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1 Einleitung

Chronische Nierenerkrankungen sind weltweit ein bedeutendes medizinisches Problem
sowohl bei Tieren als auch bei uns Menschen. Eine Vielzahl von Atiologien (einschlielich
genetische, autoimmune, infektidse, umweltbedingte, medikamentdse Faktoren) tragen zu
den unterschiedlichsten primaren Leiden bei, aber letztendlich kénnen alle zum selben

Ergebnis chronische Niereninsuffizienz (CNI) fihren (Yang et al. 2010).

Patienten mit chronischer Nierenerkrankung und Nierenerkrankung im Endstadium weisen
weiterhin eine hohe Morbiditat und Mortalitat auf, meist als Folge extrem hoher Raten von

kardiovaskularen Komplikationen (Kovesdy 2013).

CNI-Tiermodelle kénnen uns dabei helfen, krankheitsspezifische Mechanismen sowie
Pathogenesen verschiedenster Krankheiten besser zu untersuchen, um schlussendlich fiir

neuartige Therapien zu sorgen (Yang et al. 2010).

1.1 Zielsetzung und Forschungsschwerpunkt

Chronische Niereninsuffizienz ist bei humanen und veterindrmedizinischen Patienten haufig
mit einer linksventrikuldren Hypertrophie assoziiert. In experimentellen Mausmodellen flr
chronische Niereninsuffizienz gibt es zu dieser Fragestellung nur bruchstiickhafte Daten, die
sehr vom verwendeten Modell abhangen. In der vorliegenden Arbeit wurde der
"Goldstandard" fur Modelle der chronischen Niereninsuffizienz verwendet, die 5/6-
Nephrektomie. Die Hypothese dieser Arbeit ist, dass 5/6-nephrektomierte Mause eine im

Zeitverlauf progrediente Linksherzhypertrophie entwickeln.



2 Literaturubersicht

2.1 Physiologie der Niere

2.1.1 Die Aufgaben der Niere und Nierenfunktion
Die Niere hat funf Hauptaufgaben. Zu diesen gehoren:

1. Ausscheidung von harnpflichtigen Stoffwechselendprodukten des Eiweil3stoffwechsels

und anderen toxischen Subtanzen wie z.B.: Medikamente.

2. Erhaltung von Substanzen, diese werden entweder gar nicht filtriert (z.B.: grolmolekulare
EiweilRe) oder filtriert und anschlieliend wieder resorbiert wie beispielsweise Wasser, Zucker

und Aminosauren.
3. Regulation des Wasser- und Elektrolythaushalts.
4. Regulation des Saure-Basen-Haushalts.

5. Endokrine Funktionen durch Metabolismus und Produktion von Hormonen, z.B.: Blutdruck,

Erythropoese, Ca?*-Metabolismus (Engelhardt et al. 2015)

Um diese Vielzahl von Aufgaben zu ermdglichen, besitzt die Niere einen komplizierten
Aufbau sowie eine hohe Anzahl an spezifischen Zelltypen. Die funktionellen Einheiten der
Niere bilden die sogenannten Nephrone. Sie bestehen aus Glomerulus (= Nierenkérperchen)
und Tubulussystem (Abbildung 2). Der sogenannte Primarharn (ca. 180l/d) entsteht durch
die Filtration des Plasmas im Glomerulus. Dieser wird durch Sekretion und Rickresorption
im Tubulussystem in seiner Zusammensetzung verandert, sodass schlussendlich der

Endharn die Niere Uber den Harnleiter verlasst (Behrends et al. 2010).

Obwohl die Nieren nur weniger als 1% des Korpergewichts ausmachen, haben
Saugetiernieren mit ca. 20% des Herzminutenvolumens eine extrem hohe Durchblutung. Zur
Beurteilung der Nierenfunktion ist die glomeruldre Filtrationsrate (GFR), von grol3er
Bedeutung. Sie entspricht dem Volumen, das pro Zeiteinheit von den Glomeruli der Nieren

filtriert wird. Bei einer Niereninsuffizienz kommt es zu einer Verringerung der GFR. Eine



gesunde Niere kann je nach Tierart 1/3 bis 1/5 des Plasmaflusses in den Glomeruli filtrieren.

Als Urin ausgeschieden wird jedoch nur 1% des Primarharns (Engelhardt et al. 2015).
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Abbildung 1: Anatomischer Aufbau der Niere (Behrends et al. 2010).
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Abbildung 2: Aufbau eines Nephrons. Jede Niere enthalt etwa 1 Million Nephrone, die funktionellen
Einheiten der Niere. Sie bestehen aus Glomerulus und Tubulussystem. Den proximalen und distalen
Tubulus kann man jeweils in einen aufgeknéuelten Teil (Pars convoluta oder Pars contorta) und einen
geraden Teil (Pars recta) segmentieren. Die geraden Teile des proximalen und distalen Tubulus und der
Intermediartubulus werden zur Henle-Schleife zusammengefasst. Die letzten Teile dieser Tubuli bilden die
Sammelkanéle, die in das Nierenbecken miinden (Eckhardt et al., 2013).


https://flexikon.doccheck.com/de/Henle-Schleife

2.2 Chronische Niereninsuffizienz

2.21 Allgemeines

Ein Nierenversagen entsteht, wenn 75 % der Nephrone beider Nieren zerstort sind. Ein
plétzlicher Funktionsverlust, verursacht meistens durch ischamische, toxische oder infektidse
Ereignisse, fuhrt zu einem akuten Nierenversagen (akute Niereninsuffizienz, ANI). Dabei
werden meist die metabolisch aktiven Epithelzellen des proximalen Tubulus und des
aufsteigenden Teils der Henle-Schleife geschadigt. Die Folge ist eine gestdrte Regulation
des Wasser- und Elektrolythaushalts sowie aller anderen gelosten Stoffe. Die sekundar
auftretende Vasokonstriktion verringert zusatzlich die glomerulare Filtrationsrate (GFR). Ein
akutes Nierenversagen ist potentiell reversibel. Demgegentber sind Schadigungen der
Nephrone bei CNI meist irreversibel. Funktionslose Nephrone werden durch Bindegewebe
ersetzt. Deswegen ist die urspringliche Ursache im Endstadium einer Niereninsuffizienz
nicht mehr erkennbar. Chronisches Nierenversagen stellt einer der haufigsten
Todesursachen in der Veterindrmedizin als auch in der Humanmedizin dar und entwickelt

sich Uber Wochen, Monate und Jahre (Couto und Nelson 2010).
Begriffe:

Azotamie bezeichnet die Erhéhung von Harnstoff, Kreatinin und anderer
Stickstoffverbindungen (auer Proteine) im Blut. Unter Renaler Azotamie versteht man eine
Azotamie, die durch Schadigung des Nierenparenchyms entstanden ist. (Couto und Nelson
2010)

Nierenversagen beschreibt den Zustand eingeschrankter Nierenfunktion, in dem Azotamie

und der Verlust der Konzentrationsfahigkeit dauerhaft bestehen (Couto und Nelson 2010).

Von Uramie spricht man, wenn alle Urinbestandteile (= harnpflichtige Substanzen) im Blut
vorhanden sind. Sie entsteht sekundar infolge eines Nierenversagens oder durch postrenale

Ereignisse (Harnrohrenverschluss, Harnblasenruptur) (Couto und Nelson 2010).



2.2.2 Atiologie und Pathogenese

Bei der CNI ist immer der Funktionsverlust des gesamten Nephrons die Folge einer
irreversiblen tubuldren oder glomerularen Schadigung, da die Gefalde und das Tubulussytem
der Nephrone untrennbar miteinander verbunden sind. Folglich kommt es zu einer
morphologischen Heterogenitdt der zerstorten Nephrone. Es konnen zahlreiche
Veranderungen vorkommen, z.B.: hochgradige Atrophie, Ersatz des Gewebes durch
Bindegewebe bis hin zur deutlichen Hypertrophie. Die eigentlichen Ausléser fir eine CNI
sind meist nicht bekannt. Mogliche Ursachen sowonhl fur Tiere und Menschen fur eine CNI

sind:

¢ Immunopathien: Glomerulonephritis, Vaskulitis, systemischer Lupus erythematodes

e Amyloidose

e Diabetes mellitus

e Hypertonie

¢ Neoplasie: primar, sekundar

¢ Nephrotoxische Stoffe

e Nierenischamie

e Entzindliche oder infektidse Ursachen: Nierensteine, Pyelonephritis

e Erbliche oder  angeborene Ursachen: Nierenhypoplasie/Nierendysplasie,
Zystennieren

e Obstruktion des Abflusstrakts: Harnleitersteine (Harnstau = Urosepsis)

e |diopathisch (Couto und Nelson 2010)

Alle betroffenen CNI Patienten zeigen eine reduzierte GFR. Bei Menschen liegt der Wert bei
<60 ml/min/1,73m? fiir mindestens drei Monate (Klciikkdyli und Rump 2012). Die Folge
einer verminderten GFR ist die Erhdhung der Plasmakonzentrationen von Stoffen, die
normalerweise Uber die Nieren ausgeschieden werden. Zu diesen Substanzen zahlen unter
anderem: Aminosauren, Ammoniak, Harnstoff, Kreatinin, Parathormon, Gastrin, Phosphat,
sowie der Wachstumsfaktor Fibroblast Growth Factor 23 (FGF23). Die entstandene Uramie
sorgt fur ein Ungleichgewicht des Wasser- und Salzhaushaltes, Anamie, neurologische
Symptome, gastrointestinale Stérungen, Osteodystrophie, Immunschwache sowie Herz-
Kreislaufstorungen wie Hypertonie. Bei einer CNI spielen auch hormonelle Stérungen eine

wichtige Rolle. Durch die verminderte Bildung von Erythropoetin  (EPO), welches



hauptsachlich in der Niere produziert wird und die Erythropoese steuert, entsteht eine
aregenerative Anamie (Couto und Nelson 2010). Die erhéhten Serumkonzentrationen von
Gastrin  und Parathormon flihren zur Entwicklung einer Gastritis bzw. eines

Hyperparathyreoidismus.

Durch die Hyperphosphatamie wird freies Calcium komplexiert, was die Folge einer
Hypokalzamie hat. Zusatzlich ist bei CNI die Hydroxylierung von Calcidiol zu Calcitriol
vermindert. Aufgrund des Mangels an Calcitriol und der Hypokalzdmie ensteht ein
sekundarer Hyperparathyreoidismus, was zu einer Stérung des Calciums-Phosphat
Haushalts fuhrt. Dies ist neben der Uramie der Hauptgrund fir die Arteriosklerose, da es zu

Calicium und Phosphat Ablagerungen kommt (Eckhardt et al. 2013).

In Abbildung 3 werden die wichtigsten Nierenfunktionen mit Interaktionen mehrerer Organe

nochmals zusammengefasst.
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Abbildung 3: Einfluss der Nierenfunktion auf wesentliche homdostatische Prozesse. FGF= Fibroblasten-
Wachstumsfaktor. ANF= atrialer natriuretischer Faktor (Eckhardt et al., 2013).
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2.2.3 Erhohtes Kardiovaskulares Risiko bei CNI

In frlheren Studien wurde belegt, dass schon frihe Stadien der chronischen
Niereninsuffizienz und eine verminderte GFR das Risiko fir eine kardiovaskulare Erkrankung
zunehmend erhohen. Im Jahr 2004 ergab eine Analyse von 1,1 Mio. amerikanischer
Patientendaten eine besonders starke Korrelation zwischen einer geschatzten glomerularen
Filtrationsrate von <60 ml/min/1,73 m?, der Gesamtmortalitit und kardiovaskularen
Ereignissen. Das Sterberisiko stieg hierbei bei einer GFR von 45-60 ml/min um das 1,4-

fache und bei einer GFR von 15-30 ml/min um das 3-fache (Klcukkoyli und Rump 2012).

Eine zusatzliche globale Studie aus dem Jahre 2013 zeigte, dass eine Verringerung der GFR
mit 4 % der Todesfalle weltweit, d.h. mit 2,2 Millionen Todesfallen, verbunden war. Mehr als
die Halfte der Todesfalle waren auf kardiovaskulare Ursachen zurlickzufihren, wahrend 0,96

Millionen Menschen im Endstadium einer CNI waren (Ammirati 2020).

Neben der verringerten GFR sorgt auch die Albuminurie als unabhangiger Faktor bei der CNI
fur ein erhdhtes kardiovaskulares Risiko. In einer gro3en Studie aus Kanada konnte gezeigt
werden, dass die Albuminurie bzw. Proteinurie in jedem CKD-Stadium einen Einfluss auf

kardiovaskulare Folgen hat (Kicukkoyli und Rump 2012).
2.2.3.1 Arterielle Hypertonie bei eingeschrdnkter Nierenfunktion

Es wurde belegt, dass fast alle Personen mit einer Nierenerkrankung an einer arteriellen
Hypertonie, die eindeutig mit der kardiovaskularen Entwicklung und der Expansion der

Niereninsuffizienz korreliert (Kicukkdyli und Rump 2012).

Die Ursachen einer arteriellen Hypertonie bei CNI sind vielseitig. Im Laufe der CNI folgt eine
Aktivierung des Sympathikus. Diese fuhrt zur Bi-adrenozeptorvermittelten Reninfreisetzung
und somit zur Aktivierung des RAAS (= Renin-Angiotensin-Aldosteron-System) (Kucikkoyll
und Rump 2012).

Renin ist ein Hormon und wird in der Niere produziert, genauer gesagt von den
Epitheloidzellen des juxtaglomeruldren Apparates. Es spaltet als Protease aus dem in der
Leber gebildeten Glykoprotein Angiotensinogen das Angiotensin | (ANG 1) im Plasma ab,
welches zum Angiotensin I (ANG Il) mittels des Angiotensin I-Converting-Enzym (ACE)

verkdrzt wird. Durch ANG Il wird die Synthese des Mineralokortikoids Aldosteron der
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Nebennierenrinde gesteigert. ANG Il und Aldosteron kontrollieren gemeinsam Blutdruck,

Extrazellularvolumen und Natrium-/Kaliumhaushalt (Behrends et al. 2010).

Somit fihrt eine Aktivierung des RAAS zu einer vermehrten Natriumrickresorption sowie
durch ANG Il ausgel6ste Vasokonstriktion. Folglich erhéhen sich der periphere Widerstand,

das Herzminutenvolumen und damit das kardiovaskulare Risiko (Carracedo et al. 2020).

Darlber hinaus sorgen hohere ANG 1l und Aldosteronspiegel flr eine vermehrte
Inflammation und Fibrosierung sowie pathologische Verdanderungen von Mesangial- und
Endothelzellen in der Niere. (Kucukkdyli und Rump 2012) Mehrere Studien haben eine
enge Beziehung zwischen Entzindungsmarkern und dem Risiko fur kardiovaskulare

Erkrankungen gezeigt (Carracedo et al. 2020).

Zusammenfassend flhren all die oben genannten Mechanismen indirekt zu einer arteriellen
Hypertonie. Die Hypertonie, als auch all die anderen Risikofaktoren fir Herz-Kreislauf
Erkrankungen wie Albuminurie und Inflammation l6sen einen Umbau des Myokards
(Remodeling) und der Blutgefalle aus. Folglich kann dies zur Entwicklung von
Kardiomyopathie, erhohter arterieller Steifigkeit und Arteriosklerose beitragen. Ohne
Behandlung kénnen diese Veranderungen zu ischamischer Herzkrankheit, Herzinsuffizienz

und schlussendlich zum kardiovaskularem Tod fuhren (Carracedo et al. 2020).

Desweiteren kommt es zur Entwicklung einer linksventrikularen Hypertrophie (LVH), die in
fast allen fortgeschrittenen Stadien der CNI zu erkennen ist. Die linksventrikulare
Hypertrophie steht eng mit der einhergehenden Herzinsuffizienz in Zusammenhang und

gehdrt zu den Hauptursachen fur den plétzlichen Herztod (Kicikkdyli und Rump 2012).

2.2.4 Die Rolle des FGF23

Der Fibroblasten-Wachstumsfaktor 23 (FGF23) ist ein neu entdecktes Hormon, welches im
Knochen produziert wird und den Phosphat- und Vitamin-D-Stoffwechsel Uber die Niere
reguliert. In den jungsten Studien fand man heraus, dass FGF23 ein starker Risikofaktor fur
unerwlnschte kardiovaskulare Erkrankungen bei Patienten mit CNI und terminaler
Niereninsuffizienz (ESRD) ist (Kovesdy und Quarles 2013).

Dabei handelt es sich um ein 32-kDa-Protein, welches in Osteoblasten und Osteozyten im

Knochen produziert wird. FGF23 wird im Kreislauf freigesetzt und wirkt endokrin als
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zirkulierendes Hormon. (Kovesdy und Quarles 2013) Es zielt hauptsachlich auf die
Tubuluszellen der Niere und die Nebenschilddrisenzellen. FGF23 bindet an FGF-
Rezeptoren, wobei die Bindung abhangig vom essentiellen a-Klotho-Korezeptor ist, und flhrt
in der Niere zur Ausscheidung von Phosphat, reduziert die Aktivierung von Calcidiol zu
Calcitriol und erhéht den Abbau von Calcitriol (Stohr et al. 2018).

Eine vermehrte Produktion von FGF23 findet man schon frih im Verlauf einer CNI aufgrund
der Hyperphosphatamie. Frihere Forschungen haben belegt, dass erhéhte FGF23-Spiegel
einen unabhéangigen Risikofaktor fur linksventrikulare Hypertrophie und Mortalitdt bei
Niereninsuffizienz darstellen. Aulerdem flhrt eine Erhéhung von FGF23 zu einer Reduktion
von Calcitriol und somit zu einem sekundaren Hyperparathyreoidiusmus, was wiederrum das

Risiko einer kardiovaskularen Krankheit erhdht (Stéhr et al. 2018).

2.3 Pathophysiologie der Herzinsuffizienz

Im Laufe einer CNI kann es als Folge von funktionellen sowie strukturellen
Herzerkrankungen zu einer Herzinsuffizienz kommen, wie schon bei Punkt 2.2.3

beschrieben.

2.3.1 Kardiales Remodeling

Eine Veranderung der myokardialen Zellen in Grofle und Form wird als Remodeling
zusammengefasst. Dieser Umbauprozess kennzeichnet sich durch myokardiale
Hypertrophie, Zellzerstorung oder Apoptose. Desweitern kommt es zur strukturellen
Veranderung der Extrazellularen Matrix (EZM) und zur Auflésung kollagener Bindungen
zwischen den einzelnen Myokardzellen. Folglich kommt es zu einem Auseinanderweichen
der Myozyten, was sich anhand einer Dilatation oder Formveranderung des Ventrikels
aulert. Vorhandenes Gewebe wird durch Bindegewebe ersetzt (Fibrose). Als Ursache fur
diese Remodelingprozesse gelten mechanische Krafte (z.B. erhdhte Wandspannung durch
Volumen- oder Druckiberlastung), verschiedene hormonelle Signale (z.B. ANG I,
Aldosteron) und Zytokine (Couto und Nelson 2010).
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2.3.2 Linksherzhypertrophie

Die Linksherzhypertrophie ist bereits in frGhen Stadien der CNI eine haufige Pathologie und

sorgt fur ein erhdhtes Mortalitatsrisiko (Di Lullo et al. 2015).

Unter Hypertrophie versteht man die GroRenzunahme einzelner Zellen. Bei einer LVH
kommt es zu einer Gewebevergrofierung der Myokardzellen des linken Ventrikels. Es
handelt sich um einen Kompensationsmechanismus des Herzens bei vermehrter
mechanischer Belastung. Es konnen sich je nach Art der Belastung zwei voneinander
gegensatzliche Anpassungsmodelle entwickeln. Eine Druckiberlastung, die z.B.: durch
Bluthochdruck, Aortenstenose oder eine verminderte Gefalielastizitat durch Verkalkung
verursacht wird, erfordert einen hoheren Druck wahrend der Ventrikelkontraktion. Hierfur
werden kontraktile Proteineinheiten (= Sarkomere) hinzugefliigt und parallel zueinander
ausgerichtet, was zu einer Vergrolierung der Kardiomyozyten fihrt. Folglich kommt es zu
einer Zunahme der Wanddicke und einer Verkleinerung des Ventrikels. Die sogenannte
,,konzentrische" Hypertrophie flhrt zu einer verminderten diastolischen Compliance und
fordert das Risiko einer Ischamie des Myokards (Middleto et al. 2001).

Bei einer Volumenuberlastung, wie z.B. bei Anamie oder Aorteninsuffizienz, kommt es zu
einer Verlangerung der Myokardfasern durch serielle Sarkomerreplikation und einer
Ventrikeldilatation. Diese ,,exzentrische" Hypertrophie fihrt zu einer Erhéhung des
systolischen Schlagvolumens. Wird dem nicht entgegengewirkt, kommt es zu einer erhdhten

Wandspannung und einem erhdhtem Sauerstoffverbrauch (Middleto et al. 2001).

Bei anhaltender Druck- und Volumenlberlastung beschleunigt sich die Apoptose der
Herzmuskelzellen, sowie die Entwicklung einer Fibrose, was das Risiko eines plétzlichen
Herztodes erhdht (Middleto et al. 2001).
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Concentric remodeling Concentric Hypertrophy

Normal Eccentric Hypertrophy

Abbildung 4: Die verschiedenen Ventrikelformen bei Hypertrophie. Links unten: die normale
Ventrikelform unter physiologischen Bedingungen (normale Ventrikelmasse und relative Wanddicke);
links oben: konzentrisches Remodeling (normale Ventrikelmasse, erhdhte relative Wanddicke); rechts
oben: konzentrische Hypertrophie (erhdhte Ventrikelmasse bei erhdhter relativer Wanddicke); rechts
unten: exzentrische Hypertrophie (erhdhte Ventrikelmasse bei normaler relativer Wanddicke)
(Simonini 2014).

2.3.3 Fibrose

Ein gesundes Myokard besteht zu einem grof’en Teil aus Kardiomyozyten, die restlichen
zwei Drittel bilden Endothelzellen, Fibroblasten, Neuronen und andere Zellen. Fibroblasten
und Kardiomyozyten sind in die Extrazellulare Matrix eingebettet, welche als eine Art

Stutzgerust fungiert (Rademacher 2010).

Im Zuge einer LVH kommt es zu einer vermehrten Bildung von Bindegewebszellen und

Kollagenfasern, es tritt eine myokardiale Fibrosierung auf (Rademacher 2010).

Eine Ubermafige Einlagerung von Kollagen flhrt zu einer zunehmenden Versteifung des
Myokards, einhergehend mit einer verminderten Compliance und somit zu einer
diastolischen Dysfunktion. Desweiteren kann es zu einer systolischen Dysfunktion, welche
durch eine Dilatation des linken Ventrikels mit anschlieRender Verschlechterung der

Kontraktilitdt des Myokards gekennzeichnet ist, kommen (Simonini 2014).
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3 Material und Methode

3.1 Tiere

Fur alle Versuche wurden drei Monate alte mannliche Mause verwendet. Die Tiere wurden
bei 22 bis 24°C und einem 12 Stunden Licht und 12 Stunden Dunkelheit Rhythmus gehalten.
Sie hatten Zugang zu normalen Nagerfutter, Wasser und wurden zusatzlich mit einer Rescue

Diat geflttert. Diese beinhaltet einen hohen Anteil an Phosphat und Calcium.

Um die Veranderungen im Arbeitsmyokard des linken Ventrikels ermitteln zu kdnnen, wurden
die Tiere in drei Gruppen eingeteilt. Die erste Gruppe beinhaltete 10 Mause, die zweite 6 und
die dritte 12. Fur die Kontrollgruppe verwendete man fir die erste Gruppe 10, die zweite 6
und die dritte 10 Tiere. Fur die Organgewinnung wurde die erste Gruppe vier Wochen nach
Induktion der chronischen Niereninsuffizienz euthanasiert, die zweite und dritte Gruppe
jeweils nach acht bzw. 12 Wochen. Die Euthanasie erfolgte unter Allgemeinanasthesie mit

Ketamin (50 mg/kg s. ¢.) und Medetomidin (0,5 mg/kg s. c.).

Alle Tierversuche wurden von den Ethikkommissionen der Veterinarmedizinischen
Universitat Wien und des Bundesministeriums fir Bildung, Wissenschaft und Forschung
genehmigt (BMWF-68.205/0054-11/3b/2013).

3.2 Chronische Niereninsuffizienz im Mausmodell

Die chronische Niereninsuffizienz (CNI) bei den Versuchsmausen wurde durch eine 5/6
Nephrektomie erreicht, der "Goldstandard" flir Modelle der chronischen Niereninsuffizienz.
Diese umfasst zwei Operationen, in welchen zuerst Teile der linken Niere entfernt wurden
und eine Woche spater die gesamte rechte Niere. Zum Zeitpunkt der Operation waren die
Mause drei Monate alt. Die Narkose der Tiere wurde mit Ketamin (15 mg/kg s. c¢.) und
Medetomidin (0,2 mg/kg s. c.) eingeleitet. Zur Erhaltung der Anasthesie wurde Isofluran

verwendet.

Im ersten Schritt wurde nach Abklemmen der Nierenarterie die Kapsel der linken Niere
geldst und zwei Drittel der Niere reseziert, indem man den cranialen und caudalen Nierenpol

entfernte. Der Zugang erfolgte dabei Uber die linke Flanke.
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7 Tage nach dem Eingriff wurde im zweiten Schritt nach Ligation der Nierengefal’e und des
Ureters die gesamte rechte Niere entfernt. Der Zugang fand Uber die rechte Flanke statt.
Insgesamt  blieb 18% gesundes Nierengewebe Ubrig. Zum  postoperativen
Schmerzmanagement wurde den Mausen drei Tage lang Buprenorphin (0,1 mg/kg s. c.) und

Metamizol (200 mg/kg s. c.) verabreicht.

Die sogenannten Sham (scheinoperierten) Mause dienten zur Kontrollgruppe. Die Operation
lief auf folgende Weise ab: Im ersten Schritt wurden cranialer und caudaler Pol der linken
Niere dargestellt, indem man die linke Flanke eroffnete. Anschliellend wurde die Inzision
anhand einer Naht wieder verschlossen. Im zweiten Schritt wurde mittels Erdffnung der
rechten Flanke die rechte Nierenarterie dargestellt und gleichermaften wieder zugenaht. Bei

den Sham Mausen wurde keine Nierenschadigung hervorgerufen.

3.3 Histologie der Herzen

3.3.1 Paraffinschnitttechnik

Zur Anfertigung von histologischen Schnitten erfolgte zunachst die Fixierung der
Mauseherzen in 4% Formaldehyd. Dies geschah sofort nach der Organentnahme. Um das
Formalin wieder herauszulésen, wurden die Herzen in einem Phosphatpuffer mit 7,5%iger
Saccharose gewaschen. AnschlieRend wurden sie in einer aufsteigender Ethanolreihe (70%
Ethanol — 80% Ethanol — 96% Ethanol — Isopropanol) dehydriert, dies fiihrte zu einer
Entwasserung und gleichzeitig Hartung des Gewebes. Nach einem Bad in Xylol, das

Lésungsmittel des Einbettmittels, folgte das Einbetten mittels Paraffin in Einbettkassetten.

Die endglltigen histologischen Schnitte wurden mithilfe eines Rotations-Mikrotoms
angefertigt. FUr die weitere Bearbeitung mussten die Herzen zuvor bei einer Temperatur von
-20°C tiefgekuhlt werden. Beim Einspannen der Blocke musste man auf das Zurlckstellen
des Messers achten. Anschliefend tastete man sich vorsichtig an die Oberflache des
Blockes heran. Zunachst wurde manuell mit Kurbel geschnitten, um eine ebene Oberflache
zu erzeugen. Anfangs wurden die Blécke in 15 ym Schritten grob getrimmt, um auf die H6he
der Papillarmuskeln zu gelangen. Sobald man die richtige Ebene gefunden hat, wurde auf
Feintrieb umgestellt und 4 pm dicke Schnitte mithilfe eines Pinsels enthommen. Dabei war

eine kontinuierliche Reihenfolge der Schnitte wichtig. Die entstandenen Schnitte wurden in
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ein 42-45°C warmes Wasserbad gelegt, damit sie sich strecken konnten. Pro Herz wurden
cirka 50-60 Schnitte entnommen, je 2 Schnitte wurden auf einen Objekttrager aufgezogen.

Die fertigen Schnitte wurden bis zur Farbung in einem Warmeschrank gelagert

Abbildung 5: Darstellung des Arbeitsplatzes. Mikrotom (links), Warmebecken (rechts)

3.3.2 Farbemethoden
3.3.2.1 Hdmatoxylin-Eosin Fdrbung (HE)

Die Hamatoxylin-Eosin Farbung, kurz HE Farbung, ist als eine Standardfarbung der
Histologie anzusehen und dient als Ubersichtsfarbung. Bindegewebe, Zytoplasma und

sonstige Strukturen des Gewebes werden rot angefarbt, die Zellkerne blau.

Fir die Entparaffinierung wurden die Gewebeschnitte zunachst zweimal fur je 15 Minuten in
Xylol gegeben. Danach jeweils funf Minuten in Isopropanol, 70%igen Ethanol und 40%igen

Ethanol und abschlief3end in destilliertes Wasser gegeben.

Die Farbung der Zellkerne erfolgte in Hamatoxylin fir max. vier Minuten und anschlieRendes
Spulen in flieRendem Leitungswasser fur zehn Minuten. Das Ubrige Gewebe wurde im
nachsten Schritt mittels Eosin fir max. 5 Minuten gefarbt.
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Als nachstes wurden die Schnitte Uber eine aufsteigende Alkoholreihe (70%iger Ethanol —
96%iger Ethanol — 100%iger Isopropanol) in Xylol tberfuhrt. Danach wurden sie mit DePeX

eingedeckt und mit einem Deckglaschen fixiert.
Im Anhang 9.1 ist eine detaillierte Beschreibung zur HE-Farbung zu finden.
3.3.2.2  Picro-Sirius-Red Fdrbung

Zur Darstellung von Kollagen wurden die fertigen Herzschnitte mittels Picro-Sirius-Red-
Farbung angefarbt, um eine moégliche Fibrose im Myokard anzuzeigen. Hierfiur wurden die
Kollagenfasern rot angefarbt, Muskelfaser und Zytoplasma gelb, Zellkerne braun. Im

polarisierten Licht erscheinen grofe Fibrillen gelb, kleine grin.

Fur die Entparaffinierung wurden die Gewebeschnitte zunachst zweimal fir je 15 Minuten in
Xylol gegeben. Danach jeweils funf Minuten in Isopropanol, 70%igen Ethanol und 40%igen

Ethanol und abschliel3end in destilliertes Wasser gegeben.

Die Farbung mit Picro-Sirius-Red Solution wurde lichtgeschitzt durchgeflhrt und umfasste
fur die Paraffinschnitte der Herzen eine Dauer von 60 Minuten. Nun unterzogen sich die
Schnitte mehreren Waschschritten: Zunachst lichtgeschutzt zweimal fur jeweils drei Minuten
in angesauerten Wasser. Um eine gute Farbung zu erhalten, wurden die Schnitte manuell
getrocknet und danach zweimal flr jeweils drei Minuten in Isopropanol gegeben.

AbschlielRend wurden sie zweimal durch Xylol fur sieben Minuten gefuhrt.

Nach Abschluss der Farbung wurden die fertigen Gewebeschnitte mit DePeX eingedeckt
und mit einem Deckglaschen fixiert. Bis zur mikroskopischen Evaluierung wurden die

Schnitte lichtgeschitzt unter Abdeckung einer Alufolie gelagert.

Im Anhang 9.2 ist eine detaillierte Beschreibung zur Picro-Sirius-Red Farbung zu finden.
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3.3.2.3 Wheat germ agglutinin (WGA) - Fdrbung

Fur die Farbung der extrazelluldren Matrix und somit der indirekten Darstellung der
Kardiomyozytengrofde wurde Wheat-Germ-Agglutinin (WGA = Weizenkeimagglutinin; ein
Lektin, das Weizen vor Insekten, Hefen und Bakterien schitzt) benutzt. WGA ist an
Fluoresceinisothiocyanat (FITC) gekoppelt, ein Fluoreszenzfarbstoff, welcher unter

Fluoreszenz-Licht die extrazellulare Matrix griin darstellt.

Fur die Entparaffinierung wurden die Gewebeschnitte zunachst zweimal fir je 15 Minuten in
Xylol gegeben. Danach jeweils funf Minuten in Isopropanol, 70%igen Ethanol und 40%igen

Ethanol und abschliel3end in destilliertes Wasser gegeben.

Fur die Farbung wurden die Herzschnitte zunachst fur funf Minuten in PBS gespilt und
danach mit einer angefertigten WGA Loésung flir 60 Minuten in einer Edelstahlkammer bei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend wurden die Schnitte mehreren Waschschritten
unterzogen: Zunachst zweimal fir jeweils finf Minuten in PBS, danach wurden sie mit einer
angefertigten DAPI Lésung fur acht Minuten inkubiert. AbschlieRend wurden die Schnitte

zweimal fur jeweils funf Minuten mit PBS gewaschen.

Nach Abschluss der Farbung wurden die fertigen Herzschnitte mit Fluoromount eingedeckt
und mit einem Deckglaschen fixiert. Bis zur mikroskopischen Evaluierung wurden die

Schnitte lichtgeschitzt unter Abdeckung einer Alufolie gelagert.

Im Anhang 9.3 ist eine detaillierte Beschreibung zur WGA-Farbung zu finden.
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4 Ergebnisse

4.1 Hamatoxylin-Eosin (HE)

4.1.1 Histologie der Herzschnitte

Abbildung 6: Herzquerschnitt auf Hohe der Papillarmuskeln. Maus: vier Wochen nach Induktion
der CNI. Farbung: HE; OriginalvergréRerung: 12,5fach; 1: Myokard linker Ventrikel, 2: Lumen linker
Ventrikel, 3: Septum, 4: Lumen rechter Ventrikel, 5: Myokard rechter Ventrikel

Abbildung 7: Arbeitsmyokard linker Ventrikel. Maus: vier Wochen nach Induktion der CNI. Farbung:
HE; Originalvergréf3erung: 200fach
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Abbildung 8: Herzquerschnitt auf Hohe der Papillarmuskeln. Maus: Kotrollgruppe (sham) vier
Wochen nach OP. Farbung: HE; OriginalvergréRerung: 12,5fach; 1: Myokard linker Ventrikel, 2:
Lumen linker Ventrikel, 3: Septum, 4: Lumen rechter Ventrikel, 5: Myokard rechter Ventrikel
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Abbildung 9: Arbeitsmyokard linker Ventrikel. Maus: Kontrollgruppe (sham) vier Wochen nach
OP. Farbung: HE; OriginalvergréRerung: 200fach
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4.2 Picro-Sirius-Red (PSR)

4.2.1 Histologie der Herzschnitte

Abbildung 10: Herzquerschnitt auf Hohe der Papillarmuskeln. Maus: vier Wochen nach Induktion
der CNI. Farbung: PSR; Originalvergrofierung: 12,5fach; 1: Myokard linker Ventrikel, 2: Lumen linker
Ventrikel, 3: Septum, 4: Lumen rechter Ventrikel, 5: Myokard rechter Ventrikel

Abbildung 11: Arbeitsmyokard linker Ventrikel. Maus: vier Wochen nach Induktion der CNI.
Farbung: PSR; Originalvergrofierung: 200fach
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Abbildung 12: Herzquerschnitt auf Hohe der Papillarmuskeln. Maus: Kontrollgruppe (sham) vier
Wochen nach OP. Farbung: PSR; OriginalvergréRerung: 12,5fach; 1: Myokard linker Ventrikel, 2:
Lumen linker Ventrikel, 3: Septum, 4: Lumen rechter Ventrikel, 5: Myokard rechter Ventrikel

Abbildung 13: Arbeitsmyokard linker Ventrikel. Maus: Kontrollgruppe (sham) vier Wochen nach
OP. Farbung: PSR; OriginalvergréRerung: 200fach
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4.2.2 Fibroseanteil im Vergleich CNI und Sham
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Abbildung 14: Fibroseanteil (%) Arbeitsmyokard des linken Ventrikels im Vergleich Sham und CKD.

Mean = Mittelwert, SD = Standardabweichung, N = Gesamtanzahl der Mause

Es wurde der Fibroseanteil in % der linken Herzwand bei den CNI (engl.: CKD = chronic
kidney disease) und scheinoperierten (sham) Mausen gemessen. Diese beiden Gruppen
wurden in einem Zeitverlauf von vier, acht und 12 Wochen miteinander verglichen. Die
myokardiale Fibrosierung bei den scheinoperierten Mausen lag vier Wochen nach der OP
bei 0,48%, nach 12 Wochen bei 1,34%. Die CNI Mause hatten einen Fibrosegehalt von
0,38% vier Wochen nach der OP, 1,41% nach 12 Wochen.

Da es sich hierbei um sehr geringe Messbereiche handelt, ist dieser Versuch nicht
aussagekraftig. Es ist kein signifikant erhdhter Wert einer myokardialen Fibrosierung
gemessen worden und somit liegt keine im Zeitverlauf progrediente Linksherzhypertrophie

Vor.
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4.3 Wheat germ agglutinin (WGA)

4.3.1 Histologie der Herzschnitte

Kardiomyozyt

Abbildung 15: Arbeitsmyokard linker Ventrikel. Maus: vier Wochen nach Induktion der CNI.
Farbung: WGA,; OriginalvergroRRerung: 200fach

Abbildung 16: Arbeitsmyokard linker Ventrikel. Maus: Kontrollgruppe (sham) vier Wochen nach der
OP. Farbung: WGA,; OriginalvergréRerung: 200fach
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Abbildung 17: Arbeitsmyokard linker Ventrikel. Maus: acht Wochen nach Induktion der CNI.
Farbung: WGA,; OriginalvergroRerung: 200fach

Abbildung 18: Arbeitsmyokard linker Ventrikel. Maus: Kontrollgruppe (sham) acht Wochen nach der
OP. Farbung: WGA; Originalvergrof3erung: 200fach
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Abbildung 19: Arbeitsmyokard linker Ventrikel: Maus: 12 Wochen nach Induktion der CNI.
Farbung: WGA,; OriginalvergréRerung: 200fach

Abbildung 20: Arbeitsmyokard linker Ventrikel. Maus: Kontrollgruppe (sham) 12 Wochen nach der
OP. Farbung: WGA; OriginalvergréRerung: 200fach
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4.3.2 KardiomyozytengrofRe im Vergleich CNI und Sham
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Abbildung 21: KardiomyozytengréBe (um?) im Vergleich SH (sham) und NX (CNI). Mean =
Mittelwert, SD = Standardabweichung, N = Gesamtanzahl der Mause

Bei einigen CNI sowohl auch scheinoperierten Mausen wurde die Kardiomyozytengrofie der
linken Herzwand in pm? gemessen und in einem Zeitverlauf von vier, acht und 12 Wochen

dargestellt.

In diesem Versuch ist keine signifikante Veranderung der KardiomyozytengrofRe

festzustellen, folglich liegt keine Hypertrophie der Herzmuskelzellen vor.

29



5 Diskussion

Wie bereits aus einigen anderen Studien bekannt ist (Kliclkkoyli und Rump 2012, Di Lullo
et al. 2015, Ammirati 2020), stellt die chronische Niereninsuffizienz ein erhoéhtes
kardiovaskulares Risiko sowohl bei humanen und veterindrmedizinischen Patentien dar.
Folglich steigt die Gefahr an einer Hypertonie zu erkranken und somit auch einer
linksventrikularen Hypertrophie. Bisher gab es in experimentellen Mausmodellen fur
chronische Niereninsuffizienz zu dieser Fragestellung nur bruchstickhafte Daten. Die
Ergebnisse dieses Experimentes zeigen jedoch, dass in Folge einer 5/6 Nephrektomie Uber
einen Zeitverlauf keine signifikanten Veranderungen im Arbeitsmyokard, weder eine
vermehrte Fibrosierung noch eine Kardiomyozytenvergroflerung im Myokard des linken

Ventrikels, festzustellen ist, welche eindeutige Beweise einer LVH darstellen.

Moglicherweise haben die geringe Zahl der Versuchstiere und die moglicherweise
unzureichende Zeitspanne von 12 Wochen dazu beigetragen, dass kein aussagekraftiges
Ergebnis bei dieser Arbeit hervorgetreten ist. Die dennoch ersichtliche minimale Zunahme an
myokardialer Fibrosierung kann man mit dem zunehmenden Alter der Mause interpretieren,

welche sich als physiologisch darstellt.

Ebenfalls bei der Diskussion der Ergebnisse zu berucksichtigen ist der neu entdeckte
Fibroblasten-Wachstumsfaktor 23 (FGF23). Wie bereits schon erwahnt haben frihere
Forschungen belegt, dass erhohte FGF23-Spiegel einen unabhangigen Risikofaktor fur
linksventrikulare Hypertrophie und Mortalitat bei Niereninsuffizienz darstellen (Stéhr et al.
2018). Da FGF23 in dieser Arbeit nicht explizit untersucht worden ist, kbnnte man in

kommenden Studien diesen Wachstumsfaktor noch mehr erforschen.

Insgesamt ware es zu empfehlen die Untersuchungen zeitlich weiter auszudehnen und die
Zahl der Versuchstiere zu erhéhen, um eine hdhere Aussagekraft der Ergebnisse zu

erreichen.
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6 Zusammenfassung

AbschlieRend wurden die wichtigsten Ergebnisse dieser Diplomarbeit nochmals
zusammengefasst. Die Bereitstellung der Informationen erfolgt in deutscher und englischer

Sprache.

6.1 Zusammenfassung (deutsch)

Chronische Niereninsuffizienz (CNI) ist weltweit ein bedeutendes medizinisches Problem
sowohl bei Tieren als auch bei uns Menschen. Sie wird haufig mit einer linkventrikularen
Hypertrophie (LVH) assoziiert. In experimentellen Mausmodellen fir chronische
Niereninsuffizienz gibt es zu dieser Fragestellung nur bruchstiickhafte Daten, die sehr vom
verwendeten Modell abhdngen. In der vorliegenden Arbeit wurde der "Goldstandard", die
5/6-Nephrektomie, als Modell der chronischen Niereninsuffizienz verwendet. Die Hypothese
dieser Arbeit ist, dass 5/6-nephrektomierte Mause eine im Zeitverlauf progrediente

Linksherzhypertrophie entwickeln.

Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen darauf schlieRen, dass 5/6-nephrektomierte Mause in
einem Zeitverlauf von 12 Wochen keine fortschreitende Linksherzhypertrophie entwickeln.
Es wurden keine signifikanten Veranderungen im Arbeitsmyokard, weder eine vermehrte
Fibrosierung noch eine KardiomyozytenvergroRerung im Myokard des linken Ventrikels,

festgestellt und somit liegt keine linksventrikulare Hypertrophie vor.

Zusammenfassend wurde die Hypothese, dass 5/6-nephrektomierte Mause eine im

Zeitverlauf progrediente Linksherzhypertrophie entwickeln, nicht bestatigt.
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6.2 Summary (english)

Chronic kidney disease (CKD) is a worldwide significant medical problem in animals as well
as humans. It is often associated with left ventricular hypertrophy (LVH). There are
fragmentary data on this issue in experimental mouse models of chronic kidney disease,
which are highly dependent on the model which is used. In the present work, the "gold
standard", 5/6 nephrectomy, was used as a model for chronic kidney disease. The
hypothesis of this work is that 5/6-nephrectomized mice develop progressive left ventricular

hypertrophy over time.

The results of this work indicate that 5/6-nephrectomized mice do not develop progressive
left ventricular hypertrophy over a 12-week time course. No significant changes were
detected in the myocardium, neither increased fibrosis nor cardiomyocyte enlargement in the
myocardium of the left ventricle, and therefore there is no left ventricular hypertrophy

present.

In conclusion, the hypothesis that 5/6-nephrectomized mice develop progressive left

ventricular hypertrophy over time was not confirmed.
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9 Anhang

9.1 Protokoll H&E-Farbung

Abtellung fiir Physiologie, Pathophysiclogle und Experimentelle Endokrinciogle
H&E-Farbung von PARAFFINSCHNITTEN
(wissriges Eosin gelblich)

ENTPARAFFINIEREN

«  Xyloll 1% min
e Xylol 11 15 min-
*  |sopropanc] 3 min
o 0% ErOH 5 i
= A% FridH 5 min
o MO 5 min
FARBLING:
= Himatoxylin {dayer) 1<) min
#  [liclendes tap HaO 10 mnin
w 1% wiisiriges Eosin gelblich 2-5 min
fereal” N oed 2 Trogiten Elsessig nigelan !t
v TG ECH 2-3 2 dippen
WS EiH 3 min
= [wopropanol 5 min,
*  Xylol 5 min.

EIMDECKEN;
o mil DefteX

Hiimsarsylin lg I

Ak el 1000 mll |Pesen, dann

Malgim-Jogda [ HalUihg 0,3 ] i

kalinlaun [Abamisiumkaliamealts x 12 HaO) Mg himza und g dlhwen, dasn
Chiarafhyadr (zur Konsorvienang, Lsg. blau-violen) S ilann

Fitronensiane (Lsg. frbt sch niilach-vinlei) l g supvbun,

Iie Laisemg mal filirien werden. Gue verschlossen ist sie lange halibar.

Eosin geldich Bl g
Acqun dest. 1 B0 mll

Lt rlibren und vor CGebrauch Glineren. Gut verschlossen isg sie lange halthar. Yor Gebrauch
aaf eine Flirhekilvetie (200ml) 2-3 l'mpli:n Eisessig migeben
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9.2

Protokoll PSR-Farbung

abteilung fir Fhysiologhe, Pathophysiglegie und Experimentells Endokrinclogie
PICRO-SIRIUS-RED-Farbung von PARAFFINSCHMITTEN
(allgemein)

Fhrtrosg von Kolligens s Gewsbe: KollggeaTesem o, Muskelfisem ond Zyvioplasma gelh;
im peskarisierien Light Kolhgsnnachweise — grobe Fibrillen gells, kKleise griin

EMTPFARAFFINIEREN:

¢ Kylod| 15 min.

= Xylodll 15 min.

*  lsoprapancd 5% min.

= TG EtDH 5 min.

» 4034 ErOH 5 min.

= dH:( 2,5 min.

=  dH:( 2.5 min.

FARBLMG:

#  Firbung mit Picro-Sirius-Fed Solution: (lichigeschiiz wegen Polorisation!)
o Herzen &0 min,
o Mieren Sl man,

‘Waschechring:
o Acidified Water | Y min {lickngeschicam!

L

Acadified Water [1 X min. (lickgeschilzzn! )

o den grifien Teil des Wassers von den OT5 entferen, indem man die Abschnine
kriiftig schilselt wod hiindisch trockisst uin émne gute Firbung o srhalben! Sonst
rot und prink!

*  lsoprapanaod | ¥ min,

+  lsoprapanal [ 1 min,

= Xvlpd | T mim,

= Xvled T min.
EMWDECKEN:

= mit DePeX

= mil Alufodic abdecken (wegen Palorizarion®

Facs I-Hil|l,.|'\-|-ﬂk'!| Sedulson:
Jrus Kid F3B hSp
Fikrinsbwre-Salution 1,3% 00 ml
Aculificd Waler,
Kanzentriere HCL (37%) L&Y ml
dlH D I L
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9.3

Protokoll WGA-Farbung

abteilung fur Physiptogie, Pathophysiologe und Experimentalie Endokrinolophe

WGA-Farbung von PARAFFINSCHNITTEN

EMTPARAFFINIEREN:

Kvlall 15 enin.

Nvlal Il 15 min. SCHWITTE MUSSEN
= [sopropanal 5 i, INAEBLLA] D WA 14
LI K N 5 min. TAGEN

s 4% EiOH 5 min. MK ROSKOMERT

s dHaih 2,5 min. WERDEN!

v a0 2.5 min

FARBLNG:
lnkubatbons-| dsungen mil Alubalie vor Lichl schiltzen (wepen Palarisation!}

«  waschen in 1% PEBS 5 min.
Hihnl [lx PRES & S{iml a.d,
¢ inkubicren i Edelstahlkammeer bai R A0 mine

mid WA - Wiseal Germ Aggzlutinin
{Werdimmung 130000 je Sektion WXyl = &, drea
a B 19l 1 PRS + 10p0 WA = 2000l I-E!:.um':_-

Waschamn:
= |xPBHSI 5 min.
e 1w PRI 5 min
# Inkubicnen ot BAP] £ min

(Verdinnumg 1:1.000)
o z.B.: Iml Ix PBS + 2l DAPL = 20020 Lisung

et i ik = Lgpilipl D 1 aka
Waschken o L0 Y,
= % PBS I 5 min
= |x PBSIY % imin

EIWDECEEN:
& il Flooramonmnt
&l Alwlalio abdecken {wegen Polorisstion!)

Hed = Lectin from Triticum vulgads (wheat) FITC sonjugate, lvophilized powder

Sigmar LAFOS- SN0 (7 *Sme)
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