RAGE-Domane bindet.®® mDia aktiviert GTPasen und Kinasen (Abbildung
10), die ihrerseits die Transkriptionsfaktoren NF-kB, early growth response protein 1 und

signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3) aktivieren.®®> RAGE hat somit
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vor allem proinflammatorische Wirkungen, die nicht zuletzt durch Hochregulation seiner
eigenen Expression verstarkt werden.

Es existieren zusatzlich zum membrangebundenen Rezeptor I6sliche Formen von
RAGE, die als soluble RAGE (sRAGE) bezeichnet werden. Hierunter werden eine durch
proteolytische Spaltung des membrangebundenen Rezeptors gebildetes soluble
cleaved RAGE (cRAGE, im Folgenden der Einfachheit halber als sSRAGE bezeichnet)
und aktiv sezerniertes endogenous secretory RAGE (esRAGE) subsumiert (Abbildung
11). sSRAGE entsteht durch proteolytische Spaltung auf der Zelloberflache, katalysiert
durch die membranstandige Proteinase A Disintegrin and metalloproteinase domain-
containing protein 10 (ADAM10) und die extrazellulare Matrix-Metalloprotease 9

(MMP9).2®  Membrangebunden verbleibt die  Transmembrandoméne und

| Genexpression |
v vt v v
Zytokine Zellmigration/ | | Zelliberleben/ RAGE-
Chemokine -invasion Apoptose Expression

Abbildung 10: RAGE-Signaling

Vor Ligandenbindung dimerisiert RAGE und bildet Multimere. Die Bindung erfolgt vorwiegend Uber
elektrostatische Wechselwirkungen zwischen Ligand und VC1-Domane. Die Konformationsanderung fihrt
zur Rekrutierung von mDia1 an die zytoplasmatische RAGE-Domane, die keine endogene Kinase-Aktivitat
besitzt.>* Die RAGE-Signalkaskade lauft Giber Rho GTPasen (gezeigt in griin) und Kinasen (gezeigt in blau).
Letzlich wird die Genexpression durch Induktion verschiedener Transkriptionsfaktoren (gezeigt in rot)
verandert. Auch die RAGE-Expression an sich wird gesteigert, im Sinne einer positiven Rickkopplung. Akt
Proteinkinase B, Egr-1 early growth response protein 1, ERK extracellular signal-regulated kinases, JAK
Janus kinase, mDia1 Diaphanous-related formin-1, NF-kB nuclear factor ‘kappa-light-chain-enhancer’ of
activated B-cells, PI3K phosphoinositide 3-kinase, RAGE Receptor for Advanced Glycation End Products,
SAPK/JNK stress-activated protein kinases/Jun amino-terminal kinases, STAT3 signal transducer and
activator of transcription 3 (Quelle: adaptiert nach Hudson et al., 201883).
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Abbildung 11: RAGE, sRAGE und esRAGE

Membran-gebundenes RAGE kann durch proteolytische Aktivitdt von ADAM10 und MMP9 in die I8sliche
Form sRAGE uberfiihrt werden. Zusatzlich existieren mehrere SpleilRvarianten der RAGE-pra-mRNA, eine
davon generiert endogenes sekretorisches RAGE (esRAGE), das eine charakteristische C-terminale
Aminosauresequenz aufweist. SRAGE und esRAGE fungieren als Decoy-Rezeptoren, die groRtenteils
protektive Eigenschaften haben, da sie die RAGE-induzierte inflammatorische Antwort abmildern. ADAM10
A Disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 10, esRAGE endogenous secretory RAGE,
MMP9 Matrix-Metalloprotease 9, mRNA messenger RNA, RAGE Receptor for Advanced Glycation End
Products, sSRAGE soluble RAGE (Quelle: adaptiert nach Yan et al., 2010225).

zytoplasmatische Domane, die als RAGE-C-terminales-Fragment (RAGE-CTF) bezeich-
net und wahrscheinlich durch y-Sekretasen prozessiert wird.?*® esRAGE entsteht nicht
durch Prozessierung des Rezeptors, sondern als alternative Spleivariante der RAGE-
pra-mRNA. Die Persistenz des Intron 9 generiert eine Leserasterverschiebung und ein
vorzeitiges Stoppcodon, sodass die in Exon 10 kodierte Transmembrandomane fehlt
und esRAGE eine einzigartige C-terminale Aminoséuresequenz aufweist.?®® Seit ihrer
Entdeckung haben zahlreiche Studien versucht, einen Zusammenhang zwischen
sRAGE/esRAGE und der Schwere gewisser Krankheiten herzustellen.??

RAGE wird ubiquitar exprimiert®* und nimmt eine wichtige Rolle bei chronisch ent-
zundlichen Erkrankungen ein, unter anderem bei Diabetes, kardiovaskularen Erkrankun-
gen, onkologischen Erkrankungen, Morbus Alzheimer und Autoimmunerkrankungen.®
Besonders in atherosklerotischen Plaques ist RAGE verstarkt exprimiert und geht einher
mit inflammatorischer Aktivitat, die eine Destabilisierung der Plaque bewirken kann.®®
Hohe Plasma-Spiegel der I6slichen RAGE-Rezeptoren lassen eine vasoprotektive Wir-
kung vermuten. Die Behandlung von ApoE™-M&ausen mit SRAGE flihrt zur Verminde-
rung der diabetischen Atherosklerose, unabhangig von Hyperglykdmie und Dyslipida-

mie."®® Ferner sind niedrige esRAGE-Spiegel bei Patienten mit Pradiabetes mit
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Atherosklerose assoziiert.*® Die Studienlage beziiglich der protektiven Wirkung von
sRAGE ist jedoch teilweise widerspruchlich. Eine prospektive Kohortenstudie ermittelte
einen positiven Zusammenhang zwischen sRAGE-Spiegeln und der Inzidenz kardiovas-
kuldrer Ereignisse bei Patienten mit vorbestehender kardiovaskularer Erkrankung.'®® Bei
koronarer Herzerkrankung sind niedrige esRAGE-Spiegel mit einer schlechteren Prog-
nose verbunden.?® Erniedrigte SRAGE-Spiegel und eine hohe monozytare RAGE-Ex-
pression wurden bei Patienten im kardiogenen Schock nach akutem Myokardinfarkt
nachgewiesen,'® die zumindest teilweise durch unterdriickte MMP9-Aktivitat bei diesen
Patienten erklarbar ist."”” Des Weiteren ist der RAGE-Ligand HMGB1 ein guter Surrogat-
Marker fiir die Infarktausdehnung und LV-Restfunktion nach Infarkt.®

Die Akkumulation von AGEs und anderen RAGE-Liganden bei chronischer Nierenin-
suffizienz beruht teilweise auf der verminderten renalen Clearance und spielt eine be-
deutende Rolle bei der Pathogenese der Atherosklerose bei CKD-Patienten.'® Diese Pa-
tientengruppe weist eine deutlich erhdhte sSRAGE-Plasmakonzentration im Vergleich zu
einer gesunden Kontrollgruppe auf, die wahrscheinlich Ausdruck eines endogenen Kom-
pensationsmechanismus gegen vaskulotoxische AGEs ist.'® In der Tat korrelieren
sRAGE-Spiegel positiv mit der Serum-Kreatininkonzentration, sodass sich ein hyperbo-
lischer Zusammenhang zwischen sSRAGE und Kreatinin-Clearance ergibt.”? Zudem zeigt
sich ein inverser Zusammenhang zwischen sRAGE und Atherosklerose der Karotiden.®
Eine Studie mit Hdmodialysepatienten ergab, dass sSRAGE negativ mit dem vaskularen
Calcium-Score korreliert.” Ebenso korrelierte esRAGE negativ mit der aortalen Kalzifi-
kation bei Hamodialysepatienten.'®

RAGE-Signaling schadigt nicht nur die Gefale, sondern auch direkt das Herz. Nied-
rige sRAGE-Spiegel sind invers mit LVH, gemessen an left ventricular mass index
(LVMI) und mean wall thickness, bei CKD-Patienten assoziiert.'?' Auch nach Adjustie-
rung fir traditionelle und nicht-traditionelle Risikofaktoren ergab sich eine unabhangige
Korrelation. Interessanterweise zeigte sich bei gesunden Kontrollen kein solcher Zusam-
menhang, sodass es sich um ein Spezifikum bei CKD zu handeln scheint. Ausweislich
dieser Befunde wurde die Hypothese aufgestellt, dass RAGE ein kausaler Risikofaktor
fur LVH bei CKD-Patienten ist und dass der endogene decoy-Rezeptor sRAGE bei die-

sem Patientenkollektiv die LVH abmildern kann.'?’



Einleitung 33

2.5 Renale Denervation

Die Niere ist durch efferente sympathische Neurone innerviert, deren Somata in den
pravertebralen Ganglien liegen und ihre Axone entlang beider Nierenarterien zu den
renalen BlutgefalRen, Glomeruli und Tubuli entsenden.*® Zusétzlich existieren viszerale
Afferenzen, die intrarenalen Mechano- und Chemozeptoren entspringen und Informati-
onen in das ZNS leiten.*® Die Stimulation renaler Sympathikusfasern resultiert in einer
Verminderung des renalen Blutflusses (durch Erhéhung des Gefalwiderstandes), der
B1-AR-abhangigen Ausschittung von Renin aus Zellen des juxtaglomerularen Apparates
und der Steigerung der tubuldren Wasser- und Natriumretention.*® Die Signale der rena-
len Afferenzen werden im ZNS integriert und fliihren zu einer Erhéhung des systemi-
schen Sympathikotonus.'®

Erhohte Sympathikusaktivitat spielt eine zentrale Rolle bei der Entwicklung der arte-
riellen Hypertonie.®® Dasselbe gilt fiir die Progression einer CKD, weil die verstéarkte Sti-
mulation renaler Afferenzen — durch Ischamie oder Uramietoxine — den Sympathikoto-
nus und infolgedessen den Blutdruck erhoht.'®® Es erscheint daher als logische Schluss-
folgerung, dass renale Nerven ein Ziel der Therapie von Bluthochdruck und CKD dar-
stellen kénnen, da der Teufelskreis zwischen erhéhter Sympathikusaktivitat einerseits
und den resultierenden Endorganschaden andererseits unterbrochen werden kann (Ab-
bildung 12).

Die Katheter-basierte renale Denervation (RDN) erfolgt heute durch einen minimal-

invasiven Eingriff, bei dem afferente und efferente renale Nerven zerstért werden, um
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Abbildung 12: Modulation des Sympathikotonus durch RDN

RDN fiihrt durch Zerstérung der renalen sympathischen Efferenzen und viszeralen Afferenzen zu einer
Verminderung des zentralen Sympathikotonus, wodurch dessen schadliche Wirkungen auf Organsysteme
abgemildert werden. RAAS Renin-Angiotensin-Aldosteron-System, RDN Renale Denervation, ZNS
Zentrales Nervensystem (Quelle: adaptiert nach Sata et al., 201668).
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den systemischen Sympathikotonus zu verringern." In der Zwischenzeit ist sowohl die
Sicherheit, als auch die blutdrucksenkende und nephroprotektive Wirkung der RDN im
Tiermodell iberzeugend nachgewiesen.'?®'®® Trotz der Erniichterung, die im Rahmen
der kontroversen SYMPLICITY HTN-3-Studie aufkam,'* findet RDN heutzutage ihre An-
wendung zur Therapie der arteriellen Hypertonie.

Die Konzentration von zirkulierendem NA im Blutplasma spiegelt groRtenteils die Frei-
setzung dieses Neurotransmitters aus den sympathischen Neuronen wider und ist ein
grobes Mal fiir die systemische Sympathikusaktivitat.>® Um eine genauere Aussage
Uber die regionale Verteilung der Sympathikusaktivitat zu treffen, hat sich die Messung
des ,NA-Spillovers” bewahrt. Dabei wird aus der lokalen arteriellen und vendsen NA-
Konzentration sowie aus der Verdlinnung einer infundierten Tritium-markierten NA-L6-
sung auf die dortige NA-Freisetzung geschlossen.®

Hohe NA-Plasmaspiegel und insbesondere renaler ,NA-Spillover” ist mit Mortalitat
und Morbiditat bei CHF-Patienten assoziiert.?> Obwonhl die temporére Sympathikusstim-
ulation eine positiv chronotrope und inotrope Wirkung hat, resultiert langanhaltende Sti-
mulation in kardialer Hypertrophie und Fibrose, sodass das Herz anfalliger fur Arrhyth-
mien und Stérungen der Pumpfunktion wird.? Die positiven Wirkungen einer RDN bei
Patienten mit therapierefraktarer Hypertonie auf das Herz beinhalten eine Reduzierung
der linksventrikularen Masse sowie eine Verbesserung der diastolischen Funktion.'” In-
teressanterweise ergab sich hierbei keine signifikante Korrelation zur Reduzierung des
Blutdrucks und der Herzfrequenz, woraus die Autoren einen direkten blutdruckunabhan-
gigen Effekt der RDN auf das Herz ableiteten. Ein solcher blutdruckunabhangiger Effekt
der RDN wurde auch in einer Studie gefunden, die eine verbesserte Ejektionsfraktion,
diastolische Pumpfunktion und verringerte LVH bei Patienten mit therapierefraktarer Hy-
pertonie feststellte.”* Dieses Ergebnis wurde insofern erklart, als eine direkte Sympathi-
kus-induzierte LVH angenommen wurde, basierend auf der Erkenntnis, dass kardiale a-
AR-Stimulation eine Hypertrophie hervorrufen kann.?° Dariiber hinaus vermag auch die
verminderte kardiale RAGE-Expression in renal denervierten Ratten'”® einen Beitrag zur
Hypertrophie-Reduzierung zu leisten, da RAGE-Agonismus — zumindest bei CKD-Pati-
enten — pro-hypertrophe Signalkaskaden ausldst."’

Zum Zeitpunkt der ersten Studien zur RDN kamen Bedenken bezlglich ihrer potentiell
schadlichen Auswirkung auf die Nierenfunktion auf.'®® Untersuchungen bei therapiere-
fraktéaren Hypertonie-Patienten mit hohem Risiko fir CKD konnten jedoch die Sicherheit
der Intervention belegen.'* Die Studie zeigte, dass RDN den Renal Resitive Index (RRI)

intralobularer Arterien reduzierte, die Zahl der Albuminurie-Patienten verminderte und zu
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einer signifikanten Anderung der eGFR (gemessen an Cystatin C) fiihrte. Der geringere
RRI als Ausdruck verbesserter Nierenperfusion kénnte ein Hinweis darauf sein, dass
RDN die Nierenfunktion positiv beeinflusst, jedoch ist die klinische Relevanz des be-
obachten Unterschiedes fragwiirdig.™ Auch hier ergab sich keine Korrelation zwischen
Reduktion des RRI und Reduktion des systolischen Blutdruckes, sodass ein blutdruck-

unabhangiger Effekt angenommen werden kann.

2.6 Fragestellung

CKD erhoht das Risiko kardiovaskularer Endpunkte enorm. Mittlerweile konnte eine
Vielzahl an pathophysiologischen Faktoren aufgeklart werden, die zur kardiovaskularen
Morbiditat beitragen. Nieren spielen eine Schlisselrolle in der Regulation des sympathi-
schen Nervensystems. Insbesondere geschadigte Nieren weisen eine erhdhte Sympa-
thikusaktivitat auf, die nach Integration im ZNS zu einer systemischen Sympathikusakti-
vierung fuhrt. Die nachteiligen Folgen fir das Herz beruhen beispielsweise auf einer
Auslosung von Herzrhythmusstorungen und einer Induktion myokardialer Hypertrophie.
Dartber hinaus stellt auch die Uramie selbst einen Risikofaktor fir kardiale Ereignisse
dar. Uramietoxine kdnnen direkt eine Hypertrophie myokardialer Zellen herbeifihren.
Bislang ist wenig in der Pathophysiologie dieses Prozesses bekannt.

PRRs sind Rezeptoren, die vorwiegend von Zellen des angeborenen Immunsystems
exprimiert und von einer Vielzahl an Liganden aktiviert werden. Diese Rezeptoren finden
sich ebenfalls auf Kardiomyozyten und haben bei Aktivierung womadglich negative Aus-
wirkungen auf das Herz.

Die Ablation renaler sympathischer Nervenfasern (renale Denervation) ist eine Ka-
theter-basierte Intervention, bei der die vegetativen sympathischen Fasern entlang der
Nierenarterien mittels Radiofrequenzenergie unterbrochen werden. Dieses Verfahren
wird beispielsweise erfolgreich zur Therapie des unkontrollierten arteriellen Hypertonus
eingesetzt. In den aktuellen ESH-Leitlinien von 2023 zur Therapie des Hochdruckes
kann die RDN bei Patienten mit unkontrolliertem Hypertonus trotz medikamentéser Kom-
binationstherapien oder Unvertraglichkeiten erwogen werden (Empfehlungsgrad Il, Evi-
denzlevel B)." Zudem wurden Ende 2023 zwei Devices zur RDN von der US-amerika-
nischen Zulassungsbehorde FDA genehmigt.

Ziel dieser Arbeit ist es, einen Einfluss von Uramietoxinen (am Beispiel Indoxylsulfat)
und PRRs (RAGE, TLR4, TLR2) auf myokardiale Hypertrophie sowie deren Modulation

durch RDN zu untersuchen. Darlber hinaus sollen auch die Auswirkungen der RDN auf



36 Einleitung

die Niere mitbetrachtet werden. Konkret wird ein Rattenmodell der Adenin-induzierten
CKD herangezogen, im Zuge dessen sich ein renokardiales Syndrom ausbildet. Es er-
folgt eine Zuteilung in eine Kontrollgruppe sowie eine CKD-Gruppe. Letztere wurde ent-

weder renal denerviert oder einer Sham-Operation zugefihrt.
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3 Material und Methoden
3.1 Material

3.1.1 CKD-Rattenmodell der Adenin-induzierten Nephropathie

Die durchgefuhrten Tierstudien waren im Einklang mit dem Guide for the Care and
Use of Laboratory der United States National Institutes of Health (8. Auflage) und ent-
sprachen dem Deutschen Tierschutzgesetz. Sie wurden durch das Saarlandische Lan-
desamt fir Verbraucherschutz genehmigt (#35/2017).

Die Studie wurde durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft (DFG) finanziert
(TRR219, Project-ID 322900939).

3.1.11 Studienprotokoll

14 mannliche Sprague-Dawley-Ratten wurden tber einen Zeitraum von 16 Wochen
gehalten (Abbildung 13). Ratten dienten dabei als Kontrolle (CTRL, n = 4), die eine
Standardnahrung Uber den gesamten Zeitraum erhielten (Abbildung 14). Bei 10 Ratten
wurde durch eine 0,25 % Adenin angereicherte Diat eine CKD induziert.*®* Nach 4 Wo-
chen erfolgte bei der Halfte dieser Adenin-gefutterten Ratten eine operative beidseitige
renale Denervation (AD-RDN, n = 5), die restlichen Adenin-Tiere (AD, n = 5) und die
Kontroll-Tiere (CTRL, n=4) erhielten eine Schein-Operation. Durch regelmafiges Wie-

gen konnte eine ausreichende Nahrungsaufnahme sichergestellt werden. Es erfolgten

Abbildung 13: Versuchstiere

Zu sehen sind vier mannliche Sprague-Dawley-Ratten.
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Abbildung 14: Zeitlicher Ablauf des Tierversuches

4 Kontrollratten erhielten Uber den gesamten Verlauf von 16 Wochen ein Standardfutter. 10 Tiere (AD und
AD-RDN) erhielten tiber 16 Wochen eine mit 0,25 % Adenin angereicherte Nahrung. Nach 4 Wochen wurden
die Ratten der AD-RDN-Gruppe renal denerviert. Bei CRTL und AD erfolgte eine Schein-OP. CTRL Kon-
troligruppe, AD Adenin-Gruppe, AD-RDN renal denervierte Gruppe

Blutdruckmessungen mittels Tail-cuff sowie echokardiographische, Kardio-MR-graphi-
sche sowie nierensonographische Untersuchungen zur Beurteilung der Herz- und Nie-
renfunktion. Nach 16 Wochen wurden alle Tiere getotet und Organe flr verschiedene

Untersuchungen enthommen.

3.1.1.2 Renale Denervation

Die operative renale Denervation der Ratten erfolgte in Narkose mit 1,5-2,5 % Isoflu-
ran. Nach Eroffnung des Abdomens und Mobilisierung des Darmes wurden beidseits die
Nierenarterien dargestellt und von perivaskularem Fettgewebe freiprapariert, die Adven-
titia wurde soweit wie moglich abgezogen. Die Nierenarterien wurden anschlieRend mit
einer 20 %-igen Phenol/Ethanol-Lésung betupft und die verbliebenen renalen sympathi-

schen Nervenfasern wurden damit zerstort.

3.1.1.3 Nierensonographie

Bei allen Versuchstieren wurde eine Nierensonographie in Isoflurannarkose durchge-
fuhrt (Baseline, 4 Wochen und 16 Wochen), wobei ein Ultraschallgerat (GE Healthcare
LOGIQ S6) mit zugehdrigem Linearschallkopf (12 MHz) verwendet wurde. Die Sonogra-

phie diente der Beurteilung anatomischer und hdmodynamischer Parameter der Niere.
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Die Technik beruht auf der Ausbreitung und Reflexion von Ultraschallwellen im Ge-
webe (Abbildung 15 A). Treffen diese Wellen auf eine Grenzflache mit unterschiedli-
chem Schallwellenwiderstand (Impedanz), beispielsweise zwischen verschiedenen Or-
ganstrukturen, wird ein Teil der Wellen reflektiert, woraus ein sogenanntes B-Bild be-
rechnet wird. Die Intensitat des reflektierten Signals wird in Graustufen dargestellt.

Mit Hilfe der Doppler-Sonographie ist es mdglich, Blutflussgeschwindigkeiten zu mes-
sen. Werden Schallwellen von bewegten Objekten (korpuskulare Bestandteile des Blu-
tes, im Wesentlichen Erythrozyten) reflektiert, kommt es zu einer Frequenzénderung der
reflektierten Wellen, sofern die Bewegungsrichtung des Blutes eine Richtungskompo-
nente entlang des einfallenden Schallstrahls besitzt (Abbildung 15 B). Aus der Fre-
quenzverschiebung kann die Flussgeschwindigkeit berechnet werden. Es ist zu beach-
ten, dass die gemessene Frequenzverschiebung und die daraus berechnete Flussge-
schwindigkeit wesentlich vom Winkel zwischen dem einfallenden Schallstrahl und der
Richtung des Blutflusses abhangt. Da dieser Winkel nicht immer eindeutig bestimmt wer-
den kann, hat sich die Berechnung von Indizes zur Beurteilung der Hamodynamik be-
wahrt.

Man unterscheidet den Pulsatilitdts-Index nach Gosling (Pl) und den Resistance-In-

dex nach Pourcelot (RI), deren Berechnung in Abbildung 16 dargestellt ist. Der renal

G1 G2

A
) ° Erythrozyt
E2
SK

E1

S e

Blutgefal

\ 4

Spannung U

E2
E1
v
/\ AF =2 -Fy-—-cosa
C

Zeit t

Abbildung 15: Sonographie

(A) Prinzip der Sonographie. Ein Schallstrahl S wird von einem Schallkopf SK ausgesandt und trifft auf
eine Grenzflache G1 zwischen zwei Geweben unterschiedlicher Impedanz (als Grauton dargestellt). Ein Teil
des Strahles wird reflektiert (E1), wahrend der restliche Strahl tiefer eindringt. An der Grenzflache G2 mit
sehr hohem Impedanzunterschied wird fast der gesamte Strahl reflektiert (E2). Die beiden Echos E1 und E2
treffen zeitlich nacheinander auf den Schallkopf und I6sen einen Spannungsimpuls aus, dessen Starke die
Intensitat des Schalles widerspiegelt. (B) Prinzip der Doppler-Sonographie. Ein Schallkopf sendet eine
Schallwelle mit Frequenz Fq aus, die von einem sich mit der Geschwindigkeit v bewegenden Erythrozyten
reflektiert wird. Die reflektierte Welle weist eine Frequenzverschiebung AF auf, aus der mit gegebener Glei-
chung auf die Flussgeschwindigkeit v geschlossen werden kann. a Beschallungswinkel, ¢ Schallgeschwin-
digkeit im Gewebe (ca. 1540 m/s), E1 Echo 1, E2 Echo 2, Fo Frequenz der ausgesandten Schallwelle, AF
Frequenzverschiebung, S Schallstrahl, SK Schallkopf, v Blutflussgeschwindigkeit
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Abbildung 16: Doppler-Indizes

Der Pl und RI ermdglichen winkelunabhangige Aussagen uber die Hdmodynamik. Pl Pulsatilitdts-Index nach
Gosling, Rl Resistance-Index nach Pourcelot, vgia enddiastolische Flussgeschwindigkeit, Vmean mittlere
Flussgeschwindigkeit, vsys systolische Spitzengeschwindigkeit

resistive index (RRI) eignet sich besonders gut, um den intrarenalen Flusswiderstand zu
messen. Dieser ist beispielsweise bei intrarenaler Fibrose und Arteriolosklerose erhdht.

Die sonographische Untersuchung beider Nieren wurde bei allen 14 Ratten durchge-
fuhrt. Sowohl im Langs- als auch im Querschnitt wurde die maximale Lange und Breite
gemessen, sowie auch die Breite des Parenchyms und des Pyelons. Ferner wurde nach
Zeichen eines Harnstaus gesucht. Die Echogenitat des Nierenparenchyms kann als qua-
litatives Maf} fur die interstitielle Fibrose herangezogen werden. Dopplersonographisch
wurde der RRI in den Aa. renales sowie in drei Segmentarterien je Niere gemessen.
Dabei kam bisweilen das B-Flow-Verfahren zum Einsatz, um die Arterien aufzuspiren.
Beim B-Flow-Verfahren werden zeitlich aufeinander folgende Echosignale subtrahiert,
sodass stationdre Echosignale ausgeldscht werden und bewegte Signale zur Darstel-
lung kommen. Pro Gefal} erfolgte die Messung des RRI an drei verschiedenen Pulswel-

len, um einen Mittelwert berechnen zu kdnnen.

3.1.1.4 Kardio-Magnetresonanztomographie

Die Magnetresonanztomographie (MRT) wurde durch die Kollegen der Radiologie
und Tierexperimentellen Chirurgie mit einem 9,4 T Tierscanner (Biospec Avance llI
94/20, Bruker BioSpin GmbH, Ettlingen, Deutschland) durchgefiihrt. Die Ratten erhielten
fur die Untersuchung eine Allgemeinanasthesie. Die Induktion erfolgte mit 3 % Isofluran
in einer dafir vorgesehenen Kammer. Wahrend der Bildgebung wurde die Narkose mit

1-1,5 % Isofluran bei einem Fluss von 0,7-1,5 I/min aufrechterhalten. Die
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Kerntemperatur, die Atemfrequenz sowie das EKG wurde kontinuierlich Gberwacht und
durch eine Software (PC-SAM32, SA Instruments, Stony Brook, NY) aufgezeichnet.
Zwei-Kammer- und Vier-Kammer-Blicke wurden mittels cine FLASH Sequenzen (repeti-
tion time (TR): 18,1 ms, echo time (TE): 1,8 ms, flip angle (FA): 15°, field of view (FOV):
25,6 x 25,6 mm, matrix (MTX): 160 x 160, Schichtdicke (ST): 1 mm, VoxelgréRRe: 160 x
160 x 1,000 ym) aufgenommen. Um die Herzfunktion zu beurteilen, wurden sechs bis
acht Sequenzen in der kurzen Achse von basal nach apikal aufgenommen. Hierfir wur-
den cine FLASH Sequenzen mit héherer 6rtlicher und zeitlicher Aufldsung erstellt (TR:
5,6 ms, TE: 1,5 ms, FA: 15°, FOV: 25,6 x 25,6 mm, MTX: 256 x 256, ST: 1 mm, Voxel-
gréRe 100 x 100 x 1,000 um). Die Bilddaten wurden mit Hilfe der Software Segment
(v2.0 R4265, Medviso, segment.heiberg.se) analysiert. Die Beurteilung der ventrikularen
Hypertrophie erfolgte durch Messung der Wanddicken enddiastolisch in septaler, ante-
riorer, lateraler und inferiorer Position auf H6he der Papillarmuskelansatze. Fir jeden

Wandabschnitt wurde ein Mittelwert aus drei Messungen herangezogen.

3.1.2 Verwendete Substanzen und Losungen
3.1.21 Substanzen und Reagenzien

Tabelle 1: Substanzen und Reagenzien

Substanzen und Reagenzien

Substanz/Reagenz Firma

Acrylamid/Bis Solution (30 %)
Ammoniumpersulfat (APS)
Angiotensin Il

Aprotinin

Bepanthen® Augensalbe
Blocking Reagent

Bovines Serumalbumin (BSA)
Bromphenolblau

CellWASH
Citraconsaureanhydrid

DC Protein Assay Reagent A
DC Protein Assay Reagent B
Dimethylsulfoxid (DMSO)

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, Deutschland
SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland
Bayer Vital GmbH, Leverkusen, Deutschland

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland
SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Becton Dickinson France SAS, Erembodegem, Belgien
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, Deutschland
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland
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Dinatriumhydrogenphosphat
DTT

Dulbecco’s Modified Eagle Me-
dium (DMEM)

ECL™ Western Blotting Detection
Reagents

EDTA

Entellan®

Entwickler G153 Aund B
Ethanol (99,5 %)
Fixierer G354

FKS

Formaldehyd (4 %)
Glycerin

Glycin
Hamatoxylin/Eosin
HCL-Alkohol
Indoxylsulfat
Isopropranol (100 %)
Isoproterenol
Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Leupeptin

Magermilchpulver

Magnesiumchlorid
Methanol

N,N,N‘,N‘-Tetramethylethylendia-
min (TEMED)

Natriumazid

Natriumchlorid
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydroxid

Paraffin

Paraformaldehyd (PFA) 95 %
Penicillin/Streptomycin

PMSF 0,1 mM

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Life Technologies Europe BV, Bleiswijk, Niederlande

GE Healthcare Limited, Little Chaltfont, UK

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Agfa NV, Mortsel, Belgien

VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland
Agfa NV, Mortsel, Belgien

Thermo Fisher Scientific, Auckland, Neuseeland

Otto Fischar GmbH & Co. KG, Saarbriicken, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland
VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland
Morphisto GmbH, Offenbach am Main, Deutschland

70 % Isopropanol 99 ml; konzentrierte Salzsaure 1 ml
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland

Sucofin Magermilchpulver leicht 16slich, TSI GmbH & Co. KG,
Zeven, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe, Deutschland
VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland
Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland
Life Technologies Europe BV, Bleiswijk, Niederlande

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland
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Ponceau S Ldsung fur Elektropho-
rese 0,2 %

Precision Plus Protein Dual Color
Standards

Salzsaure
Sirius-Red
sRAGE
Thiomersal

Tris(hydroxymethyl)aminomethan
(TRIS)

Trypsin-EDTA 0,05 %
TWEEN® 20
Xylol

B-Mercaptoethanol

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland
Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, USA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland
Morphisto GmbH, Offenbach am Main, Deutschland
BioVendor, Brno, Tschechien

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland

VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland

Life Technologies Europe BV, Bleiswijk, Niederlande
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland
Engelbrecht GmbH, Edermiinde, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland

3.1.2.2 Antikorper

3.1.2.2.1 Western Blot Analyse

Tabelle 2: Primarantikorper fiir Western Blot Analyse

Primérantikorper fiir Western Blot Analyse

Antikorper Firma

rabbit polyclonal anti-RAGE 1gG Abcam plc, Cambridge, UK

rabbit polyclonal anti-esRAGE IgG  Aviscera Bioscience, Inc., Santa Clara, CA, USA

mouse monoclonal anti-TLR4
IgG2b

rabbit polyclonal anti-HMGB1 1gG

Abcam plc, Cambridge, UK

Abcam plc, Cambridge, UK

goat polyclonal anti-NGAL IgG R&D Systems, Inc., Minneapolis, MN, USA

mouse monoclonal anti-GAPDH
IgG1

mouse monoclonal anti-B-Actin
IgG1 K light chain

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, TX, USA

Tabelle 3: Sekundarantikorper fiir Western Blot Analyse

Sekundarantikorper fiir Western Blot Analyse

Antikorper Firma

goat anti-Rabbit IgG (H+L)-HRP Conjugate Bio-Rad Laboratories GmbH, Muinchen, Deutschland

goat anti-Mouse IgG (H+L)-HRP Conjugate Bio-Rad Laboratories GmbH, Muinchen, Deutschland
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rabbit anti-Goat IgG (H+L)-HRP Conjugate Bio-Rad Laboratories GmbH, Muinchen, Deutschland

3.1.2.2.2 Immunfluoreszenz-Histologie

Tabelle 4: Primarantikorper fiir Immunfluoreszenz-Histologie

Primarantikorper fiir Inmunfluoreszenz-Histologie

Antikorper Firma

rabbit polyclonal anti-RAGE 1gG Abcam plc, Cambridge, UK

rabbit polyclonal anti-Tyrosine Hydroxylase IgG  Abcam plc, Cambridge, UK

Tabelle 5: Sekundarantikorper fiir Inmunfluoreszenz-Histologie

Sekundarantikorper fiir Inmunfluoreszenz-Histologie

Antikorper Firma
Goat anti-rabbit IgG (H+L)-FITC Dianova, Hamburg, Germany
Donkey anti-rabbit IgG (H+L)-TRITC Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc., West

Grove, PA, USA

3.1.2.2.3 ELISA fir Indoxylsulfat

Tabelle 6: ELISA fiir Indoxylsulfat

ELISA fiir Indoxylsulfat

ELISA Firma

Rat Indoxyl Sulfate ELISA Kit MyBioSource, San Diego, CA, USA

3.1.2.3 Proteinspezifische Elektrophorese- und Blotbedingungen

Bei jeder Elektrophorese wurde ein passender Komigrationsstandard verwendet.

Tabelle 7: Elektrophorese- und Blotbedingungen

Elektrophorese- und Blotbedingungen

Protein Gel Proben Denaturierung Blotting Prim. AK Sek. AK

esRAGE 12% 50 ug 95 °C/5min 200 mA/45 min 1:1.000/PBS-T/ 1:10.000/2%
4°C/12h Milch/RT/1 h

GAPDH 1:10.000/5% Milch/  1:10.000/PBS-
4°C/12h T/RT/1 h

HMGB1 12% 50 ug 95 °C/5 min 200 mA/45 min 1:1.000/PBS-T/ 1:10.000/2%
4°C/12h Milch/RT/1 h



Material und Methoden

45

NGAL 12% 1:1 - 200 mA/45 min  1:1.000/PBS-T/ 1:10.000/2%

4°C/60 h Milch/RT/1 h

RAGE/ 12% 50pg  95°C/5min 200 mA/45min  1:1.000/PBS-T/ 1:10.000/2%
SRAGE 4°C/12h Milch/RT/1 h
TLR2 12% 50ug  95°C/5min 200 mA/45 min  1:1.000/PBS-T/ 1:10.000/2%

4°C/12h Milch/RT/1 h

TLR4 12% 50ug  95°C/5min 200 mA/45 min  1:1.000/PBS-T/ 1:10.000/2%

4°C/12h Milch/RT/1 h

3.1.24 Losungen fur die Western Blot Analyse

Tabelle 8: Losungen fiir die Western Blot Analyse

Losungen fiir die Western Blot Analyse

Losung Zusammensetzung
APS (10 %) APS 1 g; ad 10 ml Aqua dest.; Lagerung bei 4 °C
EDTA (1 mM) EDTA 372 mg; ad 1 | Aqua dest.; pH 7,0

Elektrophoresepuffer
(10x)

Hypotonic Buffer
Ladepuffer (1x)

Ladepuffer fir Western
Blot

Lysepuffer fir Western
Blot

Milch (2 %)
Milch (5 %)
PBS (10x)
PBS-T (10x)
PMSF (1 M)

Polyacrylamidgel (5 %
Sammelgel)

Polyacrylamidgel (10 %
Trenngel)

Polyacrylamidgel (12 %
Trenngel)

SDS (10 %)
Stripping Buffer

Transferpuffer fur Wes-
tern Blot

TRIS (1,5 M)

Glycin 720 g; TRIS 151,5 g; SDS 50 g; ad 5 | Aqua dest.

TRIS (0,25 M) 2,5 ml; EDTA (0,25 M; pH 8) 500 pl; MgCl, (0,1 M) 625 pl; pH
7,6; ad 125 ml Aqua dest.; Lagerung bei 4 °C

Glycerol (100 %) 2 ml; SDS (10 %) 2 ml; TRIS (0,625 M; pH 6,8) 2,5 ml; ad 10
ml Aqua dest.; Bromphenolblau 1 Spatelspitze

Ladepuffer (1x) 950 ml; DTT 50 pl
Hypotonic Buffer 1 ml; Leupeptin 1 pl; PMSF 1 pl; Aprotinin 0,29 pl

Magermilchpulver 500 mg; ad 25 ml PBS-T

Magermilchpulver 2,5 g; ad 50 ml PBS-T

NaCl 80 g; KCI 2 g; KH2PO4 2,4 g; Na;HPO4 14,4 g; pH 7,4; ad 1 | Aqua dest.
PBS (10x) 1 I; Tween® 20 20 ml

PMSF 1,742 g; ad 10 ml Ethanol (100 %); Lagerung bei 4 °C

Aqua dest. 1,4 ml; Acrylamid (30 %) 330 pl; TRIS (1 M; pH 6,8) 250 pl; SDS
(10 %) 20 pl; APS (10 %) 20 pl; TEMED 2 pl

Aqua dest. 4 ml; Acrylamid (30 %) 3,3 ml; TRIS (1,5 M; pH 8,8) 2,5 ml; SDS
(10 %) 100 pl; APS (10 %) 100 ul; TEMED 4 pl

Aqua dest. 3,3 ml; Acrylamid (30 %) 4 ml; TRIS (1,5 M; pH 8,8) 2,5 ml; SDS
(10 %) 100 pl; APS (10 %) 100 ul; TEMED 4 pl

SDS 25 mg; ad 250 ml Aqua dest.

SDS (10 %) 20 ml; TRIS (0,5 M; pH 6,8) 12,5 ml; Aqua dest. 67,5 ml; B-Mer-
captoethanol 800 pl

TRIS 2,9 g; Glycin 14,5 g; Methanol 200 ml; pH 8,3; ad 1 | Aqua dest.

TRIS 90,85 g; ad 500 ml Aqua dest.; pH 6,8 oder 8,8
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3.1.2.5

Losungen fur die FACS-Analyse

Tabelle 9: Losungen fiir die FACS-Analyse

Losung

Losungen fiir die FACS-Analyse

Zusammensetzung

FACS-Puffer
Na-Azid (0,1 %)
Na-Azid (10 %)
PFA (1 %)

PFA (4 %)

PBS 500 ml; FKS 25 ml; BSA 2,5 g; Na-Azid (0,1 %) 3,5 ml; steril filtrieren

Na-Azid (10 %) 1 ml; ad 100 ml PBS (steril)
NaNs 5 g; PBS 39,7 ml (steril)
PFA (4 %) 25 ml; PBS 75 ml (steril)

PFA 8 g; ad 200 ml PBS (steril); bei 56 °C l6sen; pH 7,4-7,6

3.1.3 Verbrauchsmaterialien, Gerate und Zubehor

Tabelle 10: Verbrauchsmaterialien, Gerate und Zubehor

Verbrauchsmaterialien, Gerate und Zubehor

Material/Gerat

Firma

Amersham Hyperfilm ECL (GroRe 12.7 x
17.8 cm)

Analysenwaage ABS 120-4

Aperio Versa 8 Scanner
CanoScan LIDE 90

CK2 inverted Microscope

DU 730 UV/Vis Spectrophotometer

Elektrophoresekammer Mini PROTEAN®
Tetra cell

Entwicklermaschine Curix 60

Extra Thick Blot Filter Paper, vorgeschnit-
ten, 7.5x 10 cm

Falcon® Conical Centrifuge Tubes, 15 ml,
50 ml

Gel Casting Module Mini-Protean Tetra Cell
Glass Plates
Heracell™ 150i CO2-Inkubator

Isofluranvernebler “Fluovac System Har-
vard Apparatus”

Kuhlzentrifuge Centri Napco 2019R
Magnetriihrer M 6.1, Ingenieurbiiro CAT
Mikroskopsystem Eclipse Ti-S/L100
pH-Elektrode SenTix 22

pH-Meter, Eutech Instruments, pH 510
Zentrifuge Galaxy 16DH

UV-Kuvetten

GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg, Deutschland

Kern & Sohn GmbH, Balingen, Deutschland

Leica Mikrosysteme, Wetzlar, Deutschland

Canon Deutschland GmbH, Krefeld, Deutschland

Olympus, Hamburg, Deutschland

Beckman-Coulter GmbH, Krefeld, Deutschland

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA

Agfa, Mortsel, Belgien

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA
Becton Dickinson, N.J., USA

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA
Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA
Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA
Harvard Apparatus, Holliston, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham Massachusetts, USA

Zipperer GmbH, Staufen, Deutschland
Nikon GmbH, Duisseldorf, Deutschland
WTW, Weilheim, Deutschland
VWR, Darmstadt, Deutschland

Sarstedt AG und Co., Nimbrecht, Deutschland
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Pipettierhilfe pipetus®
Pipettenspitzen, 10 pl, 100 pl, 1000 pl

Plattformschuittler Polymax 1040, 10 °Nei-
gungswinkel

PowerPac HC power supply
Reagiergefal 0,5 ml, 1 ml, 1,5 ml, 2 ml

SevenCompact S220-Basic, pH/lonen-
Tischmessgerat

Sonifier Modell 250 CE

Pipetten, 5 ml, 10 ml, 15 ml, 25 ml
Sicherheitswerkbank Safe 2020 (Klasse II)
Thermomixer R

Trans-Blot® SD Semi-Dry Electrophoretic
Transfer cell

Transferpipetten, 6 mi
Vortex Mixer VV3
Zellkulturschalen 100 mm

Zellkulturtestplatten 6 wells

Hirschmann Laborgerate GmbH & Co. KG, Eberstadt
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Schwabach

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA
Sarstedt AG & Co., Nimbrecht, Deutschland
Mettler-Toledo GmbH, GielRen, Deutschland

Branson Ultrasonics, Danbury, USA

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA

Sarstedt AG und Co., Nimbrecht, Deutschland

VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland
TPP Techno Plastic Products AG, Trasadingen, Schweiz
TPP Techno Plastic Products AG, Trasadingen, Schweiz

3.1.4 Software

Tabelle 11: Software

Software
Software Firma
GraphPad Prism 10.2.3  GraphPad Software, Boston, USA
ImageScope Leica Mikrosysteme, Wetzlar, Deutschland
Image Studio Lite LI-COR Biotechnology, Lincoln, USA

(v5.2.5)

Microsoft Excel 2016 Microsoft Corporation, Redmond, USA
NIS-Elements ,Basic NIKON CORPORATION, Tokyo, Japan

Resarch*

Segment (v2.0 R4265)  Medviso AB, Lund, Schweden
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3.2 Methoden

3.2.1 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

3.21.1 Theoretische Grundlagen

Die Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung) ist eine grundlegende Farbung in der
Histologie und dient der morphologischen Untersuchung eines Gewebepraparates. Be-
vor die Farbung durchgefiihrt werden kann, wird das Gewebe zunachst chemisch fixiert
und anschlieRend in Paraffin eingebettet.

Das Ziel der Fixierung ist es, eine Vernetzung und Denaturierung der Proteine im
Gewebe zu bewirken. Dazu wird das Praparat in eine 4 %-Formaldehydl6sung eingelegt.
AnschlieRend mussen die Proben entwassert werden, indem das Wasser durch Ethanol
ersetzt wird. Vor dem Einbetten in Paraffin wird das Ethanol durch Xylol ersetzt. Diese
Schritte wurden von einem Gewebeinfiltrationsautomaten Gber Nacht durchgefihrt. Um
das Gewebestlick schneiden zu kénnen, wird das Xylol durch flissiges Paraffin ersetzt,
das bei Abklhlung erhartet. Mithilfe eines Mikrotoms werden Schnitte gefertigt und auf
Objekttrager aufgebracht. Bevor die eigentliche Farbung durchgefihrt werden kann,
muss das Paraffin aus den Schnitten herausgeldst werden (Entparaffinieren). Dabei wird
das Paraffin durch Xylol ersetzt, das im nachsten Schritt wiederum durch Alkohol ersetzt
wird (Rehydratisierung). Dann wird die Farbung im engeren Sinne durchgefihrt.

Hamatoxylin ist eine naturlich vorkommende Verbindung, die erst nach Oxidation zum
Hamatein eine ockerbraune Farbe erhalt. Hamatein ist imstande, mit mehrwertigen Me-
tallkationen wie AI** Chelatkomplexe einzugehen. Diese Komplexe werden als Hama-
laune bezeichnet und haben eine charakteristische violette Farbe. Aufgrund seiner po-
sitiven Ladung farbt Hamalaun die negativ geladenen (basophilen) Strukturen blau an.
Dies sind vor allem der Zellkern mit darin enthaltener DNA sowie das raue endoplasma-
tische Retikulum, das mit RNA-haltigen Ribosomen besetzt ist. Eosin ist ein rotlicher,
saurer Farbstoff, der basische (azidophile, eosinophile) Strukturen wie Zytoplasmapro-
teine, glattes endoplasmatisches Retikulum, Mitochondrien und Kollagen rot anfarbt.

Nachdem die Farbung durchgefiihrt wurde, erfolgt der Entzug von Wasser (Dehydra-
tisierung) in einer aufsteigenden Alkoholreihe. Der letzte Schritt besteht darin, den Alko-

hol durch Xylol zu ersetzen, das sich mit Eindeckmittel verbindet und erhartet.
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3.21.2  Durchfuhrung

Jeweils ein Gewebestlick der untersuchten Herzen und Nieren wurde sofort nach der
Organentnahme in einer 4 %-Formaldehydlésung (isotonisch gepufferte Kochsalzl6-
sung) chemisch fixiert. Die Entwasserung erfolgte durch einen Gewebeinfiltrationsauto-
maten (HistoCore PEARL, Leica Biosystems). AnschlieRend wurden die Organe in Pa-
raffin eingebettet (HistoCore Arcadia H, Leica Biosystems). Mithilfe eines Mikrotoms (Ro-
tationsmikrotom RM2255, Leica Biosystems) wurden 3 ym dicke Schnitte hergestellt.

Die HE-Farbung der Praparate erfolgte nach untenstehendem Protokoll.

1. Entparaffinieren

e Xyloll 10 min
e Xylolll 10 min
o Xylol I 10 min
2. Rehydratisierung
e Isopropanol 100 % 5 min
e Isopropanol 90 % 5 min
e Isopropanol 70 % 5 min
e Aqua dest. 5 min

3. Hamatoxylin-Farbung

e Hamatoxylin n. Ehrlich 10 min

e Aqua dest. kurz spulen
e HCL-Alkohol (differenzieren) sehr kurz

e Aqua dest. kurz spulen

¢ FlieBendes Leitungswasser (blauen) 15 min

e Aqua dest. kurz spulen
4. Eosin-Farbung

e Eosin (frisch angesetzt) 15s

e Aqua dest. kurz spulen

5. Dehydratisierung

e Isopropanol 90 % 2 min
e Isopropanol 100 % 2 min
e Xyloll 3 min
e Xylolll 3 min

o Xylol I 3 min
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6. Eindecken mit Entellan®

3.21.3 Auswertung

3.2.1.3.1 Herz

Die HE-Farbung der Herzen diente der quantitativen Analyse der Kardiomyozyten-
Hypertrophie. Verschiedene Bereiche des LV wurden dabei getrennt untersucht. Die
Aufnahme der Bilder erfolgte durch Lichtmikroskopie im 40xObjektiv und entsprechender
Software (NIS-Elements ,Basic Research®, NIKON CORPORATION, Tokyo, Japan),
mittels derer die Myozyten vermessen wurden.

Von jedem der 14 Tiere (CTRL, AD, AD-RDN) wurden ca. 80 Kardiomyozyten aus-
gewertet. FUr die Auswertung kamen nur runde Kardiomyozyten mit zentral angeschnit-
tenem Zellkern in Betracht, da sie dem wahren Querschnitt der Myozyten am nachsten

kommen. Als Mal fur die Grofde der Zellen wurde deren Flache herangezogen.

3.2.1.3.2 Niere

Die histologischen Untersuchungen der HE-Farbung der Niere umfassten die 2,8-
Dihydroxyadeninkristall(2,8-DHA)-Dichte, die GroRe des glomerularen Kapillarvolumens
und des Bowman-Kapselvolumens, sowie des Glomerular Score und der Glomerulus-
Dichte.

Die 2,8-DHA-Kristalldichte ist die Anzahl der 2,8-DHA-KTristalle pro Flache des ange-
schnittenen Nierenparenchyms (Rinde und Mark). Die Anfertigung von Panorama-Auf-
nahmen der Nieren ermdglichte neben der einfachen Vermessung der Flache auch eine
systematische Zahlweise. Die Bilder wurden durch ein Lichtmikroskop (Aperio Versa 8
Scanner, Leica Mikrosysteme, Wetzlar, Deutschland) im 10xObjektiv aufgenommen und
durch die zugehdrige Software (ImageScope, Leica Mikrosysteme, Wetzlar, Deutsch-
land) ausgewertet.

Grundlage der glomerularen Morphometrie waren Einzelaufnahmen von etwa 40 Glo-
meruli mit Stiel je Niere, welche analog einer Vorarbeit ausgewertet wurden.” Wie in
Abbildung 17 gezeigt, wurden die angeschnittene Kapillarflache und Bowman-Kapsel
vermessen. Aus der mittleren glomerularen Kapillarquerschnittsflache und der mittleren
Bowman-Kapselquerschnittsflache konnte durch Verwendung der Weibel-Gomez-Glei-
chung?"® auf das mittlere glomerulare Kapillarvolumen und das mittlere Bowman-Kap-

selvolumen sowie ihr Verhaltnis zueinander geschlossen werden.''
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Abbildung 17: Glomeruldre Morphometrie

Gezeigt ist ein Glomerulus in HE-Farbung. Die fiir die glomerulare Morphometrie relevanten Flachen sind
farblich hervorgehoben. (A) Die glomerulare Kapillarflache (gelb) wird durch das viszerale Blatt der Bow-
man-Kapsel berandet. (B) Die Flache der gesamten Bowman-Kapsel (griin) wird durch ihr parietales Blatt
berandet.

Der Glomerular Score ist ein Maf fur die Glomerulusschadigung und wurde, wie zu-
vor beschrieben, evaluiert.'?® Jede Niere erhalt eine Punktzahl von 0 bis 5, entsprechend
der Auspragung der Glomerulusschadigung (Tabelle 12). Um den Score zu ermitteln,
wurde das gesamte Praparat der Niere in HE-Farbung durchgesehen und eine adaquate
Punktzahl vergeben.

Die Glomerulus-Dichte ist die Anzahl der Glomeruli pro Kortexflache. In jeder Niere
wurden alle Glomeruli gezahlt und auf die vermessene renale Kortexflache normiert. Die

Grenze zwischen Kortex und Medulla orientierte sich an den juxtamedullaren Glomeruli.

Tabelle 12: Glomerular Score

Glomerular Score

Score Kriterien

0 normale Erscheinung

1 fokal-segmentale mesangiale Verdickungen in wenigen isolierten Glomeruli

2 mesangiale Verdickungen in mehreren Glomeruli

3 diffuse/nodulare mesangiale Verdickungen und Synechien mit Bowman-Kapsel in vielen, aber

weniger als 50 % der Glomeruli oder diffuse glomeruléare Sklerose

4 diffuse/nodulare mesangiale Verdickungen und Synechien mit Bowman-Kapsel oder diffuse glo-
merulare Sklerose in mehr als 50 % der Glomeruli

5 diffuse Glomerulosklerose und Synechien mit Bowman-Kapsel
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3.2.2 Immunfluoreszenz-Farbung

Immunfluoreszenz-Farbungen dienen dazu, die Expression bestimmter Proteine in
einem Gewebe genauer zu untersuchen. Wahrend ein Western Blot oder Enzyme-linked
Immunosorbent Assay (ELISA) die Gesamtmenge dieses Proteins in einem Gewebe
analysiert, erlaubt die Immunfluoreszenz-Farbung, eine Aussage Uber die Verteilung der
Expression in verschiedenen Zellen des Gewebes und sogar innerhalb verschiedener

intrazellularer Kompartimente zu treffen.

3.2.21 Theoretische Grundlagen

Das Grundprinzip der Immunfluoreszenz-Mikroskopie besteht darin, dass gewisse
Proteine innerhalb eines Gewebeschnittes durch entsprechende Antikérper sichtbar ge-
macht werden kénnen. Ein Primarantikdrper bindet an das zu untersuchende Protein
und ein mit einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelter Sekundarantikdrper, der gegen den
Primarantikérper gerichtet ist, wird mit Licht einer spezifischen Wellenlange angeregt
und emittiert dabei seinerseits Photonen, die im Mikroskop beobachtet werden kénnen.
Zur Anwendung kamen die Fluoreszenzfarbstoffe Tetramethylrhodaminisothiocyanat
(TRITC) und Fluoresceinisothiocyanat (FITC). Durch Hinzunahme verschiedener Fluo-
reszenzfarbstoffe kdnnen auch mehrere Proteine parallel untersucht werden. Zellkerne
kénnen durch 4‘,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) angefarbt werden. DAPI bindet an die
DNA von Zellkernen und fluoresziert blau bei Anregung mit ultraviolettem Licht.

Ein wichtiges Grundproblem der Immunhistologie ergibt sich daraus, dass Proteine
durch die Formaldehyd-Fixierung denaturiert und miteinander quervernetzt werden.
Dadurch werden Epitope, die flir die Antikdrperbindung essentiell sind, maskiert. Es exis-
tieren verschiedene Mdoglichkeiten, dennoch eine gute Antigen-Antikorper-Reaktion zu
gewahrleisten. Eine effektive und einfache Methode, die Antigene in einem Formalde-
hyd-fixierten Gewebe zu demaskieren, stellt das Kochen in einer Citraconsaureanhy-
dridiésung dar.'* Niedrig konzentrierte Citracons&ureanhydridlésung (0,05 %) in Verbin-
dung mit Hitze fihrt zum Auflésen der Quervernetzungen und macht die Proteine zu-

ganglich fur Antikorper.

3.2.2.2 Durchfuhrung

Histologische Schnitte von Herz und Niere wurden wie oben beschrieben (siehe Ka-

pitel 3.2.1.2) hergestellt und zwei Tage vor der Farbung bei 60 °C im Inkubator gelagert.
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Die Immunfluoreszenzfarbung gegen RAGE und TH erfolgte gemaf folgendem Proto-
koll.

1. Entparaffinieren

e Xyloll 10 min

e Xylolll 10 min

o Xylol I 10 min
2. Rehydratisierung

e Isopropanol 100 % 2 x 5min

e Isopropanol 90 % 5 min

e Isopropanol 70 % 5 min

e Aqua dest. 35 min
3. Antigen-Demaskierung

e 0,05 % Citraconsaureanhydrid bei 50 min

97 °C, pH 7,4-7,45

e Abkuhlen in Citraconsaureanhydrid 30 min

e Waschenin 0,1 % PBS-T 10 min

e Trocken unter Abzug 10 min

4. Primarantikorper
e Schnitte mit Fettstift umranden
¢ Inkubation mit rabbit anti-RAGE 1:300 respektive rabbit anti-TH 1:100
in PBS bei 4 °C Uber Nacht in feuchter Kammer, dann bei 37 °C fur 2
h im Wasserbad
e Waschenin 0,1 % PBS-T 3 x 5 min
5. Sekundarantikorper
¢ Inkubation mit donkey anti-rabbit IgG-TRITC 1:50 respektive goat anti-
rabbit IgG-FITC 1:50 in PBS bei 37 °C fur 90 min im Wasserbad

e Waschenin 0,1 % PBS-T 3 x 5 min
6. DAPI-Farbung und Einbettung

e Inkubation mit DAPI bei RT 5 min

e Waschen in Aqua dest. 5 min

e Einbetten in Mounting Medium
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3.2.3 Zellkultur

3.2.31 H9c2-Zellen

H9c2 ist eine klonale Zelllinie aus Kardiomyoblasten.'* Diese Zelllinie entstammt der
heterogenen Zellkultur H9, die aus dem Ventrikel eines 13 Tage alten BDIX-Ratten-Em-
bryos gewonnen wurde. Der Subklon H9c2(2-1) besteht aus spindelférmigen mononuk-
ledren Myoblasten, die beziiglich ihrer transmembranéren Signaltransduktion” und
Elektrophysiologie'®” Kardiomyozyten dhneln. Obwohl es sich bei H9c2-Zellen um stark
proliferierende Myoblasten handelt, kdnnen sie als in-vitro-Modell zur Untersuchung der

Kardiomyozyten-Hypertrophie verwendet werden (Abbildung 18).2""

Abbildung 18: H9c2-Zellen in der Zellkultur
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H9c2-Zellen (ATCC CRL 1446, Wesel, Deutschland) wurden in Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium (DMEM, Life Technologies Corporation, Carlsbad, CA, USA) mit 10 %
FKS und 1 % Penicillin/Streptomycin bei 37 °C und 5 % CO; kultiviert. Das Medium
wurde alle zwei Tage gewechselt. Vor den Stimulationsexperimenten erfolgte die Auftei-
lung der Zellen. Die Inkubation in einer Trypsin/EDTA-L6sung (maximal 3 min) |6st die
Zellen vom Boden der Zellkulturschale ab. Durch Zugabe von Medium mit 10 % FKS
wird die Reaktion gestoppt. Die erhaltene Zellsuspension wird fir 3 min bei 900 rpm
zentrifugiert und das Pellet in frischem Medium resuspendiert. Es erfolgte die Passagie-
rung auf 6-well-Platten, in denen die Stimulationsexperimente durchgefihrt wurden, so-
bald 70-80% Konfluenz erreicht wurde.

In den Stimulationsexperimenten wurden H9c2-Zellen in 1 ml DMEM mit 0,1 % FKS
kultiviert (fur 24h ,gehungert®) und nach folgendem Plan mit Indoxylsulfat und sRAGE

stimuliert.

1. H9c2-Stimulation mit Indoxylsulfat

e Kontrollen (CTRL, n=6)

¢ Indoxylsulfat 10 pg/ml (n=6)

¢ Indoxylsulfat 100 pug/ml (n=6)

¢ Die Stimulation erfolgte taglich Gber einen Zeitraum von 72 h
2. H9c2-Stimulation mit Indoxylsulfat und sRAGE

e Kontrollen (CTRL, n=7)

¢ Indoxylsulfat 100 pg/ml (n=7)

¢ Indoxylsulfat 100 pg/ml + sRAGE 5 ng/ml (n=7)

o Die Stimulation erfolgte taglich Gber einen Zeitraum von 72 h

Die Zellgrofte wurde mittels Durchflusszytometrie (Kapitel 3.2.6) gemessen.

3.2.4 Probengewinnung

3.2.41 Probengewinnung fur die Western Blot Analyse

Ein Teil der Organe (Herz, Niere) der Versuchstiere (CTRL, AD, AD-RDN) wurde di-
rekt nach Explantation in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C aufbewahrt.

Die Gewinnung von ca. 2 ml Urin erfolgte mittels einer Kanule direkt aus der Harnblase
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im Rahmen der Endversuche. Die Urinproben wurden ebenfalls schockgefroren und bei
-20 °C aufbewahrt.

3.24.2 Vorbereitung des Gesamthomogenats

3.2.4.2.1 Gewebe der Versuchstiere

Etwa gleich grof3e Stiicke der Organe wurden in 500 ul Lysepuffer fir Western Blot
(Hypotonic Buffer mit Zusatz der Proteaseinhibitoren Leupeptin, PMSF und Aprotinin)

uberfuhrt und durch Ultraschall homogenisiert.

3.2.4.2.2 Zellkultur

Nachdem das Medium entfernt und 100 pl Lysepuffer (Hypotonic Buffer mit Zusatz
der Proteaseinhibitoren Leupeptin, PMSF und Aprotinin) hinzugegeben wurde, konnten
die Zellen mit einem Zellschaber vom Boden der Schale gelést werden. Die Homogeni-

sierung erfolgte durch Ultraschall.

3.24.3 Proteinbestimmung nach Lowry

Die Messung der Proteinkonzentration in den Proben erfolgte durch das kolorimetri-
schen Verfahren nach Lowry.”™" In einer alkalischen Lésung bilden Kupfer(ll)-lonen dun-
kelviolette Chelatkomplexe mit Peptidbindungen von Proteinen aus (Biuretreaktion). Die
Kupfer(ll)-lonen werden dabei durch die Peptidbindung zu Kupfer(l)-lonen reduziert.
Durch Zugabe von Folin-Ciocalteau-Reagenz, eine Mischung aus Molybdatophosphor-
saure und Wolframatophosphorsaure, lauft eine weitere Redox-Reaktion ab. Die Kup-
fer(l)-lonen werden durch das Folin-Ciocalteau-Reagenz wieder oxidiert, wahrend das
Folin-Ciocalteau-Reagenz zu Heteropolymolybdenblau reduziert wird. Heteropolymolyb-
denblau weist ein charakteristisches Absorptionsmaximum bei 750 nm auf. Die photo-
metrische Messung der Absoprtion bei dieser Wellenlange erlaubt, nach vorheriger Mes-
sung eines Proteinstandards, die Berechnung der Proteinkonzentration in der Probe.

Zunachst wurden die Proben 1:10 verdinnt (2 pl Probe, 18 ul Hypotonic Buffer), bevor
100 pl Reagent A (DC Protein Assay, Bio-Rad Laboratories) hinzugegeben wurde. Da-
nach wurden die Proben kurz gevortext und mit 800 ul Reagent B (DC Protein Assay,
Bio-Rad Laboratories) versetzt. Nach 15 min Inkubation bei RT erfolgte die Messung der

Absorption bei 750 nm im Photometer (DU730, UV/Vis Spectrophotometer, Beckman
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Coulter, Krefeld, Deutschland). Die Berechnung der Proteinkonzentration beruht auf ei-
ner Standardkurve, die zuvor mittels einer Verdinnungsreihe von BSA erstellt wurde.
Um ein genaueres Ergebnis zu erhalten, wurde von jeder Probe eine Doppelbestimmung

durchgefuhrt und die erhaltenen Werte gemittelt.

3.2.5 Western Blot Analyse

Das Western Blot-Verfahren ist eine Technik, mithilfe derer bestimmte Proteine in
einer Probe semiquantitativ untersucht werden kénnen. Im engeren Sinne bezeichnet
der Begriff ,Western Blot“ das Ubertragen von Proteinen auf eine Membran (,Blotting*).
Die theoretischen Grundlagen und die Durchflihrung des Verfahrens werden im Folgen-

den naher erlautert.

3.2.51 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese

Die Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese dient dem Auftrennen von
Proteinen nach ihrer molaren Masse (Abbildung 19 A). SDS ist ein anionisches Deter-
gens, das in einem konstanten Verhaltnis Uber hydrophobe Wechselwirkungen an Pro-
teine bindet und ihnen somit eine gleichmaRige Ladungsdichte verleiht. Das Kochen der
Proben (5 min bei 95 °C) fuhrt zu einem Verlust der Tertiar- und Sekundarstrukturen,
wodurch die Proteine entfaltet werden (Denaturierung). Wird ein Polyacrylamidgel mit
einem Proteingemisch beladen und eine elektrische Spannung angelegt, wandern die
anionischen Proteine zur Anode, wobei das Gel wie ein molekulares Sieb wirkt. GroRere
Proteine werden starker an ihrer Migration gehindert als kleinere Proteine und wandern
daher langsamer durch das Gel. Die Linearisierung und gleichmafige negative Ladungs-
dichte der Proteine gewahrleisten ein vorwiegend durch die Molekllgréfie bestimmtes
elektrophoretisches Auftrennen. Ein Gemisch aus gefarbten Proteinen bekannter Masse
(Komigrationsstandard, synonym Proteinmarker) ermdglicht die Bestimmung der Pro-
teinmasse anhand der Laufweite durch das Gel. Der niedermolekulare anionische Farb-
stoff Bromphenolblau wandert vor den Proteinen und ist als sogenannte Lauffront sicht-
bar, die Auskunft Uber den Fortschritt der Elektrophorese gibt.

Ein 10 %- oder 12 %-Polyacrylamidgel (Kap. 3.1.2.3) wurde mit 50 ug Protein pro
Spur beladen. 5 pl eines geeigneten Proteinmarkers diente als Molekulargewicht-Stan-

dard. Die Elektrophorese erfolgte in einer mit Elektrophoresepuffer geflillten Kammer
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Abbildung 19: Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese

(A) Gelelektrophorese. Ein Polyacrylamidgel wurde mit einem Proteinmarker (ganz links) und 14 Proben
beladen. Die Proteine werden wahrend der Elektrophorese nach ihrer GroRRe aufgetrennt, die ,Lauffront”
zeigt den Fortschritt an. (B) Blotting. Die aufgetrennten Proteine werden von dem Gel auf eine
Nitrocellulosemembran ubertragen (,Blotting®). Dieser Vorgang erfolgt nach dem ,Semi-dry“-Prinzip. Um die
gleichméRige Ubertragung der Proteine zu validieren, wurde die geblottete Nitrocellulose-Membran mit
Ponceau S angefarbt. Der Pfeil gibt die Bewegungsrichtung der Proteine an. (C) Immundetektion. Ein
spezifischer Primarantikérper bindet an das Zielprotein auf der Membran. Der gegen den Fc-Teil des
Primarantikérpers gerichtete Sekundarantikorper ist mit dem Enzym HRP kovalent verbunden, das die
Oxidation von Luminol mit nachfolgender Chemilumineszenz katalysiert. (D) Auswertung. Der entwickelte
Film wird eingescannt und die Banden mittels Densitometrie ausgewertet. Die Flache unter der Dichtekurve
ist ein Mall fir die Menge des untersuchten Proteins. HRP Horseradish peroxidase, Prim. AK
Primarantikérper, Sek. AK Sekundarantikorper

(Mini PROTEAN® Tetra cell, Bio-Rad) bei einer Spannung von 80 V fiir die Sammelphase
und 100 V flr die Trennphase (PowerPac HC power supply, Bio-Rad). Die Elektropho-

rese dauerte etwa 3 h.

3.2.5.2 Blotting

Das Blotting erfolgt im Anschluss an die Elektrophorese und bezeichnet das Ubertra-
gen der Proteine aus dem Gel auf eine Tragermembran (Abbildung 19 B). Dazu wird
eine Nitrocellulose- oder PVDF-Membran anodenwarts an das Gel angelagert und —
ahnlich einem Sandwich — von zwei in Transferpuffer-getrankten Filterpapieren bedeckt.

Die Proteine wandern im senkrecht zum Gel stehenden elektrischen Feld Richtung
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Anode und werden dabei auf der Membran fixiert. Um den korrekten und gleichmaRigen
Transfer der Proteine auf die Membran zu Uberpriifen, kdnnen sie temporar mit Ponceau
S sichtbar gemacht werden. Dieser Farbstoff bindet reversibel an Aminogruppen und
I&sst sich mit Wasser wieder abspulen.

In dieser Arbeit wurden Proteine auf eine Nitrocellulose-Membran (Nitrocellulose
Membran 0,2 um, BioRad) mittels ,,semi-dry electrophoretic blotting“ transferiert. Hierfir
wurde die Membran zusammen mit dem Gel zwischen zwei in Transferpuffer getrankten
Filterpapieren (Extra Thick Blot Paper, BioRad) in einer Elektroden-Vorrichtung (Trans-
Blot SD Semi-Dry Transfer Cell, BioRad) angeordnet. Bei einer Stromstarke von 200 mA
erfolgte der Proteintransfer in 45 min bzw. 55 min (Kap. 3.1.2.3). Der vollstandige und

gleichmaRige Transfer wurde durch eine Farbung der Membran mit Ponceau S bestatigt.

3.2.5.3 Immundetektion

Die Immundetektion ermdglicht das Aufspuren eines bestimmten Proteins durch spe-
zifische Antikérper. Nach dem Blotting miissen in einem ersten Schritt alle nicht mit Pro-
tein beladenen Stellen der Membran blockiert werden, sodass bei der spateren Immun-
detektion keine unspezifischen Bindungen von Antikérpern an die Membran entstehen.
Dies kann mit Inkubation der Membran in Lésungen verschiedener Proteine und Deter-
genzien erreicht werden. Die Membran wird mit einem Primarantikdrper inkubiert, der
spezifisch an das zu untersuchende Protein auf der Membran bindet (Abbildung 19 C).
Nicht gebundener Primarantikérper wird weggewaschen und es folgt die Inkubation mit
Sekundarantikorper, der gegen den Fc-Teil des Primarantikérpers gerichtet ist und der
mit dem Enzym Horseradish Peroxidase (HRP) gekoppelt ist. Nach einem zweiten
Waschgang erfolgt die Zugabe von Luminol, das in Gegenwart der HRP oxidiert wird
und durch Chemilumineszenz ein Photon emittiert. Die Photonen schwérzen einen Ront-
genfilm an den Stellen, an denen der Sekundarantikérper gebunden hat.

Nachdem das Ponceau S mit PBS-T abgewaschen worden ist, erfolgte die Blockie-
rung der Membran, indem sie 2-3 h in einer Blocking-Lésung (500 pl Western Blocking
Solution, Roche, in 50 ml PBS-T) bei RT inkubiert wurde. Danach wurde die Membran
in dem jeweiligen angesetzten Primarantikorper (Kap. 3.1.2.3) bei 4 °C Uber Nacht inku-
biert. Dem ersten Waschgang (2 x 5 min PBS-T, 2 x 10 min PBS-T) folgte die Inkubation
mit Sekundarantikérper (Kap. 3.1.2.3) bei RT fur 1 h. Nach einem zweiten Waschgang
(2 x 5 min PBS-T, 2 x 10 min PBS-T, 1 x 10 min PBS) erfolgte die Inkubation mit dem

Western Blot-Detektionsreagenz (ECL Prime Western Blotting-Detektionsreagenz, GE
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Healthcare) und die Belichtung eines Rontgenfiims (Amersham Hyperfim ECL, GE
Healthcare), der daraufhin entwickelt wurde (Curix 60, Agfa).

Die Berucksichtigung unterschiedlicher Proteinbeladungen zwischen den Spuren er-
folgte durch Bestimmung des ,house-keeping” Proteins Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH). Diese ubiquitar exprimierten Proteine werden in relativ
gleichmafigen Mengen von Zellen produziert und kénnen somit als Maf fur die Protein-
beladung herangezogen werden. Hingegen wurde das gemessene NGAL-Signal im Urin
auf die Urin-Kreatinin-Konzentration normalisiert. Vor Bestimmung der House-Keeping-
Proteine wurden gebundene Antikdrper von den Membranen entfernt (,gestrippt®). Daflr
inkubierten die Membranen in 10 ml Stripping Buffer bei 57 °C fiir 27 min. Nach einem
Waschgang bei RT (2 x 5 min PBS-T, 2 x 10 min PBS-T, 2 x 5 min PBS, 2 x 10 min PBS)
wurden die Membranen fir 1,5-2 h in 5 % Milch geblockt. Die Inkubation mit dem Pri-
marantikdrper anti-GAPDH (Kap. 3.1.2.3) erfolgte bei 4 °C tGber Nacht.

3.2.5.4 Auswertung

Die entwickelten Filme wurden eingescannt und die Banden durch eine densitometri-
sche Analyse quantifiziert (Image Studio Light 4.0, LI-COR Biotechnology, Lincoln,
USA). Dabei wird die Tonwertdichte digital berechnet und als Funktion des Ortes (ent-
spricht Molekilmassen) dargestellt (Abbildung 19 D). Die Flache unter dieser Kurve ist
ein MaR fir die Menge des untersuchten Proteins. Der endgtltige Wert ergibt sich aus
der Normalisierung des urspriinglichen Signals auf das GAPDH-Signal. Im Urin erfolgte

eine Normalisierung auf die Urin-Kreatinin-Konzentration.

3.2.6 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist ein Verfahren, das Eigenschaften einer Vielzahl von Zel-
len analysiert, indem diese einzeln einen Laserstrahl passieren. Das Akronym FACS ist
polysem und bezeichnet einerseits fluorescence-activated cell scanning, eine Variante,
bei der lediglich Eigenschaften analysiert und die Zellen danach verworfen werden. Auf
der anderen Seite bezeichnet FACS fluorescence-activated cell sorting, wobei die Zel-
len nach ihrer Analyse anhand gewisser Eigenschaften sortiert werden. In letzterer Hin-

sicht ist FACS™ eine unregistrierte Handelsmarke eines Herstellers.
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3.2.6.1 Theoretische Grundlagen

Eine Zellsuspension wird mit konstantem Druck angesaugt und in eine laminare Stro-
mung von sogenannter Hullflissigkeit injiziert. Aufgrund unterschiedlicher Geschwindig-
keiten kommt es nicht zu einer Vermischung von Probe und Hiillflissigkeit. Die Probe
wird im Verlauf der Messkuvette durch hydrodynamische Fokussierung (Abbildung 20
A) immer weiter verjingt, sodass die Zellen einzeln nacheinander analysiert werden kon-
nen.

Sobald eine Zelle den Laserstrahl (Argon-Laser, 488 nm) passiert, wird das Licht ge-
streut (Abbildung 20 B). Die Vorwartsstreuung (FSC, forward scatter) beruht auf Beu-
gung vorwiegend an der Zelloberflache und ist daher proportional zur Gré3e der Zelle.
Die Seitwartsstreuung (SSC, side scatter) entsteht durch Beugung an intrazellularen
Strukturen wie Vesikeln, ER, Mitochondrien und Zellkern. Dementsprechend kann der
SSC als MaR fur die ,Granularitat” oder ,Komplexitat® der Zelle aufgefasst werden. Die
Starke der Durchflusszytometrie liegt darin, dass mittels spezifischer Antikérper Zellpo-
pulationen voneinander unterschieden werden kdénnen. Diese Antikdrper binden an
Oberflachenstrukturen, oder nach vorheriger Permeabilisierung der Zellmembran an in-
trazellulare Antigene. Ein fluoreszierendes Molekul wie FITC oder TRITC, das an den
Antikoérper gekoppelt ist, wird durch den Laser angeregt und emittiert ein Photon aus
dem charakteristischen Emissionsspektrum des Molekils. Durch Kombination von ver-
schiedenen Antikdrpern mit anderen Fluoreszenzfarbstoffen kbnnen mehrerer Parame-
ter gleichzeitig bestimmt werden.

Verschiedene Detektoren messen die Intensitat des Streulichtes sowie der Fluores-
zenzsignale (Abbildung 20 C). Das Licht muss durch eine Anordnung von Filtern in
Wellenlangenbereiche aufgeteilt werden, die den Spektren der Fluoreszenzmolekile
entsprechen. Die zu einem Zeitpunkt gemessenen Signale an allen Detektoren beziehen
sich auf eine Zelle und werden digitalisiert. Ein Problem stellt die Tatsache dar, dass sich
die Emissionsspektren der gangigen Fluorochrome in ihren Randbereichen teilweise
Uberlappen. Ein gemessenes Photon kann also nicht immer eindeutig dem Farbstoff zu-
geordnet werden, von dem es ausgesandt wurde. Die spektrale Kompensation bietet die
Moglichkeit zur Beseitigung dieses Problems, indem zwei Detektoren gekoppelt werden

und von jedem ein Teil des Signals elektronisch subtrahiert wird.
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Die Durchflusszytometrie generiert sehr viele Daten in kurzer Zeit. Um einen ersten
Uberblick zu erhalten, eignet sich der Scatter Plot gut (Abbildung 20 D). In diesem
Streudiagramm wird der SSC gegen den FSC einer jeden Zelle aufgetragen. Auf diese
Weise konnen unterschiedliche Zellpopulationen anhand der Parameter Grée und
Komplexitat differenziert werden, wahrend die Kombination mit den Fluoreszenzkanalen
einen tiefergehenden Einblick ermdglicht. Alternativ kdnnen die Daten auch als Kontur-

diagramm (Isolinien gleicher Zelldichte) oder als Histogramm visualisiert werden.
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Abbildung 20: FACS

(A) Hydrodynamische Fokussierung. Die Probe (Zellsuspension) wird angesaugt und in einen laminaren
Strom aus Hullflussigkeit injiziert, wodurch die Probe im Bereich der Messkuvette so stark verjingt wird,
dass nur einzelne Zellen den Laserstahl passieren. (B) Streuvorgange an einer Zelle. Ein blauer
Laserstrahl trifft auf eine Zelle und wird einerseits durch Beugung vorwarts gestreut (FSC), auf der anderen
Seite senkrecht zur Einfallsrichtung seitwarts gestreut (SSC). Sind mit Fluoreszenzfarbstoffen gekoppelte
AK an die Zelle gebunden, wird durch Anregung des Lasers Licht mit groReren Langenwellen (griin)
emittiert. (C) Schematischer Aufbau des FACS. Passieren Zellen den Laserstrahl, wird die
Vorwartsstreuung (FSC) detektiert. Das seitlich gestreute Licht (SSC) sowie die Fluoreszenz (FL1-3) wird
durch Detektoren gemessen, auf die jeweils nur eine schmale Bandbreite des sichtbaren Spektrums gelangt.
(D) Beispielhafter Scatter-Plot. In diesem Streudiagramm wird die Seitwartsstreuung einer jeden Zelle auf
der Ordinatenachse gegen ihre Vorwartsstreuung auf der Abszissenachse aufgetragen. Es kdénnen
verschiedene  Zellpopulationen  (Ellipsen)  unterschieden  werden. AK  Antikérper, FITC
Fluoresceinisothiocyanat, FL1-3 Fluoreszenzdetektor 1-3, FSC forward scatter, LP-Filter longpass Filter,
SSC side scatter
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3.2.6.2 Durchfuhrung

1. Ernten der Zellen (H9c2)

Medium entfernen

Zugabe von 500 pl Trypsin (37 °C) pro well, maximal 3 min einwirken
lassen

Zugabe von 500 yl FACS-Puffer, Resuspendieren, in FACS-Rdhrchen
transferieren

10 min Zentrifugation bei 1300 rpm und RT

Uberstand entfernen

2. Fixieren der Zellen

Zugabe von 450 pl FACS-Puffer und 20 ul 0,5 M EDTA
10 s vortexen

15 min Inkubation bei RT

10 min Zentrifugation bei 1300 rpm und RT
Uberstand entfernen

Zugabe von 2 ml CellWash

10 min Zentrifugation bei 1300 rpm und RT
Uberstand entfernen

Zugabe von 300 pl PFA (4 %)

5 min Inkubation bei RT

Zugabe von 2 ml FACS-Puffer

10 min Zentrifugation bei 1300 rpm und RT
Uberstand entfernen

Zugabe von 200 yl FACS-Puffer

10 s vortexen

Zugabe von 100 pl PFA (1 %)

Unmittelbar nach Fixierung der Zellen erfolgte die Messung mittels FACS.

3.2.6.3 Auswertung

Die Zellpopulation wurde zunachst in einem Scatter Plot dargestellt, um ein passen-

des Gate zu erstellen. In Abbildung 21 ist beispielhaft ein solcher Plot mit Gate
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Scatter Plot

S0 100 150 200 250

Abbildung 21: Scatter Plot

Dargestellt ist ein beispielhafter Scatter Plot. Jeder Punkt entspricht dabei einer Zelle. Das orangefarbene
Gate beinhaltet H9c2-Zellen. FSC forward scatter, SSC side scatter

dargestellt. In jeder Probe wurden 10000 H9c2-Zellen gemessen und der mean forward

scatter als MalR fir die Zellgré3e herangezogen.

3.2.7 Hochleistungsflussigkeitschromatographie

Die Hochleistungsflissigkeitschromatographie (high performance liquid chromato-
graphy, HPLC) ist eine Methode, die ein Gemisch verschiedener Substanzen chromato-
graphisch auftrennt und dessen Bestandteile identifizieren und quantifizieren kann. Allen
chromatographischen Verfahren ist gemein, dass die Trennung des Gemisches auf den
Wechselwirkungen der zu analysierenden Substanzen mit einer flissigen (mobilen)
Phase und einer festen (stationaren) Phase beruht. Die HPLC wurde durch Kollegen der
Klinischen Chemie durchgefuhrt und diente zur Bestimmung der NA-Konzentration im

Nierengewebe.
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3.2.71  Theoretische Grundlagen

Die HPLC ist ein sogenanntes Saulenchromatographie-Verfahren, bei dem die Auf-
trennung einer Probe in ihre Bestandteile in einer Sdule geschieht. Ein vereinfachter
Aufbau eines HPLC-Systems ist in (Abbildung 22 A) dargestellt. Das Elutionsmittel (mo-
bile Phase) flieBt zusammen mit der Probe durch die Trennsaule, in der sich die statio-
nare Phase befindet. Die stationare Phase unterscheidet sich hinsichtlich gewisser che-
mischer Eigenschaften von der mobilen Phase, die wesentlich das Mal der Adsorption
verschiedener Substanzen an diese stationare Phase bestimmen. Stark adsorbierende
Substanzen verbleiben langer in der stationaren Phase und bewegen sich folglich lang-
sam durch die Trennsaule. Im Gegensatz dazu flieRen schwach adsorbierende Substan-
zen mit der mobilen Phase in kurzerer Zeit durch die Saule. Bleibt die mobile Phase
wahrend der Chromatographie in ihrer Zusammensetzung konstant, spricht man von ei-

ner isokratischen Trennung. Andert sich die mobile Phase im zeitlichen Verlauf, handelt

A B Probe
«—
C >
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reservoir U
Mobile
Phase
®
Rt
A
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Trennsaule
A
Detektor
hydrophil [ hydrophob

Abbildung 22: HPLC

(A) Schematischer Aufbau eines HPLC-Systems. Das Elutionsreservoir enthalt die mobile Phase. Die
Probe wird in den Fluss des Eluenten injiziert und mit hohem Druck durch die Trennsaule gepumpt. In der
Séaule erfolgt die eigentliche chromatographische Auftrennung. Verschiedene Substanzen erreichen den
Detektor zu unterschiedlichen Zeiten (R;) und I6sen einen Impuls aus (drei peaks), dessen zeitliches Integral
der Analytkonzentration proportional ist. (B) Prinzip der chromatographischen Trennung anhand der
NP-HPLC. Bei der NP-HPLC fliel3t die Probe mit dem organischen (hydrophoben) Elutionsmittel (mobile
Phase) durch eine Trennsaule, die eine stationare Phase aus polarem (hydrophilem) Kieselgel enthalt. Je
nach Hydrophobizitat (farbkodiert) 16sen sich die Bestandteile der Probe mehr oder weniger im Kieselgel.
Hydrophobe Substanzen verlassen die Saule zuerst und haben daher kiirzere Retentionszeiten. Rt Retenti-
onszeit, U Spannungssignal
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es sich um eine Gradiententrennung. Nachdem die Probe nach diesem Prinzip aufge-
trennt wurde, erreicht sie einen Detektor, der Eigenschaften des passierenden Eluenten
erfasst. Ist eine Substanz im Eluenten gel6st, wird ein Signal registriert, das im zeitlichen
Verlauf graphisch aufgetragen wird. Wahrend der Zeitpunkt des Signals (Retentionszeit
Rt) fur eine Substanz charakteristisch ist, reprasentiert sein zeitliches Integral die Kon-
zentration jener Substanz in der Probe.

Bei der Normalphasen-HPLC (NP-HPLC) werden die Bestandteile der Probe nach
ihrer Hydrophobizitat aufgetrennt (Abbildung 22 B). Die Saule enthalt eine polare (hy-
drophile) stationare Phase aus Kieselgel (Siliciumdioxid), die von einer apolaren (hydro-
phoben) mobilen Phase, einem organischen Elutionsmittel, durchflossen wird. Hydro-
phile Molekile haben eine hohe Affinitat zum Kieselgel, weshalb sie eine verhaltnisma-
Rig lange Zeit in der stationaren Phase verbleiben. Auf der anderen Seite gehen hydro-
phobe Teilchen nur wenig Wechselwirkungen mit dem Kieselgel ein. Sie werden deshalb
geldst in der mobilen Phase in kirzerer Zeit durch die Saule gepumpt.

Die Umkehrphasen-HPLC (reverse phase HPLC, RP-HPLC) trennt die Substanzen
ebenfalls nach ihrer Hydrophobizitat auf. Im Gegensatz zur NP-HPLC ist die stationare
Phase jedoch hydrophober, indem das Kieselgel mit apolaren Alkylketten beschichtet
wurde. Daher kommen bei der RP-HPLC hydrophile mobile Phasen (z. B. wassrige L6-

sungen) zum Einsatz.

3.2.7.2 Durchfiihrung und Auswertung

Die HPLC wurde durch die Kollegen der Klinischen Chemie durchgefihrt und ausge-

wertet.

3.2.8 Enzyme-linked Immunosorbent Assay

Der Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) ist ein Verfahren, das Proteine
quantitativ nachweist. Handelt es sich bei dem zu untersuchenden Protein um einen An-
tikdrper, wird der ELISA als Antikérper-ELISA bezeichnet. Im Falle eines Antigens heif3t
er Sandwich-ELISA (synonym Antigen-ELISA). Der Name rihrt aus einer sandwich-arti-
gen Anordnung zweier Primarantikorper um das Antigen.

Der Begriff ,Immunosorbent” beinhaltet zwei wesentliche Merkmale des ELISA. Zum
einen bringt er zum Ausdruck, dass es sich um ein Antikdrper-basierendes Verfahren

handelt. Andererseits kommt dem Sorbens als integraler Bestandteil des ELISA eine
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zentrale Bedeutung zu. Als Sorbens wird der Stoff bezeichnet, an den Proteine (Antigene
oder Antikdrper) gekoppelt und somit immobilisiert wurden.

Bei einem Sandwich-ELISA ist ein Primarantikorper (capture-Antikérper, synonym
coat-Antikdrper) am Boden einer Mikrotiterplatte (Sorbens) fixiert (Abbildung 23). Es
folgt die Inkubation mit der Probe, sodass das nachzuweisende Antigen an den capture-
Antikoérper binden kann. Nach einem Waschgang, in dem alle nicht gebundenen Proteine
entfernt werden, erfolgt die Inkubation mit einem weiteren Primarantikérper, dem soge-
nannten detection-Antikorper. Es ist dabei von Bedeutung, dass beide Primarantikdrper
an unterschiedliche Epitope des Antigens binden, um sterische Behinderungen zu ver-
meiden. Letztlich wird das messbare Signal durch Bindung des reporter-Antikdrpers an
den detection-Antikérper generiert. Dieser Sekundarantikérper ist an das Enzym HRP
gekoppelt, das die Oxidation eines farblosen Substrates (in der Regel Phenylendiamine)
zu einem farbigen Produkt katalysiert. Die quantitative Analyse erfolgt entweder als Mes-
sung der Extinktionsrate (Anderung der Extinktion pro Zeiteinheit) oder als Messung der
Extinktion zu einem Zeitpunkt nach Zugabe einer Stopplésung, welche die Farbreaktion
beendet. Da bei hohen Antigen-Konzentrationen die Bindestellen des capture-Antikor-
pers eine Sattigungskinetik aufweisen, ergibt sich ein hyperbolischer Zusammenhang
zwischen der gemessenen Extinktion (oder Extinktionsrate) und der Antigen-Konzentra-
tion. Durch Logarithmieren der Antigen-Konzentration erhalt man eine Sigmoide, die
durch eine zusatzliche Transformation der (normalisierten) Extinktionswerte in Logit-

Werte linearisiert wird. Aus den Extinktionswerten von Proben bekannter Antigen-
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Abbildung 23: Prinzip des Sandwich-ELISA

Der auf dem Boden der Mikrotiterplatte immobilisierte capture-Antikorper bindet das zu untersuchende Ziel-
antigen aus der Probe. Nach einem Waschgang erfolgt die Inkubation mit einem weiteren Primarantikbrper
(detection-Antikorper), der ebenfalls das Antigen bindet. Das an den Sekundarantikorper (reporter-Antikor-
per) gekoppelte Enzym HRP katalysiert die Umwandlung eines farblosen Substrates in ein farbiges Produkt.
Durch photometrische Messung der Extinktion kann auf die Konzentration des Zielantigens geschlossen
werden.
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Konzentrationen kann durch eine lineare Regression der Werte im Logit-Log-Plot eine
Standardkurve berechnet werden. Anhand dieser Kurve erfolgt die Berechnung der An-

tigen-Konzentrationen in den Proben.

3.2.9 Statistik

Alle angegebenen Werte sind Mittelwerte £+ SEM. Die Datenanalyse und Visualisie-
rung erfolgte mit der Software GraphPad Prism Version 10.2.3 (GraphPad Software,
Boston, USA). Um die Normalverteilung der Daten zu Uberprifen, wurde ein Shapiro-
Wilk-Test durchgefuhrt. Bei Normalverteilung kam als statistischer Test eine einfaktori-
elle Varianzanalyse (ANOVA) mit Tukey’s post-hoc-Test flir Mehrfachvergleiche zum
Einsatz. Ansonsten ist ein Kruskal-Wallis-Test mit Dunn’s post-hoc-Test flir Mehrfach-
vergleiche durchgefiihrt worden. Alle p-Werte < 0,05 wurden als statistisch signifikant

betrachtet.
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4 Ergebnisse

4.1 Induktion der CKD

Die Induktion einer Niereninsuffizienz zeigte sich laborchemisch anhand eines An-
stieges der Plasmakonzentrationen von Kreatinin und Harnstoff nach 16 Wochen (Ab-
bildung 24). Sowohl bei AD (2,53 mg/dl vs. 0,56 mg/dl in CTRL, p < 0,0001 vs. CTRL)
als auch bei AD-RDN (2,72 mg/dl, p < 0,0001 vs. CTRL) waren die Nierenretentionspa-
rameter erhoht. Nach renaler Denervation zeigte sich kein Unterschied im Vergleich zu
AD (p = 0,27 und p = 0,94 fur Kreatinin und Harnstoff). Die Plasmakonzentration von
Natrium war bei allen drei Gruppen ohne signifikanten Unterschied, wohingegen sich bei
AD und AD-RDN eine Hyperkalidmie zeigte (8,12 mmol/l in AD vs. 6,60 mmol/l in CTRL,
p = 0,019; 7,98 mmol/l in AD-RDN, p = 0,94 vs. AD) (Abbildung 25).
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Abbildung 24: Nierenretentionsparameter

Sowohl bei AD als auch bei AD-RDN zeigen sich erhéhte Konzentrationen von Kreatinin und Harnstoff.
Nach Denervation besteht kein Unterschied. Mittelwerte + SEM, ANOVA mit Tukey’s post-hoc-Test.
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Abbildung 25: Elektrolyte

Die Plasmakonzentration von Natrium zeigte zwischen den Gruppen keinen Unterschied, wohingegen bei
AD und AD-RDN eine Hyperkaliamie zu beobachten war. Mittelwerte + SEM, ANOVA mit Tukey’s post-hoc-
Test.

4.2 Blutdruck

AD wies im Vergleich zu den Kontrollen einen numerischen Anstieg des systolischen
Blutdruckes auf (142 mmHg vs. 125 mmHg, p = 0,089). Bei AD-RDN war der Blutdruck
tendenziell geringer als bei AD (131 mmHg, p = 0,28 vs. AD), jedoch ohne statistische
Signifikanz (Abbildung 26).

4.3 Niere

4.3.1 Indoxylsulfat

Die Konzentration von Indoxylsulfat im Plasma war bei CTRL 0,20 £ 0,12 pg/ml (Ab-
bildung 27). Bei AD zeigte sich ein deutlicher Anstieg auf 0,71 £ 0,10 pyg/ml (+257 % vs.
CTRL, p = 0,004). Nach renaler Denervation ist die Indoxylsulfat-Konzentration auf fast
normale Werte (0,28 £+ 0,11 pg/ml) reduziert (-60 % vs. AD, p = 0,007).

In der Urinuntersuchung konnte bei AD ein geringer, aber nicht signifikanter Anstieg
der Indoxylsulfat-Konzentration gemessen werden. Lediglich bei AD-RDN war die Kon-
zentration signifikant erhdht (+113 % vs. CTRL, p = 0,013). Zwischen AD und AD-RDN

war kein Unterschied beobachtet worden (p = 0,49).
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Abbildung 26: Systolischer Blutdruck
Es zeigt sich ein geringer numerischer Anstieg des systolischen Blutdruckes bei AD im Vergleich zu CTRL

(+14 %). Nach Denervation ergibt sich eine geringe Abnahme ohne statistische Signifikanz (-8 % vs. AD).
Mittelwerte £+ SEM, ANOVA mit Tukey’s post-hoc-Test.

Die Indoxylsulfat-Konzentration im Leberparenchym war bei AD signifikant erhéht
(+50 % vs. CTRL, p = 0,022). Bei AD-RDN zeigte sich eine Normalisierung der In-
doxylsulfat-Konzentration (-30 % vs. AD, p = 0,023).
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Abbildung 27: Indoxylsulfat

Die Plasmakonzentration von Indoxylsulfat ist bei AD signifikant erhoht (+257 % vs. CTRL), nach RDN zeigt
sich eine signifikante Reduktion (-60 % vs. AD) auf fast normale Werte. Im Urin ist die Indoxylsulfat-Kon-
zentration bei AD nicht signifikant erhoht, bei AD-RDN sogar signifikant (+113 % vs. CTRL). In der Leber
zeigte sich eine signifikant erhdhte Konzentration bei AD (+50 % vs. CTRL) und eine signifikant erniedrigte
Konzentration bei AD-RDN (-30 % vs. AD). Mittelwerte £+ SEM, ANOVA mit Tukey’s post-hoc-Test.
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4.3.2 Sonographie

In Abbildung 28 sind Beispielbilder der Nierensonographie gezeigt. Sowohl AD als
auch AD-RDN wiesen im Vergleich zu CTRL vergréBerte und echodichte Nieren auf.
Einige CKD-Ratten prasentierten zudem einen geringgradigen Harnstau.

Die Messung des RRI erfolgte in jeder Niere an drei verschiedenen intrarenalen Ar-
terien, woraus ein Mittelwert gebildet wurde. AD wies im Vergleich zu CTRL einen er-
héhten RRI auf (+31 %, p = 0,0001), wohingegen der RRI nach renaler Denervation
wieder normalisiert wurde (-23 % vs. AD, p < 0,0001) (Abbildung 29).

Abbildung 28: Nierensonographie

Zu sehen sind reprasentative Beispiele der Nierensonogramme. AD und AD-RDN zeigen eine Hyperecho-
genitat sowie vergroRerte Nierendurchmesser. MaBstab 1 cm.
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Abbildung 29: RRI

Bei AD ist der RRI im Vergleich zu CTRL signifikant erhéht. Bei AD-RDN zeigt sich wieder eine Normalisie-
rung des RRI. Mittelwerte + SEM, ANOVA mit Tukey’s post-hoc-Test.
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4.3.3 Hamatoxylin-Eosin-Farbung und Sirius-Red-Farbung

Die histologische Untersuchung von Nierenpraparaten in HE- und SR-Farbung diente
der qualitativen Beurteilung von Schadigungsmustern bei Adenin-Nephropathie, der
Quantifizierung einiger spezieller Parameter sowie der Feststellung einer Einflussnahme

der renalen Denervation.

4.3.3.1  Allgemeines Schadigungsmuster bei Adenin-Nephropathie

Die Adenin-Nephropathie kann als eine spezielle Form der obstruktiven Nephropathie
aufgefasst werden und ahnelt daher einer tubulointerstitiellen Nephritis. Das histopatho-
logische Bild war gepragt von einer Tubulopathie, einhergehend mit interstitieller Inflam-
mation und Fibrose (Abbildung 30). Im Tubuluslumen ausgefallte 2,8-DHA-Kristalle, die

sich dunkelbraun bis schwarz darstellten und die wegen ihrer Doppelbrechung gut in der

, V7 Rl RE, L
Abbildung 30: Histopathologische Befunde der Adenin-Nephropathie

Niere eines Adenin-Tiers, HE-Farbung. (A) Kristalle und Fibrose. In der linken Bildhalfte sind dunkelbraune
2,8-Dihydroxyadeninkristalle zu erkennen, die in den Lumina der Tubuli prazipitiert sind. Die rechte Bildhalfte
zeigt eine stark ausgepragte interstitielle Fibrose. (B) Lymphozytéres Infiltrat. Auffallend ist die besonders
hohe Kerndichte, die grotenteils durch ein lymphozytares Infiltrat, aber auch durch proliferierende Fib-
roblasten bedingt ist. (C) Dilatierte Tubuli. Durch einen Harnstau kommt es zur Dilatation der Tubuli, die in
einer zystischen Degeneration enden kann. (D) Degenerierte Glomeruli. Die auf dem Boden der obstruk-
tiven Nephropathie entstehende sekundare Glomerulopathie spiegelt sich in einer Atrophie mit Verlust der
Kapillarschlingen wider. MaBstab 100 pm.
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Polarisationslichtmikroskopie zu beobachten waren, flihrten zu einem Harnaufstau und
damit zur Dilatation der Tubuli, was besonders eindrucklich im renalen Kortex beobach-
tet werden konnte. Gelegentlich fanden sich einzelne Kristalle auch im Interstitium, um-
geben von einem leukozytaren Infiltrat. Vermehrtes Bindegewebe und eine deutlich er-
héhte Anzahl von Fibroblasten waren Ausdruck der interstitiellen Fibrose. Obwohl es
sich um eine primare tubulointerstitielle Erkrankung handelt, konnte auch eine Glomeru-
lusschadigung beobachtet werden. Diese sekundare Glomerulopathie aulRerte sich in
einer Degeneration und Atrophie der Glomeruli mit Verlust von Kapillarschlingen, die ein
Resultat des durch den Harnstau bedingten Druckanstieges in der Bowman-Kapsel (glo-

merulare Hypertonie) sind.

4.3.3.2 Anzahl der 2,8-DHA-Kristalle

2,8-DHA-Kristalle sind uberwiegend in den Tubuli des renalen Kortex lokalisiert, aber
auch in den Sammelrohren und Nierenbecken (Abbildung 31). Erwartungsgemaf fan-
den sich bei den Kontrollen keine Kristalle (Abbildung 32). Bei AD war die mittlere 2,8-

CTRL AD AD-RDN . =

&

Abbildung 31: Nieren in Sirius-Red-Farbung

Die Ubersichtsaufnahmen der Nieren zeigen eindriicklich das Ausmaf der Adenin-Nephropathie. Gesundes
Parenchym farbt sich gelb an (CTRL), wahrend sich Bindegewebe rot darstellt (AD und AD-RDN). Zu
erkennen sind schwarze 2,8-Dihydroxyadenin-Kristalle im Lumen des Tubulussystem sowie im Interstitium.
Der groRe Kristall im Nierenbecken der Adenin-Ratte (Durchmesser ca. 1,5 mm) hatte bei Mobilisierung
vermutlich eine Ureterkolik ausgeldst. Dilatierte Tubuli sind teilweise zystisch degeneriert, insbesondere im
renalen Kortex. Die Fibrose ist begleitet von einem inflammatorischen Infiltrat (in dieser Farbung nicht zu
erkennen). MaBstab 2 mm.
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Abbildung 32: Kristalldichte

In den Ubersichtsaufnahmen beider Nieren eines jeden Tieres wurden alle Kristalle gezahlt und auf die
angeschnittene Querschnittsflaiche des Nierenparenchyms normiert. Erwartungsgemall zeigten sich
signifikante Unterschiede von AD und AD-RDN im Vergleich zu CTRL. Der Unterschied von AD-RDN (+25 %
vs. AD) war statistisch nicht signifikant. Mittelwerte + SEM, ANOVA mit Tukey’s post-hoc-Test.

DHA-Kristalldichte 269 cm™ + 57 cm™ (p = 0,028 vs. CTRL) und bei AD-RDN 335 cm™ +
92 cm? (p = 0,0058 vs. CTRL). Der Unterschied von AD-RDN im Vergleich zu AD
(+25 %; p = 0,75) war nicht statistisch signifikant.

4.3.3.3 Glomerulare Morphometrie

Die glomeruldre Morphometrie beinhaltete die Vermessung der Querschnittsflache
von glomerularen Kapillaren, der Bowman-Kapsel sowie der Berechnung des Kapillar-
Kapsel-Verhaltnisses. Da das glomerulare Kapillarkonvolut und die Bowman-Kapsel
dreidimensionale Strukturen sind, wurden die gemessenen Querschnittsflachen durch
eine stereometrische Gleichung in Volumina umgerechnet.

Abbildung 33 zeigt reprasentative Glomeruli in HE- und Sirius-Red-Farbung. Es ist
deutlich zu erkennen, dass die Flache der glomerularen Kapillarschlingen bei AD und
AD-RDN im Vergleich zu CTRL vermindert ist. Dartber hinaus ist das Lumen der Bow-
man-Kapsel bei AD und AD-RDN erweitert.
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Abbildung 33: Glomeruli in HE-Farbung (links) und SR-Farbung (rechts)

Im Vergleich zu den Kontrollen zeigen sich bei AD und AD-RDN ein hyperzellulares und fibrosiertes Intersti-
tium, ein sekundarer Glomerulusschaden sowie dilatierte Tubuli. Die chronische Tubulusobstruktion durch
2,8-Dihydroxyadenin-Kristalle (Sterne) resultiert in einem Harnstau mit Erweiterung des Lumens der Bow-
man-Kapsel (Pfeile). Stark eosinophile Tubulusepithelzellen (Dreieck) stellen wahrscheinlich das histologi-
sche Korrelat der Proteinurie dar. MaBstab 50 pm.
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Das mittlere glomeruldre Kapillarvolumen betrug bei CTRL 1,81x10° um® %
0,05x10° ym?® (Abbildung 34). Es war bei AD mit 0,96x10° ym?® + 0,08x10° um? (-47 %
vs. CTRL, p < 0,0001) signifikant verringert. Bei AD-RDN betrug das mittlere Kapillarvo-
lumen 0,90%10° pm?® + 0,05%x10° um? (-50 % vs. CTRL, p < 0,0001), was jedoch keinem
statistisch signifikanten Unterschied im Vergleich zu AD entspricht (p = 0,80). Interes-
santerweise nahm auch das mittlere Volumen der Bowman-Kapsel ab. Wahrend die
Kontrollen ein mittleres Volumen von 2,27x10° um®+ 0,11x10° ym?® aufwiesen, war es
sowohl bei AD mit 1,71x10° ym?® + 0,15%10° ym?® (-25 % vs. CTRL, p = 0,012) als auch
bei AD-RDN mit 1,68x10° um® + 0,10x10° um? (-26 % vs. CTRL, p = 0,0081) signifikant
vermindert. Der marginale Unterschied zwischen AD und AD-RDN war statistisch unbe-
deutend (p = 0,98). Aufgrund der starkeren relativen Abnahme des glomerularen Kapil-
larvolumens verglichen mit der relativen Abnahme des Bowman-Kapselvolumens, war
bei AD und AD-RDN das Kapillar-Kapsel-Verhaltnis verringert. Bei CTRL betrug dieses
Verhaltnis 0,81 + 0,02, bei AD 0,56 £ 0,02 (-31 % vs. CTRL, p < 0,0001) und bei AD-
RDN 0,54 + 0,01 (-33 % vs. CTRL, p < 0,0001). Auch hier blieb der Unterschied zwi-
schen AD und AD-RDN ohne statistische Signifikanz (p = 0,59).
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Abbildung 34: Glomeruldre Morphometrie

Sowohl AD (-47 % vs. CTRL) als auch AD-RDN (-50 % vs. CTRL) weisen ein deutlich vermindertes glo-
merulares Kapillarvolumen auf. Darliber hinaus ist auch das Gesamtvolumen der Bowman-Kapsel vermin-
dert (-25 % bei AD vs. CTRL; —26 % bei AD-RDN vs. CTRL). Die starkere relative Reduktion des Kapillar-
volumes gegenuber des Bowman-Kapselvolumens resultiert in einer Abnahme des Kapillar-Kapsel-Verhalt-
nisses (-31 % bei AD vs. CTRL; —33 % bei AD-RDN vs. CTRL). Bezuglich aller drei Parameter ergab sich
kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen AD und AD-RDN. Mittelwerte + SEM, ANOVA mit Tukey’s
post-hoc-Test.
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4.3.3.4 Glomerular Score

Der Glomerular Score ist ein Mal} zur Beschreibung eines glomerularen Schadens.
Jeder Niere wird eine Punktzahl von 0 (normale Erscheinung) bis 5 (diffuse Glomeru-
lusklerose und Synechien mit Bowman-Kapsel) zugeordnet (siehe Kapitel 3.2.1.3.2). Die
Kontrollen wiesen einen mittleren Score von 0,125 + 0,125 auf (Abbildung 35). Ein
Score von 2 £ 0,21 bei AD zeigte eine diskrete Glomerulusschadigung an (p = 0,0002
vs. CTRL). Die Glomeruli bei AD-RDN hatten einen geringfugig, aber nicht signifikant
besseren Score (1,6 £ 0,27, =20 % vs. AD, p = 0,99).

4.3.3.5 Glomerulusdichte

Die Glomerulusdichte ist die Anzahl der Glomeruli pro Flacheneinheit des renalen
Kortex. Abbildung 36 zeigt beispielhaft, wie sich die Glomerulusdichte bei AD und AD-
RDN im Vergleich zu den Kontrollen andert. Letztere hatten durchschnittlich 4,47 + 0,15
Glomeruli pro mm? (Abbildung 37). Bei AD war eine deutliche Abnahme zu erkennen
(2,52 mm? + 0,15 mm?, -44 % vs. CTRL, p < 0,0001). Nach RDN zeigte sich eine
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Abbildung 35: Glomerular Score

Der Glomerular Score beschreibt das Ausmaf glomerularer Schadigung. Pro Niere wird eine Punktzahl von
0 (normale Erscheinung) bis 5 (diffuse Glomerulosklerose und Synechien mit Bowman-Kapsel) vergeben.
Es zeigen sich signifikante Unterschiede bei AD und AD-RDN im Vergleich zu CTRL, die geringfligige Ver-
besserung nach RDN (-20 % vs. AD) war jedoch nicht statistisch signifikant. Mittelwerte + SEM, Kruskal-
Wallis-Test mit Dunn’s post-hoc-Test.
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Abbildung 36: Histologische Darstellung der Glomerulusdichte

Zu sehen sind drei reprasentative Nieren in HE-Farbung. Jeder Glomerulus ist durch einen gelben Punkt
gekennzeichnet. Der renale Kortex ist dunkel hervorgehoben, die Rinden-Mark-Grenze orientiert sich dabei
an den juxtamedullaren Glomeruli. Die Glomerulusdichte (Anzahl Glomeruli pro Kortexflache) nimmt bei AD
im Vergleich zu CTRL deutlich ab. Die Abnahme der Glomerulusdichte bei AD-RDN ist etwas geringer
ausgepragt. MaBstab 2 mm.

statistisch signifikante Zunahme der Glomerulusdichte (3,18 mm™ £ 0,16 mm?, +26 %
vs. AD, p =0,012).
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Abbildung 37: Glomerulusdichte

Glomeruli wurden in allen Nieren gezahlt und auf die Querschnittsflache des renalen Kortex normiert. Zu
sehen ist eine starke Abnahme der Glomerulusdichte bei AD (-44 % vs. CTRL) und eine signifikante
Zunahme bei AD-RDN (+26 % vs. AD). Mittelwerte + SEM, ANOVA mit Tukey’s post-hoc-Test.
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4.3.4 Western Blot

4341 HMGB1

HMGB1 war bei AD signifikant verstarkt exprimiert (x18,6 vs. CTRL, p = 0,0023). Bei
AD-RDN war die erhéhte Expression von HMGB1 ebenfalls signifikant (x21,9 vs. CTRL,
p < 0,0001). Es bestand kein signifikanter Unterschied zwischen AD und AD-RDN
(p =0,72) (Abbildung 38).

43.4.2 TLR2

Die TLR2-Expression war bei AD (+844 % vs. CTRL, p < 0,0001) und AD-RDN
(+913 % vs. CTRL, p < 0,0001) stark erhéht. Es ergab sich kein signifikanter Unterschied
zwischen AD und AD-RDN (p = 0,74) (Abbildung 39).

4343 TLR4

Die Expression von TLR4 in der Niere war sowohl bei AD (+75 % vs. CTRL, p=0,12)
als auch bei AD-RDN numerisch erhoht ohne Unterschied zwischen AD und AD-RDN
(p = 0,92) (Abbildung 40).
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Abbildung 38: HMGB1 Niere

Die Expression von HMGB1 in der Niere ist sowohl bei AD als auch bei AD-RDN signifikant erhéht im Ver-
gleich zu CTRL. Zwischen AD und AD-RDN ergibt sich kein Unterschied. Linke und rechte Nieren wurden
zusammen ausgewertet. Mittelwerte £ SEM, ANOVA mit Tukey’s post-hoc-Test.
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Abbildung 39: TLR2 Niere

Bei AD und AD-RDN war die Expression von TLR2 erhéht im Vergleich zu CTRL. Nach RDN ergab sich
kein Unterschied verglichen mit AD. Linke und rechte Nieren wurden zusammen ausgewertet. Mittelwerte +
SEM, ANOVA mit Tukey’s post-hoc-Test.
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Abbildung 40: TLR4 Niere

Die Expression von TLR4 war bei AD und AD-RDN im Vergleich zu CTRL numerisch erhéht ohne Unter-
schied zwischen AD und AD-RDN. Linke und rechte Nieren wurden zusammen ausgewertet. Mittelwerte +
SEM, ANOVA mit Tukey’s post-hoc-Test.

43.44 NGAL

Als Marker fir die tubulare Schadigung wurde NGAL herangezogen. NGAL wurde
mittels Western Blot im Urin gemessen und auf die Kreatinin-Konzentration im Urin nor-
malisiert, um Verdunnungseffekte auszugleichen.

Bei AD war die NGAL-Ausscheidung signifikant erhoht (+149 % vs. CTRL,
p <0,0001). Nach renaler Denervation zeigte sich ein Rickgang (-24 % vs. AD,
p = 0,015) (Abbildung 41).
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Abbildung 41: NGAL im Urin

Die Messung von NGAL im Urin erfolgte mittels Western Blot, die Daten wurden auf die Kreatinin-Konzent-
ration im Urin normalisiert. Bei AD zeigt sich ein signifikanter Anstieg von NGAL im Vergleich zu CTRL. Nach
Denervation ergibt sich ein signifikanter Riickgang der NGAL-Sekretion. Mittelwerte + SEM, ANOVA mit
Tukey’s post-hoc-Test.

43.5 HPLC

4.3.51 Katecholamine

Um eine erfolgreiche renale Denervation zu bestatigen, wurde die Noradrenalinkon-
zentration im Nierengewebe mittels HPLC bestimmt. Bei AD zeigte sich im Vergleich zu
CTRL eine nicht signifikant erhdhte Noradrenalin-Konzentration (+47 %, p = 0,11). Bei
AD-RDN war die renale Noradrenalin-Konzentration im Vergleich zu sham-operierten
AD-Ratten signifikant niedriger (-47 %, p = 0,0083) (Abbildung 42).

4.3.6 Immunfluoreszenzfarbung

43.6.1 RAGE

Die Immunfluoreszenzfarbung von RAGE in der Niere lasst erkennen, dass RAGE
vor allem von Tubulusepithelzellen und weniger von glomerularen Zellen exprimiert wird
(Abbildung 43). Darliber hinaus war zu beobachten, dass das leukozytare Infiltrat bei

AD und AD-RDN ebenfalls stark RAGE-positiv war. Insgesamt war die RAGE-
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Abbildung 42: Noradrenalin im Nierengewebe

Bei AD war die Noradrenalin-Konzentration im Vergleich zu den Kontrollen signifikant erhéht. Nach renaler

Denervation zeigte sich diese niedriger. Linke und rechte Nieren wurden zusammen ausgewertet. Mittel-
werte £ SEM, ANOVA mit Tukey’s post-hoc-Test.

Expression in der Niere bei AD im Vergleich zu CTRL hochreguliert. Nach renaler Dener-

vation nimmt die Expression von RAGE im Vergleich zu AD etwas ab.
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Abbildung 43: Inmunfluoreszenzfiarbung RAGE Niere

RAGE wird vor allem in Tubulusepithelzellen exprimiert. Die Expression ist bei AD starker hochreguliert als
bei AD-RDN. Die Autofluoreszenz der Erythrozyten ist zu beachten. TRITC RAGE, DAPI Zellkerne. MaR-
stab x20 100 pm, x100 20 pm.
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4.4 Herz

4.4.1 Echokardiographie

Die Echokardiographie diente der Beurteilung der linksventrikularen Hypertrophie so-
wie der diastolischen Herzfunktion. In Abbildung 44 sind reprasentative Echokardio-
gramme sowie Dopplerkurven des Mitraleinflusses (E/A) zu sehen. Quantitativ konnte
eine Zunahme der Wanddicke des interventrikularen Septums bei AD nachgewiesen
werden (+23 % vs. CTRL, p = 0,0002) (Abbildung 45). Nach RDN ergab sich eine

LO25c
L026¢c

AD-RDN

Abbildung 44: Echokardiographie Beispielbilder

(A) Parasternale lange Achse. Zu sehen sind reprasentative Echokardiogramme. Bei AD zeigt sich eine
Verdickung des interventrikuldren Septums. (B) Dopplerspektrum des Mitraleinflusses. Bei AD zeigt sich
einer Erhohung des E/A-Verhaltnisses als Ausdruck erhohter linksventrikularer Fullungsdricke bei diastoli-
scher Dysfunktion.
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Abbildung 45: Echokardiographie

Es zeigte sich eine Zunahme der Septumdicke bei AD (+23 % vs. CTRL) und eine Normalisierung nach
RDN. Bei AD konnte eine diastolische Funktionsstérung, gemessen am E/A-Verhaltnis, nachgewiesen wer-
den. Bei AD-RDN war die diastolische Funktion verbessert. Mittelwerte £+ SEM, ANOVA mit Tukey’s post-

hoc-Test.

Normalisierung der Wanddicke (—14 % vs. AD, p = 0,0008). Bei AD zeigte sich eine
diastolische Dysfunktion, gemessen an einer erhéhten E/A-Ratio (2,18 in AD vs. 1,09 in
CTRL, p <0,0001). Bei AD-RDN war E/A wieder normalisiert (1,1 in AD-RDN, p < 0,0001

vs. AD).
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442 Kardio-MRT

Zusatzlich zur Echokardiographie wurden Kardio-MRT-Untersuchungen durchge-
fuhrt, um das Ausmalf} der linksventrikularen Hypertrophie zu bestimmen. Die Auswer-
tung erfolgte in der kurzen Achse auf Héhe der Papillarmuskeln. In Abbildung 46 sind
beispielhaft Kardio-MRT-Bilder der kurzen Achse zu sehen. Die Quantifizierung der ein-
zelnen Wandabschnitte des LV ergab bei AD eine Hypertrophie (+17 %, +18 %, +7 %;
p =0,0073, p = 0,0032, p = 0,049; fur Septum, Vorderwand und Hinterwand, alle vs.
CTRL) (Abbildung 47). Bei AD-RDN war die Hypertrophie signifikant geringer ausge-
pragt (-12 %, —14 %, -7 %; p = 0,0334, p = 0,009, p = 0,035; fur Septum, Vorderwand

und Hinterwand, alle vs. AD).

4.4.3 Hamatotoxylin-Farbung

Die HE-Farbung des Herzens diente in erster Linie der Bestimmung des mittleren
Kardiomyozytenquerschnittes, der als histologisches Korrelat einer myokardialen Hyper-

trophie angesehen werden kann.

4431 Kardiomyozytenquerschnittsflaiche im LV

Die mittlere Querschnittsflache der Kardiomyozyten im LV betrug bei den Kontrollen
340 um? + 21 ym? (Abbildung 48). Bei AD zeigte sich eine VergroRerung der Myozyten
auf 405 pm? £ 23 ym? (+19 % vs. CTRL, p = 0,0025). Nach renaler Denervation konnte
mit 364 pm? £ 21 ym? eine etwas starkere Abnahme der MyozytengréfRe beobachtet
werden (-10 % vs. AD, p = 0,033).

AD-RDN -
»

Abbildung 46: Kardio-MRT Beispielbilder

Reprasentative Kardio-MRT-Aufnahmen in der kurzen Achse. Die Hypertrophie bei AD ist deutlich erkenn-
bar. Nach Denervation normalisiert sich die Wanddicke wieder.
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Abbildung 47: Kardio-MRT

T T T
CTRL AD AD-RDN

Es zeigt sich bei verschiedenen Wandabschnitten des LV eine Hypertrophie bei AD, die nach Denervation
rucklaufig ist. Mittelwerte £ SEM, ANOVA mit Tukey’s post-hoc-Test.
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Abbildung 48: Myozytengrofe im LV

Im LV zeigt sich eine Hypertrophie bei AD. Bei AD-RDN ist die Hypertrophie reduziert. Mittelwerte + SEM,
ANOVA mit Tukey’s post-hoc-Test.

In Abbildung 49 sind reprasentative Ausschnitte aus dem Myokardgewebe zu sehen.
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Abbildung 49: Kardiomyozyten im Querschnitt

Linker Ventrikel, HE-Farbung. Zu erkennen ist eine GroéfRenzunahme der Kardiomyozyten bei AD im
Vergleich zu CTRL. Die Hypertrophie ist bei AD-RDN weniger stark ausgepragt. MaBstab 20 pm.
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4.4.4 Linksventrikulare Hypertrophie und Indoxylsulfat

Das Ausmal’ der LVH gemessen an der Septumdicke korrelierte signifikant mit der
Plasmakonzentration von IS (n = 14, r = 0,67, p = 0,0087) (Abbildung 50).

Korrelation IS und LVH
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Abbildung 50: Korrelation IS und LVH

Es zeigt sich eine signifikante Korrelation der Plasmakonzentration von 1S und dem Ausmaf} der LVH. Kor-
relation nach Pearson.
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4.4.5 Western Blot

4451 RAGE, sRAGE und esRAGE

Die Expression von RAGE im LV war bei AD im Vergleich zu CTRL deutlich erhéht
(+266 %, p = 0,015). Nach renaler Denervation zeigte sich die RAGE-Expression wieder
normalisiert (—88 % vs. AD, p = 0,0047) (Abbildung 51).

sRAGE im LV war bei AD unverandert im Vergleich zu CTRL (p = 0,92). Es zeigte
sich jedoch bei AD-RDN eine deutlich erhdhte Expression von sRAGE (+433 % vs. AD,
p = 0,0139) (Abbildung 52).
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Abbildung 51: RAGE LV

Die Expression von RAGE im LV ist bei AD signifikant erhoht (+266 % vs. CTRL). Nach RDN zeigt sich eine
signifikante Abnahme von RAGE (—88 % vs. AD). Mittelwerte + SEM, ANOVA mit Tukey’s post-hoc-Test.
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Abbildung 52: sRAGE LV

Die Expression von sRAGE im LV zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen AD und CTRL. Bei AD-
RDN war die Expression jedoch erhdht (+433 % vs. AD). Mittelwerte + SEM, ANOVA mit Tukey’s post-hoc-
Test.
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Die Expression von esRAGE bei AD nimmt im Vergleich zu den Kontrollen nicht sig-
nifikant ab (-65 % vs. CTRL, p = 0,10). Nach RDN nimmt die esRAGE-Expression im
Vergleich zu AD etwas zu (+137 % vs. AD, p = 0,23), jedoch ohne statistische Signifikanz
(Abbildung 53).
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Abbildung 53: esRAGE LV

Die esRAGE-Expression ist bei AD nicht signifikant herunterreguliert (—-65 % vs. CTRL). Nach RDN steigt
die Expression wieder an (+137 % vs. AD), jedoch ohne statistische Signifikanz. Mittelwerte + SEM, ANOVA
mit Tukey’s post-hoc-Test.

4452 HMGB1

Es konnten keine signifikanten Unterschiede bezuglich der Expression von HMGB1

zwischen den verschiedenen Gruppen beobachtet werden (Abbildung 54).
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Abbildung 54: HMGB1 LV

Es ergab sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen. Mittelwerte + SEM, ANOVA mit Tukey’s
post-hoc-Test.
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4453 TLR2

Es konnten keine signifikanten Unterschiede bezuglich der Expression von TLR2 zwi-

schen den verschiedenen Gruppen beobachtet werden (Abbildung 55).
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Abbildung 55: TLR2 LV
Es ergab sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen. Mittelwerte + SEM, ANOVA mit Tukey’s

post-hoc-Test.
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Es konnten keine signifikanten Unterschiede bezuglich der Expression von TLR2 zwi-

schen den verschiedenen Gruppen beobachtet werden (Abbildung 56).
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Abbildung 56: TLR4 LV
Es ergab sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen. Mittelwerte + SEM, ANOVA mit Tukey’s

post-hoc-Test.
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4.4.6 Immunfluoreszenzfarbung

4461 RAGE

Abbildung 57 zeigt reprasentative Ausschnitte des Myokards in einer Immunfluores-
zenzfarbung gegen RAGE. Die starkste Fluoreszenz konnte im Zytoplasma der Kardio-
myozyten beobachtet werden, wahrend die Plasmamembran der Kardiomyozyten nur
stellenweise ein Fluoreszenzsignal aufwies. Interessanterweise zeigte sich auch in eini-
gen Zellkernen eine Fluoreszenz.

Die RAGE-Expression ist bei AD im Vergleich zu CTRL deutlich heraufreguliert. Nach

renaler Denervation ist die Expression im Vergleich zu AD etwas niedriger.
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Abbildung 57: Inmunfluoreszenzfiarbung RAGE Herz

Die RAGE-Expression in Kardiomyozyten ist bei AD in starkerem Male hochreguliert als bei AD-RDN. Die
Autofluoreszenz der Erythrozyten ist zu beachten. TRITC RAGE, DAPI Zellkerne. MaBstab x20 100 pm,
x100 20 pm.
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44.6.2 Tyrosinhydroxylase

Im linksventrikularen Myokard zeigt sich bei AD eine deutliche Zunahme der TH-po-
sitiven Nervenfasern (Abbildung 58). Bei AD-RDN ist die Anzahl der TH-positiven Ner-
venfasern geringer als bei AD.

Die Quantifizierung (Abbildung 59) ergab eine Zunahme bei AD von +236 % im Ver-

gleich zu den Kontrollen (p = 0,0002). Nach RDN war die Expression um 63 % geringer
(p = 0,0005 vs. AD).

Abbildung 58: Inmunfluoreszenzfarbung TH Herz

Die Anzahl TH-positiver Nervenfasern bei AD ist im Vergleich zu CTRL deutlich erhoht. Nach RDN zeigt
sich eine Abnahme TH-positiver Nervenfasern. FITC TH, DAPI Zellkerne. MaRstab 100 um.
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Abbildung 59: TH-positive Nervenfasern im LV

Bei AD ist die Anzahl TH-positiver Nervenfasern signifikant erhéht (+236 % vs. CTRL). Nach RDN normali-
siert sich die Anzahl wieder (-63 % vs. AD). Mittelwerte + SEM, ANOVA mit Tukey’s post-hoc-Test.

4.5 Zellkultur

4.5.1 H9c2-Stimulation mit Indoxylsulfat und sRAGE

Um einen hypertrophen Effekt von Indoxylsulfat nachzuweisen, wurden zunachst
zwei verschiedene Konzentrationen von Indoxylsulfat (10 pg/ml und 100 pg/ml) getestet.
100 pg/ml entsprechen Plasmakonzentrationen, wie sie bei terminal niereninsuffizienten
Patienten an der Hamodialyse gemessen werden konnen. Abbildung 60 A zeigt H9c2
in der Zellkulturschale.

Als Surrogat fur die Zellgré3e wurde der Mean Forward Scatter in der FACS-Analyse
herangezogen. Bei 10 ug/ml zeigte sich eine numerische VergréRerung der Zellen (+1 %
vs. CTRL, p = 0,74) ohne Signifikanz. Bei 100 pg/ml konnte eine signifikante Zunahme
der ZellgréRe beobachtet werden (+6 % vs. CTRL, p = 0,0015) (Abbildung 60 B).

Um zu untersuchen, ob sRAGE eine Indoxylsulfat-induzierte Hypertrophie abmildern
kann, wurde Zellen mit Indoxylsulfat (100 pg/ml) und sRAGE (5 ng/ml) stimuliert. Eine
signifikante Hypertrophie bei Indoxylsulfat konnte auch hier nachgewiesen werden
(+10 % vs. CTRL, p = 0,025). Nach Stimulation mit sSRAGE ergab sich jedoch kein sig-
nifikanter Unterschied (-1,8 % vs. IS, p = 0,75) (Abbildung 61).
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Abbildung 60: H9¢c2 Stimulation mit Indoxylsulfat

(A) H9c2 Zellen in der Zellkultur. (B) Bei 10 pg/ml zeigt sich kein signifikanter Unterschied zur Kontroll-
gruppe. Bei 100 pg/ml konnte eine signifikante Hypertrophie beobachtet werden. Mittelwerte £ SEM, ANOVA
mit Tukey’s post-hoc-Test.
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Abbildung 61: H9¢c2 Stimulation mit IS und sRAGE

Bei IS (100 pg/ml) zeigte sich eine signifikante Hypertrophie im Vergleich zu CTRL. Nach Behandlung mit
sRAGE (5 ng/ml) ergab sich kein Unterschied. Mittelwerte £+ SEM, ANOVA mit Tukey’s post-hoc-Test.
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5 Diskussion

5.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

Diese Arbeit untersuchte die Auswirkungen einer chronischen Niereninsuffizienz auf
myokardiale Hypertrophie und deren Modulation durch renale Denervation. Es interes-
sierte hierbei insbesondere, inwiefern das Uramietoxin Indoxylsulfat und die Pattern
Recognition Receptors RAGE, TLR4 und TLR2 eine Rolle spielen. Des Weiteren unter-
suchte die Studie Effekte der renalen Denervation auf funktionelle und strukturelle Nie-
renparameter. Zu Grunde liegt ein Tiermodell, bei dem Ratten eine Adenin-angerei-
cherte Nahrung bekommen, um eine Niereninsuffizienz zu induzieren.

Das Adenin-Modell induzierte eine myokardiale Hypertrophie gemessen an der My-
ozytenquerschnittsflache. Nach renaler Denervation zeigte sich eine signifikante Ab-
nahme des Myozytenquerschnittes. Der systolische Blutdruck war bei AD tendenziell
erhéht, jedoch ohne statistische Signifikanz. Bei AD-RDN zeigte der Blutdruck eine fal-
lende Tendenz, aber auch hier war im Vergleich zu AD keine statistische Signifikanz
beobachtet worden. In der Nierensonographie imponierten die Nieren bei AD und AD-
RDN echodicht vergrofert im Vergleich zu den Kontrollen. Der RRI war bei AD erhéht
und nahm nach renaler Denervation wieder ab. In der histologischen Nierenuntersu-
chung zeigte sich eine massive tubulointerstitielle Nephritis sowohl bei AD als auch bei
AD-RDN. Das mittlere glomerulare Kapillarvolumen und das Bowman-Kapsel-Volumen
war bei AD und AD-RDN gleichermalf3en vermindert. Die Glomerular Density war bei AD
und AD-RDN signifikant vermindert verglichen mit Kontrollen, jedoch war der Verlust an
Glomeruli bei AD-RDN signifikant geringer ausgepragt als bei AD. Die Nierenretentions-
parameter Kreatinin und Harnstoff waren erwartungsgemaf bei AD erhéht und nach
renaler Denervation unverandert im Vergleich zu AD. Die Plasma-Konzentration von In-
doxylsulfat war bei AD erhoéht und bei RDN signifikant erniedrigt. Im Urin zeigte sich kein
Unterschied zwischen AD und RDN, allerdings war in der Leber Indoxylsulfat nur bei AD
erhoht, nicht jedoch bei RDN. In der Niere war die Expression der PRRs RAGE, TLR2
und TLR4 bei AD und RDN erhdht ohne signifikanten Unterschied zwischen AD und
RDN.
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5.2 Wahl des CKD-Tiermodells

In der tierexperimentellen Forschung existieren zahlreiche Modelle zur Untersuchung
von Nierenschadigungen. Weil die meisten dieser Tiermodelle jedoch vereinfacht sind,
spiegeln sie nicht die Komplexitat und Individualitat der CKD beim Menschen wider und
fihren nicht notwendigerweise zu CKD-assoziierten kardiovaskularen Erkrankungen.*

Neben operativen Methoden zur Induktion einer Nierenschadigung, wie beispiels-
weise einer subtotalen Nephrektomie oder unilateralen Ureterobstruktion, kann auch
eine pharmakologische Induktion einer CKD erzielt werden. Hierfir eignet sich vor allem

die Adenin-induzierte Nephropathie, die im Folgenden detailliert beschrieben wird.

5.2.1 0,25 %-Adenin-Modell der CKD

Das 0,25 %-Adenin-Tiermodell Uber 16 Wochen flhrt zu einer progredienten CKD
und kardiovaskularen Komplikationen. Es bietet gegenuber den oben vorgestellten Me-
thoden den Vorteil, dass es die Pathophysiologie der menschlichen CKD und ihre Aus-
wirkungen auf das kardiovaskulére System besser nachahmt.*°

Um zu verstehen, warum eine Adenin-reiche Diat zu einer Nierenschadigung fuhrt,
muss zunachst der Stoffwechsel des Adenins betrachtet werden (Abbildung 62). A-
denin ist neben Guanin die wichtigste Purinbase und wird nach oraler Gabe in hohem
MafRe resorbiert.”® Um in den Stoffwechsel der Zellen aufgenommen zu werden, muss
Adenin durch Katalyse der Adenin-Phosphoribosyltransferase (APRT) zu Adenosinmo-
nophosphat (AMP) umgesetzt werden. Die APRT ist ein Enzym des sogenannten Sal-
vage-Pathways, der fur die Wiederverwertung der Base notwendig ist. AMP ist ein Nu-
cleotid und kann entweder durch Desaminierung zu Inosinmonophosphat (IMP) oder
durch hydrolytische Abspaltung des Phosphatrestes zu Adenosin umgewandelt werden.
Analog hierzu wird IMP durch die Eliminierung des Phosphates und Adenosin durch
Desaminierung in das Nucleosid Inosin umgesetzt. Durch phosphorolytische Entfernung
der Ribose wird aus Inosin die freie Base Hypoxanthin freigesetzt. Hypoxanthin ist Sub-
strat der Xanthin-Oxidase (XO), die es Uber den Zwischenschritt Xanthin zur Harnsaure
oxidiert.

Neben der XO, welche molekularen Sauerstoff als Elektronenakzeptor verwendet und
deshalb ROS produziert, existiert auch eine Xanthin-Dehydrogenase (XDH), die NAD*
als Oxidationsmittel benutzt (in Abbildung 62 nicht dargestellt). Unter physiologischen
Bedingungen ist hauptsachlich die XDH aktiv, jedoch kann bei Ischamie die XDH —
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vermutlich durch proteolytische Spaltung — in die XO Uberflihrt werden. Es wurde ge-
zeigt, dass die XO eine wichtige Quelle freier Sauerstoffradikale beim Myokardinfarkt ist
und ihre Hemmung einen therapeutischen Ansatz darstellt.?

Harnsaure ist ein schlecht wasserloslicher Metabolit, der beim Menschen und héhe-
ren Primaten nicht weiter abgebaut werden kann. Dieser Umstand ist der Tatsache ge-
schuldet, dass ebendiese Spezies ein Pseudogen fiir die Urat-Oxidase besitzen, das vor
etwa 15 Mio. Jahren durch unabhéngige Mutationen seine Funktion verloren hat.%"1°
Andere Saugetiere, darunter Ratten, exprimieren eine funktionsfahige Urat-Oxidase und
sind daher in der Lage, die Harnsaure weiter abzubauen. Uber einige Zwischenschritte

entsteht das Endprodukt Allantoin. Allantoin ist besser wasserldslich als Harnsaure und

AMPD
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A NT H2O  NH4* H,O
H20 P NT
PP; P ADA '
Nukleoside APRT < Adenosin —><—> Inosin
PRPP H:0 NHe  p
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Rib-1-P
H202 O2 + H20
Basen Adenin Xanthin Hypoxanthin
202 + 2H20 02 + H.O X0
X0 X0
2H202 H202
2,8-DHA Harnsaure
Abbauprodukte y | Urat-Oxidase
Allantoin

Abbildung 62: Metabolismus der Base Adenin

Adenin ist eine Purinbase und kann durch Katalyse der APRT, einem Enzym des sogenannten Salvage
Pathways, zum Nukleotid AMP umgesetzt werden. Uber eine Desaminierung und hydrolytische Abspaltung
eines anorganischen Phosphatrestes wird AMP zu Inosin abgebaut. Es folgt eine phosphorolytische Elimi-
nierung der Ribose, sodass die freie Base Hypoxanthin entsteht. Dieser Metabolit wird durch die XO Uber
einen Zwischenschritt zur Harnsaure oxidiert. In allen Saugetieren, au3er héheren Primaten und dem Men-
schen, kann Harnsaure mithife der Urat-Oxidase in das besser wasserlosliche Allantoin umgesetzt werden.
Bei einem Defekt der APRT oder einer hohen Zufuhr von Adenin kann auch ein alternativer Stoffwechselweg
eingeschalgen werden. Die XO vermag neben Hypoxanthin/Xanthin auch Adenin als Substrat zu akzeptie-
ren und an C2 und C8 zum 2,8-DHA zu oxidieren. Anmerkung: Die Xanthin-Dehydrogenase (XDH), ein
Isoenzym der XO, verwendet NAD* als Oxidationsmittel und produziert daher keine ROS. ADA Adenosin-
Desaminase, AMP Adenosinmonophosphat, AMPD AMP-Desaminase, APRT Adenin-Phosphoribosyltrans-
ferase, 2,8-DHA 2,8-Dihydroxyadenin, IMP Inosinmonophosphat, NT Nukleotidase, P;Phosphat, PNP Purin-
nukleosid-Phosphorylase, PP; Pyrophosphat, PRPP Phosphoribosylpyrophosphat, XO Xanthin-Oxidase
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wird renal ausgeschieden. Die Serum-Harnsaurekonzentration ist bei Spezies ohne
funktionierende Urat-Oxidase 3—10 mal hoher als bei Spezies mit funktionsfahiger Urat-
Oxidase,'® weshalb letztere nicht von Gicht oder Urat-Nephrolithiasis betroffen sind.'?

Neben dem ,klassischen Abbau der Purine zu Harnsaure bzw. Allantoin existiert ein
alternativer Stoffwechselweg. Bei einer autosomal-rezessiven vererbten Defizienz der
APRT kann Adenin nicht wiederverwertet werden. Der schwer wasserldsliche Metabolit
2,8-DHA akkumuliert und fiihrt zu 2,8-DHA-Nephrolithiasis und Nierenversagen.® In die-
sem Fall wird Adenin als Alternativsubstrat von der XO akzeptiert und an zwei Kohlen-
stoffatomen zum 2,8-DHA oxidiert." Auch bei sehr hoher exogener Zufuhr von Adenin
entsteht 2,8-DHA, wahrscheinlich durch APRT-Insuffizienz bei hohen Substratkonzen-
trationen.'%

Diwan et al.*® entwickelten das 0,25 %-Adenin-Modell basierend auf einem urspriing-
lichen 0,75 %-Adenin-Modell.?*? In einer tierexperimentellen Studie wurde gezeigt, in-
wiefern sich verschiedene Konzentrationen von Adenin in der Nahrung (0,075 %, 0,25
%, 0,5 % und 0,75 %) Uber 16 Wochen auf die Niere und das kardiovaskulare System
von Ratten auswirkte. Zusatzlich wurde eine 0,25 %-Adenin-Gruppe mit Allopurinol, ei-
nem Xanthin-Oxidase-Inhibitor, behandelt, um den Einfluss von Harnsaure in der Patho-
genese zu ermessen. Weil die Progression der Nierenerkrankung bei 0,5 %- und 0,75 %-
Adenin-Diat zu rapide war, mussten die Tiere nach 8 Wochen (0,5 % Adenin) bzw. 6
Wochen (0,75 % Adenin) euthanasiert werden. Im Gegensatz dazu fuhrte die 0,25 %-
Adenin-Diat zu einer ausreichenden Nierenschadigung, die langsam genug fortschritt,
um den Verlauf der menschlichen CKD zu imitieren.*® 16 Wochen bei der Ratte entspre-
chen etwa 8 Jahre beim Menschen.'®

Laborchemische Veranderungen waren erhéhtes Serum-Kreatinin, Serum-Harnstoff
sowie eine erhdhte Serum-Kaliumkonzetration und LDH. Ferner war die Kreatinin- und
Harnstoffkonzentration im Urin erniedrigt. Die Ratten entwickelten auf3erdem eine Pro-
teinurie.*®

Histopathologisch zeigten sich eine tubulare Atrophie, Abflachung des proximalen Tu-
bulusepithels, fokale tubulare Epithelhypertrophie sowie eine Glomerulopathie im Sinne
einer Glomerulosklerose und -hypertrophie. Eine Podozytenschadigung konnte durch
erhéhte Expression von Desmin und TGF-B nachgewiesen werden. Der Glomerulus-
schaden ist wahrscheinlich sekundarer Natur und entwickelt sich auf dem Boden der
tubularen Obstruktion. Infiltrate inflammatorischer Zellen gingen einher mit verstarkter

Expression von TNF-q, IL-6 sowie HO-1, einem Biomarker fiir oxidativen Stress. Ferner



Diskussion 103

konnte in der Niere eine vermehrte Kollagen-Ablagerung und Apoptose, gemessen an
der Expression von Caspase-3, festgestellt werden.>°

Das 0,25 %-Adenin-Modell fuhrt auch zu kardiovaskularen Veranderungen. Ab vier
Wochen war ein Anstieg des systolischen Blutdruckes beobachtet worden und nach 16
Wochen zeigte sich eine LV-Hypertrophie. Der LVESD und LVEDD sowie das LVESV
und LVEDV waren vermindert. Interstitielle und perivaskulare Inflammation und Fibrose
fuhrten zu einer erhdhten Steifigkeit des LV. AuRerdem reagierte die Aorta mit einer be-
eintrachtigten Kontraktion und Relaxation auf externe Stimuli.*®

Eine detaillierte Beschreibung der 2,8-DHA-Nephropathie bietet eine Ubersichtsar-
beit, in der auf die Pathophysiologie auf zellularer und molekularer Ebene eingegangen
wird.'® Von groRer Bedeutung fiir die Pathogenese der CKD sind Kristallablagerungen
im tubuldren Lumen. Verschiedene Untersuchungen legen nahe, dass es sich bei diesen
Kristallen um 2,8-Dihydroxyadenin-Ablagerungen (2,8-DHA) handelt.'”'%¢8¢ 2 8-DHA ist
im Plasma an Proteine gebunden, im Urin jedoch bei physiologischem pH nicht Iésbar?'°
und prazipitiert deshalb. Es wurde gezeigt, dass Allopurinol, ein Xanthin-Oxidase-Inhi-
bitor, die schadlichen Auswirkungen des Adenins auf die Niere und das kardiovaskulare
System abmildert.*® Daraus wurde abgeleitet, dass hauptsachlich die erhéhte Harnséure
fur die Schaden verantwortlich ist. Diese Hypothese wird durch die Beobachtung ge-
stlitzt, dass die durch Hyperurikédmie induzierte Nierenerkrankung bei Ratten weiter fort-
schreitet, obwohl keine Kristalle in der Niere zu finden sind.%® Dieses Ergebnis steht im
Widerspruch zu der Annahme, dass Urat-Kristalle — analog zur Pathogenese der Gicht
— die Urat-Nephropathie verursachen.® Viele Untersuchungen belegen jedoch, dass Hy-
perurikdmie per se nierenschadigend ist. Urat ist in der Lage, endotheliale und mito-
chondriale Dysfunktion zu induzieren'®® und fiihrt zur Freisetzung von HMGB1 aus En-
dothelzellen, wodurch wiederum TLR aktiviert werden.'®® Weitere pathophysiologische
Auswirkungen von Harnsaure sind eine Aktivierung des RAAS sowie die Induktion von
oxidativem Stress® und renaler Inflammation durch Aktivierung des NF-kB-Signalweges
in Tubulusepithelzellen.?*

Eine Therapie mit Allopurinol hemmt jedoch nicht nur die Bildung von Harnsaure, son-
dern auch die von 2,8-DHA. Insofern kann die Nephrotoxizitat des Adenin-Modells nicht
ganzlich der Harnsaure attribuiert werden, sondern die 2,8-DHA-Prazipitation in den Tu-
buli spielt ebenfalls eine wichtige Rolle, indem sie eine obstruktive Nephropathie verur-

sacht.
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5.3 Herz

5.3.1 Kardiale Hypertrophie und Blutdruck

Die Bestimmung der kardialen Hypertrophie erfolgte durch histologische Messung der
Myozytenquerschnittsflache sowie echokardiographisch und durch die Auswertung der
MRT-Aufnahmen. Es zeigte sich bei AD eine signifikante VergréRerung der Myozyten-
querschnittsflache im LV und eine Verdickung der LV-Wanddicken im Vergleich zu den
Kontrollen. Bei AD-RDN nahmen die Parameter ab. Hinsichtlich der diastolischen Funk-
tion zeigte sich bei AD ein erhdhtes E/A-Verhaltnis, was auf eine niedrigere Compliance
und erhohte Fullungsdricke des LV hinweist. Nach RDN nahm E/A signifikant ab. Der
systolische Blutdruck war bei AD numerisch erhoht im Vergleich zu den Kontrollen ohne
statistische Signifikanz. Bei AD-RDN zeigte sich ebenfalls kein signifikanter Unterschied
zu AD.

5.31.1 Kardiovaskulares Risiko bei CKD

Traditionelle kardiovaskulare Risikofaktoren erhéhen die Wahrscheinlichkeit einer
CKD. Insofern ist es nicht erstaunlich, dass niereninsuffiziente Patienten ein erhdhtes
kardiovaskulares Risiko aufweisen (Abbildung 63). Es zeigt sich jedoch, dass auch
nach Adjustierung fir traditionelle Risikofaktoren die Niereninsuffizienz an und fur sich
einen unabhangigen Risikofaktor darstellt. Neben den klassischen Risikofaktoren Alter,
Geschlecht, Hypertonie, Diabetes mellitus und Rauchen tragen nicht-traditionelle Risi-
kofaktoren und Niereninsuffizienz-spezifische Faktoren synergistisch zum Gesamtrisiko
bei.*® CKD-Patienten kénnen eine sogenannte uramische Kardiomyopathie entwickeln,
die hauptsachlich durch eine linksventrikulare Hypertrophie und Fibrose gekennzeichnet
ist. Diese Kardiomyopathie ist multifaktoriell bedingt, wobei Uramietoxine, Anamie, Oxi-
dativer Stress, Inflammation und Hormone des Calcium-Phosphat-Stoffwechsels eine
Rolle spielen.*® Die linksventrikulare Hypertrophie ist insofern problematisch, als sie die
Mortalitat erheblich erhdht und somit die Prognose verschlechtert.'®%2#? Therapeutische
Mafnahmen zur Reduktion der linksventrikularen Masse sind also erforderlich, um die

Uberlebenswahrscheinlichkeit dieser Patienten zu erhdhen.
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Kardiovaskulares Risiko

Abbildung 63: Kardiovaskuladres Risiko bei Niereninsuffizienz

5.3.1.2 Uramische Kardiomyopathie — Neue Behandlungsansatze

Eine effektive Behandlung der urdmischen Kardiomyopathie ist essentiell, um das
kardiovaskulare Risiko chronisch nierenkranker Patienten zu minimieren. Bisherige kon-
ventionelle Therapieoptionen zielen vorwiegend auf die Kontrolle traditioneller Risikofak-
toren ab, allen voran die Einstellung eines adaquaten arteriellen Blutdrucks.""® Fir Uréa-
mie-spezifische gezielte MalRnahmen zur Reduktion der linksventrikularen Hypertrophie
sowie zur Reduktion kardiovaskularer Endpunkte konnte indes keine eindeutige Evidenz
in klinischen Studien nachgewiesen werden."'® Mit zunehmendem Verstandnis patho-
physiologischer Prozesse der urdmischen Kardiomyopathie ist es hingegen gelungen,
einige vielversprechende Ansatzpunkte zur spezifischen Therapie zu identifizieren.

Eine bedeutende Saule in der Genese der Kardiomyopathie sind Stérungen der Cal-

cium-Phosphat-Homdostase, deren Modulation sich verschiedene Studien gewidmet
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haben."'® CKD-Patienten kénnen aufgrund eines Vitamin-D-Mangel-Zustandes und ei-
ner Hypocalciamie einen sekundaren Hyperparathyreoidismus (sHPT) entwickeln. Die
Therapie mit Cinacalcet, einem Modulator des calciumsensitiven Rezeptors, fihrt bei
Hamodialyse-Patienten mit sHPT zur Reduktion der linksventrikuldaren Masse und ver-
bessert die diastolische Pumpfunktion gemessen am E/E‘-Verhaltnis.** Ein zentrales
Hormon der Phosphat-Regulation ist der FGF23, der die renale Phosphatausscheidung
verstarkt. CKD-Patienten retinieren Phosphat und weisen eine kompensatorisch erhéhte
FGF23-Konzentration auf, die jedoch kardiotoxische Auswirkungen hat. An isolierten
Kardiomyozyten hemmt die Blockade des FGFR4, einem Rezeptor fir FGF23, die Ent-
wicklung einer FGF23-induzierten Hypertrophie.”® In derselben Studie konnte gezeigt
werden, dass die Blockade dieses Rezeptors auch in vivo bei 5/6-nephrektomierten Rat-

t.7° Dariiber hinaus

ten die Ausbildung der linksventrikularen Hypertrophie abschwéch
hat die Therapie von uramischen Ratten mit Vitamin D anti-hypertrophe Effekte, welche
Uber die FGF23/FGFR4-Achse vermittelt werden.""” Zuletzt fiihrt die Gabe des Proteins
Klotho, das membrangebunden als Co-Rezeptor fur FGF23 fungiert und als 16sliche
Form im Blut zirkuliert, zu einer Hemmung der kardialen Hypertrophie bei uramischen
Mausen.""’

Uramietoxine bilden eine weitere wichtige Saule bei der Entstehung der urdmischen
Kardiomyopathie. Insofern erscheint es sinnvoll, Therapien zur Reduktion zirkulierender
Uramietoxine zu entwickeln. Viele Uramietoxine wie Indoxylsulfat entstehen aus Vorlau-
fermolekilen der Verdauung und sind stark proteingebunden, weshalb sie sich einer ef-
fektiven Eliminierung durch Hamodialyse entziehen. Deshalb wurden Strategien zur Re-
duktion der enteralen Bildung respektive Resorption entwickelt. AST-120 ist ein Kohle-
basiertes orales Adsorbens, das unspezifisch Uramietoxine und seine Vorlaufer bindet
und mit den Faeces ausscheidet. In einem Rattenmodell der chronischen Niereninsuffi-
zienz vermag die Gabe von AST-120 der Entstehung einer linksventrikularen Hypertro-
phie und Fibrose entgegenzuwirken, indem es myokardialen oxidativen Stress vermin-
dert.%® Des Weiteren flihrt Indoxylsulfat zu einer Stérung der epithelialen Darmbarriere
und kann somit die Resorption von Indol weiter aggravieren.®? AST-120 stellt die Darm-
barriere teilweise wieder her und kdnnte womaoglich kardiovaskulare Komplikationen, die
auf einer uramischen Enteropathie beruhen, abmildern.®? Es existieren einige klinische
Studien, die eine prognostische Wirkung von AST-120 untersucht haben. In einer retro-
spektiven Studie mit CKD-Patienten fuhrt die Langzeittherapie mit AST-120 zu einer Re-
duktion renaler Endpunkte (Erreichen der Dialysepflichtigkeit) und kardialer Ereig-
nisse.'® Bei Patienten mit CHF und begleitender CKD konnte AST-120 die systolische
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und diastolische Funktion verbessern.®® In prospektiven Studien bei CKD-Patienten
fuhrte die Gabe von AST-120 zuséatzlich zur Standardtherapie jedoch nicht zu einer Ver-
langsamung der CKD-Progression.?®'"® Die Autoren vermuten, dass moglicherweise Pa-
tienten mit zu fortgeschrittener CKD eingeschlossen wurden, sodass AST-120 seinen
Endpunkt verfehlt hat. Insgesamt ergibt sich fir AST-120 keine klare Evidenz bezuglich
des kardiovaskularen und renalen Outcomes.

Weitere interessante Ansatze zur Reduktion der Uramie zielen auf die Modifikation
des Mikrobioms ab. Diatetische MaRnahmen und Probiotika kdnnen die Darmflora ver-
andern und die Menge zirkulierender Toxine verringern, allerdings ist auch hier die klini-
sche Evidenz dieser Interventionen limitiert.'®®* Des Weiteren sind anti-inflammatorische
Strategien zur Therapie der uramischen Kardiomyopathie in Erprobung. Eine Placebo-
kontrollierte Phase-II-Studie untersucht die Sicherheit und Effektivitat einer Therapie mit

Colchicin bei uramischer Kardiomyopathie (ClinicalTrials.gov identifier: NCT04500665).

5.3.1.3 Uramische Kardiomyopathie — Rolle der renalen Denervation

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass im Adenin-Rattenmodell eine linksventri-
kulare Hypertrophie induziert wird. In Ubereinstimmung damit konnten vorherige Studien
am gleichen Tiermodell ebenso eine linksventrikulare Hypertrophie nachweisen.*849.97.183
Die renale Denervation vermag diese Hypertrophie im Adenin-Modell etwas abzumil-
dern. Es gibt zahlreiche Evidenz dafiir, dass die renale Denervation anti-hypertrophe
Eigenschaften besitzt. Tierexperimentelle Studien mit SH-Ratten haben eine Reduktion
der linksventrikularen Hypertrophie nach renaler Denervation nachgewiesen, wobei anti-
inflammatorische Effekte via Herunterregulation von kardialem TLR4,%® eine Hemmung
des Raf/MEK/ERK-Signalweges?? und eine Modulation der Autophagie®' beobachtet
wurden. Die Reduktion der kardialen Hypertrophie ist sogar starker ausgepragt als bei
medikamentdser ACE-Inhibition.*” Bei Dahl-Salz-sensitiven hypertensiven Ratten fiihrt
die renale Denervation Blutdruck-unabhangig zu einer Reduktion der linksventrikularen
Masse, deren Ausmals mit einer medikamentdsen B-Blockade vergleichbar ist.?™ Stu-
dien am Menschen ergaben ahnliche Resultate. So konnte bei nierentransplantierten
Patienten nach bilateraler nativer Nephrektomie, die im Wesentlichen einer totalen rena-
len Denervation entspricht, eine Reduktion der linksventrikularen Hypertrophie nachge-
wiesen werden.?>'*° Bei Patienten mit unkontrollierter arterieller Hypertonie reduziert die
renale Denervation ebenfalls die linksventrikulare Masse und verbessert die diastolische

Funktion teilweise unabhéngig von Anderungen des Blutdrucks.®*' Die Autoren
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vermuten, dass eine Hemmung des zentralen Sympathikotonus und eine damit einher-
gehende verminderte Stimulation kardialer AR zu dieser Blutdruck-unabhangigen Re-

duktion der linksventrikularen Hypertrophie beigetragen haben.

Da kein signifikanter Blutdruckunterschied zwischen den Gruppen beobachtet wurde,
scheint die Kardiomyozytenhypertrophie auch von anderen Parametern als dem Blut-
druck abhangig zu sein. Die bei CKD haufig anzutreffende Aktivierung des sympathi-
schen Nervensystems und die Erhéhung zirkulierender Katecholamine kénnen Gber Sti-
mulation kardialer AR zu einer Hypertrophie fihren. Dartiber hinaus spielen bei Nierenin-
suffizienz Uramietoxine eine wichtige Rolle, wobei dem Indoxylsulfat eine zentrale Be-
deutung zukommt. Es existieren zahlreiche Studien, die die pro-hypertrophe Wirkung
von Indoxylsulfat sowohl in vitro, als auch in vivo demonstriert haben. In Einklang damit
war die Plasma-Konzentration von Indoxylsulfat bei AD erhéht und nach renaler Dener-
vation wieder etwas vermindert. Dieser Effekt der renalen Denervation ist in der bisheri-
gen Literatur nicht beschrieben worden und liefert somit einen neuen Erklarungsansatz

der Blutdruck-unabhangigen anti-hypertrophen Wirkungen der renalen Denervation.

5.3.2 Proteinexpression

Diese Studie untersuchte den Einfluss der renalen Denervation auf die Expression
von Pattern-Recognition-Receptors im Myokard in einem Rattenmodell der CKD. Kardi-
ales RAGE war bei Niereninsuffizienz hochreguliert, wahrend seine l6sliche Form
sRAGE vermindert war. Nach renaler Denervation zeigte sich eine Umkehrung dieser
SsRAGE/RAGE-Dysbalance zugunsten einer erhdhten sRAGE-Expression. Bezlglich
der beiden PRRs TLR2 und TLR4 konnte kein Unterschied zwischen den Gruppen fest-
gestellt werden. Der Ligand HMGB1 zeigte im Myokard ebenfalls keine Regulation.

PRRs sind zumeist membranstandige Rezeptoren, die eine zentrale Rolle bei der Er-
kennung von PAMPs und DAMPs spielen. Zellen des angeborenen Immunsystems wie
Makrophagen exprimieren PRRs und werden somit in die Lage versetzt, korperfremde
Moleklle wie beispielsweise das von gram-negativen Bakterien freigesetzte LPS zu
identifizieren. Nach Ligandenbindung wird eine intrazellulare Signalkaskade in Gang ge-
setzt, die schlussendlich eine proinflammatorische Antwort auslést. Die Sezernierung
von Zytokinen und Aktivierung von Immunzellen dient der Abwehr mikrobieller Invaso-

ren.
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Nachdem die essentielle Rolle der PRRs bei der Beseitigung kérperfremder Struktu-
ren aufgeklart wurde, riickte das Interesse der Forschung hin zur Beteiligung dieser Re-
zeptoren bei kdrpereigenen pathophysiologischen Prozessen. Es zeigte sich, dass
PRRs durch zahlreiche endogene Liganden aktiviert werden und eine sogenannte sterile
Inflammation induzieren. Eine dauerhafte und inadaquate Immunreaktion schadigt Or-
gane und tragt zum Progress relevanter Krankheitsentitaten wie der CKD oder der Arte-
riosklerose bei. Um die Prognose dieser Patienten zu verbessern, konnten Interventio-

nen sinnvoll sein, die auf die Aktivitat der PRRs abzielen.

5.3.21 PRRs — Relevanz bei kardialem Remodelling

Neben Zellen des Immunsystems werden die Pattern Recognition Receptors
RAGE,* TLR2'" und TLR4% auch in Kardiomyozyten exprimiert. TLR4 ist dabei der
haufigste und am besten untersuchte kardiale TLR."" In verschiedenen Studien konnte
eine Beteiligung der Rezeptoren sowie ihres Liganden HMGB1 bei myokardialen Um-
bauprozessen, dem sogenannten Remodelling, nachgewiesen werden.

RAGE ist mit kardialen Pathologien wie Hypertrophie und Fibrose assoziiert, wahrend
seine l6sliche Form sRAGE protektive Eigenschaften besitzt. SRAGE entsteht durch pro-
teolytische Abspaltung der extrazellularen Doméane von RAGE, die durch die Proteasen
ADAM10 und MMP9 katalysiert wird.®® Nach gegenwartigem Forschungsstand fungiert
sRAGE als Decoy-Rezeptor, der RAGE-Liganden abfangt und eine Bindung an memb-
ranstandiges RAGE verhindert. Bei Mausen fuhrt eine Nachlasterhéhung durch trans-
verse aortic constriction (TAC) zu einer Hochregulation von RAGE im Herzen.'?® Eine
Behandlung der Mause mit SRAGE reduziert das Ausmal} des kardialen Remodelling
(Hypertrophie und Fibrose) und verbessert die Pumpfunktion, indem oxidativer Stress
und Inflammation vermindert werden.'?® Auch bei RAGE-Knockout-Mausen konnte ein
protektiver Effekt bei Nachlasterhéhung beobachtet werden, wobei die Regulation der
Autophagie eine Rolle zu spielen scheint.?®'?* Mechanischer Stress an Kardiomyozyten
fuhrt zu einer verstarkten Expression von RAGE und TLR4 sowie zu einer Hypertrophie,
die durch Bindung von HMGB1 an RAGE verstarkt wird.?* Zirkulierendes HMGB1 steht
zudem in unmittelbarem Zusammenhang zur Infarktgré3e und Pumpfunktion nach Myo-
kardinfarkt.>* Des Weiteren hat HMGB1 negativ inotrope Eigenschaften, die auf eine Ak-
tivierung von RAGE und TLR4 zurlickzufiihren ist.?%? In-vitro-Studien an H9c2 Zellen le-
gen nahe, dass RAGE an der Entstehung der AT-Il-induzierten Hypertrophie beteiligt ist,
wahrend sRAGE die Hypertrophie vermindert.'® Darliber hinaus reduziert SRAGE den
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Ischamie-Reperfusions-Schaden durch Hemmung der Apoptose von Kardiomyozyten®3’
und wirkt einer altersbedingten kardialen Fibrose entgegen.'”®

Neben RAGE wird auch TLR4 mit kardialer Hypertrophie und Inflammation in Verbin-
dung gebracht. Eine gute Zusammenfassung der Erkenntnisse bezlglich TLR4 bietet
eine Ubersichtsarbeit.??* Bei TAC-M&usen kann die Hemmung von TLR4 mit Eritoran die
Hypertrophie abmildern und die myokardiale Konzentration der proinflammatorischen
Zytokine IL-1 und IL-6 reduzieren, wobei die Autoren eine Aktivierung von TLR4 durch
die Bindung von Fibrinogen vermuten.®® Die TLR2-Expression war durch die Nachlast-
erhéhung jedoch nicht reguliert. In einer anderen Studie mit TLR2-Knockout-Mausen
wurde jedoch gezeigt, dass die TLR2-Defizienz zu einer Verbesserung des kardialen
Remodelling bei chronischer Nachlasterhéhung fihrt."°" Die Autoren stellen die Hypo-
these auf, dass TLR4 und TLR2 additiv zum nachteiligen Remodelling beitragen und
somit therapeutische Ziele darstellen. Eine Studie mit TLR2-Knockout-Mausen hat die
Interaktion des extrazellular freigesetzten Hitzeschockproteins HSP70 mit TLR2 als es-
sentiellen Prozess bei der adaptiven Hypertrophie bei Nachlasterhéhung identifiziert.”
Daruber hinaus tragt die myokardiale TLR4-Aktivierung durch HMGB1 zum Ischamie-
Reperfusions-Schaden und zur vaskuléren Kalzifikation bei.'**%¢ Im Tiermodell der AT-
ll-induzierten Hypertrophie ist sowohl TLR4 als auch TLR2 involviert, da ein Knock-out
dieser Proteine zu einer Verminderung der kardialen Hypertrophie fiihrt, teilweise sogar
unabhéngig vom Blutdruck.'®%° Untersuchungen an H9c2-Zellen haben demonstriert,
dass AT-Il die Komplexbildung von TLR2-MyD88 férdert und die Hemmung von TLR2
mittels siRNA die Surrogat-Parameter fir Hypertrophie, Fibrose und Inflammation redu-
ziert.?®® Auch eine B-adrenerge Stimulation mit Isoproterenol ruft eine kardiale Hypertro-
phie hervor, wobei TLR4 im Myokard hochreguliert und mit ROS und mitochondrialer

Dysfunktion assoziiert ist.*®

Die pathologischen Veranderungen konnten durch Blockade
des TLR4 abgeschwacht werden. Des Weiteren ist TLR2 in Herzen von Mausen mit
Isoproterenol-induzierter Herzinsuffizienz vermehrt exprimiert, wobei Kardiomyozyten
und Makrophagen als Hauptquelle von kardialem TLR2 ausfindig gemacht wurden.'®
Ein TLR2-Knockout hat in diesem Tiermodell die Isoproterenol-induzierten Schaden ab-
gemildert. In-vitro-Experimente legten nahe, dass die TLR2-Inhibition durch Hemmung
des MAPK-NF-kB-Signalweges ihre Wirkung entfaltet.’*® Zuletzt ist auch myokardiales

RAGE bei Ratten mit Isoproterenol-Stimulation erhoht.'"



Diskussion 111

5.3.2.2 Kardiale PRRs — Relevanz bei Uramie

Wahrend die Rolle der kardialen PRRs bei obengenannten Pathologien relativ gut
untersucht worden ist, finden sich zur Relevanz dieser Rezeptoren bei Niereninsuffizienz
deutlich weniger Untersuchungen. Aufgrund ihrer geringeren Entgiftungsfunktion bei
CKD kann die Niere Advanced Glycation End Products (AGEs) schlechter ausscheiden,
weshalb AGEs akkumulieren und als Uramietoxine betrachtet werden kénnen.*® AGEs
erhéhen bei CKD-Patienten die kardiovaskulare Mortalitat, indem sie Arteriosklerose und
linksventrikulédre Hypertrophie induzieren.®® Da AGEs ihre schadliche Wirkung (iber
RAGE vermitteln, erscheint es plausibel, dass dieser Rezeptor eine Bedeutung fiir die
Prognose bei Niereninsuffizienz hat. Kardiales RAGE wurde sogar als kausaler Faktor
bei der Entstehung der CKD-assoziierten linksventrikularen Hypertrophie postuliert, da
zirkulierendes sRAGE in einem inversen Zusammenhang mit der linksventrikularen
Masse steht."?' Dieser Zusammenhang besteht unabhéngig von traditionellen und nicht-
traditionellen Risikofaktoren. Interessanterweise konnte bei nierengesunden Probanden
eine Korrelation zwischen sRAGE und linksventrikularer Masse nicht beobachtet wer-
den, sodass diese Assoziation womdglich ein Spezifikum bei CKD ist.'?" Eine Beteiligung
von TLR4 bei der uramischen Kardiomyopathie konnte ebenfalls bei 5/6-nephrektomier-
ten Ratten gezeigt werden.?*! Die Rolle des TLR2 bei CKD-assoziierter linksventrikularer

Hypertrophie ist bisher nicht untersucht worden.

5.3.2.3 Kardiale PRRs — Modulation durch renale Denervation

Inwiefern kardiale PRRs durch eine renale Denervation reguliert werden, ist bisher
nur in wenigen Studien untersucht worden. Ein Zusammenhang zwischen dem sympa-
thischen Nervensystem und den Rezeptoren erscheint méglich, da RAGE, TLR2 und
TLR4 durch den B-Agonisten Isoproterenol induziert werden. 11158 Bei fettleibigen SH-
Ratten zeigt sich eine Hochregulation von myokardialem RAGE und vermindertem
sRAGE, wobei sich nach renaler Denervation diese Dysbalance verbessert.'”® Anschlie-
Rende in-vitro-Untersuchungen legen nahe, dass Katecholamine eine 31-abhangige In-
duktion von RAGE und eine 32-abhangige Hemmung von ADAM10 und damit einherge-
hend verminderter sSRAGE-Bildung bewirken.'”® Bei diesen Ratten ist RAGE auch in den
Vorhéfen verstarkt exprimiert und geht mit atrialer Fibrose einher. Die Modulation des
sympathoadrenergen Systems durch renale Denervation fuhrt auch hier zu einer teil-
weise Blutdruck-unabhangigen Verbesserung des RAGE/sRAGE-Verhéltnisses.'” In ei-

ner anderen Studie mit SH-Ratten hemmte die renale Denervation die Progression der
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linksventrikularen Hypertrophie, wobei die Expression von kardialem TLR4 sowie von
NF-kB, TNF-a und IL-6 herunterreguliert war.®

In Einklang mit vorherigen Studien an anderen Tiermodellen konnte in dieser Arbeit
gezeigt werden, dass auch bei der Adenin-induzierten CKD die Expression von kardia-
lem RAGE erhdht war und nach renaler Denervation zugunsten von sRAGE vermindert
war. Die Reduktion der linksventrikularen Masse nach Denervation kdnnte somit in kau-
salem Zusammenhang zur Verbesserung der RAGE/sRAGE-Dysbalance stehen. Zu-
satzlich zum oben beschriebenen p-adrenergen Mechanismus ist es denkbar, dass auch
die Verminderung des Uramietoxins Indoxylsulfat einen Beitrag zur Hemmung von
RAGE leistet. Bisher existieren keine Studien, die diesen Sachverhalt naher untersucht
haben. Jedoch hat Indoxylsulfat proinflammatorische Eigenschaften und kann oxidativen
Stress verstarken, sodass ein Milieu entsteht, das fir eine verstarkte RAGE-Expression
pradisponiert. Bezuglich der beiden anderen Rezeptoren TLR2 und TLR4 konnte entge-
gen der Ergebnisse vorheriger Studien keine Regulation bei Uramie beobachtet werden.
Ob in diesem Tiermodell tatsachlich keine Regulation besteht oder diese mdglicherweise
geringer ausgepragt ist, sodass sie aufgrund der geringen Teststarke nicht entdeckt

wurde, bleibt offen.

5.4 Niere

Erwartungsgemafl waren die klassischen Nierenretentionsparameter Kreatinin und
Harnstoff bei AD und AD-RDN erhoht und zeigten die erfolgreiche Induktion einer Nie-
renschadigung an. RDN zeigte hierbei keinen Einfluss auf die CKD. Die effektive renale
Denervation wurde durch eine verminderte Konzentration von Noradrenalin in den Nie-
ren bestatigt.

Sonographisch zeigte sich das Nierenparenchym bei den Adenin-Ratten echoreich
verdichtet im Vergleich zu den Kontrollen. Zudem waren die Nieren vergrofRert und wie-
sen gelegentlich einen geringgradigen Harnstau auf.

Dieser beruhte am ehesten auf einer ureteralen Obstruktion, da eine Hyperperistaltik
des proximalen Ureters beobachtet werden konnte. In der B-Bild-Sonographie stellte
sich kein Unterschied nach renaler Denervation dar. Die verstarkte Echogenitat bei AD
und AD-RDN ist wahrscheinlich auf die interstitielle Fibrose zurlickzufiihren, weil diese
in der Sonographie sich besonders echoreich darstellt.’! Dariiber hinaus verursachen

deponierte Kristalle hohe Impedanzspriinge, welche ebenfalls zur Hyperechogenitat
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beitragen kdnnten. Die NierengréRe — als sonographischer Parameter dient in der Regel
die Nierenlange — kann zur Differenzierung zwischen akuter und chronischer Nieren-
schadigung hilfreich sein. Kleine Nieren deuten eher auf eine chronische Niereninsuffi-
zienz hin, wahrend vergréRRerte Nieren sowohl bei einem akuten als auch einem chroni-
schen Geschehen vorkommen. Die vergroRerten Nieren in diesem CKD-Modell kénnten
Folge eines infiltrativen Prozesses sein, beispielsweise ausgeldst durch das inflamma-
torische Leukozyteninfiltrat bei interstitieller Nephritis. Die fehlenden bildmorphologi-
schen Unterschiede bei AD und AD-RDN sind in Einklang mit dem histologischen Befund
der Inflammation und Fibrose.

Die Ermittlung des RRI erfolgte duplexsonographisch. Der RRI bei Adenin-Ratten war
signifikant hdher als bei den Kontrollen, nach renaler Denervation normalisierte er sich
wieder. Der RRI berechnet sich aus systolischer und enddiastolischer Flussgeschwin-
digkeit intrarenaler Arterien. Renale Pathologien wie Kapillarverlust bei tubulointerstitiel-
ler Fibrose erhdéhen den Flusswiderstand und fiihren zu einer verminderten enddiastoli-
schen Flussgeschwindigkeit, was in einem erhdhten RRI resultiert.’" Einen sehr guten
Uberblick tiber Determinanten des RRI und seine klinischen Implikationen sind in einer
Ubersichtsarbeit zusammengetragen,'® deren Kernaussagen im Folgenden kurz wieder-
gegeben werden.

Initial war man der Auffassung, der RRI sei lediglich vom intrarenalen Flusswider-
stand abhangig. Untersuchungen ergaben jedoch, dass die Compliance (MalR fiir Elas-
tizitat) der NierengefalRe ebenso den RRI moduliert. Dartiber hinaus wird der RRI jedoch
mafgeblich von systemischen Determinanten wie Arteriosklerose oder arterielle Hyper-
tonie bestimmt, weshalb der RRI heute weniger als spezifisches Surrogat fur Nieren-
schadigungen, sondern mehr als ein Surrogat fir das allgemeine kardiovaskulare Risiko
eines Patienten aufgefasst wird. Zu den renalen Determinanten, welche den RRI erh6-
hen, gehdren eine tubulointerstitielle Fibrose und ein erhdhter vendser Druck (Harnstau,
Nierenvenenthrombose, Rechtsherzinsuffizienz), die beide den renokapillaren Ver-
schlussdruck erhdhen. Interessanterweise hat der glomerulare Gefalwiderstand kaum
einen Einfluss auf den RRI. Der RRI kann durch eine hdamodynamisch relevante Nieren-
arterienstenose vermindert werden, da das poststenotische Flussprofil klassischerweise
eine verminderte systolische Flussgeschwindigkeit mit relativ erhdhter diastolischer Ge-
schwindigkeit aufweist. Ebenso verringern weiter proximal gelegene Stenosen (z.B. Aor-
tenklappenstenose) den RRI aus ebendiesem Grund. Eine Tachykardie vermag durch
Verkirzung der Diastolendauer mit konsekutiv hOherer enddiastolischer Flussgeschwin-

digkeit den RI ebenfalls zu verringern. Im Gegensatz dazu wird der RRI durch einen
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erhohten systemischen Pulsdruck (bei Arteriosklerose, arterieller Hypertonie, Diabetes
mellitus), Bradykardie (verlangerte Diastolendauer) und hohen Sympathikotonus (Vaso-
konstriktion) erhoht.

Die Erhohung der Widerstandsindizes bei AD und AD-RDN ist Folge des erhohten
interstitiellen Druckes. Fibrose, inflammatorisches Infiltrat und erhéhter vendser Druck
bei Harnstau flhren zu einer Kompression renaler Kapillargefal3e, was in einer Erhéhung
des RRI resultiert. Des Weiteren kann die arterielle Hypertonie ebenfalls einen Beitrag
zum erhohten RRI geleistet haben. Interessanterweise nahm der RRI nach renaler
Denervation leicht ab. Es stellt sich die Frage nach den Mechanismen, die eine Abnahme
der Widerstandsindizes bewirken. Da kein Unterschied im Grad der tubulointerstitiellen
Fibrose sowie des Harnstaus nach renaler Denervation im Vergleich zur Sham-Gruppe
beobachtet werden konnte, ist eine Reduktion des RRI durch einen geringeren kapillaren
Verschlussdruck unwahrscheinlich. In ahnlicher Weise waren keine Unterschiede be-
zuglich des Blutdrucks festgestellt worden, weshalb von Blutdruck-unabhangigen Ursa-
chen ausgegangen werden muss.

Erhohte efferente renale Sympathikusaktivitat resultiert in einer a-adrenergen Vaso-
konstriktion von Nierenarterien.*® Die renale Denervation unterbindet die Fortleitung von
Nervensignalen sympathischer Neurone zur Niere und kann auf diese Weise zu einer
Vasodilatation fihren, wodurch eine Abnahme des RI erklart werden kann. Dartber hin-
aus kénnte eine verringerte B1-abhangige Freisetzung von Renin den intrarenalen Fluss-
widerstand verringern, indem eine AT-ll-vermittelte Vasokonstriktion insbesondere des
Vas efferens abgeschwacht wird. Es konnte nachgewiesen werden, dass bei fettleibigen
SH-Ratten die renale Denervation die Nierendurchblutung verbessert, obwohl der trans-
renale Perfusionsdruckgradient abnimmt.'?® Diesem Ergebnis liegt eine Verminderung
des intrarenalen Widerstandes zugrunde, die sich womaéglich protektiv auf Podozyten
auswirkt.

In einer Studie mit gesunden Probanden konnte gezeigt werden, dass eine Provoka-
tion des sympathischen Nervensystems (isometrischer Handgriff und Kaltwassertest) zu
einer messbaren Erhéhung des RRI fuhrt. Bei Patienten mit unkontrollierter Hypertonie
fuhrt die renale Denervation zu einer Reduktion des RRI, wobei die klinische Bedeutung
dieses Unterschiedes unbekannt ist."*® Dabei korrelierte die Anderung des Blutdruckes
nicht mit der Anderung des RRI. Als wahrscheinlichen Mechanismus wurde ein verrin-
gerter intraparenchymatdser Widerstand postuliert.

Im Allgemeinen sind hohe RRI-Werte beim Menschen mit einer schlechten Prognose

verbunden. CKD-Patienten mit erhéhtem RRI (> 0,7) weisen eine héhere Mortalitat auf
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als diejenigen mit niedrigem RRI, sogar nach Adjustierung fiir andere Risikofaktoren.'?®
Bei Patienten mit essentieller Hypertonie korreliert der RRI gut mit dem Ausmal} an End-
organschaden. Ein hoher RRI ist mit Mikroalbuminurie, Intima-Media-Dicke und links-
ventrikularer Hypertrophie assoziiert."*® Darliber hinaus konnte in prospektiven Studien
gezeigt werden, dass bei diesem Patientenkollektiv®' und bei Patienten mit Diabetes
mellitus Typ 2*® der RRI ein unabhangiger Pradiktor fiir kardiovaskulare und renale Er-
eignisse ist.

Obwohl der RRI eine relativ einfach zu bestimmende Grole ist, scheint er in experi-
mentellen Studien mit Ratten nur sehr wenig Beachtung gefunden zu haben. Die erste
in der wissenschaftlichen Literatur dokumentierte nicht-invasive Messung des RRI bei
Ratten erfolgte in einer Studie, die den Einfluss einer partiellen Ureterobstruktion sowie
die Therapie mit dem ACE-Hemmer Enalapril auf den RRI untersuchte.?® Es zeigte sich
ein signifikanter Anstieg des RRI nach Induktion der Obstruktion. Wahrend Enalapril bei
Obstruktion zu einer Reduktion des RRI fuhrte, konnte bei gesunden Kontrollratten kein
Effekt von Enalapril auf den RRI beobachtet werden. In einer sehr ahnlich aufgebauten
Studie wurde der as-Antagonist Alfuzosin als weitere Substanz identifiziert, die bei ob-
struktiver Nephropathie im Rattenmodell den RRI vermindert.'"’

Die vorliegende Studie hat demonstriert, dass die nicht-invasive Messung des RRI
bei Ratten eine einfache und praktikable Methode ist, um Aussagen Uber die renale Ha-
modynamik zu treffen. Im Gegensatz zum Menschen fehlt bei Ratten die Evidenz bezlg-
lich einer prognostischen Bedeutung des RRI. Es kann jedoch angenommen werden,
dass die zugrunde liegenden pathophysiologischen Mechanismen beim Menschen und
der Ratte sich sehr ahneln und daher niedrige RRI-Werte auch bei Ratten eine positive
Wirkung vermuten lassen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass bei Ratten mit Adenin-induzierter CKD die
renale Denervation zu einer Abnahme des RRI fuhrt, wobei die Relevanz dieses Unter-
schiedes nicht bekannt ist. Weitere tierexperimentelle Studien sollten diesen einfach zu

bestimmenden Parameter nutzen und hinsichtlich seiner Relevanz untersuchen.

Die konventionelle histologische Untersuchung erfolgte an HE-gefarbten Schnitten.
Neben der qualitativen Begutachtung der Pathologien bei AD und AD-RDN wurden auch
einige Parameter quantitativ (Glomerulus-Morphometrie, Glomerulusdichte) bzw. semi-
quantitativ (Glomerular Score) ausgewertet. Dartiber hinaus wurde die Anzahl der Kris-

talle bestimmt.
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Das Adenin-Modell der CKD ruft primar eine tubulointerstitielle Nephritis hervor.
Durch tubulare Obstruktion sistiert der Fluss und es kommt zu einem proximalen Druck-
anstieg im Tubuluslumen. Histologisches Korrelat sind dilatierte Tubuli, die gelegentlich
als Zysten imponieren. Der erhéhte Druck setzt sich bis in die Bowman-Kapsel fort und
fuhrt dort zu einer Kompression der Glomeruli, die in der Folge schrumpfen. Terminal
geschadigte Glomeruli verlieren ihre Funktion ganzlich und werden in die umgebende

Fibrose integriert.

Das glomerulare Kapillarvolumen war sowohl bei AD als auch bei AD-RDN signifikant
verringert im Vergleich zu den Kontrollen. Ebenso zeigte sich bei AD und AD-RDN eine
signifikante Verkleinerung der Bowman-Kapsel. Weil die relative Abnahme des Kapillar-
volumens grofier war als bei der Bowman-Kapsel, hat sich das Kapillar-Kapsel-Verhalt-
nis signifikant verringert. Histologisch konnte eine Verbreiterung des kapilldren Spaltes
zwischen viszeralem und parietalem Blatt der Bowman-Kapsel festgestellt werden, was
als histologisches Korrelat eines erhdhten intrakapsularen hydrostatischen Druckes ge-
wertet werden kann.

Dieser erhdhte Druck fuhrt zu einem sekundaren Glomerulusschaden. AuRerdem hat
er einen direkten Einfluss auf die GFR, indem er dem Druck in den glomerularen Kapil-
laren entgegenwirkt und somit den effektiven transkapillaren Filtrationsdruck herabsetzt,
dessen die GFR proportional ist.%

Im Allgemeinen sind Nierenerkrankungen mit einem Verlust an Nephronen assozi-
iert.%” Die drohende Abnahme der Filtrationsleistung wird durch eine VergréRerung der
verbleibenden Glomeruli kompensiert, die ihre Filtration steigern (relative Hyperfiltra-
tion).*”# In unserem Modell konnte eine solche Hypertrophie nicht beobachtet werden;
es zeigte sich vielmehr eine Atrophie bei AD und AD-RDN. Eine Erklarung kdnnte darin
liegen, dass sich die Adenin-Nephropathie als diffuse panrenale Erkrankung manifestiert
und somit keine Nephrone kompensatorisch hypertrophieren, wie es bei fokalen Erkran-
kungen der Fall ist.

Bezuglich der morphometrischen Parameter konnte kein Unterschied zwischen AD
und AD-RDN festgestellt werden. Es kann angenommen werden, dass die Atrophie der
Glomeruli in unmittelbarem Zusammenhang mit der tubularen Obstruktion steht. Insofern
kann der Schluss gezogen werden, dass die renale Denervation keinen Einfluss auf den
Grad der tubularen Obstruktion in diesem Tiermodell hat. In Einklang damit steht der
Befund, dass sich die Anzahl der fur die Obstruktion verantwortlichen Kristalle zwischen
AD und AD-RDN nicht unterschieden hat.
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Der Glomerular Score war bei AD im Vergleich zu den Kontrollen wie erwartet erhéht.
Nach renaler Denervation zeigte sich eine geringfugige nicht signifikante Abnahme. In
einer Studie mit adipésen spontan hypertensiven Ratten (SHRob) hat sich der Glome-
rular Score nach renaler Denervation tatsachlich signifikant verringert.'?® Die Expression
von Desmin in Podozyten hat ebenfalls signifikant abgenommen. Die Autoren dieser
Studie vermuten als zugrunde liegende Ursache eine verbesserte renale Perfusion bei
geringerem intrarenalen Flusswiderstand, die Podozytenschadigungen abmildert. Es
existieren weitere Studien, die einen protektiven Effekt der renalen Denervation auf die
Glomeruli nachweisen konnten. Bei Dahl Salz-sensitiven hypertensiven Ratten mit uni-
lateraler Nephrektomie fiihrt die renale Denervation zu einer Abnahme der Glomeru-
losklerose.'** Es zeigte sich eine Abnahme der intraglomeruldren ROS im Vergleich zu
Sham-operierten Ratten, die auf einer verminderten Aktivitat der NAD(P)H-Oxidase be-
ruhen. Untersuchungen an isolierten Glomeruli legten nahe, dass die glomerulare
NAD(P)H-Oxidase B1-abhangig stimuliert wird und der 3-Blocker Atenolol die Stimulation
verhindert. Darliber hinaus wird vermutet, dass die renale Denervation durch eine RAAS-
Blockade den intraglomerularen Druck und damit den endothelialen Scherstress senkt.
In einer anderen Studie, in der Ratten mit unilateraler Obstruktion renal denerviert wur-
den, zeigte sich ebenfalls eine verminderte NAD(P)H-Oxidase-Expression im renalen
Kortex."*® Da kein Unterschied beziiglich der Inflammation bestand, schlussfolgern die
Autoren, dass der Effekt der renalen Denervation auf die NAD(P)H-Oxidase sich auf
nierenstandige Zellen wie Tubulus- oder Endothelzellen beschranki.

In unserer Studie zeigte sich kein signifikanter Einfluss der renalen Denervation auf
den histologischen glomeruldren Phanotyp. Dieser Umstand kann der geringen statisti-
schen Power (n = 5) mit hohem B-Fehler geschuldet sein. Ebenfalls ist es moglich, dass
die kontinuierliche Adenin-Zufuhr Gber die gesamte Dauer des Experiments hinweg ei-
nen solch umfassenden Schaden hervorruft, dass mégliche protektive Effekte der rena-
len Denervation maskiert werden. Weiterhin ergibt sich die Frage, ob der Effekt der rena-
len Denervation bei CKD davon abhéangt, ob es sich bei der Ursache flr die Nierenscha-
digung um eine primare Glomerulopathie (z.B. bei Diabetes mellitus, arterieller Hyperto-
nie) oder eine primare Tubulopathie mit interstitieller Beteiligung wie bei der Adenin-Ne-

phropathie handelt.

Die Glomerular Density ist eine einfach zu bestimmende Grof3e und dient insbeson-
dere bei Nierenbiopsien als Surrogat fiir die Anzahl der Nephrone.” In dieser Studie

nahm die Glomerular Density bei AD signifikant ab im Vergleich zu den gesunden
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Kontrollen. Nach renaler Denrvation zeigte sich eine geringe Zunahme der Glomerular
Density.

Die Anzahl der Nephrone (bzw. Glomeruli) variiert interindividuell und scheint konge-
nital determiniert, da die Nephrogenese vorgeburtlich abgeschlossen ist und wahrend
des Lebens keine neuen Glomeruli gebildet werden.® Im Laufe des Lebens ist sogar mit
einem Verlust an Nephronen zu rechnen.®® Ein méglicher kausaler Zusammenhang zwi-
schen niedriger Anzahl von Glomeruli und dem Auftreten eines essentiellen Hypertonus
wird vermutet.?® Nach der Hypothese filhrt eine verminderte Filtrationsflache zu einer
Stérung der renalen Natrium-Exkretion, die in einer Expansion des Plasmavolumes, ei-
ner systemischen Hypertonie und in Folge auch in einer glomerularen Hypertonie resul-
tiert. Letztere verstarkt die Schadigung der Glomeruli und unterhalt einen Circulus vitio-
sus, der mit progredientem Verlust an Nephronen einhergeht. In der Folge haben ver-
schiedene Studien einen Zusammenhang zwischen niedriger Glomerulusanzahl und
dem Auftreten einer arteriellen Hypertonie und einer Niereninsuffizienz dargelegt.®® Al-
lerdings ist haufig aufgrund des retrospektiven Designs solcher Studien nicht sicher zu
beantworten, ob die niedrige Glomerulusanzahl vor Eintreten der Erkrankung bestand
und somit womdglich einen kausalen Faktor darstellt, oder ob der Nephron-Verlust
zwangslaufige Folge der eingetretenen Erkrankung ist. In einer prospektiven Studie mit
Nierenspendern war eine niedrige Anzahl an Glomeruli in der Nierenbiopsie zum Zeit-
punkt der Spende ein Pradiktor fir das Auftreten einer Albuminurie beim Lebendspen-
der, sogar nach Adjustierung fiir andere Risikofaktoren.?” Ein statistischer Zusammen-
hang mit einem Verlust der follow-up-eGFR < 60 ml/min/1,73-m™ konnte nach Adjustie-
rung nicht nachgewiesen werden.

Bis dato existieren keine Studien, die den Einfluss des sympathischen Nervensys-
tems oder der renalen Denervation auf die Anzahl der Glomeruli untersucht hat. In un-
serer Studie konnte keine signifikante Abnahme des systemischen Blutdruckes nach
Denervation festgestellt werden. Insofern erscheint es unwahrscheinlich, dass der signi-
fikant geringere Glomerulusverlust bei AD-RDN im Vergleich zu AD auf eine Reduktion
des systemarteriellen Druckes zurlckzufihren ist. Womdglich ist aber der intraglome-
ruldre Druck nach RDN durch Vasodilatation des Vas efferens vermindert, was sich in
einer nephroprotektiven Wirkung analog zur pharmakologischen RAAS-Inhibition dufRert.
Wie bereits diskutiert, reduziert die renale Denervation den oxidativen Stress im Glome-
rulus und kénnte auch dazu beitragen, den progredienten Untergang von Glomeruli bei

CKD zu verlangsamen.
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Es bleibt fraglich, ob der geringe Unterschied der Glomerular Density bei AD und AD-
RDN einen Benefit hat. Jedoch ist dieser Befund sehr interessant und sollte in weiteren

Studien naher untersucht werden.

Die Expression der Pattern-Recognition-Rezeptoren RAGE, TLR2 und TLR4 war bei
AD hochreguliert im Vergleich zu den Kontrollen. Bei AD-RDN zeigte sich kein signifi-
kanter Unterschied. In der Immunfluoreszenzfarbung konnte eine Expression von RAGE
besonders in Tubulusepithelzellen und in eingewanderten Makrophagen beobachtet
werden. HMGBH1 ist einer der wichtigsten endogenen Liganden dieser drei Rezeptoren
und war bei Ad ebenfalls verstarkt exprimiert ohne signifikanten Unterschied nach rena-
ler Denervation. Diese Ergebnisse lassen darauf schlieRen, dass die renale Denervation
im vorliegenden Modell keinen signifikanten Einfluss auf das Ausmalf} der Inflammation
hat. Womaglich ist auch hier die kontinuierliche Exposition gegenuber des toxischen A-
gens Adenin nach der Intervention dafir verantwortlich, dass mdgliche anti-inflammato-
rische Effekte konterkariert werden.

RAGE wird in proximalen Tubulusepithelzellen exprimiert und ist im Tiermodell der
Ureterobstruktion erhoht, wobei es an der Fibrosebildung beteiligt ist.'*” TLR2 und TLR4
werden ebenfalls von verschiedenen Nierenzellen exprimiert und tragen nach Bindung
von DAMPs zur Inflammation bei.'®" Sowohl bei akuter als auch bei chronischer Nie-
renerkrankung sind TLR2 und TLR4 von Bedeutung, da sie wichtige Vermittler von In-
flammation, Apoptose und oxidativem Stress sind.'®'

Die renale Denervation verringert in einigen tierexperimentellen Studien die renale
Inflammation und kénnte somit auch bei CKD-Patienten sinnvoll sein.?*® Allerdings
scheint die potenzielle antiinflammatorische Potenz der renalen Denervation abhangig
vom verwendeten Modell zu sein. In einem AT-lI-Infusions-Modell bei Ratten zur Induk-
tion einer Hypertonie schitzt die renale Denervation vor einer Infiltration der Niere mit
Entziindungszellen.?® Bei Dahl-Salz-sensitiven Ratten fiihrt die renale Denervation je-
doch nicht zu einer Reduktion der Leukozyteninfiltration.* In einer anderen Studie mit
DOCA-Salz-Ratten konnte gezeigt werden, dass eine totale renale Denervation, nicht
aber eine selektive afferente Denervation die renale Infiltration von T-Lypmphozyten und
Zytokinproduktion reduziert.” Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass die antiinflamm-
atorische Wirkung der Denervation von den efferenten Nerven abhangig ist.

In dieser Studie wurde weder das Ausmal der Infiltration noch die Zytokinkonzentra-
tion in der Niere bestimmt. Die Expression der PRRs RAGE, TLR2 und TLR4 werden

jedoch auch von Immunzellen exprimiert, weshalb ein Zusammenhang mit dem Grad
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der Inflammation angenommen werden kann. Das Alarmin HMGB1 ist bei Entziindungs-
prozessen ebenfalls erhoht und war nach renaler Denervation nicht reduziert. Diese Er-
gebnisse lassen darauf schlieRen, dass in unserem Adenin-Rattenmodell die renale
Denervation keinen Einfluss auf die renale Expression der Pattern-Recognition-Rezep-
tors RAGE, TLR2, TLR4 und ihres Liganden HMGB1 hat.

5.5 Uramietoxine

Die Konzentration von Indoxylsulfat im Plasma war erwartungsgemal bei den nieren-
insuffizienten Adenin-Tieren gegenuber den Kontrollen erhoht. Interessanterweise
zeigte sich eine deutliche Reduktion von Indoxylsulfat nach renaler Denervation auf fast
normale Werte. Diese Reduktion kann Resultat einer verminderten intestinalen Produk-
tion bzw. Resorption sein, oder durch eine erhdhte renale Elimination bedingt sein. Um
diese Hypothese zu testen, wurden die Indoxylsulfat-Konzentrationen in der Leber (Mal}
fur Produktion) und im Urin (Maf fur Elimination) gemessen.

Die Indoxylsulfat-Konzentration im Urin unterschied sich bei beiden CKD-Gruppen
nicht, was als Hinweis darauf interpretiert werden kann, dass die geringeren Plasma-
Konzentrationen nicht auf einer erhohten renalen Clearance beruhen. Daflir spricht
auch, dass die Entgiftungsfunktion der Niere bei AD und AD-RDN gleichermalien
schlecht war, gemessen an den Retentionsparametern Kreatinin und Harnstoff. Wie be-
reits weiter oben erwahnt, induziert eine Adenin-Diat eine primare Tubulopathie im Sinne
einer obstruktiven Nephropathie mit tubulo-interstitieller Nephritis und Fibrose. Ein po-
tenziell protektiver Effekt der renalen Denervation auf die tubulointerstitielle Nephritis
konnte in dieser Studie nicht nachgewiesen werden. Eine mdgliche Erklarung hierfir ist
die nach der Denervation anhaltende Exposition der Tiere gegentber Adenin, das seine
nephrotoxischen Auswirkungen in vollem Mal3e ausiben kann und kaum durch thera-
peutische Interventionen, die nicht direkt in die unmittelbare Pathophysiologie des A-
denin-Metabolismus eingreifen, zu beeinflussen ist.

In der Leber konnten bei renal denervierten Tieren deutlich reduzierte Indoxylsulfat-
Konzentrationen gemessen werden im Vergleich zur Adenin-Gruppe. Dies ist mit der
Hypothese zu vereinbaren, dass weniger intestinal gebildetes Indol die Leber erreicht.
Womadglich ist die Produktion von Indol durch die Mikroflora und die mukosale Resorp-

tion durch die renale Denervation vermindert.
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5.5.1 Metabolismus von Indoxylsulfat

Die aromatische Aminosaure Tryptophan enthalt einen Indol-Ring, der von Tryp-
tophanase-exprimierenden Darmbakterien abgespalten werden kann.'*'*® Mit der Nah-
rung zugeflhrtes Tryptophan kann auf diese Weise enzymatisch zu Indol degradiert wer-
den. Indol, ein aromatisches, heterocyclisches Amin, erreicht nach intestinaler Resorp-
tion die Leber, wo der Metabolit der Biotransformation zugefiihrt wird. In einem ersten
Schritt wird Indol durch Cytochrom-P-450-Oxidasen in Indoxyl (3-Hydroxyindol) Gber-
fiihrt." Danach erfolgt, katalysiert durch Sulfotransferasen, die Konjugation der Hydro-
xyl-Gruppe mit Sulfat.” Indoxylsulfat gelangt in die systemische Zirkulation und liegt zu
ca. 90 % an Plasmaproteine gebunden vor, wobei Albumin das Haupttransportprotein
darstellt.*'? Die Elimination von Indoxylsulfat erfolgt renal. Aufgrund der ausgepragten
Plasmaproteinbindung spielt die freie glomerulare Filtration fir die Ausscheidung nur
eine untergeordnete Rolle. Von weitaus grof3erer Bedeutung ist die aktive tubulare Sek-
retion. Freies Indoxylsulfat wird aktiv durch die Organischen Anionentransporter OAT1
und OAT3 uber die basolaterale Membran in proximale Tubulusepithelzellen aufgenom-
men.*? So entsteht ein Konzentrationsgradient, der kontinuierlich Indoxylsulfat aus sei-
ner Proteinbindung treibt. Die Sekretion in den Harn erfolgt Gber den ATP-binding cas-
sette transporter ABCG2 (alternativ bekannt als breast cancer resistance protein BCRP),
der in der apikalen Membran lokalisiert ist.'* In Abbildung 64 ist der Stoffwechsel von

Indoxylsulfat zusammengefasst.
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Abbildung 64: Indoxylsulfat Metabolismus

Nutritives Tryptophan wird durch Darmbakterien in Indol tberfiihrt, das in der Leber zunachst zum Indoxyl
oxidiert und anschlieBend an Sulfat konjugiert wird. Indoxylsulfat wird renal ausgeschieden. Wegen seiner
hohen PlasmaeiweiRbindung ist der im Glomerulus frei filtrierte Anteil gering und die Exkretion erfolgt tber-
wiegend durch aktive Sekretion im proximalen Tubulus. ABCG2 ATP-binding casssette transporter G2, CYP
Cytochrom-P-450-Oxidasen, OAT Organischer Anionentransporter, SULT Sulfotransferasen

5.5.2 Bedeutung von Indoxylsulfat bei CKD

Indoxylsulfat ist ein niedermolekulares und tiberwiegend proteingebundenes Uramie-
toxin, wodurch es sich einer effektiven Entfernung durch Hamodialyse entzieht.'® Es
existieren mehrere in-vitro-Studien, die eine pro-hypertrophe und pro-fibrotische Wir-
kung auf Kardiomyozyten nachgewiesen haben.''®??” Auch in-vivo-Studien mit Ratten
legen nahe, dass Indoxylsulfat zu kardialer Fibrose und Hypertrophie beitragt.''®#' Dar-
Uber hinaus besitzt Indoxylsulfat auch eine prognostische Bedeutung bei Patienten mit

kardiovaskularen Erkrankungen und Niereninsuffizienz.?'2162%4
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Aufgrund dieser Erkenntnisse und der Tatsache, dass die renale Denervation Blut-

druck-unabhéngige anti-hypertrophe Effekte hat,’*

stellte sich die Frage, ob humorale
Faktoren wie das Uramietoxin Indoxylsulfat womdglich eine Rolle in der Wirkung der
renalen Denervation spielen, da Indoxylsulfat bekannterweise zur Hypertrophie bei CKD

beitragt.

5.5.3 Einfluss von renaler Denervation auf Indoxylsulfat

CKD-Patienten weisen charakteristische Darmpathologien auf, die insbesondere eine
gestdrte Barrierefunktion und eine intestinale Dysbiose umfassen.®?% Diese Verande-
rungen fuhren zur Absorption schadlicher Metabolite aus dem Darm und tragen somit zu
systemischer Inflammation und uramischer Toxizitat bei. Die Barrierefunktion wird maf3-
geblich durch Tight Junctions gewahrleistet. Diese Proteinkomplexe verbinden die
epithelialen Enterozyten untereinander und schlieBen das basolaterale Milieu vom
Darmlumen ab. Auf diese Weise kann der parazellulare Transport von Molekilen aus
dem Lumen in die Mukosa reguliert werden. Bei urdmischen Patienten konnte eine er-
hebliche Beeintrachtigung dieser physiologischen Barriere nachgewiesen werden. In ei-
ner Studie mit 5/6-nephrektomierten uramischen Ratten konnte eine verminderte Ex-
pression von Tight-Junction-Proteinen im Darm fir die Barrierestérung ausfindig ge-
macht werden.?* In einer weiteren Studie?®” haben die Autoren Harnstoff und sein Ab-
bauprodukt Ammonium als mégliche Ursache fur die Stérung der Tight Junctions identi-
fiziert.

Neben der intestinalen Barrierestérung ist auch das Mikrobiom durch Uramie veran-
dert. Es zeigt sich eine Expansion der Tryptophanase-bildenden Familien (Clostridi-
aceae und Enterobacteriaceae), welche zu einer verstarkten Produktion von Indol bei-
tragen.??' Die erh6hte Plasmakonzentration von Indoxylsulfat bei CKD-Patienten ist das
Ergebnis des Zusammenspiels aus vermehrter bakterieller Produktion von Indol, ver-
mehrter Resorption aufgrund der intestinalen Barrierestérung sowie verminderter renaler
Ausscheidung.

Der Einfluss des ANS und insbesondere des sympathischen Anteils auf den Darm
war Gegenstand zahlreicher Studien. Der Sympathikus innerviert die enterischen Plexus
und daruber hinaus auch die intestinale Mukosa sowie das Mukosa-assoziierte lympha-
tische Gewebe.'® Eine Steigerung des Sympathikotonus hat vielseitige Auswirkungen
auf den Darm und seine Funktionen. Uber eine a.-adrenerge Aktivierung im Plexus

myentericus werden die glatten Muskelzellen inhibiert und somit die Peristaltik
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vermindert. Ebenso wird im Plexus submucosus a;-abhangig die sekretorische Funktion
reduziert und die Blutversorgung des Darms durch ai-abhangige Vasokonstriktion ge-
drosselt.

Erkrankungen, die mit einem erhdhten Sympathikotonus einhergehen, zeigen ahnli-
che Darmpathologien, wie sie bei CKD-Patienten beobachtet werden. Im Wesentlichen
sind dies eine gestorte Barrierefunktion und ein verandertes Mikrobiom. In einer Studie
mit SHR-Ratten konnte nachgewiesen werden, dass die Tight-Junction-Proteine Occlu-
din, Tight junction protein 1 und Claudin 4 im Darm signifikant weniger exprimiert werden
im Vergleich zu WKY-Kontrollratten.'®® Als Folge der verminderten Expression der Tight-
Junction-Proteine hatten die SHR-Ratten eine erhdhte intestinale Permeabilitat. Ahnli-
che Veranderungen konnten auch bei Ratten nachgewiesen werden, denen AT-Il infun-
diert wurde. Eine Reversierung der Darmpathologien konnte bei SHR-Ratten beobachtet
werden, die eine pharmakologische Therapie mit dem ACE-Hemmer Captopril erhielten.
In Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen konnte gezeigt werden, dass eine regionale
Sympathikusblockade mittels thorakaler Periduralanasthesie eine Endotoxin-induzierte
Darmpermeabilitat bei Ratten'" und Kaninchen'®® vermindert. Zudem fiihrt chronischer
Stress Uber eine Sympathikus-abhangige Ausschittung von Katecholaminen zu Veran-
derungen der intestinalen Mikroflora und zu einer gestérten epithelialen Darmbarriere.'?

Es stellt sich die Frage, inwiefern eine renale Denervation Einfluss auf die intestinale
sympathische Aktivitat hat. In einer Studie mit Sprague-Dawley-Ratten, bei denen ein
Myokardinfarkt induziert und anschlielend die Interventionsgruppe renal denerviert
wurde, zeigte sich eine dramatisch reduzierte intestinale Sympathikusaktivitat im Ver-
gleich zur Sham-Gruppe.® Als Surrogat fiir die Sympathikusaktivitéat diente hier die Ex-
pression der Tyrosinhydroxylase, die mittels Immunfluoreszenzmikroskopie bestimmt
wurde. Des Weiteren untersuchte die Studie, ob Ratten mit Myokardinfarkt eine gestorte
Darmbarriere aufweisen. Interessanterweise zeigte die Infarkt-Gruppe eine erhohte in-
testinale Permeabilitadt gemessen an Plasmakonzentrationen von oral appliziertem FITC-
markiertem Dextran. Ursachlich hierflr war eine reduzierte Expression der Tight-Junc-
tion-Proteine Occludin und ZO-1 im Darm. Nach renaler Denervation war die intestinale
Permeabilitat rickgangig und die Expression dieser Proteine teilweise wiederhergestellt.
Mittels Sequenzierung der 16S rRNA aus Stuhlproben konnten die Autoren ein gestortes
Mikrobiom bei Myokardinfarkt nachweisen. Eine renale Denervation zeigte auch hier in-
sofern eine Verbesserung der Dysbiose, als das Mikrobiom eine gréRere Ahnlichkeit mit

der Kontrollgruppe aufwies als die Myokardinfarkt-Gruppe.
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Die CKD ist mit einem erhéhten Sympathikotonus assoziiert. Um die daraus resultie-
renden Schadigungen abzumildern, sind gegensteuernde Interventionen wie die renale
Denervation sinnvoll. In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass im Rattenmodell der
Adenin-induzierten Niereninsuffizienz die Plasmakonzentration des Uramietoxins In-
doxylsulfat durch renale Denervation reduziert werden konnte. Potenzielle Mechanismen
kénnten auf enteroprotektiven Eigenschaften beruhen. Diese umfassen eine Normalisie-
rung der Darmflora mit Reduktion der Indol-produzierenden Spezies sowie eine Vermin-

derung der Indol-Resorption durch eine teilweise wiederhergestellte Darmbarriere.

5.5.4 Indoxylsulfat und sRAGE

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass Indoxylsulfat und myokardiales SRAGE durch
eine renale Denervation gegensinnig beeinflusst wurden. In-vitro-Versuche mit H9c2-
Kardiomyoblasten haben dargelegt, dass Indoxylsulfat eine Hypertrophie induzieren
kann. Ob womdoglich Indoxylsufat mit RAGE/sRAGE interagiert, ist bislang ungeklart.
Daher wurde eine Ko-Stimulation mit Indoxylsulfat und sSRAGE durchgeflhrt. Hier zeigte
sich keine signifikante Reduktion der Myoblastenhypertophie.

Inwiefern Indoxylsulfat auf biochemischer Ebene eine Hypertrophie bewirkt, ist nicht
vollstandig aufgeklart. Es ist jedoch bekannt, dass Indoxylsulfat iber OAT3-Kanale nach
intrazellular gelangt und im Zytoplasma an den Aryl-Hydrocarbon-Rezeptor (AHR) bin-
det, der nachfolgend in den Zellkern wandert und die Genexpression reguliert.??> Der
AHR ist ein evolutionar konservierter Transkriptionsfaktor, der durch exogene Substan-
zen aktiviert wird und Enzyme induziert, die fiir die Detoxifikation zustandig sind.'®"'#
Neuere Studien legen jedoch nahe, dass der AHR nicht nur beim Abbau von Substanzen
eine Rolle spielt, sondern auch bei zahlreichen systemischen Erkrankungen mit inflam-
matorischen Prozessen.' Es konnte gezeigt werden, dass Indoxylsulfat-Administration
bei Dahl-Salz-sensitiven hypertensiven Ratten zu kardialer Hypertrophie und Fibrose
fuhrt und mit einer proinflammatorischen Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms assozi-
iert ist.??° Die Autoren schlussfolgern, dass diese sterile Entziindung im Myokard eine
wichtige Ursache fiir die bei CKD-Patienten beobachtete hohe kardiovaskulare Mortalitat
ist. Vermutlich spielen auch ROS bei der Indoxylsulfat-induzierten Hypertrophie eine
Rolle.?’

Die Ergebnisse der Arbeit ergeben keine Hinweise auf eine Beteiligung der
RAGE/sRAGE-Achse in der Vermittlung der toxischen Effekte von Indoxylsulfat bei ura-

mischer Kardiomyopathie.
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5.6 Limitationen

Die vorliegende Arbeit weist einige Schwachen auf. Durch die geringe Anzahl an Ver-
suchstieren ist die statistische Power der Studie klein mit folglich erhéhtem (3-Fehler.
Einige Unterschiede werden aufgrund dieser geringen Teststarke die Signifikanz nicht
erreicht haben.

Des Weiteren ist das Adenin-Rattenmodell nur bedingt auf den Menschen Ubertrag-
bar, obwohl es eine chronische Entwicklung der Niereninsuffizienz im Gegensatz zu an-
deren Modellen relativ gut imitiert. Die beim Menschen weitaus haufigste Genese der
CKD beinhaltet die arterielle Hypertonie und den Diabetes mellitus, welche priméare Glo-
merulusschaden nach sich ziehen. Das Adenin-Modell ahnelt eher einer obstruktiven
Nephropathie, die beim Menschen zum Beispiel in Folge einer postrenalen Nierenscha-
digung auftreten kann und nur selten eine Ursache fiir CKD beim Menschen ist.

Ferner wurde nicht untersucht, ob die renale Denervation die Darmflora oder Epithel-
barriere verandert und so die Indol-Resorption vermindert. Dieser Mechanismus wurde
aufgrund der Ergebnisse anderer Studien postuliert. Zuletzt ist in dieser Studie lediglich
eine Assoziation zwischen reduzierten Indoxylsulfatspiegeln und reduzierter linksventri-
kularer Hypertrophie beschrieben, woraus sich keine unmittelbare Kausalitat ableiten

lasst.

5.7 Schlussfolgerungen

Im Adenin-Rattenmodell der CKD fiihrt die renale Denervation zu einer Reduktion der
linksventrikularen Hypertrophie. AuRerdem ist die Plasma-Konzentration des Uramieto-
xins Indoxylsulfat nach renaler Denervation verringert. Vermutlich beruht diese Reduk-
tion auf einer verminderten Resorption der Vorstufe Indol aus dem Darm. Zuséatzlich ver-
schiebt die renale Denervation das Gleichgewicht von RAGE/sRAGE im Herzen zuguns-
ten von sRAGE. Bezuglich der Nierenfunktion konnte keine verbesserte Entgiftungsfunk-
tion festgestellt werden, allerdings zeigten sich kleine Unterschiede wie eine Abnahme
des RRI und ein geringerer Glomerulusverlust. Die wichtigsten Erkenntnisse dieser Ar-
beit sind graphisch in Abbildung 65 zusammengefasst.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die renale Denervation eine sinnvolle The-
rapieoption fir Patienten mit CKD darstellen konnte, um die kardiovaskularen Komplika-

tionen bei diesem Patientenkollektiv zu reduzieren.
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