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1. Einleitung

1.1 Chronisch progressive Nierenerkrankungen

Der arterielle Bluthochdruck ist ein wesentlicher Risikofaktor fiir das Entstehen chronischer
Nierenerkrankungen (70). Die Prdvalenz in den westlichen Industrienationen, einen arteriel-
len Bluthochdruck zu entwickeln, betridgt bei den iiber 50-jdhrigen 60% (67). Da mit einer
global steigenden Lebenserwartung zu rechnen ist, wird es auch zu einer zunehmenden An-
zahl von Patienten kommen, die an einer chronisch progressiven Nierenerkrankung leiden
und das Stadium der finalen Nierenerkrankung erreichen. Dabei hat vor allem die medika-
mentdse Blockade des Renin-Angiotensin-Systems (RAS) einen positiven Einfluss auf chro-
nische Nierenerkrankungen und gilt als fest etablierte Therapie (69, 74). Durch Hemmung der
Umwandlung von  Angiotensin-I in  Angiotensin-Il mit einem Angiotensin-
Konversionsenzym-Hemmer (ACE-Hemmer) kann die profibrotische Wirkung von Angio-
tensin-II blockiert werden (74) und durch Blutdrucksenkung ein additiver nephroprotektiver
Eftekt erzielt werden (1).

Kommt es allerdings zu einer Nierenarterienstenose, erzeugt eine Blutdrucksenkung einen
Schaden in der stenosierten Niere, welche bis zum Nierenversagen fiihren kann (22, 25, 71),
wihrend es in der nichtstenosierten Niere durch die Blutdrucksenkung zu geringerem Hoch-
druckschaden kommt (68). Uber die zugrunde liegenden Mechanismen und Mediatoren der
Schéadigung der stenosierten Niere ist noch wenig bekannt. Kann die Nierenarterienstenose
mit Standard-Untersuchungsmethoden relativ einfach diagnostiziert werden, stellt die Stenose
der kleinen intrarenalen Gefdfle bei Nephrosklerose eine weitaus groBere diagnostische und
therapeutische Herausforderung dar (79).

Vor kurzem wurde ein Reninrezeptor entdeckt, der sowohl Prorenin als auch Renin bindet
(35). Da Prorenin und Renin mit gleicher Affinitdt gebunden werden, erhielt er den Namen
(Pro)Renin-Rezeptor. Bindet Renin auf den (Pro)Renin-Rezeptor, wird die enzymatische Ak-
tivitdit von Renin gesteigert. Es ist bekannt, dass Angiotensin-II iiber den ATI1-Rezeptor an
profibrotischen Umbauvorgidngen in der Niere beteiligt ist (74). Moglicherweise spielt Renin
durch Bindung auf den (Pro)Renin-Rezeptor eine Rolle in der Angiotensin-II vermittelten
profibrotischen Signalkaskade (7, 51). Durch Einsatz eines ACE-Hemmers oder eines Angio-
tensin-I Antagonisten kann man die schiddliche Wirkung von Angiotensin-II auf die Niere
hemmen (52, 53). Trotzdem kommt es unabhéngig von Angiotensin-II zu Fibrose in der ste-
nosierten Niere (18). Unsere Arbeitsgruppe hat in vorangegangenen Arbeiten nachgewiesen,
dass es in der stenosierten Niere zu einer vermehrten Konzentration von Renin und einer
Hochregulation des (Pro)Renin-Rezeptors kommt (25). Méglicherweise kommt es durch Bin-
dung von Renin an den (Pro)Renin-Rezeptor zu profibrotischen Umbauvorgédngen (18).

Aber nicht nur die Bindung von Renin auf den (Pro)Renin-Rezeptor scheint an profibroti-
schen Signalkaskaden beteiligt zu sein. Auch Prorenin hat mdglicherweise einen erheblichen
Anteil an der Entstehung von renalen Schéiden (19, 20) und spielt eine Rolle in der Ausbil-
dung von diabetischen Komplikationen (73). Durch Einsatz eines Decoypeptid, welches die
nicht proteolytische Aktivierung des Prorenins durch den (Pro)Renin-Rezeptor inhibiert (21),
konnte in einigen Arbeiten ein deutlich verringerter Schaden der Niere festgestellt werden
(66). Das Decoypeptid besteht aus 10 Aminosduren und ist identisch mit dem Prorenin Pro-
segment, welches ,handle region“ genannt wird und die nicht proteolytische Aktivierung
durch den (Pro)Renin-Rezeptor steuert (21).
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1.2 Die Rolle von Renin

In den Granulazellen des juxtaglomeruldren Apparates im afferenten Schenkel der Nierenar-
teriolen wird Renin, welches selbst eigentlich kein Hormon, sondern ein proteolytische En-
zym ist, gebildet (41). Renin besteht aus zwei homologen Lappen, das verbindende Zentrum
ist mit zwei Aspartat Gruppen katalytisch aktiv (56). Die enzymatisch inaktive Vorstufe des
aktiven Renins heillt Prorenin und ist mit einem N-terminalen Propeptid ausgestattet. Durch
das N-terminale Propeptid wird das enzymatisch aktive katalytische Zentrum inaktiviert.
Prorenin wird liber zwei verschiedene Wege aktiviert: Proteolytisch und nichtproteolytisch
(10). Die Serumkonzentration von Renin und Prorenin korreliert, weist aber auch Unterschie-
de auf (9): Akute Stimulationen auf Renin haben keinen Effekt auf die Proreninkonzentration,
chronische Stimulation dagegen fiihrt zu einer Konzentrationssteigerung, sowohl von Renin
als auch Prorenin (64). Dies ldsst den Schluss zu, dass Renin als aktives Enzym gespeichert
und bei Stimulation des juxtaglomeruldren Apparates freigesetzt werden kann. Prorenin da-
gegen wird kontinuierlich freigesetzt, ohne akute Riickkopplung auf eine akute Stimulation,
allerdings in einer Plasmakonzentration, die das 100-fache der Renin Konzentration iiber-
steigt (10).

Chronische Stimulation fiihrt schlieBlich zu einer verstirkten katalytischen Umwandlung von
Prorenin zu Renin, bei insgesamt erhohter Konzentration von Prorenin und Renin im Serum
(9). Stimulation zur Prorenin und Reninproduktion ist zunichst der arterielle Blutdruck. Da-
bei registrieren renale Drucksensoren (Barosensoren) den Blutdruck im afferenten Schenkel
(62, 63) und reagieren auf Druckabfall der Nierenarterie innerhalb von Bruchteilen einer Mi-
nute. Dabei muss ein gewisser unterer Schwellenwert von unter 90mmHg erreicht sein, damit
es zur Reninfreisetzung kommt. Oberhalb des Schwellenwertes, zwischen 90mmHg und
180mmHg, reguliert die Niere selbststindig per Gefda3dilatation und -vasokonstriktion durch
Sympathikusaktivitdt die Durchblutung.

Ebenfalls einen direkten Einfluss hat das zentrale Nervensystem auf die Reninsekretion, wel-
ches liber sympathische Nervenfasern vermittelt wird, die im juxtaglomeruldren Apparat und
an den Vasa afferentia enden. Durch Noradrenalin kommt es iiber Aktivierung von B1-
Rezeptoren zu einer Reninfreisetzung. Auch Salz- und Volumenmangel induziert eine ver-
mehrte Sekretion von Renin (31, 57). Das in den systemischen Kreislauf freigesetzte Renin
spaltet von dem aus der Leber stammende Angiotensinogen, ein a2-Globulin, das Dekapeptid
Angiotensin-I ab.
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1.3 Von Angiotensin-I zu Angiotensin-11

Angiotensin-I wird durch das im Blut und in der Lunge vorhandene Angiotensin-Converting-
Enzym (ACE) durch weitere hydrolytische Abspaltung zum aktiven Oktapeptid Angiotensin-
II. Die Halbwertszeit von Angiotensin-II, welches von Angiotensinasen abgebaut wird, be-
tragt wenige Minuten. Angiotensin-II bindet an zwei unterschiedliche Rezeptoren, AT1- und
AT2-Rezeptor. Beide werden in der Niere prdsentiert und sind charakterisiert als 7-
transmembran Rezeptoren, verfligen jedoch nur iiber ca. 30% der homologen Proteinstruktur
(50). Uber Bindung von Angiotensin-II auf den AT1-Rezeptor kommt es zu einer Vasokon-
striktion der Blutgefdf3e und zu einer gesteigerten Aldosteron Produktion und Freisetzung in
der Nebennierenrinde (76, 77). Gleichzeitig kommt es zu einem negativen Feedback auf die
Reninproduktion (46). Damit spielt Angiotensin-II eine zentrale Rolle in der Aufrechterhal-
tung des Wasser und Salzhaushaltes und der Kontrolle des Blutdrucks.

Allerdings stimuliert Angiotensin-II iiber den AT1-Rezeptor auch eine zelluldre Hypertrophie
und Proliferation in Mesangium- (36) und Tubuluszellen (75) und induziert profibrotische
und inflammatorische Prozesse in der Niere (74). Die Rolle des AT2-Rezeptors ist noch nicht
ausreichend verstanden, im Gegensatz zu dem ATI1-Rezeptor wird der AT2-Rezeptor weit
weniger hiufig in der Niere exprimiert. Kommt es jedoch zu einem Nierenschaden, zeigt sich
eine deutliche Hochregulation (50). Ein negatives Feedback durch eine hohe Angiotensin-II
Konzentration fehlt hier (50). Es wird vermutet, dass es durch Aktivierung des AT2-
Rezeptors eher zu einer Blockierung des AT1-Rezeptors kommt (65), beziechungsweise der
AT2-Rezeptor einen direkten Einfluss auf die Blutdruckabnahme durch Freisetzung von NO
hat (2) und somit eine protektive Rolle in der Genese des arteriellen Hypertonus spielt (55).

1.4 Das Mineralkortikoid Aldosteron

Das Mineralkortikoid Aldosteron wird in der Zona glomerulosa der Nebennierenrinde produ-
ziert. Der Syntheseschritt bis zum Corticosteron ist identisch mit der Synthese des Cortisols
in der Zona fasciculata. Durch Stimulation von Angiotensin-II oder durch Hyperkalidmie
wird die Aldosteron Freisetzung gesteigert, durch Atriopeptin (ANF), einem Gegenspieler des
Angiotensin-II, wird es reduziert. Aldosteron bindet im distalen Konvolut der Nierentubuli
auf den zytosolischen Mineralkortikoidrezeptor und bewirkt durch die Na/K ATPase eine
Natrium Resorption bei Kaliumabgabe und durch eine verstirkte Modulation epithelialer
Wasserkanile eine Wasserriickresorption im Sammelrohr (54).

Im Tiermodell erzeugt Aldosteron allerdings eine kardiale und vaskuldre Fibrose und eine
vaskuldre Nekrose (33, 34). Dieser Effekt wird vermittelt durch Bindung an den Mineralkor-
tikoidrezeptor in der Niere, dem Herz, dem Gehirn und der GefidBle (30, 33). Aullerdem
scheint Aldosteron eine Rolle an der Entstehung der Herzinsuffizienz zu spielen, denn es
kommt zu einer gesteigerten Expression des Aldosteron-Synthase-Gens (78). In der Niere
induziert Aldosteron liber Mineralkortikoidrezeptoren in Mesangialenzellen, Podozyten und
Fibroblasten eine Glomerulosklerose und eine tubulointestinale Fibrose. Viele der hdufig ver-
schriebenen antihypertensiv wirkenden Medikamente, wie die ACE-Hemmer oder
Angiotensin-Rezeptor-Blocker, blockieren Schritte des Renin-Angiotensin-System. Trotzdem
kommt es weiterhin zu einer Aldosteron Produktion. Dieses Phinomen wird Aldosteron-
Escape genannt (33, 34). Bis zu 40% der Patienten, die einen ACE-Hemmer bekommen, ha-
ben eine erhohte Plasma Aldosteron Konzentration. Anscheinend existieren weitere Wege der
Signaltransduktion, unabhédngig des Renin-Angiotensin-System, fiir die Aldosteron Produkti-
on (34). Selbst die Kombination von ACE-Hemmer und Angiotensin-Rezeptor- Blocker senkt
nicht die Plasma Aldosteron Konzentration (32).
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1.5 Die Goldblatt Hypertonie

Im Jahr 1934 stellte Goldblatt die Hypothese auf, dass eine Ischdmie der Niere, etwa auf-
grund von Arteriosklerose der Nierenarterie, an der Pathogenese des Bluthochdrucks beteiligt
ist. Schon einige Jahre zuvor waren Volhard und Fahr von der zentralen Rolle der Niere an
der Pathogenese des Hypertonus iiberzeugt. Volhard fiihrte dies auf einen humoralen Faktor
zuriick. Aber erst Hartwich, einem Schiiler Volhards, gelang es 1930 durch chirurgische rena-
le Gefdflablation an Hasen und Hunden einen transienten Hypertonus zu induzieren. Goldblatt
verfeinerte die Methode und entwickelte das 1 Niere, 1 Clip und 2 Nieren, 2 Clip Modell am
Hund, indem er die Nierenarterie partiell mit einem Silberclip stenosierte. Er fand ebenfalls
heraus, dass, sobald nur eine Nierenarterie stenosiert ist, die kontralaterale Nierenarterie aber
weiter perfundiert wird, es zu einer wesentlich geringer ausgeprigten Blutdruckerhhung
kommt (15). Schon damals vermutete Goldblatt, dass an dem mit seinem Modell erzeugten
Hypertonus eine Mediatorsubstanz beteiligt sein muss.

Wilson und Byrom entwickelten diesen Gedanken im Jahr 1939 weiter und publizierten ihre
Ergebnisse zu einem Versuch iiber die Erzeugung eines konstanten und reproduzierbaren
Blutdrucks im 2 Nieren, 1 Clip Hypertoniemodell der Ratte. Sie erzeugten einen relativ kon-
stanten Bluthochdruck und schlossen daraus, dass die Ursache der Hypertonie nach Stenosie-
rung der Nierenarterie ein aus der ischdmischen Niere gebildete und freigesetzte Substanz
sein muss. Sie nannten diese Substanz Pressorsubstanz (72).

Im Jahr 1940 kam es durch Page und Braun-Menendez zur Entdeckung des Renin-
Angiotensin-Systems. In den folgenden Jahren wurden die einzelnen Komponenten isoliert,
charakterisiert und synthetisiert. Ebenso wurden Antagonisten und Blocker des Renin-
Angiotensin-Systems entdeckt, die es ermoglichten, gezielt in das System einzugreifen (6, 39)

1.6 Angiotensin-Konversionsenzym-Hemmer (ACE)

ACE-Hemmer spielen eine wichtige pharmakologische Rolle in der Therapie des arteriellen
Bluthochdrucks. Einerseits hemmen die ACE-Hemmer das Angiotensin-Konversionsenzym
(ACE) und verhindern somit die Produktion von Angiotensin-II (44), dadurch kommt es zu
einer Vasodilatation, wodurch der arterielle Blutdruck sinkt (16). Andererseits wird der Ab-
bau von Kininen zu inaktiven Bruchstiicken verhindert. Kinine steigern die Konzentration
von NO und Prostaglandinen (27). Sie sind biologisch aktive Oligopeptide, durch Kallikrein
wird aus dem biologisch inaktiven Kininogen das aktive Kinin (5). Das wichtigste Kinin ist
das Bradykinin, es entfaltet seine Wirkung iiber Bindung auf den 2-Rezeptor (17) und ver-
mittelt vasodilatatorische und antiproliferative Effekte (27). Kinine werden allerdings von
verschiedenen Peptidasen (Metallopeptidasen, Serin-Peptidasen) sehr rasch wieder metaboli-
siert (13). Die wichtigste Peptidase ist das Angiotensin-Konversionsenzym (11).

Klinische Studien zeigten, dass es durch Finsatz der ACE-Hemmer zu einem verbesserten
Uberleben bei Patienten nach Myokardinfarkt mit eingeschriinkter linksventrikuldren Funkti-
on kommt (43) und eine Narbenbildung des Myokards verhindert wird (28). Ein weiteres
wichtiges Zielorgan der ACE-Hemmer ist die Niere. Eine iiber lange Zeit unbehandelte arte-
rielle Hypertonie ist ein wesentlicher Risikofaktor fiir Entstehung der terminalen Niereninsuf-
fienz (42). Eine antihypertensive Therapie mit einem ACE-Hemmer verlangsamt die Progres-
sion chronischer Nierenerkrankungen (69, 71). Bei der diabetischen Nephropathie bewirkt
eine Therapie mit einem ACE-Hemmern eine verminderte Mikroalbuminurie (45) und eine
Konstanthaltung der glomeruldren Filtrationsrate (GFR) im Gegensatz zu einer Therapie mit
dem Beta-Blocker Metoprolol (4, 29).
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1.7 Der Aldosteronantagonist Eplerenone

Eplerenone ist nach Spironolacton ein weiterer selektiver Aldosteronantagonist. Die Wirkung
entfaltet Eplerenone iiber Bindung an den Mineralkortikoidrezeptor und verhindert somit die
Aldosteron vermittelte Natrium und Wasserriickresorption in der Niere. Klinisch zugelassen
ist Eplerenone fiir die Behandlung der arteriellen Hypertonie und der Herzinsuffizienz. Es hat
sich gezeigt, dass bei medikamentésem Einsatz von Eplerenone durch Blutdrucksenkung bei
Patienten mit Herzinsuffizienz, die in stabilem Zustand nach einem Herzinfarkt sind, die
Sterblichkeit um 15% gesenkt werden konnte (3). AuBlerdem zeigte sich, dass bei inaddquat
eingestelltem arteriellen Hypertonus durch einen ACE-Hemmer oder einen Angiotensin-
Rezeptor-Blocker, der Einsatz von Eplerenone neben der zusitzlichen Blutdrucksenkung eine
Reduzierung der Herzhypertrophie, der Gefdllinflammation, der fibrindsen Nekrose der klei-
nen Arterien und Arteriolen und eine Reduzierung der Kollagenzunahme in der Aorta erzielt
werden konnte (48).
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1.8 Das Decoypeptid

Im Jahr 2004 veroffentlichte die Gruppe um Ichihara Ergebnisse, in der ein von ihnen entwi-
ckeltes Peptid, das so genannte Decoypeptid, eine spezifische Region des (Pro)Renin- Rezep-
tor bindet und die Prorenin-(Pro)Renin-Rezeptorinteraktion blockiert (21). Das freiverfligbare
Prorenin im Serum verfiigt {iber eine so genannte pentametrische ,,handle region® und eine
tetrametrische ,,gate region® und inaktiviert damit das eigene katalytischen Zentrum. Es ist
bisher nicht moglich, durch Antikorper diese inaktivierende Verbindung zu l6sen. Bindet das
Prorenin nun auf den (Pro)Renin-Rezeptor wird die ,,handle region* mit der ,,gate region*
durch ein Prorenin-bindendes Protein des Rezeptors nichtproteolytisch von seinem katalyti-
schen Zentrum geldst und das Prorenin entfaltet seine enzymatische Aktivitit. Dieses wird
durch das Decoypeptid verhindert (59). Im Tiermodell zeigte sich, durch Einsatz des De-
coypeptides, eine Verminderung der kardiovaskuldren und renalen Schiden bei Hypertonie
und Diabetes mellitus. Besonders bei der diabetischen Nephropathie konnte eine Abnahme
von Proteinurie, Glomerulosklerose und Glomerulonephritis gezeigt werden (19, 20, 21). Rat-
ten, die den (Pro)Renin-Rezeptor iiberexprimierten entwickelten eine Proteinurie und Glome-
rulosklerose mit zunehmendem Alter (23).

)
v

Angiotensin-|
Angiotensin-I|
) AT1-
\ (Pro)Renin- Antagonist
Rezeptor V4
AT1- AW y

Rezeptor \ * *

profibrotisch profibrotisch
Legende: Renin: Prorenin:

Abb.1: Schematische Abbildung der profibrotischen Signaltransduktion durch Angiotensin-II,
Prorenin und Renin in der stenosierten Niere. Bindung von Renin an den Rezeptor verstirkt seine
katalytische Aktivitit. Bindung von Prorenin fiihrt dazu, dass Prorenin ebenfalls katalytisch aktiv wird
und mehr Angiotensin-I und Angiotensin II gebildet werden und iiber den AT-1 Rezeptor profibro-
tisch wirken. Interessanterweise fiithrt die Bindung von Renin und Prorenin, unter Umgehung des AT-
1 Rezeptors, auch zu einem direkten profibrotischen Signaling.

1 ?jj‘f,“

Abb.2: Theoretische Interaktion des Decoypeptides mit dem (Pro)Renin-Rezeptor. Durch Applikation
des Decoypeptides kommt es nicht zur Freisetzung des katalytischen Zentrums von Prorenin am
(Pro)Renin-Rezeptor. Die profibrotische Wirkung und Aktivierung von Prorenin bleibt aus.
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1.9 Ziel der Doktorarbeit

Unter ACE-Hemmer Therapie kommt es in der stenosierten Niere zu einer Nierenschidigung
mit Fibrose und Entziindung (25). Ziel der vorliegenden Arbeit ist es zu untersuchen, ob eine
Blockade der (Pro)Renin — (Pro)Renin-Rezeptor — Interaktion oder eine Aldosteronblockade
die ACE-Hemmer induzierte Schidigung vermindert.
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2. Methoden

2.1 Tierhaltung und Ernihrung

Fiir diese Studie wurden 124 ménnliche Sprague-Dawley-Ratten (Charles River, Kissleg,
Deutschland) verwendet. Die Tiere wurden in der Zentralen Tierhaltung des Universitits-
krankenhauses Hamburg Eppendorf gehalten, eine Tierpflegerin libernahm die Betreuung der
Tiere und die pflegerischen Aufgaben. Pro Kéifig wurden 2-3 Tiere gehalten. Die Stallungen
unterlagen einem Lichtregime, mit je 12 Stunden kiinstlichem Licht (400 Lux), von 6 Uhr
morgens bis 18 Uhr abends. Die Raumtemperatur betrug 20 °C (+/- 1°C) und Luftfeuchtigkeit
von 50 % (+/-5%). Die Tiere hatten jederzeit einen freien Zugang zum Wasser. Die zwei
Gruppen, die keine medikamentdse Behandlung erhielten, bekamen ein Standardfutter (Firma
ssniff, Soest, Deutschland). Der ACE-Hemmer Enalapril wurde in der Dosierung 200mg/1
dem Trinkwasser zugefiihrt. Eplerenone wurde in der Dosierung 2mg/g dem Tierfutter zuge-
setzt. Das Decoypeptid (NH2-RILLKKMPSV-COOH, Biosyntan, Berlin, s.c. 0.1 mg/kg)
wurde iiber subcutan eingebrachte osmotische Minipumpen kontinuierlich appliziert. Alle
zweil Wochen wurden die Pumpen ausgetauscht. Die Tiererkennung erfolgte iiber eine Mar-
kierung am Schwanz. Ein Tierversuchsantrag wurde vor der Durchfiihrung der Versuche von
der zustdndigen Behorde in Hamburg genehmigt. Die Experimente wurden anhand der Richt-
linien fiir experimentelle Tierversuche der American Physiological Society durchgefiihrt.

2.2 Die Clip-Operation

Die Operation erfolgte anhand eines rechtsseitigen Flankenschnittes unter Freipréparation der
rechten Nierenarterie und Platzierung des Clips, die kontralaterale Niere blieb unberiihrt. Die
Muskulatur wurde verndht und die Haut mit Wundklammern verschlossen. In der Gruppe der
scheinoperierten Kontrolltiere wurde die Operation genauso durchgefiihrt, jedoch ohne Auf-
setzen der Klammer auf die Nierenarterie.

2.3 Das Blutdruckmessen

Der systolische Blutdruck wurde nach dem Riva-Rocci-Prinzip mittels Schwanzplethysmo-
graphie an der wachen Ratte gemessen. Dabei wurde die Korpertemperatur der Ratte in vor-
gewarmten separaten Réhrchen um 0,3-0,5°C erhoht. Mittels Thermometer konnte die exakte
Wassertemperatur zur Blutdruckmessung (39° Wassertemperatur) abgelesen werden. Die
Rattenschwanzarterie, welche den Warmehaushalt der Ratte reguliert, dilatiert durch die Er-
wirmung und erzeugt Pulsationen, die mit einem Piezoelement (Heinz-Albrecht) aufgenom-
men, elektronisch verstiarkt und optisch sichtbar gemacht wurde (TSE-Systems, Bad Hom-
burg, Deutschland)). Mit einer Druckmanschette (Innendurchmesser 9 mm, Breite 3 cm)
wurde die Schwanzarterie an der Schwanzwurzel iiber ein Gauer-Druckmanometer iiber den
systolischen Druck hinaus okkludiert. Der Manschettendruck wurde mit einer definierten Ge-
schwindigkeit von 3-5 mmHg/s abgelassen und der systolische Druck bei den ersten regelma-
Bigen optischen pulssynchronen Pulsationen notiert. In das Protokoll kamen nur Ratten die
einen systolischen Blutdruck iiber 160 mmHg 4 bez. 6 Wochen nach Clip Operation hatten.
92 von 216 geclippten Ratten entwickelten keine Hypertonie (42,6 %). Diese Ratten wurden
eingeschlifert.
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2.4 Die Tiergruppen

Es wurden in zwei unterschiedlichen Studienprotokollen folgende Tiergruppen untersucht

Vierwochige Therapie: Enalapril vs. Enalapril + Decoypeptid

* Kontrollen Normotensive Kontrolltiere (n=5)

* Goldblatt 2 Nieren — 1 Clip hypertensive Tiere (n=4)

* Enalapril 2 Nieren — 1 Clip hypertensive Tiere (n=7)
+ Enalapril (200 mg/l Trinkwasser)

* Decoypeptid + Enalapril 2 Nieren — 1 Clip hypertensive Tiere (n=8)

+ Enalapril (200 mg/l Trinkwasser)
+ Decoypeptid (osmotische Minipumpen s.c.)

Sechswochige Therapie: Enalapril vs. Eplerenone

* Kontrollen Normotensive Kontrolltiere (n=26)
* Goldblatt 2 Nieren — 1 Clip hypertensive Tiere (n=19)
* Enalapril 2 Nieren — 1 Clip hypertensive Tiere (n=10)

+ Enalapril (200 mg/l Trinkwasser
* Enalapril + Hydrochlorthiazid (HCT)
2 Nieren — 1 Clip hypertensive Tiere (n=8)
+ Enalapril (200 mg/l) + HCT
(50 mg/2 ml Methanol/l Trinkwasser)

* Enalapril + Eplerenone 2 Nieren — 1 Clip hypertensive Tiere (n=11)
+ Enalapril (200 mg/l) + Eplerenone
(2mg/g Futter)

* Eplerenone 2 Nieren — 1 Clip hypertensive Tiere (n=12)

+ Eplerenone (2 mg/g Futter)

2.5 Die Urinanalyse

Zur Urinanalyse wurden die Tiere sowohl vor Therapie als auch am Ende des Versuches, in
Stoffwechselkéfigen 24 Stunden gehalten. In dieser Zeit wurde der Urin, zwecks Kreatinin-
bestimmung, gesammelt. Die Tiere hatten freien Zugang zum Wasser, nicht aber zum Futter.

2.6 Die renale Funktion

Um die Gesamtnierenfunktion zu untersuchen, wurde die Kreatinin Clearance aus dem 24-
Stunden-Urin und dem Plasmakreatinin bestimmt. Plasma- und Urinkreatinin wurden mit
einem Autoanalyzer (Hitachi 717; Roche, Mannheim, Deutschland) gemessen. Die Albumi-
nurie wurde mit einem kommerziellen ELISA gemil den Vorschriften des Herstellers gemes-
sen.
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2.7 Die Organentnahme

Die Organe wurden nach dem jeweiligen Studienprotokoll zu unterschiedlichen Zeiten ent-
nommen. Die Blutdrucksenkungstherapie unter Eplerenone dauerte 6 Wochen, das De-
coypeptid wurde tiber 4 Wochen appliziert. Die Organentnahme erfolgte aber nach folgendem
festgelegten Schema: Nach Eroffnung der Bauchhohle in Narkose wurde die Aorta frei prépa-
riert und mittels Venenpunktionsnadel Blut entnommen. Danach wurde die Aorta oberhalb
der Abginge der Nierenarterie per Clip abgeklemmt und die stenosierte Niere mit eiskalter
Phosphat-gepufferter Kochsalzlosung perfundiert, bis die Nieren vollstdndig verblasst waren.
Danach erst wurden die Nieren entnommen, gewogen und als Schnitte in 4 % gepufferten
Formalin fiir die Histologie vorbereitet.

2.8 Die Priiparation von Total-RNA und Real-time PCR

Total-RNA wurde vom Nierencortex der geclippten Niere isoliert mit Phenol-Chloroform-
Extraktion nach direkter Lyse der Glomeruli in 4 M-Guanidinium-Thiocyanate, 25 mM Nat-
rium-Citrat, pH 7, 0,5% Sacrosyl, 0.1 M2-Mercaptoethanol, wie im Labor etabliert (40). Re-
al-time PCR wurde mit AbiPrism NN8650, unter Einsatz von SYBR green als Farbstoff,
durchgefiihrt (40). Die Quantifizierung erfolgte mit GAPDH als eine interne Kontrolle fiir die
Korrektur kleiner Variationen in RNA-Menge und cDNA-Synthese, wie in AbiPrism be-
schrieben.

Die prisentierten Ergebnisse sind Mittelwerte 6 unabhédngig durchgefiihrter RT-PCRs, die mit
verschiedenen RNAs, je gepoolt von 2-4 Ratten, erfolgt sind. Die im Folgenden dargestellten
rattenspezifische PCR-Primer wurden in dieser Studie eingesetzt.

Primer forward reverse

Mig Fw 5"AAT CCC TCA AAG ACC TCA AAC AGT 3’ Rev 5'GCA GGT TTG ATC TCC GTT CTT C 3°
CXCR3 Fw 5'TCG GCT CTG GTC TCT GCA A 3’ Rev 5'GCT TAT ACA GGC CAG CAG GAA 3’
Renin Fw 5'"GCT ACA TGG AGA ATG GGA CTG AA 3’ Rev 5'’ACC ACA TCT TGG CTG AGG AAA C 3’
Reninrezeptor [Fw 5'TTC TGA ACT GCA AGT GCT GCA T 3’ Rev 5'CTG CCA GCT CCA GTG AAT ACA AG 3’
PAI-1 Fw 5'"CAA GTC TGA TGG TAG CAC CAT CTC 3’ Rev 5'CCG GAG TGG TGA ACT CAG TGT 3’

2.9 Die renale Morphologie

Fiir die Histochemie wurden 4% Formalin-fixierte Nierenscheiben Paraffin-gebettet, als 1-
3um dicke Schnitte abgetragen und PAS-gefirbt (PAS, Sigma, Ulrichtein, Deutschland). Das
tubulointestinale Volumen wurde durch Uberlagerung eines Gitters, welches mit 40 Punkten
quantifiziert war, auf lichtmikroskopische Bilder aufgelegt und quantifiziert. Die Anzahl der
iiber Tubuluszellen, Glomerulie oder Interstitium liegenden Punkte wurden gez&hlt und durch
einen Prozentsatz aller Probepunkte berechnet. Pro Niere wurden zwei Felder, Cortex nah
und einmal distaler zum Mark, gewdhlt und die Punkte ausgezahlt (24). Die glomeruldre Gro-
e wurde planimetrisch mit einem semiautomatischen Bildverarbeitungssystem (Morphomat
30, Zeiss, Oberkochen) vermessen. Hierbei wurden pro Nierenschnitt 20 Glomeruli in einer
meanderformigen Bewegung von Rinde zu Mark und zuriick vermessen und die mittlere
glomeruldre Querschnittsfliche (AG) vermessen. Das durchschnittliche glomeruldre Volumen
(VG) wurde dann als =(3/k)(AG) *”* berechnet, wobei 3=1,38 und k=1,1 jeweils Form- und
GroBenverteilungskoeffizienten darstellen (38). Die Thoraxaorta wurde mittels PAS geférbt.
Die mittlere Dicke der Media wurde in 20 zufdlligen Messungen pro Thoraxaorta durch Mor-
phometrie bestimmt. Ausgewdhlt wurden nur GefdBabschnitte, die den gesamten Durchmes-
ser der Gefédle enthielten. Anschlieend wurde die mittlere mediale Dicke bestimmt.
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2.10 Die Immunhistochemie

Fiir die Immunhistochemie wurden 1-3 pm Paraffinschnitte deparaffinisiert und rehydriert.
Die Farbung fand nach Antigen-Aufbereitung mit Protease-24 (15 min, 5mg/1 ml; Sigma
Ulrichstein, Deutschland) oder mittels Mikrowellen-Behandlung mit Tris-basierter Kochsalz-
16sung Tween-EDTA, pH 9.0oder Citrat-Puffer, pH 6.1,flir 25 Minuten statt. Nach dem Blo-
cken der unspezifischen Bindungsstellen mit 5% Pferde- oder Ziegenserum, (VECtor, Ebers-
berg, Deutschland) fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur, wurden Schnitte mit einem Antikor-
per gegen T-Zell Marker CD3 (1:400, tiber Nacht bei 4 °C, Ab-1; Calbiochem, San Diego,
CA, USA) gefarbt. Sekundére Antikorper (biotinylated affinity-purified Esel 1gG) wurden 30
Minuten, bei Raumtemperatur, bei einer 1:400 Verdiinnung (alle sekundidren Antikorper
Jackson Immunoresearch-Laboratories, West Grove, PA, USA) inkubiert. Die Signalverstér-
kung wurde mittels dem ABC-APKit von VECtor (s.0.), entsprechend der Anleitung des Her-
stellers, durchgefiihrt. Die Nuklei wurden mit Mayer's Hemalaun 1 Minute lang gegengefarbt
und mit HCI-Ethanol differenziert.

2.11 Bestimmung von Prorenin und Renin

Die Bestimmung von Renin im Prorenin erfolgte in der Pharmakologie der Universitit
Rotterdam im Labor von Jan Danser wie beschrieben (9)

2.12 Statistische Analyse

Die Resultate wurden als Mittelwerte £ SEM dargstellt. Die statistische Signifikanz war defi-
niert als p < 0.05. Fiir multiple Vergleiche haben wir den Kruskal Wallis Test mit Post hoc
Scheffé Analyse, laut Mann-Whitney-U, eingesetzt. Die P-Werte sind fiir multiple Vergleiche
korrigiert.
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3. Ergebnisse

Versuchsprotokoll Decoypeptid

Stenosierung der
Nierenarterie

Therapiestart Organentnahme

\ 4

6 Wochen 4 Wochen Therapie Enalapril +
Decoypeptid

Abb.3: Zeitachse des Therapieaufbau: Nach erfolgter operativer Stenosierung der Nierenarterie wurde
iiber 6 Wochen der Blutdruck gemessen. Hiernach Selektion und Einteilung in die jeweiligen Thera-
piegruppen und Beginn der vierwdchigen Therapie mit Enalapril und Decoypeptid. AbschlieBend
erfolgte die Organentnahme.

3.1 Generelle Charakteristika

Wihrend der vierwdchigen Therapie iiberlebten in allen Gruppen 100% der Tiere. Vor The-
rapiestart und nach vier Wochen wurde das Korpergewicht bestimmt. Im Zuge der antihyper-
tensiven Therapie mit Enalapril ldsst sich eine Tendenz mit Abnahme des Korpergewichts
ablesen, die aber nicht signifikant war. In der Gruppe der unbehandelten hypertensiven Ratten
(Goldblatt Gruppe) kam es zu keiner Abnahme des Korpergewichtes.

Tab.1: Tieranzahl, Uberlebensrate, Kérpergewicht vor und nach Therapie

Korpergewicht Korpergewicht
Uberlebensrate
n (%) vor Therapie (g) nach Therapie (g)
Kontrollen 5 100% 420+ 8 510+ 20
Goldblatt 4 100% 418+9 508 £ 17
Enalapril 7 100% 420+ 8 495 £ 15
Decoypeptid + Enalapril 8 100% 419+ 10 469 + 14
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3.2 Relatives Herz- und Nierengewicht

Nach Organentnahme wurden das Herzgewicht und das Nierengewicht der geclippten Niere
bestimmt. In der Gruppe der unbehandelten hypertensiven Tiere (Goldblatt) entwickelte sich
eine Hypertrophie des Herzens. Enalapril und Decoypeptid + Enalapril behandelte Tiere hat-
ten ein signifikant kleineres Herzgewicht.

Gleichzeitig zeigten die unbehandelt hypertensiven Tiere (Goldblatt) eine nichtsignifikante
Gewichtsreduktion, wihrend Enalapril zu einer signifikanten Abnahme des Gewichts fiihrte.
Unter Enalapril + Decoypeptid war dieser Effekt nicht zu beobachten.

Relatives Herzgewicht
0,600
0,450
' #

o *
€ 0,300 *
k)

0,150

0,000

Kontrolle Goldblatt Enalapril Decoypeptid+Enalapril
Relatives Gewicht geclippte Niere
0,600
0,450
*

g
S 0,300
>

0,150

0,000

Kontrolle Goldblatt Enalapril Decoypeptid+Enalapril

Abb.4: Bestimmung des Herz- und Nierengewichts nach Organentnahme. Signifikante Hypertrophie
des Herzens bei den unbehandelt hypertensiven (Goldblatt) Tieren. Unter Enalapril kommt es zu kei-
ner kardialen Verdnderung (A). Atrophie der geclippten Niere unter Enalapril (B).

p<0.05 vs. Kontrollen, *p<0.01 vs. Goldblatt
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3.3 Die Blutdruckmessung unter Therapie

200

180

160 —e— Kontrolle

—a— Goldblatt

140 .
—e— Enalapril

120 —m— Decoypeptid + Enalapril

100

Systolischer Blutdruck (mmHg)

80
vorher Woche 1 Woche 2 Woche 3 Woche 4

Abb.5: Systolischer Blutdruck unter vierwochiger Therapie.

Wihrend der vierwdchigen Therapie wurde der systolische Blutdruck wochentlich gemessen.
In der Gruppe der unbehandelten hypertensiven Tiere (Goldblatt) konnte ein signifikant er-
hohter Blutdruck gemessen werden. Unter Enalapril und Decoypeptid + Enalapril kam es zu
einer Blutdrucksenkung auf normotensive Werte, wobei der Blutdruck in der Kombinations-
therapie Decoypeptid + Enalapril gegeniiber den unbehandelten hypertensiven Ratten (Gold-
blatt-Gruppe) etwas stirker gesenkt wurde als durch Enalapril Monotherapie. Der mittlere
systolische Blutdruck der 5 Messungen wihrend der Behandlung ist in Tabelle 2 dargestellt.

Tab.2: Systolischer Blutdruck

Decoypeptid +
Gruppe Kontrolle Goldblatt Enalapril Enalapril
Systolischer
Blutdruck 115+ 1 169 + 1# 146 £ 10* 135+ 10**
(mmHg)

*=p<0.05, vs. Goldblatt, **=p0.0125 vs. Goldblatt, #=p<0.001 vs. Kontrollen
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3.4 Die Nierenfunktion

Am Ende des Versuchs flihrten wir einen Stoffwechselkifig durch und sammelten 24 Stunden
den Urin fiir die Kreatinin Clearance. Bei Organentnahme wurde per Punktion der Aorta Blut
entnommen und die Plasma-Kreatininkonzentration und der Harnstoff-N gemessen. Unter
Enalapril  verschlechterte sich die Nierenleistung mit Anstieg der Plasma-
Kreatininkonzentration und Abnahme der Kreatinin Clearance, sowie einem mit Anstieg des
Harnstoffs im Blutserum. Das Decoypeptid zeigte hier keinerlei Effekt auf die Nierenfunkti-
on.

A

Plasma Kreatinin
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0,000
Kontrolle Goldblatt Enalapril Decoypeptid+Enalapril
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*% *%

ml/min
w

Kontrolle Goldblatt Enalapril Decoypeptid+Enalapril

Harnstoff-N im Serum
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Kontrolle Goldblatt Enalapril Decoypeptid+Enalapril

Abb.6: Laborchemische Nierenparameter: Enalapril-Therapie fiihrt zu einer erhdhten Kreatinin
Clearance und einem erhohten Plasma Kreatinin. Das Decoypeptid hat keinen Effekt auf die Nieren-
funktion (A und B). Harnstoff ist im Serum unter Enalapril-Therapie zwar erhoht, zeigt aber keine
Signifikanz (C).

*=p<0.01 vs. Goldblatt, **=p<0.001 vs. Goldblatt
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3.5 Renale morphologische Verinderungen in PAS Nierenschnitten

Es wurden PAS-gefarbte Nierenschnitte der geclippten Nieren angefertigt. In der Abb. 7 A-D
sind die Histologien nach Therapie dargestellt. Es zeigten sich bei den normotensiven Kon-
trollen keine tubulointestinalen Auffilligkeiten. In den Priparaten der unbehandelten hyper-
tensiven Ratten (Goldblatt-Gruppe) stellte sich eine miBige Zunahme des interstitiellen Vo-
lumens mit gelegentlichen fokalen tubuldren Schiden dar. Bei den mit Enalapril antihyper-
tensiv behandelten Tieren lieB sich eine massive interstitielle Verbreiterungen und schwerer
tubuldrer Atrophie und Dilatation abbilden. Das Decoypeptid hatte keinen Effekt auf die
durch Enalapril verursachte Schidigung.
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Abb.7: A-D: Lichtmikroskopische Bilder der histopathologischen Verdnderungen der geclippten
Niere. Die Tubuli sind in den Kontrollen gut erhalten (A). MéBige Zunahme der tubulointerstitiellen
Schéden in der geclippten Niere der Goldblatt Gruppe (B). Massive tubulointerstitielle Schidden in den
mit Enalapril behandelten Gruppen (C und D). Durch Zugabe des Decoypeptides ergibt sich histopa-
thologisch kein Unterschied in AusmaB und Qualitdt der Schiden im Vergleich zu Enalapril in Mono-
therapie (D).
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3.6 Fibrotische und interstitielle Veranderungen der Niere

Zur Quantifizierung der Schiden in der geclippten Niere wihlten wir zwei unterschiedliche
Verfahren aus. Zum einen zdhlten wir per Raster Punkte auf PAS gefdrbten Nierenhistolo-
gien aus und ermittelten so das interstitielle Volumen der geclippten Niere. Sowohl in der
Gruppe unter Enalapril-Monotherapie, als auch in der Kombinationsgruppe Decoypeptid +
Enalapril, zeigte sich eine signifikante prozentuale Zunahme des interstitiellen Volumens.
Zur weiteren Objektivierung der tubulointerstitiellen Schiden der geclippten Niere bestimm-
ten wir die Expression des profibrotischen Faktors Plasminogen-Aktivator-Inhibitors-1 (PAI-
1). Die Expression von PAI-1 korreliert sehr gut mit der Fibrose.

Unter zunehmender blutdrucksenkender Therapie mit Enalapril kam es zu einer numerischen
Zunahme der PAI-1 Expression in der geclippten Niere. Aufgrund der hohen Variabilitdt war
der Effekt allerdings nicht signifikant. Die Kombination Decoypeptid + Enalapril erhohte
signifikant die PAI-1 Expression.
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Abb.8: Quantifizierung der renalen Schiaden. Zunahme des interstitiellen Volumens (A) und erh6hte
relative RNA Expression von PAI-1 (B) in der geclippten Niere unter Therapie mit Enalapril. Das
Decoypeptid fiihrt zu keiner nephroprotektiven Wirkung in der Niere.

*=p<0.01 vs. Goldblatt, **=p<0.001 vs. Goldblatt
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3.7 Verinderungen der Prorenin und Renin Plasmakonzentration

Bei Organentnahme punktierten wir intraoperativ die Aorta und gewannen Blutproben zur
Bestimmung der Plasma Prorenin und Renin Konzentration. In der Gruppe der unbehandelten
hypertensiven Tiere kam es weder zu einer erhdhten Plasmakonzentration von Prorenin noch
von Renin. Durch Einsatz von Enalapril konnten wir hingegen eine massiv erhohte Konzent-
ration sowohl von Prorenin, als auch von Renin messen. Dabei war die Erh6hung unter Enal-
april starker ausgeprégt als unter der Decoypeptid + Enalapril Kombinationstherapie.

Des Weiteren bestimmten wir die Prorenin und Renin Konzentration in der geclippten Niere.
Wihrend die Prorenin Konzentration unterhalb des messbaren Bereiches lag, zeigte sich eine
Zunahme der Reninkonzentration unter Enalapril und in der Kombination Enalapril + De-

coypeptid, allerdings ohne statistische Signifikanz gegeniiber den unbehandelten hypertensi-
ven Tieren.
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Reninkonzentration geclippte Niere
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Abb.9: Prorenin und Renin Plasmakonzentration (A und B). Bei den unbehandelten antihypertensiven
Tieren (Goldblatt Gruppe) zeigt sich keine erhéhte Prorenin und/oder Renin Konzentration. Durch
antihypertensive Therapie kommt es zu einer signifikant gesteigerten Konzentration von Prorenin und
Renin. Die Werte sind fiir Enalapril Monotherapie hoher, als unter der Kombinationstherapie De-
coypeptid + Enalapril. Abbildung C zeigt die Reninkonzentration der geclippten Niere: Zunahme der
Reninkonzentration in den antihypertensiv behandelten Tieren ohne statistische Signifikanz.

*=p<0.05 vs. Goldblatt, **=p<0.001 vs. Goldblatt
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3.8 Bestimmung der Renin und Reninrezeptor Expression

Im Folgenden bestimmten wir durch PCR-Analyse der mRNA im Gesamtcortex die Renin
und Reninrezeptorexpression der geclippten Niere. Durch die blutdrucksenkende Wirkung
von Enalapril mit Blockade der Angiotensin-II Produktion entwickelt sich eine etwa dreithun-
dertfach gesteigerte mRNA Expression von Renin in der geclippten Niere, im Vergleich zu
den unbehandelten hypertensiven Ratten (Goldblatt).

Gleichzeitig haben wir die Expression des Reninrezeptors der geclippten Niere gemessen.

Auch hier kommt es unter antihypertensiver Therapie mit Enalapril zu einer gesteigerten
mRNA Expression. Der Effekt ist allerdings statistisch nicht signifikant.
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Abb.10: PCR Analyse der mRNA Renin und Reninrezeptor Expression des Gesamtnierencortex der
geclippten Niere (A und B). Durch antihypertensiver Therapie kommt es zu einer gesteigerten Expres-
sion von Renin und des Reninrezeptors im Vergleich zu den unbehandelten hypertensiven Ratten
(Goldblatt Gruppe).
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Versuchsprotokoll Eplerenone

Stenosierung der
Nierenarterie

Therapiestart Organentnahme

A 4

6 Wochen 6 Wochen Therapie Enalapril +
Eplerenone

Abb.11: Zeitachse des Therapieaufbau: Nach erfolgter operativer Stenosierung der Nierenarterie wur-
de iiber 6 Wochen der Blutdruck gemessen. Danach Selektion und Einteilung in die jeweiligen Thera-
piegruppen und Beginn der sechswochigen Therapie mit Enalapril und Eplerenone. Abschlieend
erfolgte die Organentnahme.

3.9 Generelle Charakteristika Enalapril vs. Eplerenone

Nach der sechswochigen Therapie liberlebten in der Gruppe der hypertensiven Ratten ohne
Therapie (Goldblatt) 19 von 23 Tieren (82,6%), in der Gruppe Eplerenone Monotherapie 12
von 14 Tieren (85,7%) und in der Gruppe Eplerenone + Enalapril 11 von 12 Tieren (91,6%).
In allen anderen Gruppen iiberlebten 100% der Tiere.

Vor und zum Ende des Versuchsprotokolls bestimmten wir das Korpergewicht der Tiere. Un-
ter antihypertensiver Therapie kommt es zu einer dezenten Korpergewichtsabnahme.

Tab.3: Tieranzahl, Uberlebensrate, Korpergewicht vor und nach der Therapie.

n Uberlebensrate Korpergewicht Korpergewicht

% vor Therapie (g) nach Therapie (g)
Kontrollen 26 100% 424+ 10 515+ 14
Goldblatt 19 82,60% 43112 491 £ 15
Enalapril 10 100% 437+9 469 £ 14
Enalapril + HCT 8 100% 430+9 464 £ 23
Eplerenone 12 85,70% 432 £12 464 £ 22
Enalapril + Eplerenone 11 91,60% 429 +£10 467+ 12
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3.10 Die Blutdruckmessung unter sechswochiger Therapie
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Abb.12: Systolischer Blutdruck unter sechswochiger Therapie.

Der systolische Blutdruck wurde - wie in Abbildung 12 dargestellt - wihrend der Behand-
lungszeit von 6 Wochen gemessen. Zur Blutdrucksenkung wurden Enalapril, Enalapril +
HCT, Enalapril + Eplerenone und Eplerenone eingesetzt. Eplerenone Monotherapie hatte
keinen signifikanten Effekt auf den Blutdruck gegeniiber den unbehandelten hypertensiven
Ratten (Goldblatt-Gruppe). Die antihypertensive Therapie mittels Enalapril, Enalapril + HCT
und Enalapril + Eplerenone senkte den Blutdruck, gegeniiber den unbehandelten hypertensi-
ven Ratten (Goldblatt-Gruppe) signifikant, wihrend die Blutdruckwerte der Goldblatt-Gruppe
gegeniiber der Kontrolle signifikant hoher waren. Der mittlere systolische Blutdruck der 7
Messungen wihrend der Behandlung von 6 Wochen ist in Tabelle 4 dargestellt.

Tab.4: Systolischer Blutdruck

Enalapril Enalapril
Gruppe Kontrolle Goldblatt Enalapril + HCT Eplerenone | + Eplerenone
Systolischer
Blutdruck 124+3 188 £ 2 # 128+ 8 * 132+9* 175+3 120 + 11*
(mmHg)

#=p<0.001 vs. Kontrolle, *=p<0.001 vs. Goldblatt
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3.11 Die Nierenfunktion und Aldosteronkonzentration

Um einen Uberblick iiber die Gesamtnierenfunktion nach Therapieende zu gewinnen be-
stimmten wir per 24 - Stunden - Sammelurin die Kreatinin Clearance. Es zeigte sich weder
bei den hypertensiven unbehandelten Tieren (Goldblatt), noch bei den mit Enalapril behan-
delten Tieren eine signifikante Zunahme des Plasma-Kreatinin und/oder Abnahme der Krea-
tinin Clearance.

Um hypertensive Schiden feststellen zu konnen, bestimmten wir die Albuminurie im Urin.
Goldblatt Tiere zeigten eine signifikant erhohte Albuminurie. Enalapril, Enalapril + HCT und
Enalapril + Eplerenone senkten signifikant die Albuminurie. Eplerenone in Monotherapie
hatte keinen Effekt.

Ferner bestimmten wir im Serum die Aldosteronkonzentration. Durch antagonistische Blo-
ckade des Aldosteronrezeptors mittels Eplerenone nimmt die Aldosteronkonzentration im
Serum massiv zu.

Plasma - Kreatinin Kreatinin - Clearance

(mg/dl) (ml/min)
Kontrolle 0,34 +£0,01 3,3+0,2
Goldblatt 0,40 = 0,02 2,8+0,3
Enalapril 0,42 £0,02 2,6 +0,1
Enalapril + HCT 0,42 £ 0,03 2,6 +0,2
Eplerenone 0,41 £0,02 2,8+0,3
Enalapril + Eplerenone 0,41 £0,02 2,9+0,2

Tab.5: Plasma-Kreatinin und Kreatinin Clearance.
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Abb.13: Albuminurie nach sechswochiger Therapie (A): Die antihypertensive Therapie mit Enalapril
reduziert die Albuminurie. Aldosteronkonzentration nach sechswochiger Therapie (B): Deutliche Zu-
nahme der Aldosteronkonzentration unter Eplerenone Monotherapie. Da die Standardabweichung sehr
grof} ist, sind keine signifikanten Werte zu erzielen.

*=p<0.05 vs. Kontrolle, #=p<0.001 vs. Kontrolle
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3.12 Organverinderungen

Nach Organentnahme bestimmten wir das Herzgewicht und fertigten Histologien der Aorta
an. In der Gruppe der unbehandelten hypertensiven Tiere (Goldblatt) ergaben die Messungen
eine deutliche Hypertrophie des Herzens im Vergleich zu den Kontrolltieren. Dieser Effekt
zeigte sich unter der Therapie mit Enalapril nicht. Sowohl in Monotherapie, als auch in Kom-
bination mit HCT bzw. Eplerenone kommt es zu einem signifikant geringeren Herzgewicht
im Vergleich zu den unbehandelten hypertensiven Tieren.

Anhand der angefertigten Histologien konnten wir den Aortenwanddurchmesser per Mor-
phometrie bestimmen. Nach sechswochiger hypertensive Therapie nimmt der Aortendurch-
messer in der Gruppe der unbehandelt hypertensiven Tiere signifikant zu. In den Gruppen
unter Enalapril Therapie kommt es dagegen zu einer signifikanten Reduktion der Aorten-
wanddicke.
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Abb.14: Bestimmung des Herzgewichts (A) und des Aortendurchmessers (B): Die antihypertensive
Therapie mit Enalapril verhindert eine Hypertrophie des Herzens und der Aorta sowohl in Monothera-
pie, als auch in Kombination mit HCT und Eplerenone.

#=p<0.005 vs. Kontrolle, ##=p<0.001 vs. Kontrolle, *=p<0.05 vs. Goldblatt, **=p<0.005 vs. Gold-
blatt.
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3.13 Nierengewicht und glomerulire Grofle

Zum Ende der Therapie wurde das Gewicht der geclippten Niere bestimmt. Es zeigte sich
eine Atrophie der Niere unter antihypertensiver Therapie mit Enalapril. Dies konnten wir in
allen mit Enalapril behandelten Tieren nachweisen.

Um die Atrophie der geclippten Niere zu spezifizieren, haben wir die Glomerulie morphomet-
riert. Weder bei den unbehandelt hypertensiven Tieren, noch unter Eplerenone lieBen sich
atrophische Verdnderungen ausmessen. Die Therapie mit Enalapril und Enalapril + HCT
fiihrte jedoch zu einer signifikanten Grof3enabnahme der Glomerulie.
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Abb.15: Unter antihypertensiver Therapie mit Enalapril kommt es zu einer Atrophie der Niere (A) und
der Glomerulie (B) auf der geclippten Seite. Die Kombination Enalapril mit Eplerenone vermindert
die GroBenabnahme der Glomerulie.

*=p<0.05 vs. Goldblatt, **=p<0.001 vs. Goldblatt
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3.14 Morphologische Verinderungen der stenosierten Niere

Nach sechswochiger Therapie wurden PAS-gefirbte Nierenschnitte erstellt. Es zeigte sich bei
den normotensiven Kontrollen keine Verdanderung der tubulointerstitiellen Morphologie, wéh-
rend bei den unbehandelten hypertensiven Ratten (Goldblatt-Gruppe) in der geclippten Niere
vereinzelten tubuldren Schiden nachweisbar waren. Unter antihypertensiver Therapie mit
Enalapril entstanden massive interstitielle Infiltrationen und tubulédrer Atrophie. Dieser Effekt
zeigte sich weniger ausgeprigt in der Kombination mit Eplerenone. Zwar lassen sich auch in
dieser Gruppe tubuldre Schiden und eine Vermehrung des Interstitiums darstellen, das Aus-
malf ist aber deutlich geringer als Enalapril in Monotherapie.

A: Kontrolle B: Goldblatt
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Abb.16: Aufnahmen der PAS gefiarbten Nierenhistologien der geclippten Niere. Keine Schiden der
Tubuli der Kontroll-Gruppe lichtmikroskopisch zu entdecken (A). In der geclippten Niere der Gold-
blatt Gruppe sind dezente tubulointerstitielle Schdden auszumachen (B). Massive tubulointerstiticlle
Schéden bei Enalapril Monotherapie, mit Zell Clustern im Interstitium (C), deutlich geringeres Aus-
mal} der tubuldren Schiaden in der Kombination Enalapril + Eplerenone (D)
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3.15 Interstitielle und tubulire Verinderungen der Niere

Eine Zunahme des interstitiellen Anteils bei gleichzeitiger Abnahme des tubuldren Volumens
ist ein guter Marker fiir renale Schaden in der geclippten Niere. Anhand der PAS geférbten
Nierenschnitte konnten wir durch Auszdhlung eines Rasters das interstitielle Volumen und
die Verteilung von Tubulus und Tubuluslumen ermitteln. In den Tierkollektiven der unbe-
handelt hypertensiven Tiere (Goldblatt) und unter Eplerenone zeigten sich keine Unterschiede
zu den Tieren der Kontrollgruppe. Unter antihypertensiver Therapie mit Enalapril kam es zu
einer signifikanten Zunahme des interstitiellen Volumens in der geclippten Niere, bei gleich-
zeitiger Verminderung des tubuldren Anteils. Die Werte zwischen Enalapril Monotherapie
und in der Kombination mit HCT unterschieden sich nicht voneinander. Dagegen kam es in
der Kombination Enalapril + Eplerenone zu einer deutlich geringeren Auspriagung des in-
terstitiellen Volumens.

Tab.6: Interstitielles Volumen, Tubuluszellen und Tubuluslumen.

Interstitielles Tubulus - Tubulus -

Volumen (%) zellen (%) lumen (%)

Kontrolle 52+1 65.1+2 11,3+1
Goldblatt 10,6 £1 60,8 + 2 7,8+ 1
Enalapril 37+4* 42,3 +4* 59+1
Enalapril + HCT 38,1 £5 * 33 £ 5% 9,5+ 1
Eplerenone 10,2 £1 63,3+2 8,5+1

Enalapril + Eplerenone 18,4 + 3 ## 522+2# 89+ 1#

*=p<0.001 vs. Goldblatt
#=p<0.05 vs. Enalapril, ##=p<0.005 vs. Enalapril
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3.16 Entziindung und Fibrose in der Niere

Es wurden Real-time PCR Analysen der mRNA des gesamt Nierenkortexes der geclippten
Niere durchgefiihrt und folgende Marker bestimmt: Plasminogen-Aktivator-Inhibitors 1, als
Marker fiir die renale Fibrose und das Chemokin Mig als Thl Immunantwort und der dazu
korrespondierende Rezeptor CXCR3, die bei entziindlichen Prozessen vermehrt exprimiert
werden.

Insgesamt zeigten die Daten eine sehr breite Streuung der Ergebnisse. Die Ergebnisse der
PAI-1 Messung ergaben, dass es unter antihypertensiver Therapie mit Enalapril zu einer ge-
steigerten Expression von PAI-1 kommt. Dagegen zeigten die Ergebnisse von Enalapril +
Eplerenone signifikant weniger PAI-1 Expression.

Die Daten fiir Mig und CXCR 3 sind zu uneinheitlich, um genaue Schliisse ziehen zu konnen.
Es lasst sich lediglich eine Tendenz feststellen: Unter Enalapril Therapie ist die Expression
von Mig und CXCR3 erhdht.
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Abb.17: RT PCR Ergebnis fiir PAI-1, Mig und CXCR3. Unter Enalapril kommt es zu einer signifikan-
ten Steigerung der Expression fiir PAI-1 und Mig (A und B). Unter der Kombination Enalapril +
Eplerenone kommt es dagegen zu signifikant weniger Expression fiir PAI-1 (A). Die Daten fiir CXCR
3 waren sehr uneinheitlich, sodass nicht eindeutig eine Aussage zu treffen ist (C). *=p<0.05 vs. Gold-
blatt, **=p<0.01 vs. Goldblatt, ***=p<0.001 vs. Goldblatt, +=p<0.005 vs. Enalapril
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3.17 Immunhistochemische Verinderungen der Niere

Die Auswertung der Immunhistochemie der Nierenschnitte zeigte eine Zunahme der CD-3
positiven T-Zellen und ED-1 Monocyten/Makrophagen unter Blutdrucksenkung mittels Enal-
april in der geclippten Niere. Dabei lieen sich die gefdrbten Zellen sowohl periglomerulir
als auch interstitiell nachweisen, jedoch kaum intraglomeruldr. Dabei kam es sowohl unter
Enalapril Monotherapie, als auch in Kombination mit Eplerenone zu einer massiven Infiltra-
tion der Entziindungszellen.
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Abb.18: Auszdhlung der CD-3 und ED-1 positiven Zellen durch immunhistochemisch angeférbte
Nierenschnitte. Deutlich vermehrte Konzentration von CD-3 positiven Zellen, sowohl periglomerular,
als auch interstitiell unter Enalapril Medikation (A und B). Ein @hnliches Bild zeigte sich bei Anfar-
bung der ED-1 positiven Zellen. Auch hier kommt es zu einer signifikant hoheren Anzahl an positiven
Zellen durch Einsatz von Enalapril (C und D). In der hypertensiven unbehandelten Gruppe (Goldblatt)
und unter Eplerenone Monotherapie kommt es weder zu einer gesteigerten CD-3 noch zu einer gestei-
gerten ED-1 Anzahl der positiven Zellen pro Gesichtsfeld.

*=p<0.001 vs. Goldblatt
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4. Diskussion

Die Hemmung des Renin-Angiotensin-Systems (RAS) spielt im klinischen Alltag der phar-
makologischen Therapie verschiedenster Erkrankungen und Organsysteme eine zentrale Rol-
le. Einen groBen Stellenwert nehmen hierbei die ACE-Hemmer ein. So sind ACE-Hemmer
Mittel der Wahl bei Patienten mit Herzinsuffizienz, da sie entscheidend die Prognose verbes-
sern (61). Nach einem Myokardinfakt bremsen sie die ungiinstigen Umbau- und Anpassungs-
vorgdnge des Herzens (,,Remoddeling*) und verhindern dadurch die Progression einer Links-
herzinsuffizienz (26). Bei der diabetischen Nephropathie sollte es zu einer moglichst frithzei-
tigen antihypertensiven Therapie mit ACE-Hemmern kommen, da sie die Progression der
diabetischen Nephropathie zur terminalen Niereninsuffizienz verzégern und die kardiovasku-
lare Mortalitdt senken (37).

Allerdings hat sich auch gezeigt, dass es durch Hemmung des RAS bei Patienten mit vermin-
derter renaler Perfusion, zum Beispiel durch eine Nierenarterienstenose, zu einer Verschlech-
terung der Nierenfunktion kommt (65).

Bereits in vorangegangenen Arbeiten wurden sowohl von unserer Arbeitsgruppe als auch von
anderen (22, 49, 71), die tubulointestinalen Schiden durch antihypertensive Therapie in der
geclippten Niere beschrieben. Dabei zeigte sich, dass es zu einer Hochregulation von Renin
und des (Pro)Renin-Rezeptors in der geclippten Niere kommt. Die Tatsache, dass eine dosis-
abhédngige Steigerung von Renin und des Rezeptors zu einer dosisabhéngigen Schidigung in
der geclippten Niere fiihrt, verstirkt den Eindruck, dass Renin ein wesentlicher Baustein in
der Genese der Profibrose ist (25, 58).

Dennoch ist bislang wenig liber die Mechanismen des komplexen Zusammenspiels der Medi-
atoren bekannt, die in der geclippten Niere zu Entziindung und Fibrose fiihren.

In der vorliegenden Arbeit wendeten wir das 2 Nieren, 1 Clip Hochdruckmodell von Gold-
blatt bei Ratten an, um die pathophysiologischen Zusammenhinge des induzierten Nie-
renschadens darzustellen. Zur Blutdrucksenkung setzten wir den ACE Hemmer Enalapril ein.
In bereits vorangegangenen Arbeiten unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass
durch Applikation eines Vasopeptidase-Hemmers in der geclippten Niere inflammatorisch
und profibrotische Kaskaden ausgeldst werden (69). Wir kombinierten in diesem Versuchs-
aufbau Enalapril mit dem Aldosteronantagonisten Eplerenone und Enalapril mit dem De-
coypeptid um zu untersuchen, ob Inflammation und Profibrose durch Aldosteron- bezie-
hungsweise Proreninblockade inhibiert werden konnen.

Die Wirkung des Decoypeptides

Wihrend der vierwochigen Therapie zeigte sich, dass in der Kombination Enalapril und De-
coypeptid der Blutdruck dhnlich signifikant gesenkt werden konnte, wie unter Enalapril Mo-
notherapie. Es wurden in beiden Gruppen zum Ende normotensive Werte erreicht. Von ent-
scheidender Bedeutung war aber die Wirkung auf die geclippte Niere. Enalapril induziert in
der geclippten Niere, wie bereits erwihnt, inflammatorische und fibrotische Prozesse. Der
Einsatz des Decoypeptides verhinderte diesen Prozess nicht. In den PAS angefarbten Nieren-
histologien der geclippten Niere waren bei beiden Tiergruppen massive interstitielle Erweite-
rungen und tubuldre Atrophien zu sehen. Anhand der morphometrischen Quantifizierung
zeigte sich korrelierend dazu eine Zunahme des interstitiellen Volumens. In der RT-PCR
Analyse des Fibrose Marker Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1(Pai-1) kam zu einer Zunah-
me der mRNA Expression in beiden Gruppen.
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Wie verhielt es sich mit der lokalen Prorenin und Reninkonzentration in der geclippten Niere?
Durch die gesetzte Stenose der rechten Nierenarterie wurde eine Minderperfusion mit reflek-
torischer Zunahme der Reninkonzentration erzeugt. Dies konnten wir anhand erhohter Renin
Plasmaspiegel messen. Ebenfalls zeigten sich erhohte Prorenin Plasmaspiegel. Allerdings
kam es in der geclippten Niere lediglich zu einer Konzentrationszunahme von Renin, wohin-
gegen das Prorenin laborchemisch nicht nachweisbar war.

Zusammenfassend ist zum Einsatz des Decoypeptides in dieser Studie zu sagen: Das De-
coypeptid kann die tubulointestinalen Schiden der geclippten Niere der mit Enalapril thera-
pierten Goldblatt Ratten nicht aufhalten.

Folgende Uberlegungen miissen wir hieraus ziehen:

Moglicherweise i1st die Wirkung des Decoypeptides abhéingig von der Dosierung des De-
coypeptides. Wir haben in vorliegender Arbeit keine Dosis-Wirkungskurve durchgefiihrt. In
dieser Studie haben wir allerdings die exakt gleich Dosierung und Applikation verwendet,
wie die Studienprotokolle zu der gezeigten kardiovaskuldren und renalen Protektion in hyper-
tensiven und diabetischen Ratten in vorangegangenen Arbeiten (19, 20, 21).

Es ist daher wahrscheinlich, dass die nichtproteolytische Aktivierung des Prorenin keinen
oder minimalen Einfluss auf die Ausbildung von Inflammation und Fibrose in der geclippten
Niere unter Enalapriltherapie hat.

Erhohtes totales und nichtproteolytisch aktiviertes Prorenin konnte in Nieren und Herzen von
diabetischen und spontan hypertensiven Ratten in der Immunhistochemie nachgewiesen wer-
den, welche mit dem Decoypeptid behandelt wurden. Dadurch konnte der renale und kardiale
Schaden vermindert werden (19, 21, 60). In unserer Studie konnte das Prorenin in der ge-
clippten Niere der hypertensiven Ratten nicht nachgewiesen werden, bei jedoch erhohter
Prorenin Plasmakonzentration. Dies ldsst die Moglichkeit zu, dass zirkulierendes Prorenin an
den renalen (Pro)Renin-Rezeptor bindet.

Die Ergebnisse dieser Studie schlieBen eine Rolle des (Pro)Renin-Rezeptors in der Genese
der renalen Schiden in der geclippten Niere nicht aus, da das Decoypeptid die Bindung von
Renin auf den (Pro)Renin-Rezeptor nicht verhindert. Um den Beweis zu erbringen, dass der
(Pro)Renin-Rezeptor eine profibrotische Rolle in der geclippten Niere spielt, wére eine Mog-
lichkeit, den Blutdruck in Goldblatt hypertensiven (Pro)Renin-Rezeptor Knockout Méusen zu
senken. In Experimenten zeigte sich, dass eine (Pro)Renin-Rezeptor Knockout Maus nicht
iiberlebensfahig ist. Eine gefloxte (Pro)Renin-Rezeptor Knockout Maus wurde inzwischen
entwickelt. Die publizierten Arbeiten zeigen aber, dass die Zellen, in denen der (Pro)Renin-
Rezeptor ausgeknockt wurde, (bisher in Podozyten und Kardiomyozyten) zugrunde gehen.
Damit sind auch gefloxte (Pro)Renin-Rezeptor Knockout Méduse nicht geeignet, die Frage
einer Nephroprotektion zu beantworten (47).

36



Neue Methoden zur Prophylaxe der ACE — Hemmer induzierten Schadigung der stenosierten Niere bei renovaskuldrer Hypertonie

Die Wirkung des Aldosteronantagonisten Eplerenone

Unter sechswochiger Therapie wurde der Blutdruck mit Enalapril auf normotensive Werte
gesenkt. Wie erwartet, erzeugte die Medikation mit Enalapril in der geclippten Niere einen
massiven renalen Schaden. In den PAS gefarbten Nierenschnitten zeigten sich deutliche tu-
buldre Atrophien und interstitielle Infiltrationen, die Auszéhlung des interstitiellen Volumens
quantifizierte dies. In den RT-PCR Analysen kam es zu einer signifikant gesteigerten Expres-
sion profibrotischer und proinflammatorischer Marker und die Immunhistochemie zeigte eine
Zunahme von CD-3 positiven T-Zellen und ED1 positiven Monocyten/Makrophagen.

Die Ergebnisse der PAI-1 Expression und der Bestimmung des interstitiellen Volumens erga-
ben fiir die Kombination Enalapril + Eplerenone jedoch signifikant weniger renalen Schaden
in der geclippten Niere als unter Enalapril Monotherapie.

Antifibrotische Effekte von Eplerenone sind beschrieben (12, 14). Die Pathomechanismen
hierfiir sind jedoch noch unklar. Vermutlich hat die nephroprotektive Wirkung von Eplereno-
ne auf die geclippte Niere aber keine antiinflammatorischen Prozesse als Ursache, da die Mo-
nocyten/Makrophagen und T-Zell Infiltration zu keiner Verdnderung unter Enalapril +
Eplerenone fiihrte.

Die Wirkung von Eplerenone war kein unspezifischer Diuretikaeffekt, da die Kombination

Enalapril + HCT als Diuretikum keine Nephroprotektion zeigte, sondern vielmehr zu einer
Aggravation des renalen Schadens fiihrte.
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5. Zusammenfassung

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass die Therapie mit dem Decoypeptid, welches die
Bindung von Prorenin an seinen Rezeptor verhindert, die ACE - Hemmer induzierte Schidi-
gung der geclippten Niere bei renovaskuldrer Hypertonie nicht hemmt. Dahingegen vermin-
dert die Aldosteronblockade durch Eplerenone teilweise den ACE-Hemmer induzierten fibro-
tischen Umbau. Eplerenone beeinflusst jedoch nicht die entziindlichen Verdnderungen in der
geclippten Niere.
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