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I. Einleitung 1

l. EINLEITUNG

Eine Verengung der Nierenarterie, die in einer Aktivierung des Renin-
Angiotensin-Aldosteron Systems resultiert, ist verantwortlich fur eine Vielzahl
von ernst zu nehmenden Folgeerkrankungen. Eine hadmodynamisch relevante
Nierenarterienstenose kann zur Manifestation einer Hypertonie und einer
ischamischen Nephropathie fuhren. Wichtige Therapieziele bei Patienten mit einer
Nierenarterienstenose sind der Erhalt der Nierenfunktion, die Behandlung des
Bluthochdrucks, das Verhindern von Endorganschaden und eine Verringerung der
kardiovaskularen Mortalitat (Sturm, 2008). Obwohl in den letzten zwanzig Jahren
grolRe Fortschritte in der Diagnostik renovaskularer Erkrankungen erzielt werden
konnten, werden die verfugbaren Behandlungsmdglichkeiten kontrovers
diskutiert. Studien, die in den 1990er Jahren verdffentlicht wurden, zeigten
positive Effekte einer invasiven Dilatation der Nierenarterienstenose auf den
Krankheitsverlauf. Aus diesem Grund wurden diese Therapieverfahren in den
Folgejahren vermehrt eingesetzt, obwohl sie mit schweren Komplikationen wie
Dissektion, Nierenarterienverschluss, akutem Nierenversagen und Cholesterin-
embolie einhergehen kdnnen. Die Vorteile einer Angioplastie gegenuber einer
medikamentdsen Hypertoniebehandlung wurden durch neuere Untersuchungen in
Frage gestellt. In der CORAL-Studie (Cooper et al., 2014) konnte belegt werden,
dass die endovaskuldre Therapie gegentiber der medikamentdsen Therapie keine
Vorteile fur den Patienten bietet.

Aus diesem Grund wird die medikamentdse Therapie bei der Nieren-
arterienstenose wieder vermehrt eingesetzt. Zur medikamentdsen Standardtherapie
werden ACE-Hemmer, ATi-Rezeptor-Blocker und R-Blocker mit Erfolg bei

Patienten mit unilateraler Nierenarterienstenose und Hypertonie eingesetzt.

Aus diesem Grund wurden in der vorliegenden Arbeit Experimente zur
Evaluierung der Nierenfunktion nach experimenteller Induktion einer unilateralen
Nierenarterienstenose in der Ratte durchgefiihrt und die Effekte einer Therapie

mit dem AT;-Rezeptor-Blocker Losartan beleuchtet.
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1. LITERATURUBERSICHT
1. Grundlagen der Nierenfunktion
1.1. Aufgaben der Niere

Die wichtigste Funktion der Nieren ist die Bildung des Harns. Dadurch wird die
Ausscheidung von harnpflichtigen Stoffwechselendprodukten gewahrleistet. Die
Nieren sind maligeblich an der Aufrechterhaltung der Homdoostase von
Elektrolyten, wie zum Beispiel Natrium, Chlorid und Kalium beteiligt. Uber die
Regulation des Wasserhaushalts spielen sie eine wichtige Rolle fir die
Blutdruckregulation. AuRerdem wird der Blutdruck durch die Produktion der
Endopeptidase Renin beeinflusst. Die Nieren sind zudem Syntheseort weiterer
Hormone, wie Erythropoetin und Calcitriol, die Einfluss auf die Blutbildung und
den Knochenstoffwechsel nehmen (Pape et al., 2014).

1.2. Gefalversorgung der Niere

Die arterielle Versorgung der Niere erfolgt Gber die A. renalis. Am Nierenhilus
spaltet sich die A. renalis in mehrere Segmentarterien auf, welche sich wiederum
in Aa. interlobares aufteilen. Diese verlaufen zwischen zwei Nierenpyramiden in
Richtung der Nierenkapsel und spalten sich nacheinander in Aa. arcuatae und Aa.
interlobulares auf, die senkrecht zur Nierenoberfliche verlaufen. Uber die
afferenten Arteriolen gelangt das arterielle Blut in ein erstes Kapillarbett, die
Glomeruluskapillaren. Uber die efferente Arteriole wird das Blut in ein zweites
Kapillarbett, die peritubuldren Kapillaren gefiihrt. Der vendse Abfluss Uber die
Vv. arcuatae, Vv. interlobulares und die V. renalis mindet schlieflich in die Vena

cava inferior (Pape et al., 2014).

1.3. Struktur und Funktion der Niere
Die kleinste funktionelle Einheit der Niere stellt das Nephron dar. Es setzt sich

aus dem Glomerulum und dem Tubulussystem zusammen.

1.3.1. Das Glomerulum
Die intraglomeruldren Mesangiumszellen, Endothelzellen und die Podozyten
bilden mit den glomeruldren Kapillaren das Glomerulum. Zusammen mit der

Bowman-Kapsel als einer Verlangerung der Epithelschicht des proximalen
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Tubulus und dem Bowman-Raum entsteht das Corpusculum renale. Der Bowman-
Raum wird auch als Harnraum bezeichnet. Im Corpusculum renale findet durch
Ultrafiltration des Plasmas die Bildung des Primdrharns statt. Durch die
glomerulére Filtrationsbarriere werden hochmolekulare Plasmaproteine und

Blutzellen zuriickgehalten.

Der Aufbau der glomeruldren Filtrationsbarriere soll im Folgenden erldutert

werden.

1.3.1.1. Glomerulare Filtrationsbarriere

Die Filtrationsbarriere setzt sich aus verschiedenen Schichten zusammen:

e dem fenestrierten Endothel der glomerularen Kapillaren und ihrer negativ

geladenen Glykokalix
e der glomeruléren Basalmembran
e den Podozyten mit ihren Ful3fortsdtzen, die eine Schlitzmembran bilden.
(Gekle et al., 2015)

Durch das Zusammenspiel dieser drei Schichten wird eine selektive Filtration des
Blutplasmas ermdglicht. Da die Glykokalix, die Basalmembran und die Schlitz-
poren eine negative Ladung tragen, ist neben der Grofe die Ladung eines
Molekiils entscheidend fiir seine Filtrationseigenschaften. Dies betrifft vor allem
Substanzen mit einem Molekulargewicht zwischen 10 000 und 100 000 Da
(Maack et al., 1992). Negativ geladenes Albumin mit einem molekularen Gewicht
von 65 000 Da wird zum Beispiel in deutlich geringerem Umfang filtriert als

gleichgrol3e, neutrale Molekiile (Haraldsson et al., 2008).
Das fenestrierte Endothel

Das Endothel kleidet die glomeruldren Kapillaren aus und bildet somit die
innerste, luminale Zellschicht. Glomerulére Endothelzellen sind im Vergleich zu
anderen Endothelzellen in der Herz- oder Skelettmuskulatur sehr flach und stark
fenestriert. Diese Lucken, mit einer Gréfe von 60 nm, in der Basalmembran
machen sie permeabel fir Wasser und kleine Molekile (Deen et al., 2001, Tisher,
1978). Albumin mit einem Durchmesser von 3,6 nm misste das fenestrierte
Endothel folglich problemlos tGberwinden. Es wird jedoch zum Teil durch diese

Schicht der Filtrationsbarriere zuriickgehalten. Die Glykokalix, die sich aus
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negativ geladenen Glykoproteinen, Glukosaminoglykanen und Proteoglykanen
zusammensetzt und dem Endothel luminal direkt aufliegt, scheint maRgeblich an
der Ladungsselektivitat der ersten Schicht der Filtrationsbarriere beteiligt zu sein
(Haraldsson et al., 2008).

Die glomeruléare Basalmembran

Die glomeruldre Basalmembran setzt sich aus einem fibrosen Netzwerk aus
Kollagen Typ IV, Nidogen/Entactin, Laminin und Proteoglykanen zusammen. Die
Basalmembran der glomerularen Kapillaren (240-370 um) ist verglichen mit der
Basalmembran anderer Kapillaren (40-80 pum) deutlich dicker (Simionescu and
Antohe, 2006). Kollagen Typ IV bildet das Stitzgerist der glomeruléren
Basalmembran und Mutationen in diesem Kollagennetzwerk, wie sie beim Alport-
Syndrom gefunden wurden, fihren zu einer Proteinurie und Glomerulonephritis
(Mochizuki et al., 1994). Die Heparinsulfat-konjugierten Proteoglykane sind
zusammen mit der Glykokalix des fenestrierten Endothels flir die
Ladungsselektivitat der Filtrationsbarriere verantwortlich (Hassell et al., 1980).
Die glomeruléare Basalmembran spielt folglich eine zentrale Rolle fur die Funktion

der glomeruldren Filtrationsbarriere.
Die podozytare Schlitzmembran

Die Epithelzellen des Glomerulums, die als Podozyten bezeichnet werden, sind
spezialisierte und hochdifferenzierte Zellen, die die glomeruldren Kapillaren an
der Aulenseite umgeben und in den Harnraum ragen. Von ihrem grof3en
Zellkorper gehen lange zytoplasmatische FuRfortsdtze aus, die durch 25-60 nm
breite Filtrationsschlitze voneinander getrennt sind (Salant, 1994). Die
Filtrationsschlitze werden von einer dinnen, elektronendichten Membran
Uberzogen, die als Schlitzmembran bezeichnet wird. Die porendhnliche Struktur
der Schlitzmembran verhindert die Filtration von Albumin weitgehend
(Haraldsson et al., 2008). Ist die Signaltransduktion in der Schlitzmembran
gestort, fiihrt dies zu einer Dysfunktion und Schéadigung der Podozyten und zur
Entstehung einer Proteinurie (Huber et al., 2003, Pavenstadt et al., 2003).

1.3.1.2.  Glomeruléare Filtration
Die durchschnittliche glomeruldre Filtrationsrate (GFR) eines 70 kg schweren
Menschen mit einer Korperoberflache von 1,73 m® betragt 120 ml/min bzw.

180 I/d. Die GFR setzt sich aus der Einzelnephron-GFR aller Glomeruli eines
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Menschen bzw. Tieres zusammen. Um eine konstante GFR aufrechtzuerhalten, ist
ein Blutfluss von ca. 1100 ml/min bzw. ein Plasmafluss von ca. 600 ml/min nétig.
In den Glomeruli werden folglich ca. 20% des Plasmaflusses filtriert. Dies wird
als Filtrationsfraktion bezeichnet. Der Organismus sorgt dafiir, dass der renale
Blutfluss relativ konstant gehalten wird, um diese hohen Filtrationsraten zu
gewabhrleisten. Eine ausreichende Durchblutung der Niere werden durch einen
niedrigen Sympathikotonus und eine hohe Produktion vasodilatatorisch
wirksamer Substanzen wie NO aufrechterhalten (Schnermann and Sayegh, 1998).

Die treibende Kraft der glomeruldren Filtration ist der effektive Filtrationsdruck.
Der Filtrationsdruck ist vor allem abh&ngig vom hydrostatischen Druck in den
glomeruléren Kapillaren (Pgc). Ihm wirkt der hydrostatische Druck in der
Bowman-Kapsel (Pgow) und der kolloidosmotische Druck im Blut (ngc) entgegen.
Da der onkotische Druck im Harnraum (mgow) Vernachléssigbar klein ist, errechnet
sich der Filtrationsdruck (Pesf) folgendermalien:

Pets = (PGC - PBOW) — (e — TITBOW) = (48- 13) - (25 - 0) =10 mmHg
(Pape et al., 2014).

Verglichen mit anderen Kapillaren ist der hydrostatische Druck in den
glomeruldren Kapillaren sehr hoch, da sich an das glomerulére Kapillarbett ein
Widerstandsgefal3, die efferente Arteriole, anschliet. Aus diesem Grund
verandert sich die Druckdifferenz des hydrostatischen Drucks im Verlauf des

glomeruléren Kapillarbetts kaum.

Verglichen mit anderen Kapillarbetten, sind die glomerularen Kapillaren 50-100-

fach permeabler fir Wasser.

Folglich ist die Filtrationsfraktion in den glomerularen Kapillaren mit 20% viel
groRer als in anderen Kapillaren, wie zum Beispiel in der Muskulatur
(Filtrationsfraktion 1%). Aufgrund der hohen Filtrationsfraktion kommt es entlang
der glomeruldren Kapillaren zu einem wesentlichen Anstieg des onkotischen
Drucks (Schnermann and Sayegh, 1998).

1.3.1.3. Regulation der glomeruldren Filtration
Veranderungen der GFR konnen die Folge struktureller Verédnderungen sein. Ein
Anstieg der GFR kann zum Beispiel bei einer Hypertrophie der Niere beobachtet

werden. Bei einem chronischen Nierenversagen hingegen féllt die GFR deutlich
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ab.

Viel haufiger spiegelt eine Veranderung der GFR eine funktionelle Anpassung des

Filtrationskoeffizienten oder des effektiven Filtrationsdrucks wider.

Der effektive Filtrationsdruck ist vom Widerstand der afferenten und efferenten
Arteriole, dem Druck in der Nierenarterien, der Plasmaproteinkonzentration und
dem renalen Plasmafluss abhéngig. Auch tubuldre Obstruktionen kénnen (ber
eine Veranderung des hydrostatischen Drucks im Harnraum Einfluss auf den

effektiven Filtrationsdruck haben.

Veranderungen des systemischen Blutdrucks kénnen ebenfalls einen Einfluss auf
den hydrostatischen Druck in der Nierenarterie haben. Leichte Schwankungen des
Blutdrucks werden von autoregulatorischen Mechanismen abgefangen. Fallt der
arterielle Blutdruck jedoch unter 80 mmHg, wie zum Beispiel wéhrend eines
Schocks, so kann dies die Filtrationsleistung beeintrachtigen (Schnermann and
Sayegh, 1998). Bei einer experimentellen Nierenarterienstenose wurden
Druckgradienten von ca. 50 mmHg gemessen (Murphy et al., 1984). Folglich ist
ein Einfluss auf den effektiven Filtrationsdruck und die GFR anzunehmen.

Das Bestreben der Niere, die glomerulére Filtrationsrate konstant zu halten, wird
als Autoregulation bezeichnet. Vor allem zwei Mechanismen sind an der
Aufrechterhaltung des bendtigten Widerstands in den Widerstandsgeféalien
beteiligt: der myogene Mechanismus (Bayliss-Effekt) und der tubuloglomerulare
Feedback Mechanismus. Der myogene Effekt wird als kontraktile Eigenschaft der
glatten  Muskelzellen  beschrieben, die durch eine Erhéhung der
GeféaBwandspannung ausgeldst wird.

Auch der tubuloglomerulére Feedback Mechanismus ist an der Regulation der
Einzelnephron-GFR beteiligt. Bei einer erhohten Natriumchlordkonzentration an
der Macula wird dies durch die Aktivitdit des Na/K/2Cl- Kotransporters der
Macula-densa-Zellen registriert und fuhrt zu einer Zunahme der intrazellularen
Chloridkonzentration. Daraufhin wird Adenosintriphosphat freigesetzt und zu
Adenosin dephosphoryliert. An der afferenten Arteriole vermittelt Adenosin eine
Vasokonstriktion und somit eine Abnahme der Einzelnephron-GFR (Castrop,
2016).

Diese beiden autoregulatorischen Mechanismen halten die GFR (ber eine
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Regulierung des hydrostatischen Drucks in den glomerularen Kapillaren konstant.
Dies hat zudem protektive Effekte auf die glomeruldren Kapillaren. Ein
gesteigerter hydrostatischer Druck in den glomeruléren Kapillaren ist mit der
Entwicklung pathologischer struktureller und funktioneller Verdnderungen des
Glomerulums assoziiert. Beispielsweise, kommt es in der Anfangsphase eines
Diabetes mellitus zu einer Dilatation der afferenten Arteriole und folglich zu
einem Anstieg des hydrostatischen Drucks in den glomeruldren Kapillaren. Diese
Tatsache wird unter anderem als Ursache glomerularer Schéadigung bei diesen

Patienten gesehen (Schnermann and Sayegh, 1998).

1.3.2. Der Tubulusapparat

Das Tubulussystem kann anhand von strukturellen und funktionellen Kriterien in
mehrere Abschnitte unterteilt werden. Der Anfangsabschnitt wird als proximaler
Tubulus mit Pars convoluta und Pars recta bezeichnet. Dort findet unter anderem
die Resorption groRer Mengen Natrium, Glukose und Bikarbonat statt. Proteine
wie Albumin werden ebenfalls im proximalen Tubulus Uber Rezeptor-vermittelte
(Megalin/Cubilin) Endozytose resorbiert. Auflerdem koénnen dort Protonen und
Ammoniak sezerniert werden. Im Intermediértubulus mit Pars descendens und
Pars ascendens findet eine Konzentrierung des Harns mit Hilfe des
Gegenstromprinzips statt. In der angrenzenden Pars recta und Pars convoluta des
distalen Tubulus findet keine Wasserresorption statt. Im Verbindungstubulus und
im Sammelrohr ist die Harnkonzentrierung ADH-abhangig (Pape et al., 2014,
Schnermann and Sayegh, 1998).

1.4, Pathophysiologische ~ Grundlagen  der  Proteinurie  und
Albuminurie

Bei einer Vielzahl von Nierenerkrankungen kommt es zu einer vermehrten
Ausscheidung von Proteinen (>150 mg/d) im Harn. Sie wird als Proteinurie
bezeichnet (Greten et al., 2010). Albumin ist in diesem Zusammenhang von
Bedeutung, da es quantitativ das wichtigste Plasmaprotein darstellt. VVon einer
Albuminurie spricht man, wenn die Albuminausscheidung mehr als 30 mg/d
betragt (Haraldsson et al., 2008). Unter physiologischen Bedingungen wird
Albumin nur in sehr geringem MaRe Uber den Urin ausgeschieden, da es als
wichtiges Transportprotein im Blut an der Flussigkeitsverteilung im Organismus
beteiligt ist (Schmidt et al., 2005).
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Auch eine unilaterale Nierenarterienstenose kann von einer gesteigerten Protein-
und Albuminausscheidung begleitet sein. Eine Proteinurie ist ein Hauptsymptom
flir das Vorliegen intrarenaler Schadigung bei atherosklerotischen VVeranderungen
der Nierenarterie. Sie korreliert stark mit der Nierenfunktion und dem
langfristigen Verlauf der Krankheit. Das Auftreten einer Proteinurie kann somit
diagnostisch auch als Marker des Schweregrades einer Nierenarterienstenose
genutzt werden. Mehr als 50% der Patienten, die an einer atherosklerotischen
Nierenarterienstenose leiden, weisen eine Proteinurie auf. Des Weiteren konnten
mehrere Studien eine Korrelation zwischen dem AusmaR der Proteinurie und dem
Abfall der Nierenfunktion zeigen. Makanjuola et al. ermittelten in Patienten mit
einer GFR >50 ml/min eine mittlere Proteinausscheidung von 400 mg/d.
Patienten, bei denen die Nierenfunktion auf eine GFR unter 50 ml/min gesunken
war, schieden deutlich gréRere Mengen Protein im Harn aus (500-2400 mg/d)
(Makanjuola et al., 1999). Aufgrund dieser positiven Korrelation zwischen dem
Abfall der GFR und der Proteinurie, kann der Grad der Proteinausscheidung im
Harn auch als prognostischer Marker der Nierenfunktion genutzt werden
(Hunsicker et al., 1997).

Nach ihrem Entstehungsort unterscheidet man zwei verschiedene Formen der
renalen Proteinurie: die glomeruldre und die tubuldre Proteinurie. Sie sind von den

extrarenalen Formen abzugrenzen.

Bei der glomeruléren Proteinurie kommt es zu einer gesteigerten glomeruléren
Filtration von Plasmaproteinen, wie Albumin. Durch die Schadigung der
glomeruléren Filtrationsbarriere, konnen die GroéRen- und Ladungsselektivitat des
Filters beeintrachtigt sein (Chang et al., 1975). Ein Verlust der Ladungs-
selektivitat flhrt zu einer vermehrten Ausscheidung von Albumin, wohingegen
Globuline trotzdem zuriickgehalten werden koénnen. Geht die GroRenselektivitat
des Filters verloren, werden sowohl Albumin als auch Globuline vermehrt

ausgeschieden (Schnermann and Sayegh, 1998).

Unter einer tubuldren Proteinurie versteht man die vermehrte Proteinausscheidung
im Harn aufgrund einer Dysfunktion der Tubuluszellen, die zu einer mangelhaften
Rickresorption normal glomerular filtrierter Proteinmengen fiihrt. Dies wird zum
Beispiel beim Fanconi-Syndrom und einer Zystinose beobachtet (Pape et al.,
2014). Unter physiologischen Bedingungen wird filtriertes Albumin im

proximalen Tubulus (vor allem in das S1-Segment) nach Bindung an den
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Megalin-Cubilin Rezeptorkomplex aufgenommen und durch Clathrin-vermittelte
Endozytose internalisiert. Des Weiteren wird auch eine Beteiligung von Fluid-
Phase-vermittelter Endozytose diskutiert. Im Anschluss kommt es entweder zu
lysosomaler Degradierung oder zur Transzytose des Albumins zurlck in den
Blutkreislauf (Dickson et al., 2014).

Eine pathologische Proteinausscheidung im Harn kann bis zu 10 g/d betragen und
wird in der Regel von einer verringerten Plasmaproteinkonzentration begleitet.
Der verminderte onkotische Druck im Plasma tragt zur Entstehung von Odemen,
einer Ansammlung von Flussigkeit im Interstitium, bei (Schnermann and Sayegh,
1998).

1.5. Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System

Die Ursachen fur die Entstehung einer Proteinurie sind multifaktoriell. Zur
Standardtherapie einer Proteinurie gehoren Inhibitoren des Renin-Angiotensin-
Aldosteron-Systems (RAAS) (Ruggenenti et al., 2012), die eine sehr gute

Wirksamkeit zeigen.

Folglich kann dem RAAS eine pathologische Bedeutung fur die Entwicklung
einer Proteinurie zugeschrieben werden. Es erfullt jedoch auch unter
physiologischen Bedingungen wichtige Funktionen. Diese sollen im Anschluss

erlautert werden.

Das RAAS ist unter physiologischen Bedingungen an der Aufrechterhaltung des
GefaBtonus beteiligt. Es spielt auch eine entscheidende Rolle im Salz- und
Wasserhaushalt und durch Interaktionen mit dem sympathischen Nervensystem
und zahlreichen Hormonen ist es an der Regulierung des Herz-Kreislaufsystems
beteiligt. Bei einem Blutdruckabfall, einem verringertem intravaskularem
Volumen, einer Hyponatriamie, einer Hypokalidmie sowie Veranderungen im
Chloridhaushalt kommt es zu einer Aktivierung des Renin-Angiotensin-
Aldosteron-Systems (Castrop et al., 2010).

Zunéchst wird Renin aus den juxtaglomeruldren Zellen der affereneten Arteriole
freigesetzt. Renin spaltet das in der Leber gebildete Angiotensinogen in
Angiotensin I. Angiotensin | wird durch das Angiotensin-konvertierende Enzym
(ACE) in Angiotensin Il umgewandelt. Angiotensin Il stellt das eigentliche
Effektorpeptid dar. Es fihrt zu einer Vasokonstriktion in der Peripherie,

Aktivierung des sympathischen Nervensystems und zu einer gesteigerter
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Resorption von Natrium, Chlorid und Wasser im Tubulusapparat. Durch
vermehrte Ang Il-abhdngige Aldosteron Sekretion in der Nebennierenrinde wird
zudem die Salz- und Wasserriickresorption begnstigt (Pape et al., 2014).

Sympathisches
Nervensystem

Tubuldre Na+Cl- Resorption
K+Ausscheidung
H20 Retention

Angiotensin Il

h .4

Angiotensin |

2

Angiotensinogen

-
7 Aldosteron Sekretion in der
Nebennierenrinde

Leber

Renin

Vaskokonstriktion

ACE
' l Blutdruckerhdhung

Niere
Endothel der Lunge und

Niere

Abbildung 1: Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (modifiziert nach Rad, 2006)

Ein lokaler negativer Feedback-Mechanismus reguliert das RAAS. Die Bildung
und Sekretion von Renin aus den juxtaglomeruldaren Zellen wird durch die
Synthese von Angiotensin Il gehemmt (Hackenthal et al., 1990, Castrop et al.,
2010).

1.5.1. Das Effektorpeptid Angiotensin Il und seine Rezeptoren
Angiotensin 11, als Effektorpeptid des RAAS, spielt eine wichtige Rolle fiur die
kurz-und mittelfristige Blutdruckregulation. Seine Wirkung entfaltet es durch
Bindung an G-Protein-gekoppelte AT;- und AT,-Rezeptoren, wobei die Affinitat
zu beiden Rezeptoren gleich stark ausgeprégt ist (Helmy et al., 2009).

Klassische Angiotensin Il vermittelte Effekte, wie eine Vasokonstriktion, eine
vermehrte tubulé&re Salzriickresorption und eine Sekretion von Aldosteron werden
durch  Stimulation des Angiotensin ll-Rezeptor-Subtyp 1  (AT;-Rezeptor)
moduliert. In der Niere werden ATi-Rezeptoren hauptsachlich im S3-Segment des
proximalen Tubulus, im vaskuldren System des Nierenkortex und in den

Mesangialzellen und Podozyten des Glomerulums exprimiert (Sharma et al.,
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1998, Miyata et al., 1999). Sie sind jedoch auch in weiteren Organen, wie zum
Beispiel der Nebennierenrinde, dem Herzen, der Leber und dem Gehirn zu finden
(Mehta and Griendling, 2007).

Die Regulation der AT1-Rezeptor Expression beruht auf einem Ang Il-abhangigen
Desensibilisierungsmechanismus. Durch die Bindung von Angiotensin Il an den
ATi-Rezeptor kann es zu einer Internalisierung und folglich zu einer geringeren
Expression des Rezeptors kommen (Gunther et al., 1980). Des Weiteren spielen
Angiotensin-Rezeptor-assoziierte Proteine eine wichtige Rolle fir Modulation der

Rezeptorexpression (Castrop, 2013).

Obwonhl die klassischen Effekte von Angiotensin Il in der Niere vor allem Uber
den AT;-Rezeptor vermittelt werden, beeinflusst auch die Stimulation des AT,-
Rezeptors die Nierenfunktion. Dem AT,-Rezeptor wird nach Aktivierung eine
gegenlaufige Wirkung zugeschrieben. Angiotensin Il wirkt am AT,-Rezeptor
vasodilatatorisch (Tsutsumi et al., 1999), natriuretisch (Siragy et al., 1999) und
entziindungshemmend (Abdel-Rahman et al., 2008).

Der AT,-Rezeptor wird in der adulten Niere Uberwiegend in den Podozyten und
Mesangialzellen der Glomeruli, in proximalen und distalen Tubuli und in der

afferenten Arteriole exprimiert (Sharma et al., 1998, Miyata et al., 1999).

Die Expression des AT,-Rezeptors wird durch Behandlung mit einem AT,-
Rezeptor-Agonisten stimuliert. Daraus kann geschlussfolgert werden, dass die
AT,-Rezeptor Expression, anders als die ATi-Rezeptor Expression, einem
positiven Feedback-Mechanismus unterliegt (Jin et al., 2002). Aul’erdem scheint
eine Blockade des ATi-Rezeptors zu einer erhdhten Expression des AT,-

Rezeptors zu fuhren (De Paolis et al., 1999).

1.5.2. Inhibitoren des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems

Die beiden wichtigsten Substanzklassen zur Hemmung des RAAS stellen die
ACE-Hemmer und die AT;-Rezeptor-Antagonisten dar. lhre renoprotektiven
Effekte konnten in zahlreichen Studien verifiziert werden (Currie and Delles,
2013).

ACE-Hemmer (z.B. Enalapril, Captopril, Ramipril) inhibieren die Metallo-
protease Angiotensin-konvertierendes-Enzym kompetitiv. Sie blockieren somit

die Umwandlung von Angiotensin | in Angiotensin Il. Da die ACE-Hemmer
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auflerdem fiir den Abbau der Entziindungsmediatoren Bradykinin und Substanz P
verantwortlich sind, kann es unter ACE-Therapie zu Nebenwirkungen wie
Reizhusten oder einem angioneurotischen Odem kommen (Atlas, 2007). In der
Regel kommt es bei 7-9% der Patienten zu Reizhusten. Vor allem bei &lteren
Patienten klagen bis zu 30% Uber Husten (Hansson et al.,, 1999). Ein
angioneurotisches Odem ist eine sehr seltene, jedoch lebensbedrohliche
unerwinschte Nebenwirkung. Sie tritt mit einer H&ufigkeit von 0,1 -0,2%
vorwiegend bei Frauen auf (Muller-Oerlinghausen et al., 1999).

ATi-Rezeptor-Antagonisten (z.B. Losartan, Valsartan, Candesartan) hemmen
nicht wie ACE-Hemmer die Entstehung von Angiotensin Il sondern dessen
Wirkung am AT;-Rezeptor. Die typischen Effekte von Angiotensin Il wie die
Vasokonstriktion, die Salz- und Wasserretention und die Ausschittung von
Aldosteron, werden tber den AT;-Rezeptor vermittelt. Der Abbau von Bradykinin
und Substanz P wird durch AT;-Rezeptor-Blocker nicht beeinflusst.
Grundsatzlich weisen AT;-Rezeptor-Antagonisten aus diesem Grund eine bessere
Vertréglichkeit im Vergleich zu ACE-Hemmern auf (Muller-Oerlinghausen et al.,
1999).

Die pathophysiologischen Effekte von Angiotensin Il sind vorrangig AT;-
Rezeptor vermittelt (Atlas, 2007). Dem AT,-Rezeptor wird nach Aktivierung eine
gegenlaufige Wirkung zugeschrieben. Angiotensin Il wirkt am AT,-Rezeptor
vasodilatatorisch (Tsutsumi et al., 1999), natriuretisch (Siragy et al., 1999) und
entziindungshemmend (Abdel-Rahman et al., 2008).

In préklinischen Studien wird ein protektiver Effekt des AT,-Rezeptors fir die
Aufrechterhaltung der Nierenfunktion postuliert (Siragy, 2009).

Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Studie eine Behandlung der Tiere
mit dem AT;-Rezeptor-Antagonisten Losartan durchgefuhrt, um dessen Effekte
im Goldblatt-Hypertonie-Modell genauer zu untersuchen.

2. Pathophysiologie der unilateralen Nierenarterienstenose

In Deutschland sind 28% der Manner und Frauen von einem Bluthochdruck
betroffen (Robert Koch Institut, 2014). Die Nierenarterienstenose (NAST) ist die
haufigste Grunderkrankung einer sekunddren Hypertonie. Unter einer Nieren-

arterienstenose versteht man die ein- oder beidseitige Verengung der A. renalis.
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Der Grad der Stenose, der nétig ist um hdmodynamisch wirksam zu sein, wird je
nach Literatur zwischen 50 und 80% angegeben (Radermacher et al., 2001,
Simon, 2000). Der Grad der Lumeneinengung beeinflusst deutlich die Durch-
blutung der stenotischen Niere. Nach dem Hagen-Poiseuille-Gesetz verhalt sich
der Gefalwiderstand (R) umgekehrt proportional zur vierten Potenz des Radius
(r). Kommt es zu einer Einengung des Gefalllumens, so nimmt der Radius ab und

der GefaRwiderstand deutlich zu.

2.1. Pravalenz der Nierenarterienstenose

Bei ca. 5% der Hypertonie-Patienten liegt urséchlich eine Nierenarterienstenose
zugrunde (Budde, 2003, Williams, 2003). In den meisten Fallen handelt es sich
um eine unilaterale Stenose. Die Haufigkeit einer bilateralen Einengung der
Nierenarterie liegt bei 12-22% (Hansen et al., 2002, Missouris et al., 1994, Dorros
et al., 1998). Mit zunehmendem Alter steigt die Pravalenz, dass sich eine
Nierenarterienstenose klinisch manifestiert. Bei 6% der Patienten, die eine
chronische Niereninsuffizienz entwickeln, konnte eine Nierenarterienstenose als
Hauptursache nachgewiesen werden (Tamadon and Beladi-Mousavi, 2013,
Beladi-Mousavi et al., 2012). AuBerdem ist bei 20% der dialysepflichtigen uber
50-Jahrigen eine NAST urséchlich am Krankheitsverlauf beteiligt (Chrysochou
and Kalra, 2010, Payami et al., 2016). Bei den Uber 65-Jahrigen liegt die
Préavalenz einer renovaskularen Erkrankung bei 6,8% (Hansen et al., 2002).
Risikofaktoren sind das Vorliegen weiterer Krankheitsbilder, wie zum Beispiel
koronare Herzkrankheit, Koronarstenosen, Hypercholesterindmie, Diabetes
mellitus und periphere arterielle Verschlusskrankheit (Park et al., 2004, Sawicki et
al., 1991).

2.2. Ursachen einer Nierenarterienstenose

Eine Nierenarterienstenose kann von sehr unterschiedlicher Genese sein. Haufig
liegen eine fibromuskuldre Dysplasie oder atherosklerotische Veranderungen
zugrunde. Aber auch die Kompression der Nierenarterie durch Tumor, Arteriitis,
Aneurysma, Thrombose oder Embolie der Nieren kodnnen ursachlich sein
(Kuhlmann et al., 2003). In Asien und Indien verursacht die Takayasu Arteriitis
bis zu 60% der Nierenarterienstenosen (Cheung et al., 2005). Nach einer
Nierentransplantation kann es in seltenen Féllen ebenfalls zu einer Nieren-

arterienstenose kommen (Polak et al., 2006).
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2.2.1. Atherosklerotische Nierenarterienstenose

Die héaufigste Ursache einer Nierenarterienstenose sind atherosklerotische
Verdnderungen, wie sie in 90% der Patienten gefunden werden. Es sind vor allem
Manner betroffen (Herold, 2006). Dabei kommt es zu Ablagerungen von
Blutfetten, Thromben, Bindegewebe und Calciumphosphat in den Gefalwéanden.
Die Lé&sion ist vor allem im ostialen Bereich und im proximalen Drittel der
A. renalis lokalisiert. Meist bleiben die atherosklerotischen VVeranderungen jedoch
nicht auf die Nierenarterie beschrankt, sondern treten generalisiert auf (Cheung et
al., 2005). Mit fortschreitendem Alter steigt das Risiko, an dieser Form der
Nierenarterienstenose zu erkranken (Safian and Textor, 2001). Es wurde des
Weiteren von einer Progression der Stenose in 51% der Falle in den ersten finf
Jahren nach der Diagnosestellung berichtet. In 3-16% entwickelt sich ein
vollstandiger Verschluss der Arterie. Zu einer Atrophie der betroffenen Niere um
mehr als 60% kommt es in 21% der Félle (Caps et al., 1998).

2.2.2. Fibromuskulare Dysplasie

Unter einer fibromuskuldren Dysplasie versteht man eine nicht-entziindliche
Proliferation von Bindegewebe und glatter Muskulatur in den arteriellen Wéanden.
Der hdufigste Manifestationsort ist die A. renalis mit 58% der Falle, wobei die
rechte Nierenarterie hdufiger betroffen ist (Cheung et al., 2005). Etwa 10% der
Nierenarterienstenosen sind auf eine fibromuskulare Dysplasie zurtickzufiihren
(Safian and Textor, 2001). Es werden drei verschiedene Subtypen der
fibromuskuldren Dysplasie unterschieden. Die sehr seltene, intimale Form tritt im
Alter von 0-25 Jahren auf und betrifft in der Regel das mittlere Drittel der
Nierenarterie. Weit haufiger ist die mediale Form, die vor allem im distalen
Drittel der A. renalis und in ihren Aufzweigungen zu finden ist. Meist wird diese
Form bei Frauen im Alter zwischen 25 und 50 Jahren diagnostiziert. Die
Adventitiafibroplasie ist ebenfalls sehr selten und beféllt das mittlere und distale
Drittel der Nierenarterie. Die betroffenen Patienten sind meist 15-30 Jahre alt. Die
intimale und periarterielle Form geht haufig mit einer Dissektion und Thrombose
einher, wohingegen die mediale Form in 30% der Félle eine spontane Progression
zeigt, aber nicht zur Dissektion und Thrombosebildung neigt (Safian and Textor,
2001).

Die Atiologie der Erkrankung ist nicht abschlieRend geklart. Eine genetische

Préadisposition oder eine embryonale Virusinfektion werden diskutiert. Auch das
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Rauchen scheint einen Einfluss auf die Krankheitsentstehung und/oder den
Verlauf zu haben (Plouin et al., 2007).

2.3. Klinische Hinweise auf das Vorliegen einer Nierenarterienstenose
Es gibt zahlreiche Kklinische Symptome, die auf das Vorliegen einer Nieren-
arterienstenose hinweisen (McLaughlin et al., 2000, Cheung et al., 2005, Safian
and Textor, 2001, Herold, 2006).

*  plétzliches Auftreten einer Hypertonie vor dem 50. Lebensjahr
(— fibromuskulare Dysplasie)

* plotzliches Auftreten einer Hypertonie nach dem 50. Lebensjahr
(— atherosklerotische NAST)

Hypertonie

e rasch progrediente Hypertonie

* therapieresistente Hypertonie

* fehlende nichtliche Blutdrucksenkung

* Nierenfunktionseinschrinkung, insbesondere nach Gabe von ACE-
Verinderung der renalen Hemmem
Funktion .

Hypokaliimie

* einseitig kleine Niere

* abdominales Stromungsgerdusch und/oder Flankengerdusch

* schwere hypertensive Retinopathie

Weitere klinische Anzeichen «  Koronare Herzl Kkeit

¢ Atherosklerotische Erkrankungen
¢ perivaskuldre Verschlusskrankheit
* unerklarbares Herzversagen oder akutes pulmonires Odem

¢ bei nierentransplantierten Patienten: Verschlechterung der Hypertonie
und Transplantatversagen bei normalem Urinstatus und —sediment

Tabelle 1: Klinische Hinweise auf eine renovaskulare Hypertonie (modifiziert nach
(Safian and Textor, 2001)

Tabelle 1 gibt einen Uberblick tiber die haufigsten Symptome im Zusammenhang
mit einer Nierenarterienstenose. Wenn ein oder mehrere der hier genannten
Symptome bei einem Patienten vorliegen, bedarf es der weiteren Abklarung, ob
eine Nierenarterienstenose vorliegt. Es stehen Suchtests zu Verfiigung, deren
positives Ergebnis das VVorhandensein einer Nierenarterienstenose wahrscheinlich
macht. Bildgebende Verfahren kénnen bei der Diagnosesicherung hilfreich sein.
Die Doppler-Sonographie stellt ein nicht-invasives Verfahren dar, das sich gut zur
Verlaufskontrolle atherosklerotischer Veranderungen eignet (Caps et al., 1998).
Des Weiteren kommen verschiedene Angiographische Verfahren zum Einsatz.
Neben der intravengsen digitalen Subtraktionsangiographie, der MRT-
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Angiographie (mit Gadolinium) und der Spiral-CT-Angiographie kann eine
intraarterielle Angiographie durchgefuhrt werden. Sie gilt als Goldstandard
(Middeke, 2005). Mit Hilfe dieser Methode kann der pra-und poststenotische
Blutdruck gemessen werden. Ein transstenotischer Druckgradient von 15 mmHg
gilt als hamodynamisch relevant. Da es sich um ein invasives Verfahren handelt,
kann es zu Komplikationen wie einer Kontrastmittel-induzierten Nierenfunktions-

beeintrachtigung kommen (Kribben et al., 1998).

3. Verlauf und Folgen einer unilateralen

Nierenarterienstenose

Die h&ufigsten Folgen einer Nierenarterienstenose fir den Organismus sind die
Steigerung des arteriellen Blutdrucks und die Einschrdnkung der Nierenfunktion
bis hin zur Niereninsuffizienz und Dialysepflichtigkeit des Patienten. Beide
kdnnen sich zum Teil gegenseitig bedingen, aber auch isoliert vorkommen (siehe
Abbildung 2).

NAST +
Blut- . .
Bluthochdruck hoch- Nierenarterien-

druck stenose

NAST +
Bluthochdruck +
chronische
Niereninsuffizienz

Bluthochdruck +
chronische
Niereninsuffizienz

NAST + chronische
Niereninsuffizienz

chronische
Niereninsuffizienz

Abbildung 2: Zusammenhang zwischen Nierenarterienstenose, Bluthochdruck und
Niereninsuffizienz (modifiziert nach Safian und Textor, 2001)
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Am Beispiel einer progressiven Atherosklerose wird im Folgenden der typische
Verlauf einer Nierenarterienstenose mit ischdmischer Nephropathie erldutert
(siehe Abbildung 3). Zu Beginn der Erkrankung finden sich meist nur milde
atherosklerotische Veranderungen im perirenalen Bereich der Aorta abdominalis,
die den renalen Blutfluss und die Kreatininkonzentration im Serum nicht
beeinflussen. Die GrolRe der Nieren, des Nierenkortex und die GFR sind
physiologisch. Im weiteren Verlauf entwickelt sich eine erhebliche unilaterale
Einengung der Nierenarterie mit der Folge eines reduzierten Blutflusses, der die
gesamte Niere und vorrangig den Nierenkortex an Masse verlieren lasst. Die
glomerulédre Filtrationsrate kann durch die kompensatorische Funktion der
kontralateralen Niere normal oder leicht verringert sein. Schreiten die
atherosklerotischen Veranderungen fort, so kann sich eine bilaterale
Nierenarterienstenose mit einer erhdhten Serumkreatininkonzentration und einer
reduzierten glomeruldren Filtrationsrate in beiden Nieren entwickeln (Safian and
Textor, 2001).
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Abbildung 3: Progression einer atherosklerotischen Nierenarterienstenose
(modifiziert nach Safian und Textor, 2001)

Bereits 1934 wurde jedoch die Hypothese aufgestellt, dass auch bei einseitiger
Nierenarterienstenose ein erhohtes Risiko besteht, einen beidseitigen Nieren-
funktionsverlust zu erleiden. Die herabgesetzte Perfusion der stenotischen Niere
beeinflusst durch die systemische Blutdruckerhthung auch indirekt die Funktion
der kontralateralen Niere (Goldblatt et al., 1934).

3.1 Pathophysiologie der renovaskuldaren Hypertonie/Goldblatt-
Hypertonie

Goldblatt postulierte im Jahr 1934, dass eine minderperfundierte Niere an der

Pathogenese einer Hypertonie beteiligt sein kann (Goldblatt et al., 1934). Erste

Versuche wurden an Hunden durchgefuhrt. 1970 wurde auf diesen Grundlagen

das Two-Kidney-One-Clip-Modell (2K1C-Modell) in der Ratte etabliert (Miksche
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et al., 1970). Dieses Modell wurde genutzt, um den Zusammenhang zwischen
einer Nierenarterienstenose, Hypertension und Niereninsuffizienz besser zu

verstehen.

Die renovaskulare Hypertonie, die nach ihrem Entdecker als Goldblatt-Hypertonie
benannt wurde, wird zu den sekundéren Hypertonieformen gez&hlt. Bei einer
sekundaren Hypertonie ist die Grunderkrankung bekannt. Die Diagnose einer
Nierenarterienstenose bei Bluthochdruckpatienten ist jedoch nicht beweisend fir
eine renovaskuldre Genese der Hypertonie. Bei chronischer, essentieller Hyper-
tonie kann es auch sekundér zu einer atherosklerotischen Lumeneinengung der

Nierenarterie kommen (Krumme, 2001).

An der Pathophysiologie einer renovaskuldren Hypertonie sind vor allem drei

Regelkreislaufe beteiligt:
e Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron Systems
e Aktivierung des sympathischen Nervensystems

e Herabgesetzte endotheliale Funktion durch oxidativen Stress

3.1.1. Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems

Eine sehr wichtige Rolle fur die Entstehung einer renovaskuléren Hypertonie
spielt das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System. Das Renin-Angiotensin-
Aldosteron-System ist unter  physiologischen  Bedingungen an  der
Aufrechterhaltung des Gefalstonus und der Blutdruckregulation beteiligt. Im Falle
einer unilateralen Nierenarterienstenose fiihrt eine signifikante Verringerung der
Nierendurchblutung, die mit einem Abfall des Perfusionsdrucks einhergeht, zu
einer Aktivierung des RAAS (Skeggs et al., 1976).

Uber die vermehrte Ausschiittung von Angiotensin 11 und dessen Wirkung am
ATi-Rezeptor kommt es zu einer Angiotensin Il-vermittelten Vasokonstriktion,
einer erhohten tubularen Salzresorption sowie der Ausschittung von Aldosteron.
Diese Effekte fiihren zu einer Erhéhung des effektiv zirkulierenden Volumens und
des Blutdrucks, um die Perfusion der stenotischen Niere aufrechtzuhalten.

In Abhéngigkeit von der Aktivierung des RAAS konnen im experimentellen
Modell einer renovaskuldren Hypertonie drei Phasen unterschieden werden (siehe

Abbildung 4). In der ersten Phase stehen eine Ischdmie und eine Aktivierung des
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Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems im Vordergrund. In dieser Phase ist die
Blutdruckerh6hung Renin- bzw. Ang ll-abhdngig. Sie ist durch die Entfernung
des Stenoseklips und die Behandlung mit Inhibitoren des RAAS reversibel. In der
zweiten Phase, die auch als Ubergangsphase bezeichnet wird, beginnen die
Plasmareninlevel zu sinken. Abh&ngig vom jeweiligen Tiermodell dauert diese
Phase mehrere Tage bis Wochen. In dieser Phase wird eine vermehrte Salz- und
Wasserretention beobachtet. Durch die Ang Il- stimulierte Aldosteronsekretion
kommt es zu einer gesteigerten Reabsorption von Wasser und Natrium im
Sammelrohr. Des Weiteren bewirken erhohte Ang IlI-Level ein gesteigertes
Durstgefuhl, welches zusétzlich zur Expansion des extrazelluldren
Flussigkeitsvolumens beitragt. In der Ubergangsphase wird die durch die
stenostische Niere verursachte Volumenexpansion, teilweise durch Druck-
natriurese der kontralateralen Niere verschleiert. Auch wahrend der Ubergangs-
phase bleibt der Bluthochdruck durch Entfernung des Klips reversibel. In der
dritten Phase, der chronischen Phase, ist eine Normalisierung des Blutdrucks
durch Clipentfernung nicht mehr zufriedenstellend maoglich (Pohl, 1999). Auch
aus der Klinischen Praxis ist bekannt, dass eine Therapie nach langer
Krankheitsdauer (>5 Jahren) kaum erfolgreich ist. Der Grund hierflr sind
schwerwiegende Veranderungen des GeféalRsystems in der kontralateralen Niere
durch den chronischen Hypertonus. Aufgrund zunehmender struktureller und
funktioneller Veranderungen in der kontralateralen Niere féllt ihre Exkretions-
leistung ab und eine extrazelluldare Volumenexpansion kann nicht mehr aus-
geglichen werden (Pohl, 1999).
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Abbildung 4: Phasen der Goldblatt-Hypertonie (modifiziert nach Pohl, 1999)

Bei Patienten mit atherosklerotischen Veranderungen im Bereich der Nieren-
arterien ist haufig ein progredienter Verlauf zu beobachten. Da die Nieren Uber
eine Flussreserve verfugen, werden erst deutliche Lumeneingungen fir die
exkretorische Funktion der Niere hdmodynamisch relevant. Die exkretorische
Leistung der Nieren bleibt im Anfangsstadium einer Nierenarterienstenose haufig
konstant, da bei intakter kontralateraler Niere diese kompensatorisch wirkt
(Rammer et al., 2007).

3.1.2. Aktivierung des sympathischen Nervensystems

Neben der Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems sind noch
weitere Faktoren an der Entstehung einer arteriellen Hypertonie beteiligt. Eine
gesteigerte Aktivitat des sympathischen Nervensystems scheint vor allem in Phase
I1 und 111 einer experimentellen Hypertonie von Bedeutung zu sein (Johansson et
al., 1999). In dieser Studie wurde eine erhthte Noradrenalin-Spillover-Rate
ermittelt. Diese Messmethode nach Esler (Esler et al., 1988) gilt als Goldstandard
fur die Erfassung der sympathischen Efferenzen zu einem Organsystem. Des
Weiteren kommt es bei Patienten mit renovaskul&rer Hypertonie zu einer erhéhten

muskul&ren sympathischen Nervenaktivitat (Miyajima et al., 1991).
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3.1.3. Oxidativer Stress

Neben den oben genannten Mechanismen spielt vaskuldrer oxidativer Stress eine
wichtige Rolle in der Pathogenese des arteriellen Bluthochdrucks (Lerman et al.,
2001). Angiotensin 11 stimuliert die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (ROS).
Es kommt vor allem zu einer vermehrten Freisetzung von Superoxiden durch die
Aktivierung membrangebundener NADH- oder NADPH-Oxidasen (Rajagopalan
et al., 1996). Die Funktion des Endothels ist entscheidend von der Balance
zwischen einem angemessenen Superoxidlevel und der Freisetzung von
Stickstoffmonoxid abhangig. Die vermehrte Freisetzung von Sauerstoffradikalen
in Kombination mit einer verringerten Produktion von Stickstoffmonoxid (NO)
beglnstigt die Dysfunktion des Endothels (Drexler and Hornig, 1999, Dijkhorst-
Oei et al., 1999, Taddei et al., 1998, Cai and Harrison, 2000). Die Interaktion von
ROS setzt die Bioverfugbarkeit von NO herab. Sowohl bei experimentell
erzeugtem renovaskuldren Hypertonus als auch in humanen Patienten mit dieser
Erkrankung kommt es zu Verdnderungen in der endothel-abhdngigen
Vasodilatation (Hegde et al., 1998, Taddei et al., 1993, Rizzoni et al., 1998), da
durch die herabgesetzte NO-Aktivitat vasopressiv aktive Substanzen wie ANG II
und Endothelin (ET-1) dominieren. Als Konsequenz kommt es zu einer
herabgesetzten GFR (Higashi et al., 2002).

3.2 Pathophysiologie der ischamischen Nephropathie

Neben der Entwicklung einer renovaskuldren Hypertonie kann eine
Nierenarterienstenose ursachlich an der Entstehung einer ischamischen
Nephropathie beteiligt sein. Sie wird durch den sukzessiven Riickgang der
glomeruléren Filtrationsrate und/oder den Verlust von Nierenparenchym durch
Einengung oder Verschluss der Nierenarterie definiert (Adamczak and Wiecek,
2012).

Der Begriff der ischamischen Nephropathie ist jedoch irrefiihrend, da der Abfall
der Nierenfunktion keine wirkliche Ischdmie zur Ursache hat. Die Niere als eines
der wichtigsten Organe ist unter physiologischen Bedingungen mit Sauerstoff
uberversorgt. 10% des Blutflusses wéren fiir die metabolischen Belange der Niere
ausreichend (Epstein, 1997). Um zu vermeiden, dass das Krankheitshild auf eine
tatsachliche Unterversorgung mit Sauerstoff zuriickgefiihrt wird, bevorzugen
manche Autoren den Begriff der azotdmischen Nierenerkrankung (Textor and
Wilcox, 2001). Nur in der frihen Phase der Erkrankung scheint eine renale
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Hypoxie eine Rolle in der Pathogenese zu spielen (Adamczak and Wiecek, 2012,
Warner et al., 2009). In spéteren Stadien konnte keine Sauerstoffunterversorgung
des Gewebes gemessen werden (Gloviczki et al., 2010).

Unbestritten ist jedoch, dass eine renale Minderperfusion Uber eine Aktivierung
des RAAS zu einer vermehrten Freisetzung von Ang Il fiihrt. Ang Il erhoht unter
anderem die Expression von TGF- und PDGF-B, was eine Akkumulation von
extrazellularer Matrix und Kollagen Typ IV in der perivaskuldaren Umgebung, im
Interstitium und letztendlich in den Glomeruli verursacht (Lerman et al., 2009,
Meyrier et al., 1998). Diese Faktoren sind folglich maRgeblich an der Entstehung
einer interstitiellen Fibrose beteiligt.

Sehr aufféllig bei der makroskopischen Untersuchung ist die reduzierte
Nierengrolle bei 45% der Patienten (Schreiber et al., 1984). Es ist jedoch nicht
geklart, ob eine herabgesetzte Nierengréfle ein geeigneter Indikator fur
irreversible Parenchymschéden ist. Histologisch werden bei einer ischamischen
Nephropathie Tubulusatrophie, Glomerulosklerose und interstitielle Fibrose

nachgewiesen.

Zu Beginn dominieren histologisch tubulo-interstitielle VVerdnderungen, die durch
zellulére Aktivierung entstehen. Mononukleére Zellen wandern in das Interstitium
ein und Myofibroblasten setzen inflammatorische Mediatoren frei, die zu
Entzindungsprozessen fihren (Daemen et al., 1999). Apoptose induziert
aullerdem eine Atrophie der Tubulusstrukturen (Gobe et al., 1990). In dieser
frihen Phase, bevor eine Fibrose einsetzt, scheinen die Veranderungen teilweise
reversibel zu sein (Meyrier et al., 1998). Erst in weiter fortgeschrittenen Stadien
einer ischdmischen Nephropathie wird eine deutliche Glomerulosklerose
beobachtet (Keddis et al., 2010). Der progrediente Verlust der GFR korreliert
auflerdem mit dem Schweregrad histologischer Nierenveranderungen. Histo-
logische Untersuchungen konnen aus diesem Grund hilfreich in der
Prognosestellung einer ischdmischen Nephropathie sein (Wright et al., 2001).
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4, Therapieziele bei unilateraler Nierenarterienstenose
Die wichtigsten Therapieziele bei Patienten mit einer Nierenarterienstenose sind:
e Behandlung der Hypertonie
e Stabilisierung der Nierenfunktion

e Vermeidung von Endorganschaden an den Nieren, Augen, Gefallen und

dem Herzen
e Verbesserung der kardiovaskuléren Mortalitét

(Sturm, 2008)

5. Therapieoptionen bei unilateraler Nierenarterienstenose

Grundsétzlich stehen drei verschiedene Therapieoptionen zur Verfligung: die
medikamentdse, die endovaskuldre und die chirurgische Therapie.

5.1. Medikamentdse Therapie

Neben einer Verénderung des Lebensstils steht die medikamentdse Behandlung
im Vordergrund. Nach der Empfehlung der Deutschen Gesellschaft fir
Kardiologie und der European Society of Cardiology (2011) sind Calcium-
Kanalblocker, ACE-Hemmer und Angiotensin I1-Rezeptorblocker das Mittel der
Wahl in der Hypertoniebehandlung bei unilateraler Nierenarterienstenose. In 86-
92% der Falle ist diese Behandlung erfolgreich (Textor, 1990). Des Weiteren
kommen Hydralazin und B-Blocker erfolgreich zum Einsatz (European Stroke et
al.,, 2011). Von den meisten Patienten mit einer hamodynamisch wirksamen
unilateralen Stenose wird eine Behandlung mit Inhibitoren des RAAS gut toleriert
und scheint sich positiv auf den Krankheitsverlauf auszuwirken (Hackam et al.,
2008). Dennoch besteht die Gefahr, dass es durch die Blockade des RAAS zu
einem Abfall des hydrostatischen Drucks in den Glomeruli kommt, der einen
transienten Abfall der GFR nach sich zieht (European Stroke et al., 2011). Bei
hochgradiger bilateraler Nierenarterienstenose und beim Vorliegen nur einer
funktionsfahigen Einzelniere mit einer Stenose der A. renalis, werden ACE-
Hemmer und Angiotensin Il-Rezeptorblocker jedoch aus zuvor genannten

Grlnden nicht empfohlen.

Um ein Fortschreiten atherosklerotischer Verdnderungen einzuddmmen, ist eine
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Behandlung mit Acetylsalicylsaure, cholesterinsenkenden Medikamenten und das

Einstellen des Rauchens von essentieller Bedeutung (Safian and Textor, 2001).

5.2. Revaskularisierung
Neben der medikamentdsen Therapie gibt es die Madoglichkeit einer

Revaskularisierung mit chirurgischen oder endovaskuléren Methoden.

5.2.1. Perkutane transluminale Angioplastie

Als revaskularisierende endovaskuldre Malinahme ist die perkutane transluminale
Angioplastie (PTA) als reine Ballonangioplastie oder mit Stenteinlage (PTA/S)
etabliert. Mit Hilfe eines Ballonkatheters, der Uber eine Schleuse bis zur Stenose
vorgeschoben wird, erfolgt eine Weitung der Stenose. In Abhédngigkeit von Alter
und Gesundheitszustand des Patienten, Atiologie und Lokalisation der Stenose

kann zusétzlich die Implantation eines Stents erfolgen.

Ist die Ursache der Stenose eine fibromuskulare Dysplasie, ist eine konventionelle
Angioplastie ohne Stent zu empfehlen. Sie flihrt in 82-100 % der Patienten zum
Erfolg (Martin et al., 1994, Kidney and Deutsch, 1996). In ca. 10% der Félle
kommt es zu einer Restenose (Tegtmeyer et al., 1982, Sos et al., 1984). Liegt eine
atherosklerotische ~ Erkrankung  zugrunde, ist eine Angioplastie mit
Stentimplantation effektiver, da sie das Risiko einer Dissektion und Restenose
durch elastisches Recoil verringert. Die primdre Erfolgsrate ist nach
konventioneller Angioplastie fiir nicht-ostiale atherosklerotische Verdnderungen
deutlich besser (72-82%) als fir ostiale atherosklerotische L&sionen (60-62%)

(Bonelli et al., 1995, Canzanello et al., 1989).

Nach einer PTA kann es in 3-15% der Félle zu Komplikationen kommen
(Radermacher et al., 2001, Greco and Breyer, 1997). Lokal an der Punktionsstelle
kdénnen Hamatome und Pseudoaneurysmen entstehen. Obwohl die endovaskulare
Therapie der chirurgischen Uberlegen ist, kommt es auch hier zu schweren
Komplikationen wie Cholesterinembolie, akutem Nierenversagen, Blutungen,
Thrombosen, Dissektion der Nierenarterie oder der Arterie, die fur den Zugang

verwendet wurde (Yu et al., 2014).

5.2.2. Chirurgische Revaskularisierung
Die chirurgische Revaskularisation kommt als Therapieoption nach aktuellem

Wissenstand nur beim Vorliegen eines sehr komplexen anatomischen Aufbaus der
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Nierenarterie, nach erfolglosem endovaskuldaren Eingriff oder bei einer
zusétzlichen Notwendigkeit einer Operation an der Aorta in Frage. Die
aortorenale Bypass-Operation wurde zunehmend von der extraanatomischen
Bypass-Technik abgeldst. Die perioperative Mortalitatsrate liegt bei 2,1-6,1%. Als
Komplikationen kénnen Myokardinfarkte (2-9% der Patienten), Schlaganfélle (0-
3,3%), Blutungen, die chirurgisches Eingreifen erfordern (2-3%), und
Cholesterinembolien (1-4,3%) auftreten (Safian and Textor, 2001).

6. Therapie der Nierenarterienstenose im Wandel der Zeit

In den letzten beiden Jahrzehnten kam es zu einem deutlichen Wandel in der
Therapie der Nierenarterienstenose. Dies wird anhand einer Studie deutlich, die in
den USA durchgefiihrt wurde (Liang et al., 2013). Sie beleuchtet die
verschiedenen H&ufigkeiten der Behandlungsweisen in den Jahren 1988 bis 2009.
Dabei war zunéchst auffallig, dass die Anzahl der chirurgischen Eingriffe uber
den gesamten Studienverlauf riicklaufig war, was einen Trend zu weniger
invasiven Behandlungsverfahren zeigt. Zwischen 1988 und 2006 kam es zu einem
rapiden Anstieg der durchgefiihrten perkutanen transluminalen Angioplastien (mit
und ohne Stent). Seit 2006 sind die Zahlen der PTA(S) stark rucklaufig.
AuRerdem hat das Durchschnittsalter der Patienten, bei denen eine PTA(S)
durchgefuhrt wird, im Lauf der Zeit zugenommen. Dies spricht flr eine Zunahme

der medikamentdsen Behandlung der Patienten vor einem Eingriff.

In den letzten Jahren konnte in mehreren randomisierten, kontrollierten Studien
gezeigt werden, dass die endovaskuldre Therapie keine Vorteile gegentber einer

rein medikamenttsen Therapie mit sich bringt.

2009 wurde in der ASTRAL-Studie (Angioplasty and Stenting for Renal Artery
Lesions), an der 806 Patienten teilnahmen, gezeigt, dass es keine Unterschiede
bezlglich Mortalitat, systolischem und diastolischem Blutdruck und Nieren-
funktion in Patienten mit medikamentdser oder endovaskuldrer Therapie gibt
(Investigators et al., 2009). Auch die STAR-Studie (STent placement in patients
with Atherosclerotic Renal artery stenosis and impaired renal function: a
randomized trial) untersuchte die Sinnhaftigkeit endovaskuldrer Eingriffe in der
Therapie der Nierenarterienstenose. Es konnten auch hier keine signifikanten
Unterschiede der Nierenfunktion im Vergleich zu einer medikamentdsen Therapie

gesehen werden (Bax et al., 2009). Kritiker merkten an, dass auch Patienten mit



I1.Literaturibersicht 27

nicht signifikanter Stenose eingeschlossen wurden (Foy et al., 2012). AuRerdem
wurde in diesen Studien nicht die klinische Wirksamkeit der Stentimplantation
untersucht. Aus diesem Grund wurde die CORAL-Studie (Cardiovascular
Outcomes in Renal Atherosclerotic Lesions) durchgefiihrt. Insgesamt nahmen 947
Patienten mit einer atherosklerotischen Nierenarterienstenose mit einem
Schweregrad von >60% teil. Es wurden nur Patienten untersucht, die entweder
unter einer Hypertonie litten und mit mindestens 2 Antihypertensiva behandelt
wurden oder eine chronische Nierenerkrankung aufwiesen. Von besonderem
Interesse bei dieser Studie waren Kklinische Ereignisse im Laufe der Behandlung
wie Kkardiovaskuldr oder renal bedingter Tod, Schlaganfall, Herzinfarkt,
Herzinsuffizienz oder progressive Niereninsuffizienz. Es ergaben sich keine
signifikanten Unterschiede im primdren Endpunkt der beiden Gruppen. Dies gilt
auch fur die Subgruppe mit einem Stenosegrad von >80%. Patienten, die mit
Stents versorgt wurden, zeigten zwar geringgradig niedrigere Blutdruckwerte (-
2,3 mmHg), diese korrelierten jedoch nicht mit klinischen Ereignissen (Cooper et
al., 2014). In der Gruppe der mit Stent behandelten Patienten kam es jedoch bei

einigen zu schwerwiegenden Komplikationen.

Folglich konnten auch in dieser Studie keine zusatzlichen positiven Effekte durch
Stenting gesehen werden. Die Studienergebnisse zeigen, dass eine medikamentdse

Therapie der PTA vorzuziehen ist.

7. Aktuelle Therapieempfehlungen

Aufgrund der aktuellen Studienlage steht eine intensive medikamentdse
Behandlung der Patienten im Vordergrund. Der wichtigste Bestandteil der
Therapie ist die Behandlung der Hypertonie mit Inhibitoren des Renin-

Angiotensin-Aldosteron-Systems.

Eine endovaskuldre Behandlung ist nur bei einem kleinen Anteil der Patienten
angezeigt. Bei einem systolischen Blutdruck von mehr als 160 mmHg unter der
Behandlung mit mehr als drei Medikamenten und einer schwerwiegenden Stenose
von >90% scheint sie eine therapeutische Option zu sein (Segrest and Hillegass,
2015). Um dies abzuklaren, sind jedoch randomisierte Studien mit Patienten mit

schwerwiegenden Stenosen notig.
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8. Untersuchung der Funktion und Morphologie des

Nephrons im Tiermodell

In den letzten Jahrzehnten wurden viele Erkenntnisse tber die Funktion des
Nephrons mit verschiedenen in vitro Techniken gewonnen. Bei den klassischen
Verfahren an fixiertem Gewebe wie der Licht-, Fluoreszenz- und Elektronen-
mikroskopie handelt es sich jedoch immer um Momentaufnahmen, die
weitestgehend nur die Struktur zeigen. Funktionelle Interpretationen sind aus
histologischen Préparaten nur sehr begrenzt mdglich. Es ist folglich keine
gleichzeitige Untersuchung der Funktion und der Morphologie mdglich. Die
Mikropunktion stellt eine in vivo Technik dar, die die funktionelle Untersuchung
eines Glomerulums erlaubt. Jedoch ist diese Methode sehr invasiv und erlaubt
keine simultane Untersuchung der Morphologie. Seit etwa 15 Jahren steht mit der
Multiphotonen-Fluoreszenzmikroskopie ein neues bildgebendes Verfahren zur
Verfligung, das die Untersuchung der Nierenfunktion und der Morphologie der
Niere und anderer abdominal liegender Organe ermdglicht. Sie stellt eine
einzigartige Methode dar, um funktionelle und strukturelle Parameter am

lebenden Tier zu untersuchen.

Q. Einfihrung in die Multiphotonen-Mikroskopie

Die deutsch-amerikanische Physikerin Maria GOppert-Mayer legte bereits 1931
durch die Entdeckung der simultanen Absorption zweier Photonen in einem Atom
den Grundstein fur die Multiphotonen-Mikroskopie (Goeppert-Mayer, 1931). Erst
durch die Entwicklung neuer leistungsféhiger Laser, konnte 1961 die erste Zwei-

Photonen-Fluoreszenzanregung beobachtet werden (Kaiser and Garrett, 1961).

Bis die Fluoreszenz-Mikroskopie mit Zwei-Photonen-Anregung gelang, sollte es
aber bis 1990 dauern (Denk et al., 1990). Einige Jahre spater wurde diese Technik
erstmalig erfolgreich am lebenden Tier eingesetzt (Dunn et al., 2002, Peti-Peterdi

et al., 2002) und hielt von da an Einzug in die biomedizinische Forschung.

Im Folgenden werden das physikalische Prinzip der Multiphotonen-Fluoreszenz-
mikroskopie und deren Vorteile gegenliber der konventionellen Mikroskopie

erlautert, weil sie die Darstellung tieferliegender Gewebsschichten in vivo erlaubt.
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9.1. Grundlagen der konventionellen Ein-Photonen-Fluoreszenz-
Mikroskopie und der konfokalen Mikroskopie
Die konventionelle Fluoreszenzmikroskopie stellt eine spezielle Art der Licht-
mikroskopie dar und beruht auf der Grundlage der Ein-Photonen-Absorption. Der
physikalische Effekt der Fluoreszenz entsteht durch Anregung eines Fluoreszenz-
farbstoffs (Fluorophors) mit Licht einer bestimmten Wellenldnge. Das
Anregungslicht wird absorbiert und hebt somit ein Elektron des Molekdls aus
seinem Grundzustand Sp auf ein energiereicheres Level S,. Die geeignete
Anregungswellenlédnge ist von der Energiedifferenz zwischen Sy und S, des
jeweiligen Molekuls abhéngig. Nach Erreichen des S,-Zustands geht das Elektron
unter Energieverlust aber strahlungsfrei in den S;-Zustand Uber. Die emittierte
Fluoreszenz lasst den Ubergang vom S;-Zustand zuriick zum Sy-Zustand sichtbar
werden. Es wird folglich kurzwelligeres Licht absorbiert und Licht von grofierer
Wellenlange emittiert. Diese Differenz zwischen den Wellenldngen wird als
Stokes-Verschiebung bezeichnet (siehe Abbildung 5) (Diaspro et al., 2006, Oheim
et al., 2006). Die Differenz zwischen absorbiertem und emittiertem Licht betragt
ca. 20-50 nm. Sie macht eine Trennung zwischen dem Anregungslicht und dem
Fluoreszenzlicht im Strahlengang des Mikroskops mit Hilfe von speziellen

optischen Filtern mdglich.

Stokes-Verschiebung
<>

- Absorption Emission

relative Intensitat

1 M 1 M 1 1 M 1 "
450 500 550 600 650 700
Wellenldnge (nm)

Abbildung 5: Stokes Verschiebung (modifiziert nach Sobarwiki, 2013)

Die Anregung eines Fluorophors erfolgt jedoch nicht nur im Brennpunkt sondern
auch in hoher und tiefer liegenden Schichten des Prdparats, was zu unscharfen
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Bereichen durch ein Hintergrundsignal fiihrt. Bei der konfokalen Mikroskopie
wurde dieses Problem behoben, indem eine Lochblende vor dem Detektor
eingesetzt wird. Mit deren Hilfe gelangt nur ein sehr Kleiner Teil des
Fluoreszenzlichts der angeregten Probe zum Detektor. Das emittierte Licht wird
durch die Lochblende fokussiert, wobei die Mitte der Lochblende und der
angeregte Punkt im Praparat konfokal zueinander stehen. Dies ermdglicht die
Aufnahme von optischen Schnittbildern mit sehr hohem Kontrast (Oheim et al.,
2006).

Am hdufigsten kommt dieses Prinzip in konfokalen Laser-Rastermikroskopen
zum Einsatz. Dabei wird das Objekt Punkt fiir Punkt von einem Laser abgetastet
und die Probe relativ zum Laserstrahl bewegt. Das emittierte Licht wird auf
gleichem Wege Uber einen Scan-Spiegel zurtick gescannt, bevor sich die Position
von Laser und Objekt verdndern kann. Das emittierte Licht wird nach dem
»Zurlickscannen® am Ende des Strahlengangs mit Hilfe sogenannter ,,Descanned-

Detektoren® aufgezeichnet und ein konfokales Bild entsteht.

9.2. Prinzip der Multiphotonen-Mikroskopie

Als Alternative zur konfokalen Mikroskopie hat sich vor allem fir in vivo
Anwendungen die Multiphotonen-Mikroskopie etabliert. Ublicherweise kommt
die Zwei-Photonen-Mikroskopie zum Einsatz. Statt durch nur ein Photon wie bei
der konventionellen Ein-Photonen-Mikroskopie werden Fluoreszenzfarbstoffe
durch zwei Photonen angeregt. Auch eine Anregung durch drei oder mehr
Photonen mit entsprechend langeren Wellenldngen ist moglich. Entscheidend ist,
dass die Anregungsphotonen in einem Zeitfenster von Attosekunden (1078 s) auf
das Objekt treffen und sich ihre Energie addiert, um eine Anregung zu
ermoglichen. Die Anregungswellenldange ist bei der Zwei-Photonen-Mikroskopie
folglich doppelt so hoch verglichen mit der Ein-Photonen-Mikroskopie (siehe
Abbildung 6). Fluoreszenzlicht entsteht erst, wenn das angeregte, energiereiche
Photon wieder zuriick auf das urspringliche Energieniveau fallt (Oheim et al.,
2006).



I1.Literaturibersicht 31

A B
S,
S,
720 nm
360 nm 460 nm 460 nm
720 nm
So

Abbildung  6: Schematische Darstellung  der  Energieniveaus  bei
Fluoreszenzanregung (Jablonski-Schema, modifiziert nach Diaspro et al, 2006) Die
Anregung eines bei 460 nm leuchtenden Fluorophors kann mit einem Photon (360nm)
(A) oder mit zwei Photonen (720nm) (B) erfolgen. Das erzeugte Emissionslicht ist
vergleichbar.

Voraussetzung um ein simultanes Eintreffen zweier Photonen im Fokuspunkt zu
erzielen, ist eine sehr hohe Photonendichte von 10% - 10% Photonen/(cm?®*s). Um
derart hohe Protonenflisse zu erreichen, die fur eine nicht-lineare Anregung notig
sind, wird pulsierendes Licht eingesetzt. Dieses wird ublicherweise durch Titan-
Saphir-Laser erzeugt. Sie sind in der Lage sehr kurze (140 fs) und
niedrigfrequente (80 MHz) Laserpulse abzugeben (Datenblatt Chameleon Ultra II,
Coherent). Zusétzlich wird der Laserstrahl durch die Verwendung eines Objektivs
mit hoher numerischer Apertur fokussiert. Durch die zeitliche und rdumliche
Fokussierung der Photonen wird die Wahrscheinlichkeit einer Zwei-Photonen-
Absorption stark erhoht. Die Anregung unterliegt einer quadratischen
Abhéngigkeit von der Anzahl der Photonen pro Zeit und Fldche. Die
Wahrscheinlichkeit einer Multiphotonen-Absorption nimmt demnach quadratisch
mit steigender Distanz zum Fokuspunkt ab (Bianco and Diaspro, 1989). Eine
effektive Zwei-Photonen-Anregung eines Fluorophors findet somit in einem sehr
begrenzten VVolumen von weniger als einem Femtoliter statt (Oheim et al., 2006).
Folglich kann auf eine Lochblende verzichtet werde, da das emittierte Licht
alleinig vom Brennpunkt stammt. Da bei der Multiphotonen-Anregung keine
Fluoreszenzanregung aullerhalb des Brennpunkts stattfindet, wird sie als
intrinsisch  fokal bezeichnet. AuBerdem ist kein Zurlckscannen des

Beobachtungsstrahlengangs tber die Scan-Spiegel, wie in der konventionellen



I1.Literaturibersicht 32

konfokalen Mikroskopie, nétig (siehe Abbildung 7). Aus diesem Grund kdnnen
ndher an der Probe platzierte, sensitivere ,,Non-Descanned-Detektoren® bzw.

,Externe Detektoren* genutzt werden (Diaspro et al., 2006).

A B
Descanned- Non-Descanned-
Detektoren \/ Detektoren
Detektor-
lochblende [::l
Emissionsfilter ! | Fmissionsfilter

Scan-
Spiegel

Zwei-Photonen-

Laser Laser
Anregungs- Anregungs- f/
lochblende lochblende ]
out-of-focus*
Emission V

Abbildung 7: Schematische Darstellung des optischen Lichtwegs bei konfokaler (A)
und Multiphotonen-Mikroskopie (B) (modifiziert nach Diaspro et al., 2006) Nach der
Passage der Anregungslochblende trifft der Laserstrahl mit Hilfe des Scan-Spiegels auf
das Objektiv. Das gebundelte Licht trifft dann auf das Objekt und fuhrt zur Anregung und
Emission von Fluoreszenzlicht im Fokuspunkt. Durch den Ein-Photonen-Laserstrahl
kommt es auch aufRerhalb des Brennpunkts zur Anregung eines Fluorophors. Deshalb ist
eine Detektorlochblende nétig, um ein scharfes, kontrastreiches Bild zu erzeugen (A). Bei
einer Multiphotonen-Anregung ist keine Detektorlochblende nétig, da die MPM
intrinsisch fokal ist. Die Detektion des emittierten Lichts erfolgt mittels Descanned- (A)
bzw. Non-Descanned-Detektoren (B).

9.3. Vorteile der Multiphotonen-Mikroskopie verglichen mit der
konventionellen konfokalen Mikroskopie

Obwohl die Multiphotonen-Mikroskopie eine sehr komplexe und kostenintensive

Methode zur Untersuchung der Nierenfunktion und -morphologie darstellt, bietet

sie zahlreiche Vorteile gegenlber der konfokalen Ein-Photonen-Mikroskopie:

e Im Vergleich zu Ein-Photonen-Anregungsspektren sind Zwei-Photonen-
Anregungsspektren breiter und deshalb ist die Anregung verschiedener

Fluoreszenzfarbstoffe mit nur einer Lichtquelle moglich.
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e Multiphotonen-Anregung der Fluorophore findet nur im Brennpunkt statt.
Es ist keine Lochblende und kein Zuriickscannen nétig. Aus demselben

Grund kdnnen sensiblere Detektoren verwendet werden.

e Die Wellenldnge des anregenden Lichts ist verglichen mit der Ein-
Photonen-Anregung doppelt so groR. Daraus ergeben sich mehrere

Vorteile:

e Langwelligeres, energiedrmeres Licht verursacht weniger

Phototoxizitat im untersuchten Gewebe.

e Fluoreszenzfarbstoffe  unterliegen  einer  geringeren

Photobleichung.

e Infrarotes Licht wird weniger absorbiert und gestreut als
sichtbares oder ultraviolettes Licht und kann deshalb tiefer

in das zu untersuchende Gewebe penetrieren.
(Oheim et al., 2006)

Aufgrund der zahlreichen Vorteile der Zwei-Photonen-Mikroskopie erfreut sich
diese Methode zunehmender Beliebtheit. Sie wird vor allem eingesetzt, um

funktionelle und morphologische Zusammenhange in vivo zu untersuchen.

10. Methodische Vorarbeiten: Generierung eines geeigneten
Rattenstamms fir die Untersuchung des 2K1C-Modells
mit Hilfe der Mulitphotonen-Mikroskopie

Zu Beginn der vorliegenden Arbeit stand die Etablierung eines Rattenstamms, der
sich einerseits fur die Untersuchung mittels Intravitalmikroskopie eignet und

andererseits eine normale Nierenfunktion aufweist.

Den limitierenden Faktor der Intravitalmikroskopie stellt die Eindringtiefe des
Anregungslasers in das Gewebe dar. Durch den Einsatz der Zwei-Photonen-
Anregung ist es mdoglich geworden, in lebendes Nierengewebe mit dem
Anregungslaser bis zu 100 um tief einzudringen. Dies ist begriindet durch die
grolRere Wellenlange im Vergleich zur Ein-Photonen-Mikroskopie (Helmchen and
Denk, 2005). Die meisten Glomeruli sind jedoch tief im Nierenkortex lokalisiert

und demnach auRerhalb der Reichweite des Laserstrahls. Es ist folglich von
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essentieller Wichtigkeit, Tiere mit einer hohen Anzahl oberflachlicher Glomeruli
zur Verfligung zu haben, die in der Reichweite des Zwei-Photonen-Laserstrahls
liegen. Nur unter dieser Voraussetzung ist eine Untersuchung der glomeruléren

Funktion moglich.

Die Glomeruli von Mdusen und Ratten sind nur begrenzt flr die Untersuchung
mittels Intravitalmikroskopie erreichbar. Als geeignete Mauslinien stellten sich
BALB/c und BL/6 Mause heraus (Schiessl et al., 2013). Aufgrund der grof3en
Anzahl oberflachlicher Glomeruli wurden in den letzten Jahren fiir die
Intravitalmikroskopie vor allem Munich Wistar Fromter (MWF) Ratten
eingesetzt. Zur Untersuchung der physiologischen Nierenfunktion sind sie jedoch
nur begrenzt geeignet, da sie unter Bluthochdruck und einer progredienten
Proteinurie und Glomerulosklerose leiden. Im Besonderen ist aulerdem die
Albuminausscheidung tber den Urin erhoht (Hackbarth et al., 1983, Hackbarth et
al.,, 1991). Die Symptomatik ist in mannlichen Ratten stérker ausgeprégt
(Remuzzi et al., 1988). Diese Tiere eignen sich im Alter sehr gut als Modell zur

Untersuchung der Proteinurie (Schiessl et al., 2015).

Andere Rattenstdmme eignen sich nur sehr begrenzt fir Multiphotonen-
Mikroskopie-Studien, da ihre kortikalen Nierenkorperchen nicht oberflachlich

genug lokalisiert sind, um fur den Anregungslaser zuganglich zu sein.

Aus diesem Grund wurden weibliche MWF Ratten mit mannlichen Wistar Ratten
gekreuzt und die F1-Generation der Nachkommen charakterisiert. Besonderes
Augenmerk wurde dabei neben dem Blutdruck und der Nierenfunktion auf die

Eignung zur Multiphotonenmikroskopie gelegt.
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1. ZIELSETZUNG

Bei Patienten, die unter einer unilateralen Nierenarterienstenose leiden, kommt es
neben der Entwicklung einer Hypertonie zu hd&modynamischen, morphologischen
und funktionellen Beeintrachtigungen beider Nieren.

Um diese Veranderungen im Tiermodell mittels Multiphotonen-Mikroskopie
nachvollziehen zu kdnnen, sollte zundchst ein geeigneter Rattenstamm erzeugt
und charakterisiert werden. Zielsetzung war es, durch Kreuzung von MWF und
Wistar Ratten einen fur die Multiphotonen-Mikroskopie geeigneten Stamm mit

normaler Nierenfunktion zu erhalten.

Unter physiologischen Bedingungen ist das Renin-Angiotensin-Aldosteron-
System mafgeblich an der Aufrechterhaltung des systemischen Blutdrucks und
der Nierendurchblutung beteiligt. Da es im zu untersuchenden Goldblatt-
Hypertonie-Modell zu einer Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-
Systems kommt, sollten dessen akute Effekte untersucht werden.

In der vorliegenden Arbeit sollte mit Hilfe der Multiphotonen-Mikroskopie die
intrarenale kapillare Durchblutung unter dem Einfluss einer unilateralen
Nierenarterienstenose seitenvergleichend und im Vergleich zu scheinoperierten

Kontrolltieren visualisiert und quantifiziert werden.

Des Weiteren sollten akute Effekte auf die glomerulére Filtrationsrate, den
glomeruléren Siebkoeffizienten von Albumin und damit die glomerulére Filtration
von Albumin untersucht werden. Dariber hinaus sollte geklart werden, inwieweit
die Albuminrickresorption im proximalen Tubulus in diesem Krankheitsmodell
verandert ist. Da die zuvor genannten Faktoren entscheidend an der Entstehung
einer Albuminurie beteiligt sind, sollte untersucht werden, inwiefern sie daran
beteiligt sind und aus welcher der beiden Nieren letztendlich das im Urin

ausgeschiedene Albumin stammt.

Bei der Behandlung einer renovaskuldren Hypertonie aufgrund einer unilateralen
Nierenarterienstenose werden Inhibitoren des Renin-Angiotensin-Aldosteron-
Systems eingesetzt. Da diese Behandlungsmethode in den letzten Jahren vermehrt
favorisiert wird, sollte der Effekt einer Behandlung mit Losartan auf oben

genannte Faktoren untersucht werden.
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V. VERSUCHSTIERE, MATERIAL UND METHODEN
1. Material

1.1 Gerate

Gerat Hersteller

Autoklav 112, KSG Sterilisatoren GmbH, Olching

Blutdruckmessgerét

Non-Invasive Blood Pressure Monitoring

System, TSE Systems, Bad Homburg

Briickenverstarker

F221, AD Instruments, Spechbach

Computer

Precision T1700, Dell, Frankfurt a. Main

Druckmessfiihler

MLT844, ADInstruments, Spechbach

Eismaschine

Ziegra Eismaschinen, Isernhagen

Fluoreszenzlampe

LQ-HXP-120, LEj Leistungselektronik
GmbH, Jena

Isofluran-Verdampfer

Harvard Apparatus GmbH, Holliston, MA

Kamera

AxioCam MRm, Zeiss, Jena

Kihl-und Gefrierschranke

Hera freeze, Thermo electron corporation,
Langenselbold

Premium NoFrost, Liebherr, Biberach a.d.

Riss

Ratten-OP Tisch, beheizt

08301, KE Med. Techn. Geratebau,
Pfaffing an der Attel

Ratten-Restrainer

Mechanikwerkstatt der Universitat

Regensburg

Laser

Chamaleon Ultra-11 Multiphoton-Lasers,
Coherent, Santa Clara, USA
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Mikroskope

Stereomikroskop 720375, Leica, Wetzlar,
Axio Observer Z1, Zeiss, Jena,

LSM 710, Zeiss, Jena

Narkosegas-Absorber

Harvard Apparatus GmbH, Holliston, MA

NDD -Filter ZEISS - Reflektormodul 424931, AHF
analysentecknik AG, Tibingen
NIC-Kidney Mannheim Pharma & Diagnostics GmbH,

Mannheim

OP-Tisch Beleuchtung

KL 1500 LCD, Schott, Mainz

Osmometer

Osmomat 030, Gonotec, Berlin

Perfusionspumpe

323, Watson Marlow, Falmouth, England

pH-Meter

Digital pH-Meter, Knick, Berlin

Pipetten

Pipetman P10, P20, P100, P200, P1000,
Gilson Middelton, USA

8-Kanal PowerLab

PowerLab 8/35, AD Instruments,
Spechbach

Tail-Cuff System

BP-2000, Visitech System, Apex, NC

Waagen Analysenwaage H-20T, Mettler, GieRRen
Kiichenwaage

Zentrifuge Zentrifuge 5415C, Eppendorf, Hamburg

1.2. Verbrauchsmaterial

Produkt Hersteller

Deckgléaschen

A .Hartenstein, Wirzburg

Glaswaren

Roth, Karlsruhe

Schott, Mainz
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Handschuhe

Roth, Karlsruhe

Insulinspritzen

BD Medical, Le pont de Claix Cedex,

France

Kalium-EDTA Microvetten

Sarstedt, Nimbrecht

Néhseide 7-0

Resorba Wundversorgung GmbH,
Nurnberg

Nanosep 30 K Centrifugal Devices

Pall Life Sciences, Ann Arbor, USA

Objekttréger, Superfrost Plus

Menzel-Glaser, Braunschweig

Parafilm

American National Can, Greenwich, USA

Pipettenspitzen mit oder ohne
Filter

Sarstedt, NUmbrecht

Biozym Scientific, Hessisch Oldendorf

Polyethylen-Tubing (0,97 mm)

Harvard Apparatus, Holliston, MA

Polyethylen-Tubing (2mm)

Science Products, Hofheim

Reagiergefélie Eppendorf-Cup
(0,2ml, 0,5ml, 1,5ml, 2,0ml)

Sarstedt, NUmbrecht

Reagiergeféalie Falcon-Tube (15ml,
50ml)

Sarstedt, Nimbrecht

Silikonkautschuk GieRformen

Roth, Karlsruhe

VICRYL-Féden 3-0

Ethicon, Norderstedt

1.3.

Chemikalien und Pharmazeutika

Produkt

Hersteller

Dulbecco’s Phosphate Buffered
Saline

Sigma Aldrich, Mannheim

Ethanol p.a.

Merck, Darmstadt

Essigsaure (100%)

Merck, Darmstadt
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FITC-Albumin Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
USA

FITC-Sinistrin Fresenius Kabi, Osterreich

Formaldehyd Merck, Darmstadt

Glycergel Mounting Medium

Dako Cytomation, Glostrup, Danemark

Heparin (5000 I.E./ml)

Roche, Mannheim

HCI Merck, Darmstadt
Isofluran Baxter, Hochstadt
Isopropanol Merck, Darmstadt

Isotone NaCl-Ldsung 0,9%

B. Braun, Melsungen

Leukosilk

BSN medical GmbH, Hamburg

Losartan Potassium

Sigma Aldrich, Mannheim

Lucifer Yellow

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
USA

Methanol

Merck, Darmstadt

NaCl

Merck, Darmstadt

Netzschlauchverband, GroRe 2

MaiMed GmbH, Neuenkirchen

Paraffin

Leica, Wetzlar

Paraformaldehyd

Merck, Darmstadt

Xylol

Merck, Darmstadt
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2. Methodische Vorarbeiten: Generierung eines geeigneten
Rattenstamms fir die Untersuchung des 2K1C-Modells
mit Hilfe der Multiphotonen-Mikroskopie

Um einen geeigneten Rattenstamm zu erhalten, der im Vergleich zu MWF-Ratten
ahnlich gut fur die Multiphotonen-Mikroskopie geeignet ist, aber dennoch eine
normale Nierenfunktion zeigt, wurden MWF Ratten mit Wistar Ratten gekreuzt.
Wichtige renale Parameter wurden in der F1-Generation der Kreuzungstiere
(MWF/W) untersucht. Alle im Folgenden beschriebenen Eigenschaften wurden in
weiblichen und ménnlichen MWF, Wistar und MWF/W Ratten (n=6) analysiert.

2.1. Korpergewichtsentwicklung

Um den Wachstumsverlauf der MWF/W Ratten zu dokumentieren und mit MWF
bzw. Wistar Ratten vergleichen zu konnen, wurde das Korpergewicht zu
verschiedenen Zeitpunkten gemessen. Das Gewicht der Tiere wurde im Alter von
6, 10, 14 und 26 Wochen dokumentiert.

2.2. Blutdruckmessung

Die Blutdruckmessung der Ratten erfolgte analog zur Blutdruckmessung nach der
Riva-Rocci Methode beim Menschen mit der nicht- invasiven Tail-Cuff Methode.
Vor der ersten Messung wurden die Tiere an vier aufeinanderfolgenden Tagen an
die experimentelle Prozedur gewohnt. Am funften Tag wurde die eigentliche
Blutdruckmessung durchgefiihrt. Fiir die Messung wurden die Tiere in einem
Restrainer fixiert und zunachst bei 37°C in der Messkammer aufgewarmt, um eine
Dilatation der Schwanzgefale zu erzielen. Direkt an der Schwanzwurzel wurde
die Druckmanschette mit dahinterliegendem Drucksensor angebracht.
Computergestitzt wurde der Blutdruck anhand von funf Einzelmessungen
bestimmt und daraus pro Versuchstier ein Mittelwert gebildet.

2.3. GFR Bestimmung mittels transkutaner Messung

Die Messung der glomeruléaren Filtrationsrate (GFR) an wachen Ratten erfolgte
mit einer nicht-invasiven transkutanen Messmethode. Die Plasma-Clearance-
Messung von exogenen Markern, wie von FITC-Inulin und FITC-Sinistrin gilt
dabei als Goldstandard.

Das NIC-Kidney Device (NIC: non-invasiv clearance) der Firma Mannheim

Pharma & Diagnostics, welches zur Clearancebestimmung nétig ist, besteht aus
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zwei Licht emittierenden Dioden mit einem Emissionsmaximum bei 470 nm fur
FITC-Sinistrin. Eine eingebaute Photodiode detektiert das Fluoreszenzlicht bei
525 nm. Nach Verstarkung und Digitalisierung des Signals wird es in einem
internen Speicher des Mikrokontrollers abgelegt und kann nach Beendigung der
Aufzeichnung (zwei Stunden) mit einer USB-Verbindung auf den PC (bertragen
werden.

Vor der Messung wurde bei den Ratten unter kurzer Isoflurannarkose (2,5 Vol%)
ein ca. 5x5 cm grolier Bereich am Rucken enthaart. Hierflr wurde ein elektrischer
Rasierer und Enthaarungscreme verwendet. Um am Tag der Messung die
Aufnahme von Narkosegas zu minimieren, erfolgte dies einen Tag vor der

Messung.

Fur die eigentliche Messung war eine kurze Allgemeinnarkose mit 2,5 Vol%
Isofluran notig, wéhrend der das Tier auf einem beheizbaren Operationstisch
gelagert wurde. Das mit einer Batterie verbundene Messelement wurde auf einem
selbstklebenden Pflaster mit einer Aussparung fur die Dioden aufgebracht.
AnschlieBend wurde es auf der rasierten Hautstelle festgeklebt. Um ein
Abrutschen zu verhindern, sichert man das NIC-Kidney Device mit einem
Schlauchverband und Leukosilk Tape.

Nach einer dreiminitigen Aufzeichnung des Hintergrundsignals der Haut wurde
FITC-Sinistrin (5 mg/kg KGW) in die Schwanzvene injiziert. Fir die Clearance-
Messung konnte das Tier zuriick in einen Ké&fig verbracht werden und hatte freien
Zugang zu Futter und Wasser. Nach 120 min wurde das NIC-Kidney entfernt und
die Kurve ausgelesen. Unter Anwendung des One-Compartment-Modells wurde
die Halbwertszeit fur die Exkretion von FITC-Sinistrin bestimmt. Die semi-
empirische Umwandlung der Halbwertszeit in die glomeruldre Filtrationsrate

erfolgte mit folgender Formel fiir Ratten:

- 31,26 |- KGW
0 ) 1
GFR | IO kG + 00g
g t> (min)
(Schock-Kusch et al., 2011)
2.4. Albuminausscheidung tGber den Urin

Um eine Aussage Uber das Vorliegen einer Albuminurie bei den drei zu

untersuchenden Rattenstimmen zu machen, wurde die Ausscheidung von
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Albumin in spontan abgesetztem Urin untersucht. Mittels Gefrierpunkts-
erniedrigung konnte zundchst die Urinosmolalitat bestimmt werden. Anschlieend
wurde eine Verdinnung der Proben (1:1,75) hergestellt. Die Proben wurden
zusammen mit einem Albumin BSA-Standard (0,25/0,5/1,0/1,5/2,0 pg/ml) auf ein
10%-iges SDS-PAGE-Gel aufgetragen. Um eine Quantifizierung des
Albumingehalts mdglich zu machen, wurde das Gel mit Coomassie angefarbt. Die
densitometrische Analyse erfolgte mit Image J 1.4.7. Die Ergebnisse fir den
Albumingehalt wurden gegen die ermittelte Urinosmolalitdt normalisiert und als

Albumin-Osmolalitats-Quotient ausgedriickt.

2.5. Glomerulosklerose-Index

Im Alter von 6 Monaten wurden die Versuchstiere mit 100 ml einer 3%-igen
Paraformaldehydlésung (geldst in PBS, pH=7,4) (ber die Aorta abdominalis
perfundiert und beide Nieren entnommen. Aus den Paraffin fixierten Nieren
wurden Schnitte mit einer Dicke von 5 pum angefertigt und eine PAS-Farbung
durchgefuhrt. Mit Hilfe des Glomeruloskelerose-Index wurde das Ausmald der
glomeruléren Schadigung durch mesangiale Expansion semiquantitativ analysiert.
Pro Schnitt wurden 50 Glomeruli nach der Methode von el Nahas (el Nahas et al.,
1991) beurteilt, wobei eine Einteilung in 4 Stadien stattfand (siehe Tabelle 2). Die
Klassifikation erfolgte durch zwei unabh&ngige Untersucher, wobei jeweils die

Gruppenzugehdrigkeit der Ratten nicht bekannt war.

Stadium | Histologische Veranderungen Anteil der
Veranderungen an der

Konvolutflache

0 Normales Glomerulum 0%

1 Mesangiale Verdickung mit und ohne <25%
Proliferation der Mesangiumzellen,
keine Beteiligung der Kapillaren

2 Mesangiale Proliferation mit partieller <50%
Gefallwandbeteiligung, segmentale
Sklerose




IV.Versuchstiere, Material und Methoden 43

3 GroRe Teile der Kapillaren sind durch <75%
mesangiale Proliferation oder
Narbenbildung obliteriert, diffuse

Sklerose

4 Totale Obliteration der Kapillaren mit <100%
oder ohne Kapillarthrombose, diffuse

Sklerose mit Kapillarkollaps

Tabelle 2: Glomerulosklerose-Index

2.6. Tiefe der Glomeruli unter der Nierenkapsel

Aus den Paraffin fixierten Nieren wurden Schnitte mit einer Dicke von 5 pum
angefertigt und mit Hematoxylin und Eosin (H&E) angefarbt. Die Tiefe der
Glomeruli unter der Nierenkapsel wurde mit Zen 2012 blue edition bestimmt,
wobei der geringste Abstand zwischen der Nierenkapsel und dem jeweiligen
Glomerulum ausgemessen wurde. Zur weiteren statistischen Auswertung wurden
nur die 30 oberflachlichsten Glomeruli pro Nierenschnitt herangezogen. Die
statistische Analyse wurde mit Graph Pad Prism 5 unter Anwendung eines
einseitigen ANOVA-Tests durchgefiihrt. Um diese Ergebnisse zu verifizieren,
wurden Aufnahmen mit Hilfe des Multiphotonenmikroskops von oberflachlichen
Glomeruli aller drei Stamme angefertigt. Alexa 594-BSA wurde verwendet, um
die Kapillarschlingen der Glomeruli sichtbar zu machen. Es wurden 1,3 ul/g
KGW einer 5mg/ml LOsung i.v. injiziert. Zur Aufnahme von z-Stapeln mit
512x512 Pixel wurde die Laserpower mit zunehmender Eindringtiefe ins Gewebe

angepasst (7-17%).

3. Experimentelle Erzeugung einer Nierenarterienstenose

Zur Erzeugung einer experimentellen unilateralen Nierenarterienstenose (2K1C-
Modell) wird das Lumen der A.renalis um ca. 80% eingeengt, um eine
Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems zu induzieren. Dafur hat
sich bei Ratten mit einem Korpergewicht von ca. 150 g die Implantation eines
Silberklips mit einem Innendurchmesser von 0,19 mm bewahrt. Bei allen
Versuchstieren handelte es sich um MWF/W Ratten, da sie sich auf Grund ihrer
Eigenschaften, die unter I1V.1. im Detail erklart sind, besonders zur Untersuchung

mittels Multiphotonen-Mikroskopie eignen.
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3.1. Chirurgische Implantation eines Stenoseklips

Die Tiere wurden dafir mit Isofluran (2,5 Vol%) anésthesiert und auf einem
beheizbaren Operationstisch auf der rechten Korperseite liegend gelagert. Die
linke Flanke wurde mit Hilfe eines elektrischen Rasierers enthaart, anschliefend
gereinigt und desinfiziert. Nach Abdeckung des Operationsfeldes mit einem
sterilen OP-Tuch wurde eine Kkleine Inzision in der linken Flanke gesetzt und die
Niere durch diese vorgelagert. Die A. renalis wurde von der V. renalis und dem
umgebenden Gewebe separiert und der Durchmesser der Arterie mit einem U-
formigen Silberklip (Innendurchmesser 0,19 mm) eingeengt. Die Flankeninzision
wurde mit einem resorbierbaren Faden (Vicryl USP 3.0) mit Einzelheften
verschlossen. Als Analgetikum diente Buprenorphin in einer Konzentration von
0,03 mg/kg KGW (s.c).

Dasselbe Operationsverfanren wurde in den scheinoperierten Kontrolltieren
durchgefuhrt, aber kein Klip auf die Arterie gesetzt.

3.2. Blutdruckmessungen

Die Blutdruckmessung erfolgte fir diesen Versuchsabschnitt wie in [11.2.2.
beschrieben. Vor der ersten Messung wurden die Tiere wieder an die
experimentelle Prozedur an vier aufeinanderfolgen Tagen gewdhnt. Am flinften
Tag wurde die eigentliche Basalmessung durchgefiihrt. Nach der operativen
Implantation des Stenoseklips wurde an den darauffolgenden Tagen der Blutdruck
bestimmt. Es wurden pro Tag wieder funf Einzelmessungen aufgezeichnet und
daraus pro Versuchstier ein Mittelwert gebildet. Ab einem Blutdruckanstieg
>20 mmHg im Vergleich zur Basalmessung wurden die Ratten als hyperton
eingestuft. Dies war in der Regel nach ein bis drei Tagen nach der Stenose-OP der
Fall.

4, Seitenvergleichende Untersuchung der Nierenfunktion

bei unilateraler Nierenarterienstenose

Im Folgenden sollen die Multiphotonen-mikroskopischen Methoden erklért
werden, die eingesetzt wurden, um die hdmodynamischen und funktionellen
Nierenveranderungen  zu  visualisieren, die bei einer einseitigen

Nierenarterienstenose entstehen.
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4.1. Chirurgische Vorbereitung des Versuchstiers

Die chirurgische Vorbereitung der Ratten erfolgte unter Isoflurannarkose
(2,5Vol%). Die Andasthesie wurde wéhrend der anschlieBenden Messung
aufrechterhalten. Das Versuchstier wurde in Rickenlage auf einem beheizbaren
Operationstisch in Uberstreckter Kopf-Hals-Position fixiert. Mit Hilfe einer
Rektalsonde konnte die Korpertemperatur konstant bei 37 °C gehalten werden.
Zuné&chst wurde die Haut ventral vom Larynx bis zur Thoraxapertur eroffnet und
die linke A. carotis freiprapariert. Die Katheterisierung der Arterie mit einem
heparinisiertem Polyethylen-Tubing ermdglichte die Weiterleitung des Signals
zum Druckmessfiihler. Dieses Signal wurde durch einen Briickenverstéarker
amplifiziert und mit Hilfe von Lab Chart 7 protokolliert. Auf diese Weise war
eine Uberwachung des mittleren arteriellen Blutdrucks und der Herzfrequenz
wahrend der Messungen moglich. Durch Katheterisierung der V. jugularis mit
zwei Polyethylen-Tubings konnten Fluoreszenzfarbstoffe intravends verbreicht
werden. Um die Operationswunde vor Austrocknung zu schiitzen, wurde sie mit
feuchter Gaze abgedeckt. Anschlieend wurde die Versuchsratte auf die linke
Seite gelegt, ein ca. 2 cm langer Hautschnitt kaudal des Rippenbogens gesetzt und
das Peritoneum (ber der Niere erdffnet. So konnte die Niere extraabdominal
vorgelagert und fur das Imaging am Multiphotonen-Mikroskop zugénglich
gemacht werden. Dieselbe Praparation wurde auch an der rechten Niere
durchgefuhrt. Beide Nieren wurden flir den Transport zum Mikroskop mit

feuchten Gaze Tupfern abgedeckt.

4.2. Voraussetzungen des Multiphotonen-Mikroskops zur
Nierenfunktionsmessung am narkotisierten Tier

Um die physiologische Korpertemperatur der Ratte wahrend des Versuches

aufrechtzuerhalten, ist der Mikroskoptisch des LSM 710 mit einem beheizbaren

Einsatz ausgestattet. Im Zentrum des Objekttischs befindet sich ein Deckglas, das

mit 0,9%-iger Kochsalzlésung benetzt wurde, sodass die zu untersuchende Niere

vor Austrocknung geschitzt ist.

Die Anregung der intravends injizierten Fluoreszenzfarbstoffe erfolgte mit einem
Chameleon Ultra-11 Multiphotonen-Laser (Coherent) bei einer Wellenlange von
800 nm. Als Objektiv wurde ein 40x Wasserobjektiv mit einem grofRen
Arbeitsabstand und einer addquaten numerischen Apertur eingesetzt. Das
emittierte Fluorenzlicht wurde mit Hilfe externer Detektoren registriert. Sie waren
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mit einem Bandpassfilter bei 500-550 nm (griner Kanal) und einem

Bandpassfilter bei 592,5-667,5 nm (roter Kanal) ausgestattet.

4.3. Visualisierung der Nierenstruktur und -funktion mittels
Multiphotonen-Mikroskopie
Fur die Visualisierung der Nierenstruktur wurde das Versuchstier mit der jeweils
zu untersuchenden Niere auf dem Mikroskoptisch platziert. Alle im Folgenden
beschriebenen Parameter wurden in der linken (stenotischen) und in der rechten
(kontralateralen) Niere gleichermal3en bestimmt. In den Kontrolltieren ohne
Silberklip wurde analog vorgegangen. AulRerdem erfolgte die Aufzeichnung des
Blutdrucks und der Herzfrequenz tber die gesamte Dauer des Versuchs.

4.4. Messung der kapillaren Flussgeschwindigkeit und des Blutflusses
Um das Ausmall der hdmodynamischen Veranderungen in beiden Nieren bei
unilateraler  Nierenarterienstenose ~ zu  charakterisieren,  wurden die
Blutflussgeschwindigkeit und der Blutfluss in glomeruldaren und peritubuldren
Kapillaren gemessen. Durch eine intravendse Injektion von FITC-Albumin
(0,04 mg/g KGW) wurden die BlutgefaRe sichtbar gemacht. Die Erythrozyten
werden nicht von dem Farbstoff angefarbt und erscheinen deshalb schwarz.

4.4.1. Bestimmung der Flussgeschwindigkeit und des Blutflusses in den
peritubularen Kapillaren

Bei jedem Versuchstier wurden pro Niere jeweils funf peritubuldre Kapillaren fur
die Messung ausgewahlt. Zunachst wurde eine Strecke mit ca. 15 um Lange in
einer Kapillare markiert, von der im Anschluss eine Zeitserie mit 500 Zyklen
aufgenommen wurde. Dies wird als line scan bezeichnet. Fir die Bestimmung der
Blutflussgeschwindigkeit wurde der von einem Erythrozyten zurlickgelegte Weg
und die daflr benétigte Zeit mit Zen 2010 black edition gemessen. Auf einem Z-
Stapel, der die gesamte Kapillare abbildete, konnte deren Radius ermittelt und
anschlieBend der Blutfluss quantifiziert werden. Die Blutflussgeschwindigkeit
wird berechnet aus der Strecke, die ein Erythrozyt in einer bestimmten Zeit
zuriickgelegt hat:

T e W
Blutflussgeschwindigkeit (m_s) =



IV.Versuchstiere, Material und Methoden 47

Der Blutfluss errechnet sich nach folgender Formel:

Ax
Blutfl (nl )—(rzx ™ X )
HHSS \min/ 7~ 1000x 60
4.4.2. Ermittlung der Flussgeschwindigkeit und des Blutflusses in den

glomeruléaren Kapillaren
Pro Versuchstier wurden pro Niere jeweils drei oberflachliche Glomeruli mit
jeweils drei Kapillaren ausgesucht und ein line scan aufgezeichnet. Aullerdem
wurde ein Z-Stapel aufgenommen, um im Anschluss den Radius der glomeruléren
Kapillaren zu bestimmen (siehe Abbildung 8). Die Berechnung erfolgte analog zu
11.4.4.1.

Abbildung 8: Messung der Blutflussgeschwindigkeit In der Ubersichtsaufnahme eines
Glomerulums (A) wurde die zu messende Strecke in einer Kapillare markiert (weille
Linie) und im Anschluss ein line scan aufgezeichnet. Anhand der zuriickgelegten
Wegstrecke eines Erythrozyten (Ax) und der bendtigten Zeit (At) wurde die
Flussgeschwindigkeit errechnet.

4.4.3. Messeinstellungen  fuar  die  Flussgeschwindigkeits-  und
Flussbestimmung

Fur die Aufzeichnung der ca. 30 um umfassenden Z-Stapel wurde eine

Laserpower von 6-12% eingesetzt. Die Laserpower wurde automatisch mit

zunehmender Eindringtiefe ins Gewebe angepasst. Die Bildgréiie betrug 512x512
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Pixel.

Fur die Quantifizierung der Blutflussgeschwindigkeit wurde eine Strecke von ca.
10 um in glomeruldren Kapillaren bzw. 15 um in peritubuldren Kapillaren
markiert. Pro Messung wurde eine line scan mit 500 Zyklen aufgezeichnet. Die

BildgroRe lag bei 104 Pixeln mit einer pixel dwell time von 1,97 ps.

4.5. Messung der glomerularen Filtrationsrate des Einzelnephrons
(Einzelnephron-GFR)

Die Einzelnephron-GFR ist das Gesamtvolumen des Primérharns, das von einem

einzigen Glomerulum innerhalb einer definierten Zeiteinheit filtriert wird. Sie

wird in nl/min gemessen.

45.1. Bestimmung der Einzelnephron-GFR im Seitenvergleich

In jedem Versuchstier wurden drei oberflachliche Glomeruli pro Niere
ausgewahlt, bei denen ein mindestens 150 um langer Anfangsteil des proximalen
Tubulus dargestellt werden konnte. Die BlutgeféalRe wurden durch Injektion von
FITC-Albumin (0,04 mg/g KGW) angefarbt. Es wurde ein Z-Stapel des
Glomerulums aufgezeichnet, der den Anfangsabschnitt des proximalen Tubulus
umfassend abbildete, um dessen Volumen der ersten 150 um folgendermalen zu

berechnen:
Volumen (nl) = Lingexr?xm

Im Anschluss wurde ein Bolus von 20 pl einer 5 mg/ml Lucifer Yellow Ldsung
(LY) intravends injiziert. Dies wurde in einer Zeitserie aufgezeichnet. LY ist eine
0,5 kD kleines fluoreszierendes Molekdl, das frei filtriert wird und anschlie}end
den proximalen Tubulus durchl&uft. Zur Bestimmung der Passagegeschwindigkeit
wurden zwei Messregionen festgelegt. Die erste Messregion unmittelbar am
Beginn des proximalen Tubulus und die Zweite 150 um weiter distal. Die
Fluoreszenzintensitdt des LY wird in beiden Messregionen im griinen Kanal
gemessen und gegen die Zeit aufgetragen. Durch die Bestimmung der
Zeitdifferenz At konnte spéter die Einzelnephron-GFR folgendermafRen ermittelt

werden:

Volumen (nl)
At (s)

Einzelnephron — GFR =
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45.2. Messeinstellungen fir die Bestimmung der Einzelnephron-GFR

Zunéachst wurde ein Z-Stapel des zu untersuchenden Glomerulums, wie es unter
111.4.3.3. beschrieben wurde, aufgenommen. Fir die Aufzeichnung der
Bolusinjektion von LY in einer Zeitserie war eine groRe Bildanzahl pro
Zeiteinheit nétig. Deshalb wurde nur eine BildgroRe von 100x100 Pixel erfasst.
Eine Laserpower von 6% war ausreichend und die Scangeschwindigkeit war

maximal.

4.6. Bestimmung des glomerularen Siebkoeffizienten von Albumin
(GSCa)
Der glomeruldre Siebkoeffizient gilt als ein Mall fir die Permeabilitdt der
glomerulédren Filtrationsbarriere. Er ist definiert als die Konzentration einer
gegebenen Substanz im Harnraum dividiert durch die Konzentration dieser
Substanz in den glomeruldren Kapillaren (Deen, 2004). Die Ratio der
Fluoreszenzintensitdten eines an Albumin konjugierten Farbstoffes (FITC-
Albumin) im Harnraum sowie in den glomeruldren Kapillaren steht also fir den
Siebkoeffizienten von Albumin. Die Fluoreszenzintensitten von FITC-Albumin

konnten mit Hilfe der Multiphotonen-Mikroskopie bestimmt werden.

4.6.1. Messung des GSCa mittels Multiphotonen-Mikroskopie

Zunédchst wurden pro Versuchstier pro Niere drei Glomeruli mit eindeutig
erkennbarem  Harnraum  unter der HXP-Lampe identifiziert und
Hintergrundaufnahmen ohne Fluoreszenzfarbstoff angefertigt. Die Messtiefe
betrug 30 um unter der Nierenkapsel, die mittels Second Harmonic Generation
erfasst werden konnte. Bei der Second Harmonic Generation Technik nutzt man
die Energie zweier Photonen zur Anregung und Reflektion eines neuen Photons
mit doppelter Energie. Dieses Phdnomen tritt auf, wenn zwei Photonen auf eine
nicht-zentrosymmetrische Struktur wie die kollagenhaltige Nierenkapsel fallen
(Oheim et al., 2006, Brown et al., 2013).

Es wurde eine Zeitserie aufgenommen, bei der im Abstand von 10 s sechs 16-Bit
Aufnahmen mit 512x512 Pixel erzeugt wurden. So konnte das Risiko fir eine
Schadigung des Gewebes durch den Laser gering gehalten werden. Im Harnraum
wurde in drei Messregionen und in den Kapillaren in zwei Messregionen zu

jeweils 200 Pixeln die Hintergrundfluoreszenzintensitat bestimmt.

Nach intravenéser Injektion von FITC-Albumin wurde die Messung mit gleichen
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Einstellungen wiederholt. Die Fluoreszenzintensitat wurde in drei Messregionen
in den glomeruldren Kapillaren ermittelt. Dabei war es wichtig, Regionen am
aulleren Rand der Kapillaren auszuwéhlen, weil dort die Intensitdt am groRten
war. Im Lumen der Kapillaren war die Fluoreszenzintensitit durch nicht gefarbte
Erythrozyten vermindert und hatte die Messung beeintrachtigt. Im Harnraum
wurden zwei Regionen vermessen, die nicht in der N&he glomeruldrer Kapillaren
gelegen waren, um eine Verfdlschung der Messung zu vermeiden (Siehe
Abbildung 9). Um dies zu gewdhrleisten, wurden zusatzlich Z-Stapel
aufgenommen. Fir jede Messregion wurde aus den zwei bzw. drei Messpunkten

der Mittelwert kalkuliert und fur die weiteren Berechnungen herangezogen.

Abbildung 9: Bestimmung des glomeruldren Siebkoeffizienten von Albumin A: In
Hintergrundaufnahmen wurde vor der Injektion von FITC-Albumin die mittlere
Fluoreszenzintensitat im Harnraum und in den Kapillaren bestimmt. B: Unter gleichen
Messbedingungen wurde nach der Farbstoffinjektion erneut die Fluoreszenzintensitat im
Harnraum und in den Kapillaren gemessen.

Nach Abschluss der Messung wurde der GSCa nach folgender Formel erhoben:

GSC Albumin

(Intensitit Harnraum — Hintergrundintensitit Harnraum)

- (Intensitit glom. Kapillaren — Hinter grundintensitit glom. Kapillaren

4.6.2. Messeinstellung fur die Bestimmung der GSCa
Fur jedes Glomerulum wurde eine Zeitserie mit 6 Zyklen im Abstand von 10 s in
einer Tiefe von 30 um unter der Kapsel aufgenommen. Die Laserpower wurde

konstant bei 6% gehalten (4140 mW, 800 nm). Die Verstarkung im griinen und
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roten Kanal wurde auf 530 V/550 V und ein Detektorschwellenwert von -750/0
eingestellt. Die Aufzeichnung der Z-Stapel erfolgte wie unter 111.4.3.3 erklart.

4.6.3. Dosierung und Aufreinigung des Farbstoffs FITC-Albumin
Vorerst wurde eine 40 mg/ml Losung von FITC-Albumin in isotoner Koch-
salzlésung hergestellt. Jeweils 0,5 ml der Losung wurden im Anschluss in einem
Nanosep 30K centrifugal device vier Minuten bei 140000 rpm zentrifugiert. Mit
Hilfe der Zentrifugation werden freie, nicht konjugierte Farbstoffmolekile
abgeschieden. Der Uberstand wurde abpipettiert, auf ein Volumen von 0,5 ml
aufgefullt, aliquotiert und bei -20 C bis zum Gebrauch gelagert. FITC-Albumin
kam in einer Dosierung von 1,0 ul/g KWG i.v. zum Einsatz.

4.7. Filtration von Albumin

Die filtrierte Menge an Albumin wurde aus der gemessenen Einzelnephron-GFR
und dem GSCa naherungsweise errechnet. Fir die Berechnung wurden jeweils die
Mittelwerte dieser beiden Parameter flir jedes einzelne Versuchstier heran-
gezogen. Zunachst erfolgte die Umrechnung der Einzelnephron GFR in I/min.
Unter der Annahme einer Plasmaalbuminkonzentration von 38 g/l flr Ratten
wurde die Albuminfiltration in g/min bestimmt. Um die Filtration einer
Einzelniere pro Tag zu berechnen, wurde davon ausgegangen, dass sich eine
Rattenniere aus 25 000 Nephronen zusammensetzt (Fassi et al., 1998). Folglich
konnte die Albuminfiltration pro Niere und Tag ermittelt werden. Die Ergebnisse
wurden mit scheinoperierten Kontrolltieren verglichen und als ,,Prozent von

basal‘“ ausgedriickt.

4.8. Ermittlung der Ruckresorption von FITC-Albumin im S1-
Segment des proximalen Tubulus
Zur Bestimmung der tubuldren Ruckresorption von FITC-Albumin wurde die
Fluoreszenzintensitdt im Anfangsabschnitt des proximalen Tubulus bestimmt. Als
Bildgrundlage dienten Zeitserien, die wie unter 111.4.6.2. beschrieben, auf-
genommen wurden. Pro Niere wurden drei Glomeruli mit angrenzendem S1-
Segment ausgewahlt und mit jeweils 4 Messregionen zu 2000 Pixel versehen. Von
der gemessenen Fluoreszenzintensitat wurde die Hintergrundintensitat abgezogen,
die durch Autofluoreszenz des proximalen Tubulus zustande kommt. Die
Hintergrundaufnahmen wurden vor Injektion des Farbstoffs FITC-Albumin mit

gleichen Einstellungen erzeugt.
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4.9. Aus welcher Niere kommt das Albumin im Urin?

Eine wichtige Fragestellung dieser Arbeit war es, die Herkunft des Albumins im
Urin bei unilateraler Nierenarterienstenose zu ermitteln. Untersucht man gesunde
Ratten, kann nahezu kein Albumin im Urin nachgewiesen werden. Folglich wird
die filtrierte  Albuminmenge annahernd vollstandig im Tubulussystem
rickresorbiert. Aus diesem Grund wurde angenommen, dass die mittels
Multiphotonenmikroskopie ermittelte Ruckresorption von FITC-Albumin in
gesunden Kontrolltieren einer Resorptionsleistung von 100% entspricht. Um die
im proximalen Tubulus effektiv ruckresorbierte Menge pro Niere zu erhalten,
wurde die ausgeschiedene Menge Albumin von der filtrierten Menge Albumin
subtrahiert. Verglichen mit der Resorptionsleistung in Kontrolltieren konnte somit
die resorbierte Albuminmenge der stenotischen und kontralateralen Nieren mit
und ohne Losartanbehandlung ermittelt werden. Subtrahiert man also die
Rickresorptionsleistung des proximalen Tubulus von der im Glomerulum
filtrierten Albuminmenge, erhalt man die ausgeschiedene Menge Albumin, die im
Urin erscheint. Etwaige Ungenauigkeiten kdnnen dadurch entstehen, dass bei
einer grolRen filtrierten Menge an Albumin, die Ruckresorption nicht nur im S1-
Segment des proximalen Tubulus stattfindet sondern auch in weiter distal
gelegenen Abschnitten. Dadurch kann eine Differenz zwischen der berechneten
Albuminausscheidung und der tatsachlich ausgeschiedenen Albuminmenge im

Urin erklart werden.

4.10. Peritubuléare Extravasation

Durch verringerten Blutfluss kann es zu einer gesteigerten vaskuléren
Permeabilitat und der Entstehung von Odemen im umliegenden Gewebe kommen.
Um dies im 2K1C-Modell nachzuvollziehen, wurde der Grad der peritubuldren
Extravasation analysiert. Daflir wurde auf Hohe der peritubuldren GeféaRe eine
Aufnahme (512x512 Pixel) mit einer Laserpower von 6% aufgezeichnet. Im
Anschluss wurde die Fluoreszenzintensitat von FITC-Albumin in den Kapillaren
und im angrenzenden Interstitium in jeweils vier Messregionen pro Niere ermittelt

und der Quotient fur die Extravasation von FITC-Albumin gebildet.

5. Albuminausscheidung tber den Urin

Die Bestimmung des Albumin-Osmolalitats-Quotienten wurde, wie unter 111.2.4.

im  Detail beschrieben, durchgefihrt. Um einen Basalwert der
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Albuminausscheidung fur jedes Tier zu bestimmen, wurde vor Implantation des
Stenoseklips bzw. vor der Scheinoperation Spontanurin gesammelt. Drei Tage

nach der Operation wurde erneut Urin gewonnen und analysiert.

6. Behandlung mit dem Angiotensin-11-Rezeptor-Subtyp-1-

Antagonisten Losartan

Zur Untersuchung ob die hdmodynamischen und funktionellen Veranderungen im
2K1C-Modell ATi-Rezeptor vermittelt sind, fand eine Behandlung der Tiere mit
dem AT;-Rezeptorantagonisten Losartan statt. Losartan wurde in einer Dosierung
von 200 mg/l fir 3 Tage Uber das Trinkwasser verabreicht. Die Behandlung
begann unmittelbar nach dem Erwachen der Tiere aus der Narkose fir die
Implantation des Klips bzw. einer Scheinoperation. Die Aufarbeitung der Tiere

erfolgte analog zu den unter 111.3.3 und I11.3.4. beschriebenen Versuchen.
Es ergab sich folglich eine Einteilung der Versuchstiere in vier Gruppen:

e scheinoperierte Kontrolltiere

e Tiere mit einseitiger Nierenarterienstenose

e scheinoperierte Tiere und Behandlung mit Losartan Gber das Trinkwasser
e Tiere mit einseitiger Nierenarterienstenose und Behandlung mit Losartan

Uber das Trinkwasser

7. Statistik

Die Daten wurden als Mittelwert + SEM kalkuliert. Die Analyse der Daten und
die Erstellung der Graphen erfolgten mit Microsoft Excel 2010 und GraphPad
Prism 5. Zur Ermittlung von Unterschieden wurde der Student-t-Test bzw. bei

Bedarf ein einseitiger ANOVA-Test angewendet.
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V. ERGEBNISSE

1. Charakterisierung der F1-Generation der

Kreuzungstiere aus MWF und Wistar Ratten

Um einen Rattenstamm zu generieren, der eine unbeeintréchtigte Nierenfunktion
zeigt und fur die Untersuchung mittels Multiphotonen-Mikroskopie geeignet ist,
wurden MWF und Wistar Ratten gekreuzt. Im Anschluss wurden wichtige

physiologische Parameter untersucht.

1.1. Bestimmung des Korpergewichts zu verschiedenen Zeitpunkten
der Entwicklung
Das Korpergewicht der Tiere wurde wahrend ihrer Entwicklung zu verschiedenen
Zeitpunkten dokumentiert (6, 10, 14 und 26 Wochen). Im Alter von sechs
Wochen lag die Kérpermasse der MWF und MWF/W Tiere (MWEF @: 132 g £ 2,
MWF J: 178 g+ 7, MWF/W Q: 139 g+ 5, MWF/W J: 195 g £ 3) unter der der
Wistar Ratten (Wistar Q@: 180 g+8, Wistar &: 251g+6). Im Laufe der
Entwicklung konnten die MWF Ratten nur eine geringe Zunahme der
Kdrpermasse erreichen. Im Alter von 6 Monaten hatten MWF @ ein Gewicht von
nur 209 g + 4 erreicht. MWF & hatten ein Korpergewicht von 352 g + 2. Wistar
und MWF/W Ratten erreichten in diesem Alter ein deutlich groReres
Korpergewicht (Wistar @: 306g+5, Wistar J&: 533g+17, MWEF/W Q:
266 g £ 4, MWF/W J: 491 g+ 10). Trotz des anfanglich geringeren Gewichts
erreichten die Kreuzungstiere folglich nahezu die Werte der Wistar Ratten.
MWF/W litten somit unter einer geringeren Wachstumsretadierung als MWF

Tiere.
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Abbildung 10: Entwicklung des Korpergewichts Koérpergewicht weiblicher (A) und
méannlicher (B) Ratten im Alter von 6 Wochen, Korpergewicht weiblicher (C) und
mannlicher (D) Tiere im Alter von 6 Monaten

1.2. Bestimmung der GFR in 6 Wochen und 6 Monate alten Tieren

Die glomerulére Filtrationsrate ist ein wichtiger Parameter zur Beurteilung der
Nierenfunktion. Sie wurde nicht-invasiv durch die transkutane Bestimmung der
FITC-Sinistrin Clearance ermittelt. Diese Technik ist kaum belastend fir das
Versuchstier, da weder eine langandauernde Narkose noch wiederholte
Blutentnahmen nétig sind. In der folgenden Tabelle sind sowohl die gemessenen
Absolutwerte als auch die GFR in Bezug auf 100 g Koérpergewicht flr sechs
Wochen alte Tiere dargestellt. Es ergab sich kein signifikanter Unterschied

zwischen den Rattenstimmen.
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GFR absolut (ul/min) sechs Wochen alter Ratten

Geschlecht MW + SEM p-Wert

MWF > 2,6 £ 0,002

Wistar Q 3,7£0,6 0,13
MWEF/W Q 2,7+0,2 0,38
MWEF 3 4,2+0,4

Wistar 3 53+0,5 0,13
MWF/W 3 55+0,5 0,11

GFR/100g KGW (ul/min) sechs Wochen alter Ratten

MWEF < 2,0+ 0,01

Wistar Q 2,1+0,3 0,72
MWEF/W Q 2,0£0,1 0,61
MWEF 3 2,3+£0,2

Wistar o) 2,1+0,2 0,44
MWEF/W 3 2,8+0,2 0,13

Tabelle 3: Glomerulare Filtrationsrate in sechs Wochen alten Ratten Die GFR wurde
getrennt fiir beide Geschlechter in Absolutwerten und bezogen auf 100/g KGW bestimmt.
Die Messwerte wurden mit MWF Tieren des jeweiligen Geschlechts verglichen. Die p-
Werte sind immer in Bezug auf die MWF Tiere angegeben.

Die GFR Messung wurde in sechs Monate alten Ratten auf gleiche Weise
wiederholt. Die GFR/100 g KGW zeigte keine deutlichen Unterschiede, mit
Ausnahme der MWF/W J. Sie erreichten eine deutlich groBere Filtrationsrate.
Betrachtet man die Absolutwerte, so wird deutlich, dass MWF/W @, Wistar ¢
und MWF/W & eine héhere GFR zeigten als MWF Q bzw. MWF J.
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GFR absolut (ul/min) sechs Monate alter Ratten

Geschlecht MW + SEM p-Wert

MWEF Q 2,9+0,2

Wistar Q 4,4+0,8 0,17
MWEF/W Q 4,310,2 0,009
MWEF 3 45+04

Wistar 3 9,3+ 1,0 0,01
MWF/W 3 10,5+1,0 0,007

GFR/100g KGW (ul/min) sechs Monate alter Ratten

MWF o 1,4+0,1

Wistar Q 1,4+0,3 0,94
MWEF/W Q 1,6+ 0,1 0,24
MWEF 3 1,3+0,1

Wistar 3 1,7+0,1 0,07
MWEF/W 3 2,2+0,2 0,02

Tabelle 4: Glomerulare Filtrationsrate in sechs Monate alten Tieren Die GFR wurde
erneut in mannlichen und weiblichen Tieren gemessen und mit MWF /3 verglichen.

1.3. Blutdruckmessung

Als weiterer Parameter, der Einfluss auf die Nierenfunktion nehmen kann, wurde
der Blutdruck bei wachen Ratten mit Hilfe der nicht-invasiven Tail-Cuff-Methode
ermittelt. Diese Methode bietet, nachdem die Tiere an die Versuchsbedingungen
gewohnt wurden, den groRBen Vorteil, dass keine Narkose nétig ist. Die
Analysewerte sind deshalb unverfalscht. Fur die statistische Auswertung wurde
der systolische Blutdruck genutzt. Wie zu erwarten war, zeigten sowohl weibliche
als auch mannliche MWF Ratten bereits im Alter von sechs Wochen eine
Hypertonie (MWF Q: 168 mmHg + 1, MWF &: 162 mmHg * 1). Der systolische
Blutdruck der Wistar Ratten lag in einem physiologischen Bereich (Wistar $:
130 mmHg * 1, Wistar &: 138 mmHg + 2). Durch Kreuzung der MWF Ratten
mit Wistar Ratten wurde eine signifikante Senkung des Blutdrucks erreicht
(MWE/W Q: 157 mmHg £ 1, MWEF/W &: 154 mmHg * 1).
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Abbildung 11: Systolischer Blutdruck der sechs Wochen alten Versuchstiere Sowohl
in weiblichen (A) als auch mannlichen Tieren (B) wurde ein signifikanter Unterschied
zwischen den einzelnen Stdmmen gemessen.

Im Alter von 6 Monaten wurde erneut der systolische Blutdruck gemessen. MWF
Ratten zeigten abermals hohe Werte (MWF Q: 154 mmHg+1, MWF J:
162 mmHg + 1). Bei Wistar und MWF/W Tieren wurden deutlich niedrigere
Werte ermittelt (Wistar Q: 122 mmHg + 1, Wistar J: 130 mmHg + 1, MWF/W
Q: 138 mmHg = 1, MWF/W J: 151 mmHg + 1). Vor allem bei den weiblichen
MWF/W Tieren wurde durch Kreuzung der beiden Ausgangsstamme eine

signifikante VVerbesserung des Blutdrucks erreicht.
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Abbildung 12: Systolischer Blutdruck sechs Monate alter Tiere Auch in &lteren
weiblichen (A) und mannlichen (B) Tieren zeigten sich signifikante Unterschiede
zwischen den Stdmmen. Durch Kreuzung wurde folglich eine Reduktion der Hypertonie
erreicht. MWF/W @ liegen im physiologischen Bereich.
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1.4, Albuminausscheidung

Die Entwicklung einer Albuminurie ist Kennzeichen vieler Nierenerkrankungen
und weilst haufig auf Lasionen in der glomeruldren Filtrationsbarriere hin. Eine
vermehrte  Albuminfiltration kann teilweise durch gesteigerte tubulare
Rickresorption kompensiert werden. Die Ursache einer Albuminurie kann sehr
unterschiedlich sein. Eine wichtige Rolle dabei spielt jedoch haufig ein erhohter
systemischer Blutdruck, wie er auch in MWF Ratten gefunden wurde. Die
Albuminausscheidung wurde im Folgenden als Albumin-Osmolaltitats-Quotient
((mg/ml)/(mosmol/kg)) ausgedrickt. MWF Ratten weisen bereits im Alter von 6
Wochen eine vermehrte Albuminausscheidung auf (MWE 9: 0,00046 + 0,00011,
MWF J&: 0,00072 +0,00023). Wistar und MWF/W Tiere scheiden sehr viel
weniger Albumin aus (Wistar Q: 0,000021 +0,000016, Wistar J:
0,000010 + 0,000003, MWF/W  Q: 0,00007 £0,00002, MWEF/W J:
0,00012 + 0,00005).
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Abbildung 13: Albumin-Osmolalitats-Quotient der sechs Wochen alten Tiere
weibliche Ratten (A), maénnliche Ratten (B). Aus Spontanurin wurde die
Albuminexkretion quantifiziert. Wistar und MWF/W Ratten zeigen eine geringere
Albuminausscheidung als MWF Ratten.

Mit zunehmendem Alter (6 Monate) nimmt die Albuminexkretion tGber den Urin
in MWF Ratten zu. Davon sind vor allem mannliche Tiere betroffen (MWF @:
0,00076 + 0,00243, MWF J: 0,00234 + 0,00096). Die Werte der Wistar Ratten
nehmen ebenfalls etwas zu, bleiben aber auf einem niedrigen Niveau (Wistar 9
0,00005 + 0,00001, Wistar &: 0,00011+0,00001). Auch die Albumin-
ausscheidung der MWF/W Ratten nimmt zu (MWF/W ¢: 0,00033 + 0,00013,
MWE/W & 0,00060 + 0,00011). Im Vergleich zu MWF Q/J betrigt sie jedoch
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weniger als die Halfte bzw. nur ein Viertel.
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Abbildung 14: Albumin-Osmolalitats-Quotient der sechs Monate alten Ratten
weibliche Tiere (A), mannliche Tiere (B). Mit zunehmendem Alter wurde eine groliere
Menge Albumin in allen Gruppen ausgeschieden. MWF Ratten zeigten dabei im Alter die
hdchste Albuminausscheidung.

1.5. Glomerulosklerose-Index

Durch das chronische Vorliegen einer Hypertonie kann es zur Manifestierung
glomerulosklerotischer Nierenveranderungen kommen. Aus diesem Grund wurde
der Glomerulosklerose-Index in PAS-gefdrbten Schnitten sechs Monate alter
Tiere bestimmt. Es wurden erneut sowohl weibliche als auch ménnliche Tiere der
drei Stdamme verglichen. Fiur MWF Ratten ergab sich ein Index von 2,4 + 0,08 flr
die weiblichen Tiere und 1,9 + 0,05 fur die mé&nnlichen Tiere. In Wistar Ratten
wurden deutlich weniger Anzeichen einer Sklerose festgestellt (Wistar 9:
1,6 £0,05, Wistar &: 1,5+0,04). Auch in MWF/W Ratten konnten kaum
sklerotische Veranderungen gefunden werden (MWF/W @: 1,2 £ 0,05, MWF/W
d:1,6 £0,05).
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Abbildung 15: Glomerulosklerotische Verénderungen A-C: reprasentative PAS-
Féarbung zur Bestimmung des Grades der glomerulosklerotischen Lésionen. In MWF
Tieren (A) zeigten sich deutlich starkere Veranderungen als in Wistar (B) und MWF/W
Ratten (C). Quantifizierung des Glomerulosklerose-Index in weiblichen (D) und
mannlichen (E) Tieren.

1.6. Tiefe der Glomeruli unter der Nierenkapsel

Um die glomeruldre Funktion mittels Multiphotonen-Mikroskopie untersuchen zu
kénnen, ist es von entscheidender Bedeutung, eine ausreichende Anzahl ober-
flachlicher Glomeruli zur Verfligung zu haben. Aufgrund dieser Eigenschaften
wurden, wie bereits erwahnt, bevorzugt MWF Ratten daflr eingesetzt. Auf H&E
gefarbten Schnitten wurde die Tiefe der Glomeruli unter der Nierenkapsel
bestimmt, um zu Uberprifen, ob sich MWF/W fir die Multiphotonen-
Mikroskopie eignen. In die Statistik wurden die 30 oberflachlichsten Glomeruli
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pro Nierenschnitt miteinbezogen. In jungen, weiblichen MWF Ratten lagen die
Glomuerli im Durchschnitt 84 um + 6 unter der Nierenkapsel, in mannlichen
Tieren 107 pm = 6. In Wistar Ratten sind kaum oberflachliche Glomeruli zu
finden (Wistar @: 168 £ 30, Wistar &: 213 um +4). Die Glomeruli waren in
MWEF/W Ratten deutlich oberflachlicher lokalisiert als in Wistar Ratten (MWF/W
Q: 113 um £ 4, MWF/W J: 171 um £ 6). Auch in sechs Monate alten Ratten
zeigte sich eine sehr dhnliche Verteilung (MWFQ: 73 um+8, MWF J:
96 um =8, Wistar Q: 155um=5, Wistar J&: 251 umz*10, MWF/W ©Q:
117 um = 8, MWE/W &' 185 um + 11).
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Abbildung 16: Durchschnittliche Tiefe der 30 oberflachlichsten Glomeruli unter der
Nierenkapsel weibliche sechs Wochen alte Tiere (A), weibliche sechs Monate alte Tiere
(B) MWF/W Ratten zeigen deutlich mehr oberfl&chliche Glomeruli als Wistar Ratten.

Um diese Befunde zu verifizieren, wurden Multiphotonen-mikroskopische
Aufnahmen der verschiedenen Stamme im Alter von sechs Wochen angefertigt.
Es zeigte sich, dass in MWF und MWF/W @ vergleichbar viele oberflachliche
Glomeruli sichtbar gemacht werden konnten, wohingegen es in Wistar Ratten sehr
schwierig war, Glomeruli in guter Qualitat darzustellen. Als besonders geeignet
stellten sich folglich weibliche MWF/W Ratten heraus.
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Abbildung 17: Multiphotonen-mikroskopische Aufnahmen Durch intravendse
Injektion von Alexa 594-BSA wurden die Kapillarschlingen sichtbar gemacht. A-C,
reprasentative Aufnahmen oberflachlicher Glomeruli im MWF (A), MWF/W (B) und
Wistar Ratten (C). In MWF und MWF/W Tieren konnten Glomeruli in guter Qualitét
dargestellt werden. In Wistar Ratten waren kaum Glomeruli in der Reichweite des Lasers
auffindbar.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass durch die Kreuzung von MWF und Wistar
Ratten, ein Rattenstamm erzeugt werden kann, der sich sehr gut fur die
Untersuchung der Nierenfunktion mittels Multiphotonen-Mikroskopie eignet. Im
Vergleich zu MWF Ratten zeigten MWF/W Ratten eine deutlich geringere
Wachstumsretardierung. Der Blutdruck und die Albuminausscheidung konnten
durch die Kreuzung deutlich gesenkt werden. Histologisch zeigten sie signifikant
weniger glomerulosklerotische Lé&sionen. Die GFR war in jungen Tieren
vergleichbar. Der Abfall der GFR/ g KGW im Alter, der vor allem in méannlichen
MWEF Ratten in Erscheinung tritt, war in MWF/W &' nicht so stark ausgepragt.
AuRerdem war eine gentigend grofRe Anzahl oberflachlicher Glomeruli fur die

Anregung mittels Zwei-Photonen-Laser vorhanden.

Mit diesem Rattenstamm wurden Versuchstiere generiert, die sich fur die

Multiphotonen-Mikroskopie eignen und eine normale Nierenfunktion zeigen.

In der vorliegenden Arbeit wurden alle Untersuchungen deshalb an MWF/W

Tieren im Alter von ca. 6 Wochen durchgefiihrt.
2. Hamodynamische Veranderungen im 2K1C-Modell

2.1. Blutdruck
Durch die unilaterale Verengung der A. renalis und dem damit einhergehenden
verminderten Perfusionsdruck in dieser Niere kommt es zu der Entstehung einer

renovaskuléren Hypertonie. Um dieses Kardinalsymptom auch im angewendeten
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Tiermodell nachvollziehen zu kénnen, wurden Blutdruckmessungen in allen vier

Tiergruppen durchgefinhrt.

2.1.1. Systolischer Blutdruck mit der Tail-Cuff Methode

Um zu verifizieren, dass die Stenose durch den implantierten Klip ausreichend
war, um eine arterielle Hypertonie auszulosen, wurden systolische
Blutdruckmessungen mit der Tail-Cuff Methode am wachen Versuchstier
durchgefuhrt. Bereits drei Tage nach der Operation war der Blutdruck im
Vergleich  zur Basalmessung signifikant angestiegen (145 mmHg £ 1

vs. 177 mmHg + 4, n= 10, p<0,001). Der systolische Blutdruck stieg im Mittel um

32 mmHg.
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Abbildung 18: Systolische Blutdruckmessung Der Blutdruck wurde bei MWF/W
Ratten mittels Tail-Cuff Methode gemessen. Am Tag 3 nach der experimentellen
Nierenarterienstenose ergab sich ein signifikanter Blutdruckanstieg im Vergleich zur
Basalmessung.

Durch die Behandlung mit Losartan kam es zu einem Abfall des systolischen
Blutdrucks in den scheinoperierten Tieren um durchschnittlich 9 mmHg im
Vergleich zur Basalmessung (152 mmHg £+ 2 vs. 143 mmHg * 2, n=8, p=0,007).
Bei Tieren die mit Losartan behandelt wurden, fiel der Blutdruckanstieg mit
durchschnittlich 13 mmHg £ 3 nach Stenoseimplantation sehr moderat aus
(150 mmHg + 2 vs. 163 mmHg + 2, n=9, p<0,001). Die Entwicklung einer
Hypertonie wurde durch die Behandlung folglich signifikant abgeschwécht
(177 mmHg * 4, n=10, vs. 163 mmHg * 2, n=9, p=0,001).
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Abbildung 19: Einfluss von Losartan auf den systolischen Blutdruck Unter Losartan
kam es zu einem leichten Blutdruckabfall in den scheinoperierten Tieren. Der starke
Blutdruckanstieg durch die experimentelle NAST wurde unter Losartan deutlich
abgeschwacht.

2.1.2. Mittlerer arterieller Blutdruck unter Isoflurannarkose

Wahrend der Experimente am Multiphotonen-Mikroskop wurde kontinuierlich
der mittlere arterielle Blutdruck Uberwacht. In den Kontrolltieren, die 3 Tage
zuvor scheinoperiert wurden, lag der mittlere Blutdruck bei 94 mmHg + 2 (n=7).
In den Tieren mit Nierenarterienstenose war er mit 125 mmHg +4,5 (n=8§,

p<0,001) deutlich hoher.
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Abbildung 20: Mittlerer arterieller Blutdruck unter Isoflurannarkose Der Blutdruck
wurde Uber die Gesamtdauer der MPM-Experimente in Kontrollratten und in Ratten mit
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Stenose gemessen. Es wurde ein deutlich héherer Blutdruck in Ratten mit unilateraler
Nierenarterienstenose registriert.

Der blutdrucksenkende Effekt von Losartan wurde auch unter Isoflurannarkose
deutlich. Losartan behandelte, scheinoperierte Kontrolltiere zeigten einen
mittleren arteriellen Blutdruck von 86 mmHg+2 (n=7) im Vergleich zu
unbehandelten Kontrolltieren (94 mmHg % 2, n=7, p=0,016). Auch in Tieren mit
unilateraler Nierenarterienstenose wurde eine Blutdrucksenkung durch die
Losartan Behandlung erzielt (NAST 125 mmHg+5, n=8, vs. NAST + LOS
95 mmHg + 3, n=10, p<0,001).

2.2. Peritubular-kapillare Blutflussgeschwindigkeit und Blutfluss
Anhand der Messung der Blutflussgeschwindigkeit in den peritubuléren
Kapillaren koénnen Rickschlisse auf den Blutfluss und die Durchblutung der
Niere gezogen werden. Deshalb wurden diese Messungen sowohl in der
stenotischen als auch in der kontralateralen Niere durchgefihrt. Als Referenz
diente die Blutflussgeschwindigkeit in den peritubularen Kapillaren
scheinoperierter Tiere (Kontrolle: 1,6 um/ms+ 0,3, n=7, stenotische Niere:
1,0 um/ms £ 0,2, n=7, p=0,14, kontralaterale Niere 1,9 um/ms+0,5 n=8,
p=0,60). Unter Einbeziehung des Radius der gemessenen Gefale ergeben sich fir
den peritubuléaren Blutfluss ahnliche Verhéltnisse. Als Referenzwert diente der
Blutfluss in scheinoperierten Tieren (Kontrolle: 8,5 nl/min + 1,8, n=7, stenotische
Niere: 5,1 nl/min £ 1,1 n=7, p=0,16, kontralaterale Niere: 10,2 nl/min £ 2,6, n=8,
p=0,64).

Obwohl keine signifikanten Unterschiede sichtbar wurden, zeigte sich dennoch,
dass der Blutfluss in der geklippten Niere im Vergleich zur Kontrolle um ca. 40%

verringert und in der kontralateralen Seite um ca. 20% erhéht ist.
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Abbildung 21: Peritubular-kapillare Blutflussgeschwindigkeit und Blutfluss Anhand
der zuriickgelegten Wegstrecke (Ax) eines ungefdarbten Erythrozyten in einer gewissen
Zeit  (At) wurde die  Blutflussgeschwindigkeit  bestimmt.  A:  Schnelle
Blutflussgeschwindigkeit, B: langsame Blutflussgeschwindigkeit, C: In der stenotischen
Niere wurden langsamere Blutflussgeschwindigkeiten als in der Kontrollniere erreicht.
Die Blutflussgeschwindigkeit in der kontralateralen Niere war im Vergleich zur Kontrolle
um ca. 20% erhéht. D: Der Blutfluss war in der stenotischen Niere geringgradig
langsamer und in der kontralateralen Niere geringgradig schneller als in der
Kontrollniere.

In der stenotischen Niere war auch unter dem Einfluss von Losartan die
Blutflussgeschwindigkeit mit 1,4 um/ms + 0,2 vergleichsweise gering. In der
kontralateralen Niere herrschte eine Flussgeschwindigkeit von 1,8 um/ms + 0,14.

Ahnliche Befunde wurden fiir den Blutfluss ermittelt. Durch die Behandlung mit
Losartan konnte weder in der geklippten Niere (stenotische Niere 5,1 nl/min £ 1,1
n=7 vs. stenotische Niere + Losartan 6,4 nl/min £ 0,8, n=9, p=0,38) noch in der

kontralateralen Niere (kontralaterale Niere 10,2 nl/min£2,6, n=8 vs.
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kontralaterale Niere + LOS 11,24 nl/min £ 1,0, n=8, p=0,68) ein Effekt auf den
Blutfluss beobachtet werden.
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Abbildung 22: peritubulare Blutflussgeschwindigkeit und Blutfluss unter der
Behandlung mit Losartan Losartan hatte weder in der stenotischen Niere noch in der
kontralateralen Niere einen Effekt auf den Blutfluss (B) und die Blutflussgeschwindigkeit

(©).

2.3. Glomerular-kapillare Blutflussgeschwindigkeit und Blutfluss

Da die glomeruldre Filtrationsleistung der Niere perfusionsabhangig ist, war es
von besonderem Interesse die glomerulér-kapillare Durchblutung im 2K1C-
Modell zu untersuchen. Unter physiologischen Bedingungen wird die
Durchblutung der Nierenkdrperchen durch die renale Autoregulation konstant
gehalten. Um eine Aussage zur Durchblutung der Glomeruli in diesem Modell der
renovaskularen Hypertonie machen zu kénnen, wurden die
Blutflussgeschwindigkeit und der Blutfluss in den glomeruldren Kapillaren

gemessen.

In der stenotischen Niere war die Blutflussgeschwindigkeit verglichen mit den
Kontrollnieren deutlich verringert (Kontrolle: 2,2 um/ms = 0,1 n=7 vs. stenotische
Niere 1,1 um/ms + 0,2, n=10, p<0,001). Auch der Blutfluss war in der geklippten
Niere signifikant verringert (Kontrolle: 9,9 nl/min = 0,7, n=7 vs. stenotische Niere
4,6 nl/min £ 0,8 n=10 p<0,001). In der kontralateralen Niere war sowohl die
Blutflussgeschwindigkeit (2,6 um/ms + 0,3, n=9, p=0,34) als auch der Blutfluss
(12,5nl/min £ 1,6 n=9, p=0,22) im Vergleich zu Kontrolltieren geringgradig
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gesteigert (16 bzw. 20%). Im akuten Stadium einer unilateralen
Nierenarterienstenose konnte folglich in beiden Nieren bereits eine veranderte
Perfusion der Nierenkdrperchen festgestellt werden.
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Abbildung 23: glomerular-kapillare Blutflussgeschwindigkeit und Blutfluss Durch
Implantation des Stenoseklips kam es zu einer deutlichen Verringerung der
Blutflussgeschwindigkeit (A) und des Blutflusses (B) in der stenotischen Niere. Auch in
der kontralateralen Seite zeigten sich leichte Veranderungen beider Parameter.

Bei der Wiederholung des Experiments unter Losartan-Therapie war die
Blutflussgeschwindigkeit in der stenotischen Niere (1,7 pm/ms +0,2, n=9) im
Vergleich zur unbehandelten stenotischen Niere (1,2 um/ms + 0,2 , n=10, p=0,05)
signifikant héher. Verglichen mit scheinoperierten, unbehandelten Kontrolltieren
(2,2 pm/ms £ 0,1, n=7, p=0,03) war jedoch die Blutflussgeschwindigkeit trotz der
Behandlung mit Losartan signifikant verringert. Die Blutflussgeschwindigkeit in
der kontralateralen Niere (2,6 um/ms £ 0,2, n=9) war vergleichbar mit der in der
kontralateralen Niere ohne medikamentdse Behandlung (2,6 um/ms + 0,3, n=9,
p=0,93).
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Abbildung 24: glomerular-kapillare Blutflussgeschwindigkeit Unter der Therapie mit
Losartan kam es zu einer erhéhten Blutflussgeschwindigkeit in der stenotischen Niere.
Die Blutflussgeschwindigkeit lag jedoch trotzdem deutlich unter dem Kontrollniveau.

Die Ergebnisse der Blutflussmessungen unter dem Einfluss des Angiotensin I1-
Rezeptor-Blockers in der stenotischen Niere (6,0 nl/min £0,9, n=9) und in der
kontralateralen Niere (14,1 nl/min+1,0, n=9) waren vergleichbar mit den
Ergebnissen in unbehandelten stenotischen (4,6 nl/min £ 0,8, n=10, p=0,23) und
kontralateralen Nieren (12,46 nl/min = 1,6, n=9, p=0,42).

p=0,23 p =0,42

Blutfluss (nl/min)

Abbildung 25: glomerular-kapillarer Blutfluss unter der Therapie mit Losartan Die
Messung des Blutflusses in glomeruldren Kapillaren ergab sowohl in der stenotischen als
auch in der kontralateralen Niere keine verédnderten Werte im Vergleich zur stenotischen
und kontralateralen Nieren ohne medikamentdse Beeinflussung.
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3. Untersuchung weiterer funktioneller Parameter der

Niere mit Hilfe der Multiphotonen-Mikroskopie

3.1. Einzelnephron-GFR

Die Aufrechterhaltung einer stabilen glomeruléren Filtrationsrate ist von
essentieller Bedeutung fur die Funktionsfahigkeit des Nephrons. Auch bei leichten
Blutdruckschwankungen wird dies (ber autoregulatorische Mechanischen wie
zum Beispiel myogene Effekte bzw. tubulo-glomerulare Feedback-Mechanismen
unter physiologischen Bedingungen erreicht. In der geklippten Niere konnte die
GFR des Einzelnephrons jedoch nicht mehr aufrechterhalten werden
(5,2 nl/min £ 1,7 n=9 vs. 11,7 nl/min £ 1,0 in den Kontrolltieren, n=6, p<0,001).
In der kontralateralen Seite wurde ein Anstieg der Einzelnephron-GFR um ca.
25% verzeichnet (15,1 nl/min+0,7 n=8 vs. 11,7 nl/min +1,0 n=6, p=0,016).
Dieses Phanomen wird als kompensatorische Hyperfiltration bezeichnet.

p < 0,001

p = 0,016
20- _— p = 0,008

Einzelnephron-GFR (nl/min)

Abbildung 26: Einzelnephron-GFR In der stenotischen Niere war ein signifikanter
Abfall der Einzelnephron-GFR im Vergleich zu Kontrollnieren zu verzeichnen. Im
Gegenzug dazu kam es zu einer kompensatorischen Hyperfiltration der kontralateralen
Niere.

Zu den Therapiezielen bei Patienten mit unilateraler Nierenarterienstenose zahlt
die Vermeidung von Endorganschdden in der Niere. In Folge -einer
Hyperfiltration, wie sie in der kontralateralen Niere vorherrscht (15,1 nl/min £ 0,7

n=8), kann es zu einem zunehmenden Funktionsverlust der Glomeruli kommen,
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den es therapeutisch zu verhindern gilt. Durch die Behandlung mit Losartan
konnte die Einzelnephron-GFR in der kontralateralen Niere (12,4 nl/min + 1,0,
n=9) auf Kontrollniveau (11,7 nl/min = 1,0, n=6, p=0,64) gesenkt werden.
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Abbildung 27: Einzelnephron-GFR der kontralateralen Niere Losartan bewirkte eine
signifikante Reduktion der Einzelnephron-GFR in der kontralateralen Niere. Eine
Hyperfiltration der kontralateralen Niere konnte vermieden werden, da sich die Werte im
Referenzbereich befanden.

Die Einzelnephron-GFR in den stenotischen Nieren zeigte durch die Behandlung
keine Unterschiede (stenotische Niere: 5,1 + 1,7 nl/min, n=9, stenotische Niere +
LOS 4,6 nl/min + 2,0, n=8, p=0,88).
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Abbildung 28: Einzelnephron-GFR der stenotischen Niere Nach Blockade des AT;-
Rezeptors zeigten die stenotischen Nieren behandelter Tiere eine vergleichbar niedrige
Einzelnephron-GFR wie die stenotischen Nieren unbehandelter Tiere.

3.2. GSCa

Bei einer einseitigen Nierenarterienstenose kommt es zu einer deutlich
veranderten Perfusion der Glomeruli der stenotischen Niere. Auch in der
kontralateralen Niere konnten geringfligige Unterschiede registriert werden.
Durch Verdnderungen im renalen Perfusionsdruck und in der Ang Il-
Konzentration bei unilateraler Nierenarterienstenose besteht die Hypothese, dass
es zu einer Veranderung der Permeabilitdt der Filtrationsbarriere kommt. Zur
Uberpriifung dieser Hypothese wurde der glomerulare Siebkoeffizient fiir

Albumin in der stenotischen und kontralateralen Niere bestimmt.

In der stenotischen Niere kommt es zu einem deutlichen Verlust der Integritat der
Filtrationsbarriere, was sich in einem auf das 2,1-fach erhohten GSCa
widerspiegelt (stenotische Niere, n=10, Kontrolle n=7, p=0,036). In der
kontralateralen Niere (n=8) kommt es zu einem Anstieg um 22,5% im Vergleich
zu Kontrollnieren. Obwohl die Zunahme des GSCa nicht signifikant ist (p=0,21),

sollte sie dennoch als biologisch relevant eingestuft werden.
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Abbildung 29: Effekte einer einseitigen Nierenarterienstenose auf den GSC, Unter
Kontrollbedingungen (A) kommt es nur zu einer &ulert geringen Filtration von FITC-
Albumin in den Harnraum (weil3er Pfeil). In Glomeruli unter stenotischen Bedingungen
(B) wird sichtbar mehr Albumin filtriert und folglich farbt sich der Harnraum grau. Auch
in der kontralateralen Niere (C) wird ca. 20% mehr Albumin im Vergleich zur Kontrolle
filtriert.

Um den Einfluss von Losartan auf die Integritit der Glomerulédren
Filtrationsbarriere im akuten Stadium des Goldblatt-Hypertonie-Modells zu
untersuchen, wurde erneut der GSCa bestimmt. In der behandelten Tiergruppe
war der GSCp in den Glomeruli der stenotischen Niere vergleichbar mit der
unbehandelten Tiergruppe (212% + 29, n=10 vs. 208% + 17. n=9, p=0,90). In der
kontralateralen Niere zeigte sich ein positiver, wenn auch nicht signifikanter
(p=0,24), Effekt auf die Funktionsfahigkeit der Filtrationsbarriere. Der GSCa der
kontralateralen Niere entsprach nach der Behandlung dem Kontrollniveau
(98% + 10,4, n=9 vs. 100% + 8, n=7)
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Abbildung 30: GSC, In der stenotischen Niere (A) konnte kein Effekt auf den GSCa
gemessen werden. In der kontralateralen Niere zeigte sich ein geringgradig niedrigerer
GSCa (B). Es kam folglich zu einer Stabilisierung der Filtrationsbarriere, sodass der
GSCa unter der Behandlung mit Losartan im Referenzbereich angesiedelt war.

3.3. Filtration von Albumin

Um die Veranderungen der Albuminfiltration im 2K1C-Modell zu
charakterisieren, wurde sie durch Multiplikation der Einzelnephron-GFR mit dem
GSCpa berechnet. Unter der Annahme, dass eine Rattenniere aus 25 000
Nephronen besteht (Fassi et al., 1998), ergibt sich eine Albuminfiltration pro
Niere von 0,43 g/d + 0,06 in Kontrolltieren (n=6). In der stenotischen Niere wird
trotz eines erhohten GSCa aufgrund der geringen glomeruldren Filtrationsrate
vergleichsweise wenig Albumin filtriert (0,28 g/d + 0,06, n= 9, p=0,11). In der
kontralateralen Niere wird hingegen mehr Albumin filtriert (0,62 g/d + 0,2, n=7,
p=0,31). Dies kommt durch eine deutlich erhéhte glomerulére Filtrationsrate und

die geringgradig erhohte Durchlassigkeit der Filtrationsbarriere zustande.
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Abbildung 31: Albuminfiltration im 2K1C-Modell Im Goldblatt-Hypertonie Modell
kam es zu einer deutlich verringerten Albuminfiltration in der geklippten Niere. In der
kontralateralen Niere wurde im Mittel jedoch 60% mehr Albumin filtriert als in
Kontrolltieren.

Durch die Behandlung mit Losartan konnten weder in der stenotischen
(stenotische Niere + LOS 0,45 g/d £ 0,2, n=8 vs. stenotische Niere 0,28 £ 0,06,
n=9, p=0,50) noch in der kontralateralen Niere (kontralaterale Niere + LOS
0,48 £0,1, n=9 vs. kontralaterale Niere 0,62 0,2, n=7, p=0,46) signifikante
Effekte auf die Albuminfiltration erzielt werden. Vergleicht man jedoch die
Messergebnisse der behandelten Nieren mit den Kontrollnieren, so wird deutlich,
dass die ohne Behandlung bestehenden signifikanten Unterschiede nicht mehr
vorhanden sind. In der stenotischen Niere kommt dies dadurch zustande, dass der
GSCa auch unter Behandlung auf sehr hohem Niveau bleibt und die
Einzelnephron-GFR geringgradig zugenommen hat. In der kontralateralen Niere
ergibt sich insgesamt ein leichter Rickgang der Albuminfiltration aufgrund einer
normalisierten Einzelnephron-GFR im Zusammenspiel mit einem leichten
Rickgang des GSCa. Folglich konnte durch die Therapie mit Losartan zwar kein
signifikanter, jedoch ein biologisch relevanter Effekt auf die Albuminfiltration

erzielt werden.
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Abbildung 32: Albuminfiltration unter AT,-Rezeptor Blockade im 2K1C-Modell
Die Albuminfiltration in der stenotischen (A) und kontralateralen Niere (B) zeigt durch
Losartan keine signifikanten Verdnderungen. Unter Losartan Behandlung ist jedoch
sowohl die Albuminfiltration der stenotischen als auch der kontralateralen Niere mit
Kontrollnieren vergleichbar (C), was als biologisch relevanter Effekt eingestuft wird.

3.4. Albuminruckresorption im S1-Segment des proximalen Tubulus
Die Rickresorption von Albumin im Anfangsabschnitt des proximalen Tubulus
wurde als Zunahme der Fluoreszenzintensitat nach FITC-Albumin im Vergleich
zur Basalaufnahme gemessen. In den Kontrolltieren wurde eine
Fluoreszenzintensitat von 7479 FU £ 749 (n=7) gemessen. In der stenotischen
Niere wurde durchschnittlich eine Intensitdt von 4178 FU + 1271 (n=9) bzw.
10210 FU £ 1974 in der kontralateralen Niere (n=9) bestimmt. Die
Ruckresorption von Albumin nahm folglich in der stenotischen Niere bezogen auf
die Kontrolle um 45% ab (p=0,02) und in der kontralateralen Niere um 35%
(p=0,27) zu.
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Abbildung 33: Ruckresorption von Albumin im S1-Segment des proximalen
Tubulus Unter Kontrollbedingungen (A) kam es zu einer maRigen Rickresorption von
Albumin im proximalen Tubulus. Verglichen mit der Kontrolle wurde in der stenotischen
Niere (B) deutlich weniger riickresorbiert. Im Gegensatz dazu war die Rickresorption in
der kontralateralen Niere (C) um etwa 35% erhoht. D: Auswertung der
Fluoreszenzintensitdaten von FITC-Albumin im S1-Segment als MaR fir die
Riickresorption

Die  Fluoreszenzintensitit im  S1-Segment als MaR  fir  die
Albuminrickresorptionsleistung wurde auf gleiche Weise in der stenotischen und
kontralateralen Niere in Losartan behandelten Tieren untersucht. Die ohne
Behandlung vorliegenden Unterschiede in der Fahigkeit des proximalen Tubulus
zur Rickresorption von Albumin waren nach der Behandlung nicht mehr
ersichtlich. In der stenotischen Niere + LOS wurde eine Fluoreszenzintensitat von
6001 FU £ 1165 (n=9) gemessen. Sie war mit der Intensitdt in Kontrolltieren
vergleichbar (p=0,34). Auch in der kontralateralen Niere (6957 + 806, n=8) war
die Fluoreszenzintensitat auf Kontrollniveau (p=0,65).
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Abbildung 34: Albuminrickresorption im S1-Segment unter der Therapie mit
Losartan Sowohl in der stenotischen (A) als auch in der kontralateralen Niere (B) zeigte
sich unter Losartanbehandlung eine normale Albuminriickresorption verglichen mit
Kontrollnieren.

3.5. Albuminausscheidung im Urin

Um den akuten Effekt der renovaskuldren Hypertonie auf die
Albuminausscheidung im Urin zu quantifizieren, wurde der Albumin-
Osmolalitats-Quotient in Spontanurinproben bestimmt. Der Urin wurde vor der

Behandlung und drei Tage nach Implantation des Stenoseklips gesammelt und

anhand eines Coomassie-gefarbten SDS-PAGE Gels densitometrisch analysiert.

™ Standardreihe

Tier 1, basal

Tier 2 basal

er 2, 3doh

Tier 3 basal
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Abbildung 35: Coomassie-gefarbtes SDS-Page-Gel mit basal bzw. drei Tage nach
Nierenarterienstenose gewonnenen Urinproben. Der Albumin Standard ist in folgenden
Konzentrationen aufgetragen: 2, 1,5, 1,0, 0,5 und 0,25 pg/ul.

Der Albumin-Osmolalitats-Quotient wurde auf den Basalwert des jeweiligen
Tieres bezogen. Es ergab sich eine 2,3-fach erhéhte Albuminausscheidung drei
Tage nach Beginn der Stenose.
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Abbildung 36: Quantitative Analyse der Albuminausscheidung im Urin Das in
Abbildung 35 dargestellte SDS-Page-Gel wurde im Anschluss densitometrisch
vermessen. Der Albumin-Osmolalitats-Quotient stieg aufgrund der Stenose signifikant
an.

Auch unter der Hypertoniebehandlung mit Losartan wurde die
Albuminausscheidung  quantifiziert. Es konnte eine Reduktion der
Albuminausscheidung uber den Urin um ca. 20% erzielt werden (NAST
230% + 48 vs. NAST+LOS 190% + 37, n=0,57). Verglichen mit der basalen
Ausscheidung war die Albuminausscheidung 1,9-fach erhéht. Dies war jedoch

nicht signifikant.

p=0,57
p =0,09
p =0,01
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Abbildung 37: Albuminausscheidung unter Losartanbehandlung Durch die
Behandlung mit Losartan war in Tieren mit einer unilateralen Nierenarterienstenose die
Albuminausscheidung nur noch 1,9-fach erhoht, was einer Reduktion um ca.
20% entspricht.
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3.6. Aus welcher Niere kommt das Albumin im Urin?

Um die Fragestellung zu klaren aus welcher der beiden Nieren das Albumin
kommt, welches im Urin von Tieren mit Nierenarterienstenose zu finden ist,
wurde die Albuminausscheidung naherungsweise mathematisch aus den
erhobenen Daten fir die Albuminfiltration und Ruckresorption berechnet. Dazu
wurde die Albuminfiltration und -rickresorption in den Kontrolltieren gleich
100% gesetzt und mit den Ergebnissen in der stenotischen und kontralateralen
Seite verglichen.

In der Kontrollniere kommt es zu einer nahezu vollstandigen Rickresorption von
filtriertem Albumin, da anndhernd kein Albumin (ber den Urin ausgeschieden
wird. In der stenotischen Niere hingegen ist die Rlckresorptionsleistung des S1-
Segments des proximalen Tubulus nicht ausreichend um die gesamte filtrierte
Menge an Albumin wieder aufzunehmen. Die berechnete Albuminfiltration in den
Glomeruli der stenotischen Niere betrug 65% der Albuminfiltration in
Kontrolltieren. Die Fluoreszenzintensitdt des FITC-Albumin im S1-Segmente,
welche mit dem Albumin-Uptake in dieser Region korreliert, war im Vergleich zu

Kontrolltieren deutlich geringer (56%).

In der kontralateralen Niere reicht die Resorptionskapazitat (136%) nicht aus, um

die vergrolierte Menge an filtriertem Albumin (144%) zu absorbieren.

Es wurde demnach durch ndherungsweise Berechnung der Albuminausscheidung
geschlussfolgert, dass das Albumin, das im Urin erscheint, zu gleichen Teilen aus
beiden Nieren stammt. Beiden Nieren scheinen somit an der Entstehung einer

Albuminurie im Goldblatt-Hypertonie Modell beteiligt zu sein.

Unter der Behandlung mit Losartan normalisierte sich die Albuminfiltration und -
rickresorption, sodass beide Parameter Kontrollniveau erreichten (siehe 1V.3.3.
und 1V.3.4.). Mit Hilfe des SDS-PAGE Gels wurde jedoch eine 1,9-fach erhohte
Albuminausscheidung im Urin gemessen (siehe 1V.3.5.) Diese Diskrepanz ist
wahrscheinlich dadurch zu erkléaren, dass die Albuminausscheidung unter der
Behandlung mit Losartan bei normaler Ruckresorption geringfligig (n.s.) erhéht

war.

Durch die Behandlung mit Losartan verbesserte sich die Ruckresorption in der
stenotischen Seite. Jedoch blieb sie leicht unter dem Kontrollwert (n.s.),

wohingegen die Albuminfiltration normal war. So kam es trotz der Behandlung zu
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einer vermehrten Albuminausscheidung, wenn auch in geringerem MaRe.

Wiederum waren beide Nieren an dem gesteigerten Albuminverlust beteiligt.

3.4. Permeabilitat peritubularer Gefalle

Nierenerkrankungen, die mit einer verringerten Perfusion des Gewebes
einhergehen, zeigen h&ufig eine erhdhte Permeabilitdt der Gefale. Die Folge
davon ist eine Odembildung durch Extravasation in das umliegende Gewebe. Um
den Effekt der reduzierten Durchblutung, wie sie in der stenotischen Niere
vorherrscht, zu untersuchen, wurde der Grad der peritubuldren Extravasation von
FITC-Albumin bestimmt. Im Vergleich zu Kontrolltieren (n=6) ist die
Extravasation von FITC Albumin in der stenotischen Niere (n=8) 2,5-fach erhoht.
Diese Beobachtung legt nahe, dass die Permeabilitat der peritubuldren Kapillaren

der stenotischen Niere erheblich gesteigert war. Die kontralaterale Seite (n=8) war

in diesem Parameter unverandert.

p=0,88
4004 _— p= 0,007

Extravasation in % der Kontrolle

Grad der peritubuldren
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Abbildung 38: peritubuléare Extravasation von FITC-Albumin in das Interstitium In
der Kontrollniere (A) und in der stenotischen Niere (C) wurde kaum eine Freisetzung von
FITC-Albumin aus den peritubuldren Gefdlen in das angrenzende Interstitium
beobachtet. Das Interstitium erscheint ungefarbt (weiBe Pfeile in A/C). In der
stenotischen Niere (C) kam es zu einer deutlichen Extravasation von FITC-Albumin. Das
Intersitium erschien grau (weiBer Pfeil). D: Quantifizierung der Extravasation in
peritubuléres Nachbargewebe

Auch unter Losartan wurde in der stenotischen Niere eine deutlich gesteigerte
Extravasation von Plasmabestandteilen beobachtet (stenotische Niere + LOS
240% £ 44, n=9 vs. stenotische Niere 250% + 38, n=8, p=0,86). In der
kontralateralen Niere blieb die Permeabilitit der GefaRe durch die Behandlung
ebenfalls unbeeinflusst (kontralaterale Niere + LOS 104% £ 11,6, n=9 vs.
kontralaterale Niere 103 % *+ 12, n=8, p=0,96). Den Ergebnissen zur Folge hat
eine Blockade des AT;-Rezeptors im Goldblatt-Hypertonie-Modell keinen
Einfluss auf die Durchlassigkeit der peritubuldren Kapillaren.
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Abbildung 39: Grad der peritubularen Extravasation von FITC Albumin in das
Interstitium unter Losartanbehandlung Durch die Behandlung mit Losartan konnte
kein Effekt auf den Grad der Extravasation in der stenotischen und kontralateralen Niere
erzielt werden.
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VI. DISKUSSION

In der vorliegenden Arbeit sollten in einem in vivo Modell der unilateralen
Nierenarterienstenose die Nierenfunktion und die therapeutischen Effekte des
AT;-Rezeptor-Antagonisten Losartan untersucht werden. Mit Hilfe der
Multiphotonen-Mikroskopie war es moglich, die Effekte einer einseitigen Stenose
auf beide Nieren darzustellen. Verglichen mit anderen Methoden wie
histologischen Untersuchungstechniken oder der Mikropunktion erlaubte diese
minimal invasive Technik die zeitgleiche Visualisierung der Struktur und
Funktion beider Nieren. Diese Untersuchungstechnik wurde gewéhlt, um die
Zusammenhdnge zwischen einem systemischen Blutdruckanstieg, hémo-
dynamischen Veranderungen in der Niere und deren funktionellem Einfluss auf

die Filtration der Niere besser zu verstehen.

Als Tiermodell dienten MWF/W Ratten. Sie wurden durch Kreuzung von MWF
und Wistar Ratten erzeugt. Da sie eine ausreichend grofie Anzahl oberflachlicher
Glomeruli zeigten, waren sie ahnlich gut wie MWF Ratten fir die
Intravitalmikroskopie geeignet. MWF Ratten, die oft fir intravitale
Untersuchungen eingesetzt werden, entwickeln mit zunehmendem Alter
glomerulosklerotische Lé&sionen, eine Proteinurie und Hypertonie (Hackbarth et
al., 1991). Im Gegensatz zu MWF Ratten zeigten MWF/W Ratten signifikant
weniger glomerulosklerotische L&sionen, eine geringere Proteinausscheidung im

Harn und einen niedrigeren arteriellen Blutdruck.

MWF/W Ratten stellen deshalb ein geeignetes physiologisches Tiermodell zur

Untersuchung der glomeruldren Funktion mit Hilfe der Intravitalmikroskopie dar.

1. Auswirkungen einer unilateralen Nierenarterienstenose

auf den systemischen Blutdruck

Bereits 1934 wurde die Hypothese aufgestellt, dass die Minderperfusion einer
Niere Auswirkungen auf den systemischen Blutdruck hat (Goldblatt et al., 1934).
In Folgestudien stellte sich heraus, dass eine hamodynamisch relevante
Lumenverengung der A. renalis vor allem (ber die Aktivierung des Renin-
Angiotensin-Aldosteron-Systems zu einer arteriellen Hypertonie fiihrt (Skeggs et

al., 1976). Die Behandlung der arteriellen Hypertonie und ihrer
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Folgeerscheinungen steht im Fokus der therapeutischen Intervention bei einer
Nierenarterienstenose. Bei Patienten, die keinen weiteren Risikofaktoren
ausgesetzt sind, wird eine Normalisierung des Blutdrucks auf <140 mmHg
systolisch und <90 mmHg diastolisch angestrebt. Leiden die Patienten zusatzlich
unter einem Diabetes mellitus oder einer chronischen Nierenerkrankung, sollten
systolische Werte zwischen 130-139 mmHg und diastolische zwischen 80-
85 mmHg das Ziel der Behandlung sein. Bei einer schwerwiegenden Proteinurie
sind systolische Blutdruckwert unter 125 mmHg und 75 mmHg diastolisch

erstrebenswert (Wagner and Fischereder, 2011).

Auch in der vorliegenden Arbeit konnte in MWF/W Ratten durch Erzeugung
einer unilateralen Nierenarterienstenose mit Hilfe eines Silberklips ein deutlicher
Blutdruckanstieg nachvollzogen werden. Der systolische Blutdruck, der mit der
Tail-Cuff Methode am wachen Versuchstier gemessen wurde, war im Vergleich
zu Kontrolltieren deutlich erhoht. Auch der mittlere arterielle Blutdruck, der in
anasthesierten Versuchstieren ermittelt wurde, verzeichnete im Vergleich zu
Kontrolltieren einen Anstieg. Insgesamt lagen die Absolutwerte fur den arteriellen
Blutdruck, aufgrund von bekannten kardiodepressiven Effekten des verwendeten
Narkosemittels Isofluran, auf einem niedrigerem Niveau (Merin, 1977).

Aus den Ergebnissen der Blutdruckmessungen wurde geschlussfolgert, dass
dieses Modell geeignet ist, die akuten Effekte einer unilateralen

Nierenarterienstenose mit renovaskulérer Hypertonie zu untersuchen.

Zur Standardtherapie einer unilateralen Nierenarterienstenose gehdren Inhibitoren
des Renin-Angiontensin-Aldosteron-Systems (European Stroke et al., 2011). Am
haufigsten werden ACE-Hemmer und AT;-Rezeptor-Blocker eingesetzt, wobei
die genauen Wirkungsmechanismen bislang nicht umfassend aufgekléart werden
konnten. Es wurde jedoch die Hypothese aufgestellt, dass durch Inhibition des
RAAS hamodynamische und nicht-hdamodynamische Effekte von Angiotensin Il
beeinflusst werden (Taal and Brenner, 2000, Remuzzi et al., 2005).

Nach aktuellem Wissensstand ist nicht geklart, ob ACE-Hemmer oder
Angiotensin-Rezeptor-Blocker das Mittel der Wahl in der Hypertonietherapie
sind. Unter der Behandlung mit ACE-Hemmern kommt es deutlich hdufiger zu
unerwiinschten Nebenwirkungen wie Reizhusten und angioneurotischen Odemen

(Muller-Oerlinghausen et al., 1999). Aufgrund der geringeren Nebenwirkungen
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wird die Therapie mit AT;-Rezeptor-Blockern besser toleriert und nur sehr selten
(2,3% der Falle) abgebrochen (Kluting, 1997). Des Weiteren gibt es Hinweise,
dass AT;-Rezeptor-Inhibitoren aufgrund der vermehrten Angiotensin I1-Wirkung
am AT,-Rezeptor einen therapeutischen Vorteil gegentiber ACE-Hemmern haben
kdnnten (Schiessl and Castrop, 2013, Siragy, 2009).

Aus diesem Grund wurden in der vorliegenden Arbeit die Effekte von Losartan im
2K1C-Hypertonie-Modell untersucht. Mit Losartan wurden gute blutdruck-
senkende Effekte in Tieren mit unilateraler Nierenarterienstenose erzielt. Sowohl
der systolische als auch der mittlere arterielle Blutdruck konnten durch die
Behandlung signifikant gesenkt werden. Wie zu erwarten war, hatte Losartan auch
in scheinoperierten Kontrolltieren einen blutdrucksenkenden Effekt. In Kontroll-

tieren wurde der Blutdruck durch Losartan um durchschnittlich 9 mmHg gesenkt.

2. Akute Effekte einer unilateralen Nierenarterienstenose

auf die Durchblutung der Niere

Um eine normale Nierenfunktion aufrechtzuerhalten, ist eine adaquate
Durchblutung essentiell. 20% des Herzminutenvolumens dienen bei Saugetieren
der Durchblutung der Nieren. Die Nierendurchblutung wird durch
autoregulatorische  Mechanismen (Bayliss-Effekt und tubuloglomeruldrer
Feedback-Mechanismus) im autoregulatorischen Druckbereich zwischen 80 und
170 mmHg relativ konstant gehalten. Auch das Renin-Angiotensin-Aldosteron-
System spielt in diesem Zusammenhang eine wichtige Rolle. Erst wenn der
autoregulatorische Bereich des Blutdrucks verlassen wird, fihrt dies zu einer
Veranderung des renalen Blutflusses. Die groRRziigige Blutversorgung der Niere ist
nicht primar notwendig um die metabolische Versorgung der Niere zu
gewadbhrleisten, sondern dient der Aufrechterhaltung der glomeruléaren Filtration
(Schnermann and Sayegh, 1998).

In einer Vielzahl von Studien wurde versucht, den Einfluss einer einseitigen
Nierenarterienstenose auf die Blutversorgung der geklippten und der
kontralateralen Niere zu untersuchen. Murphy et al. stellten fest, dass bei einem
Klipdurchmesser von 0,2 mm ein Blutdruckgradient Uber der Stenose von ca.
50 mmHg herrscht (Murphy et al.,, 1984). Diagnostisch gelten bereits
Druckgradienten von >15 mmHg als hdmodynamisch relevant (Kribben et al.,
1998).
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Ob der Perfusionsdruck in der Nierenarterie distal der Stenose verandert ist, ist
umstritten. Einige Studien postulieren einen normalen Druck (Schwietzer and
Gertz, 1979, Murphy et al., 1984, Bounous and Shumacker, 1962), andere

wiederum registrierten einen erniedrigten Blutdruck (Lupu and Maxwell, 1972).

Neben dem Perfusionsdruck war auch der renale Blutfluss in der Nierenarterie das
Ziel mehrerer Untersuchungen. lversen et al. berichteten einen signifikant
verminderten Blutflusses in der stenotischen und in der kontralateralen Niere im
2K1C-Modell verglichen mit Kontrolltieren. Die Messungen wurden mit Hilfe
einer Flowprobe an der A.renalis zehn Wochen nach Induktion der Stenose
durchgefihrt (Iversen et al., 1986). Bivol et al. hingegen fanden einen leicht
erhdhten Blutfluss in der kontralateralen Niere verglichen mit Kontrollnieren
(10,0 £ 1,1 ml/min vs. 8,6 + 0,7 ml/min) nach sechs Wochen andauernder Stenose
(Bivol et al., 2005). In einem chronischen renovaskuléren Hypertonie-Modell
wurde in der stenotischen Nierenarterie ein deutlich verringerter Blutfluss im

Vergleich zur kontralateralen Nierenarterie gemessen (Miyajima et al., 2005).

In vorangegangen Studien wurde lediglich die Durchblutung in der Nierenarterie
untersucht, jedoch nicht die Durchblutung der nachgeschalteten glomerulé&ren und
peritubuldren Kapillaren. Um die Zusammenhénge zwischen dem systemischen
Blutdruck und den Durchblutungsverhéltnissen in den Kapillaren der Niere besser
zu verstehen, ist die Messung des kapillaren Blutflusses essentiell. Von
besonderem Interesse ist die Durchblutung in den glomeruléren Kapillaren, da ein
erhéhter Perfusionsdruck in den glomeruldaren Kapillaren Ursache glomerularer
Schédigung sein kann. Dieses Phanomen wurde am Beispiel der diabetischen

Nephropathie hinreichend untersucht (Schnermann and Sayegh, 1998).

Um genauer zu Uberprifen, ob das glomerulédre und peritubuléare Kapillarbett von
der verdnderten Durchblutungssituation in der Nierenarterie betroffen sind,
wurden der Blutfluss und die Blutflussgeschwindigkeit in glomeruléren und
peritubul&ren Kapillaren mittels Multiphotonen-Mikroskopie untersucht.

Im Vergleich zu Kontrolltieren, war sowohl der glomeruléare (-54%) als auch der
peritubuldre Kapillarfluss (-40%) in der stenotischen Niere verringert. Die
Blutflussgeschwindigkeit in der stenotischen Niere war in dhnlichem Malie
reduziert. Dies weist darauf hin, dass trotz der Erh6hung des systemischen

Blutdrucks keine ad&quate Durchblutung der stenotischen Niere gewéhrleistet
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werden kann.

In  der kontralateralen Niere kam es zu einem Anstieg der
Blutflussgeschwindigkeit und des Blutflusses um ca. 20%. Wenngleich sich kein
signifikanter Unterschied in der Durchblutung verglichen mit Kontrolltieren zeigt,
wird jedoch deutlich, dass auch in der kontralateralen Niere die Durchblutung

verandert ist.

Vergleichbare Ergebnisse zeigten sich in Studien, die an Diabetes Patienten
durchgefuhrt wurden. Patienten, bei denen eine Hyperfiltration nachgewiesen
wurde, die als Wegbereiter glomerularer Schadigung gilt, zeigten zugleich einen
Anstieg des Kapillardrucks in den Glomeruli um ca. 20% (Skrtic et al., 2015,
Magee et al., 2009).

Durch die Behandlung mit Losartan konnte weder in der stenotischen noch in der

kontralateralen Niere ein signifikanter Effekt auf den Blutfluss erzielt werden.

3. Akute Effekte einer unilateralen Nierenarterienstenose

auf die Albuminfiltration

Um die akuten Effekte einer einseitigen Nierenarterienstenose auf die
Albuminfiltration zu untersuchen, wurden zunéchst die Einzelnephron-GFR und
der glomerulare Siebkoeffizient von Albumin bestimmt um daraus die
Albuminfiltration zu berechnen. Des Weiteren sollte geklart werden ob sich bei
einer unilateralen Nierenarterienstenose bereits im Anfangsstadium eine

Proteinurie manifestiert und ob diese glomerularen oder tubuldren Ursprungs ist.

In weiteren Experimenten wurde untersucht, ob eine Behandlung mit dem AT;-
Rezeptor-Antagonisten Losartan positive Effekte auf die oben genannten Para-

meter in diesem Modell der renovaskularen Hypertonie hat.

3.1. Akute Effekte einer Nierenarterienstenose auf die Einzelnephron-
GFR
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass die Minderperfusion einer

Niere mit einer Reduktion der glomeruléren Filtrationsleistung einhergeht.

Durch den Druckabfall proximal des Stenoseklips ist die renale Durchblutung und
der Filtrationsdruck stark eingeschrankt. Dies fuhrt zu einer vermehrten

Freisetzung neurohormonaler Faktoren wie Angiotensin Il und NO, die auch in
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der kontralateralen Niere wirksam werden. Systemisch kommt es, wie bereits
beschrieben wurde, zu einem Anstieg des systemischen Blutdrucks, der den
Blutdruckabfall in der Niere ausgleichen soll. Obwohl diese gegenregulatorische
Mechanismen aktiviert werden, kénnen lediglich 30% der Einzelnephron-GFR

aufrechterhalten werden.

In der kontralateralen Niere hingegen kommt es zu einem signifikanten Anstieg
der glomeruléren Filtration. Dieses Phdnomen wird als Hyperfiltration bezeichnet
und beschreibt einen Anstieg der GFR tber 135 ml/min/1,73 m® (Yang et al.,
2013). Die Einwirkung vasokonstriktorischer Faktoren (ANG I1) an der efferenten
Arteriole und vasodilatatorischer Faktoren an der afferenten Arteriole (NO) flihren
zu einer glomeruldaren Hypertension und einem Anstieg der glomeruldren
Filtration (Skrtic et al., 2015).

Physiologisch tritt eine Hyperfiltration wahrend der Schwangerschaft und nach
proteinreichen Mahlzeiten auf (Helal et al.,, 2012). Das Phanomen der
Hyperfiltration ist jedoch vor allem im frihen Stadium eines Diabetes mellitus
Typ 1 beschrieben und ist mit einem gesteigerten intraglomeruldren Druck,
Albuminurie und einer fortschreitenden Nephropathie assoziiert (Magee et al.,
2009). Zeigen Patienten zu Beginn ihrer diabetischen Erkrankung eine renale
Hyperfiltration, haben sie ein hoheres Risiko eine diabetische Nephropathie, die
mit einem rapiden Abfall der GFR einhergeht, zu entwickeln (Bjornstad et al.,
2015).

Der akute Anstieg der GFR in der kontralateralen Niere konnte durch die
Behandlung mit dem AT;-Rezeptorblocker Losartan auf Kontrollniveau
zurlckgefuhrt wurde. Diese Ergebnisse zeigen, dass Losartan einen direkten

Einfluss auf die GFR nimmt.

In der stenotischen Niere konnte durch Losartan kein Effekt auf die
Einzelnephron-GFR erzielt werden. Sie blieb auf unveréndert niedrigem Niveau.
Eine mdogliche Erklarung ist, dass der deutlich verminderte Zufluss zur
stenotischen Niere tber die A. renalis, der sich in einem verminderten Blutfluss in
den glomeruldren Kapillaren widerspiegelt, nicht durch die AT;-Rezeptor-
blockade beeinflusst werden konnte. Folglich wurde kein Effekt auf den

effektiven Filtrationsdruck und die glomerulére Filtrationsrate erzielt.
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3.2 Effekte auf den glomerularen Siebkoeffizienten von Albumin
In der Literatur wird beschrieben, dass die glomerulére Filtrationsrate Einfluss auf
den glomerulédren Siebkoeffizienten von Albumin nimmt. Der GSCp steht fir die

Integritét der glomeruldren Filtrationsbarriere.

Uber die Art und das AusmaR dieser Beeinflussung wird jedoch kontrovers
diskutiert. Ohlson et al. berichten aus Experimenten an der isoliert perfundierten
Niere, dass bei einem Anstieg der GFR auch der glomerulére Siebkoeffizient von
Albumin ansteigt (Ohlson et al., 2001). Nach dem ,,zwei-Poren-Modell“ wird ein
erhohter glomerulér-kapillarer Druck verantwortlich dafur gemacht, dass vermehrt
grolRere Poren in der Filtrationsbarriere entstehen. Diese Poren ermdglichen es,
dass Albumin die Filtrationsbarriere passieren kann (Rippe and Haraldsson, 1994,
Johnsson et al., 1994). Lund et al. hingegen beschreiben einen Anstieg des GSCa
bei verringerter GFR. Bei einer verringerten GFR tragt die Diffusion in
vermehrtem MaRe zum Transport von Albumin (ber die Filtrationsbarriere bei
(Lund et al., 2003).

In der vorliegenden Arbeit wurde in der stenotischen Niere bei deutlich
verminderter GFR ein Anstieg des GSCa beobachtet. Diese Ergebnisse stehen im
Einklang mit der von Lund et al. aufgestellten Hypothese. Ein Abfall der
Einzelnephron-GFR auf 30% fihrte in diesem Modell zu einer Zunahme des
GSCpa auf 212%. Eine Zunahme der Diffusion als treibende Kraft fiir den
Transport von Albumin erscheint plausibel, da aufgrund der herabgesetzten
Blutflussgeschwindigkeit in den glomeruldren Kapillaren die Kontaktzeit

verlangert ist und eine Diffusion begtnstigt wird.

In der kontralateralen Seite hingegen ist ein gegenldufiger Effekt zu beobachten.
Die Einzelnephron-GFR war um ca. 25% erhdht und ging mit einer ca. 20%-igen
Steigerung des GSCa einher. Eine erhéhte glomeruldre Filtration flhrte in der
stenotischen Niere, wie es von Ohlsen et al. beschrieben wurde, (ber einen

erhohten Perfusionsdruck zu einer gesteigerten Filtration von Albumin.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die beobachtete Veranderung des
glomerulédren Siebkoeffizienten im Modell der unilateralen Stenose von der GFR
abhangig ist. Diese Befunde zeigen deutlich, dass eine adaquate Durchblutung der
Niere und eine physiologische GFR eine zentrale Rolle fur die Funktionsfahigkeit

der Niere spielen.
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Durch die Behandlung mit Losartan konnte die Integritdt der glomeruldren
Filtrationsbarriere der stenotischen Niere nicht verbessern werden, da Losartan
auch auf den glomeruldren Blutfluss und die GFR in der stenotischen Niere

Losartan keinen Einfluss nahm.

In der kontralateralen Niere konnte die erhohte Albuminpermeabilitat der
glomeruldren Filtrationsbarriere durch Losartan gesenkt werden, da auch die

beobachtete Hyperfiltration durch die Therapie mit Losartan reduziert wurde.

Diese Befunde unterstreichen die Hypothese, dass der GSCa von der GFR ab-
hangig ist.

3.3. Albuminfiltration im Two-Kidney-One-Clip-Modell

Um die Albuminfiltration unter physiologischen Bedingungen zu bestimmen,
wurde in Kontrolltieren die Einzelnephron-GFR und der GSCa ermittelt und
multipliziert. Unter der Annahme, dass sich eine Rattenniere aus 25 000
Nephronen zusammensetzt (Fassi et al., 1998), konnte eine Filtration pro Niere

und Tag ermittelt werden.

Verglichen mit Kontrollnieren wurde in der stenotischen Seite deutlich weniger
Albumin filtriert. Dies mag zunachst etwas widerspruchlich erscheinen, da der
GSCa in der stenotischen Niere stark erhoht war. Aufgrund der niedrigen GFR in
dieser Niere wurde jedoch insgesamt weniger Albumin filtriert.

In der kontralateralen Niere wurde im Gegensatz zu der stenotischen Niere eine
deutlich groRere Menge Albumin filtriert. Trotz des nur geringfligigen Anstiegs
der glomeruldaren Permeabilitat fur Albumin, fihrte die merklich erhéhte

glomerulére Filtrationsrate zu einem Anstieg der Albuminausscheidung.

Die Behandlung mit Losartan trug sowohl in der stenotischen als auch in der
kontralateralen Niere zu einer Normalisierung der Albuminfiltration bei. In der
kontralateralen Seite, die im unbehandelten Zustand eine deutliche Hyperfiltration
von Albumin (136%) zeigte, blieb die Albuminfiltration jedoch leicht erhoht
(112%).

Der AT;- Rezeptorblockade kann folglich ein positiver Effekt auf die
Albuminfiltration in der kontralateralen Niere zugesprochen werden, da hierdurch
die GFR und der GSCa auf positive Weise moduliert werden.
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4. Akute Effekte einer unilateralen Nierenarterienstenose

auf die Albuminrickresorption im proximalen Tubulus

Obwohl seit Langem bekannt ist, dass die Entwicklung einer Albuminurie
entscheidend fir den Krankheitsverlauf ist, sind die Schliisselfaktoren die an der
Regulation einer erhohten Albuminausscheidung beteiligt sind, nicht vollstandig

geklart.

Neben der Albuminfiltration beeinflusst auch die Wiederaufnahme von Albumin
in den proximalen Tubulus die Albuminausscheidung maRgeblich. Neuere Daten
zeigen, dass der proximale Tubulus in diesem Zusammenhang eine zentrale Rolle
sowohl unter physiologischen als auch pathologischen Bedingungen spielt. Im
Besonderen besitzt das S1-Segment sehr effektive Mechanismen zur
Reabsorption, Transzytose und Aufarbeitung von filtriertem Albumin (Dickson et
al., 2014). Klassischerweise wird die Reabsorption von Albumin durch eine
rezeptor-vermittelte Endozytose mittels membran-gebundener Rezeptoren wie
Megalin und Cubilin erkl&rt. Aber auch Mechanismen der Internalisierung wie die
Caveolin-abhéngige Internalisierung und die fluid-phase Endozytose spielen eine
wichtige Rolle (Grant and Donaldson, 2009). Endozytiertes Albumin wird in der
Zelle entweder lysosomal degradiert oder gelangt durch Transytose zuriick in die
Zirkulation (Racoosin and Swanson, 1993). Der neonatale Fc Rezeptor vermittelt
dabei vermutlich eine pH-abhangige Bindung, den intrazellularen Transport und

die Selektion zwischen Transzytose und Degradierung (Dickson et al., 2014).

Endozytose von Albumin findet im gesamten proximalen Tubulus statt, jedoch ist
sie im S1-Segment am starksten ausgepragt (Clapp et al., 1988). Aus diesem
Grund wurde in dieser Arbeit die Albuminrlckresorption im S1-Segment des
proximalen Tubulus mittels Multiphotonen-Mikroskopie quantifiziert. Hierfir
wurde die Fluoreszenzintensitat des FITC-Albumin ermittelt, das im S1-Segment

endozytiert wurde.

In der stenotischen Niere wurde verglichen mit Kontrollnieren signifikant weniger
Albumin (56%) riickresorbiert. Obwohl in der stenotischen Niere relativ wenig
Albumin filtriert wird (65% im Vergleich zu Kontrolltieren), scheint der
proximale Tubulus nicht in der Lage zu sein die filtrierte Menge Albumin
vollstandig wiederaufzunehmen, sodass Albumin Uber den Harn verloren geht.

Eine mdogliche Erklarung fir den Funktionsverlust kénnte eine ischamische
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Schédigung des proximalen Tubulus sein. Die Minderdurchblutung der
peritubuldren Kapillaren fihrt zu hypoxischen Stress im Tubulussystem. Da
proximale Tubuluszellen funktional groRtenteils von aerober ATP Produktion
abhangig sind, ist dieser Tubulusabschnitt von einer Hypoxie besonders betroffen
(Schiessl et al., 2016, Bagnasco et al., 1985).

In der kontralateralen Niere hingegen wird mehr Albumin riickresorbiert (136%)
als in Kontrollnieren. Hauptgrund fur eine vermehrte Aloumin Endozytose scheint
in diesem Fall die signifikant erhohte Albuminfiltration (144%) zu sein. Jedoch
kann auch in der kontralateralen Niere, obwohl endozytotische Mechanismen
vermehrt aktiv sind, die filtrierte Menge Albumin nicht vollstandig riickresorbiert

werden.

Zusammenfassend wird deutlich, dass die Albuminriickresorption in der
stenotischen Niere deutlich beeintrachtigt ist. In der kontralateralen Niere ist eine
vermehrte Aktivierung endozytotischer Transportwege moglich um die vermehrte

Albuminfiltration zumindest teilweise zu kompensieren.

Unter der blutdrucksenkenden Therapie mit Losartan erreichte die Resorptions-

leistung des S1-Segments in beiden Nieren den Kontrollbereich.

Trotz der Behandlung mit Losartan war die Albuminfiltration in der
kontralateralen Niere geringgradig erhoht, bei normaler Resorptionsleistung im
proximalen Tubulus. Das filtrierte Albumin wurde folglich nicht vollstandig

rickresorbiert.

In der stenotischen Niere war die Albuminfiltration unter Losartanbehandlung auf
Kontrollniveau und die Ruckresorption erreichte nur den unteren Normbereich,
sodass auch in dieser Niere eine leichte Diskrepanz zwischen Filtration und

Wiederaufnahme zu erkennen war.
Die Auswirkungen dieser Ergebnisse auf die Albuminausscheidung sollen im

Anschluss erlautert werden.

5. Akute Effekte einer unilateralen Nierenarterienstenose

auf die Albuminausscheidung tber den Urin

Fir die Diagnostik von Nierenerkrankungen ist die Bestimmung der

Proteinausscheidung und vor allem der des Albumins essentiell. Die Diagnose
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einer Proteinurie bzw. Albuminurie dient jedoch nicht nur als rein diagnostischer
Marker. Sie kann auch wichtige Hinweise auf den Verlauf einer Krankheit liefern,
was sie zu einem wichtigen Indikator fur die renale und kardiovaskulare Prognose
macht (Mayer, 2005). AulRerdem wird die Verringerung einer Proteinurie durch
eine Therapie als MaR fiir die Effizienz einer Behandlung gesehen. Nach Atkins et
al. war eine 50%-ige Abnahme der Proteinurie von einer 50%-igen
Verlangsamung der Progression begleitet (Atkins et al., 2005). Bei Patienten mit
einem Typ Il Diabetes verzweifachte jede Verdoppelung der Proteinausscheidung
im Vergleich zum Ausgangswert, das Risiko, eine Niereninsuffizienz mit
Dialysepflichtigkeit zu entwickeln (Atkins, 2005)

In der vorliegend Arbeit wurde unter dem akuten Einfluss einer einseitigen
Verengung der A. renalis eine 2,3-fach erhohte Albuminausscheidung verglichen
mit der basalen Albuminausscheidung ermittelt. Diese Ergebnisse untermauern
die Verdnderungen der Albuminfiltration und -rickresorption, die mittels
Multiphotonen-Mikroskopie in der stenotischen und kontralateralen Niere

beobachtet wurden.

Die Therapie mit Losartan bewirkte eine Milderung der Albuminurie um ca. 20%.
Neben dem deutlich blutdrucksenkenden Effekt kann einer AT -Rezeptorblockade
zusatzlich ein positiver Effekt auf die Integritdit der glomeruldren
Filtrationsbarriere und die Funktionsfédhigkeit des proximalen Tubulus zu-
geschrieben werden. Dies resultiert letztendlich in einer verringerten Albumin-
ausscheidung. Nach Atkins et al. ergibt sich daraus auch ein positiver Effekt auf

den Verlauf der Erkrankung.

6. Identifizierung der Herkunft des Albumins im Urin im
Two-Kidney-One-Clip-Modell

Eine zentrale Fragestellung dieser Arbeit war es, diejenige Niere zu identifizieren,
die im 2K1C-Modell urséchlich an der Entstehung einer Albuminurie beteiligt ist.
Um zu ermitteln, ob die stenotische, die kontralaterale Niere oder beide Nieren
vermehrt Albumin ausscheiden, wurde die Albuminfiltration- und Riickresorption
ermittelt und mit Kontrolltieren verglichen. Es wurde angenommen, dass die
mittels Multiphotonenmikroskopie ermittelte Ruckresorption von FITC-Albumin
in gesunden Kontrolltieren einer Resorptionsleistung von 100 % entspricht. Durch

Subtraktion der Rickresorptionsleistung des proximalen Tubulus von der im
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Glomerulum filtrierten Albuminmenge lassen sich Rickschlisse auf die ber den

Urin ausgeschiedene Menge Albumin ziehen.

Betrachtet man zusammenfassend die Ergebnisse aus V.3. und V.4., so wird
deutlich, dass die vermehrte Albuminausscheidung der stenotischen Niere nicht
aufgrund einer gesteigerten Albuminfiltration entsteht, sondern durch eine
Dysfunktion des proximalen Tubulus. Es handelt sich hierbei folglich um eine

tubulare Proteinurie.

In der kontralateralen Seite hingegen scheint die gesteigerte Albuminfiltration, die
offenbar die Ruckresorptionsleistung des proximalen Tubulus Ubersteigt, die
Hauptursache einer vermehrten Ausscheidung zu sein. Die kontralaterale Niere

entwickelt demzufolge eine glomerulare Proteinurie.

Kontrollniere
Albuminriickresorption
im proximalen Tubulus

stenotische
Niere Albuminriickresorption
im proximalen Tubulus

kontralaterale
Niere

Albuminriickresorption im
proximalen Tubulus

2 100% 2 56% 2 136%
Albuminfiltration Albuminfiltration Albuminfiltration
im Glomerulus im Glomerulus im Glomerulus
2100 % 265% 2144 %
keine gar. gesteigerte ggr. gesteigerte
Albuminausscheidung Albuminausscheidung Albuminausscheidung
im Urin im Urin im Urin
Abbildung 40: Schema der Albuminausscheidung der stenotischen und

kontralateralen Niere im 2K1C-Modell

Unter der blutdrucksenkenden Therapie mit Losartan wurde wie bereits
beschrieben eine um ca. 20% verminderte Albuminausscheidung ermittelt, die

sich folgendermaRen erklaren lasst:

In der kontralateralen Niere normalisierte sich die Rickresorptionsleistung des

proximalen Tubulus. Die Albuminfiltration war jedoch trotz der Behandlung
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geringfugig erhoht. Folglich ergibt sich auch unter Losartenbehandlung eine

geringgradig gesteigerte Albuminausscheidung verglichen mit Kontrolltieren.

In der stenotischen Niere war eine leichte Diskrepanz zwischen Albuminfiltration
und Wiederaufnahme zu erkennen. Die Albuminfiltration lag auf Kontrollniveau
und die Ruckresorption erreichte nur den unteren Normbereich. Daraus wurde

geschlussfolgert, dass auch die stenotische Niere Albumin tber den Urin verliert.

Trotz der Therapie mit dem AT;-Rezeptor-Blocker Losartan entwickelte die
stenotische Niere eine tubuldare Proteinurie und die kontralaterale Niere eine
glomeruldre Proteinurie. Das Ausmal} der Albuminurie konnte durch die
Behandlung aber abgeschwécht werden, was die Effizienz der Therapie

untermauert und eine gunstigere Prognose fir den Krankheitsverlauf zulésst.

7. Effekte einer unilateralen Nierenarterienstenose auf die

Permeabilitat peritubularer Gefalle

In den letzten Jahren wurde zunehmend erkannt, dass auch postglomerulére
peritubuldre GefalRe eine wichtige Rolle bei der Entstehung eines akuten
Nierenversagens spielen (Molitoris, 2005, Molitoris and Sutton, 2004, Ergin et al.,
2015). Sowohl eine Sepsis als auch eine Ischdmie der Niere beeinflussen die
Integritdt und Funktion peritubulérer Kapillaren (Molitoris, 2014). Zudem wurde
in einem Endotoxdmie-Modell ein reduzierter peritubuldrer Blutfluss gemessen
(Gupta et al., 2007). Der dadurch verursachte tubulére hypoxische Stress fiihrt zur
Freisetzung lokal entzundlicher und profibrotischer Faktoren, die zum
Voranschreiten einer Nierenerkrankung beitragen (Matejovic et al., 2016). Auch
eine vaskulare Dysfunktion geht haufig mit einer zunehmenden Permeabilitat der

Kapillaren und der Bildung von Odemen einher (Molitoris, 2014).

Auch in der stenotischen Niere wurde ein um 40% verlangsamter Blutfluss in den
peritubuldren Kapillaren gemessen, der mit einer gesteigerten Permeabilitat der
Gefdlle assoziiert war. Die vermehrte Durchl&ssigkeit der Kapillaren wurde
anhand der vermehrten Extravasation von Plasmaalbumin in das Interstitium

sichtbar.

Demzufolge scheint es auch im 2K1C-Modell zu einer Dysfunktion peritubulérer
GeféaRe in der stenotischen Niere zu kommen, die mutmaBlich am Funktions-

verlust der Niere beteiligt sind. Ein mdoglicher Effekt, der durch die Minder-
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durchblutung peritubularer Gefélie beobachtet wurde, ist der teilweise Funktions-
verlust des proximalen Tubulus. Dieser Tubulusabschnitt war nicht mehr in einem
adaquaten Umfang zur Rickresorption von Albumin fahig, sodass er auf diese

Weise zu einer Albuminurie beitragt.
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VII. ZUSAMMENFASSUNG

Bei einer unilateralen Nierenarterienstenose fuhren die Minderperfusion der Niere
und die daraus resultierende Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-
Systems zu einer Vielzahl von ernstzunehmenden Folgeerkrankungen. In den
letzten Jahren wurden die Behandlungsmdglichkeiten kontrovers diskutiert und
medikamentdse Therapien werden wieder favorisiert. Besonders erfolgreich
werden Inhibitoren des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems eingesetzt.

Aus diesem Grund wurden in der vorliegenden Arbeit Experimente zur
Evaluierung der Nierenfunktion nach experimenteller Induktion einer unilateralen
Nierenarterienstenose durchgefiihrt und die Effekte einer AT;-Rezeptor-Blocker-
Therapie beleuchtet. Zur simultanen Evaluierung der Nierenfunktion und
Morphologie wurden die stenotische und die kontralaterale Niere mit Hilfe der
Multiphotonen-Mikroskopie untersucht. Die chirurgische Konstriktion der
Nierenarterie durch die Implantation eines Stenoseklips um die A. renalis flihrte
zu einem deutlichen Anstieg des systolischen Blutdrucks, der durch die
Behandlung mit dem AT;-Rezeptor-Antagonisten Losartan (200 mg/l Trink-
wasser) groRtenteils verhindert werden konnte.

Aufgrund einer unilateralen Konstriktion der Nierenarterie war der Blutfluss in
den glomeruldren und peritubuléren Kapillaren der stenotischen Niere verglichen
mit scheinoperierten Kontrolltieren deutlich vermindert. Der glomerulédre und
peritubulédre  Blutfluss der kontralateralen Niere war verglichen mit
Kontrollexperimenten um jeweils 25 bzw. 20% erhoht. Eine Therapie mit
Losartan nahm keinen Einfluss auf den glomeruldren und peritubularen Blutfluss.
Die Filtrationsleistung sowie eine intakte glomerulédre Filtrationsbarriere sind
essentiell flr eine physiologische Nierenfunktion. Aus diesen beiden Parametern
kann die Albuminfiltration in der Niere berechnet werden. In klinischen Studien
konnte beobachtet werden, dass eine Albuminurie eng mit der Abnahme der
Nierenfunktion assoziiert ist. Die Ursache kann in eine vermehrte glomerulare
Filtration und/oder eine inadaquate Albuminriickresorption im proximalen
Tubulus sein.

Die glomeruldre Filtrationsleistung der stenotischen Niere war signifikant
reduziert, wohingegen in der kontralateralen Niere eine kompensatorische

Hyperfiltration festgestellt werden konnte. Diese kann Wegbereiter fr
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strukturelle und funktionelle Veranderungen der Nieren sein. Die Behandlung mit
Losartan erzielte protektive Effekt, indem es die Entwicklung einer
Hyperfiltration in der kontralateralen Niere verhinderte. Losartan zeigte jedoch
keinen Einfluss auf die glomeruldre Filtrationsleistung der stenotischen Niere.
Unter physiologischen Bedingungen ist die Filtrationsbarriere des Glomerulums
nahezu undurchldssig fir hochmolekulare Proteine wie Albumin. Die stenotische
Niere zeigte eine deutlich erhdhte Permeabilitat der Filtrationsbarriere fur
Albumin, die durch AT;- Rezeptorblockade nicht verbessert werden konnte. Auch
in der kontralateralen Niere war die Integritat der glomeruléren Filtrationsbarriere
eingeschrankt. Jedoch konnte die Behandlung mit Losartan die erhohte
glomeruléare Albuminfiltration reduzieren.

In den untersuchten Tieren mit einer Nierenarterienstenose kam es auf’erdem zu
einer gesteigerten Ausscheidung von Albumin Uber den Urin. Durch
naherungsweise Berechnung der Albuminausscheidung konnte geschlussfolgert
werden, dass das ausgeschiedene Albumin zu gleichen Teilen aus der stenotischen
und kontralateralen Niere stammt. Die Albuminurie der stenotischen Seite entsteht
durch eine tubulédre Dysfunktion, wohingegen sie in der kontralateralen Niere
glomeruléren Ursprungs ist. Durch die Behandlung mit Losartan wurde die
Albuminurie um ca. 20% gemildert.

Im Einklang mit aktuellen klinischen Studien zeigen die vorliegenden Befunde,
dass die medikamentdse Hypertoniebehandlung mit einem Angiotensin-Rezeptor-
Blocker bei der unilateralen Nierenarterienstenose positive Effekte hat. Sie tragen
zum einen zur Stabilisierung des Blutdrucks bei und zum anderen verbessern sie
die Funktion der kontralateralen Niere, indem sie eine kompensatorische

Hyperfiltration und den Verlust der Integritét der Filtrationsbarriere verhindern.
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VIIl.  SUMMARY

Unilateral renal artery stenosis leads to reduced perfusion of the affected kidney
and the resulting activation of the renin-angiotensin-aldosterone-system induces
many serious secondary diseases. In the least years therapeutic options were
discussed controversially and medical therapies are favored again. Especially

inhibitors of the renin-angiotensin-aldosterone-system are successfully used.

Accordingly, in this study experiments were performed to evaluate kidney
function after experimental induction of unilateral renal artery stenosis and the
effects of AT;-receptor-blocker therapy were investigated. To simultaneously
evaluate kidney function and morphology in the stenotic and the contralateral
kidney multiphoton-microscopy was used. Surgical constriction of the renal artery
was achieved by implantation of a stenotic clip. This caused a significant increase
in systolic blood pressure, which was mainly prevented by the administration of

the AT;-receptor-antagonist losartan (200 mg/L drinking water).

In the stenotic kidney unilateral constriction of the renal artery led to a significant
decrease in glomerular and peritubular blood flow compared to sham-operated
controls. Glomerular and peritubular blood flow in the contralateral kidney was
elevated by 25 % and 20%, respectively, compared to control experiments.
Losartan treatment did not influence glomerular and peritubular blood flow. The
glomerular filtration and an intact filtration barrier are essential for a physiological
kidney function. Albumin filtration can be calculated from these two parameters.
Clinical studies observed a strong correlation between albuminuria and a decline
in kidney function. Albuminuria can result from increased glomerular filtration

and/or an inadequate reabsorption of albumin in the proximal tubules.

The glomerular filtration in the stenotic kidney was significantly reduced, whereas
compensatory hyperfiltration was determined in the contralateral kidney.
Hyperfiltration can lead to structural and functional changes in the kidney.
Losartan treatment had protective effects on the development of hyperfiltration in
the contralateral kidney, but did not affect the glomerular filtration rate in the

stenotic kidney.

Under physiological conditions the glomerular filtration barrier of the glomerulus

is almost impermeable to high molecular proteins such as aloumin. The stenotic
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kidney showed a significantly increased permeability of the glomerular filtration
barrier for albumin, which could not be prevented by AT;-receptor blockade. The
integrity of the glomerular filtration barrier was also altered in the contralateral
kidney. However, losartan treatment was able to diminish the increased albumin

filtration.

Moreover, animals with renal artery stenosis excrete larger amounts of albumin
via the urine. The urinary albumin excretion of the stenotic and contralateral
kidney was determined via a calculative approach. It can be concluded, that the
excreted amount of albumin originates in equal parts form the stenotic and the
contralateral kidney. In the stenotic kidney albuminuria is caused by tubular
dysfunction, whereas in the contralateral kidney it is of glomerular origin.

Losartan therapy decreased albuminuria by 20%.

In accordance with recent clinical studies this results show, that drug treatment
with ATj-receptor blockers achieve beneficial effects in renal artery stenosis.
They contribute to the normalization of blood pressure and secondly they improve
kidney function of the contralateral kidney by preventing hyperfiltration and the
loss of the integrity of the filtration barrier.
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(Safian and Textor, 2001)

Tabelle 2: Glomerulosklerose-Index
Tabelle 3: Glomeruléare Filtrationsrate in sechs Wochen alten Tieren

Tabelle 4: Glomerulare Filtrationsrate in sechs Monate alten Tieren
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3. Abkurzungsverzeichnis
% Prozent
2K1C Two-Kidney-One-Clip (Modell der unilateralen

Nierenarterienstenose)

A Avrteria

Aa. Ateriae

Abb. Abbildung

ACE Angiotensin-converting-Enzyme
ADH Antidiuretisches Hormon

ANGI Angiotensin |

ANGII Angiotensin 11

ARB Angiotenisin-Rezeptor-Blocker
AT, Angiotensin Il1-Rezeptor Typ 1
AT, Angiotensin 1l1-Rezeptor Typ 2
bzw. beziehungsweise

BD Blutdruck

BSA Rinderalbumin

d Tag

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure
etal. und andere (et alii)

FITC Fluoresceinisothiocyanat

FU Einheit der Fluoreszensintensitat
g Erdbeschleunigung

g Gramm
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GFR
aar.
GSCa
h

H
H&E
HXP-Lampe
I.E.
V.

K

kg
KGW
LOS

LY

min
ml, pl
mg

mmHg

mol
MPM
MWEF

NaCl

Glomeruldre Filtrationsrate
geringgradig

Glomeruldrer Siebkoeffizient von Albumin
Stunde

Proton

Hé&matoxylin-Eosin (Farbung)
Fluoreszenzlampe
internationale Einheit
intravends

Kalium

Kilogramm

Korpergewicht

Losartan

Lucifer Yellow

molar

Minuten

Milli-, Mikroliter

Milligramm

Druckeinheit, ImmHg = Druck, den 1 mm Quecksilbersdule

anhebt

Stoffmenge, mol = 6,02214129x1023 Teilchen

Multiphotonen-Mikroskopie
Munich Wistar Fromter

Natriumchlorid
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NAST
NIC-Kidney
n.s.

O,

OP
PAS-Reaktion
PBS

pH

post (p)

PTA

PTA(S)

RAAS
rpm

RT

S.C.
SDS-PAGE
SEM

USP

VV.

Vol%

unilaterale Nierenarterienstenose
nicht-invasives Clearencemessgerat
nicht signifikant

Sauerstoff

Operation

Periodic acid-schiff reaction
Phosphate-buffered saline

potentia Hydrogenii

nach

perkutane transluminale Angioplastie

perkutane transluminale Angioplaste mit oder ohne

Stentimplantation

Renin-Angiotensin-Aldosteron-System

revolutions per minute

Raumtemperatur

Sekunde(n)

subkutan

Sodium-Dodecyl-Sulfate Polyacrylamide-Gelelektrophorese
Standardfehler des Mittelwerts

Fadenstéarke nach dem USP-System (United States

Pharmacopeia)
Vena
Venae

VVolumenprozent
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VS. vergleiche
z.B. zum Beispiel
4, Erklarungen zum Copyright

Abbildung 1: Der Urheber der Darstellung erlaubt freundlicherweise die

Ubernahme und Veroffentlichung in Dissertationsschriften.
(Originalartikel: https://en.wikipedia.org/wiki/Renin-angiotensin_system)

Abbildung 2 und 3, Tabelle 1: Die Zeitschrift ,, New England Journtal of
Medicine* erlaubt freundlicherweise die Ubernahme einzelner Abbildungen zur

Veroffentlichung in Dissertationsschriften.
(Originalartikel: http://www.nejm.org/doi/full/10.1056/NEJM200102083440607)

Abbildung 4: Die Wiley-Blackwell Verlagsgruppe erlaubt freundlicherweise die
Veroffentlichung der Abbildung in meiner Dissertationsschrift. Die
Originalabbildung erschien 1999 im Band Nr, 3 des ,, Atlas of Diseases of the
Kidney* von Robert W. Schrier. Die Originalabbildung wurde von Marc A. Pohl
erstellt und im Kapitel Nr. 3 ,,Hypertension and the Kidney* gezeigt.

(Originalabbildung:
http://www.cybernephrology.ualberta.ca/cn/Schrier/\Volume3/chapte3/ADK3-
03_1-3.QXD.pdf)

Abbildung 5:Der Urheber (Sobarwiki) und Wikipedia erlauben freundlicherweise
die Ubernahme und Ver6ffentlichung dieser Abbildung.

(Originalabbildung: https://en.wikipedia.org/wiki/Stokes_shift

Abbildung 6 und 7: Die Zeitschrift ,,BioMed Engineering Online* erlaubt
freundlicherweise die Ubernahme einzelner Abbildungen zur Veréffentlichung in

Dissertationsschriften.

(Originalartikel: http://biomedical-engineering-
online.biomedcentral.com/articles/10.1186/1475-925X-5-36)


http://www.nejm.org/doi/full/10.1056/NEJM200102083440607
http://www.cybernephrology.ualberta.ca/cn/Schrier/Volume3/chapte3/ADK3-03_1-3.QXD.pdf
http://www.cybernephrology.ualberta.ca/cn/Schrier/Volume3/chapte3/ADK3-03_1-3.QXD.pdf
http://biomedical-engineering-online.biomedcentral.com/articles/10.1186/1475-925X-5-36
http://biomedical-engineering-online.biomedcentral.com/articles/10.1186/1475-925X-5-36
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