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1 Einleitung

1.1 Das akute Nierenversagen

Das akute Nierenversagen (ANV) ist trotz der Fortschritte der modernen Medizin eine
Krankheit, deren hohe Mortalitdt von 50-80% auch in den letzten Jahrzehnten nicht
malgeblich gesenkt werden konnte (1-6).

Besonders gefdhrdet sind Patienten, die wegen eines akuten Nierenversagens oder
zusitzlicher Begleitkrankheiten intensivmedizinisch behandelt werden miissen.
Verkomplizierend dabei ist, dass gerade bei diesen Patienten die Inzidenz des akuten

Nierenversagens mit ca. 5% besonders hoch ist (7).
1.1.1 Athiologie des akuten Nierenversagens

Das akute Nierenversagen kann nach seiner Athiologie in ein prirenales, renales und
postrenales Nierenversagen unterteilt werden. Die Ursachen sind fiir jede dieser
Gruppen sehr verschieden.

Das prirenale akute Nierenversagen ist meist durch zirkulatorische-ischdmische
Prozesse wie Schock oder Hypovoldmie ausgeldst und stellt mit ca. 50% die hiufigste
Ursache dar. Aber auch Medikamente wie NSAR, ACE-Hemmer, Aminoglykoside und
Rontgenkontrastmittel konnen zu einem prirenalen akuten Nierenversagen fiihren.
Immunologische Erkrankungen wie das Goodpasture-Syndrom oder die akute
interstitielle Nephritis gehoren zu den Ursachen, die das intrarenale Nierenversagen
auslosen. Bei Kindern zahlt das Héamolytisch-Urdamische-Syndrom
(enterohdmorrhagische Escherichia coli Serogruppe O 157) zu den hiufigsten
auslosenden Faktoren. Es gibt aber noch viele weitere Ursachen des akuten
Nierenversagens, wie vaskuldre Nierenerkrankungen und tubuldre Lumenverschliisse
durch Leichtketten, die beim Plasmozytom auftreten.

Durch Transportbehinderung der ableitenden Harnwege kann es zum postrenalen akuten
Nierenversagen kommen (7,10,11).

In dieser Arbeit wird der Verlauf nach ischdmischer Genese als die hdufigste Ursache

fiir das akute Nierenversagen untersucht.



1.1.2 Stadien des akuten Nierenversagens

Das akute Nierenversagen lduft iiberwiegend in vier Stadien ab, die jeweils mit
typischen Komplikationen einhergehen.

Nach der Schiadigung der Niere als erstes Stadium kommt es im zweiten Stadium zur
Oligo- beziehungsweise Anurie. In dieser Phase besteht vor allem die Gefahr der
Uberwiisserung mit schwerwiegenden Folgen wie Linksherzinsuffizienz und
Lungenddem. Zusitzlich kann es zur Elektrolytverschiebung mit Hyperkalidmie und
metabolischer Azidose, sowie einem Anstieg der Retentionswerte mit dem klinischen
Bild der Uriimie mit den Allgemeinsymptomen wie rascher Ermiidbarkeit, Ubelkeit und
Somnolenz kommen.

Im dritten Stadium tritt die Niere in eine polyurische Phase, die aufgrund noch gestorter
Riikresorptionsmechanismen mit groBem Verlust von Serumelektrolyten, wie Kalium
und Natrium einhergehen kann, die unter anderem zu Herzrhythmusstérungen fiihren
konnen.

Nach der Polyurie kommt es im giinstigsten Fall zur Restitutio ad integrum mit

Normurie und kompletter Wiederherstellung aller renalen Funktionen (7).

1.1.3 Definition des akuten Nierenversagens

Das akute Nierenversagen ist unter anderem durch einen plotzlichen Verlust der
Entgiftungsfunktion, Urinkonzentrationsstorung mit Verschiebungen im Elektrolyt- und
Fliissigkeitshaushalt, sowie dem Hormon- und S&iure-Basenhaushalt der Niere
gekennzeichnet (2). Daraus lassen sich auch die Leitsymptome des akuten
Nierenversagen die Oligourie (<500ml Urin/d) beziehungsweise die Anurie (<100ml
Urin/d) und ein Anstieg der Retentionswerte Serum-Harnstoff und Serum-Creatinin
erklédren (2,7,8,9). Ca. 15% der Félle des akuten Nierenversagens verlaufen normo- oder
polyurisch und haben damit als einziges Leitsymptom den beschriebenen Anstieg von
Serum-Harnstoff und Serum-Creatinin. Zusétzlich kann es je nach Schweregrad zu den

bereits oben geschilderten Symptomen der Urdmie kommen.



Das ansteigende Serum-Creatinin, gekoppelt mit dem Abfall der glomeruldren
Filtrationsrate, ist eine Moglichkeit, die Diagnose des akuten Nierenversagens zu stellen
(7,2,8).

Weitere Diagnosekriterien fiir den Verlust der Konzentrationsfédhigkeit der Niere sind
ein Anstieg der fraktionalen Exkretion von Natrium auf {iber 2%, ein Abfall der
Urinosmolalitdt auf unter 400mOsm/kg und ein erhéhtes Vorkommen von tubuldren
Epithelzellen im Urinsediment. Trotz intensiver Forschung und klinischer Erprobung
von KIM-1 (kidney injury molecule-1) (12,13) oder Interleukin-18 (15), die
hoffnungsvolle experimentelle Ansdtze gezeigt hatten, fehlt es an Biomarkern fiir das
akute Nierenversagen, wie es sie mit dem Troponin schon beim Herzinfarkt gibt.
Zusitzlich macht das Ausbleiben von Frithsymptomen es oft schwierig, das akute
Nierenversagen und das Ausmaf3 der Erkrankung zu diagnostizieren. Ein Grund dafiir,
dass man noch keinen geeigneten Biomarker fiir das akute Nierenversagen gefunden
hat, liegt auch an der Tatsache, dass man die Pathogenese des akuten Nierenversagens

noch nicht ausreichend erforscht und verstanden hat.

1.1.4 Pathogenese des akuten Nierenversagens

Es gibt heute verschiedene Ansitze das akute Nierenversagen zu erkliren, wobei es sich
wahrscheinlich um ein Mischbild aus verschiedenen Reaktionen handelt. Dazu gehoren
die Vasokonstriktion vor allem der afferenten Arteriolen, der Zelluntergang mit Verlust
der  Zellpolaritdit, und nach neusten  Erkenntnissen, eine  komplexe
Inflammationsreaktion im Nierenparenchym (7,16,18). Geht man von der hiufigsten
Ursache des akuten Nierenversagens, der Ischdmie aus, fiihrt der Sauerstoffmangel in
den afferenten Arteriolen der Glomeruli zu einem Anstieg des zytosolischen Calciums
und damit zur Vasokonstriktion (19). Zusdtzlich kommt es zur erhohten Sensibilitét fiir
Vasokonstriktoren und nervale Stimuli (23,24), was schlieflich zum Verlust der
Autoregulation des renalen Blutflusses fithrt. Durch Endothelschdden wird die
Vasokonstriktion aufgrund sinkender Konzentrationen von NO, vasodilatierenden
Prostaglandinen und einem vasokonstriktiv wirkenden zunehmenden Endothelin-
Spiegel verstirkt. Durch ansteigende inflammatorische Mediatoren wie Zytokine,

Eicosanoide und Sauerstoffradikale, kommt es unter anderem zur Aktivierung von



Leukozyten, die zu weiteren Endothelschdden und so zu einem Circulus vitiosus fiihren
(20,21,22). All diese Verdnderungen fiihren schlielich zu einer Abnahme der
glomeruldren Filtrationsrate.

Es konnte gezeigt werden, dass die Glomeruli beim akuten Nierenversagen
morphologisch weitgehend intakt sind (2) wihrend die Tubuli deutliche Schidigungen
aufweisen. Diese findet sich insbesondere im S3-Segment, das sich zwischen dulerer
Medulla und Cortex befindet und Teile des proximalen Tubulus und den dicken
aufsteigenden Ast der Henle-Schleife enthélt (32,37). Deshalb nimmt man an, dass die
starksten Auswirkungen der Schidigung vor allem im Bereich der proximalen Tubuli
liegen. Diese Annahme wird durch die bei Ischdmie auftretende Translokation der
Na+/K+ATPase von der basolateralen zur apikalen Membran im Tubulus (25,28) mit
Verlust der Zellpolaritit und der Fahigkeit, Natrium und Wasser zu resorbieren,
gestlitzt. Durch die so erhohten Konzentrationen an Natrium und Chlorid an der Macula
densa kommt es zu einer weiteren Einschrinkung der glomeruldren Filtrationsrate, die
bis zu 50% betragen kann (26). AuBlerdem kann es durch den Verlust der
Epithelbarrieren, ,,Capillary leak®, zu einem Riickfluss von bereits filtrierten Substanzen
kommen (27,29,36).

Die in verschiedenen Experimenten gezeigte Stauung von Primérharn in den proximal
gelegenen Tubulusanteilen entsteht durch die Abschilferung des Biirstensaums des
proximalen Tubulus (5) zusammen mit dem tubuldr sezernierten Tamm-Horsfall-
Protein was zu einer Obstruktion im distalen Tubulussegment fiihrt. Dies geschieht
dadurch, dass das Tamm-Horsfall-Protein, das als Monomer in den Tubulus kommt,
durch erhohte Natriumkonzentrationen zu einem gelartigen Polymer umgewandelt wird
(31). Besonders betroffen von der Ischdmie und ihren Folgen ist das bereits genannte
S3-Segment. Hier kommt es im Rahmen einer Ischimie besonders schnell zu Nekrosen,
die durch die energieabhingige, ATP-verbrauchende Offnung des death-channels
erfolgt (33). Die Offnung des death-channels fiihrt zur Nekrose der Zelle, was vor allem
im proximalen Tubulus zu beobachten ist. Normalerweise bleibt dieser Kanal bei
Ischdmie, hohen Glycinwerten (34) und niedrigem pH (35) zum Schutz der Zelle im
Rahmen der Ischdmie geschlossen. Insbesondere bei einer sehr lange anhaltenden

Ischdmie, kommt es in der Extensionsphase, die 6-12 Stunden nach dem schidigendem



Ereignis in den wieder perfundierten Arealen auftritt, entweder zur Regeneration oder
zur weiteren Schadigung der Zellen.

Da viele Zellen in den reperfundierten Arealen nach langer Schidigung nicht fahig sind,
aufgrund mitochondrialer Schiden ATP als Grundlage fiir die ATP-abhéngige
Regeneration (21) zu produziern, kommt es auch in der spidten Phase nach der

Initialschddigung zur Offnung des death-channels und zur Nekrose der Zellen (39,40).

1.2 Therapie des akuten Nierenversagens

Die zur Zeit etablierte Therapie des akuten Nierenversagens hat bisher noch zu keinem
zufrieden stellenden Verlauf nach akutem Nierenversagen gefiihrt. Die
Wiederherstellung beziehungsweise Verbesserung der Nierenfunktion zeigt in
epidemiologischen Studien noch groBlen Forschungsbedarf. So wurden klinische
Versuche, mit Dopamin (41) iiber die Dopamin-1-Rezeptoren in der Niere eine bessere
Durchblutung zu erreichen, schlieBlich eingestellt, da kein signifikanter protektiver
Effekt nachgewiesen werden konnte (42). Auch der Einsatz der Diuretika Furosemid
und Mannitol konnen in klinischen Studien hochstens das oligurische Nierenversagen in
die nicht oligurische Form umwandeln, ohne die glomerulére Filtrationsrate signifikant
zu verbessern (43-47).

Neuere klinische Therapieansitze mit ANP und IGF-1, die im Tierversuch
erfolgversprechende Daten lieferten (48,49), zeigten, beim Menschen angewandt,
keinen Effekt auf eine Verbesserung oder Wiederherstellung der Nierenfunktion

(50,51).

In den letzten Jahren riickten verschiedene Mediatoren, die vermehrt in der
ischdmischen Niere auftreten, immer mehr ins Blickfeld der Forschung.
Zu diesen wahrscheinlich als Schutz vor Ischdmie sehr wichtigen Mediatoren gehdrt

unter anderen die Himoxygenase (52,53).



1.3 Die Himoxygenase

1.3.1. Haim und Himstoffwechsel

Beim akuten ischdmischen Nierenversagen spielt Him neben einer Vielzahl von
anderen Faktoren eine wichtig Rolle (68,75,76). Him dient als prosthetische Gruppe in
verschiedenen H&m-Proteinen (77-79). Beim bekanntesten Him-Protein, dem
Hamoglobin, dient es zum Beispiel der Sauerstoffbindung.

Héamoglobin wird durch Oxidationsprozesse zu Biliverdin, Kohlenmonoxyd (CO) und
Eisen abgebaut (69). Das hierdurch entstandene Biliverdin wird dann in einem néchsten
Schritt durch die Biliverdin-Reduktase zu Bilirubin abgebaut, das vom Korper vor allem
bilidr ausgeschieden werden kann. Das beim Hém-Abbau freiwerdende Eisen wird

grofBtenteils durch das Speicherprotein Ferritin (70) gebunden.

1.3.2 Hamoxygenase-1

Von der Himoxygenase sind drei Isoformen bekannt. Die Himoxygenase-1 (HO-1) ist
in den Microsomen der Zelle lokalisiert und hat ein Molekulargewicht von 32 kDa (6).

Die Hamoygenase-1 scheint von besonderer Bedeutung fiir den Schutz der von
Ischdmie bedrohten Zellen zu sein (56-63). Die fiir die Niere lebenswichtige Bedeutung
der HO-1 bei Ischdmie konnte bei knockout Méusen (85) nachgewiesen werden. Die
Tiere, bei denen die HO-1 nicht vorhanden war, hatten eine signifikant schlechtere
Nierenfunktion und im follow-up eine 100% Mortalitdt bei Auftreten von

Tubulusschéiden.

Bei der HO-1 handelt es sich um ein Enzym, das nur unter pathologischen Bedingungen
expremiert wird. Unter den, bei pathologischen Verhéltnissen, vorhandenen Stimuli
findet sich vor allem im proximalen Tubulus der Niere sowie in Leber und Lunge (5)
die stirkste HO-1 Expression. Zu einer renalen Induktion der HO-1 kommt es in erster

Linie durch eine akute renale Schadigung bei Ischdmie (64,65). In zweiter Linie durch



Nephrotoxine (z.B. Cisplatin) (66), Glomerulonephritiden (67), Transplantation und
Rhabdomyolyse (68). Aber auch UV-Strahlen, bakterielle Lipopolysaccharide,
Cytokine und auch Hém selbst fithren zur gesteigerten Expression von HO-1 im distalen

und proximalen Tubulus sowie Sammelrohr (69).

Die HO-1 ist das geschwindigkeitslimitierende Enzym im H&m-Abbau durch
Cytochrom P450, Biliverdin-Reduktase und HO-1 (69).

Wie oben erwihnt entstechen beim Hidm-Abbau durch die HO-1 initiierte Kaskade
mittels Oxidationsprozesse Biliverdin, Kohlenmonoxyd (CO) und Eisen.

Die HO-1 ist aber nicht nur fiir den Hidmabbau wichtig, sondern auch fiir die damit
verbundene Konzentrationszunahme an CO (71,72), da CO eine grofle Rolle in der

Regulation des Gefdlltonus der Widerstandsgefil3e spielt(14).
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Abb. 1 Schema der von der Himoxygenase katalysierte Reaktion des Him-Abbaus (aus

J Am Soc Nephrol 11: 965-973,2000)



Alle Stoffwechselprodukte der HO-1 konnen bei zu hohen Konzentrationen selbst zu
toxischen Substanzen werden. So stimuliert CO freie Radikale (73), die Proteine
schiadigen konnen. Ungebundenes Eisen kann ebenfalls durch Generation freier
Radikale solche Schédigungen katalysieren, und hochpathologische Konzentrationen an

Serum-Bilirubin kénnen zum Beispiel zum Ikterus neonatorum (74) fiihren.

Bei der Gen-Regulation von HO-1 im Rahmen des akuten Nierenversagens spielt Him,
neben einer Vielzahl von anderen Faktoren, eine wichtige Rolle (68,75,76). Beim
akuten Nierenversagen kommt es zu einem starken Anstieg der Him-Konzentration, der
aus dem Zelluntergang und der Destabilisierung der Himproteine stammt.

Beim Menschen ist das HO-1-Gen auf Chromosom 22ql12 (80) lokalisiert. Es gibt
sowohl positive als auch negativ regulierende Elemente fiir den HO-1-Promotor.

Bei niedrigen Konzentrationen von Hdm kommt es durch Interaktion vom negativ
wirkenden Transkriptionsfaktor Bach-1 mit den MARE-Sequenzen (Maf recognition
sites) (81) zu einer Unterdriickung der HO-1 Expression (siche Abbildung 2) (82).
Kommt es beim akuten Nierenversagen zu hohen Konzentrationen an Hdm, so bindet
Ham den Transkriptionsfaktor Bach-1 und es konnen induktionsaktivierende
Transkriptionsfaktoren wie Nrf-2 mit MARE (81) in Kontakt treten. Nrf-2 bildet mit
dem small Maf-Protein im Zellkern ein Heterodimer (83,84) und fiihrt so zur

Geninduktion.
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Abb. 2 Hypothetischer Mechanismus der Hamoxygenase-1 Induktion beim akuten
ischdmischen Nierenversagen (aus Jpn. J. Pharmacol. 88, 127-132, 2000)

1.3.3 Himoxygenase-2

Die zweite Isoform der Himoxygenase, die Hdmoxygenase-2 (HO-2), hat ein
Molekulargewicht von 36 kDa und ist vor allem in den Mitochondrien der Zelle
lokalisiert. HO-1 und HO-2 haben nur eine Ubereinstimmung von ca. 40% der
Aminosduren (54). Die mRNA der HO-2 konnte in vielen Geweben nachgewiesen

werden, unter anderem auch in der Niere.

Die Hamoxygenase-2 (HO-2) ist ein konstitutiver Regulator fiir zelluldre Funktionen

und dient als Him-Bindungsmolekiil. Sie kommt vor allem im Gewebe von Gehirn,



Testes, Endothel, distalem Nephron, Leber und Plexus myentericus vor. Nach neuesten
Studien scheint die HO-2 fiir die basale CO-Produktion (93) unter physiologischen
Bedingungen verantwortlich zu sein. CO spielt, wie schon erwihnt, hierbei eine

wichtige Rolle bei der Regulation des GefaBtonus und des Blutdrucks.

1.3.4 Himoxygenase-3

Die Himoxygenase-3 (HO-3) ist zu 90% homolog zur HO-2 (54-58). Sie dient ebenso
wie die HO-2 als Him-Bindungsmolekiil und iibernimmt auch im CO-Stoffwechsel eine
dhnliche Funktion wie die HO-2, indem sie wahrscheinlich ebenfalls fiir die basale CO-

Produktion mitverantwortlich ist.

1.4 Zinn-Mesoporphyrin

Das bereits in der Therapie des neonatalen Ikterus eingesetzte Zinn-Mesoporphyrin
(SnMP) blockiert als Enzyminhibitor die Funktion der Hdmoxygenase. SnMP wird
synthetisch hergestellt und ist von seiner chemischen Struktur dem H@moglobin sehr
dhnlich. (86) Anstelle von Eisen enthilt SnMP Zinn als reaktives Zentrum. Beim SnMP
wurden die beiden Vinyl-Gruppen an C2 und C4 im Vergleich zum Sn-Protoporphyrin
zu Ethyl-Gruppen reduziert (17). Durch seine gute Wasserldslichkeit ist es besser
einsetzbar als andere Substanzen, die zur Blockade von HO-1 fiihren.

Obwohl SnMP ein Inhibitor von HO-1 und HO-2 ist, konnte nachgewiesen werden,
dass es gleichzeitig als Aktivator fiir die HO-1 Genexpression (38) fungiert und somit

konsekutiv zu einem Anstieg der HO-1-Expression fiihrt.
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1.5 NO-Stoffwechsel

In der Niere hat Stickstoffmonoxyd (NO) eine Vielzahl an wichtigen Aufgaben. Dazu
gehoren die Regulation der renalen und glomeruldren Himodynamik (94,100), die
Vermittlung der druckinduzierten Natriurese (101), die Verminderung des
tubuloglomeruldren Feedbacks (102) und die Hemmung der tubuldren
Natriumreabsorption (103).

NO wird durch die NO-Synthase (NOS) aus der Aminosdure L-Arginin gebildet, die
dabei unter Mitwirkung von molekularem Sauerstoff (O2) und NADPH zu Zitrullin
verstoffwechselt wird (94,95).

Von der NOS existieren nach bisherigen Erkenntnissen drei Isoformen, die neuronale
NOS (nNOS oder NOSI), die induzierbare NOS (iNOS oder NOS2) und die
endotheliale NOS (eNOS oder NOS3) (95,103).

Hohe Spiegel der nNOS finden sich in der Niere vor allem in der Macula densa (105),
wo NO einen Einfluss auf den tubuloglomeruldren Feedbackmechanismus hat, sowie in
der Medulla. In vielen Studien (106, 107, 105) konnte iNOS unter physiologischen
Bedingungen nicht in der Niere nachgewiesen werden. Bei proinflammatorischen
Stimuli wie Ischdmie kommt es aber zu einem starken Anstieg der iNOS-Expression
(94). Die eNOS findet sich vor allem im Endothel der renalen Gefédf3e (94).

NO spielt wie bereits erwdhnt eine wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung des
normalen GefaBtonus in der Niere (100). Wird die NO-Synthese gehemmt, fiihrt dies zu
einem Anstieg des GefaBwiderstandes und damit zur Reduktion des renalen Blutflusses
(94).

NO vermittelt seine Wirkung, ebenso wie CO, iiber die Stimulation der 16slichen
Guanylat-Cyclase (sGC) (93), wobei NO eine viel stiarkere Aktivierung der sGC als CO
hervorruft.

Hochstwahrscheinlich ist CO bei intaktem NO-System fiir die Vasodilatation nicht von
entscheidender Bedeutung. Sollte ein funktionelles NO-Defizit vorliegen, so ist CO ein
wichtiger Reservemechanismus, um eine Konstriktion der afferenten Arteriolen in der
Niere zu verhindern (93). Dies zeigt sich auch in steigenden CO-Spiegeln bei

unspezifischer Hemmung der NOS (99).
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Wie schon erwidhnt wird CO unter normalen Bedingungen vor allem durch die HO-2
produziert, die damit eine wichtige Rolle fiir den Gefdftonus tibernimmt (97), und fiihrt
tiber die sGC und calciumabhingige Kaliumkanéle (98) zu einer Vasodilatation.

Wird die HO durch kompetetive Hemmstoffe wie SnMP gehemmt, fiihrt dies zu einer

Vasokonstriktion, die durch einen Mangel an NO noch verstirkt werden kann (93).

1.6 Arbeitshypothese

In dieser Arbeit soll der Einfluss von SnMP auf ein definiertes und reproduzierbares
akutes ischdmisches Nierenversagen iiber einen Beobachtungszeitraum von 14 Tagen
untersucht werden.

Dabei ist der postinterventionelle Verlauf der funktionellen Parameter Inulin- und PAH-
Clearance, der PAH-Nettosekretion, der Retentionswerte Serum-Creatinin und Serum-
Harnstoff und weiterer Parameter der klinischen Chemie von besonderem Interesse.
AuBerdem ist der funktionelle Einfluss von SnMP im Rahmen einer Sham-Operation
Gegenstand der Beobachtung.

Das C-reaktive-Protein wird zur Uberpriifung der peri/postinterventionellen

Qualititskontrolle, sowie als Parameter der Inflammation analysiert.

Im Rahmen dieser Untersuchung soll die Hypothese zur Diskussion gestellt werden,
dass die HO-1 beim akuten Nierenversagen eine wichtige Schliisselrolle fiir die
Funktionsfdhigkeit der Niere einnimmt.

Deshalb wird die HO-1 durch SnMP in ihrer Funktion inhibiert um die Bedeutung der
HO-1 im Rahmen des akuten ischdmischen Nierenversagens darzustellen und die
hierdurch aktivierten Kompensationsmechanismen sowie weitere Effekte anhand der

oben genannten Parameter dokumentiert.
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2 Methodik

2.1Versuchstiere

Alle in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse wurden in vivo am Tiermodell
experimentell gewonnen. Dazu wurde an Ratten (n = 101; weibliche CD- Ratten,
Korpergewicht 170-200g, von der Firma Charles River Deutschland GmbH) operativ
ein akutes ischdmisches Nierenversagen induziert und in einer zweiten, im Intervall
folgenden Operation Analysen iiber verschiedene Nierenfunktionen durchgefiihrt.
Sédmtliche operativen Eingriffe sowie die Unterbringung der Tiere, die vor der ersten
Operation mindestens 24 Stunden im Tierstall verbrachten, erfolgten stets nach den
Mallgaben des Tierschutzgesetzes.

Im Tierstall herrschte ein Hell-Dunkel-Zyklus von 12:12 Stunden. Die Tiere wurden mit
Standardfutter (Firma Altromin GmbH-CoKG Lage, Deutschland) gefiittert und

bekamen Trinkwasser ad libitum.

2.2 Operationsschema

Die Ratten, die in der vorliegenden Arbeit eingesetzt wurden, waren in finf Gruppen

randomisiert.

Zur Bestimmung der Referenzwerte wurde bei einem Teil der Tiere, die im weiteren als
Nativ-Tiere (Tag 0) bezeichnet werden, nur die Entnahmeoperation (siche 2.4)
durchgefiihrt.

Bei allen weiteren Tieren wurde die Induktionsoperation mit definierter Ischdmie der
Nieren entweder nach erfolgter Gabe von 0,9% Natriumchlorid-Losung
(Clamping+NaCl-Tiere) oder Gabe von Mesoporphyrin (SnMP) (Clamping+SnMP-
Tiere) durchgefiihrt. Als Alternativeingriff erfolgte die Induktionsoperation ohne
Ischdmie der Nieren mit Gabe von 0,9% Natriumchlorid-Losung (Sham+NaCl-Tiere)

beziehungsweise Mesoporphyrin (Sham+SnMP-Tiere).
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Die intraperitoneale SnMP-Applikation erfolgte, beginnend vom Zeitpunkt der
Induktionsoperation, maximal fiinf Tage postinterventionell.
Jede einzelne Behandlungsgruppe wurde insgesamt iiber einen Beobachtungszeitraum

von bis zu 14 Tagen postinterventionell beobachtet.

2.3 Induktionsoperation

Ziel der Induktionsoperation war es, ein definiertes und reproduzierbares akutes

Nierenversagen herbeizufiihren.

Fiir die Narkose wurden Ketavet 10mg/kg KG (Pharmacia&Upjohn GmbH, Erlangen)
und Rompun 100mg/kg KG (Bayer Vital GmbH, Aachen) intraperitoneal injiziert.

Nach dem Wiegen des Tieres wurden beide Flanken rasiert und das Tier in Seitenlage
auf einer Warmeplatte (Typ 12511Medax, Nagel GmbH Kiel Deutschland) fixiert, um
wihrend der Operation eine konstante Korpertemperatur von ca. 37°C sicher zu stellen.
Die Augen wurden mit einer Salbe vor Austrocknung geschiitzt (Bepanthen Hoffmann
La-Roche AG) und das Operationsgebiet vor dem Eingriff mit Braunol (B. Braun
Melsungen AG) desinfiziert.

AnschlieBend wurden paravertebral 1cm caudal des Rippenbogens, Kutis, Subkutis und
Muskelschicht mittels eines 2 cm langen Schnitts erdffnet, ein Retraktor eingesetzt und
die Niere vorsichtig aus ihrer Fettkapsel herausgelost.

Nach sorgfiltiger Darstellung des GefdaBbiindels wurde die A. renalis mit einem
Ligaturfaden umschlungen, um spéter die Klemme schnell und sicher platzieren zu

konnen.
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Abb. 3. Darstellung der A.
renalis und Umschlingung mit

einem Ligaturfaden

AnschlieBend wurde die Wunde kurzfristig mit einem sterilen Pflaster (Tegaderm, 3M
Health Care Neuss, Deutschland) verschlossen, um den Fliissigkeitsverlust moglichst
gering zu halten und die Wunde vor Infektionen zu schiitzen.

Das Tier wurde nun auf die kontralaterale Seite gelegt und das bereits beschriebene

Procedere wiederholt.

Die Aa. renales wurden fiir 45 min mit Klemmen (Biemer Mikro Clip 8mm Seidel,
Deutschland) iiber die vorplazierten Ligaturfiden beidseits abgeklemmt, so dass die
arterielle Perfusion sistierte. Dieses Vorgehen wird im weiteren als Clamping

bezeichnet.
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Abb. 4. Abklemmen der A.

renalis

Nach einer Klemmzeit von 25 min wurde den Clamping+NaCl-Tieren 250ul/100g KG
NaCl 0,9% intraperitoneal appliziert. Bei der Clamping+SnMP-Gruppe wurden 0,75
mg/ 100g KG SnMP (Frontier Scintific Europe Ltd Carnforth Lancashire, England)
gelost in NaCl 0,9% in einem Volumen von ebenfalls 250u1/100g KG 1i.p. injiziert. Die
Operationsprozedur und Dauer bis zum Wundverschluss blieb unveréndert.

Bei den Sham-Tieren wurde eine Scheinoperation durchgefiihrt, die sich von der
Induktionsoperation nur in sofern unterschied, dass lediglich auf das Clamping der Aa
renales verzichtet wurde. Auch bei der Shamgruppe wurde 250u1/100g KG NaCl 0,9%
beziehungsweise SnMP in analoger Konzentration wie bei der entsprechenden

Clampinggruppe appliziert.

Mit Erreichen der Ischimiezeit von 45 Minuten wurden beide Klemmen entfernt und
die Wunden zuerst mit einer Muskelnaht (Kiirschnernaht) und anschlieBend einer
Hautnaht in Kniipftechnik verschlossen. Die Nahtwunden wurden mit Braunol
desinfiziert und mit Kompressen abgedeckt.

Wihrend der Aufwachphase wurde jedem Tier 200ug/100g KG Tramal (Griinenthal
GmbH, Aachen) als Schmerzprophylaxe und 250p1/100g KG NaCl 0,9% subkutan

gespritzt, um eine postoperative Exikose in der Aufwachphase zu vermeiden.
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Auch in der Aufwachphase wurde das Tier in einer ca. 37°C warmen Umgebung

gelagert, um eine Hypothermie auszuschlief3en.

2.4 Entnahmeoperation

Ziel der Entnahmeoperation war die Gewinnung von Urin und Serum zur Bestimmung
von Nierenfunktionsparametern, Inflammationswerten und Daten der klinischen

Chemie aus dem Serum.

Im Rahmen der Entnahmeoperation wurde das Tier gewogen, analog zur Voroperation
narkotisiert und anschlieend in Riickenlage auf einer Warmeplatte fixiert.
Ein Hautschnitt erfolgte distal des Leistenbandes, so dass der Gefal-Nervenstrang

sondiert und anschlieend die Leistengefdle (A. und V. inguinalis) freigelegt werden

konnten. Kleinere Venen wurden ligiert oder koaguliert.

Abb. 5. Darstellung und
Vorbereitung der V. inguinalis
fiir die Punktion mit dem

Katheter.

Danach wurde die V. inguinalis erdffnet und ein vorher heparinisierter (Liquimin
N25000 Hoffmann La- Roche AG, Deutschland) Katheter (Polyethylen, 1mm

AulBlendurchmesser) eingebracht und fixiert.
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Abb. 6. Punktion mit dem
Katheter.

Nach einmaliger Bolusgabe von 0,15ml/100g KG einer PAH-Inulin-Infusion (0,4mg
PAH und 2,4mg Inulin in Iml NaCl) wurde anschlieBend die Infusion in einem
Applikationsvolumen von 0,12ml/min iiber den Perfusor (Braun Melsung AG
Deutschland) infundiert.

Nach Infusionsstart wurde durch einen ca. 1 cm langen Medianschnitt proximal der
Symphyse die Harnblase freigelegt, in einer befeuchteten Kompresse extraperitoneal
gelagert und mit einem ca. 2 mm langen Schnitt er6ffnet. AnschlieBend wurde ein
Urinkatheter in der Harnblase fixiert. Nach 30 miniitiger Infusionsdauer wurde mit
Erreichen der Aquilibrationsphase eine MeBpipette an den Blasenkatheter
angeschlossen. Nach einer MeBzeit von 20 min wurde das Urinvolumen bestimmt, der
Urin in ein Reagenzglas gefiillt und anschlieBend umgehend zentrifugiert, um
gegebenenfalls noch aus der Blaseneréffnung resultierende Blutzellen oder Detritus zu
eliminieren. Darauthin erfolgte die Applikation der finalisierenden Analgo-
Sedierungsdosis.

Danach wurde das Abdomen im erweiterten Medianschnitt von der Symphyse bis zum
Epigastrium erdoffnet und die Aorta abdominalis freiprépariert. Diese wurde nun
punktiert, das Blut in einem vorher heparinisierten Glasrdhrchen gesammelt und
umgehend zentrifugiert (10 min bei 4000 U/min 5°C Megafuge 1.0R, Firma Heraeus,

Osterode, Deutschland), um die Blutzellen vom Blutplasma zu trennen. Das Serum
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wurde nach dem Zentrifugieren abpepittiert und zusammen mit dem Urin bei einer

Temperatur von -20°C bis zur weiteren Verarbeitung eingefroren.

2.5 Inulin-Messung

Die Clearance ist definiert als Plasmavolumen, das pro Minute von einer Substanz
vollstindig befreit wird. Inulin ist ein disperses Polymer der Fruktose mit einem
Molekulargewicht von 5 kD, das einen konstanten Plasmaspiegel aufweist, frei filtriert
und weder resorbiert, sezerniert noch metabolisiert wird.

Daher entspricht die Inulin-Clearance weitgehend der glomeruldren Filtrationsrate
(GFR) und stellt ein etabliertes invasives MeBverfahren zur Bestimmung der

Nierenfunktion dar.

Die Inulin-Clearance errechnet sich aus

¢(Urin Inulin) V

Inulin-Cl = i
nulin-Clearance c(Plasma Inulin) t

¢(Urin Inulin) = Inulinkonzentration im Urin
c(Plasma Inulin) = Inulinkonzentration im Plasma
V = Harnvolumen

t=Zeit

Die GFR ist Ausdruck der kumulativen Filtrationsleistung aller Nephrone der Niere.

Um die Inulinkonzentrationen im Urin und Serum zu bestimmen, wurde jede
Einzelprobe 1:500 in MeBpuffer (TES 1,15g, MES 1,0g, 11Aqua dest., 1N Natronlauge,
pH 7.,4) verdiinnt und am Fluoreszenz-Photometer (Victor? 1420 Multilabel counter,
Wallac Oy, 20101 Turku, Finnland) mit einer Wellenldnge von 480nm angeregt. Die

gemessene Emissionswellenldnge betrug 520 nm.

19



Da die Emission direkt proportional zur Inulinkonzentration ist, konnte man aus der

Emission mittels eines Standards die Inulinkonzentration berechnen.

2.6 Para-Aminohippurat-Messung

Da para-Aminohippurat (PAH) von der Niere frei filtriert und in einem sehr hohen
Prozentsatz sezerniert wird, entspricht die mit dem Urin ausgeschiedene PAH-Menge
nidherungsweise der auf arterieller Seite beider Nieren angebotenen PAH-Menge.

Daraus ergibt sich, dass die PAH-Clearance bei uneingeschriankter Nierenfunktion in

Anndherung dem renalen Plasmafluss gleichgesetzt werden darf.

Die PAH-Clearance errechnet sich aus:

c¢(PAH Urin) V
c(PAH Plasma) t

PAH-Clearance =

c(PAH Urin) = PAH-Konzentration im Urin
c(PAH Plasma) = PAH-Konzentration im Plasma
V = Harnvolumen

t=Zeit

Um die Konzentrationen von PAH im Urin und Serum zu bestimmen, wurden die durch
Perchlorsdure denaturierten Proben in mehreren Schritten nach der modifizierten
Anthron-Methode mit Azokopplung zu einem stabilen Azofarbstoff verarbeitet.

Dabei bildete die Kupplungsreagenz mit dem farblosen PAH einen violetten Komplex,
der im Photometer (MRX Dynatech Deutschland GmbH, Deulendorf, Germany) bei
einer Wellenldnge von 550 nm gemessen werden konnte. Die Farbintensitdt des
violetten Komplexes war Ausdruck der PAH-Konzentration.

Wie schon bei der Inulinmessung wurde auch bei der PAH-Messung eine normierte

Standardreihe zur Mengen- und Konzentrationsbestimmung verwendet.
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2.7 PAH-Nettosekretion

Um die moglichst genaue Konzentration des rein im proximalen Tubulus sezernierten
Anteils PAH zu bestimmen kann man die PAH-Nettosekretion berechnen. Dabei wird
der im Glomerulum frei filtrierte Anteil der der PAH-Clearance durch Subtraktion der
Inulin-Clearance herausgerechnet, und so die tubuldre Sekretion nédherungsweise

bestimmt.

PAH-Nettosekretion = ( ¢(PAH Urin) V)/ t) / (GFR* ¢(PAH Plasma)

2.8 Substanzliste fiir die Inulin- und PAH-Bestimmung

Die Substanzen TES = N-tris(Hydroxymethyl)methyl-2-aminoethanesulfon-Saure, MES
= 2-(N-Morpholino)ethanesulfon-Sdure wurden bei Sigma-Aldrich Deutschland bestellt.
Natronlauge IN, Perchlorsdure 0,33M, Natriumnitrit-Losung Img/ml,
Ammoniumamidosulfat-Losung 5mg/ml, Salzsdure 32%, N-(1-Naphtyl)ithylen-
diammoniumdichlorid und Athanol abs. wurden von der Firma Merck Deutschland

bezogen.

2.9 Bestimmung von Serum-Parametern in der klinischen Chemie (Zentrallabor

der Universititsklinik Wiirzburg)

Im Zentrallabor der Universitdtsklinik Wiirzburg wurden Creatinin, Harnstoff, Bilirubin
und CRP mittels eines Auto-Analysers COBAS INTEGRA 800 (Roche Diagnostics
GmbH Mannheim, Deutschland) gemessen.

Das Serum-Creatinin reagiert dabei in alkalischer Losung mit Pikrinséure und bildet ein
gelbrotes Addukt. Die Farbintensitdt ist direkt proportional zur Creatininkonzentration
und wird bei 512nm photometrisch gemessen.

Harnstoff wird durch Urease zu Ammonium und Carbonat umgewandelt. Das
Ammonium wird in einer zweiten Reaktion zusammen mit 2-Oxogluterat durch die

Glutamatdehydrogenase und NADH zu L-Glutamat. Dabei wird pro hydrolysiertem
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Mol Harnstoff zwei Mol NADH zu NAD oxidiert. Die Geschwindigkeit der NADH-
Abnahme ist direkt proportional zur Harnstoffkonzentration.

Bilirubin wird durch die Diazo-Methode zu Azobilirubin umgewandelt. Die
Extinktionszunahme wird bei 552nm photometrisch gemessen.

Das CRP agglutiniert mit Latexpartikeln, die mit Anti-CRP-Antikorpern beschichtet

sind. Der Niederschlag wird turbidimetrisch bei 552nm bestimmt.

2.10  Statistik

Zur Signifikanzbestimmung wurde der T-Test nach Student fiir zufdllig gebildete
Gruppen verwendet. Dabei werden die Mittelwerte von zwei unabhdngigen
normalverteilten Stichproben, die die gleiche Streuung haben, verglichen.

Die Berechnung erfolgte mittels Excel (Microsoft Corporation, Germany).

Das Signifikanzniveau wurde nach den allgemein iiblichen Werten festgelegt.

p <0,05 = signifikant (*) und p >0,05 = nicht signifikant.
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3 Ergebnisse

3.1 Der Einflul von SnMP auf das Serum-Creatinin im Verlauf des akuten

Nierenversagens

Das Serum-Creatinin ist ein einfach zu bestimmender Marker fiir die glomerulére
Filtration und findet im klinischen Alltag einen breiten Einsatz zur Abschdtzung der
Nierenfunktion. Es wird, &hnlich wie Inulin, frei filtriert und nur zu einem
vernachldssigbaren Anteil sezerniert.

Das Serum-Creatinin stellt jedoch einen deutlich storanfilligen Messwert flir die
Beschreibung der Nierenfunktion dar, da Creatinin vom Muskel in dessen Stoffwechsel
freigesetzt wird und damit neben der renalen Exkretion auch von der Muskelmasse, dem
Alter, der korperlichen Aktivitit und noch vielen anderen EinflussgroBen abhéngig ist.
Die Nativ-Tiere (Tag 0) hatten einen durchschnittlichen Serum-Creatininwert von 0,28
mg/dl und lagen damit im Bereich des Normwertes (0-0,88 mg/dl).

Am ersten postoperativen Tag kam es bei den Clamping+NaCl-Tieren zu einem Anstieg
des Serum-Creatinins um 400 % auf 1,12 mg/dl. Im Verlauf sank das Serum-Creatinin
und schon am dritten Tag normalisierten sich die Werte wieder (0,4 mg/dl) und blieben
auch im weiteren Beobachtungszeitraum im Normbereich. Es blieb aber ein signifikant
hoéherer Serum-Creatininwert im Vergleich zu den Serum-Creatininwerten der Nativ-
Tiere (Tag 0).

Die Clamping+SnMP-Tiere stiegen mit dem Serum-Creatininwert am ersten Tag um
485 % auf 1,36 mg/dl. Dieser Anstieg war damit deutlich stirker, aber nicht signifikant,
verglichen mit den Werten der Clamping+NaCl-Tieren.

Auch bei den Clamping+SnMP-Tieren fielen die Serum-Creatininwerte am dritten
postoperativen Tag auf Normwerte ab (0.37 mg/dl). Trotzdem lag er noch signifikant
hoher als der Wert der Nativ-Tiere (Tag 0), und zeigte im Verlauf keine auffillige
Schwankungen mehr.

Die Sham+SnMP-Gruppe blieb, vom Ausgangswert ausgehend, nahezu konstant {iber
den gesamten postoperativen Verlauf (Abb.7). Daraus konnte man schlieen, dass die

Blockade der HO-1 sich am ersten Tag negativ auf das akute Nierenversagen auswirkt,
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aber schon nach drei Tagen der Effekt durch eine Creatinin-MeBung nicht mehr
nachzuweisen ist.

Bei der Sham-Gruppe und damit bei der intakten Niere scheinen die Applikation von
SnMP und der Operationsstress keinen Einfluss auf die Creatinin-Retention und

Exkretion zu nehmen. (Abb.1)

Creatinin (mg/dD

Tag postoperativ

Abb.7: Liniendiagramm der Serum-Creatininkonzentrationen im Vergleich der
Clamping+NaCl-Gruppe (schwarze durchgezogene Linie) mit der Clamping+SnMP-
Gruppe (graue durchgezogene Linie) und der Sham+SnMP-Gruppe (graue gestrichelte
Linie) in Abhéngigkeit vom postoperativen Verlauf. * =p < 0,05

3.2 Der Effekt von SnMP auf den Serum-Harnstoff im Verlauf des akuten

Nierenversagens
Der Serum-Harnstoff zdhlt wie Serum-Creatinin zu den Retentionswerten und damit zu

den Parametern zur Abschitzung der Nierenfunktion im klinischen Alltag. Harnstoft ist

das Endprodukt des humanen Eiweillstoffwechsels. Seine Konzentration im Serum
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hiangt von verschiedenen den Eiweillkatabolismus beeinflussenden Faktoren, wie zum
Beispiel Eiwei3zufuhr, Fieber, Kachexie und vielen anderen ab.

Die Serum-Harnstoff-Konzentration {iberschreitet erst bei einem Absinken des
Glomerulumfiltrates unter 25 % die obere Normgrenze.

Der Ausgangswert der Nativ-Tiere (Tag 0) lag mit 30,9 mg/dl im Normbereich (10-50
mg/dl).

Ahnlich wie beim Serum-Creatinin stieg die Serum-Harnstoffkonzentration der
Clamping+NaCl-Gruppe auf 164,5 mg/dl und damit deutlich {iber den Normwert an.
Aber bereits am dritten postoperativen Tag lag die Clamping+NaCl-Gruppe mit 54,2
mg/dl nur knapp liber dem Normwert, um am siebten und vierzehnten Tag diesen
wieder zu unterschreiten.

Analog dazu verhielt sich auch die Clamping+SnMP-Gruppe. Allerdings kam es am
ersten Tag zu einem massiveren Anstieg der Serum-Harnstoffwerte auf 217,9 mg/dl, der
mit p = 0,07 gerade nicht mehr signifikant ist im Vergleich zur Clamping+NaCl-
Gruppe.

Auch bei den Clamping+SnMP-Tieren sanken die Werte am dritten postoperativen Tag
und lagen mit 48,2 mg/dl wieder im Normbereich. Es zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede zur Clamping+NaCl-Gruppe.

Die Sham+SnMP-Tiere zeigten nur minimale Schwankungen im Verlauf, ausgehend
von den Nativ-Tieren (Tag 0), die allerdings nie signifikant waren.

Der Verlauf der Serum-Harnstoffkinetik beschreibt ebenfalls ein schlechteres Outcome
der Clamping+SnMP-Gruppe am ersten Tag. Auch hier zeigt sich, dass der Effekt ab
dem dritten Tag nicht mehr nachvollziehbar ist, und dass SnMP und der
Operationsstress bei der intakten Niere (Sham+SnMP-Gruppe) keinen Einfluss auf die
Serum-Harnstoffwerte zu haben scheinen. (Abb.8)
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Abb.8: Liniendiagramm der Serum-Harnstoffkonzentration im Vergleich der
Clamping+NaCl-Gruppe (schwarze durchgezogene Linie) mit der Clamping+SnMP-
Gruppe (graue durchgezogene Linie) und der Sham+SnMP-Gruppe (schwarze

gestrichelte Linie) wiahrend des postoperativen Zeitverlaufs. * = p < 0,05

3.3 Der Einfluss von SnMP auf die Inulin-Clearance im Verlauf des akuten

Nierenversagens

Die Inulin-Clearance stellt ein sehr exaktes, etabliertes invasives MeBverfahren zur
Bestimmung der glomeruldren Filtrationsrate und damit der Nierenfunktion dar.

Die Nativ-Tiere (Tag 0) hatten eine Inulin-Clearance von 0,81 ml/min/kg KG. Von
diesem Wert ausgehend sank die Clearance bei den Clamping+NaCl-Tieren am ersten
postoperativen Tag auf 20,4 % des Ausgangswertes ab. Im weiteren Verlauf zeigte sich
eine kontinuierliche Verbesserung der Clearance bis zum vierzehnten postoperativen

Tag auf 55,2 % des Ausgangswertes.
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Am ersten postoperativen Tag zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen den
Clamping+SnMP-Tieren und den Clamping+NaCl-Tieren bei der Reduktion der
Clearance. Von den Nativ-Tieren (Tag 0) ausgehend sank der Wert auf 7,5 % des
Ausgangswertes.

Interessanterweise kam es in der Clamping+SnMP-Gruppe am dritten Tag zu einer
deutlicheren Verbesserung der Clearance auf 32,4 % des Ausgangswertes. Im Vergleich
dazu stieg die Clearance der Clamping+NaCl-Gruppe nur auf 25,9 % des Startlevels.
Die Differenz lieB sich jedoch nicht als signifikant darstellen. Am siebten und
vierzehnten Tag zeigten sich bei beiden Gruppen keine Differenzen in der Inulin-
Clearance.

Der deutliche Abfall beider Gruppen am ersten Tag zeigt, dass es zu einem akuten
Nierenversagen mit Einschrdnkung der glomeruldren Filtrationsrate gekommen ist. Die
signifikant schlechtere Clearance der Clamping+SnMP-Gruppe verdeutlicht, dass die
Hemmung der HO-1 sich nachteilig auf die Nierenfunktion auswirkt. Gleichzeitig ergibt
sich ein Trend, dass dieser Effekt bereits nach drei Tagen nicht mehr funktionell

nachzuweisen ist (Abb.9).
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Abb.9: Liniendiagramm der Inulin-Clearance im Vergleich der Clamping+NaCl-
Gruppen (schwarze Linie) mit der Clamping+SnMP-Gruppe (graue Linie) wihrend des

postoperativen Zeitverlaufs. * =p < 0,05

3.4 Der Effekt von SnMP auf die PAH-Clearance im Verlauf des akuten

Nierenversagens

Als Schitzwert fiir den renalen Plasmaflu3 spielt die PAH-Clearance eine wichtige

Rolle. Da PAH von den Nieren frei filtriert und auch in einem sehr hohen Prozentsatz
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sezerniert wird ergibt sich, dass die PAH-Clearance unter physiologischen Bedingungen
in Anndherung dem renalen Plasmafluss entspricht.

Die PAH-Clearance bei den Nativ-Tieren (Tag 0) betrug 2,61 ml/min/kg KG. Ebenso
wie bei der Inulin-Clearance sank die PAH-Clearance der Clamping+NaCl-Gruppe
deutlich auf 32,5 % des Ausgangswertes. Im weiteren postoperativen Verlauf zeigte
sich eine kontinuierliche Verbesserung der PAH-Clearance auf 60,9 % des Startlevels
am vierzehnten postoperativen Tag. Auch bei den Clamping+SnMP-Tieren kam es am
ersten Tag zu einem Abfall der PAH-Clearance auf 14,5 % des von den Nativ-Tieren
(Tag 0) vorgegebenen Ausgangswertes, der damit signifikant niedriger ausfiel als bei
der Clamping+NaCl-Gruppe.

Interessanterweise verbesserte sich auch die PAH-Clearance der Clamping+SnMP-
Gruppe am dritten postoperativen Tag bereits wieder auf 44,1 % des Ausgangswertes
und damit schneller als die Clamping+NaCl-Gruppe, die bei 37,9 % lag. Die Differenz
zwischen den Gruppen am dritten Tag ist mit p = 0,155 nicht signifikant.

Im weitern Beobachtungszeitraum stieg die Clearance der Clamping+SnMP-Gruppe
ohne signifikanten Unterschied nahezu identisch mit der Clamping+NaCl-Gruppe auf
schlieBlich 55,1 % des Ausgangswertes.

Die deutliche Verschlechterung der Clearance am ersten Tag mit dem signifikanten
Unterschied zwischen beiden Gruppen zeigt, dass die Blockierung von HO-1 durch
SnMP sich nachteilig auf die PAH-Clearance auswirkt. Analog zur Inulin-Clearance
ergibt sich der Trend zur Uberkorrektur am dritten postoperativen Tag. Fiir die
Clamping+SnMP-Gruppe zeigt sich eine leichte Verbesserung der PAH-Clearance, die

sich im weiteren Verlauf nicht mehr funktionell auswirkt (Abb.10).

29



[98)
(9]

o 3|
Z 3
el
22,5
£
T 2
2
§1’5; *
S
C 1
=
<
~ 0,5
O I I I I I 1

0 1 3 7 14

postoperativer Tag

Abb.10: Liniendiagramm der PAH-Clearance im Vergleich der Clamping+NaCl-
Gruppe (schwarze Linie) mit der Clamping+SnMP-Gruppe (graue Linie) wihrend des

postoperativen Zeitverlaufs. * = p < 0,05

3.5 Die Wirkung von SnMP auf die Sham-Tiere im Verlauf des akuten

Nierenversagens

Um einen Effekt von SnMP und der Operation auf die intakte Niere auszuschlieBen
beziehungsweise zu dokumentieren, wurden die Sham+NaCl-Gruppe mit der
Sham+SnMP-Gruppe verglichen.

Die Inulin-Clearance der Nativ-Tiere (Tag 0) betrug 0,81 ml/min/kg KG. Bei der

Sham+NaCl-Gruppe zeigte sich ein leichter, nicht signifikanter Abfall der Clearance am
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ersten Tag auf 81,1 % des Ausgangswertes. Im weiteren Beobachtungszeitraum blieb
die Clearance unverdndert. Auch bei der Sham+SnMP-Gruppe sank, analog zur
Sham+NaCl-Gruppe am ersten postoperativen Tag, die Inulin-Clearance auf 84,6 %. Im
weiteren Verlauf zeigten sich keine signifikanten Differenzen zwischen den Sham-
Gruppen, so dass man davon ausgehen kann, dass SnMP auf die gesunde Niere keine
Auswirkungen beziiglich einer Alteration der Clearancefunktion von Inulin hat

(Abb.11).
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Abb.11: Liniendiagramm der Inulin-Clearance im Vergleich der Sham+NaCl-Gruppe
(graue Linie) mit der Sham+SnMP-Gruppe (schwarze Linie) wéhrend des

postoperativen Verlaufs. * =p < 0,05

Bei der Sham+NaCl-Gruppe zeigte sich in der PAH-Clearance analog zur Inulin-

Clearane ein Abfall am ersten postoperativen Tag im Vergleich zu den Nativ-Tieren
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(Tag 0), der allerdings nicht signifikant war. Im weiteren Verlauf blieb die Clearance
auf dem Niveau des ersten Tages konstant mit leichter Verbesserung am vierzehnten
Tag.

Die Sham+SnMP-Gruppe verbesserte die PAH-Clearance am ersten Tag von 2.6
ml/min/kg KG auf 2,8 ml/min/kg KG ohne signifikanten Unterschied zu den Nativ-
Tieren (Tag 0). Die Differenz zu der Sham+NaCl-Gruppe war hingegen am ersten
postoperativen Tag signifikant.

Am dritten Tag sank die Clearance der Sham+SnMP-Gruppe anschlieBend auf
vergleichbare Clearancewerte der Sham+NaCl-Gruppe. Im weiteren
Beobachtungszeitraum zeigten sich keine signifikanten Differenzen mehr zwischen den
Gruppen. Insgesamt scheint SnMP aber keinen Einflu3 auf die Funktion der gesunden

Niere zu haben (Abb.12).
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Abb.12: Liniendiagramm der PAH-Clearance im Vergleich der Sham+NaCl-Gruppe
(graue Linie) mit der Sham+SnMP-Gruppe (schwarze Linie) wéhrend des

postoperativen Verlaufs. * =p < 0,05
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3.6 Der Einfluss von SnMP auf die PAH-Nettosekretion im Verlauf des akuten

Nierenversagens

Subtrahiert man die Inulin-Clearnace von der PAH-Clearance so ldsst sich die PAH-
Nettosekretion errechnen. Sie zeigt die reine PAH-Sekretionsleistung der Niere an und
ist damit ein indirekter Marker fiir die tubuldre Exkretionsfunktion.

Da aus den Ergebnissen der Clearance von Inulin und PAH abzulesen ist, dass sich am
ersten postoperativen Tag in allen Messdaten eine signifikante Abnahme der
Nierenfunktion bei der Clamping+NaCl-Gruppe und im Vergleich zu dieser eine
ebenfalls signifikante weitere Verschlechterung der Werte bei der Clamping+SnMP-
Gruppe stattfand, wurde in diesem Zeitraum die Sekretionsleistung bestimmt. Da sich
der Trend durchzusetzen scheint, dass sich die Clamping+SnMP-Gruppe am dritten
postoperativen Tag minimal besser erholt, als die Clamping+NaCl-Gruppe wurde auch
fiir diesen Tag die Sekretionsleistung bestimmt.

Die Nativ-Tiere (Tag 0) hatten am Tag 1 eine PAH-Nettosekretion von 3,5 ml/min. Bei
der Clamping+NaCl-Gruppe fiel die Sekretion auf 38 % des Ausganswertes. Analog zu
den vorherigen Ergebnissen sank die Sekretionsleistung der Clamping+SnMP-Tiere mit
17,4% des Startlevels noch deutlich unter die Werte der Clamping+NaCl-Gruppe. Die
Differenz zwischen den Clamping-Gruppen ist mit p = 0,07 gerade nicht mehr
signifikant.

Die Sham+NaCl-Tiere zeigten, im Vergleich zu den Nativ-Tieren (Tag 0) nur eine
geringe, nicht signifikante Einschrankung (Abb.5).

Die PAH-Nettosekretions-Ergbnisse bestitigen den Verlust der tubuldren Sekretion der
Niere nach einem akuten Nierenversagen, wobei sich die Blockade der HO-1 auch
negativ auf die Sekretionsleistung des proximalen Tubulus auszuwirken scheint.

(Abb.13)
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Abb.13: Punktverteilung mit Anlage einer Ausgleichsgeraden der PAH-Nettosekretion
als Vergleich zwischen den nativ Tieren (schwarze Kreise, schwarz gestrichelte Linie),
den Clamping+NaCl-Tieren (schwarze Rechtecke, schwarze durchgezogene Linie), der
Clamping+SnMP-Gruppe (graue Vierecke; graue durchgezogene Linie) und der
Sham+NaCl-Gruppe (graue Dreiecke, graue gestrichelte Linie) am ersten

postoperativen Tag.

Um die Verdnderung der Sekretionleistung im Verlauf zu dokumentieren und aufgrund
der auffilligen Dynamik der PAH- und Inulin-Clearance-Ergebnisse wurde die PAH-
Nettosekretion ebenfalls fiir den dritten postoperativen Tag berechnet. Dabei zeigte sich
im Vergleich zum Tag 1 ein Anstieg der Sekretion der Clamping+NaCl-Gruppe auf
42,8 % der Sekretionsleistung der Nativ-Tiere (Tag 0).

Auch die Clamping+SnMP-Gruppe verbesserte sich deutlich und kam wie die
Clamping+NaCl-Gruppe auf 42,8 % des Ausgangswertes der Nativ-Tiere (Tag 0).

Es zeigte sich, dass die Sekretionsleistung der Sham+NaCl-Gruppe am dritten Tag im

Vergleich zu den Nativ-Tieren (Tag 0) auf 74,6 % riicklaufig ist.
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Auch bei der PAH-Nettosekretion zeigte sich, dass es am dritten postoperativen Tag vor
allem bei der Clamping+SnMP-Gruppe zu einer Filtrationsverbesserung der Nieren kam

und gleichzeitig der Effekt des SnMP funktionell aufgehoben scheint. (Abb.14)
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Abb.14: Punktverteilung mit Anlage einer Ausgleichsgeraden der PAH-Nettosekretion
zum Vergleich zwischen den Nativ-Tieren (schwarze Kreise, schwarze gestrichelte
Linie), den Clamping+NaCl-Tieren (schwarze Rechtecke, schwarze durchgezogene
Linie), den Clamping+SnMP-Tieren (graue Vierecke, graue durchgezogene Linie) und
den Sham+NaCl-Tieren (graue Dreiecke, graue gestrichelte Linie) am dritten

postoperativen Tag.

3.7 Der Einfluss von SnMP auf das Serum-Bilirubin im Verlauf des akuten

Nierenversagens

Die Hamoxygenase-1 (HO-1) ist das geschwindigkeitslimitierende Enzym beim Abbau

von Hidm zu seinen Stoffwechselendprodukten. Wie bereits erwdhnt wird Him durch
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die HO-1 zu Biliverdin abgebaut und im finalen Schritt durch die Biliverdin-Reduktase
zu Bilirubin verstoffwechselt, das bilidr ausgeschieden wird. Deshalb und aufgrund der
Zytotoxizitdt in erhohten Konzentrationen ist es von Interesse, den Verlauf des
Bilirubins im Beobachtungszeitraum zu verfolgen.

Der Bilirubinwert der Nativ-Tiere (Tag 0) lag mit 0,33 mg/dl deutlich unter dem fiir den
Menschen festgelegten Normwert von 2-6 mg/dl. Normwerte der Ratte waren in der
Literatur nicht zu eruieren.

Die Clamping+NaCl-Gruppe zeigte am ersten und dritten Tag keine Verdnderungen
gegeniiber dem Ausgangswert. Am Tag sieben stieg die Bilirubinkonzentration auf 0,42
mg/dl an, um dann am vierzehnten Tag auf den Ausgangswert abzufallen. Der Anstieg
am siebten Tag war nicht signifikant im Vergleich zur Sham+SnMP-Gruppe.

Ahnlich wie die Clamping+NaCl-Gruppe verhielt sich auch die Clamping+SnMP-
Gruppe. Ihr Wert sank am ersten Tag auf 0,26 mg/dl ab und stieg am dritten Tag wieder
leicht iber den Bilirubinwert der Clamping+NaCl-Gruppe. An allen
Beobachtungszeitpunkten verlief der Bilirubinstoffwechsel ohne signifikante
Differenzen zur Clamping+NaCl-Gruppe.

Die Sham+SnMP-Gruppe zeigte nach initial unverdnderten Werten am dritten
postoperativen Tag einen leichten Anstieg des Bilirubins auf 0,4 mg/dl, um im weiteren
Verlauf wieder auf Werte von 0,27 mg/dl am vierzehnten Tag abzusinken.
Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass hier keine signifikanten Unterschiede

zwischen den Clamping-Gruppen gefunden wurden. (Abb.15)
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Abb. 15: Liniendiagramm der Bilirubinkonzentration im Vergleich der
Clamping+NaCl-Gruppe (schwarze durchgezogene Linie), der Clamping+SnMP-

Gruppe (graue durchgezogene Linie) und der Sham+SnMP-Gruppe (schwarze

gestrichelte Linie) wéhrend des postoperativen Verlaufs.

3.8 Der Effekt von SnMP auf das Serum-CRP im Verlauf des akuten

Nierenversagens

Das C-reaktive Protein (CRP) gilt als klassisches Akute-Phase-Protein. Es gibt eine
generelle unspezifische Antwort auf entziindliche Prozesse. Da das CRP im Gegensatz
zur Blutsenkung von weniger anderen Faktoren abhéngig ist und auch schneller am
Beginn einer Entziindungsreaktion ansteigt, wurde das CRP als systemischer
Entziindungsmarker gewihlt.

Wie schon vorher beschrieben wird davon ausgegangen, dass beim akuten
Nierenversagen die Inflammation in der Pathogenese eine entscheidende Rolle spielt.

Deshalb ist hier das CRP als Entziindungsparameter von Interesse.
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Es zeigt aber auch, ob es peri- oder postoperativ zu einer generalisierten Entziindung
kommt und damit zur Uberpriifung der Sterilitit wihrend der Operation.

Sédmtliche MeBpunkte des Serum-CRP lagen im unteren Normbereich (0-0,5 mg/dl).
Signigfikante Unterschiede zwischen den Clamping-Gruppen wurden nicht
dokumentiert.

Da alle Verdnderungen nur dufBlerst gering an der unteren Grenze des Normwertes
stattfanden, sind diese Schwankungen zu vernachlissigen und es ist davon auszugehen,

dass keine Entzlindung stattgefunden hat (Abb.16).
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Abb.16: Liniendiagramm zum Vergleich der Serum-CRP-Konzentration zwischen der
Clamping+NaCl-Gruppe (schwarze durchgezogene Linie), der Clamping+SnMP-
Gruppe (graue durchgezogene Linie) und der Sham+SnMP-Gruppe (schwarze

gestrichelte Linie) wihrend des postoperativen Verlaufs.
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4. Diskussion

4.1 Methodik

Der Versuchsaufbau gleicht bis auf wenige Anderungen dem von Schneider R. et al (89)
verwendeten Modell, um ein definiertes, reproduzierbares akutes ischdmisches
Nierenversagen herbeizufiihren.

Damit handelt es sich um ein etabliertes Verfahren, um in vivo Effekte von Substanzen
sowohl auf die ischdmische als auch intakte Niere durch viele wichtige klinische
Parameter wie Inulin/PAH-Clearance, die Serum-Retentionswerte Creatinin und
Harnstoff sowie das im Hamstoffwechsel wichtige Bilirubin und den systemischen
Inflamationsmarker CRP iiber einen Zeitraum von vierzehn Tagen zu untersuchen.

Weil alle Operationen und Auswertungen durch einen Untersucher ausgefiihrt wurden,
konnen Einfliisse durch personenbedingte Unterschiede im Operationsverfahren
ausgeschlossen werden.

Da es sich um einen in vivo Versuch handelt sind allerdings individuelle tierbedingte
Einfliisse nicht ganz auszuschlieen, weshalb eine entsprechende Fallzahl (n = 101) zur
Darstellung signifikanter Unterschiede einzusetzen war.

Um dem Problem der peri-und postoperativen Exikkose entgegenzuwirken, wurde
wéhrend und nach der Induktionsoperation der intraoperative Fliissigkeitsverlust
ausgeglichen und das Fliissigkeitsvolumen der Inulin/PAH-Infusion bei der
Entnahmeoperation im Vergleich zu dem Versuchsaufbau von Schneider et al (89)
nochmals erhoht. Durch die damit erhohte Diurese wurde die Analytik aufgrund
groferer Urinvolumina ebenfalls vereinfacht.

Trotz all dieser MaBnahmen ldsst sich der tier-und operationsbedingte Einfluss auf die
Ergebnisse nicht ganz ausschlieBen. Er wurde aber, wie die Ergebnisse der Sham+NaCl-
Gruppe zeigen, vernachldssigbar gering gehalten.

Eine generalisierte Entziindung konnte durch die konstant im unteren Normbereich
liegenden CRP-Werte ausgeschlossen werden. Dies weist auf die sehr sterilen

Bedingungen bei der Operation und Wundbehandlung hin.
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Der Serum-Creatininwert allein ist, trotz seines tdglichen klinischen Einsatzes zur
Diagnostik des akuten Nierenversagens, ein eher suboptimaler Marker, da er von vielen
externen Faktoren wie Muskelmasse, Alter, der korperlichen Aktivitit und vielen
anderen abhingt.

Die Untersuchungen von Moran et al (30) haben gezeigt, dass durch die hédufig im
Rahmen des akuten Nierenversagens auftretende Fliissigkeitsretention der Serum-
Creatininwert verdiinnt wird und das Erkennen des ANV hierdurch herausgezdgert
wird. Auflerdem fiihren grole Verdanderungen in der glomeruldren Filtrationsrate in den
ersten Tagen aufgrund von Kumulationseffekten nur zu geringen Verdnderungen des
Serum-Creatinins. Auch durch den Verlust der Zell-Zell-Kontakte im Tubulussystem
der Niere, nach akutem Nierenversagen, kann es auflerdem zu einer pathologischen
Riickresorption des Creatinins kommen, was zu falschen Creatinin-Clearance-Werten
fiihrt.

Um moglichst exakte Werte iiber die Nierenfunktion zu erhalten, wurde nicht nur der
Serum-Creatinwert bestimmt, sondern auch die genauer bestimmbare und weniger

storanfdllige Inulin-Clearance als Mal} der renalen Filtrationsleistung.

Auch die PAH-Clearance als Marker fiir den renalen Plasmafluss ist im akuten
Nierenversagen nur eingeschrinkt aussagekriftig.

Die PAH-Clearance setzt sich aus dem frei filtrierten und dem vom Tubulus sekretierten
Anteil zusammen. Bei der intakten Niere ldsst sich aus beiden Anteilen noch auf den
renalen Plasmafluss riickschliessen, dies schriankt sich aber mit zunechmender
Nierenschiddigung und Ausfall des tubuldren Transportsystems und der GFR
zunehmend ein.

Die PAH-Nettosekretion zeigt somit den Anteil des durch die Tubuli sekretierten PAH

an, der mit abnehmender Nierenfunktion immer geringer wird.
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4.2 Diskussion der Ergebnisse

Die Ergebnisse der Retentionswerte und der Inulin/PAH-Clearance bei den
Clamping+NaCl-Tiere zeigen, dass durch die Induktionsoperation tatsdchlich ein
reproduzierbares akutes ischdmisches Nierenversagen herbeigefiihrt wurde.

Durch die Sham-Gruppen konnte dargestellt werden, dass weder das
Operationsverfahren noch die alleinige SnMP-Substiution den Abfall der Nierenleistung

verursachen kann.

4.2.1 Die Retentions- und Clearancewerte

Der Riickgang der Nierenfunktion (Inulin/PAH-Clearance, Serum-Retentionswerte) der
Clamping+SnMP-Gruppe am ersten postoperativen Tag fiel signifikant starker aus im
Vergleich zum Leistungsabfall der Clamping+NaCl-Gruppe (sieche Tabelle 7,8,9 und
10). Dies zeigt, dass die Hemmung der Himoxygenase durch den nicht-selektiven HO-
Inhibitor SnMP zu einer zusitzlichen Verschlechterung der Nierenfunktion beim akuten
Nierenversagen fiihrt. Dies fiithrt im Umkehrschluss zur Bestitigung, dass die
Héamoxygenase, wie schon in mehreren Arbeiten vermutet, eine protektive Rolle beim
akuten Nierenversagen spielt.

Zu vergleichbaren Ergebnissen kamen auch die Beobachtungen von Shimizu et al (65),
die in ihren Versuchen mit SnMP beim akuten ischdmischen Nierenversagen die Serum-
Creatininwerte iiber einen postinterventionellen Zeitraum von 24 Stunden beobachtet
haben und zeigen konnten, dass die mit SnMP behandelten Tiere deutlich hdhere
Serum-Creatininwerte hatten als die unbehandelte Vergleichsgruppe. Auch die
Arbeitsgruppe um Kaizu et al (87), die anstelle des stiarker wirksameren SnMP den
Versuch mit SnPP iiber 24 Stunden durchfiihrten, konnten eine Abnahme der
Hamoxygenaseaktivitdt in der Niere feststellen, sowie einen damit verbundenen
starkeren Anstieg des Serum-Creatininwertes, der signifikant hoher war als der Wert der
Vergleichsgruppe.

Da Silva et al (38), die die Ratten, ohne ein akutes Nierenversagen herbeigefiihrt zu

haben, mit SnMP, NaCl und einem HO-Aktivator SnCl2 behandelt und die Wirkung
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nach 24 Stunden gemessen haben, kamen ebenfalls zu dem Ergebnis, dass die
Behandlung mit SnMP zu einer deutlichen Verminderung der Himoxygenaseaktivitit

fiihrt.

Die am dritten postoperativen Tag in allen Ergebnissen der Nierenfunktions-Diagnostik
(Inulin/PAH-Clearance) auffillige Tendenz der verbesserten Erholung der
Clamping+SnMP-Gruppe im Vergleich zu den mit NaCl behandelten Tiere konnte
durch eine reaktive Aktivierung der Hdmoxygenaseexpression erkldrt werden. Diese
Theorie wird durch die Ergebnisse von da Silva et al (38) gestiitzt, die herausfanden,
dass SnMP, obwohl es ein unselektiver Inhibitor der Hdmoxygenase ist, zu einer
Aktivierung der Genexpression der Himoxygenase-1 mit steigenden HO-1
Proteinwerten fiihrt. Die Hdmoxygenase-2 ist interessanterweise nicht von diesem
Phinomen der aktivierten Genexpression betroffen, sondern bleibt durch SnMP
gehemmt.

Zu dhnlichen Ergebnissen kamen auch Kaizu et al (87), die diese Beobachtungen auch
bei dem SnMP chemisch verwandten SnPP nachweisen konnten. Hier zeigte sich nach
bereits 30 min unter SnPP-Exposition der Beginn der HO-1 mRNA Bildung, die nach 3
Stunden ihren Hohepunkt erreicht hatte und fiir 24 Stunden ein Plateau bildet. Nach
bereits 6 Stunden konnte eine beginnende HO-1 Expression in der Niere nachgewiesen
werden, die sich innerhalb von 24 Stunden signifikant zur Vergleichsgruppe erhohte.
Die Expression der HO-2 hingegen war nicht betroffen.

Eine voriibergehende starke Zunahme der HO-1 mRNA konnten auch Akagi et al (65)

nach einem akuten ischdmischen Nierenversagen in den Nieren von Ratten beobachten.

Differenzen zu anderen Arbeitsgruppen in den Ergebnissen gab es bei den Serum-
Creatininwerten. In der hier vorliegenden Arbeit sind die Serum-Creatininwerte beider
Vergleichsgruppen nach dem signifikanten Anstieg am ersten Tag bereits am dritten
postoperativen Tag wieder auf Normwerte von 0-0,88 mg/dl gefallen.

Bei Kaizu et al (87) hingegen waren die Serum-Creatininwerte der Vergleichsgruppen
zwar von ihrem Maximum am Tag eins an fallend, lagen aber trotzdem bis zum 7.
postoperativen Tag iliber den Normwerten. Dieser Unterschied in der Beobachtung lédsst

sich durch das unterschiedlich gewéhlte Operationsverfahren erkliren.
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Kaizu et al fiihrten eine Nephrektomie links aus und klemmten die rechte Nierenarterie
fir 60min ab, wéhrend in dieser Arbeit ein bilaterales Clampingverfahren und eine
Ischdmiezeit von 45 min gewihlt wurde. Welcher Unterschied im Operationsverfahren

wie viel Einfluf} hat ist fiir uns nicht feststellbar.

Ab dem 7. und 14. postoperativen Tag war es anhand der Nierenfunktion nicht mehr
nachweisbar, ob die Himoxygenase vorher gehemmt wurde. Ursdchlich hierfiir konnte
die Normalisierung der HO-1-Expression oder die bereits abgeschlossene HO-1
abhingige Rekompensation der renalen Funktion sein.

Leider fehlen fiir diesen Beobachtungszeitraum vergleichende Daten in der Literatur.

Die Funktion der Himoxygenase-3 wurde in dieser Arbeit nicht speziell untersucht, da

sie dhnlich wie die HO-2 nur konstitutiv vorhanden ist.

4.2.2 Die PAH-Nettosekretion

Da fiir den ersten und dritten Tag die groBten Verdnderungen in der PAH-und Inulin-
Clearance beobachtet wurden, wurde fiir diese Zeitpunkte auch die PAH-Nettosekretion
als Marker fiir die Sekretionsleistung des proximalen Tubulus berechnet.

Dabei zeigte sich, dass es wie bei der PAH- und Inulin-Clearance zu einer deutlichen
Abnahme der PAH-Nettosekretion der Clamping+NaCl-Gruppe kam. Die
Clamping+SnMP-Gruppe fiel noch deutlich unter die Werte der Vergleichsgruppe, so
dass davon ausgegangen werden muf3, dass es durch die Hemmung der Himoxygenase
zu einer deutlicheren Schidigungen im Bereich des Tubulus als bei der
Clamping+NaCl-Gruppe gekommen ist.

Die Sham-Gruppen zeigten nur eine sehr geringe nicht signifikante Einschrinkung der
PAH-Nettosekretion im Vergleich zu den Nativ-Tieren (Tag 0) auf.

Am dritten postoperativen Tag kam es analog zu den Clearance-Werten zu einem
Anstieg der tubuldren PAH-Sekretionsleistung der Clamping+NaCl-Gruppe und der
Clamping+SnMP-Gruppe auf nahezu identische Werte, die weiterhin signifikant unter

den Werten der Nativ-Tiere (Tag 0) lagen .

43



Ahnliche Beobachtungen machten auch Schneider et al (108), die herausfanden, dass es
nach der Ischdmie zu einer Expressions-Abnahme der organischen Anionentransporter
OATI1 und OAT3 kam, der mit dem tubuldren Sekretionsverlust von PAH Kkorrelierte.
Auch zeigte sich, dass mit der Erholung von OAT1 und OAT3 im postoperativen
Verlauf es auch wieder zu einer Steigerung der PAH-Nettosekretion und Clearance kam
(108).

Obwohl die Erholung von OATI und OAT3 wahrscheinlich nur ein Teil ist der zur
wiedererlangten Funktion beitrdgt, scheint er doch von grofer Bedeutung, da iiber
diesen Stoffwechselweg neben Urdmie-Toxine eine Vielzahl von Medikamenten renal
elemeniert werden.

Die Abnahme der tubuldren Sekretionsleistung, wie sie die Ergebnisse der PAH-
Nettoskretion deutlich machen, scheint im Umkehrschluf3 ein wesentlicher Grund fiir
die Abnahme der PAH-Clearance zu sein. Dies ist eine Ubereinstimmung mit den
Beobachtungen von Schneider et al (108) und Corrigan et al (109), die die reduzierte

PAH-Sekretion als wichtigsten Mechanismus der reduzierten PAH-Clearance sehen.

4.2.3 Die PAH-Clearance

Die in der Arbeit von Rodriguez et al (88) gemachten Beobachtungen, dass die
Behandlung mit SnMP von Nativ-Tieren zu einer Abnahme des renalen Blutflusses und
einem Anstieg des vaskulidren Widerstandes fiihrt, konnte diese Arbeit nicht bestétigen.
Falls es durch SnMP tatséchlich zu einer Abnahme des renalen Blutflusses und zu einer
Vasokonstriktion gekommen wire, hitte dies Auswirkungen auf die Inulin- und PAH-
Clearanceleistung der Sham+SnMP-Tiere in unserem Modell haben miissen.

Die Sham+SnMP-Tiere zeigten wie auch die Sham+NaCl-Tiere nur einen sehr geringen
Abfall der PAH-und Inulin-Clearanceleistung, der durch den Operationsstress zu
erkldren ist. Ein signifikanter Unterschied zwischen der Sham+NaCl-Gruppe und der

Sham+SnMP-Gruppe lie sich nicht feststellen.
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4.2.4 Bilirubinwerte

Da die Himoxygenase das geschwindigkeitslimitierende Enzym im Hamabbau ist, wire
zu vermuten, dass ihre Hemmung durch SnMP einen Effekt auf das Serum-Bilirubin der
Versuchstiere hitte. Drummond et al (17) konnten eine Senkung der Bilirubinwerte
durch SnMP bei Ratten mit delta-aminolevulin-Saure induzierten Hyperbilirubindmie
nachweisen. Zur gleichen Ergebnissen kam auch die Studie iiber Hyperbilirubinimie
beim Dubin-Johnson-Syndrom (14) bei Ratten. Sie zeigte, dass es zu einer signifikanten
Abnahme der Bilirubinwerte iiber 48 Stunden nach SnMP-Gabe kam.

In dieser Arbeit konnten keine signifikanten Ergebnisse in der Verdnderung der
Bilirubinwerte gemessen werden. Trotzdem bestitigt die Tendenz der Werte die
Annahme, dass SnMP Einfluss auf die Bilirubinwerte hat. Die Bilirubinkonzentration
der Clamping+SnMP-Gruppe waren am ersten Tag niedriger als die Werte der
Clamping+NaCl-Gruppe, am dritten Tag kam es durch die vermutete vermehrte
Expression der Himoxygenase-1 aber wieder zu hoheren Bilirubinkonzentrationen bei
den mit SnMP behandelten Tieren.

Interessant ist, dass die Sham+SnMP-Gruppe mit hoheren Bilirubinkonzentrationen, als
bei den Clamping+SnMP-Tieren, die gleichen Konzentrationsschwankungen wie die
Clamping+SnMP-Gruppe wihrend der ersten drei Tage aufweist. Dies ldsst die
Vermutung zu, dass SnMP zwar, wie durch die Serum-Creatininwerte und auch die
Inulin/PAH-Clearance dargestellt, keinen Effekt auf die Funktion der gesunde Niere zu

haben scheint, wohl aber auf den Bilirubinstoffwechsel.

4.2.5 Entziindungsparameter (CRP)

Von vielen Arbeitsgruppen wird der Entziindungsreaktion eine grofle Bedeutung am
akuten Nierenversagen und seinen Folgen beigemessen (5, 16,18,67). Dies konnte
zumindest anhand des klinisch etablierten Markers fiir eine systemische
Entziindungsreaktion, dem CRP, nicht bestdtigt werden, der wihrend der gesamten
Beobachtungsphase bei allen Gruppen im unteren Normbereich lag (siche Abb.16).

Dies belegt ein steriles Operationsverfahren.
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Dies bedeutet allerdings nicht, dass keine Aktivierung auf der Ebene der Leukozyten
stattfindet wie sie einige Autoren beschreiben. Dabei kommt es durch Vermehrung von
Adhésionsmolekiilen und Verlust der endothelialen Barriere durch Interaktion mit
Leukozyten und Thrombozyten zur Obstruktion von Arteriolen, was zu einer
Verstiarkung eines ischdmischen akuten Nierenversagens fithren kann. Die Leukozyten
werden durch =zahlreiche lokale Faktoren wie Cytokine, Chemokine und

Sauerstoffradikale aktiviert (5,18).

4.2.6 Stickstoffmonoxyd / Kohlenmonoxyd

Wie einleitend bereits erwdhnt hat NO die Aufgabe, die Natriurese und Diurese in der
Niere zu fordern (94). Das iiber die HO-1 gebildete Kohlenmonoxid konnte, unter
pathologischen Bedingungen, durch seine vasodilatierende Wirkung wichtig fiir die
Durchblutung der Niere, was vor allem beim funktionellen NO-Defizit von Bedeutung
ist (93). Der gemeinsame ,,Angriffspunkt“ von NO und CO ist die 16sliche Guanylat-
Cyclase, die iiber die Synthese von cGMP in den glatten Muskeln der Gefdle zu einer
Vasodilatation fiihrt.

Es bleibt die Frage, ob und wieweit NO bei Hemung der Himoxygenasen durch SnMP,
dhnlich wie CO bei ,,Ausfall“ des NO-Systems, iiber eine vermehrte NO-Generation
zum Schutz der Niere beim akuten ischdmischen Nierenversagen beitridgt. Diese Frage
war, obwohl fiir das akute Nierenversagen von Bedeutung, nicht Gegenstand der

Untersuchung dieser Arbeit.

4.3 Zusammenfassung und klinische Relevanz

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die Effekte auf die Hemmung der
Hamoxygenasen durch SnMP besonders in den ersten drei Tagen nach dem akuten
ischdmischen Nierenversagen auf die Nierenfunktion besonders deutlich sind.

Am ersten postoperativen Tag nach Induktion des akuten ischdmischen Nierenversagens

reagierte die Nierenfunktion durch die Hemmung der Hémoxygenase mit einer
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deutlichen Verschlechterung der Inulin-, PAH-Clearance bis auf 1/5 des
Ausgangswertes sowie mit einem damit korrelierendem Anstieg der Retentionswerte
Creatinin und Harnstoff. Bereits am dritten Tag nach dem akuten ischdmischen
Niernversagen kam es durch eine vermutliche Stimulation der Expression der
Hamoxygenase-1 zu einer raschen Erholung und Verbesserung der Nierenfunktion, was
sich vor allem im Abfall der Retentionswerte bis knapp iiber den Ausgangswert und
eine zwar nicht signifikante, aber in den Ergebnissen doch ablesbare bessere Inulin- und
PAH-Clearance der mit SnMP behandelten Tier-Gruppen ausdriickt. Bei den
Auswertungspunkten am siebten und vierzehnten postoperativen Tag zeigten sich nur
noch sehr geringe Schwankungen in den einzelnen Untersuchungsgruppen, ohne

signifikante Unterschiede zu zeigen.

Ein Ansatzpunkt fiir zukiinftige Therapien wire, unter der Voraussetzung dass sich die
im Tierexperiment gewonnen Daten auf den Menschen iibertragen lassen, Patienten mit
akutem ischdmischen oder durch andere Genese erworbenem Nierenversagen durch
eine gezielte Stimulation der induzierbaren HO-1 zu behandeln. Dies konnte die
Krankenhausverweildauer, die von vielen Patienten benétigte Hédmodialyse oder
Héamofiltration, die vor allem in der ersten Zeit nach einem aktuen Nierenversagen
bendtigt wird, sowie die Mortalitdt und Morbiditdt je nach Schwere der Erkrankung
verkiirzen. Dies wire nicht nur in einer Zeit, in der das Gesundheitssystem kaum noch
zu bezahlen ist und Krankenhduser immer mehr wie wirtschaftliche Unternehmen
gefiihrt werden miissen, eine gro3e Kostenersparnis. Dies gilt gerade bei immer noch
steigender Zahl dialysepflichtiger Patienten (ca. 80.000 im Jahr 2004) und Ausgaben,
die bei ca. 50.000 €/Jahr und Patient liegen. Wiirde es gelingen, die Dialysebehandlung
bei den Patienten fiir nur ein Jahr hinauszuzdégern, kdnnte man bis zu 400 Millionen
Euro pro Jahr einsparen. Aber auch fiir den Patienten wiirden sich viele Vorteile
ergeben. Zum einen wire die Behandlung wesentlich weniger invasiv und auch die bei
der Himodialyse immer noch bestehende Gefahr der Ansteckung mit Hepatitis-Viren

(v.a. B und C) wiirde gesenkt.
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5. Zusammenfassung

Bei der tierexperimentellen Untersuchung der Nierenfunktion nach akutem
ischdmischen Nierenversagen {liber einen Zeitraum von vierzehn Tagen konnte gezeigt
werden, dass die Behandlung der Tiere mit dem Hemmstoff der Himoxygense SnMP
im Vergleich zu den mit NaCl behandelten Tieren zu einer deutlichen Verschlechterung
der Nierenleistung am ersten postoperativen Tag fiihrt.

Die Hamoxygenasen, die einerseits als konstitutiver Regulator (HO-2) fiir den Ham-
Abbau und damit im Rahmen des Stoffwechsels fiir die Freisetzung von CO
verantwortlich sind, andererseits unter pathologischen Bedingungen erst expremiert
werden (HO-1), spielen unter anderem iiber CO als Vasodilatator eine wichtige Rolle
bei der Durchblutung der Niere.

Die Nierenfunktion wurde durch die Retentionswerte Serum-Creatinin und Serum-
Harnstoff, die Inulin/PAH-Clearance und die PAH-Nettosekretion quantifiziert.
Zusitzlich wurden Bilirubin wegen des grofen Einflusses der Hdmoxygenase als
geschwindigkeitslimitierendes Enzym des Himabbaus und CRP als Entziindungsmarker
bestimmt.

SnMP hatte keine Wirkung auf die Funktion der gesunden Niere, was im Sham-Eingriff
dokumentiert wurde.

Der negative Effekt des SnMP auf die Nierenfunktion zeigt sich besonders in der frithen
Phase (erster postoperativer Tag) der Blockade der Himoxygenasen, an dem es zu einer
signifikanten =~ Verschlechterung der  Nierenfunktion (Clearance-Messung,
Retentionswerte und PAH-Nettosekretion) der Clamping+SnMP-Gruppe im Vergleich
zur Clamping+NaCl-Gruppe kam. Am dritten postoperativen Tag gab es bereits keine
signifikanten Unterschiede mehr in der Nierenfunktion der Vergleichsgruppen. Eine
tendenziell stirkere Erholung der Nierenfunktion bei der Clamping+SnMP-Gruppe lédsst
vermuten, dass es nach der Hemmung mit SnMP zu einer vermehrten Stimulation der
Genexpression der Himoxygenase kam. Am siebten und vierzehnten postoperativen
Tag gab es keine Unterschiede zwischen den Vergleichsgruppen.

Der Bilirubinkonzentration zeigte in unserem Modell nur im Trend die beschriebenen

Konzentrationsabnahme im Serum der mit SnMP behandelten Versuchsgruppen bei
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insgesamt nur sehr geringen Konzentrationsschwankungen. Der Entziindungsparameter
CRP blieb iiber den gesamten Zeitraum bei allen Versuchsgruppen im unteren
Normbereich, was eine systemische Entziindung ausschlieft und damit ein steriles
Operationsverfahren und Wundversorgung bestdtigt. Lokale Inflammationsprozesse der
Niere aufgrund des akuten ischdmischen Nierenversagens waren nicht durch
signifikante Verdanderungen des Akutephase-Proteins CRP detektierbar.

Klinisch relevant konnten diese Daten in Zukunft sein, da sie zeigen, dass die
Hemmung eines Schliisselenzyms der Nephroprotektion, der HO-1 mit der dabei zu
vermutenden Minderung der CO-Freisetzung zur signifikanten Verschlechterung der
Nierenfunktion in den ersten drei postischdmischen Tagen flihren. Daraus lieBen sich
fir die Behandlung des akuten ischdmischen Nierenversagens durch gezielte

Stimulation der induzierbaren HO-1 vielleicht protektive Medikamente entwickeln.
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