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KAPITEL 1. ZUSAMMENFASSUNG

1 Zusammenfassung

Die Genese und Organmanifestation der chronischen Niereninsuffizienz (CKD) wird
mafgeblich durch das sympathische Nervensystem geprigt, das wiederum stark von der
renalen sympathischen Aktivitidt abhéngig ist. AuBerdem sind das Zytokin IL-17A und
sein prominentester Produzent, die Ty 17-Zellen, ebenfalls ein wesentlicher Treiber dieser
Pathologien. Ob und inwieweit sympathische Aktivitit die IL-17A-Produktion (bzw.
Ausscheidung) im CKD-Phiénotyp reguliert, ist nicht bekannt. Die vorliegende Arbeit
beleuchtet die Effekte einer Modulation des sympathoadrenergen Systems auf die Pro-
duktion und Ausscheidung von IL-17A sowie auf die kardiorenalen Endorganschéden bei
chronischer Nierenschiddigung. Hierfiir dienen Ratten als Modell, die durch eine spezielle
Adenin-Diit eine langsam progrediente, sekundére Niereninsuffizienz entwickeln. Sie
weisen durch herabgesetzte Nierenfunktion, kardiorenalen Gewebeumbau und gesteigerte
Inflammation einen Phéntoyp auf, der jenem einer humanen CKD sehr nahekommt. Das
Tiermodell eignet sich folglich, um unterliegende Mechanismen dieser Erkrankung zu

untersuchen.

Es werden drei Gruppen von Ratten untersucht: eine Gruppe mit CKD (Adenin), ei-
ne Gruppe mit CKD und renaler Denervation (Adenin+RDN) nach 4 Wochen und eine
Kontrollgruppe (Control). Die Analyse der Endorganschidden umfasst wiederholte Blut-
druckmessungen, eine viermalige Echokardiographie (nach 0, 4, 10 und 16 Wochen),
inklusive Evaluation der linksventrikuldren Masse und diastolischen Funktion, sowie
eine histologische Auswertung der kardiorenalen Fibrose. Weiterhin werden Protein-
analysen (Western-Blots) von adrenerg stimulierten Splenozyten und Kardiomyoblas-
ten sowie verschiedenen Geweben (LV, Niere), Blutplasma und Urin durchgefiihrt, um
den jeweiligen IL-17A-Gehalt zu ermitteln. SchlieBlich dient eine IL-17A/CD3-Co-
Immunofluoreszenzfiarbung (von LV und Niere) dazu, weiterfithrende Informationen iiber
die Herkunft und Verteilung von IL-17A im Gewebe zu sammeln. Der Vergleich dieser
Parameter unter Tieren mit und ohne CKD sowie nierenkranken Tieren mit und ohne

sympathikolytische Intervention (RDN) lédsst Riickschliisse auf die Wechselwirkungen im
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1.1. SUMMARY

Trigonum von sympathischer Aktivitit, IL-17A und Endorganschéden der CKD zu.

Die Endorganschiden im untersuchten Rattenmodell sind ausgepriagt und umfassen
nach 16 Wochen eine signifikante linksventrikulidre Hypertrophie (LVH) und diastolische
Dysfunktion sowie eine partiell signifikante kardiorenale Fibrose. Durch den Eingriff
der renalen Denervation werden die LVH, die diastolische Dysfunktion und die kardiale
Fibrose signifikant reduziert. Im Gegensatz dazu erwirkt die Sympathikolyse lediglich
riickliufige Trends fiir die Parameter der renalen interstitiellen Fibrose und der kardiorena-
len Kollagenexpression (Typ I (Coll)). Unsere in-vitro-Daten offenbaren, dass sowohl
Splenozyten als auch Kardiomyoblasten der H9c2-Linie auf (3-adrenerge Stimulation
(Isoproterenol) mit einer gesteigerten Produktion von IL-17A reagieren. Dieser Effekt
ist vorrangig iiber den 3-2-Adrenozeptor vermittelt. Weiterhin zeigen die nierenkranken
Tiere erhohte IL-17A-Level in LV und Nierenparenchym, die durch RDN linksventri-
kulér signifikant und renal tendenziell gesenkt werden. Das urinédre IL-17A ist in der
Adenin-RDN-Gruppe deutlich erhoht. Die IL-17A/CD3-Co-Immunofluoreszenzfiarbung
(inklusive CD3TIL-17A"-Zellzihlung) zeigt ausgepriigte renale IL-17A-Signale und Zel-
linfiltrate, deren Zahl nach RDN tendenziell zuriickgeht. Im LV liegen keine relevanten

Ty 17-Zellinfiltrate vor.

In Zusammenschau konnte die vorliegende Arbeit zeigen, dass die Produktion und
Ausscheidung von IL-17A teilweise einer sympathischen Regulation unterliegt und im
Rahmen eines CKD-Modells erste Erkenntnisse dariiber generieren, welche Mechanis-
men diesem pathogenetischen Synergismus zugrunde liegen. Diese Erkenntnisse kdnnten
zukiinftig wichtige Bausteine fiir die Entwicklung spezifischer und kausaler Behandlungs-

moglichkeiten fiir die CKD und ihre mannigfaltigen Endorganschidden bedeuten.

1.1 Summary

The pathogenesis and organ manifestation of chronic kidney disease (CKD) are largely
shaped by the sympathetic nervous system, which in turn is strongly dependent on renal
sympathetic activity. In addition, the cytokine IL-17A and its main producer, TH17 cells,
are also a major driver of these pathologies. Whether and to what extent sympathetic
activity regulates IL-17A production (or excretion) in the CKD phenotype is not known.
The present study elucidates the effects of modulation of the sympathoadrenergic system

on IL-17A production and excretion as well as on cardiorenal end-organ damage in
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KAPITEL 1. ZUSAMMENFASSUNG

chronic kidney injury. For this purpose, rats serve as animal model, which develops a
slowly progressive, secondary renal insufficiency due to a special adenine diet. Due to
reduced renal function, cardiorenal tissue remodeling and increased inflammation, they
exhibit a phenotype that resembles that of human CKD and is therefore suitable for

investigating the underlying mechanisms of this disease.

Three groups of rats are studied: one group with CKD (Adenin), one group with CKD and
renal denervation (Adenin+RDN) after 4 weeks and a control group (Control). Analysis
of end-organ damage includes sequential blood pressure measurement (in the last 3 days
before sacrifice), echocardiography (after 0, 4, 10 and 16 weeks), including evaluation
of left ventricular mass and diastolic function, and histological evaluation of cardiorenal
fibrosis. Furthermore, protein analyses (Western blots) of adrenergically stimulated sple-
nocytes, cardiomyoblasts, various tissues (LV, kidney), plasma and urine are performed to
determine the respective IL-17A content. Finally, IL-17A/CD3 co-immunofluorescence
staining (of LV and kidney) is used to gather further information on the origin and dis-
tribution of IL-17A in the tissues. Comparison of these parameters among animals with
and without CKD as well as kidney diseased animals with and without antisympathetic
intervention (RDN) allows conclusions to be drawn about the interactions in the trigonum

of sympathetic activity, IL-17A and end-organ damage of CKD.

End-organ damage in the studied rat model includes left ventricular hypertrophy (LVH),
diastolic dysfunction and marked cardiorenal fibrosis at 10 weeks. Renal denervation
significantly reduces LVH, diastolic dysfunction and cardiac fibrosis. In contrast, RDN
produces merely decreasing trends in the parameters of renal interstitial fibrosis and
cardiorenal collagen levels (type I (Coll)). Our in vitro data reveal that both splenocytes
and cardiomyoblasts of the HIC2 lineage respond to {3-adrenergic stimulation (isopro-
terenol) with increased production of IL-17A. This effect is primarily mediated via the
[3-2-adrenoceptor. Furthermore, the CKD animals show increased IL-17A levels in LV
and renal tissue. RDN significantly reduces IL-17A in the LV and trends to lower renal
IL-17A. Urinary IL-17A is significantly increased in the RDN group. IL-17A/CD3-Co-
Immunofluorescence staining (including CD3IL-17A " -cell count) shows pronounced
renal IL-17A signals and cell infiltrates, the number of which decreases after RDN. No

relevant Ty 17 cell infiltrates were seen in the LV.

In summary, the present study was able to show that the production and excretion of

15



1.1. SUMMARY

IL-17A is partly subject to sympathetic regulation and, within the scope of a CKD model,
to generate initial insights into the mechanisms underlying this pathogenetic synergism.
In the future, these findings could be important building blocks for the development of

specific and causal treatment options for CKD and its manifold end-organ damages.
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KAPITEL 2. EINLEITUNG

2 Einleitung

2.1 Arterielle Hypertonie

2.1.1 Definition und Pravalenz der arteriellen Hypertonie

Bluthochdruck ist die weltweit fiihrende Ursache fiir Herz-Kreislauf-Erkrankungen und
Tod sowie ein bedeutender Risikofaktor fiir die Entstehung chronischer Niereninsuffizienz
(CKD) [28]. Die Gesamtzahl der Erwachsenen mit erhchtem Blutdruck wurde im Jahr
2015 auf 1,13 Milliarden geschitzt, mit einer Privalenz von > 150 Millionen in Zentral-
und Osteuropa [31]. Im gleichen Jahr lag die Gesamtpriivalenz unter Erwachsenen bei 30
- 45 % [28] samt einer globalen altersstandardisierten Pravalenz von 24 bzw. 20 % bei
Minnern und Frauen [31]. Weiterhin hauft sich das Vorkommen arterieller Hypertonie
mit zunehmendem Alter, wobei unter den > 60-Jdhrigen eine Pridvalenz von > 60 %
besteht [28]. Mit zunehmender Alterung der Bevolkerung, einer sitzenden Lebensweise
und einer Zunahme des Korpergewichts wird die Pridvalenz der Hypertonie weltweit
weiter ansteigen. Schitzungen zufolge wird die Zahl der Menschen mit Bluthochdruck

bis zum Jahr 2025 um 15-20 %, auf iiber 1,5 Milliarden, steigen [78].

Arterielle Hypertonie ist definiert als ein, unter Praxisbedingungen ermittelter, systo-
lischer Blutdruck (SBP) von > 140 mmHg und/oder ein diastolischer Blutdruck (DBP)
von > 90 mmHg. Diese Definition griindet sich auf dem von mehreren randomisierten,
kontrollierten Studien belegten Umstand, dass die Behandlung von Patienten mit diesen

Blutdruckwerten von Vorteil ist [181].

Wenn nicht anders angegeben, werden die Begriffe >Arterielle Hypertonie«, >Bluthoch-
druck< und >Hypertension« in dieser Arbeit als Synonym der >Essenziellen (Priméren)
Hypertonie« verwendet. Die durch sekundére Ursachen bedingten Formen der arteriellen

Hypertonie sind jeweils ausgeschlossen.
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2.1. ARTERIELLE HYPERTONIE

2.1.2 Arterielle Hypertonie als kardiovaskularer Risikofaktor

Erhohter Blutdruck ist ein zentraler Risikofaktor fiir vorzeitige Mortalitdt und Morbiditit.
Allein im Jahr 2015 lieBen sich weltweit nahezu 10 Millionen Todesfélle und iiber 200
Millionen verlorene gesunde Lebensjahre (DALY's) auf Bluthochdruck (jeglicher Art)
zuriickfiihren [52]. Bemerkenswerterweise ist die Anzahl der DALY's seit 1990, trotz der
Fortschritte in der hypertensiologischen Diagnostik und Therapie um 40 % gestiegen.
Fiir diese negativen Effekte sind groftenteils SPB-Werte von > 140 mmHg verantwort-
lich. Die verwandten Haupttodesursachen sind, in absteigender Haufigkeit, die koronare

Herzkrankheit, der hamorrhagische Schlaganfall und der ischamische Schlaganfall [52].

2.1.3 Therapieresistente arterielle Hypertonie
2.1.3.1 Definiton, Privalenz und Atiologie

Die arterielle Hypertonie wird als therapieresistent definiert, wenn trotz empfohlener
Therapie, unter Praxisbedingungen oder in der Hiuslichkeit, ein SBP von > 140

mmHg und/oder ein DBP von > 90 mmHg festgestellt wird und die Therapieiddhe-
renz der betreffenden Patientin gegeben ist [181]. Die empfohlene Behandlungsstrategie
sollte geeignete Lebensstilanpassungen und die optimal dosierte Gabe von drei oder
mehr Medikamenten der folgenden Klassen umfassen: Diuretika, ACE-Inhibitoren oder
Angiotensin-1-Rezeptor-Antagonisten und Kalzium-Kanal-Blocker. Weiterhin sollte zur
Diagnosestellung eine pseudoresistente sowie eine sekundér bedingte arterielle Hyperto-

nie ausgeschlossen werden [21, 181].

Die Literaturangaben zur Privalenz der therapieresistenten arteriellen Hypertonie weisen,
aufgrund von uneinheitlichen Definitionen, ein breites Spektrum von Werten zwischen 5
und 30 % auf. Unter Verwendung der engeren, oben beschriebenen Definition ist aller-

dings eine wahre Priavalenz von deutlich unter 10 % anzunehmen [37, 181].

Die Genese von therapieresistentem Bluthochdruck ist multifaktoriell und mit einer
Vielzahl von Risikofaktoren und Komorbidititen vergesellschaftet [116]. In diesem Zu-
sammenhang ist zu erwihnen, dass es im Allgemeinen schwieriger ist den SBP-Zielwert
von < 140 mmHg zu erreichen, verglichen mit dem DBP-Zielwert von < 90 mmHg
[21]. Hierbei konnte gezeigt werden, dass hohes Alter den grof3ten Risikofaktor fiir das
Versagen der SBP-Kontrolle darstellt, gefolgt von den Komorbiditéten einer linksventri-

kuldren Hypertrophie und Adipositas [21]. Die wichtigsten Risikofaktoren sind in Abb. 1
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zusammengefasst.

QO Hohes Alter

U Hoher pratherapeutischer Blutdruck
O Adipositas

U Bewegungsmangel

U Hoher Salzkonsum

U Chronische Niereninsuffizienz

U Diabetes Mellitus

O Linksventrikuldre Hypertrophie

U Weibliches Geschlecht

O Mangelnde Therapieadharenz

Abbildung 1: Risikofaktoren fiir das Entstehen einer therapieresistenten arteriellen Hypertonie (modifiziert nach

[21])

2.2 Chronische Niereninsuffizienz

2.2.1 Pravalenz, Definition und Klassifikation

Die chronische Niereninsuffizienz (CKD) gehort zu den fithrenden Gesundheitsproblemen
weltweit. Thre globale Privalenz wird auf 13,4 % geschitzt, wihrend die vermutete Zahl
der Patienten im Endstadium der Erkrankung (Siehe: Abb. 2: >Nierenversagen«), die
ein Nierenersatzverfahren bendtigen, auf rund 5 - 7 Millionen beziffert wird [111]. Die
Effekte, die CKD auf die Zahl der Menschen mit Nierenversagen sowie auf das globale
kardiovaskulire Risiko hat, begriinden auBBerdem ihren groen Einfluss auf die weltweite
Morbiditdt und Mortalitdt [111]. In den meisten Landern, insbesondere jenen mit hohem
und mittlerem Einkommensniveau, stellen Diabetes und Hypertension (jeglicher Form)

die haufigsten Ursachen der CKD dar [178].

Unter dem Begriff der CKD wird desweiteren eine heterogene Gruppe von strukturel-
len und funktionellen Storungen der Niere zusammengefasst [94]. Die National Kidney
Foundation definiert die CKD als iiber 3 Monate bestehende Nierenschidigung aufgrund
struktureller oder funktioneller Anomalien der Niere mit oder ohne verringerte glome-
rulire Filtrationsrate (GFR), oder eine GFR von < 60 mL/min/1,73 m? iiber 3 Monate
mit oder ohne Nierenschadigung. Diese Definition ist unabhingig von den Ursachen der

Nierenschidigung [96]. Festgestellt wird die Nierenschddigung anhand von Biopsien,
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Anomalien der Blut- und Urinzusammensetzung, insbesondere einer Proteinurie (> 300
mg Proteinausscheidung im Urin/24h), eines abnormen Urinsediments oder Anomalien

in der Bildgebung [96].

Die Klassifikation der CKD (Abb. 2) nach den internationalen Leitlinien der Natio-
nal Kidney Foundation [95] gliedert die Erkrankung in 5 Stadien und orientiert sich
an der Schwere der Erkrankung, gemessen anhand der GFR, der Befunde sowie der

Notwendigkeit eines Nierenersatzverfahrens.

Chronische Niereninsuffizienz (CKD)

GFR
Stadium Beschreibung mL/min/1.73m? Verwandte Begriffe Klassifizierung nach Behandlung

1 Nierenschadigung mit normaler 590 Albuminurie, Proteinurie, T

oder I GFR = Hamaturie
2 Nierenschadigung mit geringer 60-89 Albuminurie, Proteinurie,

¥ GFR Hématurie
3a Nierenschadigung mit 45-59 Chronische Niereninsuffizienz,

geringer/mittelschwerer |, GFR beginnende Niereninsuffizienz "

. - . L T=Empfangervon

3b Nierenschadigung mit 30-45 Chronische Niereninsuffizienz, Nierentransplantat

mittelschwerer/schwerer |, GFR beginnende Niereninsuffizienz

Nierenschadigung mit schwerer Chronische Niereninsuffizienz,
4 15-29 N N . L

{ GFR fortgeschrittene Niereninsuffizienz
5 Nierenversagen <15 (o. Dialyse) N!erenf’e“a?ef" Urémie, terminale

Niereninsuffizienz

D = Dialyse (Hdmodialyse,
Peritonealdialyse)

Abbildung 2: Klassifikation der chronischen Niereninsuffizienz [164] (modifiziert nach [96])

2.3 Kardiorenale Endorganschaden bei Chronischer

Niereninsuffizienz

Das Vorhandensein von CKD ist ein Risikofaktor, Ausloser und Katalysator einer ganzen
Reihe von pathologischen Verdnderungen im Korper. Zu diesen Verdnderungen gehoren
u. a. Andmien, Storungen des Knochenstoffwechsels, kardiovaskuldre Erkrankungen und
Krebserkrankungen [178]. Die CKD wiegt als Risikofaktor fiir vorzeitige Mortalitit so
schwer, dass es fiir einen Patienten mit CKD fiinf- bis zehnmal wahrscheinlicher ist zu
versterben, als das Stadium 5 der Erkrankung (Nierenversagen) zu erreichen [178]. Wei-
terhin nimmt das Mortalitétsrisiko mit abnehmender Nierenfunktion (GFR) exponentiell
zu, wobei die meisten Todesfdlle auf kardiovaskuldre Erkrankungen zuriickzufiihren sind
[170, 172].

Im Folgenden soll der Fokus auf die Beziehung von CKD mit linksventrikulirem Remo-

deling sowie kardiorenalen fibrotischen Verdnderungen eingegrenzt werden.
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2.3.1 CKD und Fibrose
2.3.1.1 Renale Fibrose

Nahezu alle chronischen Nierenerkrankungen fiihren in ihrer Endstrecke zu ausgeprigter
renaler Fibrose (Abb. 3), der pathophysiologisch und prognostisch eine Schliisselrolle
zukommt [104]. Die renale Fibrose stellt die erfolglose Wundheilung des Nierengewebes
nach einer chronischen, anhaltenden Verletzung dar und ist durch Glomerulosklerose,
Tubulusatrophie und interstitielle Fibrose gekennzeichnet [178].

Diese drei pathologischen Verdnderungen lassen sich auch in dem in dieser Arbeit verwen-
deten Rattenmodell mit Adeninnephropathie feststellen (Siehe: 3.1.1.3). Der fibrotische
Umbau ist weiterhin als Resultat eines gestorten Gleichgewichts zwischen pro- und
antifibrotischen Mechanismen zu verstehen [51, 178].

Definitionsgemail stellt die Glomerulosklerose (Abb. 3: A) eine gesteigerte Akkumulation
von Mesangialmatrix sowie eine Obliteration der glomeruldren Kapillaren dar [51]. Ein
erster profibrotischer Mechanismus wird iiber einen, durch Hypertension verursachten,
Schaden des glomeruldren Endothels vermittelt, der zur Mikroinflammation fiihrt. Es folgt
eine iiber Entziindungszellen getriggerte Proliferation von Mesangiumzellen [73, 178].
Diese Zellen des Mesangiums ragieren auf eine Reihe von Wachstumsfaktoren (u. a.
Transforming Growth Factor-f1 (TGF-{31), Platelet Derived Growth Factor (PDGF),
Angiotensin II (ATII)), die sowohl von endogenen als auch infiltrierenden Zellen produ-
ziert werden [51], indem sie ihren Phénotyp dndern und als Mesangioblasten exzessiv
extrazelluldre Matrix (ECM) produzieren [73, 178]. Die daraus resultierende Expansion
des Mesangiums fiihrt zu Liicken in der, durch Podozyten gebildeten, Schlitzmembran,
die eine Verschmelzung von glomeruldrer Basalmembran und Bowmanscher Kapsel
hervorrufen und somit zur Glomerulosklerose beitragen [178].

Ein weiterer Mechanismus ergibt sich aus der Storung der Blut-Harn-Schranke (Abb. 3:
B): Tubulusepithelzellen, die fehlgefilterten Harnproteinen wie Zytokinen, Albumin oder
Komplementfaktoren ausgesetzt sind, produzieren ihrerseits proinflammatorische Stof-
fe, die zur entziindlichen Infiltration des Interstitiums fithren [178]. Weiterhin konnen
die Tubuluszellen im Verlauf ihren Phinotyp zu Myofibroblasten dndern (epithelial-to-
mesenchymal transition (EMT)), die iiber die Synthese von extrazelluldrer Matrix eine
wichtige Rolle in der Fibrogenese spielen und deren Genese vielfiltige Mechanismen
hat (Abb. 3: D) [104, 106]. Mit Progress der fibrotischen Verinderungen verlieren die
Tubulusepithelzellen ihre regenerativen Fahigkeiten und werden apoptotisch, was letztlich

zur Tubulusatrophie fiihrt [104, 178].
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Die Basis eines dritten Mechanismus ist die erhdhte Permeabilitit von interstitiellen
Kapillaren (Abb. 3: C), die es gewebefremden Plasmaproteinen erlaubt ins Interstitium
iberzutreten und Entziindungsreaktionen hervorzurufen [158]. Dieser Prozess fordert
im Verlauf eine Rarefizierung der interstitiellen Gefdlle, was zu renalen Hypoxien fiihrt.
Dieses hypoxische Milieu beeintréchtigt u. a. antifibrotische Zellfunktionen (vermittelt
durch z. B. Matrix-Metalloproteinasen (MMPs), Serinproteasen (SPs), die Adamalysin-
Familie (ADAMTS) und lysosomale Enzyme (LEs)), die physiologischerweise am Abbau
von Kollagen beteiligt sind [178]. Insbesondere Kollagen vom Typ I, II und III, aber
auch Basalmembranproteine, Glykoproteine und Proteoglykane sammeln sich konsekutiv
in der geschidigten Niere an [104, 178]. In diesem Zusammenhang gilt es zu erinnern,
dass die Fliche des fibrotischen Interstitiums in engem Bezug zur Nierenfunktion und

langfristigen Prognose der CKD steht. [178].
Unter den verschiedenen Entziindungszellen, die an der renalen Fibrogenese beteiligt

sind, sind insbesondere die CD4 " -T-Lymphozyten hervorzuheben, die eine entscheidende

Rolle in der Entstehung renaler Fibrose spielen (Siehe: Abschnitt 2.6.3) [104, 131, 168].
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C f Endothelschaden
C f Mikroinflammation

1 Proliferation von
Mesangiumszellen
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Abbildung 3: Renale Fibrose bei CKD (Modifiziert nach [104, 106]; Erzeugt mit BioRender.com).

A: Profibrotischer Mechanismus der Glomerulosklerose bei CKD.

B: Profibrotischer Mechanismus der gestorten Blut-Harn-Schranke bei CKD.

C: Profibrotischer Mechanismus der erhdhten Gefapermeabilitit bei CKD.

D: verschiedene Mechanismen der Genese von interstitiellen ECM-produzierenden Myofibroblasten.
Abkiirzungen: ECM = Extrazelluldre Matrix; ATII = Angiotensin II; EZ = Entziindungszellen; EMT = »epithelial-
to-mesenchymal transition<; EndoMT = >endothelial-to-mesenchymal transition<; KM = Knochenmark.

2.3.1.2 Kardiale Fibrose

Eine kardiale Fibrose ist ein hdufiger Befund bei Patienten mit CKD (Abb. 4: B) und stellt
neben der linksventrikuldren Hypertrophie (LVH) (Siehe: 2.3.2) eines der Hauptmerkmale
der urdmischen Kardiomyopathie dar. Sie tritt weiterhin unabhiingig von LVH auf und ist
gekennzeichnet durch diffuse interkapilldre und interkardiozytire Kollagenablagerungen
[5, 72]. Die komplexen zugrundeliegenden Mechanismen, die die kardiale Fibrose via
Zelltypaktivierung antreiben sind noch nicht vollstindig geklart [75]. Jedoch lassen sich
eine Reihe von systemischen Faktoren benennen, die eine urdmische Kardiomyopathie
bei CKD begiinstigen: eine gestorte Phosphathomoostase, urdmische Toxine, Wachstums-
faktoren, metabolischer Stress und Entziindung [75].

Auf makroskopischer Ebene tragen die fibrotischen Veridnderungen zu einer diastolischen
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Dysfunktion bei, indem sie die kardiale Compliance herabsetzen [5]. Moglicherweise
wird zusitzlich die systolische Funktion eingeschriinkt, da funktionelle Kardiomyozyten
durch fibrotisches Gewebe ersetzt werden [75, 77].

Ein Hauptgrund fiir die Entstehung von kardialer Fibrose bei CKD ist eine verdnderte
Himodynamik (Abb. 4: A), insbesondere in Form von arterieller Hypertonie, die die
Fibrogenese vorrangig iiber eine Druckbelastung des Herzens provoziert [75]. Diese
Druckbelastung kann ferner durch CKD-typische Veridnderungen wie eine akzelerierte
GefaBversteifung, vaskulire Kalzifikationen und den Verlust von elastischen Fasern ge-
steigert sein [25].

Allerdings gibt es Hinweise, dass auch himodynamikunabhéngige Mechanismen (Abb. 4:
A) in der Entstehung von CKD-assoziierter kardialer Fibrose von Bedeutung sein konnten.
So ist etwa die myokardiale Fibrose bei CKD-Patienten im Endstadium ausgeprigter,
als bei Patienten mit Diabetes oder essentieller arterieller Hypertonie, die die gleiche
linksventrikuldre Masse (LVM) aufweisen [107]. Zu diesen Mechanismen zdhlen die
folgenden, mit urdamischem Milieu assoziierten, Faktoren: ATII, Aldosteron, Parathormon,
Endothelin, erh6hte sympathische Aktivitit (Siehe: 2.5.2) und erhohte Katecholaminplas-
malevel [107].

2.3.1.3 Die Rolle von Kollagen

Kollagen vom Typ I (Coll) stellt neben Kollagen vom Typ III (Col3) die wichtigste
Komponente des kardialen interstitiellen Geriists dar und trdgt in gesunden Individuen
u. a. maBBgeblich zur Stabilisierung von myokardialen Zellen und Gefidlen sowie zur
regelrechten systolischen und diastolischen Funktion des Myokards bei [77]. Im Gegen-
satz dazu gibt es Hinweise, dass die Funktion von Coll in gesunden Nieren weniger
eminent ist [18]. Entsteht jedoch ein parenchymatdser Schaden der Niere, so kommt
es zur Ausbildung einer interstitiellen Fibrose (Siehe: 2.3.1.1), die, abhingig von der
Natur des zugrundeliegenden Schadens, positive oder negative Auswirkung auf die Nie-
renfunktion haben kann [18]. Wie in 2.3.1.2 beschrieben stellt die kardiale Fibrose eine
der Hauptkomponenten kardiovaskuldrer Erkrankungen im Rahmen von CKD dar. Coll
reprisentiert hierbei den Hauptbestandteil der kardialen fibrotischen Ablagerungen [187]

und verdient somit besondere Aufmerksamkeit.

2.3.2 CKD und linksventrikuldres Remodeling

Linksventrikuldres Remodeling beschreibt einen Vorgang, in welchem das Myokard des

linken Ventrikels seine Funktion und Geometrie als Reaktion auf pathologische Stimuli
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verindert. Ublicherweise schlieBt der Begriff >Remodeling< den in Abschnitt 2.3.1.2
beschriebenen Vorgang der Fibrosierung ein. Zugunsten der Anschaulichkeit sollen der
Aspekt der kardialen Fibrose und die iibrigen linksventrikuldaren Umbauvorgénge, im
Kontext dieser Arbeit, separat betrachtet werden.

Im Rahmen der CKD stellt die LVH die zentrale pathologische Veridnderung des linken
Ventrikels dar (Abb. 4: B). Sie tritt bei einem Drittel der CKD-Patienten auf, im Endsta-
dium der Erkrankung sogar bei 70 - 80 % [72]. Die zugrundeliegenden Mechanismen
der CKD-assoziierten LVH lassen sich in drei Kategorien einteilen: Nachlastbezogene
Mechanismen, vorlastbezogene Mechanismen und Mechanismen die weder nach- noch
vorlastbezogen sind [59].

Zu den nachlastbezogenen Mechanismen z#dhlen erhohter systemischer arterieller Wider-
stand, systemischer Bluthochdruck sowie eine erhohte Steifigkeit der groBen Gefille. Sie
vermitteln eine Verdickung myokardialer Zellen und eine initiale konzentrische Hypertro-
phie [59, 72, 110]. Unter anhaltender linksventrikulirer Uberlastung entwickelt sich im
Verlauf eine exzentrische LVH mit eingeschrénkter systolischer Funktion [72].

Die Vorlaststeigerung wird iiber eine Erhohung des intravasalen Volumens via Salz- und
Wasserretention vermittelt, welche zu einer Lingsausdehnung der Herzmuskelzellen
sowie exzentrischen und asymmetrischen Anpassungen der linksventrikuldren Geometrie
fithrt [59]. Nachlast- und vorlastbezogene Mechanismen wirken hierbei simultan und pro-
duzieren additive und synergistische Effekte [59, 72, 110]. Es gibt weiterhin eine Reihe
von Mechanismen, die unabhéingig von Nach- und Vorlast Einfluss auf das linksventriku-
lare Remodeling bei CKD nehmen. So gibt es Hinweise, dass Hyperphosphatdamie, ein
hiufiger Befund bei CKD, zur Entstehung von LVH beitragen konnte [152]. Uberdies
sind auch gesteigerte kardiale Level von ATII [145] sowie erhohte sympathische Aktivitéit

[62] mit einer LVH assoziiert.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die zahlreichen durch CKD hervorgeru-
fenen systemischen Verdnderungen, hamodynamische wie auch hamodynamikunabhéngi-
ge, die zur Entstehung einer kardialen Fibrose (Siehe: 2.3.1.2) und zur pathologischen
Verdnderung der linksventrikuldren Funktion und Geometrie fiihren, groe Schnittmengen
und Interdependenzen aufweisen (Abb. 4). Eine dieser Schnittmengen stellt die durch
CKD induzierte chronisch-systemische Inflammation dar [197], in deren Rahmen diverse
inflammatorische Zytokine [197] ausgeschiittet werden, die ihrerseits ein linksventri-
kuldres Remodeling [63] inklusive kardialer Fibrose [140] fordern. Ein grundlegender

Vermittler dieser Verdnderungen ist aulerdem das im folgenden Abschnitt (Abschnitt 2.4)
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behandelte sympathische Nervensystem.

CKD

Hamodynamik

Unabhéngig von Himodynamik

Nachlast 1‘ Vorlast 1‘ Sympathische Aktivitat 1 Hyperphosphatimie 1

Arterielle Hypertonie 1 Urémische Toxine 1 Angiotensin

Systemische |
Steifigkeit groBer GefiRe 1 Intravasales Volumen 1 Verdnderungen [GEESSELIEN Katecholaminplasmalevel 1

(Salz—und
Systemischer Arterieller Wasserretention)

Widerstand

Wachstumsfaktoren 1 Chronische Inflammation 1

B

f Kardiale Fibrose 1 LV-Remodelling
RS
b3
NS e LVH
Caw d

Abbildung 4: Kardiale Fibrose und Linksventrikuldres Remodeling bei CKD
(Erzeugt mit BioRender.com)

A: Systemische Verinderungen bei CKD

B: Effekte von CKD auf das Herz

2.4 Rolle des sympathischen Nervensystems in

Pathologien der kardiorenalen Achse

Das sympathische Nervensystem (Sympathikus) ist Teil des peripheren vegetativen Ner-
vensystems, das zusitzlich den Parasympathikus und das Darmnervensystem beinhaltet
[14]. Der Sympathikus hat seinen Ursprung im Brustmark sowie in den oberen zwei bis
drei Segmenten des Lendenmarks und umfasst prigangliondre Neurone, die vom Riicken-
mark zu den bilateralen paravertebralen Ganglien des Grenzstrangs oder den unpaaren
pravertebralen Bauchganglien projizieren, sowie postganglionidre Neurone, welche die
Zielorgane innervieren [14]. Funktionell nimmt das sympathische Nervensystem haupt-

sdachlich iiber den Transmitter Noradrenalin Einfluss auf die Effektorzellen, an denen das
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Katecholamin mit adrenergen Rezeptoren (oc-1/2, 3-1/2/3) interagiert. Effektorzellen des
Sympathikus sind u. a. die glatten Muskelzellen aller Organe, das Myokard, ein Teil der

exokrinen Driisen, die Nierentubuli und diverse lymphatische Gewebe [14].

Es gibt einen groBen Forschungskorper, der die Relevanz des sympathischen Nervensys-
tems in der Entstehung und Progression von arterieller Hypertonie (Siehe: Abschnitt 2.1)
und CKD (Siehe: Abschnitt 2.2) unterstreicht [61, 151, 160, 196]. Der Sympathikus
spielt zudem eine Rolle in einer ganzen Reihe von kardialen Pathologien, wie Arrythmien
[156] und Herzinsuffizienz [92], sowie in aggravierenden Komorbiditéten, beispielsweise

dem Schlafapnoe- [161] oder metabolischen Syndrom [60].

Die kardiorenale Achse (Abb. 5: B) umfasst drei Organsysteme, die durch sympathischen
Einfluss zu Pathologien beitragen: das Herz, die Nieren und das GefidBsystem. Hier-
bei nimmt die Niere eine Sonderstellung ein, da die renalen sympathischen Afferenzen
(Abb. 5: A) iiber die zentralnervose Aktivierung einen bedeutenden Einfluss auf die
Gesamtaktivitit des sympathischen Nervensystems nehmen [113, 151]. Wéhrend die
renalen Afferenzen in Abschnitt 2.5.2 behandelt werden, soll hier eine kurze Ubersicht
iiber die Auswirkungen efferenter sympathischer Aktivitit auf die drei Effektorsysteme
erfolgen (Abb. 5: B):

Der Herzmuskel reagiert auf sympathische Reize mit einer Steigerung der Herzfrequenz
und Kontraktionskraft. Beide Effekte werden iiber (3-1-Adrenozeptoren vermittelt. Ferner
gehort das Herz zu den Effektororganen, die sowohl auf Reize des Sympathikus als auch
des Parasympathikus reagieren [14]. Eine sympathische Uberaktivitit am Herzen kann zu
LVH, Herzinsuffizienz und Ischdmien fiithren [113, 150].

An der Niere provozieren sympathische Efferenzen, iiber [3-1-Adrenozeptoren, die
Reninfreisetzung im juxtaglomerulidren Apparat [113, 159]. Weiterhin wird iliber «-1B-
Adrenozeptoren die tubulidre Natriumriickresorption [11, 113] und iiber x-1A-Adrenozeptoren
(ehemals auch klassifiziert als x-1C-Adrenozeptoren [143]) eine renale Vasokonstriktion
mit Minderdurchblutung der Nieren induziert [42, 113].

Das GefidB3system reagiert zum GroBteil exklusiv auf Reize des sympathischen Ner-
vensystems, mit Ausnahmen von Gefidflen der erektilen Gewebe, des Gehirns und der
Speicheldriisen, die sympathisch und parasympathisch reguliert sind [14]. Der Sympathi-
kus stimuliert an den Gefif3en eine Vasokonstriktion, via «-1-Adrenozeptoren [14] und
in geringerer Auspriagung via Aktivierung von sowohl pri- als auch postsynaptischen

«-2A-Adrenozeptoren [58], und ist an der Pathogenese von Atherosklerose beteiligt
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[113, 128].
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Abbildung 5: Effekte des sympathischen Nervensystems auf die kardiorenale Achse

(Modifiziert nach [113]; Erzeugt mit BioRender.com)

A: Sympathische renale Afferenzen

B: Das efferente sympathische Nervensystem und seine Effekte auf die kardiorenale Achse (Herz, Niere, Gefilie)

2.5 Renale Denervation (RDN)

2.5.1 Rationale fiir RDN bei arterieller Hypertonie

Das enorme Ausmaf der durch arterielle Hypertonie verursachten Gesundheitsschiden
(Siehe: 2.1.1, 2.1.2) begriindet die Notwendigkeit, die Bandbreite und Verfiigbarkeit blut-
drucksenkender Interventionen zu erweitern. In diesem Rahmen ist zu beachten, dass die
Rate kardiovaskuldrer Ereignisse schon durch eine moderate Blutdrucksenkung deutlich
verringert werden kann [49, 177].

Medikamente stellen hierbei die mit Abstand wichtigste Sdule moderner antihyperten-
siver Therapien dar. Allerdings kann die medikamentdse Behandlung zwei bedeutende
Limitierungen aufweisen:

Zum einen konnen Patienten, aufgrund ihrer Disposition und Komorbidititen, zuneh-
mend Nebenwirkungen und Unvertréiglichkeiten gegeniiber therapeutischen Dosen der
medikamentosen Blutdrucksenker entwickeln. Weiterhin ist davon auszugehen, dass ein
grofer Anteil der Patienten eine mangelnde oder fehlende Therapieadhédrenz aufweist.
So stellen nach Schitzungen bis zu 50 % der Patienten ihre Medikamenteneinnahme im
ersten Jahr nach Verschreibung teilweise oder vollstandig ein [12, 176, 177].

Die RDN ist ein katheterbasiertes, sympatholytisches Verfahren, das urspriinglich zur

Behandlung der therapieresistenten arteriellen Hypertonie (Siehe: 2.1.3) entwickelt wur-
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de [65]. Sie konnte, insbesondere angesichts mangelnder Therapieadhirenz bei rein
medikamentdser Therapie, eine wertvolle Ergidnzung bzw. Alternative [20, 173] zur

medikamentosen Behandlung darstellen [19, 177].

2.5.2 Theoretische Grundlage fiir RDN bei arterieller Hypertonie

Obwohl die arterielle Hypertonie eine multifaktorielle Pathogenese hat (Siehe: 2.1.3), gibt
es iiberzeugende Belege fiir eine wichtige Rolle des sympathischen Nervensystems bei
ihrer Entstehung [61, 177]. Die Mechanismen iiber die das sympathische Nervensystem
die Genese von Bluthochdruck begiinstigt sind vielfiltig, komplex und teilweise noch
unzureichend untersucht. Neben Adipositas-assoziierten Mechanismen stellen renale
Mechanismen eine der zunehmend privalenten und relevanten Ursachen fiir sympathisch
vermittelten bzw. modulierten Bluthochdruck dar [61]. Die renalen Mechanismen werden
durch die renalen sympathischen Nervenfasern vermittelt, die Einfluss auf Natriumhaus-
halt, Reninsekretion und renalen GefdBBwiderstand nehmen und eine besondere Bedeutung
im Spektrum der Hypertonieursachen haben [41, 61, 137]. Die negativen Effekte auf den
Blutdruck und zahlreiche andere Parameter (Siehe: Abschnitt 2.4) werden zudem sowohl

durch efferente als auch afferente sympathische Nervenfasern provoziert (Abb. 6).

2.5.2.1 Efferente sympathische Nervenfasern

Es wird angenommen, dass die renale sympathische efferente Aktivitit (Abb. 6: B) eine
entscheidende Rolle in der Pathogenese der arteriellen Hypertonie spielt [43, 61]. Dies
wird im Wesentlichen auf drei Mechanismen zuriickgefiihrt: Erstens verringert die renale
sympathische efferente Aktivitit die Drucknatriurese unter erhohten renalen Perfusions-
driicken, was gleichbedeutend mit einer gesteigerten tubuldren Natriumriickresorption
ist, einem treibenden Faktor von Hypertension [148]. Zweitens fiihren hohere Level von
renaler sympathischer efferenter Aktivitit zu einer verminderten renalen Perfusion und
konsekutiv zu einer verringerten glomeruldren Filtrationsrate [43]. Uberdies bewirkt die
renale sympathische efferente Aktivitit eine gesteigerte Reninausschiittung und somit

eine Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS) [137, 177].

2.5.2.2 Afferente sympathische Nervenfasern

Es werden im Allgemeinen zwei Typen von renalen sympathischen afferenten Nerven
unterschieden (Abb. 6: A). Der erste Typ gehort zum Nierenparenchym, besitzt Nozizep-
toren und reagiert auf Signale einer Nierenschiddigung, indem er in den Hypothalamus

projiziert und so zur Steigerung der zentralnervosen sympathischen Akitivitdt fiihrt
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[23, 44, 61, 159]. Diese zentralnervose Aktivititssteigerung fiihrt zu einer Blutdruck-
erhdhung, mittels peripherer Vasokonstrikition, gesteigertem Herzzeitvolumen, renaler
Vasokonstriktion sowie erhohter Reninausschiittung und Natriumriickresorption (Abb. 6:
B, C) [23, 65]. Der zweite Typ besitzt drucksensitive Rezeptoren (Barozeptoren) und ist
u. a. im Nierenbecken lokalisiert [61]. Die iiber Barozeptoren vermittelte Steigerung der
renalen sympathischen afferenten Aktivitdt kann sowohl iiber einen erhohten renalvend-
sen Druck als auch einen erhéhten Druck im Nierenbecken ausgelost werden [44]. Im
Gegensatz zu den nozizeptiven, durch Nierenschidigung vermittelten Afferenzen, haben
die barozeptiv ausgelosten Afferenzen einen sympathoinhibitorischen Effekt, der tiber
erleichterte Diurese und Natriurese eine Blutdrucksenkung provoziert. Dieser Zusam-
menhang wird zu den sog. reno-renalen Reflexen gezihlt [44, 65]. Eine Beeintrichtigung
dieses reno-renalen Reflexes im Rahmen von Nierenschadigungen konnte zur Entwick-
lung von Hypertension beitragen [65].

Es gilt jedoch zu beachten, dass die exakten afferenten Bahnen, die die systemische sym-
pathische Aktivierung vermitteln, sowie die prazisen Mechanismen, die diese Afferenzen

auslosen, noch unbekannt sind [84, 177].

Afferente
A Nerven

Efferente
Nerven B

Nozizeption bei
Nierenschaden

. Barozeption

f Reninsekretion

f Natriumretention

‘ Renale
Durchblutung

f Kardiale Hypertrophie

f Herzzeitvolumen

Abbildung 6: Efferente und afferente Bahnen die durch RDN supprimiert werden (Modifiziert nach [177])

2.5.3 Chronische Niereninsuffizienz und RDN

Eine Uberaktivitiit des sympathischen Nervensystems ist in allen Stadien der CKD pri-
sent. Sie ldsst sich bereits bei Patienten mit nephrotischem Syndrom oder polyzystischer
Nierenerkrankung detektieren, die normale Nierenfunktion aufweisen [61]. AuBBerdem
steigen die Level sympathischer Aktivitdt mit Progression der CKD zunehmend an, was

auf die renale sympathische afferente Aktivitit und moglicherweise auch auf weitere
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Mechanismen zuriickzufiihren ist (Siehe: Abschnitt 2.5.2) [23, 61]. Die hochsten Level
sympathischer Aktivitiit lassen sich bei Patienten im Endstadium der Erkrankung, dem
Nierenversagen, beobachten. Anhand klinischer Studien wurde die sympathische Uberak-
tivitiit bei diesen Patienten auf die afferenten nervalen Signale der Niere zuriickgefiihrt.
So lieB sich die sympathische Uberaktivitiit durch eine bilaterale Nephrektomie, mit
Entfernung beider renaler Afferenzen, nicht jedoch iiber eine einseitige Nierentrans-
plantation, normalisieren [32, 61, 67]. Ahnliche Beobachtungen konnten auch in einem
CKD-Mausmodell mit 5/6-Nephrektomie gemacht werden, in welchem eine dorsale Rhi-
zotomie (selektive Zerstorung von Nervenfasern des Riickenmarks) sowohl den Blutdruck
als auch die sympathische Aktivitit auf physiologische Level senkte [23]. Weiterhin ist
davon auszugehen, dass die sympathische Uberaktivitit nicht nur das Ergebnis sondern
auch eine Ursache der Krankheitsprogression bei CKD darstellt. Sie begiinstigt eine
Hypertension und fiihrt zu Proteinurie, Glomerulosklerose und zur renalen interstitiel-
len Fibrose (Siehe: Abschnitt 2.3.1.1), unabhingig von blutdruckabhéngigen Effekten
[1]. Ergdnzend konnte eine Abschwichung der CKD-Progression in unterschiedlichen
CKD-Tiermodellen, sowohl durch pharmakologische als auch durch RDN erzielte Sym-
pathikolyse, gezeigt werden [1]. Insbesondere wurde in einem CKD-Rattenmodell mit
subtotaler Nephrektomie beobachtet, dass RDN einen durch ein Kondensat aus Zigaret-
tenrauch induzierten Anstieg von Glomerulosklerose und tubulointerstitiellem Schaden
verhindert. Auch dieser Effekt erwies sich als unabhéngig von Blutdruckverinderungen

[134].

In Zusammenschau wird deutlich, dass die theoretischen Grundlagen sowie zahlrei-
che vielversprechende Ergebnisse aus CKD-Tiermodellen eine stabile Basis fiir RDN als
therapeutische Option bei chronischen Nierenerkrankungen liefern. Zudem konnten zwei
kleine klinische Studien, die Effektivitdt und Sicherheit von RDN als antihypertensive
Therapie bei bestehender CKD untersuchten, bereits erste positive Ergebnisse zeigen

[68, 149].

2.6 Tyl7-Zellen und IL-17

Vor 33 Jahren wurde erstmals durch Mosmann & Coffman [127] das Ty 1/Ty2-Paradigma
der Differenzierung von T-Helfer-Zellen (Ty-Zellen) eingefiihrt. Es liefert Erklarungen
fiir zahlreiche Phinomene der erworbenen Immunitit und beschreibt wie sich naive

CD4*"-T-Zellen (= Ty-Zellen), initial durch Zytokine antigenbindender Zellen des an-
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geborenen Immunsystems und spéter durch eigens produzierte Lymphokine, in Ty1-
bzw. Ty2-Zellen differenzieren [86]. Mit dem Fortschreiten der Forschung zu organspe-
zifischer Autoimmunitit ergaben sich Erkenntnisse, die eine vorrangig von Ty 1-Zellen
getriebene Genese autoimmuner Erkrankungen, wie der experimentellen autoimmunen
Enzephalitis oder der kollageninduzierten Arthritis, infrage stellten [35, 86]. Diese und
die Entdeckung und Charakterisierung von IL-23 fiihrten schlieBlich zur Distinktion einer
neuen Untergruppe IL-17 produzierender T-Helfer-Zellen (Ty17-Zellen), wodurch das
Ty 1/Ty2-Paradigma um die Tyy17-Zellen erweitert wurde [66, 86, 141]. Seitdem wurde
eine Vielzahl von Arbeiten veroffentlicht, die die Beteiligung dieser Untergruppe an der
Pathophysiologie der arteriellen Hypertonie [124, 147, 189], der CKD [33, 34, 80, 88]
und mehrerer weiterer, mit erhohten Katecholaminspiegeln assoziierten Konditionen
beschreiben, darunter z. B. Diabetes [184] und der kardiogene Schock [38].

Im Jahre 1993, deutlich vor der Entdeckung der Ty 17-Zellen, wurde ihr namensgebendes
Hauptsekretionsprodukt identifiziert, das IL-17.[33] IL-17 steht fiir eine Zytokinfamilie
mit sechs Mitgliedern, den Botenstoffen IL-17A bis IL-17F. Die beiden Zytokine IL-17A
(hdufig auch synonym mit IL-17 genannt) und IL-17F dominieren in der Sekretion durch
Ty 17-Zellen und weisen die grofite Sequenzhomologie auf, jedoch ist IL-17A das deutlich

potentere Signalmolekiil [33, 55].

IL-17A stellt das Griindungsmitglied der IL-17-Familie dar und ist neben IL-17F das
am besten untersuchte Zytokin der Gruppe [55]. AuBerdem gibt es Hinweise fiir seine
dominante Rolle in Inflammation und organspezifischer Autoimmunitit [36, 55]. Am
wichtigsten ist im gegenwirtigen Kontext jedoch seine nachweisliche Beteiligung an

einer ganzen Palette von Erkrankungen der kardiorenalen Achse [33].

Es gilt zu beachten, dass Ty 17-Zellen neben IL-17A eine Reihe weiterer Botenstoffe
produzieren (z. B. IL-6, IL-21, IL-22, >granulocyte macrophage colony-stimulating factor<
(GM-CSF), Tumornekrosefaktor (TNF), Interferon-y) und IL-17A wird seinerseits von
mehreren anderen Zelltypen (z. B. «f3- und yd-T-Lymphozyten, CD8*-T-Lymphozyten
(Tc17), natiirlichen Killerzellen (NK-Zellen), >invariant natural killer T cells< (iNKT),
>type 3 innate lymphoid cells< (ILC3s) und myeloiden Zellen) (Abb. 7: C) produziert
[6, 36, 86].
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2.6.1 Die Differenzierung von Ty17 Zellen

Die Etablierung von Ty17-Zellen als eigene Untergruppe fulite maB3geblich auf ihrem
einzigartigen Differenzierungsweg (Abb. 7: A), das heiBit den Differenzierungs- und
Transkriptionsfaktoren, die fiir die Entwicklung einer naiven T-Zelle (Ty0 = ohne statt-
gehabten Kontakt zu einem spezifischen Antigen) zu einer Ty 17-Zelle notwendig sind
[86]. Dieser Differenzierungsweg wurde erstmalig in Mausen und spéter in Menschen
untersucht, wobei sich neben groBen Uberschneidungen auch leichte Unterschiede zwi-
schen den Spezies ergaben [86, 132]. Der Ty 17-Differenzierungsweg steht aulerhalb des
Ty 1/Ty2-Systems und kann in drei Phasen unterteilt werden: Die Iniitierungsphase, die
Amplifikationsphase und die Stabilisierungsphase [132].

Wihrend der Iniitierungsphase wird die Differenzierung der naiven Zellen angestof3en,
wofiir in Méusen die Prasenz von Transforming Growth Factor-f3 (TGF-f3) und IL-6 oder,
mit geringerem Effekt, IL-21 [85] unabdingbar ist [132]. Die Kombination von TGF-f
und IL-6 fiihrt in den Zellen zur Induktion des Transkriptionsfaktors »acid-related orphan
receptor-yt< (ROR-yt via Aktivierung des >signal transducer and activator of transcription
3<(STAT3) [86, 120, 132]. Auch bei der Initiierung des Ty-17-Differenzierungsweges im
Menschen ist TGF-f3 unverzichtbar. Ebenso fithren Kombinationen von IL-21 oder IL-21
und IL-6 oder IL-23 und IL-6 zur Aktivierung von ROR-c, dem menschlichen Homolog
des ROR-yt [119, 132].

Die Amplifikationsphase basiert auf einer autokrinen Schleife, das heifit der Differen-
zierung noch naiver Zellen (Tg0) durch Produkte der bereits differenzierten Zellen
(Tgl7). Im Gegensatz zu den autokrinen Schleifen der Tyl- und Ty2-Zellen, deren
Hauptsekretionsprodukte (Interferon-y und respektive IL-4) eine Triggerwirkung auf
die Differenzierung ihrer Vorlduferzellen haben, verfiigt IL-17 iiber keine solche Trig-
gerfunktion. Stattdessen ist es in Madusen das Nebensekretionsprodukt IL-21, welches
die Differenzierung der Ty 17-Zellen in Kombination mit TGF-3 vorantreibt [85, 132].
Im Menschen sind als amplifizierende Faktoren IL-6 und IL-1{ identifiziert worden
[191]. Da menschliche naive T-Zellen keine IL-1-R [90] oder IL-23-R [119] exprimieren
und diese erst durch Stimulation mit TGF-3 und IL-6/IL-21 ausgebildet werden, ist
anzunehmen, dass die Bedingungen an das Zytokin-Milieu der Ty 17-Differenzierung in
Mensch und Maus sehr dhnlich sind [132].

Die Stabilisierungsphase wird in Menschen, wie auch in Méusen, durch das IL-23 be-
stimmt, das die differenzierten Tg17-Zellen in ihrem Phinotyp stabilisiert und somit zur

Expansion der Ty-17-Population beitrdgt [2, 35, 132].
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2.6.2 Das immunologische Netzwerk um IL-17A und
IL-17-Rezeptoren

Das Zytokin IL-17A ist von pleiotropem Charakter und entscheidender Bedeutung in der
Wirtsabwehr gegeniiber einer bakteriellen oder mykotischen Invasion [98]. AuBlerdem ist
es unverzichtbar fiir die Wundheilung und begiinstigt die Pathogenese allergischer und

autoimmuner Erkrankungen [33, 118, 163].

2.6.2.1 IL-17A als Bindeglied zwischen angeborener und erworbener

Immunabwehr

Um die auBerordentlich vielfiltigen Quellen, Funktionen und pathophysiologischen
Einfliisse von IL-17A zu erfassen muss an dieser Stelle auf seine Rolle in gesunden
Individuen sowie seine Beziehung zu den Dominen des angeborenen und erworbenen
Immunsystems eingegangen werden:

Das angeborene Immunsystems wird vorrangig durch Monozyten bzw. Makrophagen,
dendritische Zellen und Granulozyten reprisentiert, die auf >pathogen-associated mole-
cular patterns < (PAMPs) reagieren, indem sie korperfremdes Material eliminieren und
Antigene prozessieren, transportieren und den Lymphozyten priasentieren. Die Haupt-
akteure des erworbenen Immunsystems, B- und T-Lymphozyten, reagieren ihrerseits
auf hochspezifische Antigene mit klonaler Expansion [192]. Die hauptséichlichen Pro-
duzenten von IL-17A sind die in Abschnitt 2.6.1 beschriebenen Ty17-Zellen, die zur
erworbenen Abwehr zidhlen. Jedoch konnte gezeigt werden, dass IL-17A zusitzlich von
einer Reihe von Immunzellen des angeborenen Systems (z. B. yd-T-Lymphozyten, natiir-
lichen Killerzellen (NK cell), »invariant natural killer T cells< (iNKT) und >type 3 innate
Iymphoid cells< (ILC3s)) [36] (Abb. 7: B) produziert wird, die vorrangig in der Haut,
der Darmmukosa und der Lunge zu finden sind und wichtige Funktionen der schnellen
unspezifischen Abwehr von infektidsen Erregern vermitteln [36]. Das Zytokin ist au3er-
dem an der Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten und weiteren inflammatorischen
Reaktionen der angeborenen schnellen Abwehrreaktion beteiligt [36, 192]. Somit bildet

IL-17A eine Briicke zwischen angeborenem und erworbenem Immunsystem [192].

2.6.2.2 IL-17-Rezeptoren und II-17A-Signalling

Die vielseitigen Effekte des IL-17A sind weiterhin von Struktur, Funktion und Verteilung
seiner Rezeptoren abhingig (Abb. 7: C):
Die Familie der IL-17-Rezeptoren (IL-17R) hat fiinf Mitglieder (IL-17RA, IL-17RB,
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IL-17RC, IL-17RD und IL-17RE). IL-17RA bildet Heterodimere mit den anderen Un-
tereinheiten, um die Signaltransduktion durch IL-17-Zytokine zu ermoglichen [98]. Im
Folgenden werden lediglich IL-17RA und IL-17RC besprochen, da sie mit IL-17A (und
IL-17F) interagieren und somit die groffte Relevanz fiir diese Arbeit haben. IL17-RA
wird ubiquitir exprimiert, wihrend IL17-RC hauptsédchlich auf nicht-hdmatopoeitischen
Zellen zu finden ist [55]. Da die Zytokine IL-17A und IL-17F ihre Signale obligat durch
Kontakt mit dem IL-17RA/IL17RC-Heterodimer vermitteln, ist davon auszugehen, dass
sie vorrangig an nicht-hdmatopoetischen Zellen wirken (Abb. 7: C) [6, 55]. Per defini-
tionem enthalten die IL-17R den zytoplasmatischen Anteil SEFIR (>similar expression
of fibroblast growth factor and IL-17R«<). Zudem bendtigen alle IL-17-abhédngigen Si-
gnalwege die Prisenz von Actl, einem membrannahen Adapter-Protein, das mit dem
IL-17RA/IL-17RC-Komplex interagiert, um proinflammatorische Genexpressionen zu
ermoglichen [6, 154].

Die so durch IL-17A provozierte proinflammatorische Genexpression wird konsekutiv
iiber eine de novo Transkription oder iiber die Stabilisierung von schon bestehenden
mRNA-Transkripten der Zielproteine erzielt [6]. Erstmals wurde der entziindungsfor-
dernde Charakter von IL-17A in Fibroblasten identifiziert, in welchen der Botenstoff
den Transkriptionsfaktor NF-kB (>nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated
B-cells<) und NF-kB-abhiingige Zytokine aktivierte [6, 53, 146]. Weiterhin induziert die
Pridsenz von IL-17A in Fibroblasten eine Reihe von profibrotischen Vorgéngen [118].
In jiingeren Arbeiten konnte schlieBlich ein genetisches Kernprofil von IL-17 (Abb. 7:
D) herausgearbeitet werden, das die Expression proinflammatorischer Zytokine (IL-6,
IL-1, G-CSF, GM-CSF und TNF), Chemokine (CXCL1, CXCL2, CXCLS5, CCL2, CCL7,
CCL20 und IL-8), Kollagene, antimikrobieller Peptide (3-Defensine, S100 Proteine und
lipocalin 2 (24p3)) und Matrix-Metalloproteinasen (MMPs: MMP1, MMP3, MMP9 und
MMP13) umfasst [6, 135].

Zu den wichtigsten Zielzellen von IL-17A, das heil3t solchen, die das IL-17RA/IL-17RC-
Heterodimer exprimieren, zdhlen Endothelzellen, Fibroblasten, Epithelzellen, Keratino-

zyten und Makrophagen (Abb. 7: C) [98].
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Abbildung 7: Die Differenzierung von Ty 17-Zellen und das Netzwerk um IL-17A (Modifiziert nach [98, 132];
Erzeugt mit BioRender.com)

A: Differenzierung naiver CD4" Zellen in Ty 17-Zellen.

B: Die wichtigsten IL-17A-produzierenden Zellen.

C: Zellen, die das IL-17RA/IL-17RC-Heterodimer exprimieren und mit IL-17A interagieren.

D: Gruppen von Zielgenen, die durch den Einfluss von IL-17A vermehrt exprimiert werden.

Abkiirzungen: IL = Interleukin; IL-17R = IL-17-Rezeptor (A/C); Ty0 = naive T-Helfer-Zelle; T17 = IL-17
produzierende T-Helfer-Zelle; TGF- {3 = Transforming Growth Factor-f3.
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2.6.3 IL-17A in Pathologien der kardiorenalen Achse

Wie bereits in Abschnitt 2.6 angedeutet, ist der Botenstoff IL-17A auf mannigfaltige
Weise an der Genese und Progression von kardiorenalen Pathologien beteiligt (Abb. 8)
[33, 124]. Im Hinblick auf den thematischen Rahmen dieser Arbeit soll im Folgenden auf
die Beziehung von IL-17A zu den Konditionen der arteriellen Hypertonie (Abschnitt 2.1)
und CKD (Abschnitt 2.2) sowie auf die, mit letzterer einhergehenden renalen und kardia-
len Endorganschiden (Abschnitt 2.3), eingegangen werden:

In den vergangenen Jahren erschien eine Fiille von Forschungsarbeiten, die eine Schliis-
selrolle des Immunsystems fiir die Regulation des Blutdrucks und die Modulation hy-
pertensiver Zustinde attestieren [124]. In diesem Zusammenhang war IL-17A eines
der ersten Zytokine, dessen Beziehung zu Bluthochdruck identifiziert und beforscht
wurde [112, 124]. Unterdessen konnten einige Mechanismen identifiziert werden, die
Erkldarungsansitze fiir den Einfluss von IL-17A auf die Entstehung bzw. Persistenz der
arteriellen Hypertonie (Abb. 8: A) liefern:

In einem Mausmodell konnte gezeigt werden, dass IL.-17A den Blutdruck iiber die Ak-
tivierung des RhoA/Rho-Kinase-Pathways erhoht, der letztlich zu einer verringerten
Freisetzung von Kohlenstoffmonoxid (NO) und somit zu endothelialer Dysfunktion
fiihrt [124, 130]. AuBerdem reguliert IL-17A die Menge und Aktivitét renaler Natrium-
transporter, und wirkt auf diese Weise einer funktionierenden Drucknatriurese (Siehe:
>Efferente sympathische Aktivitit<, Abschnitt 2.5.2) entgegen [124, 133]. Interessan-
terweise scheint die Hypertension auflerdem in einem reziproken Verhiltnis zu IL-17A
zu stehen, wodurch sich ein Teufelskreis ergibt: Sowohl erhohte ATII-Spiegel [199] als
auch gesteigertes Natriumchlorid (NaCl) im Serum [83] (beides hdufige Bedingungen der
arteriellen Hypertonie und CKD) erhohen das Vorkommen von IL-17A bzw. Ty17-Zellen
[123], die ihrerseits zur Aufrechterhaltung des Bluthochdrucks beitragen (Abb. 8: A)
[133].

Zugleich konnten zahlreiche experimentelle und klinische Studien das enge Verhiltnis von
IL-17A und Nierenschidigung (Abb. 8: B) aufzeigen. So konnte eine Studie an Mausen
die wichtige, wennauch von Ty 17-Zellen unabhingige, Rolle von IL-17A in akuter, durch
Cisplatin provozierter, Nierenschiadigung zeigen [24]. Ebenso erwies sich IL-17A im
murinen Modell als Vermittler einer glomerulidren Schidigung (Siehe: Abb. 3: A) durch
Calcineurin-Inhibitoren (Cyclosporin A, Tacrolimus) [26]. Eine Arbeit an méinnlichen
Sprague-Dawley-Ratten (Siehe: Abschnitt 3.1.1) ermittelte zudem, dass Ty17-Zellen
und IL-17A die, durch salzintensive Diit induzierte, Progression einer akuten Nieren-

schidigung zu einer CKD forderten [123]. Die gleiche Studie konnte auerdem einen
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Zusammenhang zwischen erhohter Aktivitit des Angiotensin-I1I-R vom Typ 1 (AT1-R)
durch Angiotensin-II-Bindung und gesteigerter IL-17A-Produktion durch T-Zellen de-
monstrieren [123]. Im klinischen Bereich lie3 sich im Rahmen von CKD insbesondere
ein dysreguliertes immunologisches Profil von T-Lymphozyten beobachten. So nahm bei
Patienten im Nierenversagen die Zahl der Ty17-Zellen deutlich zu, wihrend die Zahl
der naiven T-Zellen [29] sowie der regulatorischen T-Zellen (Trggs) [194] signifikant
abnahm.

Tregs erfiillen antiinflammatorische Funktionen und wirken autoimmuner Entwicklungen
durch die Sekretion von IL-10 und TGF-{3 entgegen. Sie fungieren somit gewisserma-
Ben als Gegenspieler der Ty17-Zellen und machen das Ty17/Tregs-Gleichgewicht zu
einer entscheidenden Variable in inflammatorischen Prozessen der erworbenen Immunitét
[88, 132].

In Abschnitt 2.3 wurden einzelne Charakteristika des Phianotyps der CKD en detail
besprochen, namentlich die renale und kardiale Fibrose sowie das linksventrikulidre Re-
modeling. Was ist nun also iiber den Einfluss von IL-17A auf diese pathologischen
Verdnderungen bekannt?

In experimentellen Tiermodellen konnte vielfach und konkordant gezeigt werden, dass
IL-17A profibrotische Eigenschaften aufweist. Das Zytokin férdert z. B. eine durch
Bleomycin induzierte, pulmonale Fibrose [182] sowie eine hepatische Fibrose, via Ak-
tivierung von hepatischen Sternzellen [165]. Auch in der Genese der renalen Fibrose
kommt IL-17A eine Schliisselrolle zu (Abb. 8: C). In einem Mausmodell mit obstruktiver
Nephropathie wurde nachgewiesen, dass IL-17A-produzierende Zellen (hauptséchlich
v&-T-Lymphozyten, aber auch Tyy17-Zellen) die Fibrogenese vorantreiben, indem sie mit-
tels IL-17A die Produktion des Chemokins RANTES (>regulated on activation, normal T
cell expressed and secreted/CCL5<) in CD3"-T-Zellen provozieren, durch dessen Einfluss
Makrophagen und weitere T-Zellen die Niere infiltrieren [136, 142]. Diese angelockten
Zellen produzieren wiederum Zytokine (z. B. TGF-[3, galectin-3 und IL-36 )[142, 162],
welche die Aktivierung und Proliferation von Myofibroblasten sowie die Produktion
von ECM induzieren (Siehe: Abschnitt 2.3.1.1) [142]. Desweiteren ist IL-17A in der
Lage Fibrose iiber Interaktionen mit nicht-hdmatopoetischen Zellen, wie Fibroblasten
und Epithelzellen (Siehe: Abb. 7: C), zu promovieren [118]:

Beispielsweise konnte eine Studie zu kardialer Fibrose (Abb. 8: D) zeigen, dass IL-17A
tiber einen PKC[3/Erk1/2/NF-kB-abhingigen Signalweg (>protein kinase C/extracellular
signal-regulated kinase1/2/NF-kB<) die Produktion der Kollagene vom Typ III und I

(Siehe: Abschnitt 4.1.3), in murinen neonatalen kardialen Fibroblasten (CFs), induzierte
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[105]. In einem Rattenmodell von Isoproterenol-induzierter Herzinsuffizienz wurde wei-
terhin gezeigt, dass IL-17A eine kardiale Fibrose mit Coll- und Col3-Ablagerungen iiber
Modulierung des MMP/TIMP-Systems (MMPs/stissue inhibitors of metalloproteinases«)
fordert [7, 50].

Neben den profibrotischen Einfliissen die IL-17A auf das Myokard nimmt, konnte die
Beteiligung von IL-17A an strukturellen und funktionellen Verinderungen des linken
Ventrikels (Abb. 8: E), sowohl nach Myokardinfarkt [190, 195] als auch im Rahmen
der inflammatorischen dilatativen Kardiomyopathie [188] nachgewiesen werden. Die
beobachteten Verdnderungen umfassten jeweils eine durch IL-17A unterstiitzte Dilatation
des linken Ventrikels, die durch ein Zusammenspiel proapoptotischer und inflammato-
rischer Effekte des Botenstoffs hervorgerufen wurde [190, 195]. Der Zusammenhang
von IL-17A und der, vorrangig durch linksventrikuldre Hypertrophie gepriagten, urdmi-
schen Kardiomyopathie im Rahmen der CKD (Siehe: Abschnitt 2.3.2) ist bislang nicht

untersucht.
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Abbildung 8: Die Beziehung von IL-17A zu kardiorenalen Pathologien (Erzeugt mit BioRender.com)

A: Beziehung von IL-17A zur arteriellen Hypertonie.

B: Beziehung von IL-17A zur CKD.

C: Einfluss von IL-17A auf die renale Fibrogenese. (Modifiziert nach [142])

D: Einfluss von IL-17A auf die kardiale Fibrogenese.

E: Einfluss von Il-17A auf das LV-Remodeling.

F: Inwiefern unterliegt IL-17A einer Regulation durch das sympathische Nervensystem?

Abkiirzungen: CFs = Kardiale Fibroblasten; DCM = Dilatative Kardiomyopathie; IL = Interleukin; MMP/TIMP
= Matrix-Metalloproteinasen/>tissue Inhibitors of metalloproteinases<; PKC[3/Erk1/2/NF-kB = >protein kinase
Clextracellular signal-regulated kinase 1/2/NF-kB«-Signalweg; RANTES = >Regulated on Activation Normal T Cell
Expressed and Secreted< / CCLS5; TyO0 = naive T-Helfer-Zelle; Ty 17 = IL-17 produzierende T-Helfer-Zelle; y5-T =
v5-T-Lymphozyt.
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2.7 Fragestellung

Das sympathische Nervensystem, insbesondere die renale sympathische Aktivitit, nimmt
eine zentrale Rolle in der Genese und in der kardiorenalen Organmanifestation der CKD
ein. Es gibt zunehmende Evidenz dafiir, dass IL-17A und Ty 17-Zellen ebenfalls wichti-
ge Vermittler dieser Pathologien darstellen. Jedoch ist wenig dariiber bekannt, ob und
inwiefern eine sympathische Uberaktivitit Einfluss auf die IL-17A-Produktion und den
IL-17A-Haushalt bzw. die Ty 17-Differenzierung und die daraus resultierenden Endorgan-

schidden im Rahmen der CKD nimmt (Abb. 8: F).

Die vorliegende Arbeit beleuchtet die Effekte einer Modulation des sympathoadrenergen
Systems mittels RDN auf die Produktion und die renale Ausscheidung von IL-17A sowie
auf die kardiorenalen Endorganschidden bei chronischer Niereninsuffizienz. Hierfiir die-
nen Ratten als Modell, die durch eine spezielle Adenin-Diit eine langsam progrediente,
sekunddre Niereninsuffizienz entwickeln. Sie weisen durch herabgesetzte Nierenfunktion,
kardiorenalen Gewebeumbau und eine gesteigerte renale Inflammation einen Phéantoyp
auf, der jenem einer humanen CKD sehr nahekommt und sich demgemal eignet, um

zugrundeliegende Mechanismen dieser Erkrankung zu untersuchen.

Konkret werden drei Gruppen von Ratten untersucht: eine Gruppe mit CKD (Adenin-
Gruppe), eine Gruppe mit CKD und RDN nach 4 Wochen (Adenin-RDN-Gruppe) und
die gesunden Ratten (Kontrollgruppe). Die Analyse der Endorganschiden umfasst eine
wiederholte Blutdruckmessungen, eine viermalige Echokardiographie (nach 0, 4, 10
und 16 Wochen), inklusive Evaluation der linksventriukuldren Masse und diastolischen
Funktion, sowie eine histologische Auswertung der kardiorenalen Fibrose. Weiterhin
werden Proteinanalysen (Western-Blots) von adrenerg stimulierten Splenozyten, Kardio-
myoblasten, verschiedenen Geweben (LV, Niere), Blutplasma und Urin durchgefiihrt,
um den jeweiligen IL-17A-Gehalt zu ermitteln. SchlieBlich dient eine IL-17A/CD3-Co-
Immunofluoreszenzfirbung (von LV und Niere) dazu, weiterfiihrende Informationen tiber
die Herkunft und Verteilung von IL-17A und Ty17-Zellen im Gewebe zu sammeln.

Der Vergleich dieser Parameter unter Tieren mit und ohne CKD sowie nierenkranken
Tieren mit und ohne sympathikolytische Intervention (RDN) lédsst Riickschliisse auf die
Wechselwirkungen im Trigonum von sympathischer Aktivitét, IL-17A und Endorgan-

schiaden der CKD zu.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 CKD-Rattenmodell mit Adenin-induzierter Nephropathie
3.1.1.1 Studienprotokoll

Uber einen Zeitraum von 16 Wochen erhielten 10 ménnliche Ratten ein mit 0,25 % Adenin
angereichertes Futter. Die 4 Ratten der Kontrollgruppe (ebenfalls méinnlich) wurden mit
Standardfutter (standard diet No. 1320; Altonium, Lage, Deutschland) ernéhrt. Nach 4
Wochen wurde die Hélfte der mit Adenin gefiitterten Tiere (n = 5) in operativer Technik
beidseitig renal denerviert (Adenin-RDN-Gruppe). Die restliche Rattenpopulation wurde
einer Scheinoperation unterzogen (Adenin-Gruppe und Kontrollgruppe) (Abb. 9: A).
Vor Beginn der Adenin-Fiitterung, nach 4 Wochen, direkt vor RDN, sowie nach 10
und 16 Wochen wurden alle Ratten echokardiographisch evaluiert. SchlieBlich wurden
die Tiere nach Ablauf der 16 Wochen geopfert. Hierbei wurden fiir histologische und
laborchemische Methoden u. a. Milzen, Herzen und Nieren sowie eine finale kardiale
Blutprobe und Urinprobe der Tiere gewonnen. Da ein Tier in jeder Gruppe bereits vor
Ablauf der 16 Wochen verstarb, weisen die auf Gewebe basierenden Daten in Kapitel 4

mitunter eine geringere n-Zahl auf als das Studienprotokoll vorsah.

3.1.1.2 Versuchstiere und Tierhaltung

Die Population der verwendeten Versuchstiere schloss 14 méinnliche Sprague-Dawley-
Ratten (Charles River, Sulzfeld, Deutschland) im Alter von 10 Wochen ein. Gehalten
wurden diese wihrend des 16-wochigen Untersuchungszeitraums im Versuchstierstall
des Instituts fiir klinisch-experimentelle Chirurgie der Universitidt des Saarlandes. Die
Haltung erfolgte unter kontrollierten, pathogenfreien Bedingungen in Standardkifigen
mit 12-stiindlich wechselndem Hell-Dunkel-Rhythmus. Die Zufiihrung von Nahrung
und Leitungswasser erfolgte ad libitum. Weiterhin wurden die Luftfeuchtigkeit und
Temperatur konstant bei 60 % bzw. 21 °C + 2 °C gehalten. Die versuchsgruppenspe-

zifische Fiitterung der Ratten mit 0,25 % Adeninfutter erfolgte durch Teammitglieder
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des kardiologischen Forschungslabors des Universititsklinikums des Saarlandes. Die
durchgefiihrten Experimente waren stets kongruent mit dem deutschen Tierschutzgesetz
und den Bestimmungen der Nationalen Leitlinien fiir Pflege und Nutzung von Labortie-
ren. Jedem Experiment ging die Genehmigung durch das saarldndische Landesamt fiir

Verbraucherschutz (Aktenzeichen: 35/2017) voraus.

3.1.1.3 Induktion der Nephropathie durch Adenin-Fiitterung

Adenin ist eine Purinbase, die in ausreichender Dosierung als Induktor einer sekundéren
CKD im Tiermodell dienen kann. Eine Gabe von Futter mit einem Adenin-Anteil von
0,25 % ftiir 16 Wochen bedingt eine chronische Einschrinkung der Nierenfunktion [46].
Untersuchungen legen nahe, dass folgende zwei Mechanismen ursdchlich an diesem
Effekt beteiligt sind:

Zum einen reagiert Adenin mit 5-Phosphoribosyl-1a-pyrophosphat zu Adenosin-5’- mo-
nophosphat und Pyrophosphat. Dieser »Salvage-Pathway« dient der erneuten Nutzung
von Purinbasen und wird durch das Enzym Adenin-Phsophoribolsytransferase katalysiert
[13]. Im Falle einer iiberméfBigen Adeninzufuhr wie in der vorliegenden Studie kommt
es zur Substratsittigung dieses Enzyms und iiberschiissiges Adenin wird von der Xan-
thindehydrogenase oxidiert. Das hierbei entstehende 2,8-Dihydroxyadenin ist ein gering
loslicher Metabolit, der renal eliminiert wird. Bei der Eliminierung entstehen Prézipitate
im renalen Tubulointerstitium, die eine Nierenschiadigung bedingen.

Zum anderen metabolisiert das Enzym Xanthinoxidase Adenin und andere Purinbasen zu
Harnsdure [198]. Bei Adenin-gefiitterten Ratten konnte ein Anstieg des plasmatischen
Harnsdurespiegels nachgewiesen werden [46]. Erhohte plasmatische Harnsédurespiegel
stellen im menschlichen Organismus einen Risikofaktor fiir Niereninsuffizienz [22] und
kardiovaskulidre Erkrankungen [56] dar, was gesteigerte Harnsdureproduktion als einen
Induktor renaler und kardialer Pathologien im Tiermodell wahrscheinlich macht. Dieser
Verdacht wird dadurch gestiitzt, dass Diwan et al. [46] die renalen und kardialen Folgen
der Adenin-Diit mit Allopurinol, einem Xanthinoxidase-Inhibitor, teilweise riickgédngig
machen konnten.

Histologisch nachweisliche, renale Verdnderungen in beschriebenem Modell der renalen
Kristallopathie umfassen tubulédre Dilatation und Atrophie, milde Glomerulosklerose,
glomeruldre Hypertrophie, interstitielle Fibrose und eine vermehrte, chronische Infil-
tration mit inflammatorischen Zellen [46]. Laborchemisch imponieren ein Anstieg von
Blut-Harnstoff-Stickstoff (BUN) und Plasma-Kreatinin [157] sowie eine Abnahme der
Clearance beider Stoffe [183].
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Uber den gesamten 16-wochigen Untersuchungszeitraum wurde keine CKD-bedingte
Mortalitdt beobachtet. Weiterhin zeigte sich trotz Progression der Nephropathie eine
Gewichtszunahme, eine Steigerung der Trinkmenge und eine nur langsam abnehmende
Nahrungsaufnahme. AuBlerdem wurden die strukturellen renalen Veridnderungen lang-
samer und milder apparent als bei einem 0,75 % Adeninanteil des Futters [46], was
vereinbarer mit der Imitation einer Genese der CKD im Menschen ist. Zeitlich entspricht
die Dauer der Adenindiét (16 Wochen) 8 menschlichen Lebensjahren [153], was der

Nachahmung der langsam progredienten CKD im Menschen entspricht [45].

3.1.1.4 Renale Denervation

Die renale sympathische Denervation (Abb. 9: B) als operativer Eingriff wurde an den 5
Tieren der Adenin-RDN-Gruppe durchgefiihrt. Zeitpunkt des Eingriffs war das Ende der
vierten Woche der 0,25 % Adenin-Diit. Die Narkoseeinleitung- und Aufrechterhaltung
wurde mit dem Inhalationsanésthetikum Isofluran durchgefiihrt. Mithilfe des Isofluranver-
neblers »Fluovac System Harvard Apparatus« (Harvard Apparatus, Holliston, USA) lisst
sich ein Gemisch aus den Gasen Sauerstoff und Isofluran produzieren. Hierbei erlaubt das
System eine manuelle Einstellung des Isofluran-Anteils sowie die Neutralisierung des,
durch Leakagen der Versuchstiermasken entweichenden, Isoflurans mithilfe von Aktiv-
kohlefiltern. Zur Narkoseeinleitung wurden die Tiere in eine verschlieBbare Kunststoffbox
gesetzt, in welcher sie mit 5 Vol.-% Isofluran betdubt wurden. Intraoperativ erhielten
die Tiere dann iiber eine Versuchstiermaske kontinuierlich Isofluranlevel zwischen 1,5
Vol.-% und 2,5 Vol.-%. Um die Augen der Ratten vor Sicca-Schiden zu schiitzen, wurde
jeweils eine Schicht »Bepanthen®« Augen- und Nasensalbe (Bayer AG, Leverkusen,
Deutschland) aufgetragen.

Als operativer Zugang wurde eine mediane Laparotomie durchgefiihrt, die eine beidsei-
tige Darstellung der renalen Hilusgefid3e ermoglicht. Die Destruktion der perivaskulér
gelegenen sympathischen Nervenfasern erfolgte mechanisch und chemisch durch Freile-
gung der Tunica Advaentitia und Benetzung der freigelegten Nierenarterie, zum Zweck
der chemischen Destruktion, fiir 10-15 min mit einer 20 % Phenol/Ethanol-Losung [101].
Die beschriebene Technik fiihrt bei Ratten im Experiment regelmifBig zu einer deutlichen

Reduktion der renalen sympathischen Aktivitit.
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Abbildung 9: Studienprotokoll und RDN.
A: Schematische Darstellung des Studienprotokolls.

B: Bild einer RDN bei der Ratte mit immunhistochemischer Markierung sympathischer renaler Nervenfasern [91].

3.1.2 Gerdte, Software und Material (inkl. Substanzen und

Losungen)

Gerat/Software/Material

\ Hersteller

Acrylamid/Bis Solution, 30 %

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules

Ammoniumpersulfat(APS)

SERVA Electrophoresis

Aprotinin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Aqua Ad iniectabilia B. Braun Melsungen AG, Melsungen
Ampuva Fresenius

Aqua destillata (Aqua dest.)

Bepanthen® Augen- und Nasensalbe

Bayer AG, Leverkusen, Deutschland, Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

B-Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Calciumchlorid (CaCl2)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

CGP-20712A

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Dimethylarsinsdure (C2H7As0O2)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Dithiorethiol (DTT)

Qiagen, Hilden

Dulbecco’s Modified Eagle Medium

Gibco/Invitrogen, Karlsruhe

ECL Prime Western Blotting Nachweisreagenz

GE Healthcare GmbH, Solingen

Entellan

Merck, Darmstadt

Entwickler G 153 A

Agfa, Mortsel, Belgien

Entwickler G 153 B

Agfa, Mortsel, Belgien

Essigsidure (Eisessig), 100 %

Merck, Darmstadt

Ethanol

VWR International GmbH, Darmstadt

Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Fetal Bovine Serum (FKS)

Gibco-Life Technologies GmbH, Karlsruhe

Glycerin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Glycin Fluka

ICI-118551 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Isopropanol Merck, Darmstadt

Isoproterenol Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
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Kaliumchlorid (KCI) Merck, Darmstadt
Kaliumdihydrogenphosphat (H2PO4) Merck, Darmstadt

Kaliumhydroxid (KOH) Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Leupeptin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Magermilchpulver TSI GmbH und Co. KG, Zeven
Methanol VWR International GmbH, Darmstadt

Mounting Medium Vectaschield©

Vector Laboratories, San Francisco

N, N, N’, N’-Tetramethylethylendiamin (TE-
MED)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Natriumacetat (C2H3NaO?2)

Merck, Darmstadt

Natriumazid (NaN3) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Natriumbicarbonat (Na2CQO3) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Natriumchlorid (NaCl) Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Natriumdihydrogenphosphat (NaH2PO4)

Merck, Darmstadt

Natriumdodecylsulfat (SDS), 10 %

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Natriumhydroxid (NaOH)

Merck, Darmstadt

Paraffin

Penicillin

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Phenylmethanesulfonyl fluoride (PMSF), 0,1
mM

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Picrosiriusrot

Morphisto GmbH, Frankfurt am Main

Ponceau S Solution for Electrophoresis, 0,2 %

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg

Polyoxyethylen(20)-sorbitan-monolaurat
(Tween 20)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Protein Assay Reagent A Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules (USA)
Protein Assay Reagent B Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules (USA)
Salzsédure (HCI) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Streptomycin Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Thiomersal Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS), 1 M
pH 8.8

VWR International GmbH, Darmstadt

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS), 1 M
pH 6.8

VWR International GmbH, Darmstadt

Triton X-100 Losung

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Trypsin, 2,5 %

Gibco-Life Technologies GmbH, Darmstadt

Western Blocking Solution

Roche, Mannheim

Xylol Engelbrecht Medizin- und Labortechnik GmbH,
Edermiinde
Zinkchlorid (ZnCl2) Merck, Darmstadt

Amersham Hyperfilm ECL (Gré8e 12.7 x 17.8
cm)

GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg

Analysenwaage ABS 120-4

Kern und Sohn GmbH, Balingen

Aprotinin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
BP-2000 Series II Blood Pressure Analysis Visitech Systems

System

CanoScan LIDE 90 Canon Deutschland GmbH, Krefeld
CK2 inverted Microscope Olympus, Hamburg

Deckgléser VWR International GmbH, Darmstadt

DU 730 UV/Vis Spectrophotometer

Beckman Coulter GmbH, Krefeld
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Elektrophoresekammer Mini PROTEAN® Tetra
cell

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules (USA)

Entwicklungsmaschine Curix 60

Agfa, Mortsel, Belgien

Extra Thick Blot Filter Paper, vorgeschnitten,
7.5x 10 cm

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules (USA)

Falcon® Conical Centrifuge Tubes, 15 ml, 50
ml

Becton Dickinson, N.J., USA

Tiefkiihlschrank

Liebherr, Bulle, Schweiz

Gel Casting Module Mini-Protean Tetra Cell

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules (USA)

Glass Plates

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules (USA)

HeracellTM 1501 CO2-Inkubator

Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA

Image Studio Light 4. 0 Software

LI-COR Biotechnology, Lincoln USA

Isofluranvernebler ,,Fluovac System Harvard
Apparatus*

Harvard Apparatus, Holliston, USA

4F-Katheter ,,HSE Stimulator P Typ 201

Hugo Sachs Elektronik, March

Kiihlzentrifuge Centri Napco 2019R

Thermo Fisher Scientific, Waltham Massachusetts
USA

Magnetrithrer M 6.1

Ingenieurbiiro CAT, M. Zipperer GmbH, Staufen

Lucia G Software

Nikon GmbH, Diisseldorf

Mikroskopsystem Eclipse Ti-S/L.100

Nikon GmbH, Diisseldorf

Objekttrager

Gerhard Menzel B.V. & Co. KG, Braunschweig

pH-Elektrode SenTix 22

WTW, Weilheim

pH-Meter, Eutech Instruments, pH 510 Centrifu-
ge Galaxy 16DH

VWR, Darmstadt

UV-Kiivetten

Sarstedt AG und Co., Nimbrecht

Pipettierhilfe pipetus®

Hirschmann Laborgerite GmbH und Co. KG,
Eberstadt

Pipettenspitzen, 10 ul, 100 pl, 1000 pl

Sarstedt, Niimbrecht

Plattformschiittler Polymax 1040, 10° Neigungs-
winkel

Heidolph Instruments GmbH und Co.KG, Schwa-
bach

PowerPac HC power supply

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules (USA)

Reagiergefil3, 0,5 ml, 1,0 ml, 1,5 ml, 2,0 ml

Sarstedt AG und Co., Niimbrecht

SevenCompact S220-Basic, pH/Ionen-
Tischmessgerit

Mettler-Toledo GmbH, Gief3en

Sonifier Modell 250 CE

Branson Ultrasonics, Danbury, USA

Pipetten, 5 ml, 10 ml, 15 ml, 25 ml

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Sicherheitswerkbank Safe 2020 (Klasse II)

Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachu-
setts USA

Thermomixer R

Eppendorf AG, Hamburg

Trans-Blot® SD Semi-Dry Electrophoretic
Transfer cell

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules (USA)

Transferpipetten, 6 ml

Sarstedt AG und Co., Niimbrecht

Vortex Mixer VV3

VWR International GmbH, Darmstadt

Zellkulturschalen (87 mm Innendurchmesser)

TPP Techno Plastic Products AG, Trasadingen,
Schweiz

Zellkulturtestplatten, 6 Wells

TPP Techno Plastic Products AG, Trasadingen,
Schweiz

Tabelle 1: Geriite, Software und Material (inkl. Substanzen und Losungen)
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3.1.3 Biochemisches Material

3.1.3.1 Antikorper

| Spezifitiit | Spezies/Isotyp Verdiinnung Hersteller

Priméarantikorper fiir

Western-Blot

IL-17A Rabbit/polyklonal 1:1000 Abcam (ab9565)

GAPDH Mouse/monoklonal 1:1000 Merck-KGaA
(G8795)

Coll Goat/polyklonal 1:1000 Southern Biotech
(1310-01)

Primérantikorper

fiir IL-17/CD3-Co-

Immunofarbung

CD3 Mouse/IgM 1:500 (BSA+PBS) Invitrogen
(MA1-80469)

IL-17A Rabbit/IgG 1:100 (BSA+SSC) Abcam

Sekundéarantikorper ‘ ‘ ‘

Maus-IgM Donkey/IgG 1:50 (PBS+Tween) Dianova
(715-025-140)

Rabbit-IgG Donkey/polyklonal 1:50 (SSC+Tween) Dianova
(711-095-152)

Tabelle 2: Liste der in den Versuchen verwendeten Antikorper

3.1.3.2 Losungen fiir die Zellkultur

Losung

Zusammensetzung

Hinweise

Hypotonic Buffer

0,25 M EDTA 0,5 ml,
0,1 M MgCl, 0,625 ml,
0,25 M Tris base 2,5 ml

Auf 125 ml mit Aqua dest. auffiil-
len. Fiir Gebrauch: Aprotinin 2,9
ul; Leupeptin 1 pl; PMSF 10 pl
in 1 ml Hypotonic Buffer geben

RPMI-Hungermedium

RPMI 1640 Medium,
Penicillin (100 pg/ml),
Streptomycin (100 pg/ml)

Vor Gebrauch im Wasserbad auf
37 °C erwidrmen

RPMI-Nihrmedium

RPMI 1640 Medium,
Penicillin (100 pg/ml),
Streptomycin (100 pg/ml)
Fetales Kilberserum (10 %)

Vor Gebrauch im Wasserbad auf
37 °C erwidrmen

Extraktionspuffer

Aqua dest. 500 ml,

20 mM CaCl,-2H,0 1,47 g,
10 mM Cacodylic acid 0,8 g,
150 mM NaCl 4,4 g,

1,5 mM NaN3 48,8 mg,

0,01 % Triton X-100 50 pl,

1 uM ZnCI2 68,2 g

pH auf 5,0 einstellen

Tabelle 3: Losungen fiir die Zellkultur
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3.1.3.3 Losungen und Puffer fiir die Westernblot-Analyse

Losung

‘ Zusammensetzung

Hinweise

Trenngel fiir SDS-PAGE: 10
%

30 % Acrylamid/Bis Solution 3,3 ml,
10 % Ammoniumpersulfat 100 pl,
Aqua dest. 4 ml,

10 % SDS 100 pl,

TEMED 4 pl,

1,5 M Tris (pH 8.8) 2,5 ml

Trenngel fiir SDS-PAGE: 12
%

Acrylamid/Bis Solution (30 %) 4 ml,
Aqua dest. 3,3 ml,

1,5 M Tris (pH 8.8) 2,5 ml,

10 % SDS 100 ul

10 % Ammoniumpersulfat 100 pl,
TEMED 4 ul

Sammelgel fiir SDS-PAGE: 5
Yo

Acrylamid/Bis Solution (30 %) 330 pl,
Ammoniumpersulfat (10 %) 20 ul,
Aqua dest. 1,4 ml, SDS (10 %) 20 pl,
TEMED 2 yl,

1,5 M Tris (pH 6.8) 0,13 ml

10 x Elektrophoresepuffer

Aqua dest. 5000 ml,
Glycin 720 g,

SDS 50 g,

TRIS 151,5¢g

Auf 5000 ml mit
Aqua dest. auffiillen,
fiir Elektrophore-
se mit Aqua dest.
im Verhiltnis 1:10
verdiinnen

Transferpuffer fiir Western-

Aqua dest. 1000 ml,

Aqua dest. vorlegen,

blot Glycin 14,5 g, Substanzen hinzu-
Methanol 200 ml, fiigen, Methanol
TRIS 2,9 g, hinzugeben, pH ein-
stellen auf 8,3, Auf
1000 ml mit Aqua dest.
auffiillen
10 x PBS Aqua dest. 1000 ml, Aqua dest. vorlegen,
KCl12g, Substanzen hinzufiigen
KH;PO4 2,4 g, pH auf 7.4 einstellen,
NaCl 80 g, Auf 1000 ml mit Aqua
Na,HPO4 144 g dest. auffiillen
10 x PBS Aqua dest. Nr. 2 10 min
10 x PBS-T Aqua dest. 1000 ml, Aqua dest. vorlegen,
KCl2g, Substanzen hinzufii-
KH,PO4 2,4 g, gen, pH mit KOH auf
NaCl 80 g, 7,4 einstellen, Auf

NazHPO4 14,4 g,
Tween® 20 10 ml

1000 ml mit Aqua dest.
auffiillen.

Stripping-Puffer

Aqua dest. 67,5 ml,

0,7 % (-Mercaptoethanol 800 pl,
0,5 M Tris-HCI (pH 6,8) 12,5ml,
SDS (10 %) 20 ml
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Ammoniumpersulfat (10 %)

Ammoniumpersulfat 1 g,
Aqua dest. 10 ml

Auf 10 ml mit Aqua
dest. auffiillen, Lagern
bei 4 °C

Hypotonic Buffer fiir Wes-
ternblot

Aqua dest. 125 ml,
0,25 M EDTA (pH 8) 500 pl,
MgCl, (0,1 M) 625 pl,

pH auf 7,6 einstellen,
Auf 125 ml mit Aqua
dest. auffiillen

TRIS (0,25 M) 2,5 ml

Lysepuffer fiir Westernblot Aprotinin 0,29 pl,
Hypotonic Buffer 1 ml,
Leupeptin 1 pl,

PMSF 1 ul

Milch (2 %) Magermilchpulver 500 mg,
1 x PBS-T 25 ml

Milch (5 %) Magermilchpulver 2,5 g,
1 x PBS-T 50 ml

PMSF (1 M) Ethanol (100 %) 10 ml, Lagern bei 4 °C
PMSF 1,742 g

SDS (10 %) Aqua dest. 250 ml,
SDS 25 mg

TRIS (1,5 M) Aqua dest. 500 ml, pH auf 6,8 einstellen
TRIS 90,85 g

Tabelle 4: Losungen und Puffer fiir die Western-Blot-Analyse

3.2 Methoden

3.2.1 Echokardiographie

Die echokardiographische Evaluation aller 14 Versuchstiere erfolgte zu Beginn des Un-
tersuchungszeitraums (>Baseline<), nach 4 Wochen vor den Eingriffen (>pre-RDN«) nach
10 und nach 16 Wochen. Mindestens 1 h vor Beginn der Untersuchung wurden die Ratten
in sachgerechten Transportboxen in das kardiologische Forschungslabor der Inneren
Medizin III des Universititsklinikums des Saarlandes iiberfiihrt. Um eine Gewohnung
an die Umgebung zu gewdhrleisten, wurden die Tiere dort in Kéfige umgesetzt. Nach
verstreichen der Akklimatisierungszeit wurde das Gewicht der Ratten bestimmt und
eine Isofluran-Narkose nach beschriebener Technik durchgefiihrt. Hierunter zeigte sich
stets eine uneingeschrinkte Spontanatmung. Im niichsten Schritt wurde das Bauch- und
Brustfell der Ratten mit einer veterindren Langhaarschneidemaschine (Aesculap, GT416)
entfernt und Resthaarstoppeln mit Epilierungscreme entfernt. Zur Gewihrleistung einer
stabilen Riickenlage wurden die Tiere auf einer kippbaren Unterlage mit Klebestreifen an
den Extremititen fixiert. Nach Aufbringen des Ultraschallgels wurde folgender Untersu-
chungsalgorithmus, mithilfe eines GE-Ultraschallgerites (General Electrics, Logic S6)

und zugehorigem Linearschallkopf (11 Megahertz), angewandt: Zunéchst wurde eine lan-
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ge parasternale Achse (PLAX) des Rattenherzens eingestellt. In dieser Achse wurde ein
bewegtes Bild zur visuellen Beurteilung der linkskardialen Funktion aufgenommen. Dazu
wurden in Enddiastole und Endsystole Bilder im B-Mode (>brightness-mode<) festgehal-
ten. Die Bilder dienten zur Messung des Diameters der anteroseptalen- und Hinterwand
des linken Ventrikels (endsystolisch und enddiastolisch im M-Mode (>motion-mode«)),
des linksventrikuldren Durchmessers in der parasternalen langen Herzachse, der endo-
kardialen und epikardialen linksventrikuldren Flidche sowie des links- und rechtsatrialen
Durchmessers. Als Nichstes wurde in der kurzen parasternalen Achse (PSAX) ein be-
wegtes Bild und ein B-Mode-Bild in der Aortenklappenebene aufgenommen. In dieser
Einstellung wurde die maximale Geschwindigkeit iiber der Pulmonalklappe der Tiere mit
dem PW-Doppler (>Pulsed-Wave-Doppler<) ermittelt. Konsekutiv erfolgte ein Wechsel in
die Papillarmuskelebene, in welcher, erneut in Endsystole und Enddiastole, die endokar-
diale und epikardiale Fldche des linken Ventrikels gemessen wurde. Schliellich wurde
der apikale 4-Kammer-Blick (A4C) eingestellt. In dieser Achse wurde, neben bewegten
Bildern, das E/A-Verhiltnis (E/A-Ratio) mithilfe des PW-Doppler iiber der Mitralklappe

ermittelt.

3.2.1.1 E/A-Verhiltnis (E/A-Ratio)

Die E/A-Ratio ist ein echokardiographisch ermittelter Wert, der das Verhiltnis der maxi-
malen frithdiastolischen transmitralen Blutflussgeschwindigkeit (E oder hochster Punkt
der E-Welle) zu derjenigen der spéten Diastole (A oder hochster Punkt der A-Welle)
anzeigt (Siehe: Abb. 17). Sie ist, nach aktuellen Leitlinien, ein wichtiger Bestandteil der
Evaluation linksventrikuldrer diastolischer Funktion [125, 129]. Die Bedeutung dieses
transmitralen Flussprofils ergibt sich u. a. aus der Annahme, dass es Hinweise auf Relaxa-
tion und Compliance des linken Ventrikels liefert [169]. Die untersuchten Komponenten
(E und A) ergeben sich wie folgt aus der Physiologie des Herzzyklus: Nach dem Schluss
der Aortenklappe beginnt die isovolumetrische Entspannungsphase, in welcher der Druck
im linken Ventrikel ab dem Punkt des schnellsten Druckabfalls in einer exponentielle
Kurve in Richtung Null-Asymptote abnimmt [125, 179]. Die Mitralklappe 6ffnet sich
sobald der linksventrikulidre Druck unter den linksatrialen Druck fillt und es folgt die
frithe passive Fiillung des linken Ventrikels (E-Welle). E korreliert hierbei signifikant mit
dem linksatrialen Druck und dem systolischen linksventrikuldren Druck [27]. Die aktive
spate Fiillung des linken Ventrikels (A-Welle) wird schlieBlich durch die Kontraktion des
linken Vorhofs bedingt [125].
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3.2.2 Blutdruckmessung: Tail-Cuff-Methode

Die Tail-Cuff-Methode ist eine Methode zur Blutdruckmessung von Miusen und Ratten.
Das fiir diese Arbeit verwendete Gerit (BP-2000 Blood Pressure Analysis System Series
IT) macht sich die Technik der Transmissionsbodyplethysmographie zunutze. Bei besagter
Technik wird rotes Licht auf eine Seite des Rattenschwanzes ausgestrahlt, wihrend auf der
gegeniiberliegenden Seite der nicht vom Gewebe absorbierte Anteil des Lichts detektiert
wird. Dieser Anteil dient schlielich als Variable zur Bestimmung von Herzfrequenz und
Blutdruck. Um eine exakte Messung zu gewéhrleisten, werden die Versuchstiere fiir den
Zeitraum der Messung in eine enge Kammer platziert, die an der Riickseite eine Auslas-
sung fiir den Schwanz bietet (Abb. 13: C). Der Schwanz wird in die Messvorrichtung
gelegt und mit einem Streifen medizinischen Klebebands gesichert. Sobald die Tiere sich
in korrekter Position befinden werden multiple Messungen vorgenommen, bis die Analy-
sesoftware (BP-2000 Analysis Software) das Vorliegen valider Werte anzeigt. SchlieBlich
lassen sich die Werte des DBP und SBP sowie der Herzfrequenz zur Auswertung digital
in Microsoft Excel iibertragen.

Da diese Prozedur fiir die Tiere mit Stress verbunden ist, sind vor und nach der Messung
mehrere Minuten zur Akklimatisierung an die Raumbedingungen vorgesehen. Fiir die
Endzeitpunkt-Auswertung wurden die Messwerte der letzten 3 Termine herangezogen.
Die Tail-Cuff-Messung wurde iiber die ganze Projektdauer von 16 Wochen durchgefiihrt
2 mal wochentlich und sogar 2 Wochen vor Beginn der Adenin-Fiitterung gestartet, um
die Tiere an die Prozedur zu gewthnen und artifiziell hohe Blutdruck- und Herzfrequenz-

Werte zu vermeiden.

3.2.3 Histologische Analysen
3.2.3.1 Probeneinbettung zur histologischen Untersuchung

Die fiir die histologische Analyse vorgesehenen Nierenparenchym- und Myokard- und
Milzproben wurden in 0,4 % Formalin gelagert, bevor sie in Paraffin eingegossen wurden.
Daraufhin wurde der Paraffinblock bei -20 °C gekiihlt und in das Mikrotom eingespannt
(LEICA, RM2255). Um die histologischen Schnitte zu fertigen, wurden zunéchst das
tiberstdndige Paraffin sowie die ersten 2 mm des jeweiligen Organs abgetragen. Nun
wurden pro Organ 5 Préparate mit einer Dicke von 5 pm geschnitten und zum Ausglitten
in ein Wasserbad gelegt. SchlieBlich wurden die Proben auf Objekttrager tiberfiihrt und

auf einem Heizblock getrocknet.
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3.2.3.2 Pikrosiriusrot-Farbung
3.2.3.2.1 Theoretische Grundlagen

Die Pikrosiriusrot-Firbung ist eine Methode, mit der sich Kollagenfibrillen der Typen I, I
und III im Gewebe anfirben lassen [74]. Der stark saure Farbstoff besteht aus 6 Sulfonséiu-
regruppen und 4 chromophoren Azofarbstoffgruppen, und weist eine lineare Struktur auf
[74, 93]. Mit Pikrosiriusrot lassen sich, aufgrund seines hohen Extinktionskoeffizienten,
schon kleine fibrotische Areale erkennen und somit eine genaue Quantifizierung von
Fibrose in Geweben erzielen [74, 93]. Dabei gehen die sauren Sulfonsédure-Gruppen
der Farbstoffmolekiile in Bindung mit den basischen Aminosiuren des Kollagens [74].
Hierdurch kommt es zur parallelen Anlagerung des Farbstoffs zur Langsachse der Kolla-
genmolekiile, was zur Verstirkung der natiirlichen Doppelbrechung des Kollagens fiihrt
[74]. Durch ein Lichtmikroskop betrachtet erscheinen fibrotische Areale rot und das
fibrosefreie Gewebe gelb [180].

3.2.3.2.2 Durchfiihrung

Zunichst wurden die Gewebeschnitte von Myokard des linken und rechten Ventrikels und
der Nieren entparaffiniert und mit einer absteigenden Alkoholreihe hydriert. Im néchsten
Schritt wurde die Firbung mittels 60-miniitiger Inkubation in 0,1 % »Sirius-Red-Picric-
Acid« (Picro-Sirius-Red F3BA in Picric Acid saturated 100 ml) durchgefiihrt. SchlieBlich
wurden die Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwissert und mit Entellan
(Schnell-Eindeckmittel, Merck/Darmstadt) eingedeckt, um mechanischen Schutz und

optimale Mikroskopierbedingungen zu schaffen.

Protokoll der Pikrosiriusrot-Farbung

Entparaffinierung Xylol Nr. 1 10 min
Xylol Nr. 2 10 min
Xylol Nr. 3 10 min
Hydration 100 % Isopropanol 5 min
90 % Isopropanol 5 min
70 % Isopropanol 5 min
Waschen Aqua dest. Nr. 1 5 min
Aqua dest. Nr. 2 10 min
Farbung 0,1 % Picrosiriusrot-Losung 60 min
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Waschen Aqua dest. Nr. 1 Kurz spiilen
Aqua dest. Nr. 2 Kurz spiilen
70 % Isopropanol Kurz spiilen
Dehydration 90 % Isopropanol 2 min
100 % Isopropanol 2 min
Kliren Xylol Nr. 1 3 min
Xylol Nr. 2 3 min
Xylol Nr. 3 3 min
Eindecken Entellan

Tabelle 5: Protokoll der Pikrosiriusrot-Férbung

3.2.3.2.3 Auswertung

Fiir die Auswertung wurden die mit Pikrosiriusrot gefdarbten Schnitte bei 10-facher Ver-
groBerung lichtmikroskopisch (Nikon ECLIPSE E600) betrachtet und fotografiert (Nikon
DS-Ri 1). Zur Analyse und Quantifizierung der interstitiellen Kollagenfibrillen wurde die
Digital Software Lucia G (Nikon, Diisseldorf, Germany) verwendet. Pro Versuchstier wur-
den jeweils 40 reprisentative Bilder des renalen Gewebes und 30 reprisentative Bilder des
LV-Myokards aufgenommen. Die Auswertung des Kollagengehaltes im Gewebe erfolgte
kolorimetrisch, wobei ein ein Unterschied von 12 pg Kollagen einer 1,2-fachen Zunahme
der erfassten Farbintensitit entspricht. Damit aussagekriftige Ergebnisse zu den organ-
spezifischen Fibrose-Leveln ermittelt werden konnten, wurden die Nieren (Abb. 20) ohne
Beriicksichtigung der vaskulédren Fibrose, das heif3t der Fibrose des arteriellen Systems,
und der Fibrose der Nierenkapsel ausgewertet (Interstitielle Fibrose). Hierfiir wurden
die renale Kapsel und die Arterien, inklusive perivaskulirem Gewebe (Initima, Media
und Advaentitia), digital aus den Bildern entfernt. Um eine korrekte Quantifizierung zu
gewdhrleisten, wurde die Intensitédt des Hintergrunds vom IOD-Wert (>integrated optical
density<) subtrahiert. Die Daten wurden schlielich als fraktioneller kollagenhaltiger

Bereich in % von myokardialem bzw. renalem Gewebe dargestellt.

3.2.3.3 Hamatoxylin-Eosin-Farbung
3.2.3.3.1 Theoretische Grundlagen

Bei der Himatoxylin-Eosin-Féarbung handelt es sich um eine weit verbreitete histolo-

gische Standardfirbung, die in erster Linie als Ubersichtsfirbung dient. Sie erlaubt die
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Differenzierung verschiedener Gewebe und kann erste Hinweise auf Pathologien im
untersuchten Gewebe liefern [185]. Die beiden namensgebenden Farbstoffe Himatoxylin
und Eosin werden hierzu in folgender Weise eingesetzt: Die Methode beginnt mit der
Verarbeitung von Himatoxylin, einem aus dem Blauholzbaum gewonnenen Farbstoff. Vor
der Anwendung muss dieser zu Himatein oxidiert werden [171]. Anschlielend werden
Aluminiumionen hinzugefiigt, wodurch Hdmalaunlésung entsteht. In der Himalaunlo-
sung prézipitieren in saurem Milieu Metall-Hidmatein-Komplexe [185], die an basophile
Strukturen im Gewebe binden und diese rot farben. Die nun rot angeféarbten Priparate
werden daraufhin beim sogenannten >Bliduen< mit Leitungswasser oder speziellen Puffern
gespiilt, um den pH-Wert auf einen Zielwert > 3 zu erhohen. Hierdurch ergibt sich eine
Farbumschlag zu Blauviolett. Ferner ldsst sich die Loslichkeit der Himalaunlésung durch
ein Anheben des pH-Wert verringern, mit dem Ergebnis einer Farbfixierung. Die ver-
gleichsweise basophilen Zellkerne und endoplasmatischen Retikula erscheinen nun blau
[24]. Der zweite Farbstoff ist das Eosin (0,5 % wissrige Eosin-G-Losung), eine syntheti-
sche, negativ geladene, saure Substanz. Seines sauren Charakters entsprechend farbt Eosin
alle azidophilen Strukturen im Gewebe rotlich, beispielsweise Proteine des Zytoplasmas,
glatte endoplasmatische Retikula und Mitochondrien [24]. Die Begriffe »azidophil< und

eosinophil« werden in diesem Zusammenhang hiufig synonym verwendet.

3.2.3.3.2 Durchfiihrung

Die Milz-Gewebeschnitte wurden entparaffiniert. Konsekutiv wurde zunéchst eine Rehy-
dration mittels aufsteigender Alkoholreihe durchgefiihrt. Es folgten die erste Farbung mit
Hématoxylin nach Ehrlich und das Blduen unter flieBendem Leitungswasser. Der zweite
Teil der Farbung umfasste die Behandlung der Schnitte mit wissriger Eosin-Lésung und
eine Dehydrierung in absteigender Alkoholreihe. AbschlieSend wurden die Priaparate mit

einer Xylolreihe geklirt und mit Entellan eingedeckt.

Protokoll der Himatoxylin-Eosin-Fiarbung

Entparaffinierung Xylol Nr. 1 10 min
Xylol Nr. 2 10 min
Xylol Nr. 3 10 min

Rehydrierung 100 % Isopropanol 5 min
90 % Isopropanol 5 min
70 % Isopropanol 5 min
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Waschen Aqua dest. 5 min
Farbung Himatoxylin nach Ehrlich 10 min
Unter flieBendem Aqua dest. spii- | 2min
len
Mikroskopieren zur Kontrolle
HCL-Alkohol
Mikroskopieren zur Kontrolle
Aqua dest.
Bliduen FlieBendes Leitungswasser 15 min
Aqua dest.
Gegenfiarbung Eosin 15s
Aqua dest.
Dehydrierung 90 % Isopropanol 2 min
100 % Isopropanol 2 min
Kliren Xylol Nr. 1 3 min
Xylol Nr. 2 3 min
Xylol Nr. 3 3 min
Eindecken Entellan

Tabelle 6: Protokoll der Himatoxylin-Eosin-Firbung

3.2.4 Western-Blot-Analyse

3.2.4.1 Probengewinnung & Praparation des Gesamthomogenats

3.2.4.1.1 Gewebe

Unmittelbar nach der Organentnahme aus den Ratten der Versuchspopulation wurden
die fiir die Western-Blot-Analyse vorgesehenen Gewebe-, Plasma- und Urinproben in
fliissigem Stickstoff schockgefroren und anschlieend bei -80°C konserviert. Zur Her-
stellung des Gesamthomogenats wurden reprisentative Teile der entnommenen Organe
mit einem Skalpell abgetrennt (Abb. 10: A1). Die etwa kichererbsengrofen Organanteile
wurden in diesem Zuge sowohl fiir die Herstellung der histologischen Schnitte wie auch
fiir die Western-Blot-Analyse gewonnen, wobei stets auf Eis gearbeitet wurde. Weiterhin
wurden die Proben in Reagiergefilie gegeben, indes die fiir die Western-Blot-Analyse
bestimmten Gewebeanteile mit Extraktionspuffer versetzt und auf Eis gepottert wurden

(Abb. 10: A2). Das Verhiltnis von Probenmasse zu Extraktionspuffer folgte hierbei der
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folgenden Formel: Masse der Probe in g x 5 = bendtigte Menge Extraktionspuffer in
ml. SchlieBlich wurde eine weitere Homogenisierung der Gewebe mittels Ultraschall

durchgefiihrt (Abb. 10: A3).

3.2.4.2 Proteinbestimmung nach Lowry

Die Proteinbestimmung nach Lowry et al. (1951) [109] (Abb. 10: B) ist eine Methode,
mit welcher kolorimetrisch die Proteinkonzentration in Gesamthomogenaten bestimmt
werden kann. In einem ersten Schritt wird hierbei in alkalischer Losung ein Komplex
zwischen Kupfer(Il)-Ionen und den Peptidbindungen der Proteine gebildet. Anschlieend
wird ein Phosphomolybdat-Phosphowolfram-Reagens (Folin-Ciocalteu-Phenol-Reagens)
hinzugefiigt, welches von dem Kupfer-Protein-Komplex reduziert wird. Dieser Prozess
fiihrt zu einer Blaufarbung, die in ihrer Intensitit von der in der Probe enthaltenen Prote-
inkonzentration abhingt [109].

Um mithilfe dieser Blaufirbung die Kolometrie durchzufiihren, wurde das »Detergent
Compatible Kit« (DC protein assay, Bio-Rad, Miinchen) in folgender Weise verwendet:
18 ul Extraktionspuffer, 100 ul BioRad Reagent A (1 ml A + 20 ul S-Losung) und 800
ul BioRad Reagent B wurden mit 2 ul des zu analysierenden Homogenats gemischt
(Abb. 10: B1). 20 pl Extraktionspuffer fungierten als Blankoprobe. Es schloss sich eine
15-miniitige Inkubation der Losung bei Raumtemperatur (RT) an.

Die Losung wurde schlieflich in einer Plastikkiivette im Photometer platziert. Es folgte
eine zweifache Messung der Absorption bei 750 nm (Abb. 10: B2). Als Referenz im Kon-

zentrationsbereich zwischen 100-1000 ug diente eine Losung aus Rinderserumalbumin.

3.2.4.3 SDS-Gelelektrophorese

Im Rahmen der Sodium(Natrium)-dodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-
PAGE) (Abb. 10: C) werden Proteine nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Hierfiir
wurden zunichst die Gesamthomogenate bzw. Urin-, Plasmaproben und Zellkulturiiber-
stande (Siehe: Abschnitte 4.2.1 und 4.2.2), gemif der Proteinbestimmung, mit >Hy-
potonic Buffer< und Ladepuffer versetzt und gegebenenfalls fiir 5 min bei 95 °C erhitzt
(Siehe Abschnitt 3.1.3.3). Fiir die Untersuchung der Homogenate der Nierenparenchym-
und Myokardproben wurde eine ausgewihlte Probe als interne Ladekontrolle verwen-
det. Vorbereitend wurden ein Trenngel und ein Sammelgel nach dem Protokoll in Ab-
schnitt 3.1.3.3 angesetzt. Das Trenngel wurde zwischen die Glasscheiben gegeben, wo
es nach ca. 25 Minuten in eine polymerisierte, feste Form iiberging. Weiterhin wurde

das Sammelgel dariiber geschichtet und ein Plastikkamm eingesteckt, der die Probenta-
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schen priaformierte (Abb. 10: C1). Das fertige Polyacrylamid-Gel wurde schlie8lich in
die Elektrophorese- Apparatur eingespannt, die mit Elektrophoresepuffer befiillt wurde
(Abb. 10: C3). SchlieBlich wurde das Trenngel gemeinsam mit Dithiothreitol (DTT),
einem stark reduizierendes Reagens, was die Bildung von Disulfidbriicken zwischen den

Proteinen verhindert, fiir 5 min bei 95 °C erhitzt.

Es folgte das Pipettieren der Proben (25-50 ug/Slot) in die priformierten Geltaschen
(Abb. 10: C2), wobei der erste Slot mit einem Molekulargewichtsstandard versehen
wurde. Sukzessive wurden die Proteine, durch Anlegen einer Spannung von 80 Volt (V)
wihrend der Sammelphase und 100 V wihrend der Trennphase, nach ihrem Molekularge-
wicht separiert (Abb. 10: C3). Die gesamte SDS-PAGE dauerte zwischen 90 und 120

min.

3.2.4.4 Immunoblotting

Nach Abschluss der Gelelektrophorese folgte die Ubertragung der Proteine auf eine
Nitrocellulose-Membran (PROTAN Nitrocellulose Transfer Membrane Pore size 0,2 um,
Schleicher § Schuell GmbH, Dassel). Dies wurde mithilfe der >semi-dry electrophoretic
blotting«-Technik (0,8 Milliampere (mA)/cm?2) erzielt, die auf der Wanderung negativ
geladener Proteine zur Anode basiert (Abb. 10: D1).

Zunéchst wurden die Nitrocellulose-Membran, das Gel und ein Filterpapier mit Transfer-
puffer versehen und nach dem Sandwich-Prinzip in die Blotting-Apparatur (BIO-RAD
Trans-Blot Semi-DRY Transfer Cell) geschichtet, wobei die Membran proximal zur
Anode lag. Der 45-miniitige Transfer erfolgt unter einem Gleichstrom von 200 mA.

Um den Erfolg der Ubertragung zu kontrollieren und den jeweiligen Proteingehalt abzu-
schitzen, wurde die Membran fiir 1 min mit Ponceau-Rot inkubiert und mit Aqua dest.
abgespiilt.

Zur Vermeidung von Bindungen der Primérantikorper an unspezifische Proteinbindungs-
stellen wurde die Membran fiir mindestens 1 h auf einem Schiittler mit Blocker-Losung
(1 % Western Blocking Reagent, angesetzt mit PBS-T) {iberschichtet.

Die Nitrocellulose-Membran wurde iiber Nacht mit dem mit PBS-T verdiinnten Priméran-
tikorper (siehe Abschnitt 3.1.3.1) bei 4 °C unter kontinuierlicher Rotationsbewegung
inkubiert (Abb. 10: D2). Am nichsten Tag wurde die Membran durch vierfaches Waschen
in 1 x PBS-T (2 x 5 min, 2 x 10 min) von ungebundenen Antikérpern befreit.

Danach wurde der Sekundérantikdrper mit 5 % Magermilch in PBS-T verdiinnt und auf

die Membran appliziert (Abb. 10: D2). Nach einer einstiindigen Inkubation bei RT wurde
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die Membran erneut gewaschen (2 x 5 min, 2 x 10 min in 1 x PBS-T, 1 x 10 min in PBS).
Um die jeweiligen Zielproteine sichtbar zu machen, wurde das >enhanced chemilumine-
scence reagent< (ECL) (Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg) fiir 1
min diinn auf die Membran aufgebracht (Abb. 10: D3).

Die Acridimium-Ester des ECL reagieren mit der an den Sekundérantikdrper gebundenen
Peroxidase, wobei eine detektierbare Chemilumineszenz entsteht. Diese Lumineszenz
schwirzt schlieBlich einen Rontgenfilm (Hyperfilm MP, Amersham Pharmacia Europe
GmbH, Freiburg) im Bereich der mit Antikorper beladenen Banden und erlaubt eine
quantitative Auswertung.

Da die Proteinbeladung anfillig fiir Abweichungen ist, muss fiir jedes Gel zusitzlich das
Enzym Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) als Ladekontrolle ausge-
wertet werden. Zu diesem Zweck werden die Membranen von den Primér- und Sekun-
dédrantikorpern befreit (>Stripping<) (bei 57 °C Inkubation in Stripping Buffer fiir 27 min,
2 X 5 min 2 x 10 min waschen in PBS-T, 2 x 5 min, 2 x 10 min waschen in PBS, 1 h blo-
cken in Milch) und iiber Nacht mit einem GAPDH-Antikorper (siehe Abschnitt 3.1.3.1)
inkubiert (Abb. 10: D3). Auf diese Weise lassen sich die zuvor bestimmten Werte rela-
tiv zur GAPDH-Menge normieren. Im Falle des Western-Blots zum IL-17A-Gehalt im
Urin wurde stadtdessen Kreatinin (Gerit zur Auswertung: Beckman Coulter, AU480)

verwendet und im Falle des IL-17A-Plasmagehalts die Plasmaproteinkonzentration.

3.2.4.5 Auswertung

Die Quantifizierung der betreffenden Proteine erfolgte durch die Messung der jeweiligen
Banden im Autoradiographen (Abb. 10: D4), mithilfe des Programms >Image Quant
Personal Densitometer< (Molecular Dynamics, Krefeld). In derselben Weise wurde die
Normierung der Banden auf das Signal von GAPDH bzw. Kreatinin durchgefiihrt. Die
Daten wurden als optische Dichtewerte (>integrated optical density< (IOD)) in Prozent

einer Kontroll-Probe prisentiert.
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Abbildung 10: Western-Blot-Analyse von der Probengwinnung bis zur Auswertung. (Erzeugt mit BioRender.com)
A: Probengewinnung mit Préparation von kardialen und renalen Proben

B: Kolorimetrische Proteinbestimmung nach Lowry mittels Absorptionsmessung.

C: SDS-Gelelektrophorese mit (1) Einbringen von Trenngel und Sammelgel, (2) Pipettieren der jeweiligen Proben
in die priaformierten Geltaschen, (3) Auftrennen der Proteine nach Molekulargewicht durch Applikation elektrischer
Spannung.

D: Prozess des Immunoblottings mit (1) Semi-dry electrophoretic blotting, (2) Inkubation der Nitrocellulose-
Membran mit Primér- und Sekundérantikorper, (3) Chemilumineszenz-Markierung mit ECL) und Normierung durch
Inkubation mit GAPDH, (4) Darstellung der Banden im Autoradiographen.
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3.2.5 Zellkultur
3.2.5.1 Isolation von mononukledaren Zellen aus Milzen der Ratte

Die mononukledren Zellen (MNC = smononuclear cells<) der 14 Ratten wurden aus den
Milzen der Tiere gewonnen. Zu diesem Zweck wurden die Milzen wenige Sekunden nach
der Organentnahme in ein mit 15 ml PBS-Losung befiilltes Falcon tiberfiihrt. Das Organ
wurde anschlieBend in eine Petrischale mit 5 ml Milzpuffer (Liicke: Hier bitte Zusam-
mensetzung eintragen) gelegt und mit chirurgischem Werkzeug zerkleinert (Abb. 11: A).
Darauthin wurden die so geldsten Milzbestandteile durch einen Filter in ein mit 10 ml
PBS und 15 ml Milzpuffer befiilltes Falcon pippettiert. Die so entstandene Losung wurde
mittels Stabpipette sorgfiltig durchmischt. SchlieBlich wurden 15 ml Ficolllosung in
einem zweiten Falcon mit der soeben hergestellten Milz-Losung iiberschichtet (Abb. 11:
B). Es folgte eine 20 miniitige Zentrifugation (Abb. 11: C) (Gerit: Megafuge 1.0 R,
Heraeus Group, Hanau Germany) des 2-phasigen Inhalts bei 2400 rpm (>rotations per
minute<). Hiernach wurde die nunmehr visuell abgrenzbare MNC-Schicht mittels Pipette
abgesaugt und in einem weiteren Zentrifugationsschritt (10 min, 2400 rpm) mit 50 ml
PBS-Losung gewaschen. Es entstand ein Zellpellet am Boden des Falcons, was mit 5
ml PBS-Losung resuspendiert wurde, bevor die beschriebene Waschung ein drittes Mal
durchgefiihrt wurde. SchlieBlich wurde der PBS-Uberstand entfernt und das Zell-Pellet

konnte zur spiteren Weiterverwendung eingefroren werden (Abb. 11: D).

A /\ (e B

FALCON A FALCON B

‘ [0 «— 5 miMilzlssung ‘ <+ Inhalt Falcon A
\ (durchmischt)
~— -— =] . .
Milzpuffer Rattenmilz 12 2: ;IBiISz/puffer @ <+ 15 ml Ficolllésung
D U
. 1.) 20 min, 2400 rpm

=

LY )
7/ <+— Granulozyten @_ 2.) 10 min, 2400 rpm

— Erythrazyten -~ 3.) 10 min, 2400 rpm

+— MNC-Pellet

Abbildung 11: Isolation von mononukleéren Zellen aus Milzen der Rattenpopulation.

A: Priparieren der Rattenmilz fiir die MNC/Splenozyten-Isolation.

B: Uberschichten der Ficolllssung mit der Probenlésung mittels Stabpipette.

C: Zentrifugieren der Probe: 1.) Auftrennen der Milz-/Blutbestandteile 2.+3.) Waschen der MNC mit PBS.
D: MNC-Pellet bereit zum Einfrieren/Verarbeiten.
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3.2.5.2 Zellzahlbestimmung

Die Zellzahlbestimmung erfolgte mikroskopisch mittels Neubauer-Zdhlkammer. Hierfiir
wurden 5 pl der Zellsuspension (mononukleédres Zellpellet + 1 ml RPMI-Medium) mit
95 ul Tiirks-Solution (3,0 ml Eisessig + 1 ml 1 % Gentianaviolettlosung + 100 ml
destilliertes Wasser) in einem Eppendorf-Gefifl gemischt. Diese Farbung ermoglicht
es Leukozytenkerne blau anzufdrben, wahrend Erythrozyten und Thrombozyten lysiert

werden.

3.2.5.3 Einfrieren und Auftauen von mononukledren Zellen

Zu den zuvor mit 1 ml RPMI-Medium resuspendierten Zellen wurden in einem zweiten
Schritt mit einer Pipette weitere 800 pul des Mediums sowie 200 pl Dimethylsulfoxid
(DMSO) hinzugefiigt. DMSO ist stark hygroskopisch, wodurch die Bildung von Eiskris-
tallen wihrend des Einfrierens unterbunden wird. Konsekutiv wurde die Zellsuspension
in markierte Kryorohrchen pippettiert und fiir 24 h bei -70 °C deponiert. Anschlieend
wurden die Rohrchen in einen Tank mit fliissigem Stickstoff (-196 °C) iiberfiihrt. Eine
Aufbewahrung bei dieser Temperatur ermoglicht eine langerfristige Lagerung und die
Zellkultivierung nach dem Auftauen.

Zum Auftauen wurde das DMSO durch Mehrfachwaschung mit Vollmedium entfernt.

SchlieBlich wurden die Zellen in Kultur genommen.

3.2.5.4 Alligemeine Bedingungen der Zellkultur fiir Splenozyten und
H9c2-Zellen

Jegliche die Zellkultur betreffenden Titigkeiten wurden stets unter einer Sterilbank
durchgefiihrt. Zwischen den Anwendungen wurden die Kulturen in CO,-Brutschrinken

bei 37 °C und 95 % O, /' 5 % CO; inkubiert.

3.2.5.5 Stimulation von mononukledren Zellen aus Rattenmilzen

(Splenozyten) und Kardiomyoblasten der H9c2-Zelllinie

3.2.5.5.1 Theoretische Grundlagen

Bei dem vorliegenden Versuch handelt es sich um ein in-vitro-Modell mit Western-Blot-
Analyse (Siehe: Abschnitt 3.2.4), das zwei Fragen kldren soll: (1) Fiihrt eine sympatho-
mimetische Stimulation von mononukleéren Zellen bzw. H9c2-Kardiomyoblasten zum
Effekt einer gesteigerten Freisetzung von IL-17A? (2) Ist dieser Effekt vermehrt durch

[31-Adrenozeptoren, [32-Adrenozeptoren oder unselektiv vermittelt?
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Die sympathomimetische Stimulation wurde mit dem (3-adrenergen Agonisten Isopro-
terenol (ISO) durchgefiihrt. ISO, auch Isoprenalin genannt, ist ein synthetisches Ka-
techolamin, welches erstmals in den spiten 30er Jahren untersucht wurde und seine
erste klinische Anwendung in der Behandlung von Asthma Bronchiale fand [3]. Es
wirkt fast ausschlieBlich auf (3-Adrenozeptoren, wobei seine Wirkung auf 31- und 32-
Adrenozeptoren dquivalent ist. Durch seinen 31-Agonismus hat Isoproterenol positiv
chronotrope, dromotrope, inotrope und lusitrope Effekte auf das Herz, wihrend sein
[32-Agonismus u. a. zur Relaxation von glatter Muskulatur in Arteriolen, Bronchien und
Uterus fiihrt [4].

Weiterhin exprimieren alle mononukledren Zellen des Blutes sowohl 31- als auch 32-
Adrenozeptoren, was sie empfinglich fiir sympathoadrenerge Stimulation macht [121].
Um die Selektivitit der untersuchten Effekte zu {iberpriifen, kamen zwei Adrenozeptor-
Antagonisten zum Einsatz: Der hochspezifische [32-Adrenozeptor-Antagonist ICI 118551
(ICI) [144] und der ebenfalls hochspezifische 3 1-Adrenozeptor-Antagonist CGP-20712A
(CGP) [47].

3.2.5.5.2 H9c2-Zelllinie (Kardiomyoblasten)

Die Kardiomyblasten der H9c2-Zelllinie teilen zahlreiche Eigenschaften mit adulten
Kardiomyozyten und erlauben somit die Untersuchung dieser Zellentitét unter Kultur-
bedingungen. In der vorliegenden Arbeit dienen sie als Modell zur Erforschung des
Zusammenhangs von sympathoadrenergen Stimuli und der Produktion von IL-17A durch
Herzmuskelzellen. Die H9c2-Zelllinie wurde 1976 erstmalig von Kimes und Brandt kulti-
viert und beschrieben, die sie aus ventrikuldrem Gewebe 13 Tage alter Rattenembryonen
isolierten [81]. Es konnte nachgewiesen werden, dass die H9c2-Zellen moyokardtypische
Eigenschaften der hormonellen und elektrischen Signaltransduktion besitzen. Insbesonde-
re exprimieren sie einen an der Oberflichenmembran lokalisierten spannungsabhéngi-
gen L-Typ-Calciumkanal, der auf (3-adrenerge Stimulation via Isoproterenol mit einer
deutlichen Steigerung des Calciumeinstroms reagiert [69]. Weiterhin wurde festgestellt,
dass sowohl der 31- als auch (32-Adrenozeptor auf der duBleren Plasmamembran der
HOc2-Zellen verteilt ist [10], wodurch sie sich fiir den hier durchgefiihrten Versuch mit
sympathoadrenerger Stimulation und Spezifititspriifung des fiir die resultierenden Effekte
auf die IL-17A Produktion veranwortlichen Signalwegs (durch (31 oder (32-Adrenozeptor

induziert) eignen.
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3.2.5.5.3 Durchfiihrung

Zur in-vitro-Stimulation wurden zunéchst Splenozyten aus 12 Wochen alten, gesunden
Sprague-Dawley-Ratten isoliert (Siehe: Abschnitt 3.2.5.1), eingefroren und am ersten
Versuchstag, parallel zu den H9c2-Zellen, wieder aufgetaut (Siehe: Abschnitt 3.2.5.3).
Die Kryordhrchen mit den isolierten Zellen wurden in einem Wirmebad in Ethanol leicht
angetaut und anschlieBend in ein Falcon mit 10 ml Nihrmedium (RPMI 1640 + 10 %
FKS) fallen gelassen (Abb. 12: A). Daraufthin wurde die Zellsuspension zentrifugiert
(3 min, 900 rpm), sodass sich am Boden eine Zellpellet bildete. Der Mediumiiberstand
wurde in der Folge abgesaugt, bevor das Zellpellet mit weiteren 10 ml desselben Mediums
resuspendiert und schlieBlich auf 6-Well-Platten ausgesit wurde (Abb. 12: B). Jedes Well
wurde mit 1 ml Ndhrmedium befiillt. Nach 24 h Adhirenzzeit wurde das Ndhrmedium fiir
24 h mit Hungermedium ausgetauscht, bevor die Stimulationsexperimente in wiederum
frischen Hungermedium begannen. In einem nichsten Schritt wurden jeweils 6 der insge-
samt 25 Wells mit ICI bzw. CGP versetzt, bevor nach einer Latenz von 30 Minuten alle
Wells, ausgenommen 7 Kontrollen, mit 1 umol/l Isoproterenol versehen wurden (Abb. 12:
C). Da Isoproterenol lichtempfindlich ist, wurde es stets bei relativer Dunkelheit ange-
wandt. Die Gesamtstimulationsdauer betrug 72 h, wobei das Hungermedium alle 24 h
ausgewechselt wurde und neu stimuliert wurde. Die Betablocker wurden stets 30 min vor
der Isoproterenolzugabe verabreicht.

Nach 72 h wurde der Zelliiberstand asserviert und zentrifugiert (3 min, 900 rpm), um
verbliebene Splenozyten oder Kardiomyoblasten zu entfernen. Der so entstandene Uber-
stand wurde schlieflich in 1,5 ml Eppendorfer Reaktionsgefife iiberfiihrt (Abb. 12: D).
In der Folge wurde der jeweilige Gehalt von IL-17A wie in Abschnitt 3.2.4 beschrieben

via Western-Blot-Verfahren ermittelt.
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Abbildung 12: Stimulation von Splenozyten aus Rattenmilzen und H9c2-Zellen (Erzeugt mit BioRender.com)

A: Auftauen der Splenozyten und Gabe in Nahrmedium.

B: Zentrifugation und Resuspendierung der Zellen.

C: Stimulation der Splenozyten mit dem sympathomimetischen (3-Adrenorezeptor-Agonisten Isoproterenol und den
3-Adrenozeptorblockern ICI 115.881 (32-Adrenozeptor-Blocker) und CGP-20712A (3 1-Adrenozeptor-Blocker).
D: 24 h Inkubation und Zentrifugation, um den im Western-Blot-Verfahren auszuwertenden Zellkulturiiberstand zu
erzeugen.

3.2.6 IL-17A/CD3-Co-Immunofluoreszenzfirbung
3.2.6.1 Theoretische Grundlagen

Die IL-17A/CD3-Co-Immunofluoreszenzfirbung ermoglicht die Identifikation von freiem
IL-17A, CD3"-T-Lymphozyten (CD3"-TLs) sowie IL-17A produzierenden CD3"-TLs
(IL17ATCD3*"-TLs) im Gewebe.

3.2.6.1.1 Firbung von CD3 und der T-Zell-Rezeptor-CD3-Komplex

CD3 ist ein spezifischer Oberflichenmarker von T-Lymphozyten, der nie auf B-Lymphozyten
oder NK-Zellen exprimiert wird. In gesunden Erwachsenen exprimieren 65 - 88 % aller
Lymphozyten des peripheren Blutes das CD3 [174]. Im Folgenden werden die Morpholo-
gie sowie die Beziehung des CD3 zum T-Zell-Antigen-Rezeptor (TCR) beschrieben:
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Der TCR setzt sich aus mindestens 6 Proteinen zusammen. Dazu gehoren die - und
[-Kette des «f3-Heterodimers sowie die assoziierten y-,0-,¢-,(- und/oder n-Ketten des
CD3 [16, 30]. Wihrend die antigenbindende TCR-Einheit (x[3-Heterodimer) keine signi-
fikanten intrazelluliren Dominen aufweist, enthélt das CD3 intrazelluldre Signaleinheiten,
die den TCR/CD3-Komplex mit dem nachgeschalteten intrazelluldren Signaltransdukti-
onsweg verbinden [16, 87]. Somit muss die fritheste Signalaktivitit des TCR die Infor-
mationsweitergabe von der antigenbindenen TCR-Einheit zu den CD3-Untereinheiten
beinhalten [87].

In der IL-17A/CD3-Co-Immunofluoreszenzfarbung dient die Farbung von CD3 der
Abgrenzung von T-Lymphozyten zu anderen, histomorphologisch dhnlichen, mono-
nukledren Zellen. Hierfiir bindet der Primérantikorper das CD3 und wird seinerseits
durch den Sekundirantikorper gebunden, der aufgrund seiner Kopplung an TRITC (5(6)-

Tetramethylrhodaminisothiocyanat) rot erscheint.

3.2.6.1.2 Farbung von IL-17A

Das Zytokin IL-17A wird im Abschnitt 2.6 ausfiihrlich charakterisiert. In der hier
beschriebenen Firbung wird der Botenstoff IL-17A vom Primérantikorper gebunden, der
wiederum Zielmolekiil des Sekundérantikorpers ist. Letzterer erscheint in der Firbung

griin, da er an FITC (Fluorescin) gekoppelt ist.

3.2.6.2 Durchfiihrung

3.2.6.2.1 Immunofirbung von CD3

Die Gewebeschnitte wurden (LV-Myokard und Nierenparenchym) entparaffiniert und
mit einer absteigenden Alkoholreihe hydriert. Es folgte eine 40-miniitige Inkubation in
0,05 % Citraconsdure Anhydrid Puffer bei +98 °C und einem pH von 7,4. Darauthin
wurden die Schnitte bei RT 30 Minuten lang abgekiihlt und anschlieBend fiir 10 Minuten
in 1 x PBS + Tween gelagert. Als Nichstes wurden die Schnitte fiir 30 Minuten bei +37
°C in einer feuchten Kammer mit 1 x PBS + 4 % Rinderserumalbumin (Blocklésung)
inkubiert. SchlieBlich wurde die Blocklosung entfernt und der Primérantikérper (Maus
Monoklonal IgM anti CD3, Invitrogen), im Verhiltnis 1:500 mit Blocklésung gemischt,
auf die Schnitte gegeben, die daraufhin fiir 2 Nichte (48 h) bei +4 °C inkubiert wurden.
Am dritten Tag wurden die Schnitte initial fiir 3 h in der feuchten Kammer bei +37
°C inkubiert. Es folgte ein 3 x 5-miniitiges Waschen mit 1 x PBS + Tween bei RT.
Konsekutiv wurden die Priaparate mit dem Sekundirantikorper (Anti-Maus-IgM pChain

Specific-TRITC (rot), Dianova) und 1 x PBS + Tween im Verhéltnis 1:50 fiir 2 h bei
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+37 °C in der feuchten Kammer inkubiert. Das initiale Waschen mit 1 x PBS + Tween
wurde darauthin wiederholt. In der Folge wurden die Schnitte fiir 5 Minuten bei RT mit
DAPI (4’,6-Diamidin-2-phenylindol) und Aqua destillata im Verhiltnis 1:100 behandelt.
Die Objekttriger mit den Priparaten wurden anschlieend getrocknet, mit Mounting
Medium (>Vectaschield©«) eingedeckt und abermals getrocknet. Abschlieend wurden
die Préaparate bei RT fiir 10 Minuten in 4 x SSC (>saline sodium citrate<) + Tween
gewaschen und getrocknet. An diesem Punkt konnte zu der Immunféarbung fiir IL-17A

iibergegangen werden.

3.2.6.2.2 Immunofirbung von IL-17A

Am selben Tag (Tag 3) wurden die schon fiir CD3 geférbten Préparate fiir 30 Minuten in
der feuchten Kammer (+37 °C) mit 4 % Rinderserumalbumin + 4 x SSC (Blocklosung)
inkubiert, danach wurde die Blocklosung entfernt. Im néchsten Schritt wurden die Pripa-
rate mit dem, 100fach mit Blocklosung verdiinnten, Primérantikdrper (Rabbit Polyklonal
IgG anti IL-17A) behandelt und fiir 2 Nichte (48 h) bei +4 °C in der feuchten Kammer
inkubiert.

Der fiinfte Tag begann mit einer 3-stiindigen Inkubation in der feuchten Kammer (+37
°C), wonach die Schnitte 3 x 5 Minuten mit 4 x SSC + Tween gewaschen wurden (RT).
Daraufhin wurden die Priparate mit dem Sekundérantikorper (Anti-Rabbit-IgG-FITC)
behandelt, der zuvor im Verhiltnis 1:50 mit 4 x SSC + Tween verdiinnt wurde. Die Inku-
bationszeit fiir den Sekundirantikorper betrug 2 h und erfolgte in der feuchten Kammer
(+37 °C). AnschlieBend erfolgte eine weitere Waschung von 3 x 5 Minuten mit 4 x SSC
+ Tween, bevor die Priparate mit DAPI und Aqua dest. im Verhiltnis 1:100 behandelt
wurden. AbschlieBend wurden die Schnitte fiir 5 Minuten mit Aqua dest. gewaschen und

mit Mounting Medium (>Vectaschield©«) eingedeckt.

Protokoll fiir die IL-17A/CD3-Co-Immunofluoreszenzfirbung

Tag 1
Entparaffinierung Heizplatte +70 °C 30 min
100 % Ethanol 5 min
100 % Ethanol 5 min
85 % Ethanol 5 min
70 % Ethanol 5 min
Waschen Aqua. Dest. 2 x 5 min
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Inkubation 0,05 % Citraconsidure Anhydrid | 1h
Puffer (pH 7.4)
Abkiihlen bei RT 30 min
Waschen 1 x PBS + Tween (RT) 10 min
Trocknen kurz
Blocken 4 % BSA + 1 x PBS in feuchter | 30 min
Kammer (+37 °C)
Blocklosung entfernen
Primérantikorper (CD3) 1:500 in Blocklésung
Inkubation Feuchte Kammer (+4 °C) 48 h
Tag 3
Inkubation Feuchte Kammer (+37 °C) 3h
Waschen 1 x PBS + Tween (RT) 3 X 5 min
Sekundéarantikorper (CD3) 1:50in 1 x PBS + Tween in feuch- | 2 h
ter Kammer (+37 °C)
Waschen 1 x PBS + Tween (RT) 3 X 5 min
DAPI 1:100 in Aqua. Dest. (RT) 5 min
Waschen Aqua. Dest. (RT) 5 min
Eindecken Mounting Medium Vectashield©
Trocknen kurz
Priifen Immunfirbung  (Mikroskop), | Nikon DS-Ri2-Mikroskop /
100x VergroBerung Nikon-Eclipse-Ni-Kamera
Waschen 4 x SSC + Tween (RT) 10 min
Trocknen kurz
Blocken 4 % BSA + 4 x SSC in feuchter | 30 min
Kammer (+37 °C)
Blocklosung entfernen
Primirantikorper (IL-17A) 1:100 in Blockldsung
Inkubation Feuchte Kammer (+4 °C) 48 h
Tag §
Inkubation Feuchte Kammer (+37 °C) 3h
Waschen 4 x SSC + Tween (RT) 3 X 5 min
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Sekundarantikorper (IL-17A) | 1:50in4 x SSC + Tween in feuch- | 2 h
ter Kammer (+37 °C)

Waschen 4 x SSC + Tween (RT) 3 X 5 min

DAPI 1:100 in Aqua. Dest. (RT) 5 min

Waschen Aqua. Dest. (RT) 5 min

Eindecken Mounting Medium Vectashield©

Priifen Immunfirbung  (Mikroskop), | Nikon DS-Ri2-Mikroskop /
100x Vergroflerung Nikon-Eclipse-Ni-Kamera

Tabelle 7: Protokoll fiir die IL-17A/CD3-Co-Immunofluoreszenzfirbung

3.2.6.3 Auswertung (Z&dhlung der IL-17ATCD3"-T-Lymphozyten)

Fiir die Zahlung der renalen IL-17A"CD3*-T-Lymphozyten wurden in dem immunhi-
stochemisch gefirbten Nieren-Préparat eines jeden Versuchstieres 15 zufillige mikro-
skopische Felder von 0,01 mm? GroBe ausgewihlt und die darin enthaltenen CD3*IL-
17A"-Zellen gezihlt. Die Bilder in 100-facher VergroBerung wurden mittels einem Nikon

DS-Ri2-Mikroskop und einer Nikon-Eclipse-Ni-Kamera angefertigt.

3.3 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der présentierten Ergebnisse erfolgte entweder mittels einer
einfachen einfaktoriellen Varianzanalyse (>ordinary one-way-analysis of variance< (ANO-
VA)) in Kombination mit dem Mehrfachvergleichstest (>multiple-comparisons-test<) nach
Tukey oder dem Kruskal-Wallis-Test in Kombination mit dem Mehrfachvergleichstest
nach Dunn. Die Ergebnisse werden stets als Mittelwert (MW) + Standardfehler des
Mittelwertes (>standard error of the mean< (SEM)) angegeben, bei Verwendung des
Kruskal-Wallis-Test wird auBerdem der Median (Md) sowie der Interquartilbereich (>in-
terquartile range< (IQR)) angegeben. Statistische Signifikanz ist als p < 0,05 festgelegt.

Alle statistischen Analysen wurden mit GraphPad Prism (Version 9.3.1) durchgefiihrt.
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4 Ergebnisse

Die vorliegende Arbeit fullt auf der Beobachtung, dass sich die renale sympathoadrenerge
Aktivitit durch den Eingriff der RDN verringern lédsst. Aus dieser Primisse ergeben sich

zwei Hypothesen, die es durch die prisentierten Ergebnisse zu iiberpriifen gilt:

1.) Durch erhihte renale sympathoadrenerge Aktivitit entstehen im untersuch-
ten CKD-Ratten-Modell messbare Endorganschiiden an LV und den Nieren. Die
Ausprigung dieser Endorganschiden wird, gemif der vorgenannten Primisse,

durch RDN in ihrem Progress verlangsamt, gestoppt oder riickgéingig gemacht.

2.) Durch erhohte renale sympathoadrenerge Aktivitit im CKD-Ratten-Modell
wird der Gehalt von IL-17A in Niere und LV gesteigert. Dieser Anstieg wird, gemif
der vorgenannten Pramisse, durch RDN verringert, verhindert oder sogar durch

eine Abnahme unter physiologische Level (Kontrollgruppe) ersetzt.

IL-17A konnte somit eine Rolle im sympathoadrenergen Pathomechanismus zukom-

men.

Die hier besprochenen Ergebnisse werden, entsprechend dieser beiden Hypothesen,
in zwei Gruppen aufgeteilt. In der ersten Gruppe (Abschnitt 4.1) werden Daten gezeigt,
die den Endorganschaden betreffen, wihrend in der zweiten Gruppe (Abschnitt 4.2)

Ergebnisse zur Modulation von IL-17A-Leveln présentiert werden.

4.1 Endorganschaden

4.1.1 Blutdruckmessung via Tail-Cuff-Methode

Der Blutdruck der Sprague-Dawley-Ratten wurden wihrend des gesamten Untersuchungs-
zeitraums mindestens 2 mal wochentlich mittels

Tail-Cuft-Transmissionsphotoplethysmographie gemessen. Zur Auswertung haben wir
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die Werte der letzten 3 Messungen vor Opferung herangezogen (Abb. 13: B, C). Hierbei
wurden in der Adenin-Gruppe die hochsten SBP-Werte ermittelt (MW = 144 + 6,076;
Md = 141,2; IQR = 25,51). Im Mittel zeigte sich in der Kontrollgruppe (MW = 124,8
+ 7,408; Md = 121,8; IQR = 25,13) ein niedrigerer SBP als bei der Adenin-Gruppe
(p = 0,3430). Die SBP-Werte der Adenin-RDN-Gruppe (MW = 1329 + 6,497; Md =
135,5; IQR = 30,65) fielen ebenfalls niedriger als die der Adenin-Gruppe aus (p = 0,8593)
und geringfiigig niedriger als die der Kontrollgruppe (p = >0.9999). Die Unterschiede

zwischen den untersuchten Gruppen waren nicht signifikant.
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Abbildung 13: Messung des systolischen Blutdrucks wéhrend der letzten drei Tage mittels Tail-Cuff-Methode.

A: SBP in den letzten drei Tagen vor Opferung; Werte sind dargestellt als MW + Standardfehler des Mittelwertes
(>standard error of the mean< (SEM)); ns = p > 0,05.

B: Screenshot der BP-2000 Analysis Software.

C: Darstellung einer Tail-Cuff-Blutdruckmessung.

Im vorliegenden Modell hatte weder die durch Adenin induzierte CKD noch die Interventi-

on der RDN signifikanten Einfluss auf die systolischen Blutdruckwerte der Versuchstiere.

4.1.2 Echokardiographie

Die 14 Versuchstiere wurden initial (Baseline), nach 4 Wochen (pre-RDN) sowie nach 10
und 16 Wochen echokardiographisch untersucht. Ziel war es, die linksventrikuldre Masse
(LVM) (Abb. 14, Abb. 15) sowie die E/A-Ratio (Abb. 16, Abb. 17), als Indikatoren der
myokardialen Hypertrophie bzw. diastolischen Funktion, zu den jeweiligen Zeitpunkten
zu evaluieren. Die Variablen zur Berechnung der LVM wurden jeweils im M-Mode in der
PLAX ermittelt, wihrend die E/A-Ratio im A4C, mittels PW-Doppler, iiber der Mitral-

klappe abgeleitet wurde. Im Folgenden sind die Daten zu diesen Parametern dargestellt.
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4.1.2.1 Linksventrikuldre Masse (LVM)

Zwischen den 3 untersuchten Gruppen waren sowohl zur Baseline als auch nach 4 Wochen
keine signifikanten Unterschiede in der LVM festzustellen. Nach 10 Wochen zeigte die
Adenin-Gruppe (MW = 0,999 + 0,027; Md = 0,965; IQR = 0,117) eine signifikant hohere
LVM als die Kontrollgruppe (MW = 0,804 + 0,019; Md = 0,816; IQR = 0,083; p = 0,0264)
und eine tendenziell hohere LVM als die Adenin-RDN-Gruppe (MW = 0,836 + 0,05;
Md = 0,886; IQR = 0,271; p = 0,1029). Nach 16 Wochen wies die Adeningruppe (MW
= 1,097 £ 0,043; Md = 1,066; IQR = 0,219) schlieBlich eine signifikant gréere LVM
als die Adenin-RDN-Gruppe (MW = 0,831 + 0,019; Md = 0,817; IQR = 0,105) auf (p
= 0,0155), wihrend der Unterschied zur Kontrollgruppe (MW = 0,84 + 0,041; Md =
0,84; IQR = 0,202) tendenziell bestehen blieb (p = 0,0616). Zwischen der Kontrollgruppe
und der Adenin-RDN-Gruppe ergaben sich nach 10 und nach 16 Wochen jeweils keine

signifikanten Unterschiede.
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Abbildung 14: Echokardiographisch ermittelte LVM der Ratten.
A,B,C.D: LVM in g nach 0, 4, 10 und 16 Wochen; Werte sind dargestellt als MW + SEM;

ns =p > 0,05.
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Devereux-Formel

0.8{1,04[([LVEDD + IVSd + PWd]3 — LVEDD?)]}

LVEDD = Linksventrikularer
enddiastolischer Durchmesser

IVSd = Interventrikuldres Septum
(enddiastolisch) JIVEDD _ IVSd IVSd.y 4
PWd = Hinterwand des linken § S gk o

Ventrikels (enddiastolisch)

Abbildung 15: Methodik zur Bestimmung der linksventrikuldren Masse.

A: Die Devereux Formel dient der Berechnung der LVM anhand der aufgefiihrten Parameter, die im M-Mode, in der
PLAX ermittelt werden [39, 40].

B: Messung von LVEDD, IVSd, PWd in der PLAX mittels M-Mode.

4.1.2.2 E/A-Verhiltnis (E/A-Ratio)

Initial ergaben sich zwischen den untersuchten Gruppen keine signifikanten Unterschiede
in der E/A-Ratio. Nach 4 Wochen wies die Adenin-Gruppe (MW = 1,644 + 0,086; Md
= 1,67; IQR = 0,48) bereits eine signifikant hohere E/A-Ratio als die Kontrollgruppe
auf (MW = 1,007 £+ 0,128; Md = 0,098; IQR = 0,44; p = 0,0174). Nach 10 Wochen
blieb dieser signifikante Unterschied der Adeningruppe (MW = 1,804 + 0,079; Md =
1,8; IQR = 0,48) gegeniiber der Kontrollgruppe (MW = 1,048 + 0,084; Md = 1,040;
IQR =0,37; p=0,0111) bestehen und die Adenin-RDN-Gruppe (MW = 1,176 + 0,045;
Md = 1,140; IQR = 0,25) zeigte einen Trend zu einer niedrigeren E/A-Ratio gegeniiber
der Adeningruppe (p = 0,0626). Nach 16 Wochen lag die E/A-Ratio der Adeningruppe
MW =2,180 + 0,118; Md = 2,09; IQR = 0,67) dann signifikant {iber den Werten der
Kontrollgruppe MW = 1,085 + 0,042; Md = 1,125; IQR = 0,17; p = 0,0267) und der
Adenin-RDN-Gruppe (MW = 1,104 £ 0,062; Md = 1,13; IQR = 0,38; p = 0,0278). Die
Unterschiede zwischen der Kontrollgruppe und der Adenin-RDN-Gruppe waren zu allen

Untersuchungszeitpunkten geringfiigig und nicht signifikant.
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Abbildung 16: Echokardiographisch ermittelte E/A-Ratio der Ratten.
A,B,C,D: E/A-Ratio nach 0, 4, 10 und 16 Wochen; Werte sind dargestellt als MW + SEM;

ns =p > 0,05.

E/A-Ratio

Flussprofil Gber der Mitralklappe (PW-Doppler im A4C)

Diastole

{_L\

Systol

X-Achse = Zeit Y-Achse = Blutflussgeschwindigkeit (cm/s)

Abbildung 17: Flussprofil, das mittels PW-Doppler iiber der Mitralklappe im 4-Kammer-Blick abgeleitet wurde
(Beispielbild stammt von einem Tier aus der Kontrollgruppe).
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Zusammenfassend wird deutlich, dass die Adeningruppe nach 16 Wochen sowohl eine
deutlich héhere LVM als auch eine signifikant eingeschrinkte diastolische Funktion

gegeniiber den renal denervierten Tieren sowie den gesunden Kontrollen aufweist.

4.1.3 Fibrose

Um eine umfassende Evaluation des Endorganschadens zu erméglichen, wurden Daten
zum myokardialen (Abb. 18: A) und renalen (Abb. 20: A) Fibrosierungsgrad der Tiere

generiert.

4.1.3.1 Kardiale Fibrose

Die Adenin-Gruppe (MW = 15,15 + 2,651; Md = 13,42; IQR = 11,58) zeigte myokardial
die meisten fibrotischen Anteile. Im Vergleich dazu zeigte die Adenin-RDN-Gruppe (MW
= 6,680 £ 0,506; Md = 6,46; IQR = 2,399) eine deutlich weniger ausgeprigte myokardiale
Fibrose (p = 0,0231). Die Kontrollgruppe (MW = 10,12 + 1,508; Md = 10,87; IQR =
5,059) wies keine signifikanten Unterschiede gegeniiber der Adenin-Gruppe und der
Adenin-RDN-Gruppe auf.
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Abbildung 18: Auswertung der Gesamtfibrose des LV.

A: Gesamtfibrose des LV als prozentualer Anteil der fibrotischen Areale am Gesamtgewebe; Werte sind dargestellt
als MW + SEM.

B: Pikrosiriusrotfiarbung des LV-Myokards.

4.1.3.2 Kollagen Typ | im LV

Der Gehalt von Coll in den Myokardproben des linken Ventrikels zeigte sich in der
Adenin-Gruppe (MW = 0,383 + 0,085; Md = 0,34; IQR = 0,364) im Durchschnitt am
groBiten. Die Coll-Level in der Kontrollgruppe (MW = 0,154 £+ 0,048; Md = 0,108; IQR =
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0,144) sowie in der Adenin-RDN-Gruppe (MW = 0,187 + 0,028; Md = 0,2; IQR = 0,134)

fielen numerisch geringer aus, wobei sich allerdings keine signifikanten Unterschiede

ergaben.
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Abbildung 19: Coll im LV.

A: Auswertung des Western-Blots zur Bestimmung des Col1-Gehalts in einer Myokardprobe des LV, dargestellt als
integrierte optische Dichte, relativ zur GAPDH; Werte sind prisentiert als MW + SEM.

B: Bild des zugehorigen Rontgenfilms mit den jeweiligen Banden.

4.1.3.3 Renale Fibrose

Die Adenin-Gruppe (MW = 25,26 + 2,239; Md = 27,01; IQR = 9,575) wies die aus-
geprégteste renale Fibrose auf. Zwar bestand ein hochsignifikanter Unterschied zur
Kontrollgruppe (MW = 5,538 + 0,506; Md = 6,023; IQR = 1,537), der Unterschied zur
Adenin-RDN-Gruppe (MW = 20,08 £ 1,874; Md = 21,49; IQR = 8,012) erreichte jedoch

kein Signifikanzniveau.
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Abbildung 20: Auswertung der interstitiellen renalen Fibrose.

A: Interstitielle Fibrose der Niere als prozentualer Anteil der fibrotischen Areale am interstitiellen
(ohne arterielle Gefidfie und Kapsel) Gewebe; Werte sind dargestellt als MW + SEM.

B: Pikrosiriusrotfiarbung der Niere.

4.1.3.4 Kollagen Typ | in der Niere

Auch in den renalen Gewebeproben zeigten sich die hochsten Coll-Werte in der Adenin-
gruppe MW =0,232 + 0,065; Md = 0,189; IQR = 0,291). AuBerdem war der durchschnitt-
liche Col1-Gehalt in der Kontrollgruppe (MW = 0,01 + 0,002; Md = 0,01; IQR = 0,007)
signifikant geringer (p = 0,0172). Die Adenin-RDN-Gruppe (MW = 0,097 + 0,0306; Md
=0,087; IQR = 0,146) zeigte lediglich numerische Unterschiede zur Adeningruppe, sowie

zur Kontrollgruppe.
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Abbildung 21: Coll in der linken Niere.

A: Auswertung des Western-Blots zur Bestimmung des Col1-Gehalts in einer Myokardprobe der linken Niere,
dargestellt als integrierte optische Dichte, relativ zur GAPDH; Werte sind prisentiert als MW + SEM.
B: Bild des zugehorigen Rontgenfilms mit den jeweiligen Banden.
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4.2. INTERLEUKIN-17A (IL-17A)

In Zusammenschau demonstrieren die oben aufgefiihrten Ergebnisse, dass die CKD
im vorliegenden Modell zu einer signifikant ausgepréigten renalen Fibrose und einem
Trend zur kardialen Fibrose fiihrt. Die RDN konnte diesen Schaden nur im Bezug auf
die Gesamtfibrose des LV, nicht jedoch im Falle der Coll-Level und der interstitiellen

renalen Fibrose, signifkant reduzieren.

4.2 Interleukin-17A (IL-17A)

4.2.1 IL-17A Western-Blot von Uberstinden der Splenozyten- und

Kardiomyoblastenkultur

Um den Zusammenhang von sympathoadrenerger Aktivitdt und erhohter IL-17A Pro-
duktion durch mononukleire Zellen (Abb. 22: A) der Versuchstiere zu untersuchen,
wurden in-vitro-Experimente (Abb. 12) durchgefiihrt, in welchen aus Rattenmilzen iso-
lierte Zellen (Abb. 11) mit dem synthetischen Katecholamin Isoproterenol stimuliert
wurden. Weiterhin wurde ein Teil der Zellen zuvor mit spezifischen [3-Adrenozeptor-
Antagonisten behandelt, um den vorrangig beteiligten Adrenozeptor zu identifizieren
(Siehe: Abschnitt 3.2.5.5). Zu diesem Zweck wurden die Splenozyten mittels Milz-Ficoll
(Siehe: Abschnitt 3.2.5.1) isoliert. Anschlieend wurden die Proben teilweise mit einem
der Adrenozeptor-Blocker vorbehandelt (30 Minuten Vorlauf) und schlieflich mit Isopro-
terenol stimuliert. Nach 3-maliger 24 h Inkubation wurde der Uberstand der Zellkulturen
mittels Western-Blot-Verfahren auf den jeweiligen IL17A-Gehalt untersucht.

Unter Anwendung des gleichen Verfahrens wurde die Beziehung von sympathoadrenerger
Aktivitdt und IL-17A Produktion durch isolierte Kardiomyoblasten der H9c2-Zelllinie
(Abb. 23) untersucht.

4.2.1.1 IL-17A im Uberstand der Splenozytenkultur

Der IL-17A-Gehalt im Uberstand der mit Isoproterenol stimulierten Splenozyten (ISO;
MW = 40087 + 4001) zeigte sich deutlich groBer als in jenem von Kontrollzellen (MW
= 14841 + 2984; p = 0,0004). Die Isoproterenol induzierte IL-17A-Ausschiittung konn-
te durch 32-adrenerge Blockade signifikant gehemmt werden (p = 0,0003). Eine 31-
adrenerge Blockade konnte die IL.-17A-Ausschiittung nach Isoproterenol nicht beeinflus-
sen. Zwischen dem IL-17A-Gehalt im Uberstand der Kontrollkultur und der ICI-Kultur

bestand kein signifikanter Unterschied.
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Abbildung 22: IL-17A-Gehalt im Uberstand der Kultur von Splenozyten (MNCs, mononukleire Zellen).

A: Auswertung des Western-Blots zur Bestimmung des IL-17A-Gehalts in Uberstinden des Zellkulturmediums von
Splenozten, dargestellt als integrierte optische Dichte, relativ zur Proteinkonzentration im Zellhomogenat; Werte
sind prisentiert als MW + SEM.

B: Legende der zur Stimulierung bzw. Inhibition verwendeten Reagenzien.

4.2.1.2 IL-17A im Uberstand der Kardiomyoblastenkultur (H9c2-Linie)

Der Uberstand der mit Isoproterenol stimulierten Kardiomyoblasten (MW: 15293 + 2028)
prisentierte einen signifikant hoheren Gehalt an IL-17A als jener von Kontrollzellen
(MW: 7227 £ 881; p=0,0017). Die Isoproterenol induzierte IL-17A-Ausschiittung konnte
durch (32-adrenerge Blockade signifikant gehemmt werden (p = 0,0013), wohingegen eine
[31-adrenerge Blockade die IL-17A-Ausschiittung nach Isoproterenol nicht beeinflussen
konnte. Uberdies produzierten die Kardiomyoblasten unter 3 1-Blockade deutlich mehr
IL-17A als unter (32-Blockade (p = 0,0468), wihrend der Unterschied zur Kontrollgruppe

nicht signifikant ausfiel.
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Abbildung 23: IL-17A-Gehalt im Zellkulturiiberstand von Kardiomyoblasten (H9¢2).

Auswertung des Western-Blots zur Bestimmung des IL-17A-Gehalts in Uberstinden des Zellkulturmediums von
Kardiomyoblasten (H9C2-Zelllinie), dargestellt als integrierte optische Dichte, relativ zur Proteinkonzentration im
Zellhomogenat; Werte sind préasentiert als MW + SEM.

Die prisentierten Daten zeigen sowohl fiir die Splenozyten als auch fiir die Kardiomyo-
blasten, dass die mit Isoproterenol stimulierten Zellen weitaus hohere Level von IL-17A
produzierten als nicht stimulierte Zellen. Dieser Effekt zeigte sich tendenziell auch in den
CGP-behandelten Proben (wenn auch nicht signifikant im Falle der H9c2-Zellen), blieb
jedoch aus, wenn die jeweilige Kultur zuvor mit dem [32-Adrenozeptorblocker ICI behan-
delt wurde. Dies spricht in beiden Zelltypen fiir eine vorrangig iiber (32-Adrenozeptoren

vermittelte Steigerung der IL-17A-Ausschiittung unter sympathoadrenergem Stimulus.

4.2.2 IL-17A Western-Blots in Geweben, Urin und Plasma

Der IL-17A-Gehalt wurde zum Ende des Untersuchungszeitraums in LV (Abb. 24),
Niere (Abb. 25), Urin (Abb. 26) und Plasma (Abb. 28) der Ratten mittels Western-Blot-

Verfahren ermittelt.

Zusitzlich wurden mittels der in Abschnitt 4.2.3 gezeigten
IL-17A/CD3-Co-Immunofluoreszenzfirbung die CD31IL-17A"-Zellen in der Niere
identifiziert und gezihlt (Abb. 27), um Riickschliisse auf die Herkunft des IL-17A zu

ermoglichen.

4.2.2.1 IL-17A-Gehalt im linken Ventrikel

In der Untersuchung des LV-Myokards wies die Adenin-Gruppe (MW = 0,54 + 0,066;
Md = 0,514; IQR = 0,315) den durschnittlich hochsten IL-17A-Gehalt auf, wobei sich
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allerdings kein signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe (MW = 0,335 + 0,042; Md
=0,306; IQR = 0,135) ergab. Der mittlere IL-17A-Gehalt der Adenin-RDN-Gruppe (MW
= 0,081 = 0,046; Md = 0,052; IQR = 0,198) fiel hingegen signifikant niedriger aus als

jener der Adeningruppe (p = 0,012).
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Abbildung 24: IL-17A Gehalt im LV (Apex).

A: Auswertung des Western-Blots zur Bestimmung des IL-17A-Gehalts in einer Myokardprobe des LV, dargestellt
als integrierte optische Dichte, relativ zur GAPDH; Werte sind prisentiert als MW + SEM.

B: Bild des zugehorigen Rontgenfilms mit den jeweiligen Banden.

4.2.2.2 IL-17A-Gehalt in Niere und Urin & Anzahl von CD3TIL-17A*-Zellen

in der Niere

Das durchschnittliche renale IL-17A-Level der Adenin-Gruppe (MW = 3,994 + 0,474;
Md = 3,901; IQR = 2,286) war signifikant hoher als das der Kontrollgruppe (MW =
1,406 + 0,252; Md = 1,507; IQR = 0,854; p = 0,0092). Auch die Adenin-RDN-Gruppe
(MW =2.368 £ 0,146; Md = 2,265; IQR = 0,622) zeigte gegeniiber der Adenin-Gruppe
tendenziell einen geringeres renales IL-17A-Level, wobei dieser Unterschied jedoch nicht

signifikant war.
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Abbildung 25: IL-17A Gehalt in der Niere.

A: Auswertung des Western-Blots zur Bestimmung des IL-17A-Gehalts in einer Parenchymprobe der rechten Niere,
dargestellt als integrierte optische Dichte, relativ zur GAPDH; Werte sind présentiert als MW + SEM.

B: Bild des zugehorigen Rontgenfilms mit den jeweiligen Banden.

Der im Urin gemessene IL-17A-Gehalt lag in der Adenin-RDN-Gruppe (MW = 19.455
+ 6.224; Md = 21.947; IQR = 28.154) signifikant {iber dem Niveau der Kontrollgruppe
(MW =399,9 + 21,70; Md = 400,1; IQR =75,18; p = 0,0231) und numerisch iiber dem
Niveau der Adeningruppe (MW = 3.289 + 841; Md = 3.229; IQR = 4.105).
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Abbildung 26: IL-17A Gehalt im Urin.

A: Auswertung des Western-Blots zur Bestimmung des IL-17A-Gehalts im Urin , dargestellt als integrierte optische
Dichte, relativ zum Kreatiningehalt des Urins in mg /dl; Werte sind présentiert als MW + SEM.

B: Bild des zugehorigen Rontgenfilms mit den jeweiligen Banden.

Die Zahl der CD3"IL-17A"-Zellen lag in den Nieren der Adeningruppe (MW = 59,28 +
8,520; Md = 57,97; IQR = 41,47) deutlich iiber der der Kontrollgruppe (MW = 3,046 +
0,646; Md =2,8; IQR =2,195; p=0,0092). Weiterhin wiesen die Nieren der Adenin-RDN-
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Gruppe MW = 25,83 +£4,913; Md = 23,8; IQR = 20,13) numerisch hohere Zellzahlen

als die Kontrollgruppe und tendenziell niedrigere Zellzahlen als die Adeningruppe auf.
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Abbildung 27: Anzahl von CD3*IL-17A*-Zellen pro 0,01 mm? in der Niere; Ausgewertet wurden jeweils 15
zutillige mikroskopische Felder von immunhistochemisch gefarbten Nierenpriparaten (Siehe: Abschnitt 4.2.3.1);
Werte sind prisentiert als MW + SEM.

Durch die vorliegenden Daten wird ersichtlich, dass sowohl der Gehalt von IL-17A als
auch die Anzahl der CD3"IL-17A"-Zellen in den Nieren der Ratten mit unbehandelter
CKD (Adenin-Gruppe) deutlich erhoht waren. Beide Parameter wurden durch den Eingriff
der RDN tendenziell verringert (Adenin-RDN-Gruppe). AuBlerdem wiesen die renal
denervierten Tiere weitaus hohere Level des Zytokins im Urin auf als die der beiden
anderen Gruppen, wobei dieser Unterschied nur gegeniiber der Kontrollgruppe statistisch

signifikant ausfiel.

4.2.2.3 IL-17A-Gehalt im Plasma

Der durschnittliche Plasmagehalt an IL-17A der Adenin-Gruppe (MW =4.111 + 317,4;
Md = 3.923; IQR = 1.379) lag numerisch iiber dem der Adenin-RDN-Gruppe (MW =
2.841 £ 659,8; Md = 2.560; IQR = 3.132) sowie dem der Kontrollgruppe (MW = 3,046 +
0,646; Md = 2,8; IQR = 2,195). Keiner der Unterschiede zwischen den Gruppen erwies

sich als signifikant.
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Abbildung 28: IL-17-Gehalt im Plasma.

A: Auswertung des Western-Blots zur Bestimmung des IL-17A-Gehalts im Plasma der Ratten, dargestellt als
integrierte optische Dichte, relativ zur Plasma-Proteinkonzentration; Werte sind présentiert als MW + SEM.

B: Bild des zugehorigen Rontgenfilms mit den jeweiligen Banden.

Es lasst sich abschliefend feststellen, dass der IL-17A-Gehalt durch die sympatholytische
RDN in den CKD-geschidigten Endorganen (LV und Niere) gesenkt wurde. Im Plasma
fiihrte die RDN zu einer insignifkanten Abnahme der IL-17A-Level, wihrend sie die
Urinausscheidung des Zytokins mafigeblich erhohte.

Ferner zeigen die Befunde, dass die Niere im vorliegenden CKD-Modell von Myriaden

von CD3TIL-17A"-Zellen infiltriert wird, deren Anzahl nach RDN tendenziell abnimmt.

4.2.3 IL-17A/CD3-Co-Immunofirbung

Die IL-17A/CD3-Co-Immunofidrbung von Nierenparenchym (Abb. 29: A) und LV-
Myokard (Abb. 29: B) wurde durchgefiihrt, um immunhistochemische Informationen
zu gewinnen. Diese Informationen sollen ein besseres Verstindnis der Rolle von IL-17A
sowie IL-17A-produzierenden T-Lymphozyten im sympathoadrenergen Pathomechanis-
mus der in Abschnitt 3.2 dokumentierten Endorganschidden erméglichen. Zu diesem
Zweck wurden Gewebeproben von LV-Myokard und Nierenparenchym jeweils mit Pri-
mérantikérpern gegen das CD3 und IL-17A der Ratten, sowie mit, an TRITC (CD3,
rot) und an FITC (IL-17A, griin) gekoppelten, Sekundérantikorpern behandelt. Bilder
in 100-facher VergroBerung wurden mittels einem Nikon DS-Ri2-Mikroskop und einer

Nikon-Eclipse-Ni-Kamera angefertigt.
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4.2.3.1 IL-17A/CD3-Co-Immunoférbung der Niere

A

Kontrolle Adenin Adenin+RDN

JFITC(IL-17A)

B

Kontrolle Adenin Adenin+RDN

JFITC(IL-17A) JFITC(IL-17A) JFITC(IL-17A)

Abbildung 29: IL-17A/CD3-Co-Immunofirbung der Niere und des LV-Myokards

A: Exemplarische Bilder des Nierenparenchyms aus der Kontroll- Adenin- und der Adenin-RDN-Gruppe (200x); *1:
CD3"IL-17A™-T-Lymphozyten, erkennbar durch den orangenen (rot+griin) Saum.; *2: Nierentubulus im Querschnitt
mit starkem zytosolischen IL-17A Signal in den Tubulusepithelzellen.

B: Exemplarische Bilder des LV-Myokards aus der Kontroll- Adenin- und der Adenin-RDN-Gruppe.; *3: Verstirktes
11-17A Signal in den Kardiomyozyten der Adeningruppe.
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5 Diskussion

Das Ziel dieser Arbeit war es, anhand eines CKD+RDN-Rattenmodells, die Art und
Weise zu untersuchen, in welcher das sympathische Nervensystem und IL-17A in ihrem
Einfluss auf die kardiorenalen Auspriagungen der CKD zusammenwirken.

Die Ergebnisse bestitigen den lindernden Einfluss der RDN auf die CKD-Endorganschéiden
(Siehe: Abschnitt 4.1) und offenbaren quantitative und qualitative Zusammenhénge
zwischen sympathoadrenergem Tonus und IL-17A-Leveln (Siehe: Abschnitt 4.2). Sie
unterstiitzen somit die Hypothese eines pathogenetischen Synergismus von Sympathikus

und IL-17A im CKD-Phénotyp.

5.1 Kardiorenale Endorganschiaden bei CKD:

Interpretation und Limitierungen

Aus den in Abschnitt 4.1.2 gezeigten echokardiographischen Untersuchungen geht her-
vor, dass die Tiere der Adeningruppe nach 4 Wochen lediglich eine erhohte E/A-Ratio
zeigten, wéhrend sie nach 10 Wochen bzw. 16 Wochen die Kombination einer noch deut-
licheren Zunahme der E/A-Ratio und einer ausgeprégten Steigerung der LVM aufwiesen.
Hinzu kamen eine geringfiigige linksventrikulidre Gesamtfibrose und eine signifkante
interstitielle renale Fibrose nach 16 Wochen, die von kardial numerisch und renal signifi-
kant erhohten Coll-Werten begleitet wurden (Vgl.: Abschnitt 4.1.3).

Diese Daten sprechen fiir einen typischen CKD-Phénotyp, der sich durch ausgeprigte
kardiorenale Fibrosierung, LVH und herabgesetzte diastolische LV-Funktion auszeichnet
[5, 72, 178]. Interessanterweise traten diese Endorganschiden in dem hier untersuchten
Modell partiell blutdruckunabhiéngig (Vgl.: Abschnitt 4.1.1) auf. Dies konnte durch die
relativ geringe n-Zahl zu erkliren sein (n = 4), zumal sich in der Adeningruppe bereits
ein Trend zur Hypertonie abzeichnete und Hohl et al. im Rahmen des in dieser Arbeit ver-
wendeten Rattenmodells eine signifkante Blutdruckerh6hung der Adenintiere gegeniiber

den Kontrolltieren via Radiotelemetrie nachweisen konnte [70]. Andererseits konnten
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die Organmanifestationen tatsdchlich partiell blutdruckunabhingig entstanden sein, was
durch den Umstand bekriftigt wird, das in der zuvor genannten Studie von Hohl et al., wie
auch in der vorliegenden Arbeit, keine signifikanten Blutdruckdifferenzen zwischen renal
denervierten Tieren und Adenintieren bestanden, die CKD-Endorganschédden aber zumin-
dest teilweise durch die RDN gemindert wurden. Dies wiirde die Relevanz alternativer
Pathomechanismen (Vgl.: Abschnitt 5.2), wie dem IL-17A-Signalweg, unterstreichen.

Im Folgenden sollen die echokardiographischen Untersuchungen zur Quantifiezierung des
Endorganschadens in den Kontext verwandter wissenschaftlicher Arbeiten eingeordnet

werden.

Die Evaluierung der LVH erfolgte in der vorliegenden Arbeit mittels echokardiogra-
phischer Messungen und Anwendung der Formel nach Devereux [39, 40] mit einem
Korrekturfaktor von 0,8 (Vgl.: Abb. 15). Unsere auf diese Weise ermittelten Befunde
sind konsistent mit diversen klinischen und experimentellen Studien, die die LVM bei
CKD untersuchten:

So stellte die Arbeitsgruppe um Bruch [17], ebenfalls mithilfe der Devereux-Formel, eine
signifikant gesteigerte LVM in herzinsuffizienten Patienten mit CKD fest. Zudem beob-
achtete Bao et al. [8] echokardiographisch (die verwendete Formel wird nicht genannt)
eine CKD-induzierte LVH bei Ratten mit subtotaler Nephrektomie, 5 Wochen nach dem
Eingriff. Die Ergebnisse von Wolf et al. [186], dessen Arbeitsgruppe die LV von subtotal
nephrektomierten Ratten nach 4-5 Wochen isolierte und wog, bestitigen eine Zunahme
der LVM unter CKD. In der klinischen Studie von Bruch et al. [17] entwickelte sich
die LVH auBlerdem blutdruckunabhéngig, wéihrend die subtotal nephrektomierten Ratten

jeweils eine signifikante arterielle Hypertonie aufwiesen.

Die Beziehung von diastolischer Funktion und E/A-Ratio wurde in iibersichtlicher Weise
von Garcia et al. [57] beschrieben, der ein normales Fiillungsmuster des LV von drei
Fiillungsmustern diastolischer Dysfunktion unterschied, die in folgender Reihenfolge mit
zunehmendem Schweregrad korrelieren: (1) verzdgerte Relaxation, (2) pseudonormale

Fiillung, (3) restriktive Fiillung.
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Abbildung 30: Beziehung von E/A-Ratio und diastolischer Funktion (modifiziert nach [57])

Die nach 10 bzw. 16 Wochen deutlich erhohte E/A-Ratio der Adeninratten l4sst sich,
angesichts ihrer kardialen Fibrose und Hypertrophie, am ehesten als restriktives Fiillungs-
muster einordnen, was eine deutlich herabgesetze diastolische Funktion mit gestorter
Relaxation und gesteigerter Vorlast wahrscheinlich macht. Obschon die E/A-Ratio wich-
tige Informationen iiber die diastolische Funktion des LV liefern kann, ist sie stark
abhingig von Herzfrequenz und Volumenstatus [9, 193] und eine Vielzahl von Arbeiten
weist in diesem Kontext auf die diagnostische und prognostische Uberlegenheit des E/e’-
Verhiltnis hin (e’ = frithdiastolische Geschwindigkeit des Mitralklappenrings) [155, 193].
Jiingst nannte die Arbeitsgruppe Myokardinfarkt der European Society of Cardiology
um Zacchigna die Parameter der linksatrialen Dimension und das E/e’-Verhiltnis als
verlasslichste GroBen in der Evaluation diastolischer LV-Dysfunktion bei Nagetieren
[193]. Diese Schwichen der E/A-Ratio konnten auch erkldren, warum ihre Erhebung im

Rahmen von CKD mitunter zu widerspriichlichen Ergebnissen fiihrte [17, 54, 138].

5.2 Einfluss der RDN auf die kardiorenalen
Endorganschiaden bei CKD

Wir konnten in der oben besprochenen Echokardiographie nach 16 Wochen zeigen, dass
der Eingriff der RDN zu einer signifikanten Abnahme der LVM und E/A-Ratio der nie-
rengeschédigten Tiere fiihrte, sodass jeweils nur noch sehr geringfiigige Unterschiede zur
gesunden Kontrollgruppe bestand. Aulerdem verringerte die RDN die kardiale Fibrose.
Die interstitielle renale Fibrose und die renalen Coll-Level zeigten keine signifikanten

Unterschiede der RDN-Gruppe gegeniiber der Adenin-Sham-Gruppe.
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Um eine stabile Grundlage fiir die Diskussion unserer Befunde sowie der Natur ih-
rer ursdchlichen Mechanismen zu schaffen, ist eine Analyse der relevanten klinischen
und préklinischen Studien zu den Effekten der RDN im Rahmen von CKD geboten.

Die belastbarsten Daten zu den Effekten der RDN stammen aus dem Global SIMPLICI-
TY Register, der aktuell grofiten Datensammlung von RDN-Patienten. In einem 2019
erschienenen Artikel zu den 3-Jahres-Follow-Up-Daten des Registers weist Mahfoud
et al. [114] auf einen moglichen nephroprotektiven Effekt der RDN bei CKD-Patienten
(n = 93; eGFR < 60 mL/min/1.73 m?) hin, die binnen 24 Monaten nach dem Eingriff
lediglich annédhernd die Hilfte an eGFR einbiifiten (A = -3.7 + 16.2 mL/min/1.73 m?),
relativ zu den Patienten ohne CKD (n = 289; eGFR > 60 mL/min/1.73 m3A=-7,1%+
16.2 mL/min/1.73 m?). Interessanterweise unterschieden sich die Blutdruckverinderun-
gen der beiden Gruppen zu keinem Zeitpunkt nach der RDN signifikant, was vermuten
lasst, dass die RDN blutdruckunabhingige nephroprotektive Prozesse fordert. Diese
Erkenntnisse stehen im Einklang mit einer fritheren Arbeit von Mahfoud et al., in der
bei 88 Patienten (eGFR > 45 mL/min/1.73 m?) mit therapieresistenter Hypertonie 3
bzw. 6 Monate nach RDN eine blutdruckunabhiéngige, signifikante Verbesserung der
renalen Himodynamik (Reduktion des renalen Resistenz-Index) und eine Abnahme von
Mikro- und Makroalbuminurie beobachtet wurde [115]. Die in den vorgenannten Studien
beschriebenen giinstigen Effekte der RDN auf die Nierenfunktion konnten in kleineren
Proof-Of-Concept-Studien von Hering et al. [68] und Kiuchi et al. [82] fiir Patienten mit
hohergradiger CKD (eGFR < 45 mL/min/1.73 m?) bestitigt werden.

Die oben genannten Arbeiten attestieren der RDN bei CKD ein giinstiges Sicherheits-
profil und positive Auswirkungen auf die Nierenfunktion. Im Folgenden soll der Stand
der Wissenschaft zur Wirkung der RDN auf die von uns evaluierten Parameter (LVM,
diastolische Funktion, Fibrose, Col1-Gehalt) zusammengefasst werden.

Der von unserer Arbeitsgruppe beobachtete antihypertrophe Effekt der RDN auf den
LV (Siehe: Abschnitt 4.1.2.1) wurde bereits in mehreren klinischen Studien gezeigt.
Erstmals 2012 durch Brandt et al. [15], der bei therapierefraktiren Hypertoniepatienten
mittels Echokardiographie eine kontinuierliche Abnahme der LVM nach interventio-
neller RDN (1 bzw. 6 Monate post-RDN) feststellte. Dieselben Patienten offenbarten
auerdem, bereits einen Monat nach RDN, signifkante Verbesserungen der diastolischen
Funktion, gemessen anhand des E/e’-Verhiltnis und der linksatrialen GroBe. Spiter

konnte Mahfoud et al. eine Reduktion der LVM durch RDN unter Anwendung von Ma-
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gnetresonanztomographie, dem Goldstandard zur LVM-Bestimmung, bestétigen [117].
SchlieBlich untersuchte Kiuchi et al. in zwei unkontrollierten Studien die LVM von thera-
pierefraktdren Hypertoniepatienten mit CKD (Stadium 2-4), vor und 6 Monate nach RDN.
In beiden Erhebungen lief} sich nach dem Eingriff eine signifikante Abnahme der LVM
feststellen. In Zusammenschau wird deutlich, dass die Linderung der LVH durch RDN,

iiber verschiedene Patientenkollektive und Studiendesigns hinweg, ein stabiler Befund ist.

Beziiglich kardialer Fibrose konnte die Arbeitsgruppe um Liu S. et al., iibereinstim-
mend mit unseren Befunden (Siehe: Abschnitt 4.1.3.1), zeigen, dass RDN in einem
CKD-Kaninchenmodell (5/6-Nephrektomie) zu einer substantiellen Reduktion der LV-
Fibrose fiihrt [103]. Ergéinzend ist die Studie von Liu Q. et al. [102] zu nennen, in welcher
Ratten mit Isoproterenol-induzierter Kardiomyopathie und RDN auf kardiale Fibrose
untersucht wurden. 5 Wochen nach der Operation wiesen die Tiere im Vergleich zur
scheinoperierten Gruppe sowohl eine signifkant verringerte Kollagenfraktion am LV-
Gesamtgewebe (Masson-Trichrom-Farbung) als auch einen verringerten Coll-Gehalt
im LV auf. Im Ubrigen sind diese Ergebnisse insofern bedeutsam, als sie den positiven
Effekt der RDN auf wichtige Triebfedern kardialer Arrythmogenitit, namentlich LVH
[64, 97] bzw. linksatriale Groenzunahme und kardiale Fibrose, hervorheben. So ge-
lang es Liu S. et al. eine signifikante positive Assoziation zwischen LV-Fibrose und der
Induzierbarkeit ventrikuldrer Arrythmien zu demonstrieren [103]. Ferner zeigte Tang
et al. in einem Hundemodell mit subtotaler Nephrektomie und RDN, dass durch den
Eingriff die Reizschwelle fiir Kammerflimmern angehoben wurde [167]. Eine jiingst
veroffentlichte Arbeit unseres Forschungslabors offenbart auerdem, dass die RDN im
CKD-Rattenmodell mit Adenin-induzierter Nephropathie, unabhiingig von Blutdruck
und renaler Funktion, antiarrythmische Effekte auf den Vorhof ausiibt, die eng mit der

Reduktion atrialer Fibrose assoziiert sind [70].

Wie in Abb. 20 gezeigt, présentierte sich in unserem CKD-Modell der Adenin-induzierten
Nephropathie nur eine tendenzielle Abnahme der interstitiellen renalen Fibrose nach
RDN. Diese Beobachtung steht im Gegensatz zum Gros der verwandten experimentellen
Arbeiten. So fand Kim et al. in einem Mausmodell mit unilateraler ureteraler Obstruktion
(UUO), dass die Tiere mit RDN signifikant weniger fibrotische Areale aufwiesen als
die scheinoperierten Méuse [79]. Dieser Befund wird durch die Untersuchung von Li
et al. unterstiitzt, der in renalen Proben von RDN-Miusen mit UUO oder unilateraler

Ischdamie-Reperfusions-Schidigung jeweils eine deutliche Abnahme profibrotischer Bio-
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marker (Coll, Fibronectin, x-SMA) feststellte [99]. Weiterhin zeigte sich ebenfalls in der
bereits genannten Arbeit von Liu Q et al. eine Reduktion der interstitellen renalen Fibrose
nach RDN [102]. Fiir die Diskrepanz zwischen unseren und den externen Ergebnissen
bieten sich mehrere Erklidrungsansitze: Grund konnte die geringe n-Zahl der in dieser
Arbeit evaluierten Versuchspopulation sein. Zudem gibt es Hinweise darauf, dass sich
die RDN in gesteigertem Mal3e auf die perivaskulédre und glomerulédre Fibrose auswirkt
[102], welche in der gegenwértigen Untersuchung zugunsten der tubulo-interstitiellen
Fibrose vernachlissigt wurde.

Auflerdem kann die RDN die Adenin-induzierten Kristallablagerungen mit Tubulusdilata-
tion und konsekutiver Inflammation nicht direkt behindern, sondern nur humoral bedingte
Folgeschidden abmildern.

Der folgende Abschnitt liefert einen Uberblick iiber die bestehenden Alternativhypothe-
sen zu blutdruckunabhingigen, sympathoadrenerg vermittelten Pathomechanismen des

CKD-Phénotyps.

5.3 Blutdruckunabhangige, sympathoadrenerg

vermittelte Pathomechanismen des CKD-Phanotyps

Unsere Ergebnisse implizieren, dass die nephro- und kardioprotektiven Wirkungen der
RDN nicht allein durch eine Blutdrucksenkung zu erkléren sind. Unter der Annahme, dass
die RDN ihre Effekte in erster Linie durch die Senkung der systemischen sympathoad-
renergen Aktivitdt vermittelt (Vgl.: Abschnitt 2.5), deuten diese Befunde auf einen oder
mehrere direkte, sympathisch regulierte Pathomechanismen der CKD-Endorganschdden
hin. Ferner bietet sich diese Erkldrungsliicke fiir jeden der von uns untersuchten Parameter.
So stellte die Arbeitsgruppe um Schirmer et al. fest, dass die RDN bei therapierefraktiren
Hypertoniepatienten unabhéngig von Blutdruck- und Herzfrequenzédnderungen zur signi-
fikanten Abnahme von LVH und diastolischer Dysfunktion fiihrte. Die bereits genannte
translationale Untersuchung von Hohl et al. [70] sowie die experimentelle Arbeit von
Eriguchi et al. [48] bestitigen diese Befunde im Bezug auf kardiorenale Fibrose. Wie
eingangs erwéhnt, dient diese Arbeit der Priifung unserer Hypothese, dass die sympathoad-
renerge Regulation von IL-17A einen relevanten Teil des betreffenden Pathomechanismus
ausmachen konnte. Die im Folgenden beschriebenen Mechanismen lassen sich in zwei
Gruppen einteilen: Die erste umfasst Effekte, die iiber den x;-Adrenorezeptor (x-AR)
vermittelt werden (Abb. 31: A). Die zweite beinhaltet solche, die iiber das lokale RAS

reguliert sind (Abb. 31: B). Beide Gruppen stellen im Wesentlichen Alternativen zum
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IL-17A-Pathway dar und stehen somit in Konkurrenz mit unserer Hypothese. Interessan-
terweise bietet sie jedoch an mehreren Stellen Grund zur Annahme, dass sie synergistisch

mit IL-17A verwoben sein konnten.

Die Arbeitsgruppe um Li et al. konnte zeigen, dass der sympathische Neurotransmitter
Noradrenalin (NA) iiber einen o;-AR / 3-arrestin2 / NF-kB-Pathway wesentlich zur
Seneszenz von renalen Tubulusepithelzellen beitrdgt (Abb. 31: A1) [99]. Dieser Prozess
zeichnet sich durch eine vermehrte Sekretion des seneszenzassoziierten sekretorischen
Phénotyps (SASP) aus, der u. a. IL-6, IL-8, TGF-31 und IL-13 umfasst. Aufgrund der
profibrotischen und proinflammatorischen Eigenschaften dieser Stoffe sehen die Autoren
den beschriebenen Seneszenzmechanismus als zentral fiir die sympathoadrenerge Genese
von renaler Fibrose an [99]. Es ist aber erwidhnenswert, dass der seneszenzassoziierten
sekretorische Phinotyp seine Wirkung nicht notwendigerweise unabhédngig von IL-17A
vermittelt. So stort IL-6 bspw. das Ty17/Tregs-Gleichgewicht [166]. Zudem spielen
IL-6, IL-13 und TGF-31 eine wichtige Rolle in der Differenzierung von Ty17-Zellen
(Vgl.: Abb. 7) [126, 132]. Ein weiterer ox-AR-vermittelter Mechanismus, der renale
Fibrose fordert, ist die »epithelial-to-mesenchymal transition¢, die Tubuluszellen unter
Stimulierung mit TGF-{3 durchlaufen (Abb. 31: A2) [71, 79]. Uberdies fiihrt NA via
dem o-AR zur Apoptose von Tubulusepithelzellen. Der resultierende Zelldebris wird
von Makrophagen phagozytiert, was zur Sekretion proinflammatorischer Zytokine und

Aktivierung lokaler Fibrozyten fiihrt (Abb. 31: A3) [71, 175].

In einer Studie von 2014 untersuchte Eriguchi et al. die Rolle des lokalen RAS im
Zwischenspiel mit sympathoadrenergen Pathomechanismen des kardiorenalen Syndroms
[48]. Die Erkrankung wurde in einer Rattenpopulation iiber die Administration eines
NO-Synthase-Hemmers (N“-Nitro-L-Arginin-Methyl-Ester; L-NAME) induziert, wobei
eine Gruppe eine Scheinoperation erhielt, eine Gruppe bilateral denerviert wurde und eine
dritte Gruppe mit Hydralazin zur reinen Blutdrucksenkung behandelt wurde. Es zeigte
sich, dass die placebobehandelten L-NAME-Tiere nach 10 Wochen eine ausgeprigte
LVH, sowie eine kardiorenale Fibrose aufwiesen. Zudem kam es in beiden Organen
zu einer signifikanten Zunahme des lokalen RAS, gemessen an den Proteinleveln von
Angiontensinogen (AGT) und Angiotensin II (ATII). Durch RDN, nicht aber durch eine
reine Hydralazingabe, konnten sowohl die kardiorenalen Schiden als auch die Level
des lokalen RAS signifikant verringert werden. Diese Ergebnisse weisen auf einen blut-

druckunabhingigen sympathoadrenergen Pathomechanismus hin, der iiber das lokale
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RAS vermittelt wird (Abb. 31: B). Weiterhin konnte Eriguchi et al. {iber ein zusitzliches
Protokoll mit einseitiger RDN zeigen, dass das intrarenale RAS direkt durch den renalen
sympathischen Nerv reguliert ist. Wie in Abschnitt 2.6.3 beschrieben fand Zubcevic et
al., dass ATII zu einer Zunahme von Ty17-Zellen und IL-17A fiihrt, wennauch unklar
ist, ob dieser Effekt auch blutdruckunabhiingig auftritt [199]. Auch in diesem Fall konnte
eine synergistische Beziehung zwischen dem lokalen RAS und IL-17A bestehen, die

weiterer Untersuchungen bedarf.

Afferente Nerven

Efferente Nerven
b 4
Noradrenalin H
A ~~ B

Q _AR Lokales RAS 1
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Abbildung 31: Blutdruckunabhingige, sympathoadrenerge Pathomechanismen des CKD-Phinotyps. (Erzeugt mit
BioRender.com)

A: Mechanismen die iiber den o;-AR zu renaler Fibrose fiihren. (1) a;-AR / 3-arrestin2 / NF-kB-Pathway (2) EMT
von Tubulusepithelzellen (3) Apoptose von Tubulusepithelzellen mit Phagozytose und profibrotischer Sekretion
durch Makrophagen.

B: Mechanismus des lokalen RAS, der zu LVH und kardiorenaler Fibrose beitrégt. (1) intrarenales RAS (Riickre-
sorption von zirkulierendem AGT) (2) intrakardiales RAS (Infiltration von AGT produzierenden Makrophagen und
Fibroblasten) [48].

Abkiirzungen: o;-AR = x;-Adrenorezeptor; ATII = Angiontensin II; AGT = Angiotensinogen; EMT = »epithelial-
to-mesenchymal transition¢; IL = Interleukin; NF-kB = >nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated
B-cells<; RAS = Renin-Angiotensin-System; SASP = Seneszenzassoziierter sekretorischen Phinotyp; TGF-$1 =
Transforming Growth Factor-{31.
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5.4 Pathogenetischer Synergismus von Sympathikus und
IL-17A im CKD-Phanotyp

Die in Abschnitt 4.2.1 prisentierten in-vitro-Daten zeigen, dass ein sympathoadrenerger
Stimulus iiber einen 32-vermittelten Mechanismus zu Steigerung der IL-17A-Produktion
in mononukledren Zellen und Kardiomyoblasten fiihrt. AuBerdem konnten wir feststellen,
dass die Tiere der Adeningruppe nach 16 Wochen signifikant erhohte IL-17A-Level im
Nierenparenchym aufwiesen, wihrend sich ein dhnlicher, wenngleich nicht signifikanter,
Trend fiir das LV-Myokard abzeichnete (Vgl.: Abschnitt 4.2.2). Die RDN konnte den in-
trarenalen Anstieg der IL-17A-Spiegel verhindern. Den linksventrikulidren IL-17A-Gehalt
senkte sie sogar signifikant unter das Niveau der Kontrolltiere. Interessanterweise zeigten
die plasmatischen IL-17A-Spiegel nur tendenzielle Unterschiede zwischen den Gruppen,
jedoch wies die Adenin-RDN-Gruppe einen markanten Anstieg von urindrem IL-17A auf.
Ferner liefert die IL-17A/CD3-Co-Immunofirbung (Vgl.: Abschnitt 4.2.3) sowie die
Zihlung der CD3'IL-17A"-Zellen die Information, dass sympathoadrenerge Aktivitiit
das renale IL-17A in Anwesenheit von CD3"IL-17A"-Zellen steigert, wihrend dieser
Anstieg im LV weitestgehend in Abwesenheit dieser Zellen stattfindet und am ehesten

auf eine myozytidre Produktion zuriickzufiihren ist.

Aus diesen Befunden ergeben sich zwei wesentliche Fragen: (1) Was sind die Quel-
len, des iiberschiissigen IL-17A in den jeweiligen Endorganen der CKD-Tiere und iiber
welchen Mechanismen steigert das sympathoadrenerge System das Vorkommen und die
Aktivitit dieser Quellen? (2) Welchen Einfluss nimmt das sympathoadrenerge System auf

die renale Ausscheidung von IL-17A?

5.4.1 Renale und kardiale Quellen von sympathisch reguliertem
IL-17A im CKD-Ratten-Modell

5.4.1.1 Renale Quellen von IL-17A

Die Kombination der in Abschnitt 4.2.3 gezeigten Bilder und der zugehorigen Zellzéh-
lung (Vgl.: Abb. 27) zeigen, dass CD3TIL-17A"-Zellen eine der sympathisch regulierten
renalen Quellen von IL-17A darstellen. Ferner ist ersichtlich, dass die Tubulusepithelzel-
len der CKD-Ratten groffe Mengen an zytosolischem IL-17A aufweisen. Eine wichtige
Frage, die unsere Untersuchungen nicht adressieren konnten, bezieht sich auf die spe-
zifischen Subgruppen von CD37IL-17A"-Zellen und deren jeweiligen Anteil an der
IL-17A-Produktion. Wihrend die Ty 17-Zellen im Allgemeinen als Hauptproduzent des
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Zytokins gelten, gibt es Hinweise darauf, dass unkonventionelle T-Zell-Subgruppen im
IL-17A-vermittelten Pathomechanismus der CKD eine entscheidende Rolle spielen kénn-
ten. So stellte Peng et al. in einem murinen UUO-Modell fest, dass sowohl Ty 17-Zellen
als auch yd-T-Lymphozyten an renaler Fibrogenese via RANTES beteiligt sind (Vgl.:
Abb. 8) [142]. Auch in der Progression von humaner renaler Fibrose und CKD wurde die
Rolle der y$-T-Lymphozyten hervorgehoben, die weiterhin, wie die von uns angefirbten
CD3*IL-17A*-Zellen, hiufig in Nachbarschaft von Tubulusepithelzellen zu finden sind
[76, 89]. Es bedarf daher weiterer Arbeiten, die die Anteile dieser beiden und ggf. anderer
Zellgruppen an der IL-17A-Last aufkldren und zeigen, welche spezifischen Zellen durch
sympathoadrenerge Signale zur renalen Infiltration bzw. IL-17A-Produktion getriggert
werden.

Eine weitere mogliche Quelle des renalen IL-17A sind parenchymatose Zellen. Ore-
judo et al. postulierte in einer Arbeit von 2019, dass es bislang keine Belege fiir die
Produktion von IL-17A durch parenchymat6se Nierenzellen gebe, obwohl einige die-
ser Zellen IL-17R besitzen (u. a. Tubulusepithelzellen, Endothelzellen, Fibroblasten)
und auf das Zytokin mit der Produktion zahlreicher proinflammatorischer Stoffe (u. a.
MCP-1, RANTES, CXCL1, CXCLS) reagieren [136]. Dieser Aussage widersprechen
die Befunde von Loverre et al., dessen Arbeitsgruppe 2011 in einem in-vitro-Experiment
zeigen konnte, dass Tubulusepithelzellen auf Stimulation mit dem Komplementfaktor
C3a mit der Produktion von IL-17A reagieren, ein iiber die Phosphorylierung von JAK2
vermittelter Mechanismus. Daraus ergibt sich die Frage, ob das starke IL-17A-Signal,
dass wir in Tubulusepithelzellen beobachten konnten, eine inhérente IL-17A-Produktion
dieser Zellen oder lediglich eine Bindung des Zytokins an den IL-17R représentiert [108]
und ob das starke IL-17A-Signal auch gleichzeitig bedeutet, dass mehr IL-17A filtriert

wird.

5.4.1.2 Kardiale Quellen von IL-17A

Im Jahre 2014 konnte die Arbeitsgruppe um Li et al. zeigen, dass eine durch ATII-Infusion
provozierte arterielle Hypertonie zu erhohten kardialen IL-17A-Leveln in Mausen fiihrte.
Zudem konnte Li et al. infiltrierende yd-T-Lymphozyten als Hauptquelle des {iberschiissi-
gen IL-17A identifizieren [100]. Im Gegensatz dazu wiesen unsere CKD-Ratten weder
eine signifikante Hypertension noch relevante kardiale CD311L-17A " -Zellinfiltrate auf.
Dies legt nahe, dass das von uns angefidrbte IL-17A aus einer intrakardialen Quelle
stammt oder aber die Bindung von extrakardial generiertem IL-17A an kardiale Rezepto-

ren reprasentiert.
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Unsere in-vitro-Daten zeigen, dass Kardiomyoblasten (H9C2) unter sympathoadrenerger
Stimulation IL-17A produzieren und dieser Prozess iiber den (32-Adrenozeptor ver-
mittelt wird. Folglich konnte das von uns beobachtete IL-17A in der Adenin-Gruppe
plausiblerweise aus Kardiomyozyten stammen. Hierbei gilt es jedoch zu beachten, dass
die Kardiomyoblasten der HOC2-Linie relevante strukturelle Unterschiede zu adulten
Kardiomyozyten aufweisen. So stellte Bathe-Peters et al. fest, dass sich durch die For-
mierung eines Systems von Transversaltubuli (T-Tubuli), die mit der Reifung zu adulten
Kardiomyozyten einhergeht, die Verteilung von [32-Adrenozeptoren von der dufleren
Plasmamembran der Zellen vollstindig hin zu den T-Tubuli verschiebt [10]. Dieser Effekt
wird aufgehoben, sobald es zu einer Uberexpression von 32-Adrenozeptoren kommt.
Inwiefern sich eine CKD auf die kardiale Expression des (32-Adrenozeptors auswirkt, ist
bislang nicht bekannt. Unklar ist auch, inwiefern die Verschiebung der Rezeptoren ins
T-Tubuli-System Einfluss auf die Rezeptorfunktion nimmt [10].

Kardiale Fibroblasten konnten eine weitere intrakardiale IL-17A-Quelle darstellen. In
einem in-vitro-Modell der diabetischen Kardiomypathie zeigte Qi et al., dass sowohl
primédre Kardiomyozyten, als auch — in signifikant hoherem Mafle — Kardiofibroblasten
auf hohe Glukosekonzentrationen mit der Produktion von IL-17A reagieren. Zukiinftige
Studien konnten untersuchen, ob Kardiofibroblasten auch auf eine urdmische Kardiomy-
opathie mit gesteigerter IL-17-Produktion reagieren kénnten. Eine dritte Erkldrung ist,
dass die immunhistochemischen Farbungen extrakardial generiertes, rezeptorgebundenes
IL-17A zeigen. Beispielsweise bestitigte Liu et al. in einer Studie von 2012, dass kardiale
Fibroblasten IL-17RA/IL-17RC aufweisen und somit eine mogliche Bindungsstelle fiir
IL-17A bieten [105].

5.4.2 Einfluss des sympathoadrenergen Systems auf die renale

Ausscheidung von IL-17A

Interessanterweise zeigten unsere Untersuchungen, dass die Adenin-RDN-Gruppe deut-
lich erhohte IL-17A-Level im Urin aufwies (Vgl.: Abb. 26), wihrend sich der urinire
IL-17A-Spiegel von Adenin- und Kontrollgruppe kaum unterschied und sehr niedrig war.
Dieser Umstand konnte teilweise die verringerte systemische IL-17A-Last nach RDN und
die damit assoziierte Linderung der CKD-Endorganschiden erkldren. Hinsichtlich des Me-
chanismus, durch den das sympathische Nervensystem die renale IL-17A-Ausscheidung
modulieren konnte, kommen mehrere Hypothesen in Frage:

Einerseits wire es denkbar, dass die CKD mit einer stark eingeschrinkten Nierenfunktion

einhergeht, die durch die RDN teilweise wiederhergestellt wiirde, sodass iiberschiissiges
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IL-17A nach dem Eingriff vermehrt ausgeschieden wird. Allerdings konnte Hohl et al.
im gleichen CKD-Rattenmodell zeigen, dass sich die Retentionsparameter der beiden
Gruppen nach 16 Wochen nicht signifikant unterschieden [70], was die Nierenfunktion
als ursdchlichen Mechanismus unwahrscheinlich macht. Alternativ konnte ein renaler
Riickresorptionsmechanismus fiir IL-17A existieren, der durch den Eingriff der RDN
aufgehoben wird. Diese Theorie wire kompatibel mit unserer Beobachtung eines starken
IL-17A-Signals in den Zytosolen der Tubulusepithelzellen (Vgl.: Abb. 29: A*2). So
konnte die Sympathikolyse zur Folge haben, dass die Tubulusepithelzellen ihre Fihigkeit
verlieren, IL-17A aus dem Tubuluslumen riickzuresorbieren und in die Kapillaren zu trans-
portieren. Gleichwohl wire in diesem Fall eine gréBere Differenz in den Plasmaspiegeln
von IL-17A, vor und nach RDN zu erwarten (Vgl.: Abb. 28). Eine dritte Hypothese stiitzt
sich auf die Ergebnisse von Matsumoto et al., der feststellte, dass nephrotische Patienten
mit IgA-Nephropathie oder Minimal-Change-Glomerulonephritis deutlich erhdhte urinire
IL-17-Level aufweisen [122]. Es gibt jedoch weder Berichte noch einen Anhalt fiir ein
durch RDN ausgelostes nephrotisches Syndrom mit assoziierter IL-17A-Ausscheidung.
Im Gegenteil, Ott et al. konnten zeigen, dass der Eingriff der RDN einer Albuminurie

sogar entgegenwirkt [139].

Unsere Beobachtungen machen deutlich, dass es weiterer Studien bedarf, um zu kliren,
auf welche Weise RDN den Anstieg von IL-17A im Urin verursachen konnte und ob dies

in einem kausalen Zusammenhang mit der Linderung von CKD-Endorganschéden steht.

5.5 Ausblick

Die in dieser Arbeit prisentierten Ergebnisse unterstreichen die zentrale Bedeutung der
Schnittstelle zwischen dem sympathischen Nervensystem und dem pleiotropen und pa-
thogenetisch bedeutsamen IL-17A im Kontext der CKD.

Unsere Beobachtungen tragen zur Aufdeckung kausaler Zusammenhéngen und Syner-
gien zwischen diesen relevanten Einflussgroflen bei CKD bei, was das Verstdndnis der
Erkrankung vertiefen und hypothesengenerierend zukiinftige Untersuchungen anstof3en
und unterstiitzen konnte, um letztendlich gezielte und kausal wirksame Behandlungsmog-

lichkeiten fiir die CKD und ihre mannigfaltigen Endorganschiden zu entwickeln.
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