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1 Zusammenfassung

Die arterielle Hypertonie und die chronische Nierenerkrankung (CKD) sind durch gemeinsame
Risikofaktoren und pathophysiologische Vorgange eng miteinander verbundene
Erkrankungen. Dabei flhrt die arterielle Hypertonie wie die chronische Nierenerkrankung zu
einer Uberaktivitat des sympathischen Nervensystems. Diese erhdhte sympathische Aktivitat
spielt eine relevante Rolle bei der Entstehung von Vorhoffimmern und erhéht durch
strukturelle, biochemische und elektrische Remodeling-Vorgange die Inzidenz atrialer
Arrhythmien. Aufgrund weltweit hoher Pravalenz der betrachteten Erkrankungen und einem
gesteigerten Einfluss auf Morbiditat und Mortalitat war das Ziel dieses experimentellen Modells
der kardiovaskularen Komorbiditdten bei CKD, den Einfluss der Aktivierung des renalen
sympathischen Nervensystems auf die Entwicklung eines atrialen proarrhythmischen

Substrates in einem Hypertensiven Rattenmodel mit CKD eingehend zu untersuchen.

Methoden: Mannliche Spontan Hypertensive Ratten (SHR) erhielten flir insgesamt 16
Wochen ausschlieBlich 0,25 % Adenin-haltiges Spezialfutter, um eine CKD zu induzieren.
Nach vier Wochen Futterung mit Adenin-Futter erfolgte bei der Halfte der Tiere (n=4) eine
beidseitige renale Denervation zur Modulation des sympathischen Nervensystems (Ad+RDN:
Interventionsgruppe). Die verbleibenden SHR (n=4) wurden einer Sham-Operation unterzogen
(Ad). Als Kontrolltiere (Ko) dienten vier SHR, welche mit einer normalen Haltungsdiat ernahrt
wurden und nach vier Wochen einer Sham-operation unterzogen wurden. Die Entwicklung des
Blutdrucks Uber den Versuchszeitraum wurden wodchentlich mittels Katheter-basierter
Telemetrie durchgefiihrt. Zur Uberprifung der Nierenparameter wurde alle zwei Wochen die
Konzentration von Kreatinin und Harnstoff jeweils im Serum und Urin erfasst. Zur Bestimmung
des elektrischen Remodelings wurden EKG-Aufzeichnungen verwendet. Zur Erfassung des
strukturellen und biochemischen Remodelings wurde nach 16 Wochen das Gewebe von Niere
und Herz mittels Western Blots, Polymerase-Kettenreaktion und Gewebe-Histologie

untersucht.

Ergebnisse: Die Futterung mit 0,25 % Adenin-haltigem Spezialfutter fihrte zu Versuchsende
hin zu deutlich erhéhten Plasma Harnstoff und Kreatinin Werten im Vergleich zur Kontrolle,
was auf die Ausbildung einer Nierenschadigung schlieRen lasst. Diese Adenin-induzierte
Nephropathie war mit einer erhéhten renalen Expression der Xanthin-Oxidase, der Ham-
Oxigenase 1 (HO-1) sowie reduzierten Katalase-Level assoziiert, was auf eine schwere
Schadigung der Nieren schlielen lasst. Die renale Denervation fiihrte in den Adenin-
gefutterten Tieren zu keiner Verbesserung dieser Nierenparameter. In Adenin-gefltterten
Tieren flhrte eine renal Denervation zu einem deutlich reduzierten renalen Norepinephrin-
Gehalt (Ad: 89,47+16,06 ng/mg vs. Ad+RDN: 29,08+13,31 ng/mg, p=0,007) als auch zu einer
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verringerten Expression der renalen Tyrosin-Hydroxylase (TH) (Ad: 1,53+0,26 IOD/GAPDH
vs. Ad+RDN: 0,7310,26 IOD/GAPDH, p=0,05). Der mittlere arterielle Druck und die
Herzfrequenz blieben trotz bestehender Niereninsuffizienz auf dem Niveau der SHR-

Kontrollgruppe.

Die Auswirkung der chronischen Nierenerkrankung auf das pro-arrhythmische atriale
Remodeling zeigte sich in Form einer deutlich erhéhten interstitiellen Fibrose im linken Vorhof
der Adenin-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe (Ad: 12,82+2,87 % vs. Ko: 6,1£0,75 %,
p=0,06), einer erhdhten Anzahl atrialer TH-positiver Zellen (Ad: 10,19+1,18 vs. Ko: 4,69+0,23,
p=0,01) und einer verlangerter P-Wellen Dauer (Ad: 29,6+1,9 ms vs. Ko: 25,7+0,7 ms, p=0,13).
Die renale Denervation flihrte in den Adenin-gefltterten Tieren zu einer numerischen, aber
nicht signifikanten Reduktion der links atrialen interstitiellen Fibrose (Ad+RDN: 8,80+1,29%,
p=0,99 vs. Ad), einer verringerten Anzahl an TH-positiven Zellen (Ad+RDN: 6,87+0,89, p=0,42
vs. Ad) und einer Tendenz zur Verklrzung der P-Welle (Ad+RDN: 27,0+0,4 ms, p=0,99 vs.
Ad). Das strukturelle und elektrische Remodeling des Vorhofs war unabhangig von
Veranderungen des linken Ventrikels. Hier konnten kein Einfluss einer CKD auf Herzgewicht,
den linksventrikularen Kardiomyozyten Diameter, die linksventrikulare BNP-Expression oder

die linksventrikulare interstitielle Fibrose im Vergleich zur SHR-Kontrolle festgestellt werden.

Fazit: Die Adenin-induzierte Nephropathie flihrte in spontan hypertensiven Ratten zu einer
Zunahme der interstitiellen atrialen Fibrose, einer vermehrten sympathischen Innervation des
linken Vorhofs und einer Verlangerung der P-Welle. Demnach begunstigt eine
Nierenerkrankung die Ausbildung eines pro-arrhythmischen Substrates im Vorhof
hypertensiver Ratten. In Adenin-gefutterten SHR fuhrte eine renale Denervation zu
erniedrigten Norepinephrin-Konzentrationen und reduzierter TH-Expression in den Nieren.
Diese Modulation des sympathischen Nervensystems war verbunden mit einer numerisch
deutlich erniedrigten Fibrotisierung, einer verminderten Anzahl an TH-positiven Zellen im
linken Vorhof und einer tendenziellen Verkirzung der P-Welle. Demzufolge kénnte die renale
Denervation bei Bluthochdruck-Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz das Auftreten von

Vorhofflimmern reduzieren.



2 Abstract

Arterial hypertension and chronic kidney disease (CKD) are closely linked diseases due to
shared risk factors and pathophysiological processes. Arterial hypertension, like chronic kidney
disease, leads to overactivity of the sympathetic nervous system. This increased sympathetic
activity plays a relevant role in the development of atrial fibrillation and increases the incidence
of atrial arrhythmias through structural, biochemical and electrical remodeling processes. Due
to the worldwide high prevalence of these two conditions and an increased impact on morbidity
and mortality, the aim of this experimental model of cardiovascular comorbidities in CKD was
to investigate the influence of renal sympathetic nervous system activation on the development

of an atrial proarrhythmic substrate in a hypertensive rat model with CKD.

Methods: Male spontaneously hypertensive rats (SHR) were exclusively fed a 0.25% adenine-
containing diet for a total of 16 weeks to induce CKD. After four weeks, half of the animals
(n=4) underwent bilateral renal denervation to modulate the sympathetic nervous system
(Ad+RDN: intervention group). The remaining adenine-fed SHR (n=4) underwent sham
surgery (Ad). Four SHR, which were fed a normal standard diet and underwent sham surgery,
served as control animals (Ko). The development of blood pressure over the experimental
period was monitored weekly using catheter-based telemetry. The concentration of creatinine
and urea in serum and urine was recorded every two weeks to validate kidney function. ECG
recordings were used to determine electrical remodeling. To determine structural and
biochemical remodeling, kidney and heart tissue was examined after 16 weeks using western

blots, polymerase chain reaction and tissue histology.

Results: Feeding 0.25 % adenine-containing diet led to significantly increased plasma urea
and creatinine levels after 16 weeks compared to the control, indicating the development of
renal damage. This adenine-induced nephropathy was associated with increased renal
expression of xanthine oxidase, heme oxigenase 1 (HO-1) and reduced catalase levels,
indicating severe renal injury. Renal denervation did not improve these renal parameters in the
adenine-fed animals. Renal denervation resulted in significantly reduced renal norepinephrine
levels in adenine-fed animals (Ad: 89.47+16.06 ng/mg vs. Ad+RDN: 29.08+13.31 ng/mg,
p=0.007) as well as a reduced expression of renal tyrosine hydroxylase (TH) (Ad: 1.53+0.26
IOD/GAPDH vs. Ad+RDN: 0.73+0.26 IOD/GAPDH, p=0.05). Mean arterial pressure and heart

rate remained at the level of the SHR control group despite the presence of renal dysfunction.

In SHR, 16 weeks of adenine-induced CKD was associated with significantly increased
interstitial fibrosis in the left atrium compared to the control group (Ad: 12.82+2.87 % vs. Ko:
6.1£0.75 %, p=0.06), an increased number of atrial TH-positive cells (Ad: 10.19+1.18 vs. Ko:
4.69+0.23, p=0.01) and a prolonged P-wave duration (Ad: 29.6+1.9 ms vs. Ko: 25.7+0.7 ms,



p=0.13). In the adenine-fed animals, renal denervation resulted in a numerical but not
significant reduction in left atrial interstitial fibrosis (Ad+RDN: 8.80+1.29%, p=0.99 vs. Ad), a
reduced number of left atrial TH-positive cells (Ad+RDN: 6.87+0.89, p=0.42 vs. Ad) and a
tendency to shorten the P-wave (Ad+RDN: 27.0+£0.4 ms, p=0.99 vs. Ad). The structural and
electrical remodeling of the atrium was independent of changes in the left ventricle. Here, no
influence of CKD on heart weight, left ventricular cardiomyocyte diameter, left ventricular BNP

expression or left ventricular interstitial fibrosis could be detected compared to SHR control.

Conclusion: In spontaneously hypertensive rats, adenine-induced nephropathy led to an
increase in interstitial left atrial fibrosis, increased sympathetic innervation and prolongation of
the P wave. Thus, renal disease favors the development of a pro-arrhythmic substrate in the
atrium of hypertensive rats. In adenine-fed SHR, renal denervation led to decreased
norepinephrine concentrations and reduced TH expression in the kidneys. This modulation of
the sympathetic nervous system was associated with a numerically significantly decreased
fibrosis formation, a reduced number of TH-positive cells in the left atrium and a tendency to
shorten the P-wave. Consequently, renal denervation could be therapy option to reduce the

burden of atrial fibrillation in hypertensive patients with CKD.



3 Einleitung

Zur besseren Lesbarkeit wird in dieser Dissertation das generische Maskulinum verwendet.
Die in dieser Arbeit verwendeten Personenbezeichnungen beziehen sich — sofern nicht anders

kenntlich gemacht — auf alle Geschlechter.

3.1 Bluthochdruck

Die Hypertonie ist definiert als Praxisblutdruckmessung im Sitzen mit systolischen Werten
2140 mmHg und/oder diastolischen Werten 290 mmHg. Dabei Uberwiegt in Studien der
Behandlungsnutzen klar den Behandlungsrisiken. Aufgrund weltweit steigender
altersabhangiger Pravalenzen stellt diese Erkrankung eine hohe globale Krankheitslast dar.
Es zeigen sich zudem multiple mégliche Folgeerkrankungen, beispielsweise Vorhofflimmern,
chronische Nierenerkrankung, ischamischer oder hamorrhagischer Zerebraler Insult, koronare

Herzkrankheit bis hin zum Myokardinfarkt.®'

3.1.1 Definition und Klassifikation

Die European Society of Cardiologie (ESC) und Deutsche Gesellschaft flir Kardiologie (DGK)
definieren die arterielle Hypertonie 2140 mmHg systolisch und/oder 290 mmHg diastolisch.
Dieser Grenzwert wurde auf Grundlage zahlreicher randomisierter kontrollierter Studien
festgelegt. Davon ausgehend gibt es noch exaktere Abstufungen je nach Hoéhe des
gemessenen Blutdrucks in Hypertonie Grade 1-3 (vgl. Tabelle 1). Klinische Studien stellten
den Nutzen der Hypertoniebehandlung der definierten Werte dabei klar Uber die Risiken der
Therapie. Wichtig ist hierbei die korrekte Erfassung des Praxisblutdrucks. Dafir empfehlen die
ESC und DGK die Messung bei zuvor fir 5 min sitzendem Patienten mit passender
Manschette auf Herzhéhe angelegt durchzufihren. Nach dreimaligem Wiederholen soll der
Mittelwert aus den ermittelten Ergebnissen berechnet und als gemessener Wert betrachtet
werden. Dabei ist darauf zu achten, dass Arrhythmien oder Seitendifferenzen das Ergebnis
nicht verfalschen. Andere Mdoglichkeiten zu Werteerhebung stellt die hdusliche Blutdruck-
Messung und die Langzeitblutdruckmessung dar. Die endgliltige Diagnosestellung sollte nach
mehrmalig erfolgten Praxisbesuchen mit jeweils erhéhten Blutdriicken erfolgen und nicht

anhand eines einzelnen Besuches festgemacht werden.'"®



Klassifikation Systolischer Wert (mmHg) Diastolischer Wert (mmHg)
Optimal <120 und <80
Normal 120-129 und/oder 80-84
Hochnormal 130-139 und/oder 85-89
Hypertonie Grad 1 140-159 und/oder 90-99
Hypertonie Grad 2 160-179 und/oder 100-109
Hypertonie Grad 3 2180 und/oder 2110
Isolierte systolische 2140 und <90
Hypertonie

Tabelle 1: Klassifikation der Hypertonie

Das Ausmal der Hypertonie lasst sich anhand der systolischen und oder diastolischen
Blutdruckwerte in 7 Grade einteilen.

(Modifiziert nach: Williams B, Mancia G, Spiering W, et al.)!°

3.1.2 Epidemiologie

Bluthochdruck stellt den haufigsten Risikofaktor fur kardiovaskuldre Erkrankungen
(cardiovascular disease, CVD) dar.! Dabei betrifft diese Erkrankung etwa ein Drittel der
Deutschen. Die Pravalenz steigt mit dem Alter auf bis zu 60 % an. Trotz der hohen
soziodkonomischen Bedeutung liegt eine kontrollierte Hypertonie nur bei etwa 24 % der
Pateinten vor.® Weltweit gilt ein Viertel der Bevolkerung als an Bluthochdruck erkrankt.
Aufgrund dieser hohen Fallzahl, aber auch wegen der multiplen kardiovaskularen, renalen und
cerebralen Komplikationen tragt die arterielle Hypertonie mafgeblich zur globalen

Krankheitslast bei.®®

3.1.3 Atiologie

Generell wird in eine primare und sekundare Hypertonie eingeteilt, wobei in ca. 95 % der Falle
die primare Form vorliegt. Die Ursache der primaren (essentiellen) Hypertonie ist noch nicht
abschlieend erforscht, korreliert aber eng mit weiteren Faktoren des metabolischen
Syndroms wie hohe Kochsalz- und Alkoholzufuhr, Rauchen, Bewegungsmangel oder
Ubergewicht. Weitere mdgliche Ursachen, die die Komplexitat dieser Erkrankung
hervorheben, sind veranderte Baroreflexmechanismen, verminderte Aktivitat natriuretischer
Peptide und erhohte osmotisch inaktive Natriumspeicherung.** Die mit ungefahr 5 % deutlich
seltenere sekundare Hypertonie ist haufig durch das Schlafapnoe-Syndrom bedingt. Weitere
Ursachen werden in renale Hypertonie und endokrine Hypertonie eingeteilt. Zur renalen
Hypertonie zahlen als Ursache jegliche Nierenerkrankungen wie beispielsweise die

Niereninsuffizienz, Nierenarterienstenose oder Glomerulonephritis. Hyperaldosteronismus,




Hypercortisolismus, Hyperthyreose oder ein Phaochromozytom sind Beispiele fiir eine

endokrine Hypertonie.'%

3.1.4 Pathophysiologie

Bluthochdruck ist eine Stérung der Kreislaufregulation. Die Pathophysiologie ist sehr komplex
und variabel. Sie ist bis heute noch nicht abschlieliend ergriindet. Prinzipiell unterliegt der
Blutdruck dem Ohm’schen Gesetz, wobei sich dieser aus dem Herzzeitvolumen und dem
systemischen GefaRwiderstand zusammensetzt. Der systemische GefalRwiderstand
wiederum beruht auf der Blutviskositdt und dem Tonus der Widerstandsgefalle. Ein
Hypertonus entwickelt sich dann, wenn das Herzzeitvolumen, der systemische Widerstand
oder beides langfristig erhoht ist.*

Zu Beginn der Hypertonieforschung gelang es Irvine Page und Braun Menendez im Jahre
1939 Angiotensin, einen potenten Vasokonstriktor und pro-hypertensives Agent, aus Nieren
zu isolieren. Es wurde die Theorie aufgestellt, dass nicht nur die Vasokonstriktion allein,
sondern auch das Zentrale Nervensystem, kardiovaskulare Faktoren, endokrine Faktoren und
Nierenfunktionsstorungen Bluthochdruck vermitteln. Darauf aufbauend stellte Page das
Mosaik-Modell auf, welches die multifaktorielle Genese der Hypertonie aufzeigen sollte. Der
Grundsatz dieser Mosaik-Theorie hat sich bis heute durchgesetzt. Die Faktoren, aus denen
sich das Mosaik zusammensetzt, bilden die zentralen Bausteine einer anhaltenden
Diskussion. Von groRRer Bedeutung sind dabei die Nieren, das GefalRsystem beziiglich
Elastizitat und GefaRkaliber und das Zentrale Nervensystem.’* Weitere mdgliche
pathophysiologische Ursachen sind eine gesteigerte Aktivitat des sympathischen
Nervensystems, zu hohe Natriumaufnahme oder hohe Natriumreabsorption, pathologische
Reninsekretion, mangelhafte Vasodilatation, abnorme Resistenzgefalle, Diabetes mellitus
oder veranderte Adrenorezeptoren. Die Bestimmung dieser jeweiligen mdglichen Faktoren
ware jedoch im Kklinischen Alltag aufgrund der hohen Kosten und Komplexitat nicht
durchfiihrbar und wird daher nur in seltenen Fallen angewendet.?

Im hdheren Alter ist die isolierte systolische Hypertonie die haufigste Form. Zur Erklarung
dieser Pathophysiologie wird vor allem Augenmerk auf die zunehmende Gefalisteifigkeit im
Alter gelegt. Arterielle Kapazitatsgefale sind fir zwei Aufgaben zustandig: mittels eines
ausreichenden Druckgradienten, den Mittleren arteriellen Druck (mean arterial pressure,
MAP), wird ausreichend Blut zur metabolischen Versorgung vom Herzen in die Peripherie
geleitet. Daneben nehmen sie das grole, in der Systole ausgestoRene Blutvolumen auf und
leiten es in der diastolischen Phase weiter, um eine kontinuierliche Perfusion zu ermdglichen.®
Altersabhangig erhoht sich die Steifigkeit der grolten Gefalte aufgrund von Umbauprozessen

in der Gefalkwand und die Windkesselfunktion nimmt ab. Gleichzeitig verringert sich der
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Gefalkdurchschnitt. Beide Faktoren bedingen eine Addition der systolischen Pulswelle, indem
sich die Geschwindigkeit der Pulswelle erhéht und die Welle vorzeitig reflektiert wird. Diese
summierte Welle aus systolischer und reflektierter Pulswelle verstarkt sich von peripher nach

proximal zunehmend. Somit erhoht sich auch die kardiale Belastung, das sog. ,afterload”.®?

3.1.5 Kiinik

Bluthochdruck verlauft meist asymptomatisch und wird folglich oft unterschatzt und zu spat
diagnostiziert. Dieses Problem besteht weltweit. In Deutschland wurde im Rahmen des
Monitoring Trends and Determinants in Cardiovascular Disease (MONICA)-Projektes
Augsburg die 50 %-Faustregel beschrieben, welche aussagen soll, dass 50 % der
Hypertoniker erkannt sind, davon wiederum 50 % sich in Behandlung befinden und nur die
Halfte der Behandelten tatsachlich den Zielblutdruckwert erreichen.®? Die klinischen Zeichen
sind oft unspezifisch. Mégliche Symptome einer Hypertonie kénnen sein: Schwindel, Ubelkeit,
Nasenbluten, Angina Pectoris oder Abgeschlagenheit.

Die Erkrankung birgt zudem mannigfaltige Komplikationen. Die Studie Global Burden of
Disease 2010 zeigte bereits, dass die Hypertonie einer der drei Hauptrisikofaktoren fiir die
globale Krankheitslast ist. In Zentraleuropa, Asien, Nordafrika und dem mittleren Osten stellt
sie sogar den bedeutendsten Hauptrisikofaktor dar.®® So erhéht sich die Schlaganfall- und
Herzinfarktmortalitdt exponentiell mit dem Blutdruckanstieg. Pro Anstieg um 20 mmHg
systolisch bzw. 10 mmHg diastolisch verdoppelt sich das Risiko in der Altersgruppe 40 bis 69
ausgehend von (blichen Vergleichswerten um die 115/75 mmHg.>” Das Gesamt-
Lebenszeitrisiko fur kardiovaskulare Erkrankungen liegt fur Hypertoniker bei 63 %, bei
Menschen mit Normotension betragt es 46 %. Auch verlieren Hypertoniker, abhangig vom
Alter bei Erkrankungsbeginn, Lebensjahre frei von kardiovaskuldren Erkrankungen: Bei
Krankheitsbeginn im Alter von 30 Jahren liegt der Verlust bei 5 Jahren, im Alter von 60 Jahren

bei 3,4 Jahren und im Alter von 80 Jahren bei 1,6 Jahren.®°

3.1.6 Therapie

Die Behandlung der Hypertonie kann Ublicherweise ambulant erfolgen. Griinde fir eine
stationare Behandlung in einem Krankenhaus konnen u.a. der Verdacht auf eine sekundare
Hypertonie und eine therapieresistente Hypertonie sein. Lebensstil-Interventionen sollten von
allen hypertonen Patienten inklusive hochnormalem Blutdruck erbracht werden. Die
Kochsalzzufuhr sollte ebenso wie der Alkoholkonsum und das Rauchen maoglichst reduziert
werden, eine Adipositas vermieden und regelmaRige Belastung angestrebt werden. Patienten
mit Hypertonie Grad 1 wird empfohlen, nach ausbleibender Verbesserung des Blutdrucks
durch Lebensstilanpassungen eine pharmakologische Therapie zu beginnen. Zudem sollte bei

allen Patienten mittels dem SCORE-System eine kardiovaskuldre Risikostratifizierung
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erfolgen. Eindeutige klinische oder in der Bildgebung dokumentierte kardiovaskulare
Erkrankungen, Diabetes melltus mit Endorganschaden, schwere chronische
Nierenerkrankung (chronic kidney disease, CKD) mit geschatzter glomerularer Filtrationsrate
(estimated glomerular filtration rate, eGFR) <30 ml/min/1,73 m?, hypertensive linksventrikulare
Hyperplasie oder ein einzelner deutlich erhéhter Risikofaktor werden hierbei direkt als hohes
oder sehr hohes Risiko kategorisiert. Bei Patienten ab Hypertonie Grad 2 wird unabhangig des
kardiovaskularen Risikos empfohlen, eine medikamentése Behandlung einzuleiten. Der
Behandlungszielwert liegt primar unter 140/90 mmHg, bei gutem Vertragen der Therapie sollte
sogar ein Wert unter 130/80 mmHg angestrebt werden. Dabei ist das Ziel immer abhangig
vom Patientenalter, den Begleiterkrankungen und der Vertraglichkeit der Medikamente. Ab
einem Patientenalter von 265 wird ein Blutdruckbereich von systolisch 130-139 mmHg
angestrebt.'°

Die medikamentdse Blutdrucksenkung bewirkt eine signifikante relative Risikoreduktion
kardiovaskularer Erkrankungen. Dies zeigte eine Studie der Blood Pressure Lowering
Treatment Trialists’ Collaboration (BPLTTC). Dabei war die absolute Risikoreduktion von der
Gruppe mit dem niedrigsten Risiko zur hdchsten Risikogruppe hin zunehmend. Eine 5-Jahres
Behandlung mit blutdrucksenkenden Medikamenten von 1000 Probanden wirde 14
kardiovaskulare Ereignisse verhindern ((95 % Cl 8-21). Daraus ergibt sich eine ,Number
needed to treat* um ein kardiovaskulares Ereignis in 5 Jahren zu verhindern von 71 (95 % CI
49-130) in der niedrigsten Risikogruppe und von 26 (95 % CIl 17-62) in der hochsten
Risikogruppe.®

Die medikamentése Standardtherapie setzt sich aus einer Zweierkombination zusammen.
Initial besteht diese aus einem Angiotensin-Converting-Enzym(ACE)-Hemmer oder
Angiotensin-lI-Rezeptorblocker plus Calciumantagonist oder Diuretikum. Ist eine
Blutdruckregulierung mit dieser Zweifachkombination nicht ausreichend, kommt eine
Dreifachkombination bestehend aus ACE-Hemmer oder Angiotensin-lI-Rezeptorblocker plus
Calciumantagonist plus Diuretikum zur Anwendung. Im Falle einer resistenten Hypertonie wird
ein weiteres Medikament, meist Spironolacton, der Dreifachkombination hinzugefliigt. In
ausgewahlten Fallen kann eine renale Denervation als Therapie in Erwagung gezogen
werden. Diese eignet sich zum Beispiel flr therapieresistente Hypertonien, nachgewiesene
Medikamentenunvertraglichkeiten oder mangelnde Therapieadharenz.'"®

Die PURE-Studie zeigte deutlich, dass die Compliance gegeniber der medikamentdsen
Therapie noch nicht ausreichend ist. In der Studie wussten lediglich 46,5 % der Patienten,
dass sie an einer Hypertonie erkrankt sind. Zwar erhielt die Mehrheit dieser Patienten, denen
ihre Erkrankung bekannt war, eine entsprechende pharmakologische Behandlung (87,5 %).
Doch nur die Minderheit dieser behandelten Patienten (32,5 %) befand sich auch in

regelmafiger Kontrolle. Eine Mdglichkeit, die eine verbesserte Therapieadharenz ergeben
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wirde, stellte eine intensivierte Aufklarung Gber die Erkrankung und Therapie dar.' Eine
Verbesserung der Medikamententreue senkt zudem auch die Pravalenz der Resistenten

Hypertonie.%”

3.2 Chronische Nierenerkrankung (CKD)

Unter dem Begriff Chronische Nierenerkrankung (chronic kidney disease, CKD) werden alle
irreversiblen Auffalligkeiten der Nierenstruktur und -funktion zusammengefasst. Dieser
Zustand muss per Definition der Kidney Disease: Improving Global Outcome (KDIGO) langer
als 3 Monate bestehen und Auswirkungen auf die Gesundheit haben. Im Rahmen der CKD
kommt es zu einem erhohten Risiko fir weitere Komplikationen, hervorzuheben ist das
gesteigerte Risiko fur kardiovaskulare Erkrankungen (CVD). Daher hat diese Krankheit eine
hohe Relevanz bezogen auf die hohe Mortalitat, Morbiditdt und damit einhergehende

soziobkonomische Last flir das globale Gesundheitswesen.

3.2.1 Definition
Unter dem Begriff CKD sind laut Leitlinie der KDIGO alle Auffalligkeiten der Nierenfunktion und
Nierenstruktur miteinbegriffen, welche langer als 3 Monate bestehen und mit Einschrankungen
der Gesundheit einhergehen. Kriterien, um diese Erkrankung zu erfassen, sind Marker der
Nierenschadigung wie eine Albuminurie (erhdhte Albuminexkretionsrate = 30 mg/24 h bzw.
Albumin/Kreatinin-Quotient = 30 mg/g), Abnormitdten im Urinsediment, auffallige
Elektrolytwerte aufgrund von Tubulusstérungen, pathologische histologische Befunde,
Bildbefunde mit abnormen  strukturellen  Gegebenheiten oder eine erfolgte
Nierentransplantation. Ebenso zahlt eine verringerte Glomerulare Filtrationsrate (GFR) <60
ml/min/1,73 m? zu den mdglichen hinweisgebenden Befunden.
Dieses breite Spektrum an beurteilbaren Parametern ist eher unspezifisch fur die Ursache der
Nierenschadigung, oft geht aber eine Einschrankung der Nierenfunktion voraus und
anschlielfend mit ihr einher. Eine eingeschrankte Nierenfunktion fiihrt zudem meist sowohl zu
einer verringerten Ausscheidefunktion, als auch zu einer verminderten endokrinen Funktion.
Dabei gilt die GFR als allgemein bester Gesamtmarker flir die Niereninsuffizienz. Der definierte
zeitliche Rahmen ermdglicht eine Abgrenzung der CKD gegeniber der akuten
Niereninsuffizienz oder akuten Glomerulonephritiden. Die genaue Einteilung erfordert folglich
eine regelmaflige Reevaluation.
Die GFR wird mittels der Kreatinin-Clearance geschatzt. Kreatinin ist ein Produkt des
Muskelstoffwechsels und dient als endogener Filtrationsmarker. Es ist abhangig von der
Muskelmasse und -aktivitdt, damit zusammenhangend auch von der Erndhrung, dem
Korpergewicht, Geschlecht und dem Alter. Aufgrund dieser zahlreichen Einflussfaktoren
10



resultieren grof3e interindividuelle Differenzen. Zu dieser Ungenauigkeit tragt bei, dass die
Beziehung zwischen GFR und Kreatinin einem hyperbolem Verlauf folgt. Dies hat zur Folge,
dass erst bei einer erheblichen Einschrankung der GFR ein Anstieg des Serumkreatinins
resultiert. So wird ein Anstieg Uber den oberen Referenzbereich erst ab einer GFR-
Verminderung auf 60-40 ml/min deutlich. Frihere Kreatininerhdhungen werden oft nicht
detektiert und die damit verbundenen GFR-Einschrankungen fallen in den sog. ,Kreatinin-
Blinden-Bereich“. Dadurch werden Therapien oft erst mit deutlicher Verspatung initiiert. Es
ergibt sich die Notwendigkeit einer praziseren Bestimmungsmethode der GFR. Die eGFR
bietet solch eine prazisere Einschatzung Uber zwei Formeln: die MDRD-Formel oder die CKD-
EPI-Formel. Die MDRD-Formel entstammt der Studie Modifcation of Diet in Renal Disease
Study und berechnet die GFR anhand vier Faktoren, dem Serumkreatinin, Alter, Geschlecht
und der Ethnie. Im Vergleich dazu hat die CKD-EPI-Formel (Chronic-Kidney-Disease-
Epidemiology-Collaboration-Formel) eine komplexere Form, bedient sich aber der gleichen
vier Variablen. Die international verwendete Klassifikation der CKD in funf Stadien beruht auf

diesen Kalkulationsalgorithmen.®”:%°

3.2.2 Klassifikation

Die Klassifikation der CKD erfolgt Uber die erhaltene GFR als Marker der
Ausscheidungsfunktion und das mit dem Urin ausgeschiedene Albumin. So ist eine Einteilung
ohne Kenntnis Uber die kausale Ursache mdglich. Die erforderlichen Parameter zur
Identifizierung sind objektiv und standardisiert im Labor ermittelbar. Aufgrund der Korrelation
zwischen eingeschrankter GFR und metabolischer und endokriner Komplikationen wurde die
CKD in 5 Stadien (G1-G5) eingeteilt (vgl. Abbildung 1). Darin inbegriffen ist eine weitere
Unterteilung des 3. Stadiums in G3a und G3b aufgrund unterschiedlicher Prognosen und
Risikoprofile dieser beiden Gruppen. In den beiden Stadien G1 und G2 ist die GFR normal bis
leicht verringert. Hier ist erst dann die Diagnose einer CKD korrekt, wenn weitere
Nierenfunktionsstdrungen diagnostizierbar sind. Erreicht ein Patient eine GFR < 15
ml/min/1,73 m2, kann die Nierenfunktion nicht mehr langer die lebensnotwendigen Funktionen
aufrechterhalten. In diesem Endstadium der Nierenerkrankung hat der Patient abseits der
palliativen Behandlung nur noch durch Nierenersatzverfahren wie Dialyse oder
Nierentransplantation eine Uberlebensmdglichkeit. "

Als zweiten Parameter betrachtet die Einteilung der CKD gemafR der Leitlinie der KDIGO die
Albuminurie. Dieser Wert hat ebenfalls einen grol3en Vorhersagewert beziiglich der Prognose.
Es werden 3 Kategorien unterschieden (A1-A3). Im ersten Stadium A1 ist die
Albuminausscheidung noch normal bis leicht erhdht, wohin gegen im Stadium A3 mit einer

stark erhodhten Exkretion eine Makroalbuminurie erreicht wird. Mit zunehmendem Anstieg
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steigt das Risiko weiterer Komplikationen kontinuierlich an und macht damit die Albuminurie
zu einem relevanten diagnostischen und prognostischen Faktor.

Abseits dieser weit verbreiteten Einteilung sollte nicht Gbersehen werden, dass die CKD nicht
per se einer Diagnose entspricht. Die Ursachenfindung darf nicht vernachlassigt werden, auch
sie beeinflusst die Prognose und Behandlung. Daher wird als zusatzliche mdgliche Einteilung
eine Einteilung in systemische Erkrankungen, welche die Nieren mitbetreffen und primare
Nierenerkrankungen empfohlen, bezogen auf glomerulare, tubulointerstitielle, vaskuldre und

zystisch-kongenitale Erkrankungen.®°

Albuminurie Kategorien
Beschreibung und Reichweite

Progression von CKD A1 A2 A3
durch GFR und : -~
. . . Normal bis massig Starkortish
Albuminurie Kategorien leicht erhoht erhoht
<30 mg/g 30-299 mg/g =300 mg/g
<3 mg/mmol 3-29 mg/mmol | =30 mg/mmol
G1 Normal bis erhoht 290
E . _
Y G2 Leicht reduziert 60-90
E Leicht bis maRig
% G3a reduziert 45-59
g MaRig bis stark
2 aig bis star
S G3b reduziert 30-44
)
©
é G4 stark reduziert 15-29
)
G5 Nierenversagen 15

Griin: geringes Risiko (wenn keine anderen Marker fiir eine Nierenerkrankung vorliegen, keine CKD)
Gelb: magig erhohtes Risiko; Orange: hohes Risiko; Rot: sehr hohes Risiko; Griin: geringes Risiko

Abbildung 1: Klassifikation der CKD

Einteilung der CKD anhand des Ausmales der Albuminurie in Grad A1-A3 und anhand der
GFR in Grad G1-G5. Aus der Zusammenschau dieser beiden Parameter ergibt sich eine
farbkodierte Klassifikation: Die griinen Tabellenfelder stellen ein geringes Risiko fir CKD dar,
gelb ein maRiges Risiko, orange ein hohes Risiko und die roten Felder im unteren
Tabellenbereich ein sehr hohes Risiko, an einer CKD zu erkranken.

(Modifiziert nach: Marx, N., Floege, J., Bohm, M., et al.)?®

3.2.3 Epidemiologie
Die chronische Nierenerkrankung besitzt eine hohe Relevanz in Bezug auf ihre
soziobkonomische Last auf das globale Gesundheitswesen aufgrund ihrer hohen Mortalitat

und Morbiditédt. So berichtete die Weltgesundheitsorganisation (World Health Organization,
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WHO) im Jahre 2012, dass 1,5 % der Tode weltweit auf die chronische Nierenerkrankung
zurtckzufuhren sind und somit Platz 15 der fihrenden Todesursachen einnimmt. Bis ins Jahr
2030 wird ein kontinuierlicher Anstieg dieser Zahlen prognostiziert. Zudem beinhaltet diese
Erkrankung eine Erhéhung der Morbiditat, weltweit bedingt die CKD 1,1 % der
krankheitsbeinhaltenden Lebensjahre bzw. 1,3 % der verlorenen Lebensjahre.'"”
Altersabhangig steigt die Pravalenz mit zunehmendem Alter. Verlassliche Zahlen fir

Deutschland fehlen aktuell noch.®?

3.2.4 Atiologie

Die Atiologie der CKD variiert stark, abhangig von der Geografie. Wahrend in Industrienationen
Diabetes mellitus und Hypertonie die haufigste Ursache darstellen und vor allem altere
Menschen betroffen sind, reihen sich in Entwicklungslandern Diabetes mellitus und Hypertonie
zusammen mit anderen Ursachen gleichermalien haufig ein. In Asien, Indien und Subsahara-
Afrika gelten die Glomerulonephritis und unbekannte Ursachen als haufigster Grund fur die
Entstehung einer CKD. Eine spezialisierte Ursachenbestimmung entsprechend
Nierenbiospien oder invasive Bildgebungen sind dabei nicht immer notwendig. Hier sollte eine
genaue Abwagung zwischen Kosten, Risiken und dem Nutzen der Diagnostik erfolgen.
Gerade bei alteren Menschen in Nationen mit sehr hohen Pravalenzen von Diabetes mellitus
und Hypertonie ist eine Abgrenzung dieser Erkrankungen als tatsachliche ursachlich oder

lediglich koexistent schwierig.%:1%7

3.2.5 Pathophysiologie

Die Pathophysiologie der CKD setzt sich aus zwei Faktoren zusammen: Einem initialen Trigger
und dem weiterfihrenden Pathomechanismus. Der initiale Trigger (beispielsweise
Entwicklungsstérungen der Niere, Immunkomplexablagerungen, Glomerulonephritis-
assoziierte Inflammationen) fiihrt zu einer Hypertrophie und Hyperfiltration der verbleibenden
funktionsfahigen Nephrone. Dies resultiert haufig in einem Verlust an funktionsfahigen
Niereneinheiten, unabhangig der zugrundeliegenden Erkrankung, und fuhrt zu einem
zunehmenden Ruckgang der Nierenfunktion. Die Folgen der Nephron-Reduktion werden
durch vasoaktive Hormonsekretion, Zytokinausschuttung und Wachstumshormone vermittelt.
In Folge der zur Aufrechterhaltung der GFR vorliegenden Hypertrophie und Hyperfiltration
kommt es vermutlich zu einer Erhdhung des Drucks und Flusses innerhalb der Nephrone.
Dadurch wird Uber l&ngere Zeit die Struktur der Glomeruli beschadigt, die Podozytenfunktion
nimmt ab und eine Reduktion der Filtrationsleistung fiihren schlussendlich zur Sklerosierung
und Versagen der Ubrigen funktionsfahigen Nephrone. Dabei scheint ein erhéhtes Renin-

Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) intrarenal sowohl der initial kompensatorische
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Hyperfiltration als auch der darauffolgenden maladaptiven Hypertrophie und Sklerose
beizusteuern.®

Die Fibrose stellt die gemeinsame finale Manifestation der CKD dar und nimmt somit eine
zentrale pathologische Rolle ein. Das Nierengewebe nutzt sie als nicht erfolgreichen
»Wundheilungsprozess“ verursacht durch einen chronisch anhaltenden Schaden. Es resultiert
ein Teufelskreis, welcher in der Fibrose und Gewebezerstérung endet, als Ergebnis eines
fehlgelaufenen Reparaturversuches. Unter physiologischen Bedingungen wiirde die
Fibrogenese die normale Gewebestruktur wieder herstellen.

Charakterisiert wird der Pathomechanismus durch Glomerulosklerose, Atrophie der Tubuli und
interstitielle Fibrose. Die Glomerulosklerose wird veranlasst durch Endothelschaden und -
dysfunktion, proliferierte glatte Muskelzellen und Mesangiumzellen. Zudem kommt es zur
Destruktion von Podozyten, welche physiologisch ein Bestandteil der glomerularen

Basalmembran darstellen.'%”

3.2.6 Kiinik

Die CKD verlauft bei den meisten Patienten initial asymptomatisch. Zur Diagnosestellung
kommt es erst dann, wenn die herabgesetzte Nierenleistung in einer Routinekontrolle bemerkt
wird oder eine fortgeschrittene CKD Beschwerden bereitet. Das initiale Stadium der
kompensatorischen Hyperfiltration duert sich in einer Polyurie. Aufgrund der zunehmenden
gewebszerstorenden Prozesse reduziert sich die Nierenfunkton und damit einhergehend die
Exkretionsfunktion. Harnpflichtige Toxine akkumulieren im Kérper. Diese Uramietoxine haben
komplexe, bisher nur unvollstandig verstandene, Effekte. Man schreibt ihnen Mitwirkung an
Inflammationsreaktionen, Immundysfunktionen, GefalRerkrankungen, Stérungen der
Thrombozytenfunktion, eine Veranderung des Medikamentenmetabolismus und Progression
der CKD zu. Im Endstadium der CKD folgt dann ein nahezu vollstandiger Ausfall der
Regulation des Wasserhaushaltes. Das osmotische Gleichgewicht ist durch die hohe
Albuminausscheidung infolge der gestorten Proteinfiltration aus der Balance gebracht. Wasser
lagert sich in Form von Odemen an, zundchst peripher, klassischerweise als
Unterschenkelddeme oder mit zunehmendem Ausmaf® im Rahmen eines renalen
Lungenddems und folglicher Dyspnoe. Es kommt zum klinischen Bild eines nephrotischen
Syndroms."%’

Als weitere Komplikation der gestorten renalen Filtration kénnen Elektrolytentgleisungen
resultieren. Insbesondere durch erhdhte Kaliumretention kénnen lebensgefahrliche
Herzrhythmusstérungen auftreten. Die ebenfalls gestorte Bikarbonat-Retention und
Protonenelimination kdnnen zu pH-Wert-Entgleisungen fuhren, bis hin zur metabolischen

Azidose.
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Die Folgen der endokrinen Funktionsabnahme fuhren haufig zu einer renalen Anamie. In der
Niere wird Erythropoetin in den peritubularen Fibroblasten gebildet. Dieses Protein wird
physiologisch bei erniedrigtem renalem Sauerstoffpartialdruck vermehrt transkribiert und
stimuliert die Erythropoese im Knochenmark. Kommt es nun zu einer verringerten
Erythropoetin-Synthese durch die CKD folgt eine normochrome normozytare Anamie. Damit
einhergehend eine verminderte Belastungsfahigkeit und erhéhte Transfusionsnotwendigkeit.%®
Des Weiteren kommt es zu schwerwiegenden Veranderungen im Calcium-Phosphathaushalt
welche unter dem Sammelbegriff der renalen Osteopathie zusammengefasst werden. Der
menschliche Korper kann das aktive Vitamin D-Hormon physiologisch selbst synthetisieren.
Der letzte Syntheseschritt findet in der Niere statt, wobei 25-Hydroxycholecalciferol zu 1,25-
Dihydroxycholecalciferol hydroxyliert wird. Das 1,25-Dihydroxycholecalciferol hat im Korper
vielfaltige Funktionen, unter anderem die Forderung der Calcium- und Phosphatresorption
sowie die Knochenmineralisierung. Bei Patienten mit CKD ist die Synthese von 1,25-
Dihydroxycholecalciferol stark eingeschrankt und auch die Phosphatausscheidung Uber die
Niere ist vermindert. Die resultierende Hyperphosphatadmie und Hypokalzamie aufgrund des
Calcitriol-Mangels fihren Uber einer Erhéhung des Parathormons zu einem sekundaren
Hyperparathyreoidismus. Die Verringerte Knochenmineralisierung zeigt sich Kklinisch in
Knochenschmerzen, Osteopenie mit Frakturneigung bis hin zu einer manifesten

Osteoporose.%®

3.2.7 Therapie

Meist ist die CKD irreversibel und es wird therapeutisch keine drastische Verbesserung
erreicht. Daher ist die wichtigste MalRnahme die Pravention. Ein Fortschreiten der Erkrankung
und das kardiovaskuldre Risiko missen moglichst vermieden werden.

Besonders wichtig gestalten sich hierbei die adaquate Blutdruckeinstellung. Die arterielle
Hypertonie stellt im Rahmen der CKD sowohl eine mogliche Ursache als auch Folge der
Erkrankung dar. Folglich nimmt die antihypertensive Therapie einen zentralen Stellenwert
ein.’”" Die KDIGO empfiehlt eine medikamentdse Blutdruckreduktion auf < 140/90 mmHg bei
CKD-Patienten mit oder ohne diabetischer CKD mit einer Albuminurie von < 30 mg/24 h. Bei
erhohter Albumin Exkretion auf 2 30 mg/24 h wird eine intensivierte Blutdruckeinstellung auf <
130/80 mmHg diskutiert.®® Als Initialtherapie lautet die Empfehlung der DGK eine Kombination
aus RAAS-Blocker und einem Calciumkanalblocker.'™® Dabei sollen RAAS-Blocker die
Albuminurie wirksamer verringern als vergleichbare Antihypertensiva. ACE-Hemmer oder
AT1-Antagonisten erfiillen zwei Funktionen: Sie vermindern ein Fortschreiten der CKD und
das Aufkommen kardiovaskularer Ereignisse.'" Eine Kombination aus zwei RAAS-Blockern
wird nicht empfohlen. Diese Kombinationstherapie erhdht sowohl das Risiko einer
Hyperkaliamie als auch das Auftreten eines Akuten Nierenversagens.''%? Die Auswahl der
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medikamentdsen Therapie sollte individuell unter Berlcksichtigung der Komorbiditaten des
Patienten erstellt werde. "’

Die der chronische Nierenerkrankung folgenden endokrinen Erkrankungen, wie die renale
Anamie, die renale Osteopathie und der sekundare Hyperparathyreoidismus, sollten mittels
spezifischer Therapieverfahren behandelt werden.

Des Weiteren sollten lebensstilverandernde MalRnahmen getroffen werden, welche ebenfalls
den Progress der CKD verhindern und das kardiovaskuldre Risiko minimieren. Dazu zahlen
die Nikotinkarenz, Gewichtsreduktion bei Adipositas und eine regelmallige sportliche
Betatigung. Die Salzaufnahme sollte diatetisch auf < 90 mmol (< 2 g) pro Tag beschrankt sein,
sofern keine Kontraindikationen bestehen. In Stadium G4-G5, wenn die GFR weniger als 30
ml/min/1,73 m? erreicht hat, empfiehlt die KDIGO eine reduzierte Proteinaufnahme < 0.8 g/kg/d
bzw. fir alle Patienten mit Risiko der CKD-Progression < 1.3 g/kg/d.%%1%!

DarlUber hinaus muss jede weitere akute Nierenschadigung mdglichst vermieden werden, da
die CKD fir ein akutes Nierenversagen pradisponiert. Dazu zahlt gerade bei der Alteren
Bevolkerung die Vermeidung einer Dehydratation und Vorsicht gegenlber vieler

Medikamente, die nephrotoxisch wirken bzw. renal eliminiert werden.??*°

3.3 Vorhofflimmern

Vorhofflimmern (VHF) ist die haufigste Herzrhythmusstérung und geht mit einem erhdhten
Risiko fur einen Schlaganfall, periphere Embolien und dem Tod einher. Mehreren Faktoren,
wie beispielsweise elektrische und strukturelle Veranderungen des Vorhofgewebes, werden
eine ursachliche Wirkung zugeschrieben. Therapeutisch gibt es erfolgreiche Methoden,
welche jedoch mit hohen Kosten flr das Gesundheitswesen verbunden sind. Aus diesem
Grund ist es von grofer Relevanz, die Entstehung des VHF zu verhindern, indem

Risikofaktoren und pradisponierende Faktoren praventiv behandelt werden.

3.3.1 Definition

Das VHF ist definiert als supraventrikulare arrhythmische Tachykardie mit unkoordinierter
elektrischer Vorhofaktivitat. Daraus resultiert eine ineffektive Vorhofkontraktion. Die Diagnose
wird mittels Elektrokardiogramms (EKG) gestellt, idealerweise mittels Ableitung eines
vollstandigen 12-Kanal-EKGs von mindestens 30 s. Elektrokardiographische Merkmale des
VHF sind unregelmafige R-R-Intervalle, das Fehlen von erkennbaren regelmaligen P-Wellen
und eine unregelmaRige Vorhofaktivierung (vgl. Abbildung 2).%

VHF kann anhand der Episodendauer oder Atiologie genauer klassifiziert werden. Wird die
Einteilung nach Persistenz gewahlt, werden vier Stadien unterschieden. Terminiert das VHF

spontan innerhalb von 7 Tagen in den Sinusrhythmus, spricht man von paroxysmalem VHF.
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Dauert die Episode mindestens 7 Tage und kann erst durch eine Kardioversion (elektrisch
oder medikamentds) unterbrochen werden oder konvertiert spontan, wird es als
persistierendes VHF definiert. Langanhaltendes persistierendes VHF nimmt eine Dauer von
mindestens 12 Monaten ein. Stellen Patient und Arzt die Versuche ein, das VHF in einen
Sinusrhythmus zu konvertieren, bleibt das VHF therapieresistent und wird als permanentes
VHF klassifiziert."!
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Abbildung 2: Exemplarische EKG-Ausschnitte der Versuchstiere im Sinusrhythmus
und atrialer arrhythmischer Episode

A: Ausschnitt eines Ratten-EKGs, zu sehen ist ein physiologischer Sinusrhythmus mit gut
erkennbaren P-Wellen

B: Ausschnitt eines Ratten-EKGs mit einer Vorhofflimmern-Episode, welche anschlielfend
zurtck in den Sinusrhythmus konvertiert. Zu erkennen ist, dass wahrend der
Vorhofflimmerepisoden die P-Welle verschwindet und das RR-Intervall, d.h der Abstand
zwischen zwei R, abnimmt. Die R-Zacke spiegelt als Teil des QRS-Komplexes die Ventrikel-
Depolarisation wider, sodass aus dem Abstand zweier R-Zacken die Herzfrequenz bestimmt
werden kann.

3.3.2 Epidemiologie

Inzidenz und Pravalenz des VHF steigen global stetig an. Das ,Global Burden of Disease
project” bestimmte 2016 eine Pravalenz von 46,4 Millionen Menschen weltweit. In Europa lag
die Pravalenz von VHF im Jahre 2010 bei ca. 9 Millionen Menschen und es wird ein Anstieg
bis in das Jahr 2060 auf voraussichtlich 14 Millionen erwartet.>®* Weltweit bedingt VHF ein
erhohtes Risiko der Mortalitdt und Morbiditat. Allein 2017 fUhrte es zu einem Verlust von 6
Millionen krankheitsfreien Lebensjahren.!!

Hauptursache des enormen Pravalenzanstiegs ist die alter werdende Gesellschaft. Jungere
Patienten haben eine sehr niedrige Wahrscheinlichkeit an VHF zu erkranken (< 1 % bei
Personen < 40 Jahren), wobei die Pravalenz mit > 80 Jahren auf 10-17 % ansteigt.®®

VHF steht in einem engen epidemiologischen Zusammenhang mit anderen Erkrankungen wie

Herzklappenerkrankungen, Diabetes mellitus, arterielle Hypertonie und Adipositas. Auch
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genetische Faktoren und Lifestyle bedingte Risikofaktoren wie Alkohol, Rauchen und
exzessiver Ausdauersport werden diskutiert.®®

CKD ist mit einer héheren Inzidenz von VHF verbunden. So wurde in einer japanischen
Kohorte ein 32 % hoheres Risiko fur VHF beobachtet bei Patienten mit einer GFR von 30-59
ml/min im Vergleich zu Patienten mit normaler Nierenfunktion. Das Risiko eines VHF erhohte
sich dabei linear mit sich verschlechternder GFR. Ursachlich ist bei beiden Erkrankungen die
Aktivierung des RAAS, von daher teilen sie sich Risikofaktoren und Pathomechanismen. VHF
stellt eine haufige Arrhythmie dar bei dialyse-pflichtigen Patienten im Endstadium der CKD.
Patienten mit chronischer Nierenerkrankung haben zudem ein erhdhtes Risiko flr

Herzinsuffizienz, Myokardinfarkt und Gesamtmortalitat.31%

3.3.3 Pathophysiologie

Im Sinusrhythmus gibt der sinoatriale Knoten die Herzfrequenz, angepasst an die
metabolischen Bedlirfnisse, vor und Ubernimmt so die Schrittmacherfunktion des Herzens. Im
Rahmen des VHF kommt es jedoch zu 400-600 unregelmaRigen Erregungen der Vorhofzellen
pro Minute. Die Filterfunktion des atrioventrikularen (AV) Knotens verhindert dabei, dass diese
hochfrequenten Erregungen ungefiltert an die Herzkammern weitergeleitet werden und schitzt
das Herz vor lebensbedrohlichen Kammertachykardien. Mdglich ist dies durch die begrenzte
Impulskapazitat des AV-Knotens. So werden die elektrischen Entladungen nicht im Verhaltnis
1:1 sondern unregelmaRig an die Ventrikel weitergeleitet. Herzfrequenzen von ungefahr
150/min sind typisch fiir nicht medikamentds behandeltes VHF.”®

Ektope Aktivitaten sind pathophysiologisch ursachlich fir die Entstehung von VHF-Episoden.
Dabei stellen diese ektopen Aktivitaten spontane Depolarisationen der Vorhofgewebezellen
dar, welche aulerhalb des Sinusknoten entstehen. Sie sind insgesamt schneller als der
Sinusrhythmus. Diese Erkenntnisse Uber die Elektropathologie wurden vor allem durch
moderne elektrische Kartierungsstudien der epikardialen Oberflache der Vorhofe erlangt.™
Anhaltendes VHF kann in Veranderungen der Refraktarzeit und des zugrundeliegenden
elektrophysiologischen Substrats im Vorhof resultieren. Diesen Prozess bezeichnet man als
atriales Remodelling. Die Umbauprozesse flihren schlussendlich zu einer fortschreitenden
Verkurzung der Refraktarzeit und einer langeren Dauer der pathologischen Aktivitat, was zu
Re-Entry-Kreislaufen fihren kann. Diese kreisende Erregung wird durch die kurze
Refraktarzeit begunstigt, so kénnen zuvor depolarisierte Kardiomyozyten schneller wieder
erregt werden. Dadurch kann anhaltendes VHF entstehen.’

Die Bildung von Myokardfibrose ist einer der Hauptfaktoren, die zu zum atrialen Remodeling
fuhren. An der Bildung der Fibrose sind multifaktorielle Prozesse beteiligt, die aus komplexen
Wechselwirkungen zwischen zellularen und neurohormonellen Mediatoren resultieren. In
diesem Umbauprozess nehmen kardiale Fibroblasten eine zentrale Rolle ein. Sie sind im
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Wesentlichen nicht erregbare Zellen, kénnen jedoch Uber Connexine elektrische Erregung
zwischen den Kardiomyozyten Ubertragen. Daraus resultiert eine Heterogenitat der Erregung,
die Aktionspotentiale verklrzen sich, ruhende Kardiomyozyten werden erregt. Regionen der
Vorhoffibrose verursachen so eine Verlangsamung der Erregungsleitung, erhdhen die
Heterogenitat der Stromleitung und stellen schlussendlich ein Arrhythmiesubstrat dar. Die
Vorhoffibrose ist somit an der Entstehung und Aufrechterhaltung des VHF beteiligt.®

Ein weiterer Baustein der komplexen kardialen Remodeling-Vorgange, welche in der
Entstehung von Arrhythmie-Substraten resultieren, stellt die Hypertrophie von Kardiomyozyten
dar. Dabei korreliert die Kardiomyozytengrof3e reziprok mit der Kerndichte. Die Hypertrophie
der Kardiomyozyten steht in engem Zusammenhang mit einer Abnahme der Kerndichte der
Kardiomyozyten, was darauf hindeutet, dass die Hypertrophie der Kardiomyozyten im
Wesentlichen eine kompensatorische Reaktion auf die Abnahme der Kardiomyozytenzahl sein
koénnte. Eine verringerte Kardiomyozytenzahl stellt einen weiteren wichtigen Faktor fur das
Fortschreiten der atrialen Kardiomyopathie dar, ebenso wie die Zunahme der
Kardiomyozytengrolie in einer ausgepragten Ausbreitungsverzégerung der Erregungsleitung
resultiert. Die Abnahme der Vorhoffunktion, die auf eine Abnahme der Zahl der
Herzmuskelzellen bei gleichzeitiger kompensatorischer Kardiomyozytenhypertrophie
zurlckzufuhren ist, gilt als eine mogliche Ursache fur die Zunahme des Risikos einer
Herzinsuffizienz und der Entstehung von Thromboembolien mit zunehmendem Alter. 1294

Ein weiterer Faktor, der zur Entstehung von Herzrhythmusstérungen beitragen kann, ist die
erhohte Aktivitdt des sympathischen Nervensystems. Noradrenalin kann dabei als
Neurotransmitter des sympathischen Nervensystems auf sympathische Stimuli hin freigesetzt
werden und kardiale Betarezeptoren aktivieren. Zudem konnte gezeigt werden, dass die
sympathische Aktivierung die Entwicklung des arrhythmogenen Substrats Uber
neurohumorale Mechanismen wie das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System férdert. Daraus
resultiert eine Hochregulierung von profibrotischen elektrischen Leitungsbahnen in den
Vorhéfen. Zusammenfasend kann so eine erhohte Sympathikusaktivitdit sowohl zum
strukturellen als auch zum elektrischen Umbau des Herzens beitragen. Die Aktivierung des
autonomen Nervensystems Ubernimmt so eine wichtige Rolle bei der Auslésung und
Aufrechterhaltung von Vorhofflimmern.°

Neben den genannten strukturellen Remodelingvorgdangen kommt es auch zu
elektrophysiologischen Veranderungen. Das elektrophysiologische Remodeling ist durch die
Verkurzung der Refraktarperiode gekennzeichnet, was zu einer Erhéhung der Stabilitat des
Vorhoffimmerns  beitragt.'"> Dabei stellt vor allem die P-Wellen-Dauer einen
elektrokardiographischen Marker dar, der die Erregungsleitung im Vorhof widerspiegelt und

dessen Verlangerung mit Vorhofflimmern einhergeht.
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Die mit atrialen Arrhythmien verbundene hdmodynamische Uberlastung des Vorhofs fiihrt zu
einer Dilatation.®® Auch kommt es zu pathologischen endokardialen Veranderungen. Beides
erhoht das Risiko der Thrombenbildung. Des Weiteren flihrt die Flimmerbewegung des
Vorhofs im Gegensatz zur physiologischen geregelten Vorhofkontraktion im Sinusrhythmus zu
einer Stase des Blutes.

Die ektopen Zentren entstammen zu 95 % der Pulmonalvenen-Region.!" Ursachlich dafiir ist,
dass die Kardiomyozyten der Pulmonalvenen-Region eine Schrittmacher-ahnliche Aktivitat
entwickeln und spontane Depolarisationen auslosen. Das Gewebe unterscheidet sich in
diesem Bereich in seinem elektrophysiologischen Aufbau vom umliegenden Gewebe. Dieser
Unterschied wirkt sich auf die Refraktarzeit und die Leitungsgeschwindigkeit aus, sodass es
zu einer unregelmaBigen elektrischen Aktivitdt kommt.” Erwahnenswert ist ebenfalls das
Bachmann-Biindel, ein Kardiomyozyten-Blindel, welches den linken und rechten Vorfhof
miteinander verbindet. Dieses Muskelbuindel stellt durch die Verbindung beider Vorhéfe einen
bevorzugten Ort fiir Uberleitungsstdrungen dar. Patienten mit VHF weisen in beiden Vorhofen

mehr Erregungsleitungsstérungen auf, am starksten ausgepragt im Bachmann-Bindel.™

3.3.4 Kiinik

Patienten mit VHF kénnen unterschiedliche Symptome aufweisen. Zu den Symptomen zahlen
Palpitationen, Atemnot und Mudigkeit, aber auch Brustschmerzen, thorakales Engegefiihl,
Belastungsintoleranz, Synkope oder Schlafstérungen kénnen auftreten. Dabei sind 50-87 %
aller Patienten asymptomatisch. Dies fiihrt moglicherweise zu einer ungiinstigen Prognose.
Hierbei kann es vorkommen, dass erst durch eine VHF-bedingte Komplikation wie z.B. einen
Schlaganfall das VHF diagnostiziert wird.®* Umso mehr Relevanz kommt einer Friiherkennung
im Rahmen von Screening-Programme zu. Beispielsweise regelmafige EKG-Untersuchungen
> 65 Jahre im Rahmen von Vorsorgeuntersuchungen. Ein systematisches EKG-Screening
wird fir Patienten ab dem 75 Lebensjahr und mit erhéhtem Schlaganfallrisiko empfohlen.
Zukunftig sollten auch Smartwatches mit EKG-Funktion das Erkennen eines VHF ermdglichen.

Diese Techniken sind aber noch nicht standardmaRig in Verwendung.3®

3.3.5 Therapie

Die Therapie des VHF stltzt sich auf 3 Saulen: der Rhythmuskontrolle, Frequenzkontrolle und
Antikoagulation. Als Vorteile durch die Konversion in den Sinusrhythmus erhofft man sich eine
Verbesserung der Symptome, der Hamodynamik und eine Verringerung des Risikos
thromboembolischer Ereignisse.’

Die Rhythmuskontrolle umfasst eine elektrische oder medikamentdése Kardioversion.
Zahlreiche Antiarrhythmika dienen zur Aufrechterhaltung des Sinusrhythmus, weisen jedoch

eine begrenzte Wirksamkeit und ein hohes Nebenwirkungsprofil auf. Pharmakologisch stehen
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z.B. Vernakalant, Flecainid oder Propafenon zur Verfiigung. Intravendses Amiodaron sollte
dabei bei Patienten mit Herzinsuffizienz oder strukturellen Herzerkrankungen bevorzugt
werden.® Aufgrund des Jodanteils ist dieses Klasse lll-Antiarrhythmikum jedoch potenziell
toxisch fiir die Schilddriise und andere Gewebe.’ Eine pharmakologische Kardioversion sollte
nur bei hdamodynamisch stabilen Patienten und unter Abwagung des thromboembolischen
Risikos durchgefiihrt werden.3®

Die Herzfrequenzkontrolle kann ebenfalls durch mehrere pharmakologische Wirkstoffe
erreicht werden, darunter Betablocker, Digitalis und Kalziumkanalblocker. Als Medikamente
der ersten Wahl bei VHF-Pateinten mit linksventrikularer Ejektionsfraktion (LVEF) = 40 %
stehen Betablocker, Diltiazem und Verapamil zur Verfigung. Ist die LVEF auf <40 % verringert
werden Betablocker oder Digitoxin empfohlen. Uber die genaue Zielfrequenz herrscht aktuell
noch Uneinigkeit. Die DGK empfiehlt eine Ruhe-Herzfrequenz < 100/min als initiales Ziel bei
asymptomatischen Patienten oder Patienten mit nur geringen Symptomen. Aggravieren die
Symptome oder es kommt zu einer Verschlechterung der linksventrikularen Funktion bzw.
Indikationsstellung fiir eine kardiale Resynchronisationstherapie, liegt die Ziel-Herzfrequenz
bei < 80/min. Wird die Zielfrequenz mittels Monotherapie nicht erreicht, sollte eine
Kombinationstherapie erwogen werden.®

Mehrere Studien zeigten eine Vergleichbarkeit der Behandlungsergebnisse zwischen
Rhythmus- und Frequenzkontrolle.

Alternativ zu den pharmakologischen Therapieoptionen gibt es noch interventionelle
Verfahren. Das weitverbreitetste Verfahren ist die Pulmonalvenenisolation Uber eine
Katheterablation.8 Hierbei werden, unterstitzt durch dreidimensionale elektroanatomische
Mappingsysteme, die Lungenvenen vollstandig durch lineare Lasionen mittels Radiofrequenz-
oder Kryoablation um ihr Antrum elektrisch isoliert.2**® Das Ziel besteht darin, den ektopen
Ausléser oder das Substrat zu beseitigen, dass die pathologische Depolarisation auslost.®*
Dieser Eingriff wurde Uber die letzten Jahre standig weiterentwickelt, so dass er mittlerweile
als sicher und effektiv gilt. Die Leitlinie empfiehlt die Pulmonalvenenisolation als Zweitlinien-
Therapie fur Patienten mit symptomatischen paroxysmalem VHF oder persistierendem VHF.
Die Ergebnisse mehrerer randomisierter kontrollierter Studien und Metaanalysen zeigen
deutlich, dass die Katheterablation das Wiederauftreten von VHF wirkungsvoller reduziert und
den Sinusrhythmus deutlich effektiver aufrechterhalt als der Einsatz von antiarrhythmischen
Medikamenten bei Pateinten, die bei denen mindestens ein antiarrhythmisches Medikament
versagt hat.882 So zeigt diese Intervention bei 64-71 % der Patienten klinischen Erfolg. Eine
Symptomverbesserung und Steigerung der Lebensqualitdt konnte ebenfalls durch erfolgreiche
Katheterablation erreicht werden.%*

Dennoch konnten Studien zeigen, dass ein erheblicher Anteil der Patienten ein spates

Wiederauftreten von VHF nach einer Katheterablation entwickelt.548! Des Weiteren gibt es
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keinen Hinweis daflr, dass dieser Eingriff die Mortalitdt Uber die Rhythmus- und
Symptomkontrolle hinaus reduzieren kann. Das Risiko der Intervention fir schwerwiegende
Komplikationen liegt bei 3-4 %.%*

Aufgrund des erhdhten Risikos fur thromboembolische Ereignisse mit dem ischamischen
Schlaganfall als haufigste Komplikation unter VHF, muss bei jedem Patienten das individuelle
Risiko mittels Scoringsystemen ermittelt werden. Dazu eignet sich der CHA>DS>-VASc-Score.
Dieser Score zur Ermittlung des Schlaganfallrisikos unter VHF berechnet sich aus den als
Akronym zusammengefassten folgenden Risikofaktoren: Congestive heart failure,
Hypertension, Age =75 years, Diabetes mellitus, Stroke, Vascular disease, Age 65-74 years,
Sex category (female). Jeder Parameter wird mit einem Punkt gewertet, abgesehen der zwei
Risikoparameter, die bereits im Akronym mit der Zahl 2 versehen werde: Age 275 years und
Vascular disease werden 2 Punkte zugeteilt. Patienten mit einem Punktwert von 0 bzw. Frauen
ohne weitere Risikofaktoren (Punktwert 1) bendétigen keine antikoagulative Dauertherapie. Das
Risiko dieser Patientengruppen, einen Schlaganfall zu erleiden, liegt < 1 %. Bei Erflllung eines
Risikofaktors bei Mannern (Punktwert 1) bzw. eines nicht-geschlechtsspezifischen
Risikofaktors bei weiblichen Patienten (Punktwert 2), kann eine Antikoagulation nach
individueller Nutzen-Risiko-Abwagung erwogen werden. Die Indikation einer Antikoagulation
ist bei Mannern ab einem Punktwert = 2 und bei Frauen ab einem Wert = 3 Punkten gestellt.
Dabei werden neue orale Antikoagulantien (NOAK) den Vitamin-K-Antagonisten
vorgezogen.3®

Parallel zur Risikobewertung des Schlaganfallrisikos sollte das Blutungsrisiko berticksichtigt
werden. Auch dazu sollte ein Risikoscore herangezogen werden, geeignet ist der HAS-BLED-
Score. Die Buchstaben des Akronyms stehen fur folgende klinische Risikofaktoren:
Uncontrolled Hypertension, Abnormal renal and/or hepatic function, Stroke, Bleeding history
or predisposition, Labile INR, Elderly > 65 years and Drugs or excessive alcohol drinking. Pro
Risikofaktor wird ein Punkt berechnet. Die Kategorien mit 2 Variablen (Abnormal renal and/or
hepatic function und Drugs or excessive alcohol drinking) kénnen somit bis zu 2 Punkte
ergeben. Insgesamt liegt der maximal erreichbare Wert folglich bei 9 Punkten. Ab einer
Risikokonstellation = 2 Punkten spricht man von einem hohen Blutungsrisiko, Werte < 2 Punkte
gehen mit einem niedrigen bis moderaten Blutungsrisiko einher. Wichtig ist hierbei zu
erwahnen, dass ein hoher Blutungsrisiko-Score nicht dazu fiihren sollte, orale
Antikoagulantien abzulehnen. Der Score dient dazu, die Aufmerksamkeit auf Patienten mit
hohem Risiko zu erhdhen. Die Beachtung der dynamischen Verdnderungen des

Blutungsrisikos sind relevanter als das Ermitteln eines Ausgangszustands.3®

Zusatzlich zu den bisherigen besprochenen Therapiemalinahmen sollten immer auch
Lebensstilimodifikationen angestrebt werden, um atriale Remodelingprozesse zu minimieren

und so die Entstehung von VHF zu verhindern. Dazu zahlen unter anderem das Erreichen
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eines siologischen (0] ass naex , regelimalsige sportiche vitat,
i physiologischen Body M Index (BMI), regelmaRige sportliche Aktivitat

Alkoholabstinenz und die Behandlung von Obstruktiver Schlafapnoe.®

3.3.6 Arterielle Hypertonie und VHF

Arterielle Hypertonie und VHF treten haufig gemeinsam auf. Diese Tatsache ist darauf
zurlckzufuihren, dass erhdhte Blutdrucklevel die Inzidenz von VHF beeinflussen.*® Eine
norwegische Studie mit initial 2014 mannlichen Teilnehmer, beobachtete tUber 35 Jahre, dass
sowohl erhdhte systolische Blutdrucklevel als auch diastolische Blutdrucklevel mit einem
erhohten Risiko VHF zu entwickeln einhergehen.? Ein &hnliches Studienergebnis konnte im
Rahmen der ,Women's Health Study“ erfasst werden. Hierbei wurden 34.221Teilnehmerinnen
fur eine Studiendauer von 12,5 Jahren eingeschlossen. Bei den initial gesunden Frauen
korrelierte der Blutdruck deutlich mit der Inzidenz von VHF. Dabei stellte sich der systolische
Wert als starkerer Pradiktor heraus im Vergleich zum diastolischen Blutdruckwert. Systolische
Blutdruckwerte innerhalb des nichthypertensiven Bereichs waren unabhangig mit dem
Auftreten von Vorhofflimmern assoziiert.'® Als Ursache fiir die erhohte Inzidenz von VHF unter
arterieller Hypertonie wird dabei die linksventrikuldare Hypertrophie und linksatriale Dilatation
angenommen. Beide Faktoren pradisponieren fur die Entstehung von VHF. Des Weiteren
I6sen sowohl die linksventrikulare Hypertrophie als auch arterielle Hypertonie eine
sympathische Uberaktivitat aus. Diese sympathische Uberaktivitat spielt eine relevante Rolle
bei der Entstehung von VHF, da sie sowohl als Baustein in der kardiovaskularen Homdostase
fungiert, als auch bei GiberméaRiger Aktivitat multiple Herzkrankheiten verursachen kann.%
Aufgrund dieser haufigen Korrelation sollten Patienten mit Bluthochdruck umfassend auf VHF
mittels regelmafligen Langzeit-EKG-Kontrollen gescreent werden, genauso wie bei VHF-
Patienten eine regelmafRige Kontrolle des Blutdrucks erfolgen sollte.** Die DGK empfiehlt bei
Patienten mit VHF auf eine gute Blutdruckkontrolle zu achten, damit VHF-Rezidive und das
Risiko von Schlaganfallen und Blutungen mdglichst minimiert werden kann.®® Ein Vorteil ist
dabei, dass mehrere Medikamentenklassen, die zur Kontrolle von VHF eingesetzt werden,
auch blutdrucksenkende Wirkung haben, beispielsweise Betablocker. Aber auch
Medikamente, die das RAAS blockieren und somit die sympathische Uberaktivierung
unterdriicken, wirken beiden Pathomechanismen entgegen.*

Aulierdem verbindet beide Erkrankungen auch ihre gemeinsamen Risikofaktoren, dazu zahlt
Rauchen, Diabetes mellitus und Alkoholkonsum. Daher ist es von grof3er Bedeutung, beide
Krankheiten rechtzeitig zu erkennen und gleichermalRen zu behandeln, inklusive
krankheitsverbessernder Lebensstilmodifikationen. Diese Aufgabe stellt das

Gesundheitssystem in Hinblick auf eine immer alter werdende Gesellschaft zunehmend vor

23



eine Herausforderung, aufgrund des steigenden Anteils der Patienten mit VHF und
Bluthochdruck.*®

3.3.7 CKD und VHF

CKD und VHF sind eng miteinander verbundene Krankheiten und haben gemeinsame
Risikofaktoren wie Hypertonie, Diabetes mellitus und koronare Herzerkrankung (KHK). Die
Pravalenz beider Erkrankungen wachst, so dass kunftig immer mehr Menschen betroffen sein
werden und eine zunehmende Relevanz in Hinblick auf die optimale Behandlung der Pateinten
entsteht.

Beide Erkrankungen sind bidirektional miteinander verbunden, das bedeutet CKD erhdht das
Risiko fur die Entstehung von VHF genauso wie VHF mit einem erhéhten Risiko fir die
Entwicklung von CKD einhergeht. Die Pravalenz von VHF unter CKD ist etwa auf das 3-4fache
erhoht im Vergleich zu den geschatzten 2-4 % der Allgemeinbevélkerung.'® Eine Metaanalyse,
welche 25 Studien miteinschloss, untersuchte die Inzidenz, Pravalenz und das Outcome von
VHF bei Patienten mit CKD im Endstadium unter Nierenersatztherapie. Das Ergebnis zeigte
eine signifikant hohere Inzidenz und Pravalenz von VHF in der beschriebenen
Patientenkohorte. Zudem konnte eine Assoziation mit einem erhohten Risiko fur Schlaganfall
und Tod festgestellt werden als in der Normalbevolkerung.'® Aber auch CKD-betroffene
Patienten mit einer GFR zwischen 15-59/ml pro 1,73 m? haben ein erhohtes Risiko fiir VHF,
wie in einer weiteren Studie anhand von 1840 Teilnehmern (615 Frauen und 1225 Manner)
deutlich gemacht werden konnte.>® Des Weiteren erhdhte sich das Risiko des Erreichen des
Endstadiums der CKD bei Patienten, welche zu Studienbeginn noch nicht unter VHF litten, es
jedoch im Verlauf entwickelten. Patienten, welche Uber den Zeitraum der Studie nicht an VHF
erkrankten, gelangten signifikant seltener in das letzte Stadium der CKD.®

Es gibt mehrere Mechanismen, die beide Erkrankungen miteinander verbindet. Als ein
mogliches Bindeglied wurden Entziindungsmarker beobachtet, welche im Rahmen der CKD
entstehen und nachweislich die Entwicklung und Persistenz von VHF férdern.'>'® Ein weiterer
wichtiger Faktor ist die Aktivierung des RAAS, welche sowohl in der Pathogenese der CKD
mitwirkt als auch beispielsweise durch Bildung atrialer Fibrose zur Entwicklung von VHF
beitragen kann. Zudem spielt die Hochregulierung des Sympathikus und ein erhohtes Risiko
fur kardiovaskulare Erkrankungen eine Rolle. Genauso wie Medikamente gegen
Vorhofflimmern oft nephrotoxische Nebenwirkungen zeigen. VHF und CKD sind beide
aulerdem durch  einen prothrombotischen Zustand gekennzeichnet. Die

Thrombozytenaktivierung steht dabei in umgekehrter Beziehung zur Nierenfunktion.®
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Aufgrund dieser engen Verbindung beider Krankheiten sollte ein grolles Augenmerk auf eine
exakte Diagnostik, Risikostratifizierung und ein optimales Management von Komorbiditaten

gelegt werden.

3.4 Oxidativer Stress

Oxidativer Stress ist definiert als Ungleichgewicht zwischen (freien) Radikalen und dem
unzureichenden Abbau dieser Radikale durch antioxidative Systeme. Kommt es zu einer
Verschiebung des Gleichgewichts hin zu den Oxidantien, spricht man von oxidativem Stress.
Reaktive Sauerstoff- (ROS) und Stickstoffspezies (RNS) werden im UbermaR gebildet und
schaden der Zelle. Es kommt zur Oxidation von Lipiden, Proteinen und
Desoxyribonukleinsdure (deoxyribonucleic acid, DNA). Viele pathologische Zustande sind
durch oxidativen Stress bedingt, darunter Bluthochdruck, Artherosklerose, Diabetes und
CKD."78

Reaktive Spezies haben in moderater Konzentration den physiologischen Nutzen als
Botenstoffe und wirken in der Signaltransduktion mit. Sie werden kontinuierlich durch
Oxidationsreaktionen in lebenden Zellen wahrend normaler Stoffwechselprozesse gebildet.
Als freies Radikal bezeichnet man eine chemische Spezies mit einem oder mehreren
ungepaarten  Valenzelektronen.  Klassische  Beispiele sind  Hydroxyl- (HO),
Stickstoffmonooxid- (NO"), Stickstoffdioxid-Radikale (NO2") oder das Superoxidanion (O2’). Sie
haben den hochaktiven Drang, sich mit einem weiteren ungepaarten Elektron zu verbinden
und somit in Form einer kovalenten Bindung ein neues nicht-radikalisches Molekul entstehen
zu lassen. Eine weitere, haufigere Moglichkeit ist jedoch, dass freie Radikale nicht-radikalische
Molekile angreifen. So entsteht ein neues (sekundares) radikalisches Molekil und eine Art
Kettenreaktion wird ausgelést. Diese mehrfach hintereinander ablaufenden Reaktionen
schadigen das Gewebe in Form von Ubermalligen oxidativen Schadigungen. Sekundare
Radikale kénnen Wasserstoffperoxid (H20.), Distickstofftrioxid (N2Os) oder Lipidperoxide

sein."”

Eine der Hauptquellen fir reaktive Sauerstoffspezies stellt die mitochondriale Atmungskette
dar, zusammen mit den Enzymen NADPH-Oxidase (Nox) und Xanthin-Oxidase (XO). Von den
funf existierenden NADPH-Oxidasen ist Nox2 die haufigste. Nox katalysiert den
Elektronentransfer vom Zytosol in den extrazelluldren Raum bzw. spezialisierte
Zellkompartimente. NADPH stellt dabei im Zytosol das Elektron zur Verfiigung, dass zur
Reduktion von Sauerstoff durch Nox bendtigt wird. Nox 4, eine weitere Isoform, spielt eine
zentrale Rolle im Rahmen von Nieren- und Gefa3erkrankungen. Das im normalen Zustand

kaum aktive Enzym wird durch Zytokine, Wachstumsfaktoren, Hyperlipidamie oder
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Hyperglykdmie aktiviert. Es werden nach der Aktivierung mehrere ROS erzeugt, welche

wiederum andere prooxidative Enzyme auslosen und so einen Teufelskreis in Gang bringen. '

Eine weitere Quelle oxidativen Stresses ist die Xanthin-Oxidase (XO). Die
Xanthinoxidoreduktase fungiert gleichzeitig als Xanthindehydrogenase und Xanthinoxidase
und nimmt mit ihrer Doppelfunktion eine relevante Funktion in den letzten Schritten des
Purinabbaus ein. Die XO (bertragt unter physiologischen Bedingungen Elektronen
hauptsachlich auf NAD* unter Bildung von Xanthin aus Hypoxanthin und Harnsaure aus
Xanthin. Dabei wird der Co-Faktor NADH produziert. Herrschen jedoch Bedingungen einer
Inflammation, wird die Xanthindehydrogenase posttranslational durch Oxidation von
Cysteinresten zum Enzym Xanthinoxidase modifiziert. Diese Umwandlung ist fiir die Bildung
oxidativen Stresses relevant, da XO eine hohere Affinitat zu Sauerstoff als Co-Faktor besitzt.
Bei den Abbauschritten von Hypoxanthin zu Xanthin bzw. Xanthin zu Harnstoff wird H2O>
gebildet. Das entstandene H.O, und andere reaktive Sauerstoffspezies verstarken die

Zellschadigung erheblich.’

Zur Abwehr solcher Zellschadigungen, verursacht durch oxidativen Stress, verfigt der Kérper
Uber Antioxidationsmechanismen. Antioxidantien werden selbst oxidiert, um den Teufelskreis
weiterer Oxidationsreaktionen zu unterbrechen. Es kdnnen dabei zwei verschiedene
enzymatische Antioxidantien unterschieden werden: Konstitutionell wirksame antioxidative
Enzyme (z.B. Katalase (CAT), Peroxiredoxin (Prx), Superoxid-Dismutase (SOD), welche das
Redox-Gleichgewicht intrazellular aufrechterhalten, und ,antioxidant response element®-
gesteuerte Enzyme (ARE). AREs werden durch den Transkriptionsfaktor Nrf2 reguliert und
aktiviert. Kommt es nun im Metabolismus zu verstarktem Stress oder Inflammation, werden
AREs durch Nrf2 aktiviert und exprimieren antioxidative Enzyme wie beispielsweise Ham-
Oxygenase-1 (HO-1)."7

Ein primares enzymatisches Antioxidants ist die Superoxid-Dismutase (SOD). Dieses zink-
und kupferhaltige Enzym wandelt das reaktive Superoxidion (O27°) durch Aufnahme eines
zweiten Elektrons in ein Peroxidanion (O2%) um. Dadurch kann sich das Peroxidanion mit zwei
Wasserstoffprotonen zu H>O, verbinden. Um nun das angefallene H,O; in das stabile H.O
umzuwandeln, stehen 2 verschiedene Optionen zur Verflgung. Im ersten Falle zersetzt die
Ham-haltige Katalase (CAT) H20- direkt zu Wasser und O.." Dieses Enzym hat eine der
hochsten Umsatzraten aller Enzyme. Die zweite Variante wird Uber die in allen
Zellkompartimenten vorkommende Enzymfamilie der Peroxiredoxine verwirklicht. Sie
oxidieren H.O, zu H20, indem sie ein anderes Substrat oxidieren, z.B. Glutathion (GSH). Das
verwendete Reduktionsmittel ist namensgebend.®* GSH wird dabei als Reduktionsmittel und

Wasserstoffdonator verwendet und zu Glutathiondisulfid (GSSG) oxidiert."”
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Aus der Gruppe der ARE-gesteuerten Enzyme ist die Ham-Oxygenase (HO) ein wichtiger
Vertreter. HO-1 ist ein bei vermehrtem Stress induzierbares Enzym, welches eine zentrale
Rolle im Ham-Abbau einnimmt. Dabei 6ffnet HO-1 den Tetrapyrrolring des Hams an der
Methinbricke im ersten Schritt des Abbauvorgangs. Das rote Hdm wird so in grunes Biliverdin
uberfuhrt. Als Co-Faktoren der HO-1 wird NADPH+H"* zu NADP* oxidiert, genauso wie in dem
0O,-abhangigen Schritt H,O und Kohlenstoffmonoxid (CO) frei werden.'”

3.5 Die Rolle des RAAS

Das RAAS (Renin-Angiotensin-Aldosteron-System) hat sowohl eine Rolle in der
Pathophysiologie des Bluthochdrucks als auch in der Organschadigung, beispielsweise der
Nieren im Rahmen der CKD. Aufgrund dieser relevanten Rolle wurde es in den letzten Jahren

zunehmend in den Fokus der Forschung geruckt.

In der Niere sind alle Komponenten des RAAS vertreten. Die Aspartylprotease Renin wird
hauptsachlich von den juxtaglomeruldren Zellen an den afferenten Arteriolen freigesetzt.
Neben der Niere kénnen auch andere Gewebe Renin bzw. Prorenin produzieren.
Angiotensinogen wird in erster Linie von Leberzellen gebildet und kontinuierlich in den
Kreislauf sezerniert. Dies ermdglicht eine Bildung von Angiotensin |l im gesamten
Blutkreislauf. Zur Bildung von Angiotensin | spaltet die Protease Renin Angiotensinogen am
N-Terminus ab. Das auf Endothelzellen weit verbreitete Angiotensin-konvertierende Enzym

(ACE) konvertiert Angiotensin | schlieBlich zu Angiotensin I1.52

Angiotensin |l ist das stérkste biologisch aktive Produkt des RAAS.52 Durch die Bindung an
den AT1-Rezeptor an der Plasmamembran wird der Rezeptor phosphoryliert und somit
nachgeschaltete Signalwege aktiviert. Diese flihren zu intrazellularen Reaktionen und
endozytotischen Prozessen.’® Zu seiner Wirkung zahlt die Verengung glatter
GefalRmuskelzellen, die Steigerung der Kontraktilitdt des Herzmuskels, die Stimulation der
Aldosteronproduktion, die Anregung der Katecholaminfreisetzung aus dem Nebennierenmark
und sympathischen Nervenendigungen und die Erhéhung der Aktivitdt des sympathischen
Nervensystems. Eine weitere Aufgabe beinhaltet die Regulation des Natriumtransports in der
Niere und dem Darm. Zusatzlich zu den genannten physiologischen Funktionen induziert
Angiotensin Il Entzindungen, Zellwachstum, Mitogenese, Apoptose, reguliert die
Genexpression bioaktiver Substanzen und aktiviert intrazellulare Signalwege, die zu einer
Gewebeschadigung beitragen kénnen. Mehrere Studien konnten anhand der Auswirkungen
von ACEs und Angiotensin-llI-Rezeptor-Subtyp-1(AT1)-Rezeptorblockern zeigen, dass
Angiotensin Il eine zentrale Rolle bei der Entstehung von Bluthochdruck und

Nierenschadigungen einnimmt. Diese Auswirkungen resultieren auf der unangemessenen
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Aktivierung von AT1-Rezeptoren. Tierexperimentelle Studien an Ratten konnten zeigen, dass
Angiotensin Il eine Verringerung der glomerularen Filtrationsrate einzelner Nephrone und des
glomeruldren Plasmaflusses bewirkt.5? Es fiihrt zu einer Vasokonstriktion sowohl der
afferenten als auch efferenten Nierengefal’e, was in der Entwicklung einer glomerularen
kapillaren Hypertonie resultiert und den renalen Blutfluss drosselt.” Zudem erhéht es den
afferenten und efferenten arteriolaren Widerstand. Anhaltend erhohtes intrarenales
Angiotensin |l fihrt zu einer Proteinurie und zu einer fortschreitenden Schadigung der
glomerularen Filtrationsrate. Als eines der starksten natriumrtickhaltenden Hormone im Kérper
fuhrt eine zu hohe Angiotensin-lI-Konzentration zu einer unphysiologische hohen Salz- und
Wasserretention.>? Diese kann am deutlichsten im Bereich des Nierenmarks beobachtet
werden.”® Die Natrium(Na*)-Retention wird verstarkt durch die Regulatorfunktion des Hormons
auf Aldosteron, welches Uber Mineralokortikoidrezeptoren in den Sammelrohren der Niere
ebenfalls Natrium rickresorbiert. Somit wird Angiotensin Il eine starke anti-natriuretische

Wirkung beigemessen.5?

Neben Angiotensin Il sind auch weitere RAAS-Komponenten entscheidend an entziindlichen
und fibrotischen Nierenschaden beteiligt. Insbesondere Aldosteron, welches auch durch
Angiotensin Il stimuliert wird, Ubt eine pro-oxidative Wirkung aus. Diese wird unter anderem
Uber NADPH-Oxidase-abhangige Mechanismen vermittelt. Die proinflammatorischen und
profibrotischen  Aldosteron-Einflisse  werden vermutlich Uber den spezifischen
Transkriptionsfaktor NF-«kB eingeleitet, der an der Entziindung, Immunitat, Zellproliferation und
Apoptose beteiligt ist. Die Stimulation der Aldosteron-Sekretion aus der Nebennierenrinde
durch das Hormon Angiotensin |l fUhrt synergistisch ebenfalls zu einer verstarkten
Ruckresorption von Natrium und Wasser. Des Weiteren wird vermehrt Endothelin-1 produziert,
ein potentes vasokonstriktorisches Peptid mit entziindungsférdernden und pro-fibrotischen

Wirkungen.”

Aufgrund dieser zahlreichen und multifaktoriellen Wirkungen nimmt das RAAS, insbesondere
das Hormon Angiotensin |l, eine bedeutende Rolle in der Pathogenese des systemischen
Bluthochdrucks und im Rahmen von Nierenerkrankungen ein. Im Tiermodell mit spontan
hypertensiven Ratten konnte eine erhdhte intrarenale Angiotensinogen-Produktion
nachgewiesen werden, welche zu erhdhten Angiotensin-ll-Spiegeln beitrug und zur
Entwicklung einer arteriellen Hypertonie und Nierenschadigung fuhrte. Auch bei zahlreichen
Pathologien der Niere nimmt das RAAS eine zentrale Position ein. Angiotensin Il hat eine
Reihe schadlicher Wirkungen bei CKD. Neben den bereits angefihrten hamodynamischen
Wirkungen wirkt Angiotensin Il auch Uber nicht-hamodynamische Effekte nierenschadigend,
darunter Uber die Stimulierung fibrogener Mediatoren, verstarkte Bildung freier Radikale,

Aggravation des glomerularen Blutdrucks und die Induktion einer tubulointerstitiellen Hypoxie.
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Das Resultat dieser Effekte ist insgesamt die Fibrogenese und Steigerung des oxidativen

Stresses innerhalb der Niere.570

Durch eine inadaquate Stimulation des RAAS Ubt Angiotensin Il aufgrund synergistischer
Wirkungen auf mikrozirkulatorische und epitheliale Transportsysteme der Niere einen starken
hypertensinogenen Einfluss aus. Die anhaltende Stimulation des intrarenalen RAAS bei
erhdhtem arteriellem Blutdruck fiihrt zu einer gesteigerten Natriumriickresorption,

Nierenschadigung, Proliferation und Fibrose.%?

3.6 Das kardiale Hormon BNP

Das B-Typ natriuretische Peptid (brain natriuretic peptid, BNP) ist ein aus 32 Aminosauren
aufgebautes Polypeptid. Es wurde primar aus porcinem Hirngewebe isoliert. Im menschlichen
Genom befindet sich das entsprechende Gen auf Chromosom 1 und kodiert das Prohormon
proBNP. Dieser inaktive Vorlaufer wird in den Herzmuskelzellen proteolytisch in die biologisch
aktive Form BNP und N-terminale proBNP (N-terminal pro-brain natriuretic peptide, NT-

proBNP) aufgespalten .73

Das Hormon wird hauptsachlich durch Kardiomyozyten sezerniert. Der Synthese- und
Sekretionsstimulus stellt dabei die Dehnung der Myozyten durch erhéhte ventrikulare
Wandspannung dar. Dabei wird BNP zum gréRten Teil von ventrikularen Myozyten produziert,
im Gegensatz zu dem atrialen natriuretischen Peptid (ANP), welches namensgeben bevorzugt

im Vorhofgewebe synthetisiert wird.*°

Unter pathologischen Zustadnden des Herzmuskelgewebes wie im Falle der Herzinsuffizienz
oder eines Myokardinfarkts kommt es zu einer Hochregulation der ventrikularen Produktion
des kardialen Hormons. In Folge dieser verstarkten Sezernierung bindet BNP in den
peripheren Zielorganen an den Peptidrezeptor Typ A und bewirkt somit eine Steigerung der
intrazellularen zyklischen-Guanosinmonophosphat(cGMP)-Produktion. Die Wirkung des
kardialen Hormons ist vielfaltig, es hemmt die Renin- und Aldosteronproduktion, steigert die
renale Elektrolyt- und Wasserexkretion und fungiert folglich als Gegenpart zum RAAS.3073
Zudem wirkt es vasodilatierend, steigert die Diurese und vermindert das Wachstum der Herz-
und Gefallmuskelzellen. Tierversuche an Mausen konnten zeigen, dass ein Knockout des
BNP-Gens die kardiale Fibrose steigert, im Gegenzug bewirkt eine Uberexpression von BNP
Hypotonie.?® Aus diesem Grund eignet sich die Quantifizierung der BNP-Konzentration als
Mal fir die Herzfunktion. Dabei zeichnet sich insbesondere der hohe negative Pradiktionswert
zum Ausschluss einer Herzinsuffizienz aus. Die leitliniengerechte Therapie der
Herzinsuffizienz mit ACE-Hemmern, Sartanen, Spironolacton und Diuretika senkt den BNP-
Spiegel. Daher eignet sich BNP auch als Verlaufskontrolle zur Uberwachung der
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Therapieeffizienz. Neben diesen klassischen intrinsischen Herzfunktionsstdérungen finden sich
erhohte BNP-Level auch bei Nierenerkrankungen.?! Patienten mit CKD sind anfalliger fir
myokardiale Schaden, welche in systolischer und diastolischer Dysfunktion resultieren
kénnen. Dies erhdhte Risiko beruht auf der Akkumulation kardiotoxischer
Stoffwechselprodukte wie Kreatinin, pathologischen Veranderungen des RAAS und erhdhten
Blutdruck. Daran schlief3t sich ein Teufelskreis aus Minderdurchblutung der Nieren aufgrund
der Herzinsuffizienz und daraus folgender Verschlechterung der Herzleistung an. Aus diesem
Grund ist das fruhzeitige Erkennen der Herzinsuffizienz mittels kardialer Marker wie BNP

relevant flr die Prognose des Patienten.®

3.7 Renale Denervation

Die interventionelle sympathische Nierenarteriendenervation (renale Denervation, RDN) stellt
ein Verfahren zur selektiven renalen Sympathektomie dar, mit dem Ziel durch eine Abnahme
der zentralen Sympathikusaktivitdt eine anhaltende Blutdrucksenkung zu erlangen. Als
Zielgruppe werden Patienten mit einer therapierefraktaren arteriellen Hypertonie ausgewahit.
Dabei ist zu beachten, dass es sich um eine echte Therapieresistenz und keine
Pseudoresistenz (mangelnde Compliance, Weil3kittelhypertonie) oder sekundare Hypertonie

handelt.6”

Die RDN wird als minimal-invasives Verfahren unter Analgosedierung durchgefuhrt. Zu Beginn
des Eingriffs erfolgt Katheter-gestiitzt Uber die Punktion der Arteria (A.) femoralis eine
Angiographie der Nierenarterien. Sie dient zum Ausschluss einer relevanten
Nierenarterienstenose. Das Lumen der Nierenarterie muss einen grofRen Blutfluss
ermoglichen, um das GefaR ausreichend kiihlen zu kénnen. Nach Uberprifung der
Durchlassigkeit des GefalRes wird unter Einsatz von Rdntgenbildstrahlung ein
Ablationskatheter eingesetzt. Dieser wird Uber die Aorta abdominalis bis in die A. renalis
gefuhrt. Zur Verédung der in der Adventitia liegenden sympathischen Nervenfasern wird Gber
die Katheterspitze ein hochfrequenter Strom verabreicht. Die GefaRwand wird auf 45-70 °C
erwarmt. Wahrenddessen wird das Gefal intraluminal mittels hohen Blutflusses gekihlt.

Insgesamt wird das Nierengefal an 4-6 Stellen abladiert in einem Abstand von ca. 5 mm.®’

Bisher beschrankt sich der Einsatz dieses Verfahrens auf spezialisierte Zentren in
Deutschland. Alternativ zum Verfahren mittels Radiofrequenz-Energie kann die RDN auch
ultraschallgestiitzt oder chemisch, beispielsweise durch Alkohol-Verédung, erfolgen.®? Eine
effektive Blutdrucksenkung stellt sich meist erst Wochen bis Monate nach der RDN ein.%’
Mehrere Studien untersuchten die Wirkung der RDN, darunter die Symplicity-HTN-1,
Symplicity-HTN-2 und die DENER-HTN Studie. Die Symplicity-HTN-1 Studie konnte eine
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signifikante Senkung des Blutdrucks um 15-25 mmHg bereits nach 6 Monaten bei Patienten
mit therapierefraktarer Hypertonie zeigen.®? Auf eine reduzierte Aktivitat des sympathischen
Nervensystems konnte aufgrund einer signifikanten Abnahme der renalen Noradrenalin-
Spilloverrate geschlossen werden. Auch die Langzeitergebnisse dieser Studie Uber einen
Zeitraum von 24 Monaten konnten Uberzeugen. Eine anhaltende Blutdruckreduktion von 32/14
mmHg 24 Monate nach der RDN verfestigte das Ergebnis. Das definierte Ziel einer

Blutdrucksenkung bei Praxismessung um = 10 mmHg lag in den Studien bei 84-92 %.57

Das autonome Nervensystem nimmt eine zentrale Rolle in der Entstehung und
Aufrechterhaltung von Vorhof- und Herzrhythmusstérungen ein. Daraus ergibt sich die
Uberlegung, ob durch eine verminderte Sympathikusaktivierung die Vorbeugung und
Behandlung von Herzrhythmusstérungen erreicht werden kann. Bisherige Studien konnten
zeigen, dass eine RDN die Herzfrequenzrate signifikant senkt und auch die Induzierbarkeit
von VHF verringert.#"'% Dahinter wird ein komplexer und multifaktorieller Mechanismus
vermutet, durch den RDN als Antiarrhythmikum wirkt. Die Hypothese beruht darauf, dass die
adrenerge Aktivierung eines vulnerablen Herzsubstrats ein Ausloser fiir VHF sein kann, bzw.
es aufrechterhalt. In Tierversuchen wurden mehrere potenziell antiarrhythmische Wirkungen
der RDN beobachtet: eine weniger heterogene Erregungsleitung, weniger Fibrose und eine

geringere neurohumorale Aktivierung.*

Patienten mit reduzierter Nierenfunktion wurden bisher nicht in die Studien der RDN
miteingeschlossen. Aufgrund pathophysiologischer Uberlegungen erhofft man sich aber auch
in dieser Kohorte eine Verbesserung durch RDN, um die sympathische Uberaktivitat, welche
mit einer Nierenschadigung einhergeht, zu unterbinden. Klinische randomisierte Studien
existieren dazu noch nicht und sind moglicherweise Grundlage weiterer Forschungen.®” Eine
kleinere Studie, welche 15 Patienten mit resistenter Hypertonie und CKD im Stadium 3-4
einschloss, konnte jedoch eine signifikante Abnahme des Blutdrucks zeigen. Unabhangig
davon, ob Kontrastmittel verwendet wurde oder eine Kohlenstoffdioxid(CO_)-Angiographie,
blieben die Nierenwerte unverandert. Der signifikanten Blutdrucksenkung auch nach 12
Monaten schloss sich zudem eine signifikante Reduktion des nachtlichen ambulanten
Blutdrucks an. Somit wurde in dieser Studie eine positive Auswirkung der RDN auch bei

Patienten mit CKD im fortgeschrittenen Stadium ermittelt.3®

3.8 Fragestellung und Ziele

Das Ziel der Arbeit besteht darin, tiefere Aufschlisse Uber den Effekt des renalen
Nervensystems auf die Entstehung maligner Arrhythmien in einem multifaktoriellen
experimentellen Model von kardiovaskuldren Komorbiditdten zu erlangen, wie man es bei

Patienten mit CKD beobachtet. Dariber hinaus soll die RDN als interventionelle
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Therapiemdglichkeit zur Pravention kardialer Arrhythmien bei CVD-assoziierten

Komorbiditaten und CKD hervorgehoben werden.
Die beiden wesentlichen Ziele der Arbeit sind konkret:

Ziel 1: Untersuchung des Einflusses einer chronischen Hypertonie als CKD-assoziierte
kardiovaskulare Begleiterkrankung auf das kardiale pro-arrhythmische Remodeling.

Etablierung eines hypertensiven CKD-Rattenmodels.

Ziel 2: Untersuchung, ob die Modulation des renalen sympathischen Nervensystems das
Voranschreiten kardialer arrhythmogener Veranderungen des Herzens in einem

hypertensiven CKD-Rattenmodel verhindert.

Zu Ziel 1: Der Einfluss einer chronischen Hypertonie auf das maladaptive kardiale Remodeling
und die Entstehung eines Pro-arrhythmogenen Substrates bei CKD soll naher erforscht
werden. Dabei steht die Frage im Vordergrund, ob eine bestehende Hypertonie die CKD-
vermittelten Umbauprozesse im linken Vorhof verstarkt und so Bildung eines pro-
arrhythmischen Substrates zusatzlich beeinflusst. Diese Frage soll mittels eines hypertensiven
CKD-Modells an der Ratte untersucht werden. Unter Verwendung dieses experimentellen
Modells der kardiovaskularen Komorbiditdten bei CKD soll der zugrundeliegende
Pathomechanismus untersucht werden, mit Fokus auf den autonomen und strukturellen
Remodeling-Prozessen, der neurohumoralen Aktivitdt, dem oxidativen Stress und der

Inflammation.

Zu Ziel 2: In diesem multifaktoriellen ,Komorbiditaten”-Modell der CKD soll erforscht werden,
inwieweit die Modulation des sympathischen Nervensystems bei CKD das progressive pro-

arrhythmische Remodeling beeinflusst.

Um beide Ziele zu verfolgen und die damit verbundenen Fragestellungen zu beantworten,

kommen zwei Tiermodelle zur Anwendung:

Die Interventionsgruppe erhalt als Therapieoption eine renale Denervation. Dieser Eingriff
erfolgt nach bereits induzierter CKD mittels Adenins und Entwicklung einer systemischen
arteriellen Hypertonie bei Spontan hypertensiven Ratten (SHR). Als Kontrollgruppe dienen
ebenfalls SHR, welche jedoch normale Standarddiat erhalten und keiner renalen Denervation

zugefuhrt werden.
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Abbildung 3: Ziele der Arbeit
Graphischer Uberblick Uber die Ziele der Arbeit
Zur Verfolgung von Ziel 1 wurde ein hypertensives CKD-Modell etabliert, indem SHR mit
einer Adenin-haltige Diat geflittert wurden. Es folgte die Untersuchung der Einflisse dieser
Komorbiditaten auf das kardiale pro-arrhythmische Remodeling und die Entwicklung einer
atrialen Arrhythmie. Um den Einfluss einer Modulation des sympathischen Nervensystems
auf das kardiale pro-arrhythmische Remodeling zu beleuchten, wurde die
Interventionsgruppe einer renalen Denervation im Sinne einer selektiven renalen
Sympathektomie unterzogen (Ziel 2).
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4 Materialien und Methoden

4.1 Materialien

Abzug

Chemilumineszenz-lmaging-System

Gewebeeinbettungsautomat
Gewebeinfiltrationsautomat

Heizblock

Kihlzentrifuge

Mikroskop

Mikrotom

Photometer

Schittler

Spannungsquelle

Katheter-basierte Telemetrie

Tischzentrifuge

Uberkopfschiittler

ARGE Labor- und Objekteinrichtungen GmbH,
Wathlingen, Deutschland

peglab Fusion SL, VILBER LOURMAT GmbH,

Eberhardzell, Deutschland

HistoCore Arcadia, Leica, Wetzlar, Deutschland

HistoCore PEARL, Leica, Wetzlar, Deutschland

HLC BioTech, DITABIS AG, Pforzheim,

Deutschland

Thermo Scientific Fresco 17 Mikrozentrifuge,
Thermo Fisher Scientific, Waltham USA

Aperio Versa 8, Leica, Wetzlar, Deutschland

HistoCore AUTOCUT, Leica, Wetzlar,

Deutschland

DU 730 UV/Vis-Spectrophotometer,

Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland

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

PowerPac HC, Biorad Laboratories Inc.,

Hercules, Kalifornien, USA

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

Biofuge Pico, Heraeus, Hanau, Deutschland

Tube rotator, VWR, Darmstadt, Deutschland
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Ultraschallgerat

Vortex Mixer

Waage

Sonstiges Material:

Gelelektrophorese-Zubehor

Pipetten

Tank Blot-System

Software:

Bildbearbeitung

Mikroskop

EKG

Fibroseauswertung

Katheter-basierte Telemetrie

Western Blot

Reaktionskits/Fertigldsungen

cOmplete Proteaseinhibitor

Branson Ultrasonics Sonifier, Danbury,
Connecticut, USA
VV3, VWR, Darmstadt, Deutschland

CS Series, Ohaus GmbH, Giel3en, Deutschland

Mini PROTEAN Tetra Cell, Biorad Laboratories

Inc., Hercules, Kalifornien, USA

Ergonomic High Performance Pipetten,
VWR, Darmstadt, Deutschland

Mini Trans-Blot Cell, Biorad Laboratories Inc.,

Hercules, Kalifornien, USA

GIMP 2.10.24 (GNU Image Manipulation

Program)

Aperio ImageScope, Version 12.3.3, Leica,

Wetzlar, Deutschland
Notocord hem evolution

NIS Elements, Nikon Instruments Europe BV,

Amstelveen, Niederlande

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

FusionCapt Advance peqlab,
VWR, Darmstadt, Deutschland

Roche Diagnostics GmbH,

Mannheim, Deuschland
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ECL GE Healthcare, Amersham, Vereinigtes

Konigreich
PhosStop Phosphataseinhibitor Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Deuschland
Picro-Siriusred Morphisto, Offenbach am Main, Deutschland
Ponceau rot SERVA Elektrophoresis GmbH,

Heidelberg, Deutschland

Protein Assay Reagent A und B Biorad Laboratories Inc.,

Hercules, Kalifornien, USA

peqGOLD Proteinmarker lll VWR life science, Lithuania

4.2 Methoden
421 Tiermodelle

Die Tierversuche wurden vom zustandigen Landesamt flr Verbraucherschutz (LAV) nach
Genehmigungsnummer 35/2017 bewilligt. Alle Operationen wurden durch dafiir speziell

qualifizierte medizinisch-technische Assistenten gemaR des Tierschutzgesetzes ausgefuhrt.

4.2.1.1 Spontan hypertensive Ratten (SHR)

Zum besseren Verstandnis des Einflusses kardiovaskularer Komorbiditdten auf das
maladaptive kardiale Remodeling und die Entstehung von Arrhythmien bei CKD, ebenso des
Einflusses von therapeutischen Interventionen, eignet sich das gangige Modell der Spontan
Hypertensiven Ratte (SHR) fir die experimentelle Forschung. SHR sind ein speziell
gezlchteter Rattenstamm, urspriinglich aus der Kreuzung der Nachfahren einer mannlichen
hypertensiven Wistar-Ratte einer Kolonie in Kyoto (Japan) und einer weiblichen Ratte
derselben Gattung mit ebenfalls erhohtem Blutdruck.”® Sie zahlen zu den mit am haufigsten
untersuchten Versuchstieren bei Forschungsfragen bezogen auf Bluthochdruck- und
Nierenerkrankungen. Mit diesem gezichteten Rattenstamm ist es maoglich, kontinuierlich
entstehende kardiovaskulare Erkrankungen mit komplexen neurohumoralen Veranderungen
zu simulieren. SHR entwickeln in ihren ersten 6-8 Lebenswochen systolische Blutdruckwerte
zwischen 100-120 mmHg. Die Hypertonie pragt sich in den folgenden 12-14 Wochen aus und

erreicht ein stabiles Niveau im Alter von 20- Wochen.*?
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4.2.1.2 Das hypertensive CKD-Rattenmodel

Als Versuchstiere dienten 12 mannliche SHR. Sie wurden im Alter von 15 Wochen gekauft
(JanvierLabs, Saint-Berthevin Cedex, Frankreich). In der Literatur wurde beschrieben, dass
der Blutdruck der Tiere bereits wahrend der ersten zehn Wochen nach der Geburt ansteigt
und ab einem Alter von 20 Wochen ein stabiles Niveau erreicht.*? Die Ratten wurden wahrend
des gesamten Experiments je zu viert in Kafigen in den Raumen der experimentellen Chirurgie
gehalten. Die Verteilung der Interventions- und Kontrolltiere wurde verblindet. Die Aufteilung
der 12 Ratten erfolgte in 3 Gruppen: eine Kontrollgruppe (Ko, n=4), eine Gruppe, die ein
Adenin-haltiges Futter erhielt (Adeningruppe (Ad, n=4) und eine Adenin+RDN-Gruppe
(Ad+RDN, n=4).

Die Ratten hatten sowohl Trinkwasser als auch Futter im Uberschuss zur Verfiigung. Im Alter
von 20 Wochen wurde mit der Adenin-induzierten CKD begonnen. Dazu erhielten 8 der 12
SHR ein mit 0,25 % Adenin versetztes Spezialfutter in normaler Haltungsdiat (Altromin #1324,
Altromin Spezialfutter GmbH & Co. KG, Lage, Deutschland). Die Kontrollgruppe erhielt Gber
den Gesamtzeitraum normales Trockenfutter (Altromin Standard Haltungsdiat #1324, Altromin
Spezialfutter GmbH & Co. KG, Lage, Deutschland). Insgesamt erhielten die Versuchstiere
diese Diat fir 16 Wochen. Dieses Uberangebot von Adenin fiihrt zu einer vermehrten Bildung
von Adenosin-Monophosphat und somit zu einer Produkthemmung des Enzyms Adenin-
Phosphoribosyltransferase (vgl. Abbildung 4). Unter physiologischen Bedingungen im
Rahmen des salvage pathways des Nukleotidstoffwechsels wirde das Enzym Adenin-
Phosphoribosyltransferase die Synthese von Adenosin-Monophosphat aus Adenin und 5-
Phosphoribosyl-1-Pyrophosphat katalysieren. Adenosin-Monophosphat wirde als Nukleotid
einen Grundbaustein im Aufbau der DNA bzw. RNA darstellen. Stattdessen wird das
Uberschussige Adenin Uber das Enzym Xanthinoxidase zu 2,8-Dihydroxyadenin (DHA)
oxidiert. DHA ist im normalen pH-Bereich des menschlichen Urins nur schwer I8slich. Dies
fuhrt zur Ausfallung von DHA-KTristallen in den Urin und somit zur Verlagerung der Kristalle in
das Tubulussystem und Nierenparenchym.?* Diese pathologischen Veranderungen fliihren zu
Inflammationsreaktionen und Fibrosierung in den betroffenen Abschnitten des Harntraktes und
somit zu einer sogenannten Adenin-Nephropathie.?®> Die Adenin-Nephropathie ist ein
geeignetes Modell eine konstante Niereninsuffizienz und kardiovaskulare Erkrankung, ahnlich
der humanen CKD, zu simulieren. Zusatzlich eignet sie sich, um Interventionen zur Besserung

der Krankheit darzustellen.®20
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Abbildung 4: Entstehung von 2,8-Dihydroxyadenin bei Adenin-Uber_._e,chuss
Hemmung der Synthese von AMP aus Adenin und PRPP durch Adenin-Uberschuss. In
Folge daraus wird 2,8-Dihydroxyadenin aus dem im Uberschuss vorliegendem Adenin
gebildet.

(AMP = Adenosinmonophosphat, APRT = Adenin-Phosphoribosyltransferase, PRPP = 5-
Phosphoribosyl-1-Pyrophosphat, XO = Xanthinoxidase)

4.2.2 Versuchsablauf

In der ersten Woche wurden allen Ratten ein Telemetriesender implantiert. Dieser Eingriff
erfolgte, um eine konstante Erfassung des systolischen und diastolischen Blutdrucks, der
Herzfrequenz, der Kérperkerntemperatur, der Aktivitat und eines EKGs zu ermoglichen.

Nach diesem Eingriff folgte eine Akklimatisierungsphase von 5 Wochen (vgl. Abbildung 5).
Im Anschluss an die Eingewdhnungsphase erhielten 8 Ratten (Ad, n=4 und Ad+RDN, n=4) fir
insgesamt 16 Wochen ausschlieBlich 0,25 % Adenin-haltiges Spezialfutter im Uberschuss.
Nach 4 Wochen Futterung mit Adenin-Futter erfolgte die beidseitige renale Denervation der
Ad+RDN-Gruppe bzw. die Sham-Operation der Ad- und Kontrollgruppe.

Innerhalb der 21-woéchigen Experimentendauer wurden folgende Parameter gemessen und
protokolliert: Die Tiergewichte einmal wochentlich, ebenso wie die verbrauchte Futter- und
Wassermenge. Mittels der Telemetriesender erfolgte wochentlich in speziellen Kafigen im
Labor der Kardiologischen Forschung des UKS eine 21h Quantifizierung des Blutdrucks. Des
Weiteren wurde im Abstand von 14 Tagen mittels Blutentnahme aus der Schwanzvene der
Ratten das Serum Kreatinin und der Harnstoff gemessen, um das Fortschreiten der CKD Uber
den Zeitraum dokumentieren zu kdnnen. Dies fand in Zusammenarbeit mit der Nephrologie
des Universitatsklinikums des Saarlandes statt. Mittels metabolischer Kéfige konnte zudem

die Urinausscheidung Uberwacht werden. Die Bewertung der kardialen Funktion erfolgte tber
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Echokardiographie, Blutdruck und Herzfrequenz wurden Uber Katheter-basierte Telemetrie
aufgezeichnet.

Nach insgesamt 21-wéchiger Versuchsdauer im Rahmen der finalen Versuche wurden die
Ratten unter Entnahme des Herzens und beider Nieren geschlachtet. Die Organe wurden

abschlieRend fur die folgenden Untersuchungen tiefgefroren.

Timeline: 21 Wochen

| Bluthochdruck | Komorbiditat: Bluthochdruck -/+ CKD
Echokardiographie, Katheter-basierte Telemetrie & Metabolische Kafige
4 . D . ¥ ¥ ¥
A Sham
o Mannliche
u& SHR T Adenine-Sham
15 Wochen alt =

Standard Futter 0.25% Adenine Adenine-RDN

|

5 Wolchen f 4 Wochen ‘ 12 w:eeks
CKD RDN Terminale

Versuche

Abbildung 5: Versuchsablauf

SHR-Ratten wurden in eine Kontrollgruppe mit Standarddiat, eine Adenin-Gruppe mit 0,25 %
Adenin-versetztem Spezialfutter und eine Adenin-Gruppe mit ebenfalls Adenin-haltigem
Futter und renaler Denervation als Intervention eingeteilt. Nach 21 Wochen Versuchsdauer
wurden die Tiere durch Entnahme der Organe im Rahmen der terminalen Versuche
schmerzlos getoétet.

4.2.3 Katheter-basierte Telemetrie

Die Katheter-basierte  Telemetrie ermdglicht eine  kontinuierliche systemische
Blutdruckmessung. Die Messsonde wird im Rahmen einer Operation von speziell geschulten
medizinisch-technischen Assistenten unter lIsofluran-Narkose in die Aorta abdominalis
platziert (vgl. Abbildung 6 und Abbildung 7). Dadurch kann der zentrale Blutdruck intraaortal
gemessen werden. Der in einem Plastikgehause befindliche Transmitter wird subkutan in die
Peritonealhohle eingebracht. Dieses Verfahren geht zudem mit einer drahtlosen

Datenubermittlung und elektronischen Speicherung der Daten einher.
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Abbildung 6: Implantation der Messsonde zur Katheter-basierten Telemetrie
Das Peritoneum des Versuchstiers wurde unter Allgemeinanasthesie erdffnet. Das
Randgebiet des Operationsfeldes wurde mittels eines sterilen Tuchs abgedeckt. Das
Telemetrie-Implantat von Data Sciences International (DSI) liegt noch extraperitoneal,
wahrend die Messsonde bereits intraabdominell eingebracht und festgeklebt wurde.
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Abbildung 7: Intraaortal implantierte Messsonde des Telemetrieimplantats
Der Pfeil markiert die Stelle, an der der Katheter in die Bauchaorta des Versuchstiers
eingebracht wurde. Die Aufnahme wurde durch das Mikroskop aufgenommen.

4.2.4 Renale Denervation

Der Eingriff findet unter Isofluran-Narkose statt, im Durchschnitt 2,0-2,5 % und wird von
speziell ausgebildeten medizinisch-technischen Assistenten ausgefuhrt. Mittels einer
medianen Laparotomie und Eréffnung des Peritoneums werden beide Nieren freigelegt. Die
Darmschlingen werden voriibergehend nach extrakorporal verlagert und mittels feuchter
Tucher vor dem Austrocknen geschitzt. Alle sichtbaren sympathischen Nervenfasern werden
selektiv auf Hohe der Nierenhili durchtrennt. Zusatzlich wird die Adventitia der A. renalis
abgesetzt, um die darin befindlichen Nervenfasern zu entfernen. Im Anschluss wird die A.
renalis mittels 20 % Phenol/Ethanol-Lésung bepinselt (vgl. Abbildung 8) und folglich
chemisch verodet.®

Zur besseren Vergleichbarkeit der Interventions- und Kontrollgruppen wurden alle Tiere
operiert. Die Gruppen ohne RDN (Ko, n=4 und Ad, n=4) wurden schein-operiert (Sham), um
eine Verzerrung durch den operativen Eingriff zu verhindern. Beobachtungen im
Zusammenhang mit der renalen Denervation kénnen so auf den Eingriff selbst und nicht auf
die damit verbundenen Umstande wie die Narkose, das Eroffnen des Bauchraums, die
Manipulation an den renalen GefalRen, postoperative Wundheilungsstérungen oder

inflammatorische Prozesse zurlickgeflhrt werden.
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Abbildung 8: Renale Denervation

Die renale Denervation der A. renalis wird chemisch mittels eines Phenol/Ethanol-Gemischs
vollzogen. Die Aufnahme zeigt das Auftragen dieses Gemischs durch einen Pinsel.
Dargestellt sind die A. renalis (A) und die parallelverlaufende V. renalis (B).

Fotographie durch das Mikroskop

4.3 EKG

Im Verlauf des Experiments wurde allen Ratten zu 3 Zeitpunkten ein EKG abgeleitet: ein
Baseline-EKG, ein EKG vor der RDN und im Rahmen der terminalen Versuche. Dazu wurden
die Versuchstiere mit 2,5 % Isofluran in Narkose versetzt. In Rickenlage wurden 2 Elektroden
subkutan platziert, eine in den Bereich der rechten Axilla und die zweite im Bereich der linken
Oberschenkelinnenseite. Die Position ist in Abbildung 9 exemplarisch dargestellt. Die Lage
der Elektroden wurde ahnlich der humanen zweiten Ableitung nach Einthoven gewahlt, da sie
den Hauptvektor der Vorhoferregung vom Sinusknoten zum AV-Knoten zeigt. So liegt der
Vektor in gleicher Richtung wie die angebrachten Elektroden und ermdglicht es so, den
grofitmoglichen Ausschlag der P-Wellen-Amplitude zu erfassen.

Die Auswertung des EKGs erfolgte mittels der Software Notocord hem evolution. Anhand von
jeweils 24 reprasentativen Herzschlagen wurde die P-Welle, die PQ-Intervall und die QT-Zeit
erfasst (vgl. Abbildung 10). So konnte auch die jeweilige QTc-Zeit berechnet werden. Im
Anschluss wurde fur jedes EKG der Mittelwert der P-Welle, des PQ-Intervalls und der QTc-

Zeit ermittelt.
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Abbildung 9: EKG-Ableitung

Zwei subkutane Elektroden leiten mit Fokus auf der Vorhofaktivitat ein EKG ab. Die
Elektrodenposition entspricht der zweiten Ableitung nach Einthoven. Die Ratte befindet sich
wahrend der Messung der elektrischen Herzaktivitat unter Isofluran-Narkose.

43



ECG

l\ | PQ:IntervaJl‘E | ,' ‘\

| | | |
||‘1 [ ||

a1 | ~\ | )
I ~1 0 e Ia ¥ 4 ] ! |
N " g 1 -

— 4% 0 | B iy A ’ Py e Vs Ve e g LN —) \
|

P-Welle A QT-DaueF

T T
2015 202s 2025 203s 2035 204s 2045 205 2055

Abbildung 10: Beispiel EKG

Exemplarische Auswertung der P-Welle, des PQ-Intervalls und der QT-Zeit. Am unteren
Bildrand befindet sich die Zeitachse.

4.4 \Western Blot

Der Western Blot ist ein molekularbiologisches Verfahren zum Nachweis und Quantifizieren
von Proteinen. Zunachst mussen die Proteine aus den zu untersuchenden Gewebeproben
isoliert werden. AnschlieRend werden die vorbereiteten Proben mittels Elektrophorese der
GroéRe nach in Proteinbanden aufgetrennt. Im folgenden Schritt erfolgt die Ubertragung auf ein
Nitrocellulose-Membran, das sogenannte Blotten. Mittels markierter Antikdrper werden die

Proteine durch Chemolumineszenz nachgewiesen und als digitales Bild festgehalten.

4.4.1 Proteinisolation

Um das Gewebe in seine Proteine auftrennen zu kdnnen, wurde zunachst aus den
tiefgefrorenen Nieren- und Herzgewebe der Ratten &hnlich grolle Gewebsstiicke in
MilimetergroRe mittels Skalpells abgetrennt. Die Gewebsteile wurden in Mikroreaktionsgefalie
gegeben. Zur Isolation der Proteine wurde ein Homogenisationspuffer angesetzt. Von diesem
angesetzten Puffer kam jeweils 350 pl zu dem Gewebe in das Mikroreaktionsgefal® hinzu.
Wahrend der Vorbereitung befanden sich die GefalRe zur Kuhlung auf Eis.
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Im Anschluss wurden die Proben mittels Ultraschalls homogenisiert und bei 4°C und 13.000
Umdrehungen die Minute fiir 5 Minuten zentrifugiert. Der nun entstandene Uberstand wurde
in ein neues 1,5 ml Mikroreaktionsgefald pipettiert. Der solide Rest am Mikroreaktionsgefaf3-

Boden (sog. Pellet) wurde verworfen.

Homogenisationspuffer (250 ml):
465,3 mg EDTA (5 mmol/L)
262,4 mg NaF (25 mmol/L)
25,67 g Sucrose (300 mmol/L)
1,02 g KH2PO4 (30 mmol/L)
pH=7,0

Arbeitslosung:
6 ml Homogenisationspuffer

Ya Tablette Proteaseinhibitor cOmplete (EDTA-free) (Roche, REF11873580001,
Mannheim, Deutschland)

1 Tablette Phosphataseinhibitor PhosStop (Roche, REF 04 906 845 001,

Mannheim, Germany)

60 pl Proteaseinhibitor PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid) (SIGMA-ALDRICH
CHEMIE GmbH, P7626-5G, Steinheim, Germany)

4.4.2 Protein-Bestimmung
Das Ziel der Protein-Bestimmung ist es, dass alle Proben nahezu identische
Proteinkonzentrationen beinhalten. Nur so ist es moglich, quantitativ aussagekraftige
Ergebnisse im Western Blot zu erhalten. Dazu wurde zunachst der Gesamtproteingehalt der
jeweiligen Proben bestimmt. Das noch verbleibende Volumen der insgesamt 20 ul wurde mit
destilliertem Wasser (Aqua dest.) aufgeflillt, sodass jede Probe dieselbe Proteinkonzentration
enthielt.
Mittels des Protein Assay Kits (Biorad) wurde die Konzentration photometrisch ermittelt.
Dieses Verfahren beruht modifiziert auf der Methode nach Lowry®, welche aus zwei
aufeinanderfolgenden Reaktionen aufgebaut ist. Die erste Reaktion entspricht einer
Biuretreaktion, welche Proteine photometrisch Uber den Nachweis ihrer Peptidbindungen
detektieren kann. Hierbei kommt es unter Bildung eines Kupferionenkomplexes zur
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Verbindung der Peptidbindungen mit Kupferionen in alkalischer Ldsung. Dieser
neuentstandene farbige Komplex bewirkt einen photometrisch nachweisbaren Farbumschlag
nach blauviolett. Die zweite Reaktion ist die Reduktion des Folin-Ciocalteu-Reagenzes,
bestehend aus Molybdan- und Wolframheteropolysaure, durch den reduzierenden Kupfer-
Amid-Bindungskomplex. Das reduzierte Folin-Ciocalteu-Reagenz besitzt eine blaue Farbe und
kann somit mit einem Spektrophotometer im Bereich von 500 bis 750 nm nachgewiesen
werden.”®

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde zunachst 2 pl in ein 1,5 ml Eppendorf
Reaktionsgefall gegeben. Zum Normieren wurde 2 pl Homogenisationspuffer als Leerwert
verwendet. Beide Reaktionsgefalle wurden mit 18 pl Aqua dest. auf insgesamt 20 ul aufgefullt.
Anschlielend wurden 100 pl Protein Assay Reagent A und 800 ul des Protein Assay Reagent
B hinzugegeben. Nachdem dieser 920 ul Ansatz mittels Vortexmischer durchmengt wurde,
folgte die Inkubation fir 15 min bei Raumtemperatur. Unter Verwendung des Photometers
wurde nun die Proteinkonzentration der Proben jeweils als Doppelbestimmung gemessen und
anschlieRend der Mittelwert beider Messungen bestimmt. Mit den ermittelten Werten (mg/ml)
fand im Anschluss eine Bestimmung des Probenvolumens statt, welches 100 ug
Proteinkonzentration enthalt. Die 100 ug stehen dabei fiir 2 mogliche Western Blot-Runden

mit jeweils 50 pg Protein.

Ladepuffer:
950 ul 1x Ladepuffer-Stammldsung
50 pl 1 mol/L DTT

1x Stammldsung (10ml):
2 ml Glycerol (100 %)
2ml 10 % SDS
2.5 ml Tris pH 6,8 (0,625 mol/L)
10 ml Aqua dest.

1 Spatelspitze Bromphenolblau

44.3 SDS-PAGE

Mittels der Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE) werden Proteine im Verfahren der
Gelelektrophorese nach Molekiilgewicht und -gréRe in einem elektrischen Feld aufgetrennt.
Proteinogene Aminosauren bilden die Grundstruktur der Proteine. Sie lagern sich in Ketten
zusammen und bilden je nach Kettenlange und Kombination ein Protein. Der Grund dafur,
dass Proteine sich im elektrischen Feld auftrennen, liegt darin, dass die Aminosauren je nach
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Seitenkette unterschiedlich geladen sind. Zum vergleichbaren Auswerten missen alle
Proteine mit gleicher Ladungsverteilung und in gestreckter Form der Primarstruktur vorliegen.
Die Primarstruktur bezeichnet die reine Abfolge der Aminosduren ohne dreidimensionale
Struktur. Sekundar- und Tertiarstrukturen mussen dafur aufgebrochen werden.

Zunachst fullt man die aquivalenten Milliliter der in der Protein-Bestimmung berechneten 50
Mg des Proteinvolumens mit Aqua Dest. zu 10 ul auf. Um ein Verhaltnis von 1:1 zu erreichen,
addiert man 10 ul Ladepuffer. Dieses Gemisch kocht man fir 5 min bei 95°C auf einem
Heizblock. Dadurch werden die Wasserstoffbriickenbindungen der Sekundar- und
Tertiarstrukturen aufgetrennt. Das im Ladepuffer enthaltene Natriumdodecylsulfat (sodium
dodecyl sulfate, SDS) bindet an die Proteine und verleiht ihnen so eine negative Ladung,
abhangig von ihrer MolekilgréRe. Pro 2 Aminosauren bindet sich annahernd eine Molekil
SDS bzw. 1,4 g SDS ein Gramm der Polypeptide. Dadurch weisen alle Proteine eine gleiche
Ladungsdichte auf, unabhangig von der intrinsischen Ladung ihrer Seitenketten. Das
Verleihen einheitlicher negativer Ladung bewirkt, dass die Proteine durch das Polyacrylgel
wandern. Durch Verwendung von Dithiothreitol (DTT) im Ladepuffer werden
Thiolverbindungen reduziert und die dreidimensionalen Proteinstrukturen entfalten sich
vollstandig. Eine linearisierte Form wird erreicht. Je kleiner das Protein, desto schneller
wandert es durch die Poren des Gels hin zur Anode. Ahnlich einem Sieb werden groRe
Molekule eher zurickgehalten und wandern nicht so weit durch das Polyacrylgel. So kann eine
Aufteilung rein nach MolekillgroRe erfolgen. Das Molekilgewicht kann im Vergleich zu
Markern mit bekannten MolekulgréRen abgeschatzt werden.

Das Polyacrylamidgel ist aus Polymerisationen von Acrylamid-Monomeren mit vernetzenden
Substanzen aufgebaut. Am haufigsten wird als vernetzende Substanz Bisacrylamid
verwendet. Die Polymerisation des Gels wird mittels Ammoniumpersulfat (APS) initiiert und
mittels Tetramethylethylendiamin (TEMED) beschleunigt. Das dreidimensionale Netzwerk wird
durch Querverbindungen zwischen entstehenden Polyacrylamid-Ketten gebildet. Je nach
Konzentration des Acrylamids und des vernetzenden Bisacrylamid entwickelt das Gel
verschiedene Eigenschaften. Dies macht man sich bei der Gelherstellung zunutze. Der untere
Teil des Gels besteht aus feinerem Trenngel. In ihm werden die Proteine separiert. Im oberen

Anteil befindet sich das Sammelgel, mit eingelassenen Taschen zum Beladen.**?

4.4.4 Gelherstellung

Zur Herstellung eines zweiphasigen Gels wurde jeweils ein 10 % Trenngel und ein 5 %
Sammelgel angefertigt. Unter einer Abzugshaube in einen Giel3stand erfolgte die Einspannung
zwei zueinander bundiger Glasplatten. Der Abstand zwischen den zwei Glasplatten betrug 1,5
mm, was der spateren Geldicke entspricht. In ein 50 ml Falcon-Réhrchen wurden zuerst die
Komponenten des Trenngels gegeben. Das fertig angesetzte Trenngel wurde dann mittels
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einer Pipette zwischen die beiden Glasplatten im Gief3stand gefullt. Zur Vermeidung von
Luftblasen wurde 1 ml destilliertes Wasser auf das Trenngel pipettiert, welches nach
Ausharten des Trenngels einfach verworfen werden konnte. Im Anschluss wurde das ebenfalls
in einem 50ml Falcon-Rdhrchen angesetzte Sammelgel auf das ausgehartete Trenngel
gegeben. Noch vor dem Ausharten, wurde ein Probenkamm mit 10 Wells in das Sammelgel
hineingelegt. Wahrend des Aushartens polymerisieren die Acrylamid-Monomere wie zuvor
beschrieben. Ist das Gel fertig ausgehartet, wird der Probenkamm entnommen und es

verbleiben 10 Kammern zum Beladen.

20 ml Trenngel (10 %):
7.9 ml H20
6.7 ml 30 % Acryl-bisacrylamid Mix (BIO-RAD Laboratories, Cat. #1610156,
Deutschland)
5.0 ml 1.5 mol/L Tris (pH 8,8)
0.2 ml 10 % SDS
0.2 ml 10 % Ammoniumpersulfat

0.008 ml TEMED

5 ml Sammelgel (5 %):
3,4 ml H20
0.83 ml 30 % Acryl-bisacrylamid Mix
0.63 ml 1.5 mol/L Tris (pH 6,8)
0.05ml 10 % SDS
0.05 ml 10 % Ammoniumpersulfat

0.005 ml TEMED

4.4.5 Elektrophorese
Als Elektrophorese bezeichnet man die Verteilung elektrisch geladener Molekile unter

Einfluss eines elektrischen Feldes. Das Verfahren ist auf Arne Tiselius zurtickzufihren.
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Molekile ahnlicher Ladung, Molekilmasse, Grofle und Form grenzen sich zusammen in
sogenannten Banden ab.*®

Zur Vorbereitung der Gelelektrophorese wurden die vorbereiteten Gele in die
Elektrophoresekammern eingespannt und der die Gele beinhaltende Behdalter mit 1x
Elektrophoresepuffer aufgefiillt. Im Anschluss wurden die Probenkdmme a 10 Wells vorsichtig
entnommen und die Taschen (Slots) mittels einer Pipette von Gelresten gereinigt. Der erste
Slot des Gels auf der linken Seite wurde mit 5 yl des Markers (peqGOLD Protein Marker lll,
27-1110, VWR life science, Lithuania) befiillt (vgl. Abbildung 11). Der Marker enthalt 6
Banden bekannter Molekilgrofien und erméglicht so ein Abschatzen der Proteinproben. In die
verbleibenden 9 Slots erfolgte das Pipettieren von 20 pl der Proben. Dies entspricht 50 ug
Protein. Nach Abschluss dieser vorbereitenden MalRnahmen wurde die geschlossene
Elektrophoresekammer mit einer Spannungsquelle verbunden. Die ersten 30 min unter
Verwendung von 80 Volt, anschlieBend fir 1 h 100 Volt. Hierbei wurden immer 2 Gele

gleichzeitig in einer Kammer dem elektrischen Feld ausgesetzt.

1x Elektrophoresepuffer:

1:10 Verdiinnung des 10x Elektrophoresepuffers
10x Elektrophoresepuffer (5 Liter):

720 g Glycin

151.5 g Tris Base

50g SDS

mit Aqua dest. auf 5 Liter aufflillen
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20-120 kDa
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—— ~50kDa
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Abbildung 11: peqGOLD Protein Marker Ill

Die Abbildung zeigt die Banden des Proteinmarkers, welcher stets in den ersten Slot des
Gels gefillt wurde. Anhand der 6 bekannten Molekulgréfien, welche der Marker vorgibt,
konnten die Proteingrof3en der beladenen Substanzen ndherungsweise ermittelt werden.
(kDa = Kilodalton)

4.4.6 Transferblot

Das Ziel des sog. Western Blotting ist es, die mittels Elektrophorese entstandenen
Proteinbanden durch Anlegen einer Spannung auf Nitrocellulosemembranen zu Utbertragen.
So kann man die nach MolekllgroRe aufgetrennten Proteine der Proben visualisieren und als
digitales Bild aufnehmen.

Das Blotting erfolgte als Nass-Transfer. Dazu wurde das Gel im Tank-Blot-System in gewisser
Reihenfolge mit weiteren Medien angeordnet (vgl. Abbildung 12). Als unterste Einheit diente
ein vorher in Transferpuffer eingeweichter feinporiger Schwamm. Darauf wurden 3
Filterpapiere angeordnet und anschliefiend das Gel. Die Nitrocellulosemembran (Porengrolie
0.2 ym (Bio-Rad Laboratories, Deutschland) lag ohne Bildung von Luftblasen biindig auf dem
Gel. Den Abschluss bildeten 3 weitere Filterpapiere und ein ebenfalls feinporiger Schwamm.
In der angegebenen Reihenfolge wurden die einzelnen Teile in einer Gelkassette eingespannt.
Die Kassette verhindert durch das feste Einspannen, dass Luftblasen zwischen das Gel und
die Membran gelangen. Nach Einsetzen der Gelkassette in die Transferkammer erfolgte das
Beflillen des Behaltnisses, die Gele vollstandig bedeckend, mit 1x Towbin Transferpuffer.
Beachtet wurde hierbei die Ausrichtung der Membranen derart, dass das Gel auf der Seite der
Kathode und die Membran zur Anodenseite ausgerichtet ist. So wandern die negativ

geladenen Proteine in Richtung der positiven Anode auf die Membran. Um dem starken
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Erhitzen wahrend des Vorgangs entgegenzuwirken, wurde in die Transferkammer ein
Kihlakku eingesetzt. Abschlieflend wurde der Strom dazugeschaltet und 90 min bei 0,3 A
geblottet.

Feinporiger
Schwamm

Kathode Anode

©

Plastikgehause

Filterpapier
Gel

Nitrocellulosemembran

Transferpuffer )

o

Richtung der
Proteinubertragung

Abbildung 12: Schematischer Aufbau eines Western-Blots

Auf der rechten Seite ist ein Tank-Blot-System dargestellt, welches mit Transferpuffer beflllt
ist und in welches eine Gelkassette eingelegt wurde. Die Richtung der Proteintbertragung
erfolgt von der Kathode zur Anode. Linksseitig im Bild zeigt der vergréRerte Bildausschnitt
die korrekte Beladung der Gelkassette von links nach rechts (Kathode nach Anode): Dem
Plastikgehduse der Kassette folgt ein feinporiger Schwamm, 3 Filterpapiere und das Gel.
Dem angelagert liegt die Nitrocellulosemembran biindig an, gefolgt von 3 Filterpapieren,
einem feinporigen Schwamm und abschlieRend das Plastikgehduse der Kassette.
(Modifiziert nach: Ni D, Xu P, Gallagher S)”’

Transferpuffer 1x Towbin (2 Liter):

1440 ml Aqua dest.

160 ml 10x Towbin

400 ml Methanol (VWR, Darmstadt, Deutschland)
Transferpuffer 10x Towbin (2 Liter):

60,56 g Tris-Base (250 mmol/L)
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288,26 g Glycin (1,92 mol/L)

mit Aqua dest. auf 2 Liter aufgefullt

Nach Beendigung des Transferblots wurden die Membranen mit Aqua dest. von Methanol
gereinigt. Im Anschluss erfolgte die Farbung mit Ponceau rot (Serva, 33427.01, Heidelberg,
Deutschland). Diese reversible Einfarbung beruht auf der Umsetzung aromatischer Amine.
Das Sichtbarmachen der Proteinbanden mittels dieser Farbemethode dient der Uberpriifung,
ob der Transfer gleichmafig ohne sichtbare Verunreinigungen erfolgt ist.

Nach der Kontrolle wurde das Ponceau rot mit 1x Phosphat-gepufferter Salzlosung mit Tween
(phosphate-buffered saline mit 1 % Tween 20, PBS-T) abgewaschen. Die Membranen wurden
nun unter langsamem Schwenken auf einem Plattformschittler (Polymax, Heidolph,
Schwabach, Deutschland) fir 1 h in 5 % 1x PBS-T-Milch geblockt. PBS-T verringert
unspezifische Protein-Protein Bindungen ebenso wie Proteine der Milch, welche freie

Proteinbindungsstellen besetzen.

10x PBS-T:
80 g NaCl
2 g KCI
2.4 g KH;PO,
14.4 g Na;HPO4
pH=7.4
mit Aqua dest. auf 1 Liter aufflllen

AnschlieBend werden 10 ml Tween®-20 (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Deutschland) zugefiigt.

1x PBS-T (1 Liter):

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

4.4.7 Immundetektion
Die Immundetektion fiihrt dazu, dass Antigene, in diesem Fall die aufgetrennten

Proteinmischungen, mittels monoklonaler Antikdrper identifiziert und quantifiziert werden
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kénnen. Um dieses Ziel zu erreichen, werden die Membranen mit einem primaren Antikdrper
inkubiert. Dieser bindet spezifisch an das gesuchte Epitop des Proteins. Unspezifische
Proteinbindungen werden durch das Waschen der Membranen mit 1x PBS-T und 1x 5 % PBS-
T-Milch unterbunden. Die blockierenden Proteine werden durch die Antikdrper nicht erkannt.
Primarantikorper kdnnen in tierischen Wirten synthetisiert werden, z.B. in Kaninchen (rabbit)
oder Mausen (mouse). Im Anschluss wurden die gegen die Primarantikérper gerichteten
Sekundarantikorper mit den Membranen inkubiert, um eine Detektion zu Ermoglichen.
Entsprechend ihrer Primarantikdrper sind die sekundaren Antikdrper gegen anti-rabbit oder
anti-mouse gerichtet und binden an die Fc-Bereiche der primdren Antikdrper. Die
Sekundarantikdorper selbst sind mit einem Enzym zur Chemilumineszenz-Detektion,
Meerrettichperoxidase (horseradish peroxidase, HRP), gekoppelt. HRP katalysiert die
Oxidation von Luminol durch Wasserstoffperoxid. Dabei emittieren Elektronen beim Ubergang
vom angeregten Zustand in ihren Grundzustand Licht. Dieses Licht wird im Rahmen der
Chemolumineszenz von einer Spezialkamera detektiert. Ein groRer Vorteil dieser zweistufigen
Detektion ist es, dass auch Proteine, die in geringer Konzentration vorliegen, mit ausreichend
Empfindlichkeit und Spezifitat analysiert werden kénnen 327

Die Membranen wurden mit den verdinnten Primarantikérpern (vgl. Tabelle 2) in 7 ml 5 % 1x
PBS-T-Milch in einem 50 ml Falcon-Réhrchen bei 4°C auf einem gleichméRig beladenen Uber-
Kopf-Rotator (neoLab #D-6050, Heidelberg, Deutschland) inkubiert. Am nachsten Tag wurden
die inkubierten Membranen zweimal fir 5 min mit 1x PBS-T auf einem Plattformschttler
(Polymax, Heidolph, Schwabach, Deutschland) bei Raumtemperatur gewaschen.
Uberschiissige Antikérper konnten so abgewaschen werden. Im Anschluss erfolgte die
Uberf[]hrung der Membranen in eine Waschschale, die mit 50 ml 0,5%iger PBS-T Milch befllt
wird. Dieser wird zusatzlich noch 5 yl des entsprechenden sekundaren Antikdrpers (mouse
oder rabbit) zugeflgt (vgl. Tabelle 3). Dies ergab eine Verdinnung des sekundaren
Antikérpers von 1:10.000. Die Inkubation erfolgte fir 1 h unter langsamen Schwenken auf
einem Plattformschdttler (Polymax, Heidolph, Schwabach, Deutschland) bei Raumtemperatur.
Darauf folgte erneut eine Waschung fiir zweimal 10 min mit PBS-T und eine anschlief3ende
kurze Spulung mit Aqua dest.

Die Detektion erfolgte mittels Enhanced chemiluminescence (ECL, GE Healthcare). Dieses
Detektionsreagenzkit beinhaltet 2 Lodsungen, eine Luminol-Lésung und eine
Wasserstoffperoxidlosung. Durch Benetzen der Membranen mit je 1 ml dieser beiden
Reagenzien startet die Oxidation von Luminol durch Wasserstoffperoxid und Elektronen
werden emittiert. Nach Reaktionsstart kann diese Lichtemission fur ca. 1 h detektiert werden.
Die benetzten Membranen wurden direkt im Anschluss zentral auf die Probenteller der
Detektionskamera Fusion SL Vilber Lourmat der Firma peglab/VWR gelegt. Der Teller wurde

in die mittlere Schiene der Dunkelkammer geschoben und die Kammer wurde
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lichtundurchléssig verschlossen. Zur Uberpriifung der korrekten Position der Membran und
Kameraeinstellung erfolgte zuerst eine Weilllichtaufnahme samt Speicherung der Daten. Nun
wurde die Detektion gestartet. Das flr den jeweiligen Antikorper-Nachweis verwendete
Zeitintervall wurde entweder vom Gerat vorgeschlagen oder war aus vorherigen Versuchen
bekannt. Im Anschluss erstellte die Kamera ein digitales Bild, welches nach einer Farb-
Invertierung die Membranen weil’ und die Proteinbanden schwarz abbildete. Zur Fertigstellung
wurde das detektierte Bild mit der vorher angefertigten WeiRlichtaufnahme fusioniert, so dass
der Marker seitlich digital eingefligt werden konnte. Nach erfolgter Speicherung der erstellten
Bilder wurde die Software FusionCapt Advance der Firma peqglab/VWR zur Auswertung
verwendet. Mittels dieses Programms wird die Signalstarke der einzelnen Proteinbanden,
welche sich proportional zum Molekulargewicht verhalten soll, berechnet. Zur vergleichbaren
Quantifizierung wird dieses Signal mit dem Housekeeping-Protein Glycerinaldehyd-3-
phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) verrechnet. GAPDH ist ein obligatorisches Enzym der
Glykolyse, welche durch Abbau von Glucose zu Pyruvatphosphat Adenosintriphosphat (ATP)
fur den Zellmetabolismus zur Verfliigung stellt. Die GAPDH katalysiert dabei die Dehydrierung
des Glycerinaldehyd-3-phosphats zu 1,3-Bisphosphoglycerat und kommt in allen Zellen
vergleichbar viel exprimiert vor. Dadurch ist es geeignet, quantitative Unterschiede der
Beladung der Proteinbanden zu erkennen und macht es mdglich, Proteinbanden zum

Auswerten mit der gesamten Beladung in ein Verhaltnis setzen zu kénnen.

Verwendete Primarantikbrper

Antikorper Verdiinnung Spezies | Hersteller/Nr.
anti-Katalase 1:1000 rabbit Cell Signaling, #14097
anti-GAPDH 1:10000 mouse Millipore, MAB374
anti-HO-1 1:1000 rabbit Cell Signaling, #82206
anti-Nox 2 1:1000 rabbit abcam, ab129068
anti-Prx 11l 1:1000 rabbit AbFrontier, LF-PA0004
anti-SOD-1 1:5000 rabbit Santa Cruz, sc-11407
anti-SOD-2 1:5000 rabbit Santa Cruz, sc-30080
anti-Tyrosinhydroxylase 1:1000 rabbit Cell Signaling, #58844
anti-Xanthine Oxidase 1:1000 mouse Santa Cruz, sc-398548

Tabelle 2: Primarantikorper Western Blot
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Verwendete Sekundarantikorper

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

Tabelle 3: Sekundarantikorper Western Blot

4.5 Amplifikation isolierter mRNA mittels der Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) wurde von dem
Nobelpreistrager K.B. Mullis entwickelt. Sie ermoéglicht eine in-vitro-Amplifikation spezifischer
DNA-Fragmente aus einer kleinen Menge Ausgangs-DNA. Um die PCR durchfuhren zu
kénnen, muss zunachst die Ribonukleinsaure (ribonucleic acid, RNA) der Herzgewebe isoliert
werden. Anschliefend wird der RNA-Gehalt jeder Probe durch das Programm NanoDrop
(ThermoFisher Scientific) gemessen. So ist es moglich, quantitativ aussagekraftige
Ergebnisse im Rahmen der PCR zu erhalten.

Das kombinierte Verfahren der Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)
erlaubt eine PCR-Durchfiihrung auch mit der vorliegenden RNA als Ausgangssubstanz. Das
Enzym Reverse Transkriptase, eine RNA-abhangige DNA-Polymerase, schreibt dabei die
vorhandene RNA in die zum RNA-Strang komplementare cDNA um.

Zur Quantifizierung der im PCR-Zyklus entstandenen DNA in Echtzeit (engl. real-time) eignet
sich die RT-PCR. Dabei wird zunachst die doppelstrangige DNA in beide Einzelstrange bei
95°C denaturiert. AnschlieBend folgt die Hybridisierung bei 60°C mit spezifisch an die
ausgewahlte DNA-Sequenz bindende komplementare Primer. Als letzten Schritt wird im
Rahmen der Elongation mittels der DNA-Polymerase der komplementare Strang am 3' OH-
Ende verlangert. Die Quantifizierung wird dabei durch die TagMan-Sonde ermdéglicht.
Proportional zur entstandenen DNA-Mange wird eine Reporter-Fluoreszenz freigesetzt und

kann gemessen werden.

4.5.1 RNA-Isolation

Zunachst wurde aus den tiefgefrorenen Rattenherzen RNA isoliert. Die Gewebeproben
wurden wahrend der gesamten Vorbereitung auf Trockeneis gekihlt gelagert. Unter einer
Abzugshaube wurde in die vorbereiteten Eppendorf Reaktionsgefalle 500 ul Omega RNA-Solv
Reagent (VWR) vorgelegt. Dieses aus Phenol und Guanidin-Isothiocyanat bestehende
Einreagenzsystem dient der Isolierung der Gesamt-RNA aus Zellen und Gewebe. Endogene
RNasen und andere zellulare Komponenten konnten mit Hilfe dieses Kits denaturiert werden,

wahrend die RNA in ihrer Integritdt erhalten bleiben konnte. In diese Ldésung wurde
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anschlieRend ein Stick ahnlich groller Herzgewebssticke in Milimetergrofle gegeben,
welches vorher von dem Rattenherz mittels eines Skalpells abgetrennt wurde. Nun wurden die
angesetzten Proben homogenisiert (Homogenisatorantrieb, Schuett-Biotec). Danach erfolgte
die Pipettierung von erneut 500 yl Omega RNA-Solv Reagent (VWR) in die Reaktionsgefalle
und die Lagerung flr 5 min bei Raumtemperatur. Nach Zugabe von 200 pl Chloroform unter
einer Abzugshaube, welches die Proteine zusatzlich denaturiert und das Gemisch in eine
organische und eine wassrige Losung auftrennt, wurden die Eppendorfgefalie mittels eines
Vortexmischers grindlich durchmischt. Nach erneutem Inkubieren fir 15 min bei
Raumtemperatur wurden alle Proben fiir 10 min bei 13.000 U/min und 4°C zentrifugiert, bis
sich eine obenliegende wassrige Phase klar abgrenzen lie. Die Abnahme dieser neu
entstandenen wéassrigen Phase erfolgte mittels Pipette und nach Uberfiihrung in ein neues
Eppendorf Reaktionsgefaly begann die Kihlung auf Eis. Dieser letzte Arbeitsschritt fand
ebenfalls unter einer Laborabzugshaube statt.

Nach erfolgter Homogenisierung und Phasentrennung erfolgte die Prazipitation, also die
Ausfallung der aktuell in der wassrigen Lésung verbleibenden RNA. Um dies zu erreichen
wurde 500 pl Isopropanol hinzugegeben und mithilfe eines Vortexmischers durchmengt.
Danach erfolgt eine Ausfallung fir 15 min auf Eis.

Mit Abschluss der RNA-Prazipitation konnten die Proben gewaschen werden. Zunachst wurde
bei 4°C und 13.000 U/min fir 60 min zentrifugiert. Der entstandene Isopropanol-Uberstand
wurde abpipettiert und das im Reaktionsgefal verbleibende feste Pellet wurde mit 1 ml
75%igem Ethanol-Aqua ad (Braun) mit dem Vortexmischer verrihrt. Nach erneuter
Zentrifugation fir 10 min bei 13.000 U/min und 4°C wurde die Flussigkeit um das Pellet
moglichst exakt abgesaugt. Um die verbleibende Flussigkeit ebenfalls absaugen zu kdnnen,
erfolgte darauthin durch kurzes Zentrifugieren der restlichen Flissigkeit bei Raumtemperatur
die Prazipation. Anschliellend wurde das Ubrig gebliebene Pellet mit offenem Reaktionsgefafd
bei Raumluft abtrocknen gelassen, sodass der Alkohol verdampfen konnte. Nach den
durchgefiihrten Waschschritten wurde zu dem abgetrockneten Pellet 50 ul Aqua ad (Braun)
hinzugegeben und dieses Gemisch fir 5 min bei 60°C in einem Thermoschuittler inkubiert, was
das Aufldsen des Pellets zur Folge hatte.

Als letzter Schritt der RNA-Isolation wurde die RNA-Messung mit Hilfe des NanoDrop
(ThermoFisher Scientific) durchgefiihrt. Nach Normen des Gerates durch 1 ul DEPC-Wassers
als Leerwert konnte der Proteingehalt fir 1 pl jeder Probe berechnet werden. Die Software
ermittelt daraus die jeweilige RNA-Menge welche auf 2 pg/pl umgerechnet wurde. Nach
Uberflhrung des entsprechenden Volumens in ein neues Eppendorfer ReaktionsgefaR,
erfolgte das Aufflllen mit Aqua ad (Braun) auf 10 pl. Das Ziel der RNA-Messung ist es, dass
alle Proben nahezu identische RNA-Konzentrationen beinhalten. Nur so ist es méglich,

quantitativ aussagekraftige Ergebnisse in der PCR zu erhalten.
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4.5.2 DNase-Verdau

Nach Abschluss der RNA-Isolation folgte hydrolytische Spaltung der DNA-Verbindungen
mittels Desoxyribonukleasen (DNase). Von dem sogenannten MasterMix, welcher die DNase
enthalt, wurden 10 pl zur Probe (10 pl RNA, die 2 ug entsprechen) hinzugefligt. Folglich
enthielt ein Reaktionsgefald nach Zugabe des Mastermix 20 ul. Diese wurden im Anschluss
fur wenige Sekunden zentrifugiert und der DNase-Verdau fir ca. 40 min in einem
Thermozykler (peqStar 96 Universal, peqlab/VWR) im Programmodus DNase-Verdau
durchgefihrt.

DNase-MasterMix fur eine Probe
6 ul Aqua ad (Braun)
2 yl DNAsel + MgCl,-Puffer
2 ul DNasel

0,5 pul RNase Inhibitor

4.5.3 Reverse Transkriptase PCR (cDNA-Synthese)

Mittels der klassischen Polymerasen, welche im Verfahren der PCR eingesetzt werden,
konnen keine RNA-Fragmente amplifiziert werden. Daher bendétigt man das Enzym Reverse
Transkriptase, welches die vorhandene RNA in cDNA umschreibt. Als cDNA bezeichnet man
die komplementare DNA, die aus der RNA mittels reverser Transkriptase synthetisiert wird. So
kann man die RNA auch tUber DNA als Ausgangsmolekul vervielfaltigen. Die Kombination
beider biochemischer Verfahren wird als Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion
(RT-PCR) bezeichnet.

Im sogenannten MasterMix sind alle fir die Reverse Transkriptase notwendigen Komponenten
beinhaltet: Puffer, Desoxynukleotidtriphosphate (dNTP), Primer, Reverse Transkriptase und
RNase-Inhibitor. Um cDNA aus RNA synthetisieren zu kénnen, lagert sich ein Primer an seinen
komplementaren Matrizenstrang an. Von diesem Primer ausgehend knupft das Enzym
Reverse Transkriptase als RNA-abhangige DNA-Polymerase die komplementaren
Desoxynukleotide an. Diese Replikation erfolgt am Leitstrang kontinuierlich, mit ankntpfen an
das freie 3‘'OH-Ende. Am Folgestrang wird diskontinuierlich synthetisiert.

Nach Zugabe von 10 yl MasterMix zu der auf Eis gekiihlten RNA nach DNase-Verdau wurden
die Proben kurz zentrifugiert. Danach wurde die RT-PCR im Thermozykler peqStar 96
Universal der Firma peqlab/VWR vollzogen. Abschliellend wurden die Proben auf Eis gestellt

und im Verhaltnis von 1:5 mit Aqua ad (Braun) verdunnt, d.h. bei einer Probenmenge von 20
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ul wurden 80 pl Wasser hinzupipettiert. Die fertig angesetzten Proben wurden nun bei -80°C

weggefroren.

RT-PCR MasterMix fur eine Probe
2 ul 10x RT Puffer
0,8 ul 25x dNTP Mix (100 mmol/L)
2 ul 10x RT Random Primers
1 ul Multiscribe Reverse Transkriptase
1 I RNAse Inhibitor

3,2 yl Aqua dest. (Braun)

4.5.4 Real-time PCR

Die real-time PCR beruht auf dem bekannten Verfahren der PCR zu Amplifizierung von DNA
und ermdglicht zusatzlich die Quantifizierung der gewonnen DNA. Die Quantifizierung erfolgt
mittels Fluoreszenz-Messungen, welche im Rahmen eines PCR-Zyklus in Echtzeit (engl. real
time) erfasst werden kann. Durch die proportionale Zunahme der PCR-Produkte kommt es zu
einem Anstieg der Fluoreszenz-Signale, was eine genaue Quantifizierung ermaoglicht.

Um eine real-time PCR durchfihren zu kénnen, wurden 96-Well PCR-Platten (Applied
Biosystems™ MicroAmp™ Fast Optical 96-Well-Reaktionsplatte, 0,1 ml, Thermo Fisher
Scientific) welche aus 96 zusammenhangenden 100-ul-Reaktionsgefallen bestehen, mit 19 pl
des TagMan MasterMix geflllt. Dazu wurde 1 pl der cDNA (1:5 mit Aqua ad (Braun) verdinnt)
pipettiert. Um Verunreinigungen mdglichst zu vermeiden, wurden nicht nur kontinuierlich
medizinische Handschuhe getragen, sondern das Probenvorbereiten fand zudem unter aktiver
Dekontamination der Arbeitsflache (PCR Workstation Pro, peqlab/VWR) statt. Die Proben
wurden auf den PCR-Platten zu Tripletts angelegt. So konnte im Nachhinein die Gefahr eines
Quantifizierungsfehlers durch Bildung des Mittelwertes aus den Triplets verringert werden. Far
jede verwendete Sonde konnte ein Well mit einer Negativkontrolle (sod. No Template Control)
bestlckt werden. AnschlieRend wurden die bestuckten Platten mit einer selbstklebenden
Klarsichtfolie versiegelt, um bei nachfolgenden Erhitzungsprozessen ein Entweichen der
Flussigkeit durch Kondensation zu verhindern. Die PCR-Platten wurden fur 5 min bei 600
U/min zentrifugiert. Als Computerprogramm zur Durchfiihrung der PCR wurde die Software
StepOne (ThermoFisher Scientific) verwendet. Die Proben wurden in einen Thermozykler

gesetzt, welcher diese gezielt auf die gewlinschte Temperatur erhitzt bzw. abkuinhlt.
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Die PCR wurde mit 40 Zyklen angesetzt. Jeder einzelne Zyklus bestand zunachst aus einer
Denaturierung. Hierzu erfolgte die Erhitzung der Proben mittels Thermozykler im ersten Schritt
auf 50°C fur 2 min. Nachfolgend wurden in Schritt 2 fiir 10 min 95°C erreicht. Dies ermoglicht
ein Aufbrechen der doppelstrangigen cDNA zu Einzelstrdngen. Daran folgend wurde die
Temperatur fir 1 min auf 60°C gesenkt. Diese ausgewahlte Temperatur ermdglicht eine
spezifische Anlagerung der sequenzspezifischen Primer an die cDNA. Als letzter Schritt eines
jeden PCR-Zyklus folgte die Elongation. Mittels der hitzestabilen Taq-Polymerase wurde am
3‘ OH-Ende des angelagerten Primers beginnend eine doppelstrangige DNA synthetisiert.

Zu diesem konventionellen Ablauf der PCR lagerten sich im Rahmen der real-time PCR die
TagMan-Sonde an den komplementaren DNA-Strang an. Diese Tagman-Sonde besitzt an
einem Ende einen Quencher, am anderen Ende einen Reporter-Fluoreszenzfarbstoff. Der
Reporter gibt als Donor-Fluorochrom nach Anregung durch eine Lichtquelle einen Teil seiner
Energie an den in der Nahe befindlichen Quencher (Akzeptor-Fluorochrom) ab. Befindet sich
Reporter und Quencher in einem zu groRen Abstand zueinander, kann die Energie nicht
strahlenfrei mittels Férster-Resonanzenergietransfer Ubertragen werden. Nach Denaturierung
der DNA hybridisiert die TagMan-Sonde mit dem DNA-Einzelstrang. Durch ausreichende
Nahe zwischen Quecher und Reporter wird keine Energie tUbertragen. Nach der Anlagerung
baut die Tag-Polymerase das 5‘-Ende der Sonde ab. Dies fuhrt dazu, dass der nun abgeldste
Quencher nicht mehr die Fluoreszenz unterdriicken kann und der Fluoreszenzfarbstoff
freigesetzt wird. Der beschriebene Vorgang ist schematisch in Abbildung 13 dargestellt. Die
entstandene Fluoreszenz verhalt sich somit proportional zur entstandenen DNA-Menge und

ermaoglicht eine prazise Quantifizierung.

TaqgMan MasterMix (20 pl)
14,5 ul Aqua ad (Braun)
5 ul TagMan MasterMix

0,5 yl Gene expression assay Sonde

Verwendete Tag-Man-Sonden

Taq-Man Sonde Katalognummer Hersteller
BNP Rn00580641 Thermo Fisher Scientific
GAPDH Rn01775763 Thermo Fisher Scientific

Tabelle 4: Tag-Man Sonden
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Abbildung 13: Fluoreszenz-Nachweis mittels TagMan-Sonde

Schematische Darstellung der PCR. Im Anschluss an die Denaturierung der
doppelstrangigen cDNA zu Einzelstrangen lagern sich die spezifischen Primer an, welche die
Aufgabe der Elongation zum Ziel haben. Zusatzlich lagern sich die mit Fluoreszenzfarbstoff
gebundenen Sonden, welche proportional zur entstandenen DNA-Menge Fluoreszenzsignale
freigeben.

(R = Reporter, Q = Quencher)

Abbildung nach MVZ Martinsried GmbH

4.6 Histologie

Die Histologie dient zur Untersuchung von Gewebeproben und die darauf einflussnehmenden
Pathologien und Behandlungen. Einzelne Zellen kdnnen genauso wie Zellverbande und
daraus zusammengesetzte Gewebe untersucht werden. Dazu wird das zu untersuchende
Gewebe primér fixiert und in Paraffin eingebettet. Nach Ubertragung auf einen Objekttrager
kann die Probe histologisch angefarbt werden. Hierfir stehen sowohl Routine- bzw.
Ubersichtsfarbungen zur Verfliigung, genauso wie immunhistochemische Farbungen, die dem
spezifischen Nachweis ausgewahlter Proteine dienen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden histologische Schnitte der linken und rechten Vorhofe, des
linken Ventrikels und beider Nieren untersucht. Zur Beurteilung des Kardiomyozyten

Diameters wurde die Hamatoxylin-Eosin(HE)-Routinefarbung verwendet. Die Auswertung der
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interstitiellen Fibrose erfolgte mit der Pikro-Siriusrot-Farbung, welche speziell Kollagen im
Gewebe sichtbar macht. Als letzte histologische Methode wurde eine immunhistologische
Farbung der sympathischen Nervenfasern mit Nachweis der Tyrosin-Hydroxylase (TH)
gewahlt. So wurde das Ausmall der sympathischen Innervation anhand der
Katecholaminsynthese beurteilt.

Die Histologietechnik zur Gewebepraparation erfolgte in dem folgend beschriebenen Ablauf.
Zuerst wurden die zu untersuchenden Gewebeproben zur Erhaltung und Stabilisierung der
Form 24 h in vierprozentiger Formaldehydlésung (Fisher, Saarbriicken, Deutschland; #PZN
02653048) fixiert, damit sie mdglichst vergleichbar zur urspriinglichen vitalen Form konserviert
werden. Eine sorgfaltige Fixierung ermoglicht es auRerdem, chemische und physikalische
Merkmale zu erhalten und so Veranderungen zwischen den Proben vergleichen zu kdnnen.
Weitere degenerative Prozesse werden abgestoppt. Ebenso die Autolyse, welche durch
intrazellulare Enzyme droht. Formaldehyd bildet intra- und intermolekulare Quervernetzungen
durch Reaktionen mit Aminogruppen der Proteine und Ausbildung von Methylgruppen.
AnschlieBend erfolgte eine Einbettung in Paraffin, um die einzelnen Gewebeproben zu
entwassern. Die Entwasserung ermoglicht das Bad in einer aufsteigender Alkoholreihe (70 %,
80 %, 96 %, 100 %) in einem Gewebeeinbettautomaten (HistoCore PEARL, Leica, Wetzlar,
Deutschland). Des Weiteren wurden durch das Einblocken zu einem Paraffin-Quadrat 5 pm
grolle Dinnschnitte am Mikrotom (Leica, RM 2255) erzeugt. Der einparaffinierte
Gewebedlnnschnitt wurde auf einen Objekttrager Gbertragen und bei 56 °C lUber Nacht fixiert.
Mittels des ausgewabhlten histologischen Farbeverfahrens konnte die Probe nun angefarbt und
anschlieRend mit einem Deckglas versiegelt werden. Im Verfahren der Lichtmikroskopie wird

das sichtbare Lichtspektrum in Kombination mit einer VergroRerungslinse verwendet.

4.6.1 Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE)

Die HE-Farbung dient als Routine- und Ubersichtsfarbung und beruht auf zwei verschiedenen
Einzelfarbungen. Der natlrliche Farbstoff Hamatoxylin farbt alle sauren bzw. basophilen
Zellbestandteile blau an. Dazu zahlen vor allem der Zellkern mit der sauren DNA und die
Ribosome mit dem basophilen rauen endoplasmatischen Retikulum. Im Gegensatz dazu farbt
der synthetische Farbstoff Eosin die basischen/eosinophilen Komponenten rot. Zu diesen
Komponenten gehdért das glatte endoplasmatische Retikulum, Mitochondrien,
Zellplasmaproteine sowie Kollagene.

Zunachst wurden die mit den Gewebeproben bestlickten Objekttrager dreimal fir 10 min in
Xylol entparaffiniert. Im Anschluss erfolgte ein Bad in absteigender Alkoholreihe (100 %, 90
%, 70 %) fur je 5 min, das Waschen in Aqua dest. fir ebenfalls 5 min, das Farben der
Gewebeschnitte fur 12 min mit Hamatoxylin und die zweimalige Reinigung mit Aqua dest..
Danach schloss sich eine Behandlung mit HCL-Alkohol zur Entfernung des tUberschissigen
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Farbemittels an und eine wiederholende Spilung mit Aqua dest.. Nachfolgend wird das
Praparat fur 15 min intensiv mit Leitungswasser gesplilt. Dieser als Blauen bezeichnete
Vorgang ist zum Erhalten der blauen Farbe notwendig, da so ein pH-Wert von mehr als 3
erreicht wird. An das Blduen wurde ein erneutes Spulen mit Aqua dest. angeknupft. Hiernach
erfolgte die 15-sekundige zweite Einzelfarbung mit Eosin und wiederholte Spulung in Aqua
dest.. Zur Entwasserung wurden die beladenen Objekttrager flir je 2 min in eine aufsteigenden
Alkoholreihe (70 %, 90 %, 100 %) und im Anschluss dreimal je 3 min in Xylol getaucht.
Abschlieend erfolgte nach einer kurzen Trocknungsphase das Bedecken der Gewebsschnitte
mit einem Tropfen Entellan und das luftblasenfreie Versiegeln der Objekttrager mittels eines
Deckglases.

Mit dem Ziel der softwaregestitzten Auswertung der Kardiomyozytendiameter zur
Hypertrophie-Bestimmung wurden digitale Aufnahmen der anfertigten Praparate
aufgenommen. Dazu diente eine in einem Mikroskop (Leica, Aperio Versa 8) eingebaute
Kamera. Die Objekttrager, zunachst unter dem Mikroskop eingespannt und mittels genauer
Einstellungen passend ausgerichtet, konnten so als ein digitales Foto tber das Mikroskop von

der Kamera eingefangen und gespeichert werden.

Zur Beurteilung der GrofRe der Herzmuskelzellen wurde das Programm Image Scope (Aperio)
verwendet. Die Praparate des linken Vorhofs und des linken Ventrikels aller Versuchstiere
wurden nach mdglichst runden Myozyten mit mittig gelegenem Nukleus untersucht. Der
Durchmesser dieser Zellen wurde mittels eines digitalen Lineals ausgemessen und
gespeichert (vgl. Abbildung 14 und Abbildung 15). Pro linken Vorhof wurden 50 solcher
idealen Zellanschnitte, pro linkem Ventrikel >150 gesucht und im Anschluss daraus fiir das
jeweilige Tier ein Mittelwert der Zelldiameter erfasst. So konnte das Ausmaly der

Zellhypertrophie unter den Tieren verglichen werden.
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Abbildung 14: Ausmessen des Kardiomyozyten-Diameters mit Hilfe des
Computerprogramms Image Scope

Zentral im Bild zu sehen ist eine ideal angeschnitten Zelle mit zentral gelegenem Zellkern.
Diese wird mittels des Mess-Tools der Computersoftware Image Scope in ihrem
Durchmesser vermessen.
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Abbildung 15: Speichern der ausgemessenen Daten mittels des Computerprogramms
Image Scope

Alle ausgemessenen Zell-Diameter eines histologischen Schnittes eines Versuchstiers
werden von dem Programm Image Scope automatisch in einer Tabelle, wie hier exemplarisch
dargestellt, festgehalten und kénnen so im Anschluss gespeichert und ausgewertet werden.
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4.6.2 Pikro-Siriusrot-Farbung

Die Pikro-Siriusrot-Farbung ist eine histologische Farbemethode, um Kollagenfasern
hervorzuheben. Dazu wird ein Hellfeldmikroskop genutzt. Die Farbelésung beinhaltet den
Farbstoff Siriusrot, gesattigt in einer wassrigen Pikrinsdure-Lésung. Die grolen Farbmolekiile
des Siriusrot lagern sich zum Anfarben langs an die Fasern an. Die Kollagenfasern erscheinen
rotlich, das Zytoplasma gelb.

Kollagenfasern bilden den Hauptbestandteil der Fibrose, einer pathologischen
Bindegewebsvermehrung. Diese fuhrt im betroffenen Organ zu einer eingeschrankten
Organfunktion. Somit eignet sich diese Farbung, um die Fibrose darzustellen und auswerten
zu kénnen.

Zu Beginn wurden die Gewebepraparate dreimal in Xylol fir je 10 min entparaffiniert.
AnschlieRend wurden die Proben je 5 min in eine absteigende Alkoholreihe (100 %, 90 %, 70
%) getaucht und fur ebenfalls 5 min in Aqua dest. gewaschen. Nach der folgenden 60-
minltigen Farbung mit Pikro-Siriusrot folgten zwei Spulungen in Aqua dest. Des Weiteren
erfolgte die Entwasserung der Objekttrager in einer aufsteigenden Alkoholreihe (70 %, 90 %,
100 %) und fur je 3 min in Summe dreimal die Benetzung mit Xylol. Damit die Gewebeschnitte
abschlielfend mit einem Deckglas luftblasenfrei abgedeckt werden konnten, wurde Entellan
auf diese getropft.

Die auf den Objekttragern eingefarbten und fixierten Gewebedlinnschnitte werden mittels
Mikroskops (Leica, Aperio Versa 8) als digitales Bild erfasst. Zur Bearbeitung wurde die
Software GIMP 2.10.24 (GNU Image Manipulation Program) verwendet. Bestimmte
Bildbereiche wie der rechte Ventrikel, die perivaskuldre Fibrose und epikardiale und
endokardiale Anteile wurden vorher durch Bildbearbeitung entfernt (vgl. Abbildung 16 und
Abbildung 17). So konnte sichergestellt werden, dass lediglich die linksventrikulare
interstitiellen Fibrose, d.h. die zwischen den Kardiomyozyten befindlichen Kollagenfasern,
beurteilt wurden. Das digitale Ausschneiden des rechten Ventrikels hatte den Hintergrund,

dass fur unsere Arbeit nur die Fibrose des linken Ventrikels betrachtet wurde.
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Abbildung 16 Linker Ventrikel (LV) nach Pikro-Siriusrot Farbung
A: Linker Ventrikel vor der Bildbearbeitung

B: Linker Ventrikel nach Entfernung der perivaskularen Fibrose, des rechten Ventrikels und
der epi- und endokardialen Anteile
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Abbildung 17: Linker Vorhof (LA) nach Pikro-Siriusrot Farbung
A: Linkes Atrium vor Bildbearbeitung

B: Linkes Atrium nach Entfernung der perivaskularen Fibrose, des rechten Ventrikels und
der epi- und endokardialen Anteile
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Die Auswertung des Fibrose-Anteils wurde mit dem Computerprogramm NIS Elements (Nikon
Instruments Europe BV) durchgefliihrt. Zuerst erfolgte die Berechnung der Pixelanzahl des
abgebildeten Gewebes der Praparate, nach Abzug aller weilRen Hintergrundpixel von der
Gesamtpixelzahl der digitalen Bilder. AnschlieRend wurden alle rot gefarbten Bildpixel erfasst,
welche nach der vorherigen Bearbeitung der Aufnahmen nur noch der rotlich eingefarbten
interstitiellen Fibrose entsprach. Der prozentuale Anteil der interstitiellen Fibrose am linken

Ventrikel konnte somit berechnet werden.

4.6.3 Tyrosin-Hydroxylase-Farbung

Die Tyrosin-Hydroxylase-Farbung ist eine immunhistologische Farbung der sympathischen
Nervenfasern mit Nachweis des Markerenzyms Tyrosin-Hydroxylase (TH). Dieses katalysiert
als Schlisselenzym der Katecholaminsynthese die Hydroxylierung von Tyrosin zu L-DOPA.
So kann eine Quantifizierung der sympathischen Innervation anhand der
Katecholaminsynthese erfolgen. Dazu werden die Praparate mit einem Primarantikorper,
welcher selektiv an den Marker TH bindet, inkubiert. Im Anschluss werden die Gewebeschnitte
mit den Sekundarantikdrpern inkubiert, an den einen Fluoreszenz-Farbstoff gekoppelt ist.
Diese Fluoreszenz kann mit Hilfe des Lichts einer bestimmten Wellenlange (510-700 nm)
angeregt werden und daraufhin Licht einer veranderten Wellenlange abgeben. Dieses
Aufleuchten kann unter einem Fluoreszenzmikroskop betrachtet werden und so TH
beinhaltende Nervenfasern detektiert werden.

Die Gewebeschnitte wurden zunachst 30 min auf eine Heizplatte gelegt und dreimal 10 min in
Xylol entparaffiniert. Daraufhin wurden sie zweimal fir 5 min in 100 % Ethanol, einmal far 5
min in 80 % und erneut fur 5 min in 70 % Alkohol gegeben. Nach dem zweimaligen Waschen
der Objekttrager fir 5 min in 1x PBS, erfolgte das Kochen bei 95°C in einem Citraconsaure-
Puffer beinhaltenden Wasserbad fiir 60 min. Dieser Schritt hatte zum Ziel, dass die Proteine
wieder in ihre mdglichst natirliche, vitale Form zurickfinden. Im Folgenden wurden die
Gewebedlinnschnitte fiir 20 min abkihlen gelassen und wieder zweimal finfmintitig in 1x PBS
gewaschen. Uber Nacht wurden sie nun bei 4°C mit dem entsprechenden priméren Antikérper
(anti-Tyrosin-Hydroxylase, Abcam, ab112) in der Verdinnung 1:100 in 1x PBS inkubiert. Am
nachsten Tag erfolgte die Behandlung der Praparate fur 2 h in einem 37°C warmen Wasserbad
und anschlielend das Waschen zunachst zweimal 5 min in 1x PBS-T und danach einmalig fir
5 min in 1x PBS. Nachdem diesen Waschschritten durchgefiihrt waren, wurden die
Objekttrager abtropfen gelassen und der Sekundarantikérper (anti-Rabbit FITC, Dianova)
wurde in der Verdliinnung von 1:50 mit 1x PBS fir 2 h bei 37 °C in einem Wasserbad inkubiert.
Dieser sekundare Antikdrper tragt an sich den Fluoreszenzfarbstoff Fluoresceinisothiocyanat

gebunden. Regt man diesen Farbstoff mit Licht aus dem blauen Wellenlangenbereich an, wird
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grines Licht ausgestrahlt. Nach Abschluss der Inkubation mittels sekundarer Antikérper,
folgten zwei flinfminltige Waschschritte mit 1x PBS-T und ein einzelner funfminUtiger
Waschritt mit 1x PBS. Zum Schluss wurden die Zellkerne mit dem DNA-Fluoreszenzfarbstoff
4’ ,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) angefarbt, welcher bei ultraviolettem Lichteinfluss die
Nukleoli blaues Licht emittieren Iasst.

Zur Quantifizierung der Tyrosin-Hydroxylase wurde von den immunhistochemisch
eingefarbten Gewebedinnschnitten jeweils ein digitales Bild mit Hilfe des Mikroskops
aufgenommen. Mit Hilfe des Computerprogramms Image Scope (Aperio) wurden alle grin
leuchtenden Nervenfaseranteile in unmittelbarere Nahe einer sich blau darstellenden Zellkerns
markiert (vgl. Abbildung 18). Die Computersoftware zahlte die gesetzten Markierungen mit,

sodass der quantitative Vergleich zwischen den Praparaten mdglich wurde.

Abbildung 18: Tyrosin-Hydroxylase-Farbung sympathischer Nervenfasern im linken
Ventrikel (LV)

Die mittels an den Sekundarantikorper gebundenen Fluoreszenzfarbstoffs griin leuchtenden
Markerenzyme winden sich um die blauen Zellkerne der Kardiomyozyten

4.7 Statistik

Die gesamte statistische Auswertung der Daten erfolgte mittels der Software GraphPad Prism
10.1.2 (La Jolla, USA). Die Ergebnisse wurde jeweils als MittelwerttStandardfehler (standard
error of mean, SEM) dargestellt. Im Fall einer Normalverteilung erfolgte die statistische
Varianzanalyse ,One-way ANOVA® mit ,Tukey's multiple comparison®-Test. Wurden
ausschliel3lich zwei Gruppen in Normalverteilung verglichen, wurde dazu ein t-test

durchgefihrt. Lagen die auszuwertenden Daten nicht normalverteilt vor oder war n<6 wurde
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die ,Kruskal-Wallis“-Varianzanalyse mittels ,Dunn’s multiple comparison®-Test angewandt. Als

Signifikanzniveau wurde stets p<0,05 gewahlt.

5 Ergebnisse

Um weitreichendere Erkenntnisse Uber die Entwicklung eines atrialen arrhythmogenen
Substrats unter dem Einfluss kardiovaskularer Komorbiditaten bei CKD zu erlangen und den
Effekt des renalen Nervensystems darauf genauer untersuchen zu kénnen, etablierten wir ein
hypertensives CKD-Modell an spontan hypertensiven Ratten (SHR). Die Entwicklung des
Blutdruckes in SHR wurden zu Beginn dieser Studie Uber einen Zeitraum von 5 Wochen mittels
eines Katheter-basierten Telemetrie Systems Uberwacht, um sicherzustellen, dass die
Hypertonie ein stabiles Niveau erreicht hatte. Nach dieser Initialen Phase, erhielten die Tiere
zur Induzierung der CKD 0,25 % Adenin-Futter Gber einem Zeitraum von 16 Wochen (Adenin-
Gruppe; Ad; n=4). Die Halfte dieser Tiergruppe diente als Interventionsgruppe. Diese erhielten
4 Wochen nach Beginn der CKD-induzierenden Diat eine beidseitige renale Denervation
(AdenintRDN-Gruppe; Ad+RDN; n=4). Die Kontrollgruppe, welche durchgehend
Standardfutter erhielt, wurde scheinoperiert (Kontroll-Gruppe, Ko; n=4) (vgl. Abbildung 5).

5.1 Allgemeine Tierdaten

5.1.1 Tiergewicht, Aufnahme von Futter und Wasser

Uber den insgesamt 21-wdchigen Versuchszeitraum wurden die Tiergewichte einmal pro
Woche gemessen. Die Koérpergewichte der 3 Versuchsgruppen sind in Abbildung 19 Uber
den gesamten Zeitverlauf dargestellt. Zu Beginn des Versuches, betrug das durchschnittliche
Gewicht der Kontroll-Gruppe 343,0+10,1 g, der Adenin-Gruppe 353,316,1 g und das der
Adenin+RDN-Gruppe 343,3+6,1 g. Somit zeigte sich zu Versuchsbeginn kein signifikanter
Unterschied in den Tiergewichten zwischen allen Gruppen (Ad vs. Ko: p=0,84, Ad+RDN vs.
Ko: p=0,99, Ad+RDN vs. Ad: p=0,98). Die Versuchstiere nahmen alle Uber die Zeit
kontinuierlich an Gewicht zu. Im Rahmen der finalen Versuche wurden die Gewichte ein letztes
Mal bestimmt. Dabei betrug das mittlere Gewicht der Kontrollgruppe 399,5+22,5 g, der Adenin-
Gruppe 380,8+20,1 g und der Adenin+RDN-Gruppe 356+15,4 g. Die Kontrollgruppe erhéhte
am meisten ihr Koérpergewicht, die Adenin+RDN-Gruppe nahm am geringsten zu. Dennoch
zeigte sich auch an diesem Punkt kein signifikanter Gewichtsunterschied zwischen den
Versuchsgruppen (Ad vs. Ko: p=0,99, Ad+RDN vs. Ko: p=0,19, Ad+RDN vs. Ad: p=0,84) (vgl.
Abbildung 20).
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Abbildung 19: Tiergewichte

Woéchentlich gemessene Tiergewichte Gber den gesamten Versuchszeitraum.
x-Achse: Anzahl der Wochen

y-Achse: Durchschnittliches Tiergewicht einer Gruppe [g]

70



A B

Korpergewichte Kdrpergewichte
Versuchsbeginn Versuchsende
500 - 500+ —0=019
p=0.99 R=0.99

p=0.84 p=0.84

O

O
400 - R=0.98 400+ % 1_ A
(@)] (@)]

g & °° 2 &
% ;% O A

300 + 300 +
oL oL
O Kontrolle O Kontrolle
O Adenin O Adenin
A Adenin+RDN A Adenin+RDN

Abbildung 20: Tiergewichte

A: Durchschnittliche Tiergewichte [g] einer Versuchsgruppe (Kontrolle, Adenin,
Adenin+RDN) zum Zeitpunkt des Versuchsbeginns

B: Durchschnittliche Tiergewichte [g] einer Versuchsgruppe (Kontrolle, Adenin,
Adenin+RDN) zum Zeitpunkt des Versuchsendes

Die Ergebnisse sind als MittelwerttSEM dargestellt. Zur statistischen Analyse wurde die
~Kruskal-Wallis“-Varianzanalyse mittels ,Dunn’s multiple comparison“-Test angewandt.
(Signifikanzniveau p<0.05)

Wahrend des gesamten Versuches stand den Tieren Futter und Wasser im Uberschuss zur
Verfigung. Zur woéchentlichen Beurteilung der aufgenommenen Futtermenge wurde das
gefressene Futter pro Ratte pro Tag berechnet (vgl. Abbildung 21). Unterschieden wurden
dabei die Kafige, in denen 0,25%iges Adenin-Futter verfuttert wurde (Ad, n=4 und Ad+RDN,
n=4) von dem Kafig der Kontrollgruppe (Ko, n=4), welcher Standarddiat erhielt. In der ersten
Woche nach Start des Experiments frald pro Tag ein Tier der Kontrollgruppe durchschnittlich
20,06+0,22 g Normalfutter. Die Tiere die Adenin-Futter erhielten, nahmen 19,81+1,77 g zu sich
und unterschieden sich somit nicht signifikant von der Kontrollgruppe (p=0,89). Im Verlauf des
Experiments stagnierte die aufgenommene Menge an Futter in der Kontrollgruppe auf einem
gleichbleibenden Niveau, wahrend die Tiere, denen Adenin-Futter verabreicht wurde, im

Vergleich signifikant weniger aufnahmen. In der letzten Woche vor Tétung der Ratten frald ein
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Tier im Mittel 22,10+0,16 g Normalfutter pro Tag, wahrend die Adenin-Gruppe und
Adenin+RDN-Gruppe durchschnittlich 16,44+1,42 g pro Tag aufnahmen (p=0,008). Daraus
lasst sich ableiten, dass unter Adenin-haltiger Diat eine geringere Nahrungsaufnahme
stattfand.

Futteraufnahme Futteraufnahme
Versuchsbeginn Versuchsende
=0.89
24 - L—D 25- p=0.008
§ T &U 20— O
5,204 S0 _| B _E_
© @) @©
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Abbildung 21: Futtermenge

A: Durchschnittliche Futteraufnahme pro Tier und Tag [g] zu Versuchsbeginn unterteilt in die
Gruppen Normalfutter (Kontrollgruppe) und Adeninfutter (Ad und Ad+RDN)

B: Durchschnittliche Futteraufnahme pro Tier und Tag [g] zu Versuchsende unterteilt in die
Gruppen Normalfutter (Kontrollgruppe) und Adeninfutter (Ad und Ad+RDN)

Die Ergebnisse sind als MittelwerttSEM dargestellt. Zur statistischen Analyse wurde die
.Kruskal-Wallis“-Varianzanalyse mittels ,Dunn’s multiple comparison“-Test angewandt.
(Signifikanzniveau p<0.05)

Die Trinkmenge der mit Normalfutter gefutterten Kontrolltiere betrug zu Versuchsbeginn
30,21+1,04 ml, die der Adenin-Futter gefiitterten Tiere 29,79+3,37 ml pro Tier pro Tag
(p=0,91). Diese mittlere Menge an aufgenommenem Wasser veranderte sich zu
Versuchsende hin signifikant mit einem p-Wert von p=0,0003 (Normalfutter vs. Adenin-Futter).
Der Verbrauch der Kontrollgruppe in der finalen Woche unterschied sich dabei im Vergleich

zum Ausgangswert kaum (Normalfutter: 33,39+1,30 ml), wahrend die Adenin- und
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Adenin+RDN-Gruppe uber die Zeit mehr Wasser zu sich nahmen (Adenin-Futter: 58,65+3,01
ml) (vgl. Abbildung 22).
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Abbildung 22: Wasseraufnahme

A: Durchschnittliche Wasseraufnahme pro Tier und Tag [ml] zu Versuchsbeginn unterteilt in
die Gruppen Normalfutter (Kontrollgruppe) und Adeninfutter (Ad und Ad+RDN)

B: Durchschnittliche Wasseraufnahme pro Tier und Tag [ml] zu Versuchsende unterteilt in
die Gruppen Normalfutter (Kontrollgruppe) und Adeninfutter (Ad und Ad+RDN)

Die Ergebnisse sind als MittelwerttSEM dargestellt. Zur statistischen Analyse wurde die
~Kruskal-Wallis“-Varianzanalyse mittels ,Dunn’s multiple comparison“-Test angewandt.
(Signifikanzniveau p<0.05)

5.1.2 Mittlerer arterieller Blutdruck und Herzfrequenz

Um die Veranderungen des MAP und der Herzfrequenz (HF) aufgrund einer entstehenden
CKD quantifizieren zu konnen, wurden die jeweiligen Werte zu Versuchsbeginn (Baseline) und
zu Versuchsende (Woche 16) gemessen. Das Delta stellt dabei die Differenz der beiden
Zeitpunkte da. Der MAP betrug zum Zeitpunkt von 16 Wochen fur die Kontrollgruppe
156,80+9,45 mmHg, fir die Adenin-Gruppe 163,40+5,08 mmHg und fiir die Adenin+RDN-
Gruppe 169,1015,72 mmHg (Abbildung 23 A). Daraus ergab sich kein signifikanter
Unterschied zwischen den Versuchsgruppen (Ad vs. Ko: p=0,99, Ad+RDN vs. Ko: p=0,72,
Ad+RDN vs. Ad: p=0,99). Das Delta zur Baseline betrug fiir die Kontrollgruppe 18,7515,42
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mmHg, der Adenin-gefltterten Gruppe 18,5311,49 mmHg und der Interventionsgruppe mit
renaler Denervation 23,21£2,9 mmHg (Abbildung 23B). Diese Blutdruckwerte konnten
ebenfalls keinen statistisch signifikanten Unterschied aufweisen (Ad vs. Ko: p=0,99, Ad+RDN
vs. Ko: p=0,99, Ad+RDN vs. Ad: p=0,72).

Die ermittelten Herzfrequenzen zum Versuchsende zeigten keine Veranderung (Baseline: Ad
vs. Ko: p=0,35, Ad+RDN vs. Ko: p=0,51, Ad+RDN vs. Ad: p=0,99, Delta zur Baseline: Ad vs.
Ko: p=0,12, Ad+RDN vs. Ko: p=0,06, Ad+RDN vs. Ad: p=0,99). Die durchschnittiche HF
betrug in der Kontroligruppe 288,2+3,14 bpm nach 16 Wochen und verringerte sich um
10,2+1,33 bpm als Delta zur Baseline. Ebenso entwickelte die Gruppe der Adenin-gefitterten
Tiere mit und ohne Intervention eine zu Ende des Versuches verringerte Herzfrequenz (16-
Wochen-Baseline: Ad: 275,5+7,11 bpm, Ad+RDN: 270+£10,57 bpm; Delta zur Baseline: Ad:
-27,931£10,19 bpm, Ad+RDN: -32,36+12,21 bpm) (vgl. Abbildung 23).

Zusammenfassend blieben die Vitalparameter unbeeinflusst von einer Adenin-induzierten

CKD und Intervention der Versuchsgruppen.
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Abbildung 23: Blutdruckwerte nach 16 Wochen und finale Differenz zur Baseline des
Mittleren arteriellen Drucks (MAP) und der Herzfrequenz (HF) [bpm]

A: Baseline des durchschnittlichen Mittleren arteriellen Drucks [mmHg] der Kontrollgruppe
(Ko, n=4), Adenin-Gruppe (Ad, n=4), und Adenin-Gruppe mit renaler Denervation (Ad+RDN,

n=4)

B: Differenz des durchschnittlichen Mittleren arteriellen Drucks [mmHg] der Kontrollgruppe
(Ko, n=4), Adenin-Gruppe (Ad, n=4), und Adenin-Gruppe mit renaler Denervation (Ad+RDN,
n=4) im Vergleich zur Baseline
C: Baseline der durchschnittlichen Herzfrequenz [bpm] der Kontrollgruppe (Ko, n=4), Adenin-
Gruppe (Ad, n=4), und Adenin-Gruppe mit renaler Denervation (Ad+RDN, n=4)

D: Differenz der durchschnittlichen Herzfrequenz [bpm] der Kontrollgruppe (Ko, n=4),
Adenin-Gruppe (Ad, n=4), und Adenin-Gruppe mit renaler Denervation (Ad+RDN, n=4) im
Vergleich zur Baseline
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bpm= beats per minute

Die Ergebnisse sind als Mittelwert+tSEM dargestellt. Zur statistischen Analyse wurde die
~Kruskal-Wallis“-Varianzanalyse mittels ,Dunn’s multiple comparison“-Test angewandt.
(Signifikanzniveau p<0.05)

5.1.3 Nierenfunktion

Um die Nierenfunktion und das Ausmal} der Nierenschadigung beurteilen zu kénnen wurde in
regelmafigen Abstanden die Plasma- und Urinkonzentration von Kreatinin und Harnstoff
gemessen. Diese beiden Stoffwechselprodukte werden unter physiologischen Bedingungen
renal eliminiert und dienen somit als endogene Filtrationsmarker. Unter eingeschrankter
Nierenfunktionsleistung steigt die Plasmakonzentration der beiden Nierenparameter an,
wahrend die Urinkonzentration folglich abféllt. Die Beziehung zwischen der
Plasmakonzentration von Kreatinin und Harnstoff und der Nierenfunktion verhalt sich somit

reziprok.8

Eine 16-wochige Adenin-Diat hatte zur Folge, dass die Plasma-Kreatininkonzentration der
Adenin-Gruppe im Vergleich zu Kontrolle deutlich erhéht war (Ko: 0,74+0,05 mg/dl vs. Ad:
1,4410,21 mg/dl, p=0,19). Die Intervention mittels RDN erzeugte keinen Unterschied (Ad vs.
Ad+RDN: p=0,98). Hingegen zeigte sich ein noch deutlicherer Effekt in den Adenin-gefutterten
Ratten mit renaler Denervation (Ad+RDN: 1,98+0,3 mg/dl, Ko: 0,74+0,05 mg/dl, p=0,01).
Ahnliche Tendenzen zeigten sich im Hinblick auf die Plasma-Harnstoffkonzentration. Die
Adenin-Gruppe erreichte mit einem Mittelwert von 145,2+28,37 mg/d ebenfalls deutlich hdhere
Werte als die Kontrollgruppe (Ko: 59,73+2,88 mg/dl, Ad vs. Ko: p=0,23). Auch hier konnte die
renale Denervation keinen Unterschied bewirken (Ad vs. Ad+RDN: p=0,72). Die hochsten
Werte erreichte die Adenin-Gruppe mit renaler Denervation mit durchschnittlich 212,5+40,88
mg/dl. Damit unterschied sie sich signifikant von der Kontrollgruppe (Ko: 59,73+2,88 mg/dI,
Ad+RDN vs. Ko: p=0,01) (vgl. Abbildung 24). Diese Ergebnisse zeigen, dass mittels Adenin-

Futter eine Nierenerkrankung induziert werden konnte.
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Abbildung 24: Nierenfunktionsparameter im Plasma zum Zeitpunkt des
Versuchsendes

A: Plasma-Kreatininkonzentration in Milligramm pro Deziliter (mg/dl) der Kontrollgruppe (Ko,
n=4), Adenin-Gruppe (Ad, n=4), und Adenin-Gruppe mit renaler Denervation (Ad+RDN, n=4)
B: Plasma-Harnstoffkonzentration in Milligramm pro Deziliter (mg/dl) der Kontrollgruppe (Ko,
n=4), Adenin-Gruppe (Ad, n=4), und Adenin-Gruppe mit renaler Denervation (Ad+RDN, n=4)
Die Ergebnisse sind als MittelwerttSEM dargestellt. Zur statistischen Analyse wurde die
.Kruskal-Wallis“-Varianzanalyse mittels ,Dunn’s multiple comparison“-Test angewandt.
(Signifikanzniveau p<0.05)

Im Gegensatz zu den erhohten Plasma-Konzentrationen sank in den Adenin-gefitterten
Ratten die Urin-Kreatininkonzentrationen im Vergleich zur Kontrolle (Ko: 43,75+1,18 mg/dl,
Ad: 26,25+3,54 mg/dl, Ad vs. Ko: p=0,21) (vgl. Abbildung 25A). Die Modulation des renalen
sympathischen Nervensystems bewirkte keinen Unterschied zwischen der Adenin- und
Adenin+RDN-Gruppe (Ad+RDN vs. Ad: p=0,84). Eine Verringerung im Vergleich mit der
Kontrollgruppe zeigte sich auch in den Adenin-gefiitterten Ratten mit renaler Denervation (Ad-
RDN: 19+1,87 mg/dl). Daraus ergibt sich ein signifikanter Unterschied zwischen der
Adenin+RDN-Gruppe und Kontrollgruppe mit einem p-Wert von p=0,01. Die Urin-
Harnstoffkonzentration der Adenin-Gruppe zeigte sich im Vergleich mit der Kontrollgruppe
stark verringert (Ko: 24319£1453 mg/dl, Ad: 14993+1974 mg/dl, Ad vs. Ko: p=0,09) (vgl.
Abbildung 25B). Die renale Denervation erzielte keinen Unterschied zwischen der Adenin-
Gruppe und der Interventionsgruppe (Ad+RDN: 12757+672 mg/dl, Ad vs. Ad+RDN: p=0,99).
Einen signifikanten Unterschied prasentierte die Adenin-Gruppe mit renaler Denervation im
Vergleich mit der Kontrollgruppe (Ad+RDN vs. Ko: p=0,03).
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Abbildung 25: Nierenfunktionsparameter im Urin zum Zeitpunkt des Versuchsendes
A: Urin-Kreatininkonzentration in Milligramm pro Deziliter (mg/dl) der Kontrollgruppe (Ko,
n=4), Adenin-Gruppe (Ad, n=4), und Adenin-Gruppe mit renaler Denervation (Ad+RDN, n=4)
B: Urin-Harnstoffkonzentration in Milligramm pro Deziliter (mg/dl) der Kontrollgruppe (Ko,
n=4), Adenin-Gruppe (Ad, n=4), und Adenin-Gruppe mit renaler Denervation (Ad+RDN, n=4)
Die Ergebnisse sind als MittelwerttSEM dargestellt. Zur statistischen Analyse wurde die
.Kruskal-Wallis“-Varianzanalyse mittels ,Dunn’s multiple comparison“-Test angewandt.
(Signifikanzniveau p<0.05)

Die deutlich angestiegenen Nierenparameter im Plasma, sowie die verminderte Ausscheidung
Uber den Urin sind Zeichen der fortschreitenden Adenin-induzierten Nierenschadigung der

Versuchstiere im Verlauf des Experiments.

5.2 Renale Expression ROS-produzierender und anti-oxidativ wirkender
Proteine

Im Rahmen einer Nierenschadigung wie der CKD kommt es zur vermehrten Bildung oxidativen
Stresses. Es entsteht ein Ungleichgewicht zu Gunsten der Oxidantien mit verminderter
Produktion enzymatischer Antioxidantien und erhéhter Produktion reaktiver Sauerstoffspezies
(ROS). Durch die Oxidation verschiedener Proteine, Lipide und DNA resultiert eine
zunehmende Zellschadigung. Aus diesem Grund wurde die Expression mehrerer oxidativ- und
anti-oxidativ wirkender Proteine untersucht. Daflr wurde im Rattenmodell sowohl die
Proteinhomogenate der linke als auch der rechten Niere mittels Western-Blots analysiert. Die

Kontrollgruppe diente dabei als Vergleich zur Adenin-Gruppe mit der Fragestellung, ob unter
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Induzierung einer CKD mittels Adenin-Futters vermehrt oxidativer Stress gebildet wird. Anhand
der Interventionsgruppe Adenin+RDN sollte zudem beobachtet werden, ob die renale
Denervation sich auf die Expression ROS-produzierender oder anti-oxidativ wirkender

Proteine auswirkt.

Eine Hauptquelle fir die ROS-Produktion stellt die mitochondriale Atmungskette dar
zusammen mit den Enzymen NADPH-Oxidase (Nox) und Xanthin-Oxidase (XO). Der haufigste
Vertreter aus der Familie der NADPH-Oxidasen ist das Enzym Nox2.'”

Die renale Expression von Nox2 zeigte sich in den Adenin-gefiitterten Ratten leicht erhéht im
Vergleich mit der Kontrollgruppe (Ko: 1+0,11 IOD/GAPDH, Ad: 1,72+0,52 Integrated optical
density (IOD)/GAPDH, Ad vs. Ko: p=0,30). Die renale Denervation als Modulation des renalen
sympathischen Nervensystems bewirkte eine Tendenz zur Verringerung der Protein-
Expression von Nox2 im Vergleich zu den Adenin-gefutterten Tieren (Ad+RDN: 1,16+0,22
IOD/GAPDH, Ad+RDN vs. Ad: p=0,47) (vgl. Abbildung 26).
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Abbildung 26: Renale Expression des ROS-produzierenden Enzyms NADPH-Oxidase 2
(Nox 2)

A: Repréasentativer Immunoblot zur renalen Expression des Enzyms Nox 2 (65kDa) in den
Kontroll-Tieren (Ko), Adenin-geflitterten Ratten (Ad) und Adenin-gefiitterten Ratten mit
renaler Denervation (Ad+RDN). Als Ladekontrolle diente das ,house-keeping Gen“ GAPDH.
B: Immunchemische Quantifizierung der Proteinexpression von Nox 2 in Homogenaten der
linken und rechten Niere in Ko (n=4), Ad (n=4) und Ad+RDN (n=4).

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

Die Ergebnisse sind als Mittelwert+SEM dargestellt. Zur statistischen Analyse wurde One-
way ANOVA mit ,Tukey's multiple comparison®-Test angewandt. (Signifikanzniveau p<0.05)

Ein weiteres relevantes ROS-produzierendes Enzym ist die Xanthin-Oxidase (XO). Das

Enzym nimmt eine tragende Rolle in den letzten Stoffwechselschritten des Purinabbaus ein.!”
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In der Analyse des Immunoblots lag der IOD-Wert der Kontrollgruppe bei 10,17 IOD/GAPDH,
der Adenin-Gruppe bei 3,42+0,78 |OD/GAPDH und der Adenin-Gruppe mit renaler
Denervation bei 6,26+1,7 IOD/GAPDH. Somit zeigte die Adenin-Gruppe eine deutlich, wenn
auch nicht signifikant gesteigerte Expression von XO im Vergleich zur Kontrollgruppe (Ad vs.
Ko: p=0,28). Ebenso deutete die Interventionsgruppe deutlich gesteigerte XO-Konzentrationen
an (Ad+RDN vs. Ad: p=0,18). Eine signifikant erhdhte renale XO-Expression prasentierte die
Gruppe der Adenin-gefltterten Tieren mit RDN im Vergleich zur Kontrollgruppe (Ad+RDN vs.
Ko: p=0,007) (vgl. Abbildung 27). Diese signifikant erhdhten XO-Werte sind vermutlich
Ausdruck der durch das Adenin-Futter herbeigefiihrten Nephropathie, welche mit erhéhter

Bildung von 2,8-Dihydroxyadenin und oxidativen Stresses einhergeht.?*2°
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Abbildung 27: Renale Expression des ROS-produzierenden Enzyms Xanthin-Oxidase
(XO)

A: Reprasentativer Immunoblot zur renalen Expression des Enzyms XO (150 kDa) in den
Kontroll-Tieren (Ko), Adenin-geflitterten Ratten (Ad) und Adenin-gefiitterten Ratten mit
renaler Denervation (Ad+RDN). Als Ladekontrolle diente das ,house-keeping Gen“ GAPDH.
B: Immunchemische Quantifizierung der Proteinexpression von XO in Homogenaten der
linken und rechten Niere in Ko (n=4), Ad (n=4) und Ad+RDN (n=4).

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

Die Ergebnisse sind als MittelwerttSEM dargestellt. Zur statistischen Analyse wurde One-
way ANOVA mit ,Tukey's multiple comparison®-Test angewandt. (Signifikanzniveau p<0.05)

Zur Abwehr des oxidativen Stresses und der damit einhergehenden Zellschadigung verflgt
der Korper Uber mehrere Antioxidationsmechanismen. Ein wichtiges antioxidatives Enzym ist

die Superoxid-Dismutase (SOD). Durch Aufnahme eines Elektrons katalysiert sie die
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Umwandlung des reaktiven O2~ zu H20-. Im nachfolgenden Schritt kann das entstandene H20>
mittels der ham-haltigen Katalase (CAT) zu H20O und O zersetzt werden. Alternativ kann H2O»
auch Uber einen zweiten Weg verwertet werden, namlich mittels der Peroxiredoxine. Sie

oxidieren H.O, unter Oxidation von Glutathion zu Wasser."”

Die SOD1-Expression zeigte sich in der Adenin-Gruppe (Ad: 0,66+0,13 IOD/GAPDH) im
Vergleich zur Kontroll-Gruppe mit 1,0£0,16 IOD/GAPDH erniedrigt (Ad vs. Ko: p=0,33). Die
renale Denervation erbrachte keinen statistisch signifikanten Unterschied im Vergleich zur
Adenin-Gruppe (Ad+RDN: 0,69+0,19 IOD/GAPDH, Ad+RDN vs. Ad: p=0,99) (vgl. Abbildung
28).
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Abbildung 28: Renale Expression des antioxidativen Enzyms Superoxid-Dismutase 1
(SOD1)

A: Reprasentativer Immunoblot zur renalen Expression des Enzyms SOD1 (20kDa) in den
Kontroll-Tieren (Ko), Adenin-gefiutterten Ratten (Ad) und Adenin-gefutterten Ratten mit
renaler Denervation (Ad+RDN). Als Ladekontrolle diente das ,house-keeping Gen“ GAPDH.
B: Immunchemische Quantifizierung der Proteinexpression von SOD1 in Homogenaten der
linken und rechten Niere in Ko (n=4), Ad (n=4) und Ad+RDN (n=4).

GAPDH: Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase; 10D: Integrated Optical Density;
SOD1: Superoxid-Dismutase 1

Die Ergebnisse sind als MittelwerttSEM dargestellt. Zur statistischen Analyse wurde One-
way ANOVA mit ,Tukey's multiple comparison“-Test angewandt. (Signifikanzniveau p<0.05)

Als weiteren Vertreter dieser Enzymfamilie wurde die renale Expression von SOD2 analysiert.
Als Zeichen der Abwehr des oxidativen Stresses wiesen die Nieren der Adenin-Gruppe, im
Vergleich zur Kontrollgruppe, verringerte IOD-Werte in der Immunoblot-Analyse von SOD2 auf
(Ko: 1+0,18 IOD/GAPDH, Ad: 0,6+0,13 IOD/GAPDH, Ad vs. Ko: p=0,34). Die renale

Denervation als Intervention konnte tendenziell eine dezente Erhdéhung der Expression
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bewirken, ohne statistische Signifikanz (Ad+RDN: 0,75+0,26 IOD/GAPDH, Ad+RDN vs. Ad:
p=0,85) (vgl. Abbildung 29).
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Abbildung 29: Renale Expression des antioxidativen Enzyms Superoxid-Dismutase 2
(SOD2)

A: Reprasentativer Immunoblot zur renalen Expression des Enzyms SOD2 (25 kDa) in den
Kontroll-Tieren (Ko), Adenin-gefutterten Ratten (Ad) und Adenin-gefutterten Ratten mit
renaler Denervation (Ad+RDN). Als Ladekontrolle diente das ,house-keeping Gen“ GAPDH.
B: Immunchemische Quantifizierung der Proteinexpression von SOD2 in Homogenaten der
linken und rechten Niere in Ko (n=4), Ad (n=4) und Ad+RDN (n=4).

GAPDH: Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase; I0D: Integrated Optical Density;
SOD2: Superoxid-Dismutase 2

Die Ergebnisse sind als MittelwerttSEM dargestellt. Zur statistischen Analyse wurde One-
way ANOVA mit ,Tukey's multiple comparison®-Test angewandt. (Signifikanzniveau p<0.05)

Die Proteinexpression des ebenfalls als Antioxidans wirkende Enzym Katalase lag in den
Nierengewebeproben der Adenin-Gruppe (Ad: 0,51+0,08 IOD/GAPDH, Ad vs. Ko: p=0,009)
und Adenin-Gruppe mit renaler Denervation (Ad+RDN: 0,4+0,07 IOD/GAPDH, Ad+RDN vs.
Ko: p=0,002) im Vergleich zur Kontrolle (1,0£0,15 IOD/GAPDH) signifikant erniedrigt vor. Die
Intervention bewirkte keinen signifikanten Unterschied (Ad+RDN vs. Ad: p=0,75) (vgl.
Abbildung 30).
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Abbildung 30: Renale Expression des antioxidativen Enzyms Katalase

A: Reprasentativer Immunoblot zur renalen Expression des Enzyms Katalase (60kDa) in den
Kontroll-Tieren (Ko), Adenin-gefiutterten Ratten (Ad) und Adenin-gefutterten Ratten mit
renaler Denervation (Ad+RDN). Als Ladekontrolle diente das ,house-keeping Gen“ GAPDH.
B: Immunchemische Quantifizierung der Proteinexpression von Katalase in Homogenaten
der linken und rechten Niere in Ko (n=4), Ad (n=4) und Ad+RDN (n=4).

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

Die Ergebnisse sind als MittelwerttSEM dargestellt. Zur statistischen Analyse wurde One-
way ANOVA mit ,Tukey's multiple comparison®-Test angewandt. (Signifikanzniveau p<0.05)

Als zweite antioxidative Maoglichkeit, H202. zu Waser zu oxidieren, dient das Enzym
Peroxiredoxin 1l (Prxlll). Die Quantifizierung der Prxlll Protein-Expression ergab folgende
Werte. In der Kontroligruppe 110,13 |IOD/GAPDH, in der Adenin-Gruppe 1,0510,24
IOD/GAPDH und in der renal denervierten Gruppe 0,77+0,2 IOD/GAPDH. Daraus ergibt sich
kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den jeweiligen Gruppen (Ad vs. Ko: p=0,98,
Ad+RDN vs. Ko: p=0,69, Ad+RDN vs. Ad: p=0,58) (vgl. Abbildung 31).
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Abbildung 31: Renale Expression des antioxidativen Enzyms Peroxiredoxin 3 (PrxIil)
A: Reprasentativer Immunoblot zur renalen Expression des Enzyms Prxlll (25kDa) in den
Kontroll-Tieren (Ko), Adenin-gefiutterten Ratten (Ad) und Adenin-gefutterten Ratten mit
renaler Denervation (Ad+RDN). Als Ladekontrolle diente das ,house-keeping Gen“ GAPDH.
B: Immunchemische Quantifizierung der Proteinexpression von Prxlll in Homogenaten der
linken und rechten Niere in Ko (n=4), Ad (n=4) und Ad+RDN (n=4).

GAPDH: Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase; 10D: Integrated Optical Density;
Prxlll: Peroxiredoxin IlI

Die Ergebnisse sind als MittelwerttSEM dargestellt. Zur statistischen Analyse wurde One-
way ANOVA mit , Tukey's multiple comparison“-Test angewandt. (Signifikanzniveau p<0.05)

Die Ham-Oxygenase 1 (HO-1) ist ein bei vermehrtem zellularem Stress induzierbares Enzym.
Seine verstarkte Expression bei Inflammation ist ein weiterer Mechanismus, oxidativem Stress
entgegenzuwirken.'” In der Immunoblot-Analyse zeigte sich eine signifikant héhere Expression
von HO-1 in der Adenin-Gruppe mit 2,2410,34 IOD/GAPDH, genauso wie in der Adenin-
Gruppe mit renaler Denervation mit 2,31+£0,21 IOD/GAPDH. Daraus ergab sich im Vergleich
der Adenin-Gruppe mit der Kontrollgruppe ein p-Wert von p=0,005 (Ko: 1£0,14 IOD/GAPDH).
Der Unterschied der Adenin-Gruppe zur Adenin-Gruppe mit renaler Denervation war hingegen
nicht signifikant (Ad+RDN vs. Ad: p=0,98). Im Vergleich der Adenin+RDN-Gruppe mit der
Kontrollgruppe zeigte sich ebenfalls eine signifikante Erhéhung der HO-1-Expression mit
einem p-Wert von p=0,003 (vgl. Abbildung 32).
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Abbildung 32: Renale Expression des antioxidativen Enzyms Ham-Oxygenase 1 (HO-1)
A: Repréasentativer Immunoblot zur renalen Expression des Enzyms HO-1 (28kDa) in den
Kontroll-Tieren (Ko), Adenin-geflitterten Ratten (Ad) und Adenin-gefiitterten Ratten mit
renaler Denervation (Ad+RDN). Als Ladekontrolle diente das ,house-keeping Gen“ GAPDH.
B: Immunchemische Quantifizierung der Proteinexpression von HO-1 in Homogenaten der
linken und rechten Niere in Ko (n=4), Ad (n=4) und Ad+RDN (n=4).

GAPDH: Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase; I0D: Integrated Optical Density; HO-
1: HGm-Oxygenase 1

Die Ergebnisse sind als MittelwerttSEM dargestellt. Zur statistischen Analyse wurde One-
way ANOVA mit ,Tukey's multiple comparison®-Test angewandt. (Signifikanzniveau p<0.05)

Zusammenfassend lassen die Western Blot-Analysen vermuten, dass die entstandene
Adenin-induzierte chronische Nierenerkrankung erhdhte Level an oxidativem Stress entstehen

|asst.

5.3 Renale Expression Katecholamin-produzierender Proteine

Ein weiterer Mechanismus der vermutlich an der Entstehung der chronischen
Nierenerkrankung im kardiovaskularen Komorbiditatenmodell beteiligt ist, ist die gesteigerte
neurohumorale Aktivierung. Diese geht mit einer erhohten Aktivitat des sympathischen
Nervensystems einher. Zur Quantifizierung des Ausmalies der sympathischen Aktivierung
eignet sich das Enyzm Tyrosin-Hydroxylase (TH). Es katalysiert als Schlisselenzym der
Katecholaminsynthese die Hydroxylierung von Tyrosin zu L-DOPA.4"

Zur Untersuchung der Regulation der sympathischen Neurotransmitter als Zeichen der
gesteigerten sympathischen Aktivitat wurde mittels Hochleistungsflissigkeitschromatographie

(high pressure liquid chromatography, HPLC) der Norepinephringehalt der jeweiligen
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Rattennieren bestimmt. Diese Quantifizierung wurde freundlicherweise durch das Laborteam
rund um Herrn Hlbner im Zentrallabor des Universitatsklinikum des Saarlandes (Klinische
Chemie und Laboratoriumsmedizin/Zentrallabor, D-66421 Homburg/Saar) durchgefihrt.

Der Norepinephrin-Gehalt betrug in den Nieren der Kontroll-Gruppe 79,3+6,4 ng/mg, in der
Versuchstiergruppe mit Adenin-Diat 89,47+16,06 ng/mg und in der Interventionsgruppe
Adenin+RDN 29,08+£13,31 ng/mg. Der Gehalt an renalen sympathischen Neurotransmittern
unterschied sich im Vergleich zwischen der Adenin-Gruppe und Kontrollgruppe nicht (p=0,84),
wenn auch tendenziell eine Erhéhung in der Adenin-Gruppe zu erkennen war. Die
Adenin+RDN-Gruppe hatte sowohl im statistischen Vergleich mit der Adenin-Gruppe als auch
mit der Kontrollgruppe einen signifikant niedrigeren Norepinephrin-Gehalt (Ad+RDN vs. Ad:
p=0,007, Ad+RDN vs. Ko: p=0,03) (vgl. Abbildung 33 A).

Mit Hilfe der Immunoblot-Analyse wurde die renale Expression der TH bestimmt. Dieses
Enzym diente dabei als direktes Korrelat des sympathischen Nervensystems bzw. dessen
Neurotransmitter, der Katecholamine. Im Vergleich zur Kontrollgruppe (Ko: 1,010,14
IOD/GAPDH) war die renale Expression der TH in der Adenin-Gruppe leicht erhéht (Ad:
1,5310,26 IOD/GAPDH, Ad vs. Ko: p=0,25). Im Gegensatz dazu lag die TH-Proteinexpression
in der Adenin-Gruppe mit renaler Denervation stark reduziert vor (Ad+RDN: 0,73+0,26
IOD/GAPDH, Ad+RDN vs. Ad: p=0,05) (vgl. Abbildung 33 B und C).
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Abbildung 33: Renale Expression Katecholamin-produzierender Enzyme

A: Quantifizierung des renalen Norepinephrin-Gehalts mittels HPLC in mg/ng in Ko (n=4), Ad
(n=4) und Ad+RDN (n=4)

B: Immunchemische Quantifizierung der Proteinexpression von TH in Homogenaten der
linken und rechten Niere in Ko (n=4), Ad (n=4) und Ad+RDN (n=4)
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C: Reprasentativer Immunoblot zur renalen Expression des Enzyms TH (60kDa) in den
Kontroll-Tieren (Ko), Adenin-gefutterten Ratten (Ad) und Adenin-gefutterten Ratten mit
renaler Denervation (Ad+RDN). Als Ladekontrolle diente das ,house-keeping Gen“ GAPDH.
GAPDH: Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase; 10D: Integrated Optical Density; TH:
Tyrosinhydroxylase

Die Ergebnisse sind als Mittelwert+tSEM dargestellt. Zur statistischen Analyse wurde One-
way ANOVA mit , Tukey's multiple comparison“-Test angewandt. (Signifikanzniveau p<0.05)

5.4 Renales Remodeling

Wie bereits unter 4.2.1.1 Spontan hypertensive Ratten (SHR) beschrieben, wurden zur
Induktion der CKD die SHR mit 0,25 % Adenin-versetztem Spezialfutter gefuttert. Durch das
daraus resultierende Uberangebot an Adenin kommt es zu einer Produkthemmung des
Enzyms Adenin-Phosphoribosyltransferase und es wird vermehrt 2,8-Dihydroxyadenin (DHA)
durch die Xanthinoxidase gebildet. Das vermehrt entstandene DHA bildet im Tubulussystem
und Parenchym der Nieren Kristalle aus, da es im pH-Bereich des Urins nur schwer I6slich ist.
Folglich kann Gber die Messung der ausgefallten DHA-Kristalle Rickschluss auf die Schwere

der Adenin-induzierten CKD gezogen werden.

Um die Anzahl der Kristall in den Nieren der Versuchstiere bestimmen zu konnen, wurden die
Kristalle in reprasentativen histologischen HE-gefarbten Schnitten der Nieren gezahlt. Dabei
konnten keinerlei Kristalle in den Nieren der Kontrolltiere gefunden werden. Die Anzahl der
DHA-Kristalle in der Adenin-Gruppe betrug 542,0+129,5 und in der renal denervierten
Interventionsgruppe 421,4+80,03. Daraus ergibt sich ein jeweils signifikanter Unterschied
beider Gruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe (Ad vs. Ko: p=0,001, Ad+RDN vs. Ko:
p=0,004), jedoch nicht zwischen den beiden Adenin-gefitterten Gruppen (Ad+RDN vs. Ad:
p=0,99) (vgl. Abbildung 34). Diese Ergebnisse zeigen, dass die Adenin-haltige Diat durch die
vermehrte Bildung von DHA zur Ausfallung von DHA-Kristallen in der Niere fuhrt. Im
Gegensatz dazu wurde durch die Fltterung der SHR mit normalem Trockenfutter keine DHA-
Kristalle gebildet und somit konnten keine pathologischen Reaktionen zu einer Adenin-

Nephropathie flihren.
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Abbildung 34: Anzahl der renalen 2,8-Dihydroxyadenin Kristalle

A: Quantitative Auszahlung der renalen 2,8-Dihydroxyadenin Kristalle

B: Reprasentative histologische Querschnitte der Kristall-durchsetzten Nieren mit
vergrolierten Gewebeausschnitten

Die Ergebnisse sind als MittelwerttSEM dargestellt. Zur statistischen Analyse wurde One-
way ANOVA mit ,Tukey's multiple comparison®-Test angewandt. (Signifikanzniveau p<0.05)

Zur Beurteilung des Nierengewichts unabhangig von der KorpergroRe des jeweiligen
Versuchstiers wurde die Ratio zwischen Nierengewicht und Tibialange ermittelt. Im Rahmen
der finalen Versuche wurden hierfur die Lange der Tibia in cm und das Nierengewicht in mg
gemessen. Der mittlere Wert der Kontrollgruppe betrug 296,3+10,2 mg/cm, der Adenin-
Gruppe 313,5+21,1 mg/cm und der Adenin+RDN-Gruppe 238,2+24,01 mg/cm. Kein statistisch
signifikanter Unterschied ergab sich somit zwischen der Adenin-Gruppe im Vergleich mit der
Kontrollgruppe (Ad vs. Ko: p=0,81). Jedoch konnte ein statistisch signifikanter
GroRenunterschied zwischen der Interventionsgruppe und der Gruppe der Adenin-gefutterten
Ratten festgestellt werden, wobei die Adenin-Gruppe ein groReres Nierengewicht bezogen auf
die KorpergroRe erreichte (Ad+RDN vs. Ad: p=0,03) (vgl. Abbildung 35).
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Abbildung 35: GroRenbezogene Nierengewichte

Quotient aus Gewicht der Nieren durch Tibialange in mg/cm

Die Ergebnisse sind als MittelwerttSEM dargestellt. Zur statistischen Analyse wurde One-
way ANOVA mit ,Tukey's multiple comparison“-Test angewandt. (Signifikanzniveau p<0.05)

5.5 Strukturelles Remodeling des linken Vorhofs

5.5.1 Hypertrophie der Vorhofmyozyten

Die strukturellen Remodelingprozesse des linken Vorhofs resultieren in einer heterogenen
Erregungsausbreitung und fuhren folglich zur Aufrechterhaltung eines pathologischen
Rhythmus wie Vorhoffimmern. Zu ihnen zahlen unter anderem die Hypertrophie der
Kardiomyozyten im Atrium, die Dilatation des Vorhofs, die gesteigerte interstitielle Fibrose und
erhohte sympathische Aktivierung.*°

Im Rahmen der finalen Versuche wurde flr jedes Versuchstier der Quotient aus dem Gewicht
des linken Atriums (LA) zu Tibialdange berechnet. Diese Ratio wurde zur Beurteilung
herangezogen, um eine Aussage Uber das relative LA-Gewicht unabhangig der
unterschiedlichen GroRe der Tiere treffen zu kénnen. Der mittlere Wert der Kontrollgruppe
betrug 9,06+£1,7 mg/cm, der Adenin-Gruppe 11,71+2,3 mg/cm und der Adenin+RDN-Gruppe
7,44+0,8 mg/cm. Die Adenin-Gruppe zeigte ein erhdhtes LA-Gewicht in Bezug auf die
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Tibialdnge, wenn auch ohne signifikanten Unterschied (Ad vs. Ko: p=0,99). Die Gruppe der
renal denervierten Ratten wies ein tendenziell verringertes LA-Gewicht im Vergleich zur
Adenin-Gruppe auf (Ad+RDN vs. Ad: p=0,19) (vgl. Abbildung 36 A).

Um die Hypertrophie der Kardiomyozyten im LA beurteilen zu kdnnen, wurden HE-gefarbte
Gewebeschnitte mikroskopisch auf reprasentative, mdglichst rund angeschnittene Myozyten
mit zentral gelegenem Nukleus untersucht (vgl. Abbildung 36 B). Diese konnten
softwaregestiitzt mittels digitalen Lineals in ihrem Durchmesser vermessen werden.
Abbildung 36 C ist zu entnehmen, dass sich keine statistisch relevanten Unterschiede in der
Grolle der Vorhofmyozyten ergaben. Der mittlere gemessene Wert der Kontrollgruppe
umfasste 15,15+0,5 pm, der Adenin-Gruppe 14,00+0,93 um und der Adenin-gefiitterten Tiere
mit renaler Denervation 14,07+£1,06 um (Ad vs. Ko: p=0,99, Ad+RDN vs. Ad: p=0,99, Ad+RDN
vs. Ko: p=0,99). Somit konnte nicht auf eine linksatriale Myozyten-Hypertrophie der Adenin-
gefltterten Tiere geschlossen werden, ebenso wenig konnte die renale Denervation als

Intervention eine Veranderung im Bezug auf die Kardiomyozytengrdlie erzielen.
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Abbildung 36: Kardiomyozytenhypertrophie im linken Vorhof (LA)

A: Quotient aus Gewicht des linken Atriums durch Tibialdnge in mg/cm

B: Reprasentative Ausschnitte der HE-gefarbten linken Vorhofe

C: Ausgemessene Kardiomyozytendiameter idealisiert angeschnittener Zellen des linken
Vorhofs in um

Die Ergebnisse sind als MittelwerttSEM dargestellt. Zur statistischen Analyse wurde die
~Kruskal-Wallis“-Varianzanalyse mittels ,Dunn’s multiple comparison“-Test angewandt.
(Signifikanzniveau p<0.05)
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5.5.2 Atriale interstitielle Fibrose

Eine weitere Folge des strukturellen Remodelings stellt die interstitielle Fibrose dar. Zur
Beurteilung dieser pathologischen Uberschiefenden Bindegewebsvermehrung wurde die
histologische Farbemethode Pikro-Siriusrot verwendet. Diese lasst Kollagenfasern rétlich

erscheinen und ermoglicht so einen quantitativen Nachweis der Fibrose.

Der prozentuale Anteil der linksatrialen interstitiellen Fibrose zeigte sich in der Adenin-Gruppe
im Vergleich zur Kontrollgruppe deutlich erhéht (Ko: 6,1£0,75 %, Ad: 12,82+2,87 %, Ad vs. Ko:
p= 0,06). Des Weiteren prasentierte die Adenin+RDN-Gruppe leicht niedrigere Prozentwerte
des atrialen Fibrosegehalts, jedoch ohne Signifikanz (Ad+RDN: 8,8+1,29 %, Ad+RDN vs. Ad:
p=0,99) (vgl. Abbildung 37).
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Abbildung 37: Interstitielle Fibrose im linken Vorhof (LA)

A: Reprasentative Gewebsschnitte des linken Atriums, Pikro-Siriusrot-gefarbt

B: Prozentualer Anteil der interstitiellen Fibrose an der Gesamtoberflache des Vorhofs
Die Ergebnisse sind als Mittelwert+tSEM dargestellt. Zur statistischen Analyse wurde die
~Kruskal-Wallis“-Varianzanalyse mittels ,Dunn’s multiple comparison“-Test angewandt.
(Signifikanzniveau p<0.05)

5.5.3 Linksatriale sympathische Aktivierung
Um das Ausmall der sympathischen Aktivierung zu veranschaulichen, wurden die

Gewebedlnnschnitte des linken Atriums einer immunhistologischen Farbemethode mit
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Nachweis des Markerenzyms Tyrosinhydroxylase (TH) unterzogen. Dies ermdglichte die
nachfolgende quantitative Auswertung mittels des Computerprogramms NIS elements
(Nikon).

Die Kontrollgruppe zahlte einen mittleren Wert TH-positiver Zellkerne pro 200um? von
4,69+0,23, Gruppe der Adenin-gefutterten Ratten 10,19+1,18 und die Adenin-gefutterten
Versuchstiere mit renaler Denervation 6,87+0,89. Daraus ergab sich ein signifikant héheres
Vorliegen des Syntheseenzyms der sympathischen Neurotransmitters als Korrelat zur
sympathischen Innervation des linken Vorhofs bei der Adenin-Gruppe im Vergleich zur
Kontrollgruppe mit einem p-Wert von 0,01. Der statistische Vergleich der Adenin+RDN-Gruppe
vs. Adenin-Gruppe zeigte tendenziell erniedrigte Werte TH-positiver Kerne im Atrium
(Ad+RDN vs. Ad: p=0,42) (vgl. Abbildung 38).
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Abbildung 38: Tyrosinhydroxylase-Gehalt im linken Vorhof (LA)

A: Reprasentative Ausschnitte immunbhistologisch gefarbter Gewebeschnitte des linken
Vorhofs, grun: Tyrosinhydroxylase

B: Anteil der TH-positiven Kerne pro 200um? im linken Vorhof

Die Ergebnisse sind als Mittelwert+tSEM dargestellt. Zur statistischen Analyse wurde die
.Kruskal-Wallis“-Varianzanalyse mittels ,Dunn’s multiple comparison“-Test angewandt.
(Signifikanzniveau p<0.05)
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5.6 Elektrophysiologisches Remodeling des linken Vorhofs

Veranderungen der Refraktarzeit und des zugrundeliegenden elektrophysiologischen
Substrats koénnen in atrialen Arrhythmien resultieren. Um diesen Prozess des
elektrophysiologen atrialen Remodelings zu untersuchen, wurden den Versuchstieren im
Rahmen der finalen Versuche ein Zwei-Kanal-EKG abgeleitet, der humanen zweiten Ableitung
nach Einthoven entsprechend (vgl. Abbildung 39). Diese sollten dazu dienen, die P-Welle,
das PQ-Intervall und die frequenzkorrigierte QT-Zeit (QTc) als Ausdruck der

Erregungsausbreitung im Vorhof genauer messen zu kdnnen.

Die P-Wellen-Dauer der Kontrolltieren lag bei 25,7+0,7 Millisekunden (ms), die der Adenin-
Gruppe wurde im Mittel mit 29,6£1,9 ms bemessen. Somit hatten die P-Wellen der Adenin-
gefutterten Tiere eine tendenziell verlangerte Dauer im Vergleich zu den gesunden Kontrollen.
Auch im Vergleich mit den Adenin-gefutterten SHR mit renaler Denervation (Ad+RDN:
27,020,4 ms) zeigte sich die P-Wellen-Dauer der Adenin-Gruppe verlangert. Eine statistische
Signifikanz erreichten die Werte jedoch nicht (Ad vs. Ko: p=0,13, Ad+RDN vs. Ad: p=0,99) (vgl.
Abbildung 40).

Ebenso lag das PQ-Intervall in der Adenin-Gruppe mit 54,4+2,3 ms leicht verlangert vor im
Vergleich zur Kontrollgruppe mit 48,8+1,4 ms (Ad vs. Ko: p=0,26). Zwischen den Zeiten des
PQ-Intervalls der Adenin-Gruppe und Adenin+RDN-Gruppe konnte kein Unterschied
festgestellt werden (Ad+RDN: 55,9+2,08, Ad+RDN vs. Ad: p=0,99). Die QTc dauerte im Mittel
220,245,4 ms in der Gruppe der Kontrolltiere, 224,746,1 ms in der Gruppe der Adenin-
gefltterten Versuchstiere und 247,4+14,1 ms in der Gruppe der renal denervierten Ratten.
Auch hier konnte keine signifikante Verlangerung im Vergleich der Versuchsgruppen
untereinander ermittelt werden (Ad vs. Ko: p=0,88; Ad+RDN vs. Ko: p=0,08; Ad+RDN vs. Ad:
p=0,84).

In Zusammenschau der gemessenen EKG-Zeiten konnte keine signifikante Verlangerung der
Erregungsbildung und Erregungsweiterleitung der Adenin-gefutterten SHR festgestellt
werden, welche als Hinweis auf eine erhohte Anfalligkeit fur pathologische atriale Arrhythmien
gedeutet hatten werden kdénnen. Die renale Denervation konnte ebenfalls keine messbaren

Veranderungen in der Erregungsleitung des Vorhofs bewirken.
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Abbildung 39: EKG-Ausschnitte zur Auswertung im Hinblick auf das
elektrophysiologische Remodeling

Reprasentative EKG-Ausschnitte jeweils eines Versuchstieres der Kontrollgruppe, der
Adenin-Gruppe und der Adenin+RDN-Gruppe. Im unteren EKG-Bildausschnitt ist die
Zeitachse zu sehen.
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Abbildung 40: Auswertung der EKGs im Hinblick auf das elektrophysiologische
Remodeling

Auswertung der EKG-Zeiten P-Welle, PQ-Intervall und QTc

Die Ergebnisse sind als MittelwerttSEM dargestellt. Zur statistischen Analyse wurde die
.Kruskal-Wallis“-Varianzanalyse mittels ,Dunn’s multiple comparison“-Test angewandt.
(Signifikanzniveau p<0.05)



5.7 Strukturelles Remodeling im linken Ventrikel

Analog den Fragestellungen bezlglich des strukturellen Remodelings im linken Atrium, sollte
auch die moglichen pathologischen Veranderungen im linken Ventrikel ndher beleuchtet
werden. Um eine Aussage Uber das Ausmal} der Remodeling-Vorgange im linken Ventrikel
wie beispielsweise der gesteigerten Expression interstitieller Fibrose treffen zu kdénnen,
wurden histologische Gewebedinnschnitte angefertigt und je nach zu untersuchendem

Merkmal unterschiedlich angefarbt.

Zur Bemessung des gréRenunabhangigen Herzgewichts wurde der Quotient aus Herzgewicht
zu Tibialange bestimmt. Dabei lagen die Mittelwerte der Herzgewichte der drei
Versuchsgruppen in annahernd gleichen Bereichen (Ko: 312,5+37,4 mg/cm, Ad: 312,7+14
mg/cm, Ad+RDN: 317,1+£3,57 mg/cm). Es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den
Tiergruppen festgestellt werden (Ad vs. Ko: p=0,99; Ad+RDN vs. Ko: p=0,84; Ad+RDN vs. Ad:
p=0,99) (vgl. Abbildung 41 A).

Die Beurteilung der Kardiomyozytendiameter im linken Ventrikel wurde anhand HE-gefarbter
histologischer Schnitte durchgefihrt und der Myozytendiameter ausgemessen. Hierbei konnte
kein signifikanter Unterschied aufgezeigt werden (Ad vs. Ko: p=0,99; Ad+RDN vs. Ko: p=0,99;
Ad+RDN vs. Ad: p=0,99). Die mittleren Durchmesser betrugen in der Kontrollgruppe
25,3620,19 pm, in der Adenin-Gruppe 25,36+1,03 um und in der Adenin-Gruppe mit renaler
Denervation 25,71+0,81 uym (vgl. Abbildung 41 B und C).

Um zu untersuchen, ob mdgliche CKD-mediierte Remodelingprozesse im linken Ventrikel zu
Belastungen des LV-Myokards fuhrten, wurde die Expression des B-natriuretisches Peptids
(BNP), einer der wichtigsten Marker der Herzinsuffizienz, mittels PCR bestimmt. Wie in
Abbildung 41 D dargestellt, konnte keine erhdhte BNP-mRNA-Expression bei Adenin-
gefutterten SHR im Vergleich zu der Kontrollgruppe festgestellt werden, lediglich eine leichte
Verminderung der Konzentration im LV der Ad+RDN-Ratten im Vergleich zur Adenin-Gruppe
(Ko:1,22+00,42 Relative Genexpression/GAPDH, Ad: 1,65+0,41 Relative
Genexpression/GAPDH, Ad+RDN: 0,89+0,23 Relative Genexpression/GAPDH; Ad vs. Ko:
p=0,98, Ad+RDN vs. Ko: p=0,99, Ad+RDN vs. Ad: p=0,51).
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Abbildung 41 Kardiomyozytenhypertrophie im linken Ventrikel (LV)

A: Quotient aus Gewicht des Herzens durch Tibialdnge in mg/cm

B: Reprasentative Ausschnitte der HE-gefarbten linken Ventrikel

C: Ausgemessene Kardiomyozytendiameter idealisiert angeschnittener Zellen des linken
Ventrikels in pm

D: Expression der BNP-mRNA im linken Ventrikel, ermittelt durch PCR

Als Ladekontrolle diente das ,house-keeping Gen“ GAPDH

GAPDH: Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase, PCR: Polymerase-Kettenreaktion
Die Ergebnisse sind als Mittelwert+tSEM dargestellt. Zur statistischen Analyse wurde die
.Kruskal-Wallis“-Varianzanalyse mittels ,Dunn’s multiple comparison“-Test angewandt.
(Signifikanzniveau p<0.05)

Auch die Auswertung der interstitellen Fibrose, welche erneut mittels Pikrosiriusrot-Farbung
durchgefuhrt wurde, konnte keinen statistischen Unterschied belegen. Der mittlere prozentuale
Anteil interstitieller Fibrose im linken Ventrikel ergab 3,16+0,18 % in der Gruppe der
Kontrolltiere, 3,310,17 % in der Adenin-gefitterten Gruppe und 3,6210,46 % in der Gruppe der
renal denervierten SHR (Ad vs. Ko: p=0,99, Ad+RDN vs. Ko: p=0,99, Ad+RDN vs. Ad: p=0,99)
(vgl. Abbildung 42).
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Abbildung 42: Interstitielle Fibrose im linken Ventrikel (LV)

A: Reprasentative Gewebsschnitte des linken Ventrikels, Pikro-Siriusrot-gefarbt

B: Prozentualer Anteil der interstitiellen Fibrose an der Gesamtoberflache des linken
Ventrikels

Die Ergebnisse sind als Mittelwert+tSEM dargestellt. Zur statistischen Analyse wurde die
.Kruskal-Wallis“-Varianzanalyse mittels ,Dunn’s multiple comparison“-Test angewandt.
(Signifikanzniveau p<0.05)

In Zusammenschau der verschiedenen Untersuchungen konnte sowohl in den histologischen
Methoden als auch nach Betrachtung biochemischer Marker kein strukturelles Remodeling im

linken Ventrikel nachgewiesen werden.
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6 Diskussion

Alle drei in dieser Arbeit aufgegriffenen Erkrankungen arterielle Hypertonie, CKD und
Vorhofflimmern haben weltweit eine hohe Relevanz bezogen auf Mortalitat, Morbiditat und die
damit einhergehende soziookonomische Last flir das globale Gesundheitswesen. Dabei
stehen diese Erkrankungen in einem sehr engen epidemiologischen Zusammenhang. Das Ziel
dieser Arbeit war es, genauere Erkenntnisse Uber die Entstehung eines atrialen, pro-
arrhythmischen Substrates in einem multifaktoriellen experimentellen Ratten-Model von
kardiovaskularen Komorbiditaten zu erlangen und zu untersuchen, ob die renale Denervation

eine Therapiemdglichkeit zur Pravention kardialer Arrhythmien darstellt.

6.1 Blutdruckentwicklung

Um die humane arterielle Hypertonie in unserem Tiermodell imitieren zu kdnnen verwendeten
wir Spontan Hypertensive Ratten (SHR). Sie zahlen zu den mit am haufigsten untersuchten
Versuchstieren bei Forschungsfragen bezogen auf chronischen Bluthochdruck und dessen
Folgeerkrankungen. Aus der Literatur ist bekannt, dass eine Adenin-induzierte CKD in
gesunden, normotensiven Ratten mit einer Erhéhung des Blutdrucks verbunden ist.'92046 Die
CKD stellt einen unabhangigen Risikofaktor fur die Entwicklung einer arteriellen Hypertonie
dar. In unserem Versuch wurde zunachst Gberprift, ob eine Adenin-induzierte CKD in SHR
mit bereits chronisch erhdhtem Blutdruck zu einer weiteren, durch die Nierenerkrankung
mediierte, Erhohung des Blutdruckes fuhren konnte und somit das proarrythmische
Remodeling des Vorhofs noch verstarkt. Die Untersuchung des hier verwendeten Models der
hypertensiven CKD-Ratte zeigte, dass es trotz bestehender Adenin-induzierter
Nierenschadigung in SHR zu keiner zusatzlichen signifikanten Blutdruckerhéhung kam. Diwan
et al. verwendeten mannliche Wistar Kyoto-Ratten, welche 16 Wochen lang mit 0,25%igem
Adenin-Futter geflttert wurden, was mafige Nieren- und Herz-Kreislaufschaden hervorrief. Zu
den kardiovaskularen Schaden zahlte in dieser Versuchsreihe unter anderem auch der
erhohte systolische Blutdruck, welcher alle vier Wochen unter leichter Sedierung erfasst
wurde.?° Unter Verwendung dieses Models konnte Hohl et al. an gesunden Sprague-Dawley-
Ratten zeigen, dass eine Adenin-induzierte CKD zu einer moderaten Blutdrucksteigerung
fuhrte und das strukturelle und elektrische Remodeling am Vorhof begtinstigte.®® Das hier
untersuchte Model unterscheidet sich von bisherigen experimentellen Studien, da in dieser
Arbeit die Auswirkung einer Niereninsuffizienz bei bereits chronisch erhdhtem Blutdruck
untersucht werden sollte. Die hier eingesetzten SHR entwickeln als speziell dafiir gezlchteter
Rattenstamm spontan ab den ersten 6-8 Lebenswochen erhohte Blutdruckwerte.*?

Moglicherweise waren auf dieser genetischen Grundlage die Blutdrucklevel bereits so stark
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erhoht, dass die progressiv verlaufende CKD keinen weiteren signifikanten Anstieg mehr

erreichen konnte.

6.2 Renale Denervation

Die RDN st als Therapieoption bei therapierefraktarer arterieller Hypertonie bereits in
spezialisierten Zentren etabliert. Die Uberaktivitat des sympathischen Nervensystems nimmt
eine entscheidende Rolle ein in der Entwicklung des Bluthochdrucks und der Entstehung von
Komorbiditaten.”' Mehrere Studien konnten einen signifikanten blutdrucksenkenden Effekt von
einigen Monate bis zu 10 Jahren nach der durchgefiihrten RDN nachweisen.? Bisher lautete
die Empfehlung, auf3erhalb von klinisch kontrollierten Studien Patienten ab einer GFR < 45
ml/min keine renale Denervation zukommen zu lassen, da bezlglich des Wirkerfolges keine
klinisch validen Studienergebnisse vorliegen. In pathophysiologischen Uberlegungen ist
jedoch davon auszugehen, dass die Aktivitat der Chemo- und Mechanorezeptoren der Niere
im Falle einer Nierenschadigung erhoht ist. Dies wirde zu einer Weiterleitung Uber afferente
Nervenfasern bis in sympathische Nervenzellkerne im zentralen Nervensystem flhren,
resultierend in einer Weitergabe der erhdhten sympathischen Aktivitat Gber efferente
Nervenfasern in die Zielorgane, unter anderem Herz, Niere oder GefaRe.®” Davon ausgehend
wurde bei Unterbrechung der afferenten Fasern, beispielsweise mittels RDN, eine zentrale
Aktivierung des sympathischen Nervensystems ausbleiben. Eine kleine Studie mit 15
Probanden, welche eine resistente arterielle Hypertonie und CKD im Stadium 3-4 aufwiesen,
konnte eine signifikante Blutdruckreduktion nach einem Jahr bei stagnierenden Nierenwerten

aufzeigen.3®

In der Entwicklung und Aufrechterhaltung von Vorhof- und Herzrhythmusstérungen wird dem
autonomen Nervensystem eine zentrale Stellung inne.*® Aus dieser pathophysiologischen
Grundlage resultiert die Uberlegung, ob eine reduzierte Aktivitat der sympathischen
Innervation eine Therapiemdglichkeit flir Herzrhythmusstérungen darstellen kénnte. In
erfolgten Studien konnten eine signifikante Reduktion der Herzfrequenzrate und
Induzierbarkeit von VHF durch RDN gezeigt werden.*"% Die Auswirkungen der RDN auf die
Herzfrequenz kénnten die Folge einer verringerten Ganzkdrpersympathikusaktivitat sein, die
durch eine Reduktion der Aktivitat der nierenafferenten Nerven vermittelt wird.'® Es wird
aktuell angenommen, dass der antiarrhythmische Mechanismus der RDN multifaktoriell und
komplex ist. So kann eine adrenerge Aktivierung als Ausléser von Vorhofflimmern wirken,
wenn sie auf ein anfalliges Herzsubtrat trifft, welches von autonomen Nervenfasern innerviert
wird. In Tierversuchsstudien konnten mehrere potenzielle antiarrhythmische Wirkungen der
RDN gezeigt werden, dazu zahlen eine weniger heterogene Erregungsleitung, ein verringertes

linksatriales Remodeling, verringerte linksatriale Durchmesser, reduzierte Anfalligkeit flr
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Vorhofflimmern und verbesserte linksatriale Leitungslatenz, unabhangig von der
Blutdrucksenkung und der Nierenfunktion.*® Der Zusammenhang zwischen erhohter Aktivitat
des sympathischen Nervensystems und gesteigerter Pravalenz von VHF konnte bereits in
mehreren Studien veranschaulicht werden. Der Pathomechanismus dahinter scheint in einer
verkirzten Dauer des Aktionspotentials und somit friheren Nachdepolarisationen zu liegen.®®
So zeigten beispielsweise Linz et al. eine signifikante Reduktion des Auftretens spontaner
friihzeitige Vorhofschlage und der Dauer des VHF durch Blockade der Angiotensinrezeptors.®'
Dies deutet darauf hin, dass die Aktivierung des RAAS zumindest teilweise die Initierung und
Aufrechterhaltung des VHF vermittelt. In einer anderen Studie, einem normotensivem
Ziegenmodell mit persistentem VHF, konnten Linz et al. ebenfalls mittels Unterbrechung der
afferenten und efferenten sympathischen Signallibertragung zwischen Niere und zentralem
Nervensystem durch RDN eine Verringerung des strukturellen Umbaus des Vorhofs und
Komplexitat des VHF bewirken.®? Vergleichbare Beobachtungen konnten auch an anderen
Tiermodellen wie beispielsweise Schweinen, aber auch am Menschen vorgenommen werden.
Auch hier konnte die Blockade der sympathischen Stimulation mittels RDN eine
Abschwachung der paroxysmalen VHF-Episoden erreichen.®® Als messbares Korrelat der
sympathischen Uberaktivierung bzw. deren Neurotransmitter bestimmten wir in dieser Arbeit
die renale Expression der TH, einem Schlusselenzym der Katecholaminbiosynthese. Passend
zu der Annahme, dass das sympathische Nervensystem im kardiovaskuldren
Komorbiditatenmodell an der Entstehung der chronischen Nierenerkrankung beteiligt ist, war
die Anzahl der TH-exprimierenden Zellen der Niere in der Gruppe der Adenin-gefutterten
Ratten erhoht im Vergleich zu den hypertensiven Kontrolltieren mit Standarddiat, jedoch ohne
statistische Signifikanz. Der Effekt der RDN konnte anhand der deutlich geringeren
Quantifizierung der TH in der Interventionsgruppe im Vergleich zur Adenin-Gruppe erfolgreich
veranschaulicht werden. Diese beiden Ergebnisse sprechen sowohl daflir, dass das
Uberaktive sympathische Nervensystem eine zentrale Rolle in der Pathogenese der CKD

einnimmt, als auch dass die RDN diese Uberaktivierung einzuddmmen vermag.

Ahnliche Ergebnisse lieferte der mittels HPLC bestimmten Norepinephringehalt der jeweiligen
Rattennieren. Die Adenin+RDN-Gruppe hatte im statistischen Vergleich einen niedrigeren
Norepinephrin-Gehalt als die Kontrollgruppe und die Adenin-Gruppe. Dies lasst vermuten,
dass die Intervention mittels RDN eine signifikante Reduktion der Neurotransmitter in der Niere
bewirken konnte, welche als Marker flr eine verringerte neurohumorale Aktivitat gewertet
werden kann. Die im Rahmen der arteriellen Hypertonie und der durch Adenin induzierten
CKD vermehrte Bildung von Katecholaminen konnte folglich mittels RDN reduziert werden.
Das pathologische Crosslinking zwischen Niere und Herzen wurde erfolgreich
herunterreguliert. Der Gehalt an renalen sympathischen Neurotransmittern unterschied sich
im Vergleich zwischen der Adenin-Gruppe und hypertensiven Kontrollgruppe nicht signifikant.
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Eine mdgliche Ursache daflir kdnnte die generell pathologisch erhéhte sympathische Aktivitat
darstellen, welche sowohl im Rahmen der arteriellen Hypertonie auftritt als auch im Rahmen
der CKD.*

6.3 Renales Remodeling

Aufgrund des futterungsbedingten Uberangebots von Adenin wird vermehrt 2.8-
Dihydroxyadenin (DHA) Uber das Enzym Xanthinoxidase gebildet. Diese bei Nagetieren durch
Adenin-angereicherte Ernahrung induzierte Nephropathie entspricht im klinischen Alltag dem
Nierenschaden von Patienten mit dem seltenen autosomal-rezessiv vererbten Adenin-
Phosphoribosyltransferase-Mangel. Die geschatzte Pravalenz dieser Stoérung liegt bei
1:50.000-1:100.000, wobei einige Berichte darauf hindeuten, dass diese Zahlen
moglicherweise unterschatzt werden. Als klinisch relevant erweist sich die 2,8-DHA-
Nephropathie auch bei Nierentransplantaten. Hier kann sich die Nierenschadigung bis zum
Transplantatversagen eskalieren. Das Spektrum der durch Kristallablagerungen verursachte
Organschaden ist vielfaltig. Dabei werden mehrere unterschiedliche Arten von Kristallen in der
Niere gebildet und abgelagert, was =zur Induktion verschiedener kristallinduzierter
Nephropathien fuhren kann. Haufiger Verursacher stellen Kalziumphosphat-, Kalziumoxalat-
und harnsaurehaltige Kristalle dar, gefolgt von mehreren seltenen Kristallarten, einschlie3lich
2,8-Dihydroxyadenin-Prazipitaten.5' DHA ist im pH-Bereich des Urins nur schwer I6slich und
prazipiert aus diesem Grund zu DHA-Kristallen. Die Kristalle I6sen im Tubulussystem und
Nierenparenchym Inflammationsreaktionen und Fibrosierungen aus. Eine Adenin-
Nephropathie entsteht.?> An einem Rattenmodel mit Adenin-induzierter CKD wurde gezeigt,
dass die Hemmung der XO mit Allopurinol die Nierenfunktion verbesserte, was sich was sich
unter anderem in einer verminderter Proteinurie, reduziertem Kreatinin und verminderten
strukturellen glomerularen Schaden widerspiegelte, den Blutdruck senkte und kardiovaskulare
Schaden (Fibrose, Inflammation) abschwachte.?® Ob eine Modulation des sympathischen
Nervensystems eine Auswirkung auf die Expression der renalen XO in einem Adenin-
induzierten CKD Modell hat ist jedoch unbekannt. Unsere Daten zeigen, dass aufgrund der
signifikant erhohten Anzahl von DHA-Kristallen, sowie der vermehrten Proteinexpression der
an diesen Prozessen beteiligten Xanthin Oxidase, in den Nieren der Adenin-gefutterten
Versuchstieren eine Prazipitation von unldslichen Kristallen gelungen ist. Dies kann als
Zeichen eines erfolgreichen Auslésens einer Adenin-induzierten Nephropathie gewertet
werden. Das Ergebnis stellte sich besonders deutlich dar, da in den Nieren der Kontrolltieren
keine einzigen Kristalle zu finden waren. Dies zeigt, dass es aufgrund des Uberangebots an
Adenin zu einer vermehrten Bildung von DHA und der katalysierenden XO in den

Ausscheidungsorganen kam. Jedoch bestand kein signifikanter Unterschied zwischen den
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Tieren der Adenin- und Adenin+RDN-Gruppe. Die Intervention mittels RDN konnte, trotz
signifikant reduzierter Marker der Sympathischen Aktivitat, somit weder eine Reduktion an
DHA-Kristallen bewirken noch die Proteinexpression der Xanthin-Oxidase in der Niere
beeinflussen. Ein Erklarungsversuch ware die Annahme, dass der Adenin-induzierte
Nierenschaden in Form der Kristalle bereits eingetreten ist, bevor die RDN durchgefiihrt
wurde. Im zeitlichen Verlauf wurde die Operation erst 4 Wochen nach Beginn der Adenin-Diat
durchgefiihrt. Im Rahmen dieser Operation zur RDN fiel bereits ein makroskopischer
Nierenschaden auf in Form von Ablagerungen auf den Nierenoberflichen. Die
Nierenoberflachen der Kontrolltiere waren im Gegensatz blande, ohne Auflagerungen. Dieser
veranderte Phanotyp der Nieren der Adenin-gefitterten Ratten entspricht auch den
Beobachtungen von Hohl et al., welche in ihrem Tiermodel anhand mannlicher Sprague-
Dawley-Ratten die erhohte Induzierbarkeit von Vorhoffimmern bei vorliegender Adenin-
induzierter Nephropathie untersuchten. Auch hier beeinflusste die RDN weder das
Fortschreiten der CKD noch bewirkte sie eine Umkehrung des durch die Adenin-Futterung
induzierten Phanotyps der Nierenerkrankung. Zudem wiesen die Nieren der Adenin-
geflutterten Sprague-Dawley-Ratten ebenfalls stark veranderte Nierenoberflachen auf, im
Gegensatz zu den glatt abgegrenzten Nierenoberflichen der Kontrolltiere unter
Standardfutter.4°

Ebenfalls fur einen erfolgreich induzierten Nierenschaden durch Adenin-Diat wirden die
erhohten Retentionsparameter im Plasma als auch deren erniedrigte Konzentration im Urin
der Adenin-gefltterten Versuchstiere im Vergleich zur Kontrollgruppe sprechen. Diese
endogenen Filtrationsmarker werden physiologisch Uber den Harn ausgeschieden. Kommt es
nun im Rahmen einer Nierenschadigung wie der CKD =zu einer reduzierten
Eliminationsfahigkeit der Niere steigt die Plasmakonzentration des Kreatinins und Harnstoffs
an, wahrend ihr Konzentration im Urin abfallt. Zum Ende unseres Versuches stiegen die
Plasmakonzentrationen von Kreatinin und Harnstoff in den Adenin-gefiitterten Gruppen
deutlich héher an als in der Kontrollgruppe. Dazu passend fielen die Urinkonzentrationen
beider Retentionsparameter in den Adenin-gefutterten Gruppen deutlich mehr ab als in der
Kontrollgruppe. Dass die Kreatinin- und Harnstoffwerte auch nach RDN-Behandlung weiter
anstiegen, konnte darauf hindeuten, dass die kardialen Auswirkungen der RDN unabhangig
vom Schweregrad der etablierten CKD sind. Es kénnte sein, dass sich die RDN auch in
fortgeschrittenen Stadien der CKD positiv auf das kardiale Remodeling auswirkt.*° Eine
Abnahme der Plasmakonzentrationen nach RDN konnte die Studien von Veiga et al. zeigen,
welche an mannlichen Wistar-Ratten mittels 5/6-Nephrektomie eine CKD-Induktion
durchfiihrten. Dazu wurde die rechte Niere der Ratten entfernt und bei zwei der drei Aste der
linken Nierenarterie eine Ligatur durchgefiihrt, welche zu einem Infarkt von zwei Dritteln der
linken Niere und somit zum Nierenschaden im Sinne einer CKD flihrte. Im Anschluss wurde

103



bei der Interventionsgruppe 5-Wochen nach CKD-Induktion eine RDN durchgefiihrt. Im
Rahmen dieses Versuches wies die CKD-Gruppe im Vergleich zu den Kontrolltieren einen
Anstieg der Plasmakreatininwerte auf, wahrend die totale Denervation das Plasmakreatinin
signifikant reduzierte.'® Jedoch ist diese Studie auch aufgrund einer anderen Ratten-Rasse
und eines vollkommen anders induzierten Nierenschadens nicht auf unsere Ergebnisse zu
Ubertragen. Vor allem im Verfahren der 5/6-Nephrektomie sind entscheidende Unterschiede
und Nachteile im Vergleich zur Adenin-induzierten CKD zu sehen. Nicht nur resultiert dieses
Verfahren aufgrund seiner hohen Invasivitat oft in einer gesteigerten Mortalitat*®, auch
verbleibt eine viel geringere Menge an Nierengewebe flr Untersuchungszwecken zur
Verfugung. Diese Gegebenheiten kdnnten die Ergebnisse drastisch verandern und erlauben
somit keinen exakten Vergleich der Ergebnisse beider Verfahren. Ebenfalls keine veranderten
Nierenparameter nach RDN zeigten Patienten in einer Studie von Hering et al. In dieser Studie
erhielten 15 Patienten mit resistenter Hypertonie und CKD im Stadium 3-4 eine RDN. In den
Verlaufsbeobachtungen nach 3 und 6 Monaten post interventionem konnten keine
signifikanten Veranderungen der Nierenfunktion detektiert werden. Betrachtet wurden die
eGFR, die Serumkreatinin-, Cystatin-C-Spiegel, die Plasmakreatinin-, Cystatin-C- und
Harnstoffspiegel. Zudem wurden keine Stérungen der Serum- und Urinelektrolyte
beobachtet.®® Eine ahnlich aufgebaute Studie an 27 Patienten von Ott et al., ebenfalls mit
resistenter Hypertonie und CKD im Stadium 3-4, konnte Veranderungen der eGFR nach
einjahrigem Beobachtungszeitraum nach RDN aufweisen. Die Nierenfunktion wurde
retrospektiv bis zu 3 Jahre und prospektiv fir 1 Jahr gemonitort. Vor der RDN sank die eGFR
pro Jahr, im ersten Jahr nach der RDN blieb die RDN stabil. Dabei zeigte sich die jahrliche
Veranderung der eGFR pro Jahr nach der RDN signifikant verbessert. Somit konnte in der
Studie von Ott et al. eine weitere Verschlechterung der Nierenfunktion bei Patienten mit CKD
Stadium 3-4 und therapieresistenter Hypertonie mittels RDN verlangsamt werden.®’ Im
Unterschied zu unserem Experiment erhielten die Patienten dieser beiden Studien jedoch
wahrend der Versuchsdauer weiterhin ihr antihypertensive Medikation, welche bei
therapierefraktarem Bluthochdruck mindestens drei Antihypertensiva einschlieBlich eines

Diuretikums entspricht.

6.3.1 Renale Expression ROS-produzierender und anti-oxidativ wirkender Proteine

Nierenerkrankungen gehen mit erhdhtem oxidativem Stress einher, sowohl aufgrund eines
Mangels an Antioxidantien, aber auch aufgrund erhéhter Produktion von ROS. Dabei kénnen
gesteigerte Mengen an ROS das Fortschreiten der Erkrankung beschleunigen. In
fortgeschrittenen Stadien der CKD werden erhdhte ROS-Werte mit Komorbiditaten wie

beispielsweise Bluthochdruck in Verbindung gebracht."’
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Eine Hauptquelle fir die Bildung von ROS stellen normale Stoffwechselprozesse unter
aeroben Bedingungen dar. Dazu zahlt auch das Enzym XO, welches die letzten Schritte des
Purinabbaus katalysiert. Unter Verwendung von Sauerstoff als Co-Faktor entsteht dabei neben
Xanthin und Harnstoff H,0,."” Passend zu unserer These, dass bei Vorliegen einer CKD das
Ungleichgewicht des oxidativen Stresses zu Gunsten der Bildung von Prooxidantien
verschoben ist, konnten wir eine erhdhte renale Proteinexpression der XO in den Adenin-
gefltterten Tiere als Zeichen gesteigerten oxidativen Stresses vermerken. Eine Denervation
der Nierenarterie in Adenin-gefltterten Tieren zeigte keinen Einfluss auf die erhdhte renale
XO-Expression. Die erhdhten XO-Werte kdnnen als Ausdruck des oxidativen Stresses, der
durch das Adenin-Futter herbeigefihrten Nephropathie entstanden ist, gewertet werden. Da
die Interventionsgruppe keine signifikant erniedrigten XO-Level aufwies, scheint es so, als
ware die Expression der XO unabhangig vom sympathischen Nervensystem und kdnnte durch

das Uberangebot an Adenin vermittelt sein.

Ahnliche Ergebnisse zeigten sich auch fir die beiden enzymatischen Antioxidatien Katalase
(CAT) und Ham-Oxygenase (HO-1). Diese beiden Enzyme wirken im Korper als
Antioxidationsmechanismen zur Abwehr des oxidativen Stresses und der damit
einhergehenden Zellschadigung. Die CAT entgiftet H.O» zu H20 und O, Das Enzym HO-1 ist
bei anfallendem erhdhtem Stress induzierbar. Es ist zustandig fir den enzymatischen Abbau
von Ham, Kohlenmonoxid und Biliverdin, wobei jedes dieser enzymatischen Endprodukte Uber
verschiedene Mechanismen antioxidative, entzindungshemmende und anti-apoptotische
Wirkungen ausibt. In vitro als auch in Tiermodellen konnten bereits die protektiven
Eigenschaften von HO-1 unter anderem in Bezug auf akute Nierenschaden nachgewiesen
werden.'”11* So wirkt HO-1 antiinflammatorisch und schiitzt durch seine Beteiligung am Abbau
von Ham vor der zellschadigenden Wirkung intrazellularer Ham-Proteine. HO-1-Induktoren wie
beispielsweise Bardoxolonmethyl konnten bereits schutzende Wirkungen bei experimenteller
akuten Nierenerkrankung zeigen.” Die Analyse unserer Western Blots ergab fiir die CAT ein
signifikant reduziertes Vorliegen in der Gruppe der Adenin-gefutterten Ratten bzw.
Interventionsgruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe. Diese signifikant verringerten CAT-
Konzentrationen der Adenin-gefitterten Tiere deutet vermutlich darauf hin, dass der
Schutzmechanismus mittels ROS durch das verringerte Vorhandensein der CAT in den CKD-
Nieren abgeschwacht ist. Ratten mit 5/6 Nephrektomie zeigten in einer Studie von Sindhu et
al. ebenfalls reduzierte CAT-Proteinlevel und eine verminderte Aktivitat in dem verbliebenen
Nierengewebe. Sindhu et al. fihrten den beobachteten Mangel dieses Enzyms, angesichts
der entscheidenden Rolle die der Katalase im antioxidativen Abwehrsystem zugeschrieben
wird drauf zurlick, dass es zu dem durch das chronische Nierenversagen induzierten
oxidativen Stress beitragt.®® Auch eine Studie an Hamodialyse-Patienten mit terminaler
chronischer Nierenerkrankung konnte reduzierte CAT-Aktivitaten nachweisen.*?
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Dagegen lag das Enzym HO-1 in den Gewebeproben der beiden Adenin-gefitterten
Tiergruppen in signifikant héheren Werten vor als in den Nierenproben der Kontrollgruppe.
Dieses Ergebnis spricht flir eine erhdhte Produktion von ROS in den Nieren mit Adenin-
Induzierter Nephropathie, da vermutlich die Produktion des induzierbaren antioxidativen
Enzyms HO-1 hochreguliert wurde. Eine Intervention mittels RDN zeigte sowohl fur die CAT
oder HO-1 keine Veranderung der Enzymkonzentrationen, somit scheint deren differenzielle

Expression unabhangig von der sympathischen Aktivitat zu sein.

6.4 Kardiales Remodeling
6.4.1 Strukturelles und elektrophysiologisches Remodeling des linken Vorhofs

Die pathophysiologischen Beziehungen zwischen Vorhofumbau und der daraus folgenden
Induktion von Vorhofflimmern sind komplex. Die meistens Ausléser und Substrate des
Vorhofflimmerns entstammen dem linken Vorhof.'® In Tiermodellen wie dem von Hohl et al.
konnten bereits gezeigt werden, dass eine progrediente Verschlechterung der Nierenfunktion
mit einer VergroBerung des linken Vorhofs und atrialem Remodeling einhergehen. Dieses
atriale Remodeling beinhaltet eine verstarkte interstitielle Fibrosebildung und eine erhdhte
sympathische Innervation, welche in einer verlangerten P-Wellen-Dauer, einer erhohten
Anfalligkeit fir Vorhoffimmern und einer Beeintrachtigung der Homogenitat der atrialen
Reizleitung resultierte.** Diese Zusammenhange wurden bereits vielseitig untersucht. So
untersuchten Qui et al. mittels 5/6-nephrektomierten Sprague-Dawley-Ratten, inwiefern die
CKD das kardiale Remodeling beeinflusst. Dabei quantifizierten Qui et al. die interstitielle
Fibrose sowohl im linken Vorhofanhang als auch im linken Vorhofseptum. In beiden
Herzgewebeabschnitten war der Fibrose-Anteil der CKD-Gruppe signifikant erhdht im
Vergleich zur Kontrollgruppe. Des Weiteren zeigte sich im Rattenmodell von Qiu et al. eine
signifikante VergroRerung des linken Vorhofs.®” Auch die Effekte der RDN als mdogliche
Intervention wurden im Kontext atrialer Arrhythmien bereits naher beleuchtet. So beschreiben
Younis et al. mehrere potenzielle antiarrhythmische Wirkungen der RDN auf den Vorhof in
Tierversuchsstudien, darunter eine weniger verlangsamte oder heterogene Erregungsleitung,
eine geringere Fibrose, eine geringere neurohumorale Aktivierung und eine geringere
sympathische Nervenausbreitung.'"® Hohl et al. induzierten Sprague-Dawley-Ratten mittels
Fatterungen eines 0,25 % Adenin-haltigen-Futters eine CKD und konnten einen strukturellen
und autonomen Umbau des linken Vorhofes durch die Adenin-induzierte Nephropathie
nachweisen. Die Versuchstiere der Adenin-Gruppe zeigten eine VergroRerung des LA-
Durchmessers und der LA-Flache im Vergleich zu Kontroligruppe mit Standarddiat. Diese
pathologischen Veranderungen konnten mittels der als Intervention verwendeten RDN

signifikant reduziert werden. Des Weiteren kam es zu einer vermehrten Bildung interstitieller
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Fibrose in der Adenin-Gruppe, welche ebenfalls durch die RDN verringert werden konnte.*°
Dies entspricht auch unseren Beobachtungen. So filihrte die Adenin-induzierte CKD in
hypertensiven Ratten zu einer vermehrten atrialen interstitiellen Fibrosebildung und einer
erhdhten Anzahl an TH-positiven Zellen, einem etablierten Marker fur sympathische Aktivitat.
Die Quantifizierung der TH-Immunreaktivitdt, um den Noradrenalin-Gehalt in den
Nervenendigungen messen zu kénnen, dient als guter Marker flr die regionale sympathische
Aktivierung. Die TH-Immunreaktivitdt zeigte sich in Studien empfindlich genug, um
Veranderungen in der sympathischen Innervation aufzuzeigen, die mit einer Hypertonie
verbunden sind. Es lieRen sich Unterschiede im sympathischen Tonus bzw. der
sympathischen Aktivitat innerhalb verschiedener Gewebe und zwischen verschiedenen Tieren
nachweisen. Die Studie von Burgi et al. stlitze die These, dass Veranderungen der TH-Aktivitat

Veranderungen der sympathischen Aktivitat widerspiegeln kdnnen.'?

Im Zuge des atrialen pro-arrhythmischen Remodelings stellt die interstitielle Fibrose eine der
Hauptkomponenten dar. Der strukturelle Umbau des Vorhofs, zu welchem insbesondere die
Gewebefibrose gehort, geht mit Leitungsanomalien einher, die ein Substrat fir die
Aufrechterhaltung von Vorhofflimmern bilden. Die Auslésung von Vorhoffimmern beruht auf
ektopischen Auslésern und einem Reentry-anfalligen Substrat, wobei Stérungen der
Erregungsleitung im Zusammenhang mit Gewebefibrose pradisponierend fur ein Reentry sind.
Vorhoffibrose ist ein haufiges Merkmal bei VHF, und das Ausmal} der Fibrose ist ein Pradiktor
fur das Wiederauftreten von VHF nach einer Katheterablation. Zahlreiche Forschungsarbeiten
haben ein breites Spektrum an molekularen Mechanismen zur Kontrolle der Vorhoffibrose
nachgewiesen. Eine Vielzahl von Zellmembranrezeptorsystemen veranlasst Fibroblasten zur
Proliferation und Differenzierung in profibrotische, Kollagen sezernierende Myofibroblasten.
Dabei stellt die Verhinderung des strukturellen Umbaus einen interessanten therapeutischen
Ansatz dar.”® Sowonhl die interstitielle Fibrose als auch die erhdhte Expression der TH konnte
nach RDN wieder deutlich reduziert werden und zeigen deutlich den Einfluss der

sympathischen Aktivitat auf die atriale Arrhythmogenese.

Zur Beurteilung der Auswirkung strukturellen Remodelings des LA auf die
elektrophysiologischen Eigenschaften haben wir im Rahmen der finalen Versuche bei jedem
Versuchstier ein Zwei-Kanal-EKG abgeleitet. Die gewahlte Ableitung ist der humanen zweiten
Ableitung nach Einthoven entsprechend und ermoglicht durch ihren Verlauf die Erfassung des
gréltmoglichen Ausschlags der P-Wellen-Amplitude und somit die beste Beurteilung der
Vorhoferregung. Um die Unterschiede in der Erregungsausbreitung entlang des linken Vorhofs
beurteilen zu kénnen, wurden die P-Welle, das PQ-Intervall und die QTc gemessen. Die P-
Wellen Dauer zeigte sich in den Adenin-geflutterten Tieren deutlich verlangert, war jedoch

vermutlich aufgrund der geringen n-Zahl statistisch nicht signifikant im Vergleich zur Kontrolle.
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Die P-Wellen Dauer konnte in den Tieren mit RDN deutlich reduziert werden. Die P-Wellen-
Dauer stellt einen elektrokardiographischen Marker dar, der die Erregungsleitung im Vorhof
widerspiegelt, und dessen Verlangerung mit Vorhoffimmern einhergeht.®* GroRe
Bevolkerungsstudien bestatigten diese Erkenntnisse durch Aufzeigen einer linearen
Korrelation zwischen der P-Wellen-Verlangerung und dem Risiko fiir Vorhoffimmern.®
Ebenso konnte bereits der Nachweis einer hohen Pravalenz von Vorhofarrhythmien bei
Patienten mit kurzen QT-Intervallen, wenn die Herzfrequenz durch eine neue QTc-Formel
angepasst wurde, erbracht werden.®® Das elektrophysiologische Remodeling, mit Fokus auf
der P-Wellen-Dauer, ist dabei auch vom strukturellen Remodeling abhangig, mit Hauptfokus
auf der interstitiellen Fibrose. Eine verstarkte Fibrosebildung beeintrachtigt die intra- und
interatriale elektrische Leitung, was erhebliche Auswirkungen auf das Auftreten von VHF
bewirkt. Strukturelles Remodeling wie die VergroRerung des LA und die Fibrose flihren zu
einer verlangerten P-Wellen-Dauer. Mittels Neuromodulation durch RDN konnte in
verschiedenen experimentellen Modellen die atriale autonome Innervation, strukturelle und
elektrophysiologische Veranderungen abgeschwacht und die Auslésbarkeit und Komplexitat

von VHF reduziert werden.*°

Durch Reduzierung des atrialen Remodelings konnte gezeigt werden, dass die
Wahrscheinlichkeit von VHF reduziert werden konnte. Zusatzlich ist bekannt, dass erhdhte
Blutdrucklevel die Inzidenz von VHF beeinflussen und die CKD und VHF sich bidirektional
beeinflussen.*>'8 Qui et al. konnten im Rattenmodell zeigen, dass CKD zu einem strukturellen
Umbau des Vorhofes flihrt und aufgrund dessen die Auftretewahrscheinlichkeit von VHF
erhdht. Qui et al. zeigten, dass die VHF-Induzierbarkeit und die Dauer des VHF in der CKD-
Gruppe im Vergleich zur Scheingruppe signifikant erhéht waren. Dabei stieg die Dauer der P-
Welle in der Gruppe der CKD-Ratten signifikant an.?” Jedoch bestehen zwischen dem
Versuchsaufbau von Qui et al. und unserem erhebliche Unterschiede. So wurden mit
normotensiven Sprague-Dawley-Ratten eine grundlegend andere Rattenrasse verwendet,
welche nicht die Komorbiditadt der systemischen arteriellen Hypertonie mit sich bringt. Des
Weiteren ist die CKD-Induktion durch Nephrektomie wie in Kapitel 6.3 Renales Remodeling
erwahnt mit entscheidenden Unterschieden im Vergleich zur Adenin-induzierten CKD

vergesellschaftet.

6.4.2 Remodeling des linken Ventrikels

Auch die moglichen Veranderungen in Bezug auf ein links ventrikuldres Remodeling wurden
in vorangegangenen Studien naher beleuchtet. Zur Beurteilung von Morphologie und Funktion
des linken Ventrikels bei Ratten mit CKD verwendeten Kashioulis et al. Sprague-Dawley-

Ratten mit Adenin-induzierter CKD. Dabei kam es in den linken Ventrikeln der Versuchstiere
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zu einer statistisch signifikanten Zunahme des Kardiomyozytendurchmessers, wohingegen
sich kein Unterschied im Fibrose-Gehalt zwischen den Gruppen aufweisen lief3.*¢

Diwan et al. verwendeten zur Induktion der CKD in Wister Kyoto Ratten ebenfalls 0,25%iges
Adenin-Futter. Nach 16 Wochen zeigte sich eine deutliche Erhdéhung des systolischen
Blutdrucks und es kam zu einer linksventrikularen Hypertrophie und Zunahme der interstitiellen
und perivaskularen Entziindung und Fibrose.” Hohl et al. hatten einen &hnlichen
Versuchsaufbau zu den beiden zuvor beschriebenen. Sie verwendeten Sprague-Dawley-
Ratten und induzierten die CKD durch 0,25 % Adenin-haltigem Futter. In diesem Versuch
prasentierte die Adenin-Gruppe echokardiographisch eine konzentrische Hypertrophie des LV,
ausgepragte Hypertrophie der LV-Vorderwand und der LV-Hinterwand. Zudem gab das
erhohte E/A-Verhaltnis (Verhaltnis von friher zu spéater ventrikularer Fullungsgeschwindigkeit)
Hinweise auf eine diastolische Dysfunktion. In der Adenin-gefiitterten Rattengruppe, welche
eine RDN als Intervention erhielten normalisierte sich die vordere und hintere Wanddicke des
LV und die erhdhten E/A-Werte, welche fir eine diastolische Dysfunktion sprachen,

verbesserte sich im Vergleich zur Adenin-Gruppe.*°

In unserem Modell flihrte eine Adenin-haltige Diat in SHR zu keiner additiven Zunahme des
MAPs, und trotz induzierter CKD zu keinen zusatzlichen Umbauprozessen des LVs. Im linken
Ventrikel kam es zu keinen signifikanten Unterschieden der Kardiomyozytendiameter, keinen
Veranderungen der Anteile der interstitiellen Fibrose im Vergleich der Versuchsgruppen und
die Expression der BNP-mRNA zeigte sich im LV der Ad+RDN-Ratten im Vergleich zur
Adenin-Gruppe leicht vermindert. Somit konnte zusammenfassend in unseren
Untersuchungen kein strukturelles Remodeling im linken Ventrikel nachgewiesen werden. Um
festzustellen, ob die Entwicklung von VHF bei CKD-Patienten mit einem erhéhten
Entziindungszustand zusammenhangt, untersuchten Song et al. an dialyseabhangigen
Patienten mit CKD im Sinusrhythmus bzw. VHF verschiedene Zytokine in Serumproben.
Hierzu betrachteten sie die Kontraktilitat und die Abmessungen des LVs mittels
Echokardiographie, um einen mdglichen Zusammenhang der erhéhten Anfalligkeit fir VHF im
CKD-Modell mit einer ventrikularen Dysfunktion néher zu untersuchen. In diesem Modell
konnte vergleichbar mit unseren Ergebnissen keine Veranderungen bezogen auf den linken
Ventrikel verzeichnet werden. So blieb die Ejektionsfraktion bei allen Mausegruppen ahnlich,
genauso wie der LV-Durchmesser und die LV-Wanddicken. Darlber hinaus zeigte ein
Pulswellen-Doppler, dass das Verhaltnis von friher 2zu spater ventrikularer
Fullungsgeschwindigkeit (E/A) in allen Gruppen vergleichbar war, was laut der Autoren darauf
hindeutete, dass die diastolische Funktion auch bei CKD-Mausen vier Wochen nach der

zweiten Nephrektomie erhalten blieb. Song et al. deuteten das als Zeichen, dass eine
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ventrikulare Dysfunktion nicht zu einer erhéhten Anfalligkeit fur VHF im Zusammenhang mit
CKD beitragt."%°

Nadruz et al. beschreiben kardiales Remodeling als Veranderungen der Grolie, Geometrie,

Form, Zusammensetzung und Funktion des Herzens als Folge von Belastung oder Verletzung
des Herzens.”? Unter Betrachtung dieser Definition kdnnte man als Erklarung fiir die fehlenden
Unterschiede bezogen auf das kardiale Remodeling zwischen unseren beiden
Versuchsgruppen die stetige Belastung des Herzens anfiihren, welche auch in der
Kontrollgruppe aufgrund der Hypertonie besteht. So kdnnte das Myokard alleinig durch den
Hypertonus so weit beeintrachtigt sein, dass es bereits zu pathologischen Veranderungen
kommt, unabhangig von der CKD. Das kdénnte méglicherweise einen Grund darstellen, warum
kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen zu erkennen war. So beschreiben
Nadruz et al. einen Anstieg der LV-Wandspannung resultierend durch anhaltend erhdhten
Blutdruck. Dies flhrt bei langer andauernder Belastung zu einer Verdickung der
linksventrikularen Herzwand und Herzmasse, um die Wandspannung normalisieren zu
kénnen, resultiert aber schlussendlich in einer kardialen Hypertrophie. Ein wichtiger
Mechanismus, mit dem das Herz die durch DruckUberlastung verursachte LV-Wandbelastung
zu reduzieren versucht, ist das hypertrophe Wachstum der Kardiomyozyten. Arterieller
Hypertonus verursacht folglich die gleichen Pathologien, welche wir durch die CKD-Induktion
erwarten wirden.”? Boluyt et al. konnten anhand SHR im fortgeschrittenen Alter zeigen, dass
die genetisch bedingten hohen Blutdriicke ein Remodeling des LVs verursachen. So wiesen
die SHR eine verminderte myokardiale Kontraktionsfunktion und ventrikulare Fibrose auf, als
Zeichen daflr, dass eine stabile kompensierte Hypertrophie zu einer Herzinsuffizienz
fortschreitet. Dieser Ubergang zur Herzinsuffizienz vollzog sich bei SHR im Alter von 18-24
Monaten und war durch eine beeintrachtigte LV-Funktion, eine ventrikulare Dilatation und eine
reduzierte Auswurffraktion ohne Zunahme der LV-Masse gekennzeichnet. Die Verbesserung
der Befunde nach Gabe des RAAS-Hemmers Captopril konnte ein weiterer Hinweis darauf

sein, dass die Hypertonie allein ein LV-Remodeling bewirkt.°

In Zusammenschau aller Ergebnisse und im Vergleich zu bisherigen Studien und
wissenschaftlichen Erkenntnissen konnte man die Vermutung aufstellen, dass die
betrachteten vorliegenden Krankheiten CKD und arterielle Hypertonie, auch in gemeinsamer
Zusammenschau mit der Entstehung atrialer Arrhythmien, zu eng miteinander
pathophysiologische verwoben sind, als dass man Pathologien dezidiert nur einer Erkrankung
zuschreiben kénnte. Die Ergebnisse weisen auch darauf hin, dass es in nachfolgenden
Studien nicht realitatskonform ware, beide Erkrankungen strikt getrennt voneinander zu
betrachten. Es ergibt sich dennoch eine enorme Wichtigkeit darin, weiter auf diesem Feld zu
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forschen, aufgrund der epidemiologischen Relevanz bezogen auf weltweit steigende
Inzidenzen, Mortalitat, Morbiditat und die damit einhergehende sozio6konomische Last fiir das

globale Gesundheitswesen.
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Abbildung 43: Zusammenschau aller Ergebnisse

In SHR bewirkte die Futterung mit 0,25%iges Adenin-Futter eine nachweisbare
Nierenschadigung. Die Adenin-induzierte CKD flhrte in SHR zu einem gesteigerten pro-
arrhythmischen atrialen Remodeling, was zu einer erhdhten Anfalligkeit fir Vorhofflimmern
fuhren kann. Die renale Denervation konnte als Intervention zur Verringerung der Expression

von Markern der sympathischen Innervation beitragen und das pro-arrhythmischen atrialen
Remodeling reduzieren.
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6.5 Klinische Relevanz

Eine klinische Studie, die die Auswirkungen der RDN auf neu auftretendes VHF bei Patienten
mit CKD und arterieller Hypertonie untersucht, steht noch aus. Die aktuelle Studie
SYMPLICITY AF (SYMPLICITY AF (Renal Nerve Denervation in Patients With Hypertension
and Paroxysmal and Persistent Atrial Fibrillation): hitps://www.clinicaltrials.gov; unique
identifier: NCT02064764) untersuchte RDN und Pulmonalvenenisolation (PVI) vs. alleinige PVI
in Hinblick auf Sicherheit und Effektivitat bei Patienten mit paroxysmalem und persistierendem
Vorhofflimmern und arterieller Hypertonie. Daflir wurden Patienten aus Zentren (USA und
Deutschland) mit medikamentenrefraktdarem Vorhofflimmern randomisiert. Bei Patienten mit
Vorhofflimmern und unkontrolliertem Blutdruck konnte RDN+PVI das Wiederauftreten von
Vorhofflimmern nicht besser verhindern als PVI allein. Die Vorhofflimmern-Belastung und der
Einsatz von Antiarrhythmika konnte jedoch mittels RDN+PVI verringert werden. Weitere

prospektive Untersuchungen sind erforderlich.'®

Die Studienpopulation der aktuell laufenden klinischen randomisierten Studie ASAF (ASAF
(Treatment of Atrial Fibrillation in Patients by Pulmonary Vein Isolation in Combination With
Renal Denervation or Pulmonary Vein Isolation Only): https://www.clinicaltrials.gov; unique
identifier: NCT02115100) beinhaltet Patienten mit paroxysmalem oder persistierendem VHF
mit arterieller Hypertonie oder Anzeichen einer sympathischen Uberaktivitat. Die Pateinten
sollten mindestens 2 blutdrucksenkende Mittel einnehmen oder eine Unvertraglichkeit
gegenuber Dblutdrucksenkenden Medikamenten aufweisen. Dabei erhalt eine Gruppe
RDN+PVI vs. alleinige PVI der anderen Gruppe. Die postinterventionelle
Nachbeobachtungszeit, welche bis zu einem Jahr betragt, beinhaltet regelmaflige

Evaluationen des Herzrhythmus zur Kontrolle des Therapieerfolges.

Bisherige klinisch durchgefuhrte Studien zeigten ebenfalls, dass RDN in Kombination mit PVI
die Wiederauftretensrate von Vorhofflimmern bei arzneimittelresistenten
Bluthochdruckpatienten mit einer Vorgeschichte von paroxysmalem oder refraktarem
Vorhofflimmern verringert. Pokushalov et al. konnten eine signifikante Senkung des
systolischen und diastolischen Blutdrucks in der Gruppe RDN+PVI verzeichnen, wahrend die
Gruppe, die nur PVI erhielt, keine signifikante Blutdruckveranderung aufwies. Ebenso wiesen
deutlich mehr Patienten der Gruppe RDN+PVI 12 Monate postinteventionell eine Freiheit von
Vorhofflimmern auf.®® Eine Meta-Analyse durchgefiihrt von Ukena et al. unterstiitzt das
Konzept der RDN als erganzende Behandlung von Vorhoffimmern. Sechs randomisierte
kontrollierte Studien mit 689 Patienten mit Bluthochdruck und symptomatischem
Vorhofflimmern wurden eingeschlossen. Neben einer verringerten Auftretewahrscheinlichkeit
von Vorhofflimmern nach 12 Monaten konnte eine signifikante Blutdrucksenkung dokumentiert

werden. Relevante Komplikationen im Zusammenhang mit RDN wurden nicht beschrieben.®
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In den genannten Studien wird der Bedarf an weiterer Forschung mit standardisierten PVI- und
RDN-Verfahren und prospektiven Untersuchungen verdeutlicht. Weiterflihrende Studien Uber
die Auswirkungen der RDN auf neu auftretendes VHF bei Patienten mit CKD und arterieller

Hypertonie sind somit dringend erforderlich.
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