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Abklrzungen:

GFR glomerulare Filtrationsrate

RPF renaler Plasmafluss

PAH Paraaminohippurséure

AKI acute kidney injury

ANV akutes Nierenversagen

ATN acute tubular necrosis

RAAS Renin-Angiotensin-Aldosteron-System

TGF Tubulo-Glomerulares-Feedback

NO Stickstoffmonoxid

eNOS endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase

INOS induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase

nNOS neuronale Stickstoffmonoxid-Synthase

ROS reactive oxygen species, reaktive Sauerstoffspezies

ATP Adenosintriphosphat

cGMP cyclisches Guanosinmonophosphat

MCP 1 monocyte chemoattractant protein 1

I-1B Interleukin-13

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

OAT organic anion transporter
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MRNA
PCR
gPCR
RT-gPCR
DNA
cDNA
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SE

TNF-a

sodium/glucose cotransporter

intrinsisch sympathomimetische Aktivitat
messenger Ribonukleinsédure, Boten-RNA
polymerase chain reaction, Polymerase-Kettenreaktion
guantitative PCR, real-time PCR

Reverse Transkriptase real-time PCR
Desoxyribonukleinséure

copy-DNA, komplementére DNA
Angiotensin-Conversions-Enzym
Mittelwert

Standard Error, Standardfehler

Tumornekrosefaktor-a



1. Einleitung

Ausgehend von der Klinik und Epidemiologie des akuten Nierenversagens soll
hier Uber die Pathophysiologie auf die Mechanismen der Erkrankung

eingegangen werden, die der Arbeit zugrunde liegen.

1.1. Das akute Nierenversagen

Die Entdeckung des akuten Nierenversagens als festes Krankheitsbild fand
malfdgeblich in Folge der deutschen Luftangriffe auf London wahrend des 2.
Weltkrieges statt, die gemeinhin als ,, The Blitz" in die Geschichte eingingen. Zwar
konnte Ludwig Frankenthal in Deutschland schon einige Jahre zuvor einen
Zusammenhang zwischen einer Crush-Verletzung und dem daraufhin drohenden
akuten Nierenversagen herstellen, doch die nun in London zahlreichen
Verschuttungsopfer lieRen den britischen Arzt Eric Bywaters die Kausalitat vom
massiv anfallenden Myoglobin hin zum akuten Nierenversagen, sowie zur
Pigmentnephropathie erkennen. Er konnte zudem in Versuchen mit Kaninchen
zeigen, dass ein auf diese Weise induziertes akutes Nierenversagen durch

Harnalkalisierung und Volumengabe abgemildert werden kann.[1]

Damals beurteilte man die kurzfristig aufgetretene Beeintrachtigung der
Nierenfunktion noch als eigenstandige Krankheitsentitdt gegenuber der
chronischen Nierenerkrankung, die schon seit dem Jahrhundert zuvor bekannt
war. Heute geht man davon aus, dass beide Krankheitsbilder eng miteinander

verknupft sind und sich gegenseitig beeinflussen.[2]

1.1.1. Definition, Atiologie und Einteilung

Das akute Nierenversagen (ANV) ist eine plotzlich eintretende und potenziell
reversible Abnahme der glomerularen Filtrationsrate (GFR).[3] Bei
unterschiedlicher Atiologie der Nierenschadigung kommt es zur Retention
harnpflichtiger Substanzen (u.a. Azotamie) und zu Stérungen des Flussigkeits-,



des Elektrolyt- oder des Saure-Basen-Haushaltes. Klassischerweise ist
beschrieben, dass das ANV zunachst durch eine an- bzw. oligurische, gefolgt
von einer normo- bis polyurischen Phase gekennzeichnet ist. Dies ist allerdings
nicht zwingend zu beobachten und Uberdies nicht Voraussetzung fir die

Definition der Krankheitsentitat (s.u.).[4]

Die Ursachen fur ein ANV konnen in prarenale, intrarenale oder postrenale
unterschieden werden, wobei in bis zu 60% der Falle ein prarenales ANV
vorliegt.[4, 5] Die Nieren sind physiologischer Weise sehr gut durchblutet und
erhalten bis zu einem Viertel des Herzzeitvolumens. Ist die Blutversorgung
aufgrund einer systemischen oder lokal ausgepragten Zirkulationsstérung
eingeschrénkt, kann sich ein prarenales ANV entwickeln. Die Griunde sind
vielfaltig und reichen von Hypovolamie oder einem zu niedrigen peripheren
GefalRwiderstand, etwa bei Sepsis, Uber eine eingeschrankte kardiale
Auswurfleistung hin zu funktionellen oder strukturellen Durchblutungsstérungen
der Nieren.[4] Die Niere ist hierbei im eigentlichen Sinne noch nicht selbst
betroffen, kann aber bei anhaltender Minderversorgung[3] oder langerer
Azotamie[4] einen ischamischen Schaden erleiden. Ein postrenales ANV kann
sich bei Abflussstorungen der ableitenden Harnwege entwickeln, indem der
erhohte intratubulare Druck der glomerularen Filtration entgegenwirkt und die
Nierendurchblutung durch Obstruktion oder Inflammation gestért ist.[4] Die
Therapie besteht hierbei grundsatzlich in  einer Beseitigung des
Abflusshindernisses. Eine intrarenale Atiologie des ANV liegt vor Dbei
Erkrankungen kleinen und gré3eren Gefél3e der Niere, beispielsweise im Sinne
einer Vaskulitis, Embolien, Glomerulonephritiden oder dem Hamolytisch-
Uramischen Syndrom, bei interstitiellen Nephritiden oder nach ischamischen und
toxischen Einflussen.[4, 5] In Anlehnung an den pathologisch auffindbaren
Zellschaden nach Ischamie oder Schadigung durch endo- oder exogene
Nephrotoxine wird das ANV in diesen Fallen auch als ,acute tubular
necrosis“(ATN) bezeichnet.[4, 6]

Es wird ein akutes Nierenversagen, beziehungsweise ,acute kidney injury“(AKIl),

diagnostiziert, wenn das Serumkreatinin entweder um mindestens 0,3mg/dl



innerhalb von 48 Stunden ansteigt, oder auf das 1,5-fache des Ausgangswertes
innerhalb von 7 Tagen ansteigt oder die Urinausscheidung fur mindestens 6
Stunden auf <0,5ml/kgKG/h abfallt.[7] Das ANV kann nach den AKIN Kriterien in
Schweregrade eingeteilt werden:

Grad | Serumkreatinin Urinausscheidung
1 Anstieg um 20,3mg/dl, oder Anstieg auf | <0,5ml/kgKG/h Uber einen
=2150%-200% des Ausgangswertes Zeitraum >6 Stunden

2 Anstieg auf  >200%-300%  des | <0,5ml/kgKG/h Uber einen
Ausgangswertes Zeitraum >12 Stunden

3 Anstieg auf 24,0mg/dl mit einem akuten | <0,3ml/kgKG/h (ber einen
Anstieg um 20,5mg/dI|, oder Anstieg auf | Zeitraum =24 Stunden, oder
>300% des Ausgangswertes, oder | Anurie Uber einen Zeitraum
Nierenersatztherapie =212 Stunden

Tabelle 1: AKIN Diagnose- und Klassifikationskriterien des ANV (nach [8])

In der ebenfalls angewandten RIFLE-Klassifikation gibt es zudem noch Stadien,
die einen kompletten Verlust der Nierenfunktion Uber >4 Wochen (,Loss") oder
uber >3 Monate (,ESRD": end stage renal disease) beschreiben.[9] Ansonsten
ahneln sie den AKIN Kriterien.[10]

1.1.2. Epidemiologie

Das Auftreten des ANV ist bei Patienten in Krankenh&usern haufig und steigt
weiter stark an.[11, 12] So sind 5% der Patienten wahrend ihres
Krankenhausaufenthaltes von einem ANV betroffen, auf Intensivstationen liegt
die Inzidenz bei 50%.[3] Die Angaben zur Letalitat bewegen sich zwischen 15%
und 33%, je nachdem ob das ANV die Einweisungsdiagnose ist oder sekundar
auftritt.[11] Bei Intensivpatienten wird die Letalitatsrate sogar mit 60% bis Uber
75% angegeben.[3, 13] Insgesamt erhoht die Diagnose eines ANV die
Sterblichkeit auf das 5,5 bis 6,5-fache gegeniber Patienten mit vergleichbaren
Erkrankungen ohne ANV.[4] Der Anteil der Falle, in denen im Rahmen des ANV



eine Dialysebehandlung notwendig ist, wird zwischen 20%-75% angegeben und
10%-50% hiervon bedurfen auch weiterhin einer Dialyse.[4] Schlief3lich geht ein
ANV auch mit einem langeren Krankenhausaufenthalt einher als der Ausfall

einzelner anderer Organsysteme.[12]

Es sind verschiedene Risikofaktoren fur das ANV bekannt. Dazu gehdren unter
anderem hohes Alter, mannliches Geschlecht, Bluthochdruck, Diabetes mellitus,
ein metabolisches Syndrom und die Zugehdrigkeit zur schwarzen Ethnie.[2, 11]
Eine vorbestehende, chronische Nierenerkrankung erhoht das Risiko eines ANV

sogar um den Faktor 10 und ist somit der grof3te Risikofaktor.[2]

1.1.3. Klinischer Verlauf und Therapie

Die Symptome eines ANV sind unspezifisch. Oligo- oder Anurie sind ein
entscheidender Hinweis, die Diagnose wird aber in der Regel bei gezielter
Diagnostik im Zusammenhang mit entsprechenden Risiken gestellt.[10] Bei
Patienten mit pradisponierenden Grunderkrankungen sollte daher frihzeitig die
Nierenfunktion mittels Blut- und Urinuntersuchungen, sowie einer
Flissigkeitsbilanzierung kontrolliert werden.[3, 5] Es ist zudem zu beachten, dass

bis zu 30% der ANV polyurisch verlaufen.[14]

Die Initialphase des ANV, die sich Uber Stunden bis Tage erstrecken kann,
markiert den Beginn der Nierenschadigung und ist asymptomatisch. In der
darauffolgenden stationdren Phase manifestiert sich das ANV Kklinisch sowie
laborchemisch und seine Folgeerscheinungen werden deutlich. Die fehlende
Filtrationsleistung der Nieren fuhrt zu Azotamie, Hyperkaliamie und weiteren
Elektrolytstérungen, metabolischer Azidose, sowie zu Uberwasserung des
Organismus und Odembildung. Der Patient kann dabei zun&chst vermehrt
Midigkeit und  Konzentrationsschwache, gastrointestinale  Probleme,
Kopfschmerzen, Stenokardie und Stérungen des peripheren oder zentralen
Nervensystems wahrnehmen. Entscheidende Komplikationen sind dabei eine
akute Linksherzinsuffizienz, Herzrhythmusstérungen, ein Lungen- oder

Hirnddem, oder nosokomiale Infektionen. Anschlie3end tritt das ANV teils in eine



(mehrwochige) polyurische Phase tber, bei der auf Wasser und
Elektrolytverluste zu achten ist. In der Erholungsphase des ANV kann sich die
Nierenfunktion wieder komplett normalisieren. Selten kommt es direkt zu einem
Ubergang in ein chronisches Nierenversagen, auch wenn ein ANV ein Risiko fiir

die Entstehung eines chronischen Nierenleidens darstellt.[2, 3, 5, 14, 15]

Zur Therapie des ANV sollte bei postrenaler Genese, welche in der Regel
sonografisch diagnostiziert werden kann, die Obstruktion der ableitenden
Harnwege beseitigt werden, oder alternativ eine transurethrale, bzw.
suprapubische Harnableitung geschaffen werden. Im Falle eines intrarenalen
ANV kann gegebenenfalls die zugrunde liegende Erkrankung behandelt
werden.[15] Bei drohendem préarenalen ANV muss fruhzeitig auf die
hamodynamische Stabilisierung des Patienten geachtet werden, um eine
ausreichende Perfusion der Nieren zu gewahrleisten. Prophylaktisch kann
zudem der Einsatz von Dopamin und Schleifen- oder Osmodiuretika sinnvoll
sein. Mit Eintritt des ANV sollten diese Medikamente dann aber zun&chst
abgesetzt werden[3] und die Dosierungen der Ubrigen Medikamente gemal ihrer
renalen Exkretion angepasst werden.[5] Die Therapie konzentriert sich nun auf
die Aufrechterhaltung des Blutdrucks, sowie die genaue Flissigkeitsbilanzierung.
Zusatzlich ist auf eine ausreichende Kalorienzufuhr von 35-50 kcal/kgKG/d und
eine Insulintherapie bei Serumglukosewerten >180mg/dl zu achten.[3] Im Verlauf
kobnnen schwere Stdérungen des Elektrolythaushalts, besonders des
Kaliums(>6,5mmol/l), oder des pH-Wertes (<7,2 trotz normalem oder niedrigem
CO2-Partialdruck im  arteriellen  Blut), symptomatische Uramie oder
Volumentberlastung und Lungentdem eine Dialyse erforderlich machen.[10, 14]
Die medikamentdosen Behandlungsmdglichkeiten beschréanken sich im
Wesentlichen auf den Einsatz von Schleifendiuretika zur Therapie einer ggf.
bestehenden Volumenuiberladung des Organismus, bzw. bei Volumenmangel
auf die Zufuhr von kristalloiden Infusionslésungen.[5, 9] Im Schockgeschehen
kénnen dann darUber hinaus Vasopressoren zum Einsatz kommen.[9] Da es also
keine spezifische Therapie des ANV gibt, scheint die weitere Erforschung der ihm

unterliegenden Pathophysiologie von grol3er Bedeutung.[10, 16]



1.2. Pathophysiologie des akuten Nierenversagens

Das ANV ist ein vielseitiges Geschehen, das eine Fiille an pathophysiologischen
Vorgangen beinhaltet, etwa Schadigungen der Blutgefal3e, immunologisch-
entziindliche Prozesse, eine Beeinflussung des Zellzyklus, sowie extra- und
intrazellulare Verédnderungen des Nierenparenchyms.[2, 10] Dabei kommen
neben adaquaten Reparaturmechanismen, die die  Nierenfunktion
wiederherzustellen vermdgen, auch dauerhafte, strukturelle Umbauprozesse
zum Tragen, aus denen sich eine chronische Niereninsuffizienz entwickeln
kann.[2] Im Folgenden soll es vor allem um den Ablauf des ischamisch bedingten

ANV gehen, welches den Versuchen dieser Arbeit zugrunde liegt.

Eine UberméafRige und andauernde Vasokonstriktion der praglomerularen
Nierengefalde gilt als charakteristisches Merkmal im ANV und tragt zur Ischamie
und Hypoxie der Niere bei.[17-19] Vermittelt wird diese mdglicherweise durch
vermehrte Produktion von Angiotensin Il, Thromboxan Az und Endothelin-1, die
Uber G-Protein gekoppelte Rezeptoren einen erhéhten Gefaldtonus bewirken.[17]
Diesem Ubergeordnet steht eine verstarkte sympathische Regulierung und somit
eine Aktivitatssteigerung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems
(RAAS).[10, 18]

Unter physiologischen Bedingungen gibt es in der Niere verschiedene Systeme,
die eine Vasodilatation der Nierengefal3e bewirken. Im ANV reagieren diese teils
paradox, teils greifen sie nicht mehr. So wurde etwa gezeigt, dass in ischamisch
geschadigten Nieren Acetylcholin nicht mehr wie Ublich eine Dilatation, sondern
eine Vasokonstriktion bewirkt.[19, 20] Stickstoffmonoxid (NO) gilt als weiterer
wichtiger Regulator des Gefal3tonus im Sinne eines dilatierenden Effektes,
dessen Produktion aus der Aminosaure L-Arginin unter anderem Uber die
endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS) vermittelt wird.[21] Dieser die
Hamodynamik am Vas afferens guinstig beeinflussende Effekt der eNOS scheint
im ANV verringert zu sein.[19, 22] Dem gegenuber steht die induzierbare

Stickstoffmonoxid-Synthase (iNOS), die im ANV vermehrt exprimiert wird und



deren erhohte relative Aktivitat in Beziehung zur eNOS als Charakteristikum des
ANV (qilt.[20-23] Eine Verschiebung zugunsten der iNOS kodnnte zu einem
funktionellen Mangel an NO fuhren, wofir die Tatsache spricht, dass man mit der
Substitution des Substrates L-Arginin im ANV eine bessere Nierenleistung nach
ischAmischem ANV herbeifihren kann, obwohl dieses eigentlich in
ausreichender Konzentration im Blut vorhanden ist. Dieser Sachverhalt wird auch

als das ,L-Arginin Paradoxon® bezeichnet.[21]

Ein weiterer Grund fiir die Reduktion der Nierendurchblutung und somit Abfall der
GFR im ANV ist das an der Macula densa ausgeldste Tubulo-Glomerulare-
Feedback (TGF).[19, 24] Kommt es im Rahmen des ANV zu einer verringerten
Ruckresorption von Kochsalz im proximalen Tubulus, wird Uber diesen
Mechanismus eine Konstriktion des Vas afferens im zugehdrigen Nephron
herbeigefuhrt.[25] Die Vasokonstriktion wird hierbei durch das im Bereich des
juxtaglomerularen Apparates des distalen Tubulus vermehrt abgegebene
Adenosin und seine Bindung an Ai-Rezeptoren der Gefalimyozyten
vermittelt.[26]

Als besonders sensibel fur den ischamischen Schaden, der mehr auf einer
regionalen Verteilungsstorung als auf einer Reduktion der Gesamtdurchblutung
der Nieren zu beruhen scheint, gilt die &uRere Medulla, in der das S3-Segment
des proximalen Tubulus und der dicke, aufsteigende Teil der Henle-Schleife

liegen.[19]

Neben den oben genannten funktionell bedingten Verdnderungen der
Nierendurchblutung kommt es zusatzlich zu einer mechanischen
Beeintrachtigung, die Folge eines Zellodems der Endothelien, der Aktivierung
von Gerinnungskaskaden und der Interaktion von Leukozyten mit den
GefalRwéanden ist. Hier zeigt sich, dass das ANV in gewisser Weise auch ein
entztindlicher Prozess ist: Die Adhasion der Leukozyten am Gefal3endothel wird
von Zytokinen, Chemokinen, Eikosanoiden und reaktiven Sauerstoffspezies
(reactive oxygen species, ROS) aktiviert, die teilweise in der Folge wiederum von
den Leukozyten selbst gebildet werden und zum erh6hten Gefal3tonus

beitragen.[19]



Des Weiteren ist der Aufbau des Zytoskeletts der Blutgefal3e, sowie der Zell-Zell
Kontakte und der Glykokalix der Endothelzellen gestort, was im ischamischen
ANV die Gefal3permeabilitat erhéht und die Blutzirkulation beeintrachtigt.[19, 27]

In einer ersten Phase des ANV kommt es auf zellularer Ebene zu einer Stérung
des physiologischen Natrium, Kalium und Kalziumhaushaltes und als Folge der
Ischamie zu einer Erschopfung der ATP-Reserven. Schon sehr friih kann es dann
aufgrund des ATP-Mangels - und bei Reperfusion sogar noch beschleunigt durch
den Wiederanstieg des pH-Wertes - zur Offnung eines ,Todeskanals® in der
Zellmembran und somit zur Nekrose der Zelle kommen.[19] Dieser Kanal setzt
sich aus Proteinen der Membran selbst zusammen und macht sie fir

Makromolekile durchlassig.[28]

Folgendes Schaubild veranschaulicht die oben beschriebenen Einfliisse auf die
Niere im ischdmischen ANV. Die verschiedenen pathophysiologischen

Ereignisse bedingen sich zum Teil gegenseitig und potenzieren sich somit:

Ischamie - O,

mikrovaskular tubular
d f )
+Vasokonstriktion durch: Endothelin, Apoptosg/Nekrose )
Adenosin, Angiotensin Il Obstruktion der Tubuli
%mpathikUS-AkﬁVitét, Thromboxan Schadigung des Zytoskeletts
. Leukotriene 2
] : Verlust der Zellpolaritat
| Vasodilatation durch: NO,
Acetylcholin W J
Schédigun? des Endothels und der
glatten GefalRmuskulatur
Leukozyten-Gefalladhasion, Q
Leukozytenaktivierung,
GefalRobstruktion, Inflammation Inflammatorische und vasoaktive Mediatoren
R #

Abbildung 1: Pathophysiologie des ischamischen ANV (nach [19])



1.2.1. NO, INOS und eNOS im ANV

Wie bereits oben beschrieben hat das Molekil NO eine wichtige Funktion fur die
Gefaliregulation, sowohl unter physiologischen Umstanden als auch im ANV. NO
wird von insgesamt drei Isoformen der NO-Synthase, eNOS, iINOS und nNOS
(neuronale NO-Synthase) aus der Aminosaure L-Arginin freigesetzt. In der
glatten Gefal3muskulatur bindet es an die Guanylylcyclase und bewirkt tUber
einen intrazellularen Anstieg des Botenstoffes c¢GMP  (cyclisches
Guanosinmonophosphat) eine Vasodilatation. Auf Thrombozyten wirkt NO
zudem aggregations- und adhasionshemmend. Seine Wirkung im Korper wird

durch Oxidation zu Nitrat und Nitrit binnen weniger Sekunden inaktiviert.[29]

Wahrend der eNOS also neben dieser durchblutungssteigernden auch
antiapoptotische und antioxidative Wirkungen nachgesagt werden, kann die
INOS-vermittelte NO-Freisetzung zu DNA-Schaden, Apoptose und indirekt zur
Freisetzung von ROS, besonders Peroxinitrit, fuhren.[20, 29] In Versuchen
konnte gezeigt werden, dass in proximalen Tubuluszellen tatsachlich die INOS,
nicht jedoch eNOS oder nNOS, fur einen Schaden nach Hypoxie verantwortlich
ist.[30] Eine selektive Inhibition der iINOS konnte im Experiment mit Ratten
konsequenterweise den Nierenschaden verringern.[20] Uber die iNOS
synthetisiertes NO vermag weiter die eNOS-Aktivitat zu reduzieren, was die
Vasokonstriktion im ischamischen ANV weiter fordern konnte.[20] All diesem
ubergeordnet steht nach renaler Ischamie ein Ungleichgewicht der beiden NO-
Synthasen zu Gunsten der iINOS.[23] Inwieweit dieses System zu beeinflussen
ist, wurde bereits mit verschiedenen Substanzen — L-Arginin, dem NO-Donor
Molsidomin, dem eNOS-Kofaktor Tetrahydrobiopterin oder dem NO-Blocker N*-
Nitro-L-Argininmethylester — untersucht.[31]

1.2.2. Das ANV als entziindlicher Prozess

Das Gesamtbild des ANV wird von inflammatorischen Prozessen mitbestimmt.
Kurz nach der Reperfusion einer ischamisch geschadigten Niere kommt es tber
Selektine zur verstarkten Adhésion und Aktivierung von Leukozyten (neutrophile



Granulozyten, Makrophagen, Lymphozyten) an den GefalRendothelien, die dann
beide, zusammen mit den Tubulusepithelien, Cytokine produzieren und somit die
Aufrechterhaltung des ANV fordern.[4, 32, 33] Dartber hinaus kdnnten diese
Entzindungsmediatoren durch ihre systemische Verbreitung im Blutkreislauf

auch weitere Organe schadigen.[32, 34]

So ist das Protein MCP 1 (monocyte chemoattractant protein 1), das Teil der
erworbenen Immunitat ist und sowohl von Leukozyten als auch Tubuluszellen
gebildet wird, im ANV von Interesse.[4, 32] In der Niere findet seine Bildung
vermehrt nach einem ischamischen Ereignis statt.[32, 35] Wie der Name
vermuten lasst, bewirkt es eine regionale Anreicherung und Aktivierung von
Makrophagen, die ihrerseits die Immunantwort weiter vorantreiben.[36] Es
konnte gezeigt werden, dass MCP 1 Uber seinen Rezeptor CCR2 in einem
Ischamie-Reperfusions-Modell an Mausen ursachlich fur eine Tubulusnekrose,
erhohte Harnstoffwerte und die vermehrte Expression von iNOS ist.[35] Neben
dem ischamischen ANV ist es auch an anderen Nierenerkrankungen beteiligt,
etwa der diabetischen Nephropathie, der IgA-Nephritis oder einer interstitiellen

Fibrose bei chronischer Abstol3ungsreaktion gegen ein Nierentransplantat.[35]

Das zur angeborenen Immunitéat gehdérende Cytokin Interleukin-13 (1I-1B) ist nach
Reperfusion erhdht und fuhrt zur Einwanderung neutrophiler Granulozyten in das
geschadigte Gewebe.[4, 32] II-18 wird in Makrophagen produziert und nimmt
Einfluss auf verschiedene entzindliche Erkrankungen der Niere. So aktiviert es
intrazellular den Transkriptionsfaktor NF-kB (nuclear factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B cells), das Uber weitere Cytokine, unter anderem MCP
1, die Entziindungsreaktion amplifiziert. Ein weiterer Aktivierungsweg von NF-kB
wird von Angiotensin Il Gber den AT1-Rezeptor (siehe auch unten) vermittelt.
Dabei haben Angiotensin Il und II-13 interessanterweise einen synergistischen
Effekt.[37]
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1.2.3. Stoérung der Transportprozesse im ANV

Die Funktionsstérung der (proximalen) Tubuluszellen im ANV wird von der
eingeschréankten Aktivitat diverser Transporter mitbestimmt, die in der Niere
normalerweise an der physiologischen Resorption, beziehungsweise Sekretion
von Elektrolyten, Nahrstoffen, Medikamenten oder Giftstoffen beteiligt sind.[38,
39] Viele Transportprozesse werden etwa von einer verminderten Expression der
Na‘/K*-ATPase und somit Funktion nach renaler Ischamie negativ
beeinflusst.[40]

Die Ausscheidung organischer Anionen, worunter auch das hier verwendete PAH
fallt, kann zusatzlich zu ihrer Filtration im Glomerulus noch mittels aktiver
Sekretion ins Tubuluslumen beschleunigt werden, womit die fraktionelle
Ausscheidung einzelner Stoffe auf bis zu 500% gesteigert werden kann.[26] Dies
geschieht in der Niere mit Hilfe der basolateral ausgebildeten Transporter OAT1
und OAT3 (organic anion transporter), die ihre Substrate tertiar-aktiv in der
Tubuluszelle akkumulieren, wo sie dann entweder passiv entlang des
chemischen oder elektrischen Gradienten, priméar-aktiv, oder tber nicht weiter
bekannte Austauscher in das Tubuluslumen weitertransportiert werden.[25, 26,
41, 42] OAT1/3 vermitteln dabei den limitierenden Schritt dieses
Transportsystems.[43] Nach ischdmischem ANV kommt es zu einer Reduktion
der GFR und des RPF.[43] Dieser kann, wie weiter unten beschrieben, mit der
PAH-Clearance berechnet werden. Es konnte gezeigt werden, dass die
Beeintrachtigung der PAH-Clearance nicht nur auf einer reduzierten
Durchblutung und somit Filtration des Molekuls beruht, sondern auch auf eine
verminderte Expression und somit Funktion der Transporter OAT1/3
zuruckzufiihren ist.[43] Eine pharmakologische Wiederherstellung der beiden
Transporter nach ANV konnte im Experiment die Nierenleistung im Sinne
erhéhter GFR und RPF verbessern.[44]

Die Transportprozesse, an denen OAT1 und OAT3 beteiligt sind, sind in
folgender Abbildung dargestellt:
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a-Ketoglutarat?®

passiv.

Abbildung 2: Sekretionsmechanismus organischer Anionen (OA’) an der
proximalen Tubuluszelle (nach [26, 41]). ATP: Na*-K*-ATPase, NaDC: Na*-
Dicarboxylat-Kotransporter, MRP2: Multidrug resistance-associated protein,
OAT: OAT1/3; Erklarung: siehe Text

Fur den Symport von Natrium zusammen mit Glukose existieren im menschlichen
Korper die Transporter SGLT1 und SGLT2 (sodium/glucose-cotransporter), die
an verschiedenen Epithelien exprimiert werden. Der weniger affine SGLT2
befindet sich luminal im frihproximalen Tubulus der Niere und transportiert
jeweils ein Molekil Natrium zusammen mit einem Molekil Glukose, wahrend der
ebenso luminal im spéatproximalen Tubulus gelegene SGLT1 eine hohere Affinitat
fur seine Substrate besitzt und sie im Verhaltnis 2:1 (Natrium:Glukose)
aufnimmt.[25] Ihr sekundar-aktiver Transport wird von der Na*/K*-ATPase der
Tubuluszellen aufrechterhalten.[45] Spatestens 24 Stunden nach einer renalen
Ischamie kommt es zu einer voriibergehend verringerten Expression von
SGLT1/2 und zu einer damit einhergehenden Glukosurie.[38, 40]
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1.3. Die Renale Blutversorgung

Um die renale Durchblutung zu verstehen, ist es wichtig, die Anatomie der
versorgenden Blutgefal3e und deren Besonderheiten zu kennen. In der Niere gibt
es 2 Kapillarsysteme, die hintereinander geschaltet sind und der
Sauerstoffpartialdruck ist somit vergleichsweise gering. Er betragt im Cortex etwa
70mmHg und fallt in der Medulla auf 20mmHg ab. Diese beiden Eigenschaften
tragen dazu bei, dass es in der Niere schnell zur Hypoxie kommt.[27] Zusammen

erhalten die beiden Nieren 20%-25% des Herzzeitvolumens.[15]

Die linke und rechte Nierenarterie, A. renalis sinister und dexter, entspringen
direkt aus der Aorta abdominalis und verzweigen sich in den Nieren zunachst in
die Aa. interlobares. Diese teilen sich wiederum in die Aa. arcuatae auf, die
bogenformig entlang der Mark-Rinden-Grenze verlaufen und die Uber die Aa.
corticales radiatae in das Glomerulum-Konvolut (= 1. Kapillarsystem) mit je einem
Vas afferens und einem Vas efferens minden. Die efferenten Arteriolen der
juxtamedullaren Glomerula gehen dann in die nach medullar absteigenden Vasa
recta Uber, teilen sich dort auf (= 2. Kapillarsystem) und versorgen das
Nierenmark mit seinem zugehorigen Tubulusapparat. Die Venen verlaufen
analog zu den Arterien und sind entsprechend benannt.[27, 46] Folgende
Abbildungen zeigen das Gefal3system der Niere in Beziehung zum
Tubulusapparat und den Feinbau eines Glomerulums mit seinen angrenzenden

Strukturen:
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Abbildung 3: Gefalisystem der Niere in Beziehung zum Tubulusapparat (aus
[47]), mit freundlicher Genehmigung des Elsevier Verlags
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Abbildung 4: Anatomie des Glomerulums mit angrenzenden Strukturen (aus
[48]), mit freundlicher Genehmigung von Springer Nature

Ein schon makroskopisch sichtbarer Unterschied der Rattenniere im Vergleich
zur menschlichen Niere ist das Vorhandensein von lediglich einer Papille pro
Niere. Der mikroskopische Aufbau, insbesondere des Blutgefal3systems, ist

hingegen weitestgehend identisch mit dem des Menschen.[49, 50]

Inwieweit 3-Adrenorezeptoren die renale Perfusion und Filtration beeinflussen,

ist weiter unten aufgefuhrt.

1.4. Der Einfluss von Metoprolol und Nebivolol auf das ischamische ANV

Im Folgenden sollen kurz die wesentlichen Eigenschaften der beidem
verwendeten Betablocker und ihr Wirkansatz an der Niere beschrieben werden.
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1.4.1. Pharmakologie von Nebivolol

Nebivolol ist ein Betablocker der 3. Generation ohne intrinsische
sympathomimetische Aktivitat (ISA, siehe unten), der selektiv am p1-
Adrenorezeptor (circa 320-fach hohere Aktivitat am B1- gegeniber dem [(2-
Rezeptor) wirkt und in der Behandlung des Bluthochdrucks und der
Herzinsuffizienz eingesetzt wird. Zudem erhoht er die Bioverfugbarkeit von NO
im Organismus, was zu seiner antihypertensiven, also blutdrucksenkenden
Wirkung beitragt.[51, 52] Der Mechanismus, Uber den Nebivolol NO freisetzt,
beruht zumindest teilweise auf seiner 3-agonistischen Aktivitat, die die eNOS
endothelialer Zellen aktiviert.[51-53] Auch die Stimulation von B2-, Ostrogen-,
oder P2Y-Purinorezeptoren vermag eine NO-Freisetzung auszuldsen.[54-56]
Zudem wird vermutet, dass im Zuge seiner Wirkung uber eine Reduktion

reaktiver Sauerstoffspezies vermehrt NO zur Verfiigung steht.[51]

Das im Organismus zu 98% an Eiweil3 gebundene Nebivolol erreicht seine
maximale Blutkonzentration nach 1,5-4 Stunden und wird in der Leber tber
direkte  Glukuronidierung und das Cytochrom-P450-System (CYP2D6)
verstoffwechselt. Seine Halbwertszeit betragt dabei 12h und die Exkretion erfolgt
zu etwa einem Drittel Ober den Urin, wobei 0,5% unverandert renal
ausgeschieden werden.[29, 52] Die Bioverfiigbarkeit bei oraler Applikation ist,
bedingt durch einen starken First-Pass Effekt, 12%. Mit einem verzdgerten
Abbau bei eingeschrankter Nierenfunktion ist, wie auch bei Metoprolol, aufgrund

der Uberwiegend hepatischen Metabolisierung nicht zu rechnen.[29]

F F
o N o
H
OH OH

Abbildung 5: Strukturformel von Nebivolol (aus [57])
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1.4.2. Pharmakologie von Metoprolol

Metoprolol ist ein B1-selektiv (circa 74-fach héhere Affinitat fir den B1- als fir den
B2-Rezeptor) wirkender Betablocker der 2. Generation, der in der Behandlung
der koronaren Herzerkrankung, der Herzinsuffizienz und des Bluthochdrucks
angewandt wird.[51, 52, 58] Ohne Einfluss auf a-Rezeptoren, wirkt Metoprolol an
B1- und B2-Rezeptoren als reiner Antagonist ohne partiellen Agonismus.[29] Man
spricht dabei auch von einem Betablocker ohne intrinsisch sympathomimetische
Aktivitat.

Metoprolol hat bei oraler Applikation eine Bioverfligbarkeit von 40% und ist im
Blut nur zu etwa 10% eiweil3gebunden. Seine Halbwertszeit betragt 4h und die
Metabolisierung sowie Exkretion erfolgt ganz tberwiegend hepatisch tber das
Cytochrom-P450-System (CYP2D6); lediglich 5% werden unverandert renal
ausgeschieden. Somit ist auch bei eingeschrankter Nierenleistung nicht mit einer
relevanten Veranderung der Pharmakokinetik zu rechnen ist. Metoprolol erreicht
bei Einnahme als Tablette seine maximale Blutkonzentration nach 1-3h und die
3-blockierende Wirkung halt zumindest Uber 24h an.[29, 59]

Strukturell besitzen B-Blocker eine starke Ahnlichkeit zu den Katecholaminen.[29]

OH T
o M o

CHs
H,CO

Abbildung 6: Strukturformel von Metoprolol (aus [60])

1.4.3. Betarezeptoren, das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System und der

Einfluss des Sympathikus auf die Niere

Die Niere als Organ unterliegt dem Einfluss des vegetativen Nervensystems und

somit auch des Sympathikus, der mit seinen noradrenalinhaltigen
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Nervenendigungen bis an den Tubulus- und juxtaglomeruléaren Apparat, den Ort
der Synthese und Speicherung von Renin, heranreicht, in mannigfaltiger Weise.
Die entsprechenden Nerven entspringen den Rickenmarksegmenten Th11-L3
und folgen nach ihrer rickenmarksnahen Umschaltung auf postganglionére

Fasern dem arteriellen System der Niere.[61]

So fuhrt eine verstarkte sympathische Aktivitat in den granulierten Zellen der
afferenten Arteriole (Vas afferens) des Glomerulums zu einer Ausschittung des
Enzyms Renin. Dieser Vorgang wird Uber B1l-Rezeptoren vermittelt und der
antihypertensive Effekt der Betablocker beruht im Wesentlichen auf diesem
Mechanismus. [29, 62, 63] Nach seiner Freisetzung fungiert Renin als Protease
und spaltet von dem hepatisch synthetisierten Angiotensinogen das Peptid
Angiotensin | ab. Von diesem wiederum spaltet das Angiotensin-Conversions-
Enzym (ACE), das in Endothelzellen und im Blut vorkommt, Angiotensin Il ab.
Dieses besteht nur mehr aus 8 Aminosauren. Schlie3lich erhéht Angiotensin Il
(und das ebenso entstandene Angiotensin Ill) die Sekretion von Aldosteron aus
der Nebenniere. Die Kette dieser Ereignisse und die davon hervorgerufenen
Effekte werden als Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS)
bezeichnet.[25, 29] Angiotensin Il vermittelt seine Effekte, die an verschiedenen
Organen und Wirkorten im Korper angreifen, vor allem tber den AT1-Rezeptor,
der, wie auch die Adrenorezeptoren, zur Familie der G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren gehort. Eine Steigerung der Kontraktilitat der glatten
GefalBmuskulatur fihrt zu einer Erhéhung des peripheren Widerstandes und
somit des systemischen Blutdrucks. In der Niere verringert sich die Durchblutung
und es kommt zur Konstriktion renaler Arteriolen, womit die GFR herabgesetzt
wird. Das Vas efferens wird starker als das Vas afferens kontrahiert, um zunéchst
Uber erhohten Filtrationsdruck einen zu starken Abfall der GFR bei reduzierter

Nierendurchblutung zu gewahrleisten.[29, 45, 64]
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Abbildung 7: Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System

B1-Adrenorezeptoren sind nicht nur an den Granulazellen des juxtaglomeruléren
Apparates nachweisbar, sondern auch an den Zellen der Macula densa und an
den ihr vorgeschalteten Tubuluszellen. Eine konzentrationsabhangige NaCl-
Aufnahme an der Macula densa Uber Na*/K*/2Cl-Kotransporter vermittelt eine
Reninsekretion, die bei verringertem intraluminalem NaCl auftritt.[65, 66]
Agonisten an B1-Adrenorezeptoren kdnnten hier Uber eine Steigerung der NaCl-
Aufnahme vor der Macula densa indirekt zu einer vermehrten Reninsekretion
fuhren.[66]

Auch an den Mesangiumzellen des Glomerulums finden sich [1-
Adrenorezeptoren, die moglicherweise eine Kontraktion derselben auslésen und
somit Einfluss auf die Durchblutung des entsprechenden Abschnittes
nehmen.[63, 66] Weitere [(1-Rezeptoren konnten an  grol3eren
intraparenchymalen Arterien (Aa. arcuatae) und an afferenten Arteriolen
nachgewiesen werden, die somit einen Einfluss auf die Gesamtdurchblutung der

Niere haben kénnten.[66]

Es gibt auch sympathische Einflisse auf die Niere, die an a-Rezeptoren
gekoppelt sind. Eine Erh6hung der Flissigkeitsreabsorption wird beispielsweise
uber a-Adrenorezeptoren  vermittelt.[61] Bei Stimulation der aia-

Adrenorezeptoren an den renalen Widerstandsgefalien nimmt beispielsweise die
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Nierendurchblutung (RPF) ab.[62] Dies bleibt allerdings in dem hier dargestellten
Experiment aul3en vor, da die beiden Pharmaka Nebivolol und Metoprolol eben
keine Wirkung auf a-Adrenorezeptoren haben. Zudem kommt es erst bei
starkerem Sympathikotonus zu derartigen Effekten, wohingegen die
Reninfreisetzung via B1-Adrenorezeptoren schon sehr schnell zum Tragen
kommt.[61]

Alles in allen fuhrt die sympathische Aktivitat in der Niere also zu Vasokonstriktion
und einer Verringerung der GFR und des RPF.[62, 67, 68]

1.5. Arbeitshypothese

Ein UberméaRig starker Sympathikotonus und der Einfluss von Angiotensin Il sind
in der Akutphase des Nierenversagens zwei wichtige und charakteristische
Merkmale, die zur Schadigung der Organfunktion aufgrund gesteigerter renaler
Vasokonstriktion beitragen.[4, 10, 18, 19, 22] B1l-Adrenorezeptoren sind in
verschiedenen Bereichen der Niere exprimiert und nehmen Einfluss auf die
renale Durchblutung, was teils indirekt Uber das RAAS geschieht.[63, 66] Eine
Hemmung der renalen sympathischen Aktivitat mit den p1l-spezifischen
Betablockern Nebivolol oder Metoprolol sollte daher einen positiven Einfluss auf
die Nierenfunktion im ischamischen akuten Nierenversagen haben. Wichtig ist
hierbei, dass die beiden Praparate keine ISA besitzen, um nicht als
Partialagonisten an anderer Stelle einen gesteigerten Sympathikotonus zu

vermitteln.

Ein funktioneller NO-Mangel und ein Aktivitatsungleichgewicht zwischen eNOS
und iINOS sind weitere pathophysiologisch bedeutende Aspekte des ANV. [19,
20, 22, 31] Die Verabreichung L-Arginins oder des NO-Donors Molsidomin wirken
sich beispielsweise protektiv auf das ANV aus.[21, 69] Da auch Nebivolol NO
freisetzt, konnte es sich noch deutlicher positiv als Metoprolol (additiv,

beziehungsweise Uberadditiv/potenzierend) auf die Nierenleistung auswirken.
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Ziel der Arbeit ist es also, den Effekt von Nebivolol und Metoprolol auf die
funktionellen Parameter GFR und RPF, sowie auf weitere Veranderungen
genetischer Regulierung des NO-Stoffwechsels, der Inflammation und der

renalen Transporterfunktion zu untersuchen.
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2. Material und Methoden

Die zur Untersuchung der Arbeitshypothese angewandten Verfahren sind im

folgenden Teil beschrieben.

2.1. Versuchstiere

Fur die Versuche wurden weibliche Sprague Dawley® Ratten der Firma Charles
River (Charles River Laboratories Germany GmbH, Sulzfeld) verwendet. Das
Gewicht der Ratten lag zwischen 182 und 252 Gramm (Mittelwert 211 Gramm,
Standardabweichung 18 Gramm). Die Tiere hatten nach ihrem Transport bis zum
ersten Eingriff noch eine Ruhezeit von mindestens 24 Stunden. Dabei wurde ein
Hell-Dunkel-Zyklus von jeweils 12 Stunden eingehalten. Futter und Wasser
waren ihnen ad libitum zuganglich. Vor dem ersten Eingriff waren die Ratten in
Kafigen mit insgesamt zwei bis sechs anderen Tieren arrangiert. Nach der
Induktions- beziehungsweise Sham-Operation waren die Tiere stets in

Einzelkafigen bei ansonsten gleichen Bedingungen untergebracht.

2.2. Induktion des ischamischen akuten Nierenversagens

Die Ratten wurden zunéchst mit 75mg/kgKG Ketaminhydrochlorid (Ketamin 10%,
medistar® Arzneimittelvertrieb GmbH) und 5mg/kgKkG Xylazinhydrochlorid
(Xylazin 2%, CEVA Tiergesundheit GmbH, Ddusseldorf) narkotisiert. Die
Applikation erfolgte intraperitoneal in den linken unteren Quadranten des
Abdomens mittels einer Insulinspritze (Omnican® 40, B-Braun Melsungen AG,
Melsungen). Bestand wéhrend des Eingriffes noch weiterer Bedarf, so wurden
diese beiden Praparate in gleichem Verhdltnis, aber kleinerer Dosierung

nachgespritzt.

Die Tiere wurden an ihren Flanken rasiert und gewogen (elektronische Waage,
MP-3000, Chyo Balance Corp., Japan). Fur den Eingriff wurden sie dann auf eine
Heizplatte (Typ 12511, Medax, Nagel GmbH, Kiel), die bereits auf 37°C
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vorgeheizt war, in Rechtsseitenlage gelegt, wobei die Vorder- und Hinterbeine
mit Pflasterstreifen (Durapore™, 3M Health Care, St. Paul, MN USA) befestigt
wurden. Die Augenpartien wurden mit 5% Dexpanthenolsalbe (Bepanthen®,

Bayer Vital GmbH, Leverkusen) vor Austrocknung geschitzt.

Nach griindlicher Reinigung und Desinfektion (Braunol® Povidon-lod, B-Braun
Melsungen AG, Melsungen) der Regio lumbalis wurden im 45° Winkel zur
Wirbelsaule und zur Incisura thoracis inferior zunachst die Haut und dann die
Muskulatur ertffnet. Zum Offenhalten des circa 2cm langen Schnittes wurde ein
Retraktor eingesetzt. Die linke Niere wurde unter Schonung grél3erer GefalRe
stumpf aus ihrer Fettkapsel freiprapariert und die A. und V. renalis, sowie der
Ureter, durch leichtes Verschieben der Niere nach ventral dargestellt. Ohne die
anderen Gefale zu verletzten, wurde nun die A. renalis mit einer spitzen,
gebogenen Pinzette unterwandert und ein Polyesterfaden (5-0 Ethicon Ethibond
Excel, Johnson & Johnson GmbH, Neuss) unter ihr hindurchgezogen, ohne dabei
die Blutzufuhr zu unterbrechen. Anschliel3end wurde das OP-Gebiet mit einem
Hautpflaster (Fixomull® transparent, BSN medical GmbH, Hamburg) provisorisch
verschlossen. Die Ratte wurde auf der Heizplatte gewendet, somit in
Linksseitenlage gebracht und gleichermaf3en wie oben beschrieben desinfiziert.
Haut und Muskeln wurden durchtrennt, die rechte Niere freigelegt und ein Faden
um die A. renalis platziert. Durch leichten Zug am Polyesterfaden wurden die Aa.
renales leicht aufgefunden und mit einem Gefalmikroclip (,Biemer® 9mm,
Medicon eG, Tuttlingen) abgeklemmt. Der Schnitt wurde wieder mit einem
Hautpflaster bedeckt und auf der Gegenseite ein gleicher Gefal3clip angebracht.
Der Beginn der 45-minutigen Ischamiezeit war sofort durch Erblassen der Nieren
sichtbar. Nach Ende der Ischamiezeit wurden die beiden Clips und die an den
Aa. renales angebrachten Faden entfernt. Die Reperfusion der beiden Nieren war
makroskopisch sichtbar, da sie schnell wieder ihre anfangliche Farbe
zuruickerhielten. Die Muskulatur wurde mit einer fortlaufenden Naht und die
Hautschnitte mit einer Einzelknopfnaht verschlossen. Dabei wurde ein
Polyesterfaden (4-0 Polyesterfaden griin, Resorba®, Nirnberg) verwendet. Die
Pflasterstreifen, die noch um die Beine gewickelt waren, wurden entfernt. Zum

Ausgleich des intraoperativen Flissigkeitsverlustes wurde den Ratten 0,5ml
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0,9% Kochsalzlésung subkutan in die Nackenfalte gespritzt. Die postoperative
Analgesie erfolgte mit 2mg/kgKG Tramalhydrochlorid (Tramal®, Griinenthal
GmbH, Aachen). Bis zum Rucktransport in den Tierstall wurden die Ratten in

ihrem Einzelkafig noch an einem Heizstrahler warm gehalten.

Fur die Versuchsdurchfihrung wurden sterile Operationsinstrumente verwendet;
diese wurden im Anschluss an jeden Eingriff in geeigneter Losung (Sekusept®
PLUS, Ecolab GmbH, Wien) desinfiziert.

2.3. Folgeeingriff und Entnahme von Organen, Blut und Urin

Nach 24 Stunden wurden die Ratten wie unter 2.2. beschrieben narkotisiert, die
Augen mit Dexpanthenolsalbe versorgt und in Ruckenlage auf die 37°C warme
Heizplatte gelegt. Die Regio cervicalis wurde mit einem Hautantiseptikum
(Cutasept®F, Haut-Desinfiziens, Bode Chemie GmbH, Hamburg) grindlich
desinfiziert. Nun wurde mit einer Schere die Haut Uber der rechten Halsregion
entfernt und die V. jugularis freiprapariert. Dabei wurden einzelne kleine
Blutungen aus oberflachlichen Gefal3en gegebenenfalls mit dem Elektrokauter
gestillt. Die V. jugularis wurde unterwandert und 2 Faden (5-0 Ethicon Ethibond
Excel, Johnson & Johnson GmbH, Neuss) wurden unter ihr im Abstand von etwa
1-2cm hindurchgezogen. Der distale Faden wurde zugeknotet, womit die V.
jugularis abgebunden war. Zwischen den Faden wurde dann die GefaRwand mit
einem kleinen Schnitt erdffnet und ein spitz zulaufender Polyethylenkatheter (ID:
0,75mm, OD: 1,22mm, Portex, England) in die Vene in Richtung des Herzens
vorgeschoben. Mit dem proximalen Faden konnte anschlieRend der
Venenkatheter fixiert werden. Eine mit 0,9% Kochsalzldsung angefeuchtete
Mullkompresse Uber der offenen Stelle schiitzte vor tbermaRigem Flussigkeits-
und Warmeverlust. Durch den Katheter wurde dann kontinuierlich mit einer
Laufrate von 0.07ml/min eine Lésung aus 2mg/ml PAH (Sigma Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim) und 2mg/ml FITC-Inulin (Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim) in 0,9% NaCl appliziert. Um FITC-Inulin in LOsung zu bekommen, war

es Uber eine halbe Stunde bei 40°C in der vorgefertigten PAH Losung erwarmt
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worden. Hierfur diente ein Heizblock (Typ 5100 6101, Gebr. Liebisch, Bielefeld).
Die Infusion wurde mit einem Perfusor (Perfusor® F, B-Braun Melsungen AG,

Melsungen) gesteuert.

Danach wurde die Haut des Hypogastriums mit dem Hautantiseptikum
desinfiziert und eine kleine Stelle offengelegt. Die Blase wurde unter Erhalt der
Ureteren freigelegt und ein Faden (5-0 Ethicon Ethibond Excel, Johnson &
Johnson GmbH, Neuss) um sie gelegt. Mit einer Schere wurde ein kleines Loch
in das Blasendach geschnitten, durch das ein Polyethylenkatheter (ID: 0,75mm,
OD: 1,22mm, Portex, England) eingefuihrt werden konnte. Dieser wurde mit dem
Faden festgebunden und der Urin konnte Uber ihn ablaufen. 30 Minuten nach
Beginn der Infusion wurde der Urin Uber die folgenden 20 Minuten hinweg in
einem Reagenzglas aufgefangen. Nach exakt 20 Minuten wurde das Gefal
entfernt und das Abdomen der Ratte durch eine mediane Laparotomie komplett
eroffnet. Die Darmschlingen wurden zur Seite geschoben und die Aorta
abdominalis freigelegt. Im Abstand von 2cm wurde die Aorta mit 2
Gefallmikroclips (,Biemer® 9mm, Medicon eG, Tuttlingen) abgeklemmt und
dazwischen mit einer Schere eroffnet. Hier konnte eine Butterflynadel (Venofix®
S 19G, B-Braun Melsungen AG, Melsungen) eingefiihrt werden. Durch Entfernen
des proximalen Clips nach Euthanasie des Tieres stromte das Blut in einer
definierten Menge Uber die Nadel in ein Reagenzglas. Um die Blutgerinnung zu
verhindern, war der Butterfly zuvor mit Heparin (Heparin-Natrium-25000-
ratiopharm®, ratiopharm GmbH, Ulm) durchgespult worden. Zeitgleich mit der
Blutentnahme wurde die Infusion gestoppt. Der Urin und die Blutprobe wurden
vorubergehend auf Eis gekunhlt, dann 10 min. bei 4°C und 3000rpm zentrifugiert
(Rotina 46R, Andreas Hettich GmbH und Co. KG, Tuttlingen), das Blutplasma
abpipettiert und anschlieend bei -20°C gelagert. Zuletzt wurden noch die Nieren
am Hilusbereich abgetrennt und in eisgekihltem Krebspuffer (1,55M NacCl;
0,15M KCI; 0,11M CaClz; 0,155M KH2POg4; 0,155M MgSO4; 0,8M NaHCOs;
Ampuwa®[Fresenius Kabi AG; Bad Homburg v. d. Hohe] ad 1000ml; 2,0g D(+)-
Glukose-Monohydrat; 10mg EDTA; 30min. begast mit 95% O02/5% CO2)
gewaschen. Cortex, Medulla und Papille wurden makroskopisch getrennt, in
Flussigstickstoff gefroren und bei -80°C aufbewahrt. Ein Querschnitt auf Hohe
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der Papille einer der beiden Nieren wurde vorubergehend auf Trockeneis

gelagert und dann ebenfalls bei -80°C gelagert.

2.4. Einteilung der Versuchstiere in Gruppen
Die Versuchstiere wurden randomisiert in verschiedene Gruppen eingeteilt:

Kontrolle: Bei diesen Tieren wurde lediglich der Folgeeingriff, wie unter 2.3.

beschrieben, durchgefihrt.

Sham(+NaCl): Bei diesen Tieren wurden beide Eingriffe, wie unter 2.2. und 2.3.
beschrieben, durchgefiihrt. Jedoch wurden bei der Induktionsoperation keine
Faden um die Aa. renales gelegt und keine Gefal3clips angebracht. Zudem wurde
ihnen am Ende der Induktionsoperation 0.5ml 0,9% Kochsalzlésung

intraperitoneal appliziert, bevor die Wunden komplett vorschlossen wurden.

Sham+Nebivolol: Bei diesen Tieren wurden beide Eingriffe, wie unter 2.2. und
2.3. beschrieben, durchgefiihrt. Jedoch wurden im Laufe der Induktionsoperation
keine Faden um die Aa. renales gelegt und keine Gefaliclips angebracht. Zudem
wurde ihnen am Ende der Induktionsoperation, sobald der Schluckreflex wieder
gut ausgepragt war, 5mg Nebivolol (Nebilet® 5mg Tabletten, Berlin-Chemie AG,
Berlin) per Schlundsonde in den Magen appliziert. Die Nebivololtablette war

zuvor in circa 2ml 0,9% Kochsalzl6sung aufgeldst worden.

Sham+Metoprolol: Bei diesen Tieren wurden beide Eingriffe, wie unter 2.2. und
2.3. beschrieben, durchgefuhrt. Jedoch wurden im Laufe der Induktionsoperation
keine Faden um die Aa. renales gelegt und keine Gefaliclips angebracht. Zudem
wurde ihnen am Ende der Induktionsoperation, sobald der Schluckreflex wieder
gut ausgepragt war, 50mg Metoprolol-tartrat (Metobeta® 50, betapharm
Arzneimittel GmbH, Augsburg) per Schlundsonde in den Magen appliziert. Die

Metoprololtablette war zuvor in circa 2ml 0,9% Kochsalzlésung aufgeldst worden.

Clamp(+NaCl): Bei diesen Tieren wurden beide Eingriffe, wie unter 2.2. und 2.3.

beschrieben, durchgefiihrt. Zudem erhielten sie am Ende der Induktionsoperation
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0.5ml 0,9% Kochsalzldsung intraperitoneal appliziert, bevor die Wunden komplett

vorschlossen wurden.

Clamp+Nebivolol: Die Tiere dieser Gruppe wurden in Analogie zu 2.2 und 2.3
operiert. Bei Wiedererlangen des Schluckreflexes erhielten sie zusatzlich
einmalig 5mg Nebivolol (Nebilet® 5mg Tabletten, Berlin-Chemie AG, Berlin),
aufgelost in 2ml 0,9% Kochsalzlésung, per Schlundsonde in den Magen

verabreicht.

Clamp+Metoprolol: Die Tiere dieser Gruppe wurden entsprechend 2.2 und 2.3
operiert. Bei Wiedererlangen des Schluckreflexes erhielten sie zuséatzlich
einmalig 50mg Metoprolol-tartrat (Metobeta® 50, betapharm Arzneimittel GmbH,
Augsburg), aufgeldst in 2ml 0,9% Kochsalzlésung, per Schlundsonde in den

Magen verabreicht.

Die Gruppen Clamp(+NacCl), Clamp+Nebivolol und Clamp+Metoprolol wurden
bereits zuvor von einem anderen Operateur unserer Arbeitsgruppe operiert und
standen zum Vergleich mit den restlichen, von mir operierten Tieren, bereit. Die
Ergebnisse und Veranderungen der Clamp-Gruppe waren dabei im Einklang mit
von mir operierten Clamp-Tieren (nicht Teil dieser Arbeit). Um die Ergebnisse der
Clearance-Messungen, sowie der PCR nebeneinander darzustellen, wurden
jeweils die Mittelwerte der Sham(+NaCl) Gruppen beider Operateure
gleichgesetzt und der somit erhaltene Umrechnungsfaktor auf die beiden

Interventionsgruppen angewandt.

2.5. Bestimmung der Inulin-Clearance

Zur Bestimmung der GFR wurde Fluoreszein-Isothiocyanat-Inulin, FITC-Inulin,
(Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) verwendet, das zu diesem Zweck an
Ratten gut erprobt ist.[70] Inulin ist ein Polysaccharid aus der Gruppe der
Fruktane, es hat eine Molekilmal3e von circa 5kDa und ist inert, d.h. es wird in
den Nieren frei filtriert und im Tubulus weder resorbiert noch sezerniert, neu
gebildet oder abgebaut.[25]
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Die Inulin-Clearance kann mit der GFR gleichgesetzt werden und tragt die Einheit
[ml/min], d.h. sie stellt ein gedachtes Plasmavolumen dar, das in einer
bestimmten Zeit komplett von Inulin — in diesem Fall durch Filtration in den
Glomeruli und Ausscheidung mit dem Harn - bereinigt wird. Die GFR wurde unter

Anwendung folgender Formel berechnet:

_ V(U) x U(in)

GFR
P(in)

[ml/min]

V(U) = Urinzeitvolumen [ml/min]; U(in) = Inulinkonzentration im Sammelurin

[g/1]; P(in) = Inulinkonzentration im Plasma [g/]]

Das Urinvolumen wurde ermittelt, indem der Urin auf einer Laborwaage (Kern
PLS 310-3F, Kern & Sohn GmbH, Balingen) gewogen wurde. Die Urindichte
wurde dabei annaherungsweise mit der Dichte von Wasser gleichgesetzt. Die
Urinsammelzeit betrug stets 20 Minuten. Die Inulinkonzentrationen im Urin und
im Plasma wurden photometrisch bestimmt. Die Proben wurden hierfur zunachst
nach sorgfaltigem Durchmischen bei Raumtemperatur im Verhaltnis 1:500 mit
einem MES-TES Puffer verdinnt. Dieser Puffer wurde aus 1,159 TES (N-
tris[Hydroxymethyllmethyl-2-aminoethanesulfonic acid) und 1,00g MES (2-[N-
Norpholino]ethanesulfonic acid) in 11 Aqua dest. hergestellt und mit 1IN NaOH auf
einen pH-Wert von 7,4 abgepuffert. Anschlielend wurde die Fluoreszenz der
Proben auf einer 96-well Mikrotiterplatte (BRANDplates®, pureGrade™, Brand
GmbH + CO KG, Wertheim) mit einem Photometer (1420 Victor? multilabel
counter, Wallace, USA) bei einer Wellenlange von 480nm gemessen. Die
Intensitat der Emission mit einer Wellenlange von 520nm war dabei direkt
proportional zur FITC-Inulin Konzentration der Proben. Die Umrechnung der
Werte fur Urin und Plasma erfolgte an einer jeweiligen Standardkurve aus
bekannten Mengen FITC-Inulin und MES-TES Puffer.
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2.6. Bestimmung der PAH-Clearance

Zur Bestimmung des renalen Plasmaflusses wurde Paraaminohippursaure
(Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) verwendet. PAH ist ein Derivat der
Aminosaure Glycin und der Paraaminobenzoesdure mit einer renalen
fraktionellen Ausscheidung von etwa 500%. Zusatzlich zur filtrierten Menge wird
pro Zeiteinheit also noch das Vierfache durch Sekretion aus den Tubuli in den
Harn abgegeben, so dass in der Nierenvene kaum noch PAH nachweisbar ist.
Diese Eigenschaft erlaubt es, die PAH Clearance annahernd mit dem RPF
gleichzusetzen.[25] Die PAH-Clearance stellt dabei wieder ein gedachtes
Plasmavolumen dar, das in einer bestimmten Zeit komplett von PAH gereinigt

wird. Zur Berechnung des RPF wurde folgende Formel verwendet:

_ V() x U(PAH)
RPE = P(PAH)

[ml/min]

V(U) = Urinzeitvolumen [ml/min]; U(PAH) = PAH-Konzentration im Sammelurin
[g/1]; P(PAH) = PAH-Konzentration im Plasma [g/]]

Das Urinzeitvolumen war, wie unter 2.5. beschrieben, bestimmt worden. Die
PAH-Konzentrationen der Urin- und Plasmaproben wurden in modifizierter
Anthron-Methode mit Azo-Kopplung bestimmt. Hierfir wurden die Proben auf
Raumtemperatur gebracht, gut verrihrt, die Urinproben im Verhaltnis 1:5 mit
Aqua dest. verdiinnt und mit 0,33M Perchlorsaure (Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim) denaturiert. Nach 10 Minuten wurden die Proben bei 12000rpm 5
Minuten lang zentrifugiert (Mikro 200R, Andreas Hettich GmbH und Co. KG,
Tuttlingen) und zum Uberstand Chemikalien (allesamt Merck KGaA, Darmstadt)
in folgender Reihenfolge gegeben: 1mg/ml  Natriumnitrit, 5mg/ml
Ammoniumamidosulfonat, 32% Salzsaure. Nach jeder Substanzzugabe wurden
die Proben gut verrihrt. SchlieBlich wurde noch die Kupplungsreagenz N-(1-
Naphthyl)ethylendiaminodihydrochlorid (Merck KGaA, Darmstadt) zu jeder Probe
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hinzugefugt, die Proben wieder gut verrihrt und nach exakt 10 Minuten die
Reaktion mit Ethanol abs. abgestoppt. Aus dem farblosen PAH entstand eine
violette Verbindung. Die Proben wurden dann nochmal bei 12000rpm 1 Minute
lang zentrifugiert. Die Uberstande wurden in eine 96-well Mikrotiterplatte
(BRANDplates®, pureGrade™, Brand GmbH + CO KG, Wertheim) einpipettiert
und die Extinktion des Farbkomplexes bei einer Wellenlange von 550nm mit
einem Photometer (UVM 340, ASYS HITECH GmbH, Austria) gemessen. Die
Berechnung der PAH-Konzentrationen in Urin und Plasma erfolgte anhand einer
Standardkurve aus Losungen mit bekannter Menge PAH, die gleich den anderen

Proben behandelt wurden.

2.7. Real-time RT-PCR

Die Expression der entsprechenden Gene auf Ebene der mRNA wurde mittels
real-time PCR (qPCR) bestimmt. Im ersten Schritt dieser Reversen Transkriptase
gPCR (RT-gPCR) wurde die RNA der bei -80°C aufbewahrten Proben mit dem
RNeasy® Mini Kit (Qiagen N.V., Hilden) isoliert. Jeweils maximal 30mg
Nierenkortex wurde dabei entsprechend dem zugehdrigen Protokoll (RNeasy®
Mini Handbook, 4™ Edition June 2012, Qiagen N.V., Hilden) mit einem Glas-Glas
Homogenisator (A. Hartenstein GmbH, Wirzburg) zerkleinert und mit Spritze und
Nadel (Omnifix®-F 25G, B-Braun Melsungen AG, Melsungen) homogenisiert,
danach Uber mehrere Zentrifugierungsschritte (Mikro 200R, Andreas Hettich
GmbH und Co. KG, Tuttlingen), Zugabe der angegebenen Puffer und 70%
Ethanol in einer Saulenadsorption fertig verarbeitet. Die einzelnen Schritte

wurden bei Raumtemperatur durchgefihrt.

Die  RNA-Konzentration  wurde  photometrisch  (NanoDrop  2000c
Spectrophotometer, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) bestimmt und
anschlieRend die cDNA nach zugehorigem Protokoll mit dem ,First Strand cDNA
Synthesis Kit* (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) im Mastercycler®
Gradient (Eppendorf AG, Hamburg) erstellt.
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Die real-time PCR wurde dann im ,CFX Connect™ Real-Time System*” (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, USA) unter Verwendung des ,SsoFast™ EvaGreen®
USA)
Denaturierung erfolgte dabei tGiber 30s bei 95°C, gefolgt von 40 Zyklen der PCR-

Supermix® (Bio-Rad Laboratories, Hercules, durchgefuihrt. Die
Amplifikation (Annealing und Elongation) mit jeweils 5s bei 95°C und 10s bei
60°C. Die Schmelzkurven entstanden im letzten Schritt Gber 10s bei 65°C, gefolgt

von 5s bei 95°C.

Die in der PCR erhaltenen DNA-Produkte wurden nach der fertigen RT-qgPCR
anhand der Schmelzkurven auf ihre Richtigkeit Uberprift. Zudem wurde fir jeden
eingesetzten Primer die Grol3e der Produkte mittels Agarosegel-Elektrophorese
ermittelt, um gegebenenfalls unspezifische Bindungen und Produkte zu
erkennen. In Bezug auf 3-Aktin wurde die Quantitat der DNA mittels der AAC-

Methode berechnet.

Die Primer der untersuchten Genprodukte und die Lange des daraus in der RT-

gPCR entstandenen Produktes sind in folgender Tabelle aufgefuhrt:

Genprodukt

Primer (sense)

Primer
(antisense)

Lange in
Basenpaaren

iNOS

5-TTG GGT CTT
GTT AGC CTA
GTC-3

5-TGT GCA GTC
CCA GTG AGG
AAC-3'

262

eNOS

5-CAC ACT GCT
AGA GGT GCT
GGA A-3

5-TGC TGA GCT
GAC AGA GTA
GTA C-3&

109

MCP 1

5-CCC AGA AAC
CAG CCA ACT-3

5-TGCTGCTGG
TGA TTC TCT
TG-3

224

I-18

5-CGT GGA
GCT TCC AGG
ATG AG-3

5-CGT CAT CAT
CCC ACG AGT
CA-3'

90

OAT1

5-AGA GTC ACA
GAG CCC TGC
AT-3

5-GCC CAG
GCT GTA GAC
ATA GC-3'

402

OAT3

5-TCCTGGTGG
GTA CCA GAG
TC-3

5-CTG CAT TTC
TGA AGG CAC
AA-3
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5-TCT ACA ATG
AGC TGC GTG
TG-3

Tabelle 2: Primerliste

5-TAC ATG GCT
GGG GTG TTG
AA-3

B-Aktin 130

2.8. Statistik

Die statistischen Tests wurden mit Microsoft® Excel® 2013 (Microsoft
Corporation, Redmond, USA) durchgefuhrt. Die Daten wurden anhand der

Varianzanalyse (ANOVA) und dem ungepaarten t-Test untersucht.

Die Grenzen fir die Ablehnung der Nullhypothese und somit ein signifikantes
Testergebnis wurden, wie allgemein Ublich, festgelegt. Ein p-Wert <0.05 wurde
als statistisch signifikant und ein p-Wert 20.05 als statistisch nicht signifikant

gewertet.

In den Diagrammen, die ebenfalls mit Microsoft® Excel® 2013 erstellt wurden,
sind die Daten jeweils als Mittelwerte (MW) mit ihren zugehorigen

Standardfehlern (SE) angegeben.
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3. Ergebnisse

Die im Ergebnisteil verwendeten Markierungen in den Abbildungen zeigen einen
statistisch signifikanten (p-Wert <0.05) Unterschied zur Sham-Gruppe (*),
beziehungsweise zur Clamp-Gruppe (#). Auf weitere statistische Ergebnisse wird

im Text eingegangen.

Analog zu den Abbildungen werden die im Text aufgefuhrten Mittelwerte mit

ihrem zugehdrigen Standardfehler (MW + SE) angegeben.

3.1. Evaluation der globalen Nierenleistung nach ischdmischem ANV

Als gangige Parameter der Nierenleistung[14, 25, 70] wurden in einem ersten

Schritt die GFR und der RPF der Versuchsgruppen bestimmt.

3.1.1. Glomerulare Filtrationsrate

Die GFR wurde Uber die Berechnung der Inulin-Clearance, wie unter 2.5.

beschrieben, ermittelt und die Ergebnisse sind in folgender Abbildung dargestellt:
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Abbildung 8: Inulin-Clearance pro 100g KG [mI/min]; in Klammern die Anzahl der
Versuchstiere (n); *: statistisch signifikanter Unterschied (p-Wert <0.05) zu Sham;
#: statistisch signifikanter Unterschied (p-Wert <0.05) zu Clamp

Der Unterschied zwischen Kontrolle und Sham ist nicht statistisch signifikant,
ebenso wie der Unterschied zwischen Sham+Nebivolol/Sham+Metoprolol und
Sham nicht statistisch signifikant ist. Die einmalige Gabe der beiden Betablocker
scheint also keinen wesentlichen Effekt auf die GFR nierengesunder Ratten zu
haben. Das Clamping der Nierenarterien fihrt jedoch 24 Stunden postoperativ
zu einem drastischen Abfall der GFR von 0,72 + 0,06 ml/min (Sham) auf 0,09 +
0,02 ml/min (p <0,001). Die GFR der beiden Gruppen Clamp+Nebivolol (0,19 +
0,04 ml/min), so wie Clamp+Metoprolol (0,26 £ 0,07 ml/min) liegt zwar ebenfalls
signifikant unter der GFR der Sham-Gruppe, ist jedoch andererseits signifikant
hoher als die GFR der Clamp-Gruppe. Es ist auch weiterhin ein statistischer
Unterschied zwischen den Clamp+Betablocker-Gruppen zu ihren jeweiligen
Sham+Betablocker-Gruppen auszumachen. Voneinander unterscheiden sich die

beiden Interventionsgruppen (Clamp+Betablocker) nicht signifikant (p = 0,464).
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3.1.2. Renaler Plasmafluss

Der RPF wurde Uber die Berechnung der PAH-Clearance, wie unter 2.6.

beschrieben, ermittelt und die Ergebnisse sind in folgender Abbildung dargestellt:
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Abbildung 9: PAH-Clearance pro 100g KG [ml/min]; in Klammern die Anzahl der
Versuchstiere (n); *: statistisch signifikanter Unterschied (p-Wert <0.05) zu Sham;
#: statistisch signifikanter Unterschied (p-Wert <0.05) zu Clamp

Die hier dargestellten Ergebnisse des RPF zeichnen ein der GFR ahnliches Bild.
Der Unterschied zwischen Kontrolle und Sham ist auch hier nicht statistisch
signifikant. Da sich auch die Gruppen Sham+Nebivolol/Sham+Metoprolol nicht
signifikant von Sham unterscheiden haben die Betablocker offensichtlich keinen
grolReren Effekt auf den RPF bei den Tieren, an denen keine Intervention in Sinne
eines Clamping stattgefunden hat. Dieser Eingriff fihrt jedoch zu einer Reduktion
des RPF am 1. postoperativen Tag von 1,37 + 0,12 ml/min (Sham) auf 0,12 +
0,03 ml/min (Clamp, p <0,001). Die Gabe je eines Betablockers bewirkt auch in
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diesem Fall einen Anstieg des RPF auf 0,30 = 0,05 ml/min (Clamp+Nebivolol)
und auf 0,65 = 0,14 ml/min (Clamp+Metoprolol), der sich signifikant von dem Wert
der Clamp-Gruppe abhebt, ohne jedoch ein statistisch gleiches Niveau im
Vergleich zu den ShamztBetablocker-Gruppen zu erreichen. Untereinander
unterscheiden sich die beiden Clamp+Betablocker-Gruppen nicht signifikant (p =
0,067), jedoch ist — wie auch schon bei der GFR — eine Tendenz zur besseren

Nierenleistung bei der Clamp+Metoprolol-Gruppe sichtbar.

3.2. Expression einzelner Gene nach ischamischem ANV

Um mogliche Angriffspunkte der Betablocker zu analysieren, wurde die
Expression einzelner Gene, die in der Einleitung als pathophysiologisch wichtig

beschrieben wurden, mittel RT-gPCR bestimmit.

3.2.1. iINOS und eNOS

Die Expression der INOS auf Ebene der mRNA, die wie unter 2.7. beschrieben

ermittelt wurde, ist in folgender Abbildung dargestellt:
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Abbildung 10: INOS mRNA-Expression bezogen auf $-Aktin; Kontrolle = 1; in
Klammern die Anzahl der Versuchstiere (n)

Die INOS mRNA-Expression ist der einzige untersuchte Fall, bei dem die
Grundannahme, dass sich Kontrolle und Sham nicht signifikant unterscheiden,
nicht zutrifft, denn Sham entspricht gegenuber jener Gruppe einem Anstieg auf
195% (p = 0,030). Zwischen den Ubrigen Gruppen gibt es dann keine statistisch
signifikanten Unterschiede mehr, auch nicht in Bezug auf die Clamp-Gruppe,
deren Mittelwert sich zwar mit 28,44 deutlich von den tbrigen absetzt, die aber
auch einen Standardfehler von 21,92 aufweist. Die Unterschiede der Mittelwerte
zwischen Clamp und Clamp+Nebivolol (p = 0,159) und zwischen Clamp und
Clamp+Metoprolol (p = 0,146) erreichen keine Signifikanz, weiter ist auch keine
relevanter Unterschied zwischen den beiden Clamp+Betablocker-Gruppen (p =
0,483) auszumachen. Trotz der erwarteten, deutlichen Expressionszunahme der

INOS, kann daher leider in diesem Fall keine genaue Aussage getroffen werden.
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Demgegeniber steht die Expression der eNOS, die in folgender Abbildung

dargestellt ist:
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Abbildung 11: eNOS mRNA-Expression bezogen auf B-Aktin; Kontrolle = 1; in
Klammern die Anzahl der Versuchstiere (n); *. statistisch signifikanter
Unterschied (p-Wert <0.05) zu Sham

Hier ist der Unterschied zwischen Kontrolle und Sham wieder nicht statistisch
signifikant. Trotz der Tendenz zu verringerter Expression der eNOS mRNA liegen
die Gruppen Sham+Nebivolol und Sham+Metoprolol statistisch nicht unter der
Sham-Gruppe. Die Gruppen ClampzxBetablocker unterscheiden sich allesamt
signifikant von Sham im Sinne einer reduzierten mMRNA-Expression. Dies spiegelt
im Wesentlichen die Grundannahme wider, jedoch kann die Gabe eines der
Betablocker nach Clamping keine signifikante Steigerung gegenuber Clamping
alleine herstellen. Die beiden Interventionsgruppen unterscheiden sich auch
voneinander nicht signifikant (p = 0,112). Clamp+Nebivolol unterscheidet sich
von seiner zugehdorigen Sham-Gruppe (Sham+Nebivolol) signifikant (p = 0,030),

fur Metoprolol ist diesbeziglich jedoch kein Unterschied nachweisbar.
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3.2.2. MCP 1 und II-13

Die Expression von MCP 1 wurde wie unter 2.7. beschrieben bestimmt und ist in
folgender Abbildung dargestellt:

MCP 1

Abbildung 12: MCP 1 mRNA-Expression bezogen auf B-Aktin; Kontrolle = 1; in
Klammern die Anzahl der Versuchstiere (n); *. statistisch signifikanter
Unterschied (p-Wert <0.05) zu Sham

Kontrolle und Sham unterscheiden sich auch fir MCP 1 nicht statistisch
signifikant voneinander. Sham+Nebivolol und Sham+Metoprolol zeigen keinen
signifikanten Unterschied zu Sham, was hier wieder einen fehlenden Effekt auf
das entsprechende Gen im Ausgangszustand kennzeichnet. Der signifikante
Anstieg von MCP 1 einen Tag nach Clamping auf 451% gegeniber Sham (p =
0,038) kann durch die Gabe von sowohl Nebivolol, als auch Metoprolol derart
reduziert werden, dass statistisch kein Unterschied mehr zu Sham nachweisbar
ist. Untereinander unterscheiden sich die beiden Clamp+Betablocker-Gruppen

nicht signifikant.
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Die mRNA-Expression von II-1f3 ist in folgender Abbildung dargestellit:
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Abbildung 13: 1I-18 mRNA-Expression bezogen auf B-Aktin; Kontrolle = 1; in
Klammern die Anzahl der Versuchstiere (n); *. statistisch signifikanter
Unterschied (p-Wert <0.05) zu Sham

Kontrolle und Sham unterscheiden sich nicht signifikant voneinander und auch
hier hat die Gabe der beiden Betablocker an Sham-Tieren keinen statistisch
signifikanten Effekt. Das Clamping fuhrt in Bezug zu Sham erstaunlicherweise zu
einer Reduktion der 1I-18 Expression auf 59%, jedoch ohne signifikant zu sein (p
= 0,303). II-1B liegt in den Gruppen Clamp+Nebivolol und Clamp+Metoprolol
signifikant unter Sham, jedoch ist statistisch kein Unterschied zu Clamp
festzustellen, auch wenn die Gabe eines Betablockers das Cytokin auf mRNA-
Ebene tendenziell zu supprimieren scheint. Untereinander unterscheiden sich

Clamp+Nebivolol und Clamp+Metoprolol nicht statistisch voneinander.
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3.2.3. OAT1 und OAT3

Die Expression der organischen Anionentransporter OAT1 und OAT3 wurde, wie

oben aufgefiihrt, bestimmt und ist in den folgenden Abbildungen gezeigt:
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Abbildung 14: OAT1 mRNA-Expression bezogen auf B-Aktin; Kontrolle = 1; in
Klammern die Anzahl der Versuchstiere (n); *: statistisch signifikanter
Unterschied (p-Wert <0.05) zu Sham; #: statistisch signifikanter Unterschied (p-
Wert <0.05) zu Clamp
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Abbildung 15: OAT3 mRNA-Expression bezogen auf B-Aktin; Kontrolle = 1; in
Klammern die Anzahl der Versuchstiere (n); *: statistisch signifikanter
Unterschied (p-Wert <0.05) zu Sham; #: statistisch signifikanter Unterschied (p-
Wert <0.05) zu Clamp

In beiden Fallen unterscheiden sich Kontrolle und Sham nicht signifikant
voneinander. Auch der Unterschied von Sham zu
Sham+Nebivolol/Sham+Metoprolol ist sowohl bei OAT1, als auch bei OAT3 nicht
signifikant, wenngleich es tendenziell zu einer Reduktion der
Transporterexpression, besonders durch Metoprolol, zu kommen scheint.
Insgesamt ist der Einfluss auf die Genexpression im scheinbehandelten Tier aber
offenbar nicht wesentlich. Das Clamping flihrt in Bezug auf die Sham-Gruppe als
Ausgangswert zu einem Abfall der mRNA auf 45% (OAT1), beziehungsweise
26% (OAT3). Dieser Wert ist jedoch nur fir OAT3 signifikant (p = 0,030), wahrend
er fur OAT1 diese Voraussetzung knapp verfehlt (p = 0,056). Die Gabe eines
Betablockers bewirkt nach Clamping eine im Vergleich mit der Clamp-Gruppe

statistisch signifikante Heraufregulierung der Transporterexpression, namlich fir
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OAT1 auf 188% (Clamp+Nebivolol) und auf 224% (Clamp+Metoprolol),
beziehungsweise fir OAT3 auf 251% (Clamp+Nebivolol) und auf 143%
(Clamp+Metoprolol), jeweils in Bezug auf die Sham-Gruppe. Gegenuber Sham
ist diese Steigerung sogar signifikant in der Gruppe Clamp+Metoprolol bei OAT1
(p = 0,040) und in der Gruppe Clamp+Nebivolol bei OAT3 (p = 0,040).
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4. Diskussion

Die im vorausgegangenen Teil beschriebenen Ergebnisse sollen im Folgenden

weiter erortert werden.

4.1. Methoden

Die in diesem Experiment verwendeten Sprague Dawley® Ratten wurden
entsprechend dem deutschen Tierschutzgesetz und den Empfehlungen der
FELASA (Federation of European Laboratory Animal Science Associations)
Kategorie B, sowie den Empfehlungen des Europarates vom 30.11./03.12.1993,
wie weiter oben beschrieben, gehalten, operiert und getdtet. Das zugrunde
liegende Verfahren zur Induktion des ischamischen ANV wurde bereits vielfach
in unserer eigenen Arbeitsgruppe, wie auch von externen Gruppen angewandt
und kann daher als etabliert angesehen werden.[21, 43, 44, 71, 72] Die gute
Reproduzierbarkeit und Anwendbarkeit dieses Modells warmer Ischamie mit
Reperfusion zeigt sich auch darin, dass es in >40% der Studien zum ANV
verwendet wird.[73] In unserem Modell einer warmen Ischamie Uber 45 Minuten
und anschlieBender Reperfusion kommt es zu nekrotischen Veranderungen im
proximalen Cortex und im AuRRenstreifen des Nierenmarks.[71] Zu beachten ist,
dass die hier untersuchten weiblichen Ratten, verglichen mit ihren méannlichen
Artgenossen, ein ischamisches ANV relativ gesehen offensichtlich besser
uberstehen.[74]

Trotz der Analogien zum ANV einer menschlichen Niere gibt es durchaus auch
Unterschiede, die erwahnt werden sollten: Zu einer kompletten Ischamie mit
Reperfusion der Nieren kommt es beim Menschen lediglich im Rahmen von
Nierentransplantationen, wobei hier die Organe Ublicherweise gespult und
voriibergehend gekuhlt werden (,kalte Ischamie®) oder in seltenen Féllen bei
langer  andauernden Reanimationen  sowie  einem  ausgepragten
hamorrhagischen Schock (,warme Ischamie®).[71] Zudem ist ein ANV bei
menschlichen Patienten oft mit Komorbiditaten assoziiert und geht nicht

zwingend auf ein einzelnes Ereignis zurlck.[75] Bei hospitalisierten Patienten ist
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Sepsis der haufigste Grund fur ein ANV und nicht die Okklusion der
Nierenarterie.[10] Dies bedeutet zwar einerseits, dass Erkenntnisse aus
Tierexperimenten niemals unmittelbar mit den pathophysiologischen Vorgangen
im Menschen gleichgesetzt werden kénnen, andererseits erlauben sie uns ein
derart komplexes System wie das der Niere realitatsgetreu zu beobachten und
zu untersuchen. Dariiber hinaus konnen die Ergebnisse eines monokausal
induzierten ANV im Vergleich mit Kontroll- und Sham-Gruppen spezifisch auf
Stérungen in der Niere zurlckgefuhrt werden, womit der Einfluss weiterer
Faktoren auf ein Mindestmal3 reduziert werden kann. Es besteht also Hoffnung
mit Hilfe der Grundlagenforschung Ablaufe des ANV weiter aufzudecken und

somit schliel3lich neue diagnostische und therapeutische Ansatze zu etablieren.

4.2. Dosierung der Medikamente

Metoprolol wurde in den Experimenten in einer einmaligen oralen Dosis von
50mg verabreicht. Dies entspricht einer Ublichen Einmaldosis beim
Menschen.[76] Nebivolol wurde in den Experimenten in einer einmaligen oralen
Dosis von 5mg verabreicht. Auch dies entspricht der Ublichen mittleren oralen
Tagesdosis beim Menschen.[76] Aufgrund der oben beschriebenen
Pharmakokinetik konnten wir davon ausgehen, dass die beiden Praparate im hier
erfassten Zeitfenster von 24 Stunden nach Induktion der Ischamie wirkten. Im
Fall von Nebivolol hat sich Uberdies in Voruntersuchungen (in dieser Arbeit nicht
prasentiert) mit verschiedenen Stoffmengen (2,5mg/5mg/10mg) die Dosis 5mg
als die wirksamste herausgestellt. Der Vergleich mit den Sham-Tieren zeigt, dass
die verwendete Dosierung keinen wesentlichen Einfluss auf die Nierenfunktion
im Ausgangszustand hat. Eine &ahnliche orale Dosis (60mg Metoprolol,
beziehungsweise 6mg Nebivolol) wurde auch in einem anderen Experiment an
Ratten mit der Frage nach einem Effekt auf chronisches Nierenversagen
gewahlt.[53]
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4.3. Die Nierenfunktion nach ANV und Einsatz der Betablocker Nebivolol oder

Metoprolol

Die GFR gilt allgemein als der Wert, der die Nierenleistung insgesamt am besten
widerspiegelt und wird im klinischen Alltag oft mit Hilfe des Serumkreatinins
abgeschétzt.[9] Von Bedeutung ist auch der RPF, der einen weiteren Hinweis auf
die renale Durchblutungssituation gibt. Im ANV geht die hamodynamische
Autoregulation, die den Perfusionsdruck der Nieren normalerweise bei circa
65mmHg halt, verloren.[9] Um ein exaktes und verlassliches Ergebnis zu
erhalten, haben wir daher fir diese Arbeit die GFR (wie auch den RPF) nach
ihren physiologischen Grundprinzipen berechnet. Dies ist weiter oben ausfthrlich

beschrieben.

Die GFR nach Clamping der Nierenarterien konnte in unserem Experiment durch
die Gabe der Betablocker, verglichen mit der Gabe von Kochsalzlsung,
verdoppelt, beziehungsweise im Falle von Metoprolol, fast verdreifacht werden.
Dieses Ergebnis unterstitzt die Hypothese, dass eine Reduktion des
Sympathikotonus positive Effekte auf die Niere haben kann. Die Gabe der
Betablocker konnte allerdings nicht zu einer Egalisierung der GFR mit den jeweils

zugehdrigen Sham-Gruppen fuhren.

Es konnte in verschiedenen Studien gezeigt werden, dass die Reninaktivitat im
ANV erhoht ist[77, 78], B1-selektive Betablocker wie Nebivolol oder Metoprolol
senken die Reninsekretion hingegen.[29] Auch eine deutliche Erhéhung von
Angiotensin Il konnte im Ischamie-Reperfusionsmodell an Ratten gezeigt
werden[79] und so wurden vor dem Hintergrund eines gesteigerten RAAS
Experimente durchgefiihrt, die dieses an verschiedener Stelle blockieren.
Kontogiannis et al.[79] konnten so in einer Studie warmer Ischamie durch
bilaterales Clamping der NierengefaRe an Sprague Dawley® Ratten zeigen, dass
Losartan, ein AT1-Rezeptor-Blocker, positive Effekte auf den Serumkreatininwert
hat. Diese wurden allerdings erst 72 Stunden nach Reperfusion sichtbar. Ein
Unterschied zur Kontrollgruppe konnte nach 24 Stunden noch nicht ausgemacht
werden. Das Experiment von Kim et al.[65] bestatigt dieses Ergebnis, wonach
sowohl Losartan als auch der ACE-Hemmer Enalapril die GFR 24 Stunden nach

46



bilateralem Clamping an Kaninchen nicht signifikant verbessern konnten. Beide
Autoren werfen die Frage nach weiteren Proteasen auf, die Angiotensin |
unabhangig vom ACE zu Angiotensin Il spalten kdnnten. Es ist tatsachlich
bekannt, dass die Serinproteasen Chymase und Cathepsin G eben diesen
peptidolytischen Schritt bewerkstelligen koénnen.[80-82] Eine Blockade des
RAAS mit Betablockern an vorgeschalteter Stelle, namlich auf Ebene der
Reninsekretion, sollte hiervon nicht betroffen sein. laina et al.[83] konnten
konsequenterweise im warmen Ischamiemodell an Ratten eine deutliche
Reduktion des Kreatinins und des Harnstoffes im Serum 24 Stunden nach ANV
zeigen, wenn sie die Tiere zum Zeitpunkt des ANV mit Propranolol, einem
unselektiven Betablocker, behandelten. Zur Reduktion dieser Parameter konnte
in einem anderen Experiment auch der Einsatz von Metoprolol bei Cyclosporin
A-geschadigten Nieren fiihren.[84] Ebenso konnte von Gandhi et al.[85] gezeigt
werden, dass auch Nebivolol einen &hnlich positiven Einfluss auf das
ischamische ANV bei Ratten hat. Interessanterweise war der Effekt von Atenolol,
einem [1-selektiven Betablocker ohne NO-freisetzende Wirkung, in diesem
Versuch beziiglich Kreatinin und Harnstoff nahezu identisch. In den beiden
zuletzt genannten Experimenten, wurden die Betablocker jedoch schon vor der
Induktion des Nierenschadens verabreicht. Fur einen klinischen Ansatz zur
Therapie des ANV ist dies weitestgehend unbrauchbar, weswegen wir uns
entschieden haben, die Praparate jeweils kurz nach Eintreten des ANV zu
applizieren. Im Gegensatz dazu konnten in einem Modell chronischer
Niereninsuffizienz an Ratten weder Nebivolol noch Metoprolol erhdhte Kreatinin
oder Harnstoffwerte gtinstig beeinflussen.[53] Nebivolol senkte hier allerdings

das Ausmalfl der Albuminurie.

In das Gesamtbild dieser Erkenntnisse flgt sich auch das Ergebnis eines
Experimentes von Linz et al.[67] ein, in dem die GFR nierenkranker Ratten durch
selektive sympathische Denervierung verbessert werden konnte. Uber die
Reninfreisetzung hinaus fuhrt die sympathische Aktivitat jedoch auch Uber a-
Rezeptoren zu erhohtem GefalRwiderstand und somit zu verringerter GFR und
RPF der Nieren[62], wovon in diesem Versuch nur der erste Teil abgebildet sein
kann. Um die Veranderungen des RPF abzubilden, die vom RAAS (Angiotensin
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II) hervorgerufen werden, haben wir jedoch auch hier mittels der PAH-Clearance
die Nierendurchblutung gemessen. Nachdem das Clamping den RPF auf 9%
seines Ausgangswertes (Sham) reduzierte, konnte die Gabe beider Betablocker
den Wert statistisch signifikant anheben. Wie schon bei der GFR war dabei
Metoprolol tendenziell besser wirksam, setzte sich aber nicht signifikant von

Nebivolol ab.

Die GFR und der RPF der Sham-Tiere waren von der Applikation je eines
Betablockers in unserem Versuch nicht verandert. Dies lasst sich mit der
Beobachtung eines Experimentes von EI-Gowilly et al.[84] erklaren, bei dem
Metoprolol die basale Reninaktivitat nicht beeinflusste, jedoch eine erhohte
Aktivitat nach Cyclosporin A-induziertem Nierenschaden senkte. Fir das am B1-
Rezeptor wirkungsgleiche Nebivolol kann dieselbe Annahme gelten. Diese
Erkenntnis ist nicht zuletzt wichtig fur die Beurteilung der Dosis der Pharmaka,
da Betablocker (in zu hoher Dosierung) akut die Ventrikelfunktion[29] und somit

die Nierendurchblutung verschlechtern kénnen.

Da es bezuglich der beiden Betablocker keine Unterschiede im Hinblick auf die
Beeinflussung von GFR oder RPF bei Sham-Tieren gab, scheint die Eigenschaft
von Nebivolol als NO-Donor keine wesentliche Rolle hierfiir im Grundzustand zu

spielen.

4.4. Veranderungen der INOS und eNOS Aktivitat

Bei Untersuchung der iNOS-Expression 24 Stunden nach ischamischem ANV
zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen der Sham-Gruppe und
den Interventionsgruppen, auch wenn das Muster der Veranderungen den
Erwartungen entspricht. Der akute Nierenschaden fuhrt, wie vielfach
beschrieben[20, 21, 86-89], zu einer erhohten INOS auf mRNA und auf
Proteinebene (Letzteres hier nicht nachgeprift). Auffallig ist der grol3e
Standardfehler, vor allem der Clamp-Gruppe, der auch schon in einer friiheren
Publikation unserer Arbeitsgruppe[21] gegenwartig war und vermuten lasst, dass
es bezuglich der INOS-Expression in der Ratte grofRe interindividuelle
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Unterschiede gibt. Bei entsprechend grof3erer Versuchszahl (n) ist aber zu
vermuten, dass sich Clamp signifikant von Sham abheben sollte. Interessant ist
jedoch, dass es keinen Unterschied zwischen den Gruppen Clamp+Nebivolol
und Clamp+Metoprolol gibt. Der Aspekt der NO-freisetzenden Wirkung von
Nebivolol scheint also 24 Stunden nach Clamping keinen wesentlichen Effekt auf
das NOS-System zu haben, denn auch bei Untersuchung der eNOS mRNA-
Expression sind die Gruppen statistisch gleich. Andererseits finden sich nach der
Gabe von Metoprolol ahnliche Werte wie nach der Gabe von Nebivolol, was auf
eine mogliche Beeinflussung durch B-Rezeptoren hindeutet. Hinsichtlich der
eNOS spricht fur diese Annahme auch, dass sich durch die Gabe von Metoprolol
der Unterschied zwischen Clamp und Sham egalisieren lasst. Die beobachtete
Herabregulierung der eNOS nach Clamping steht im Einklang mit Ergebnissen
unserer[90] und externer[89] Arbeitsgruppen, jedoch konnte an anderer Stelle
auch eine Heraufregulierung auf Proteinebene[21] und mMRNA-Ebene[88]
beschrieben werden. Entscheidend fir das ANV erscheint jedoch, wie in der
Einleitung dargelegt, das relative Verhéltnis der beiden NOS zueinander, das

durch NO-Donoren im Prinzip gunstig beeinflusst werden kann.[20, 21, 69]

Der vasodilatatorische Effekt von NO beruht nicht nur auf einer direkten Wirkung
an der glatten GefalBmuskulatur, sondern auch auf einer Senkung des
Sympathikotonus im ZNS.[91] Umgekehrt kann ein NO-Mangel Uber das
sympathische Nervensystem eine vermehrte Reninsekretion vermitteln[85, 92]
und den Effekt von Angiotensin Il verstarken.[93] Ito et al.[92] konnten so in einem
Experiment an einem einzelnen Glomerulus zeigen, dass die Blockade der NO-
Synthese die von Angiotensin Il vermittelte Vasokonstriktion des Vas afferens
verstarkt und verlangert. Hinsichtlich der Reninsekretion und deren Inhibition
durch selektive Blockade der B1l-Rezeptoren ware es denkbar, dass sie in
unserem Experiment schon auf ein derart niedriges Niveau abgesenkt war, dass
eine zusatzliche Modulation Gber das NO-System keinen messbaren Effekt mehr
hatte. Das ist aber ein Erklarungsansatz, der nur diesen einen Aspekt
berlicksichtigt, wohingegen die Effekte von eNOS und iINOS (siehe 1.2.1.)
vielféltiger sind. Hierzu zahlen neben den vasodynamischen Einflissen u.a. eine

Verringerung des oxidativen Stresses (ROS) und der Gefalientziindung.[58]
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Es konnte in Experimenten weiter gezeigt werden, dass auch Betablocker in das
NOS-System eingreifen. Funovic et al.[94] fanden in einer Untersuchung an
Aorten, dass die vorausgehende Behandlung mit Metoprolol das Verhaltnis von
aus eNOS freigesetztem NO zu Peroxinitrit gtinstig beeinflusst und Uberdies
mehr NO produziert wird. Die Autoren fuhren an, dass das Pharmakon aufgrund
seiner ausgepragten Lipophilie intrazellular oxidative Prozesse verringern
konnte. Im Gegensatz dazu stehen die Beobachtungen von Ladage et al.[54], die
eine Zunahme der eNOS-vermittelten NO-Produktion durch Nebivolol, nicht aber
Metoprolol, an menschlichen Endothelzellen beschrieben haben. Broeders et
al.[55] kommen zu derselben Erkenntnis, indem sie zeigen, dass von beiden
Praparaten lediglich Nebivolol NO-freisetzend wirkt und das erst nach
hepatischer Metabolisierung bei der die unter anderem verantwortlichen B2-
agonistischen Produkte entstehen. Dies unterstreicht nebenbei die
Notwendigkeit eines in vivo Modells zur Untersuchung des hier behandelten
Themas. Bei Betrachtung der Studienlage ist zu bedenken, dass die Wirkung der
B-Blocker durchaus auch organspezifisch sein kann. Dass Nebivolol auch
tatsadchlich an mesangialen Zellen des Glomerulums einen vasodilatierenden
Effekt hat, konnten Kalinowski et al.[56] nachweisen. Mason et al.[95] konnten
experimentell zeigen, dass sowohl Nebivolol als auch Metoprolol das
NO/Peroxinitrit-Verhaltnis in aortalen und glomerularen Endothelien anheben

konnten, wohingegen dies fur Metoprolol nur in der Niere der Fall war.

Die verringerte eNOS Expression ist nur eine Ursache des geschilderten NO-
Mangels. So schreiben Sullivan et al.[96] richtigerweise, dass eine ,entkoppelte®
eNOS, die anstelle NO vermehrt Superoxid (O2-) produziert, welches dann weiter
unter zusatzlichem NO-Verbrauch zu Peroxinitrit reagiert, ein weiterer Grund fur
einen funktionellen NO-Mangel ist. Diese Tatsache wird in unserem Experiment
nicht vollstandig abgebildet, da hierfir noch NO und ROS separat erfasst werden

mussten.

Insgesamt konnte das Wirkprinzip von Nebivolol oder Metoprolol auf die
eNOS/INOS Aktivitat mit unserer Arbeit noch nicht nachgewiesen werden. Vor

allem der Ansatz mit Nebivolol bleibt aber weiterhin spannend, da eine Reihe an
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Experimenten auf mogliche, vorteilhafte Wirkungen hinweisen. Zu beachten ist,
dass sich die Untersuchungen hierzu nicht nur mit der renalen Vasomotorik im
Speziellen, sondern mit den Effekten auf isolierte Endothelzellen oder die Aorta

beschéftigen.

4.5. Mechanismen der Entziindung nach ANV und Einsatz von Nebivolol oder

Metoprolol

Das Vorliegen entziindlicher Prozesse in der Pathophysiologie des ANV, speziell
auch nach einem Ischamie/Reperfusionsschaden, wird in der Literatur zahlreich
dargelegt[2, 4, 10, 33, 97] und ist auch weiter oben ansatzweise beschrieben.
Um hierzu sowohl Einblick in Vorgadnge der erworbenen als auch angeborenen
Immunitét zu erhalten, haben wir die Expression von MCP 1 und II-18 untersucht.
MCP 1 spielt dabei eine herausragende Rolle, da es unter den Chemokinen der
CC-Familie in der Niere den grol3ten Anteil an chemotaktischer Aktivitat vermittelt
und somit fur die Migration weil3er Blutkdrperchen nach Ischamie verantwortlich
ist.[98]

Im Falle des Cytokins MCP 1 konnte 24 Stunden nach Ischamie ein Anstieg der
MRNA-Expression auf mehr als das 4,5-fache des Ausgangswertes (Sham)
verzeichnet werden, was in guter Ubereinstimmung mit anderen
Veroffentlichungen ist.[35, 99, 100] Die Applikation von Nebivolol und Metoprolol
konnten die Uberexpression gleichermafen reduzieren und zwar auf einen Wert,
der sich statistisch nicht mehr von den Sham-Gruppen unterscheidet. Zwischen
den Gruppen Clamp+Nebivolol und Clamp+Metoprolol gab es keinen
Unterschied. Das spricht dafiir, dass dieser Effekt den [(-blockierenden
Eigenschaften der Pharmaka und nicht der NO-freisetzenden Wirkung von
Nebivolol zuzuschreiben ist. Eine Erklarung hierfir liefert die Beobachtung, dass
neben dem komplexen Zusammenspiel der Cytokine auch Angiotensin Il in
dieses System eingreift. Ruiz-Ortega et al.[101] konnten in vitro an mesangialen
Zellen zeigen, dass Angiotensin Il Uber den Transkriptionsfaktor NF-kB die MCP

1 mRNA-Expression steigert. Demgegenuber stehen die Untersuchungen von
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Wolf et al.[102, 103] die herausfanden, dass die MCP 1-Expression nur von
Nebivolol, nicht aber von Metoprolol reduziert wird. Es handelt sich dabei jedoch
um in vitro Experimente an kardialen Endothel- und glatten Gefalmuskelzellen.
Daraus organspezifische Unterschiede abzuleiten ist sicher nicht probat, was

diese Inkongruenz erklaren kénnte.

Da 1I-1[3, ebenso wie Angiotensin Il, NF-kB und somit MCP 1 aktiviert, erschien
uns die genauere Untersuchung des Cytokins in Bezug auf das vorliegende
Experiment interessant. Im Zusammenspiel tben 1l-18 und Angiotensin Il wohl
sogar einen synergistischen Effekt aus. [37] Entgegen der erwarteten Steigerung
der I-18 mRNA nach einem Ischamieschaden, der auch in weiteren
Veroffentlichungen[33, 104] beschrieben ist, unterschied sich die Clamp-Gruppe
im vorliegenden Experiment nicht signifikant von Sham. Es war vielmehr eine
leichte Tendenz hin zu reduzierter Expression zu vermerken. Dies ist
verwunderlich, zumal die Il-1B3-Expression in einer von mir operierten Clamp-
Gruppe (in hier vorliegender Arbeit nicht gezeigt) erhoht war. Weiter zeigte sich
eine deutliche Reduktion von II-1p bei Zugabe eines Betablockers nach Ischamie
auf weit unter das Niveau der Kontroll-Gruppe. Hinsichtlich der Praparate
Nebivolol und Metoprolol war dabei kein Unterschied feststellbar. Hinweise
darauf, dass das sympathische Nervensystem (ber [(-Rezeptoren
inflammatorische Prozesse ausldosen kann, liefern Prabhu et al.[105], indem sie
im Experiment an Ratten zeigten, dass Metoprolol die Entziindungsantwort — die
[I-1B-Expression eingeschlossen - nach Myokardinfarkt deutlich verringern kann.
Genau das konnten auch Lu et al.[106] bereits 24h nach einem Infarktereignis
nachweisen. Anhand der Tatsache, dass II-13 also einerseits vom autonomen
Nervensystem aktiviert wird und andererseits (zusammen mit Angiotensin Il Uber
NF-kB) MCP 1 steigert, wie Alique et al.[37] und andere Autoren[107] berichten,
lasst sich das vielschichtige Zusammenspiel von Sympathikus und Inflammation
im ANV nur erahnen. Auch andere Interleukine, TNF-a (Tumornekrosefaktor-a)
oder Interferon-y induzieren die MCP 1 mRNA.[99] Uberdies kann die
Unterdriickung der inflammatorischen Antwort, etwa durch die Inhibition von NF-

kKB oder des MCP 1 Signalweges, auch die glomerulare iNOS-Expression
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mindern und damit die Nierenfunktion (in zitierten Studien Albuminurie oder

Serumharnstoff) verbessern.[35, 108]

Zusammenfassend sind also mehrere Punkte beschrieben, an denen
sympathische Uberaktivitat entziindliche Vorgange fordert. In dieser Arbeit
konnte gezeigt werden, dass verminderte Inflammation mit besserer
Nierenleistung zumindest in Korrelation steht. Dies ist in Einklang mit
Ergebnissen unserer eigenen Arbeitsgruppe, nach denen eine reduzierte
Makrophagenzahl in der Niere mit besserer GFR und RPF einhergeht.[90] Fur
eine tatsachliche Kausalitat sprechen die Ergebnisse von Furuichi et al.[35], denn
sie belegen, dass durch Elimination des MCP 1 Signalweges (knock-out Mause),
die Makrophageninvasion nach Ischamie/Reperfusion gestoppt und die
Nierenfunktion geschuitzt werden kann. Die hier beschriebenen Vorgénge, die auf
Annahmen aus den zitierten Veroffentlichungen und der eigenen Arbeit beruhen,

sollen in folgender Abbildung vereinfacht dargestellt werden:

RAAS J = [Angiotensin Il ]

/ \

—
{ANV] - {SympathikusT } [NF-KB] = [MCP1] = ‘ B

iNOS 1/ Nierenschaden 1
- [ve

Abbildung 16: Schematische Darstellung des Zusammenspiels von
sympathischer Uberaktivierung, Inflammation und iNOS im ischamischen akuten
Nierenversagen

4.6. Genregulation von OAT1 und OAT3 nach ANV

Der deutliche Abfall der OAT1 und OAT3 mRNA-Expression, den wir in

vorliegender Arbeit verzeichnen, ist in einer Linie mit den Beobachtungen
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unserer[43, 44] und denen externer[109] Arbeitsgruppen. Ein analoges Verhalten
zeigt sich auch nach ANV, das durch ein Sepsismodell oder uretrale Obstruktion
(postrenales ANV) ausgeldst wurde.[109, 110] Fur beide Transporter konnte
gezeigt werden, dass die nach Clamping beobachtete Reduktion durch die
Zugabe je eines Betablockers signifikant gegentber der Gabe von
Kochsalzldsung verbessert werden konnte. Hinsichtlich der Beurteilung der PAH-
Clearance ist zu bedenken, dass PAH durch glomerulare Filtration und tubulére
Sekretion ausgeschieden wird. Der gemessene Anstieg durch die Gabe eines
Betablockers konnte daher auch nur auf die starkere Expression von OAT1/3
zurickgehen. Da jedoch zusatzlich die Inulin-Clearance und stellenweise die
schadliche Entzindungsantwort verbessert wurde, spricht dies fir einen
(zusatzlichen) Ubergeordneten Effekt, der offensichtlich unter anderem die
Gesamtdurchblutung verbessert. Dieser Zusammenhang wurde so bereits in

einer Veroffentlichung unserer Arbeitsgruppe beschrieben.[44]

Ein mdglicher Erklarungsansatz findet sich in der Beobachtung von Karim et
al..[111] Sie zeigten, dass Angiotensin Il Uber den AT1-Rezeptor die Aktivitat der
Proteinkinase C (PKC), die Bestandteil der G-Protein-gekoppelten Signalantwort
ist, heraufregulieren kann. Solch eine Stimulation der PKC kann in der Niere den
Transport organischer Anionen tber OAT1/3 reduzieren.[112] Da in diesem
Experiment ein Effekt schon 10 Minuten nach Stimulation der PKC zu sehen war,
wurde angenommen, dass dies nicht auf veranderter Protein (und mRNA)
Expression beruhte. Vielmehr konnte gezeigt werden, dass die Transporter
anscheinend in die Zelle mittels Endozytose aufgenommen werden.[113]
Demgegenuber steht unsere Beobachtung, dass auch die mRNA der beiden
OAT im ANV reduziert ist und durch Betablocker (und somit verminderte
Angiotensin  II-Aktivitat) verbessert werden kann. Ein entsprechender
Mechanismus ist uns allerdings nicht bekannt. Gegebenenfalls ist auch eine
verbesserte Organdurchblutung und somit reduzierte Ischamie fur die
verbesserte Genexpression verantwortlich. Der Effekt Gber das Niveau der

Sham-behandelten Tiere hinaus ist damit jedoch nicht erklarbar.
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4.7. Limitationen und Ausblick

Die Beobachtungen und Ergebnisse des Experimentes, die in dieser Arbeit
dargestellt und beschrieben wurden, kdnnen nattrlich nur einen kleinen Teil des
komplexen Geschehens des ischamischen akuten Nierenversagens
miteinbeziehen. Weitgehend unbekannt sind etwa die Mechanismen, die zu einer
funktionellen Verknupfung der einzeln dargestellten pathophysiologischen
Merkmale fiihren: Der synergistische Effekt von Angiotensin Il und II-13 auf NF-
kB[37], die vermehrte INOS-Freisetzung durch MCP 1[35] oder die gesteigerte
MCP 1 Genexpression durch Angiotensin I1.[101] Auch der Einfluss der B-
blockierenden oder NO-freisetzenden Substanzen Nebivolol und Metoprolol ist
nur selektiv abgebildet. Um beispielsweise den Einfluss beider Pharmaka auf das
RAAS detaillierter zu demonstrieren, mussten noch die Serumaktivitat von Renin
und Angiotensin Il mitbestimmt werden. In diesem Fall haben wir die bereits in
anderen Veroffentlichungen publizierten Daten[77-79] als Annahmen
ubernommen. Die Eigenschaft Nebivolols als NO-Donor ist ebenso lediglich
durch die Aktivitaten der iINOS und eNOS wiedergegeben, da dieses als
entscheidend im ANV gilt.[20] Die Messung von NO und ROS (Peroxinitrit), wie
beispielsweise bei Funovic et al.[94] beschrieben, kdnnte weitere Einblicke in
hiervon vermittelte Effekte geben. Entsprechend dem zentralen Dogma der
Molekularbiologie[114, 115] wird die in den Genen als DNA gespeicherte
Erbinformation Uber mRNA zu Proteinen transkribiert und translatiert. Die
Expression der dargestellten Gene ist in vorliegender Arbeit nur im ersten Schritt
durch PCR-Messungen untersucht. Mit entsprechenden Western-Blots kdnnte
man zusatzlich noch die Protein-Ebene betrachten. Weiter konnte
immunbhistologisch untersucht werden, ob das durch Gabe eines Betablockers
supprimierte MCP 1 sich auch tatsachlich in verringerter parenchymaler
Makrophageninvasion niederschlagt. Auch hiervon kann aber, entsprechend den

Ergebnissen von Rice et al.[99], ausgegangen werden.

Die Auswertung 24 Stunden nach Clamping ist einerseits sehr praktikabel,
andererseits lasst sich mit diesem Intervall ein verlasslich reproduzierbares

Modell des ANV etablieren. Da die Reparaturprozesse jedoch mehr als 24
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Stunden in Anspruch nehmen[21], wéare es interessant, die gezeigten
Veranderungen Uber mehrere Tage zu beobachten, beziehungsweise die
Betablocker tber einen langeren Zeitraum zu verabreichen. Auch Betz et al.[90]
weisen in ihrer Arbeit schon darauf hin und andere Experimente demonstrieren
positive Effekte durch Beeinflussung des RAAS nach 72 Stunden oder nach 7
Tagen.[79, 116]

Die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Verédnderungen der
Nierendurchblutung im ANV beziehen sich auf das gesamte Organ und weisen
vor allem auf die myogene Vasokonstriktion durch das RAAS hin. Da zur
Minderdurchblutung jedoch auch das TGF beitragt[19, 24], das nachweislich
durch den ACE-Hemmer Enalapril ausgeschaltet werden kann[117], sollte man
auch dieses in weiteren Untersuchungen im Blick behalten. Boivin et al.[66]
konnten zeigen, dass sich die Verteilung der Betarezeptoren nicht nur auf die
granulierten Zellen des juxtaglomerularen Apparates beschrankt, sondern auch
weitere Abschnitte der Niere mit einschlie3t. Ein gro3er Teil von ihnen ist
demnach apikal/intraluminal positioniert, womit Versuche mit Bisoprolol
aufschlussreich sein kénnten, da es zu 50% unverandert in den Urin abgegeben
wird, wahrend dieser Anteil fir Metoprolol lediglich 5% und fur Nebivolol sogar
nur 0,5% betragt.[29] Um Verédnderungen der regionalen Blutverteilung und
Mikrozirkulation im ANV und deren pharmakologische Beeinflussung in vivo zu
untersuchen, ist es denkbar, dass der Einsatz bildgebender Verfahren, etwa der

Magnetresonanztomographie, neue Einsichten bringen wird.

Es gibt andere Erkrankungen, die pathophysiologische Gemeinsamkeiten mit
den hier beschriebenen Merkmalen des ANV haben. So konnten auch bei der
Hyperurikdmie experimentell eine Aktivierung des RAAS, Vasokonstriktion durch
Abnahme von NO und Generierung von ROS sowie analoge inflammatorische
Prozesse (MCP 1, lI-1B) nachgewiesen werden.[118] Eine Inhibition der hierftr
mitverantwortlichen Xanthinoxidase kdnnte somit denkbarerweise auch positive

Auswirkungen auf den Verlauf des ischdmischen ANV nehmen.

Diese Arbeit konstatiert, dass das Krankheitsbild des ANV und seine zugrunde

liegenden Vorgange noch nicht komplett verstanden sind, weswegen es auch in
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Zukunft moglicherweise viele interessante Entdeckungen geben konnte. Die
Forschung auf diesem Gebiet impliziert natirlich immer das Bestreben, neue

therapeutische Ansatze und Wege zu etablieren.
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5. Zusammenfassung

Es ist bekannt, dass es im akuten Nierenversagen zu einer renalen
Uberaktivierung des Sympathikus, des RAAS (vermittelt Gber B1-Rezeptoren)
sowie zu einem funktionellen NO-Mangel und zur Dysbalance zwischen eNOS
und INOS kommt. Diese Sachverhalte tragen zu einer Vasokonstriktion und somit
verminderten Durchblutung der Nieren bei. Um hierzu weitere Erkenntnisse zu
erlangen, wurde in vorliegender Arbeit der Einfluss der Betablocker Nebivolol und

Metoprolol auf das akute Nierenversagen untersucht.

Zur Induktion eines ischamischen akuten Nierenversagens wurde an weiblichen
Sprague Dawley® Ratten ein bilaterales Abklemmen (,Clamping“) der
Nierenarterien Uber 45 Minuten durchgefthrt. Im Anschluss an die Reperfusion
der Nieren wurde den Tieren dann einmalig entweder 5mg Nebivolol, 50mg
Metoprolol oder Kochsalzlosung verabreicht. Zum Vergleich dienten
scheinoperierte (,Sham®) Tiere mit analogen Gruppen der eingesetzten
Pharmaka. 24 Stunden spater wurden die GFR und der RPF anhand
gesammelter Blut- und Urinproben photometrisch bestimmt. Die Genexpression
von iINOS/eNOS, MCP 1 und II-13 sowie OAT1/3 im Nierenkortex wurde auf
MRNA-Ebene mittels RT-gPCR untersucht.

Die Gabe von Nebivolol oder Metoprolol konnte den nach einer Ischamie
beobachteten Abfall der GFR und des RPF signifikant abmildern. Zudem wurde
die Generierung der Entzindungsmediatoren MCP 1 und II-13 unterdriickt und
die Expression der Transporter OAT1/3 gesteigert. In Bezug auf iINOS und eNOS
konnten durch die Applikation je eines der Medikamente keine wesentlichen
Veréanderungen beobachtet werden. Die gemessenen Effekte waren fir Nebivolol
und Metoprolol nahezu identisch, so dass diese auf die B-blockierenden
Eigenschaften der beiden Pharmaka zuriickzufiihren sind, ohne dass die NO-

Freisetzung durch Nebivolol einen zusatzlichen Effekt zu haben scheint.
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