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Abkürzungen und Akronyme  

 
ACE  Angiotensin-Converting-Enzyme = Angiotensin-

konvertierendes Enzym 

ACR  Urinary Albumin-to-Creatinine Ratio (Albumin-Kreatinin-

Verhältniss im Urin) 

AGE Advanced Glycation End Product = nicht-enzymatisch 

glykosylierte Proteine 

ANG     Angiotensin II 

ANP  Atrial Natriuretic Peptide = A-Typ Natriuretisches Peptid 

oder Atriales Natriuretisches Peptid 

APC   Angiogenic Progenitor Cell = angiogene Stammzelle 

AT1-Rezeptor   Angiotensin II-Rezeptor (AT1-Subtyp) 

AVE 7688 Vasopeptidase-Inhibitor der Firma Aventis (Reinsubstanz) 

B2-Rezeptor   Bradykinin-Rezeptor (B2-Subtyp) 

BK     Bradykinin 

BNP     Brain Natriuretic Peptide = B-Typ Natriuretisches Peptid 

CD     Capillary Density = Kapillardichte 

CD31, CD34   Cluster of Differentiation Protein 31 bzw. 34 

C/F  Capillary-to-Fiber-ratio = relative Kapillardichte 

CNP     C-Typ Natriuretisches Peptid 

CRP     C-reaktives Protein 

DAB     Diaminobenzidin 

ECE  Endothelin-Converting-Enzyme = Endothelin-

konvertierendes Enzym 

eNOS    endotheliale NO-Synthase 

EPC     Endothelial progenitor cell = endotheliale Stammzelle 

ET-1     Endothelin-1 

GLUT-1, -2, -4  Glukosetransporter-1, -2, -4 

HbA1c    Hämoglobin A1c 

HPLC    High Pressure Liquid Chromatography = Hochleistungs- 

     Flüssigkeits-Chromatographie 

IDDM    Insulinabhängiger Diabetes mellitus 

IL-6, -10 , -12   Interleukin-6, -10, -12 
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KKS     Kallikrein-Kinin-System 

LZR     Lean Zucker Rat = magere Zuckerratte 

mRNA    messenger Ribonucleic Acid = messenger Ribonukleinsäure 

NADP, NADPH  Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat 

NEP     Neutrale Endopeptidase 24.11 

NIDDM   Nicht-Insulinabhängiger Diabetes mellitus 

NP     Natriuretische Peptide 

OZR     Obese Zucker Rat = adipöse Zuckerratte 

PECAM-1   Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule-1 = CD31 

PIO     Pioglitazon 

PKC     Proteinkinase C 

PLC, PLA2   Phospholipase C, Phospholipase A2 

PGI2     Prostaglandin-I2 = Prostacyclin 
PPAR-γ-Rezeptor  Peroxisom-Proliferator-Aktivierter-Rezeptor-γ 

RAAS    Renin-Angiotensin-Aldosteron-System 

ROS     Reactive Oxygen Species = Sauerstoffradikale 

RSG     Rosiglitazon 

STZ     Streptozotocin 

TNF, TNF-α   Tumor-Nekrose-Faktor, Tumor-Nekrose-Faktor-α 

TRO     Troglitazon 

TZD     Thiazolidindione 

UAE     Urine Albumin Excretion  (renale Albuminausscheidung) 

VEGF    Vascular Endothelial Growth Factor 

VPI     Vasopeptidase-Inhibitor 

vWF:Ag von Willebrand-Faktor-Antigen, früher: Faktor VIII-

assoziiertes Antigen 
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1    Einleitung 

 
Nach Hochrechnungen der Weltgesundheitsorganisation und der internationalen Diabetes-

Vereinigung wird die Zahl der Diabetiker weltweit von derzeit etwa 246 Millionen bis zum 

Jahr 2025 auf 380 Millionen ansteigen. Allein in Deutschland leiden etwa 6 % der 

Gesamtbevölkerung (≈ 5 Millionen Betroffene) an einem bekannten Diabetes mellitus; 

über 90 % davon sind Typ-II-Diabetiker, ca. 5 % Typ-I-Diabetiker. 

 

 

1.1 Pathogenese der allgemeinen Gefäßschädigung beim Diabetes mellitus  

 
Der Diabetes mellitus wird im Wesentlichen als eine Störung des Glukosemetabolismus 

betrachtet, die, je nachdem ob es sich um einen Diabetes mellitus Typ I oder Typ II 

handelt, durch den absoluten bzw. relativen Mangel an Insulin hervorgerufen wird. 

Während der Diabetes mellitus Typ I durch einen Untergang der β-Zellen des Pankreas 

gekennzeichnet ist, dem ursächlich eine genetische und autoimmune Komponente 

zugrunde gelegt wird, korreliert das Risiko zur Entwicklung eines Diabetes mellitus Typ II 

mit dem Vorhandensein von verschiedenen Risikofaktoren, die als Metabolisches Syndrom 

zusammengefasst werden können (Howard et al., 2002; Mokdad et al., 2003). Dies ist 

gekennzeichnet durch das gemeinsame Auftreten mehrerer der folgenden Störungen: 

abdominelle Adipositas, Dyslipoproteinämie, Glukoseintoleranz und essentielle 

Hypertonie.  

Inzwischen ist bekannt, dass sich das diabetische Krankheitsbild aus einer komplexen 

Konstellation von metabolischen Fehlfunktionen zusammensetzt, die sowohl den 

Kohlenhydrat-, Protein- sowie Lipidhaushalt betreffen. Dieser multifaktorielle Prozess 

führt durch das Zusammenwirken verschiedener metabolischer Dysfunktionen zur Genese 

und Progredienz schwerwiegender Folge- und Begleiterkrankungen.  

Die durch den Diabetes bedingten chronischen Alterationen am Gefäß- und Nervensystem 

lassen sich in zwei Kategorien einteilen: Makroangiopathie sowie die diabetische 

Mikroangiopathie. Die Makroangiopathie entspricht im Wesentlichen einer frühzeitig 

beginnenden und beschleunigt ablaufenden Atherosklerose (Ganda, 1980; Rahman et al., 

2007) und ist damit verantwortlich für die signifikant erhöhte Inzidenz an kardiovaskulären 

Ereignissen, beispielsweise Herzinfarkt (♂ +52 %, ♀ +160 %), im Vergleich zu Nicht-

Diabetikern (Gasic und Waldhausl, 2000). Aus diesem Grund stellt sie die häufigste 

Todesursache im Verlauf der diabetischen Erkrankung dar. Demgegenüber manifestiert 
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sich die diabetische Mikroangiopathie an den kleinsten Gefäßen, den Arteriolen und 

Kapillaren, und prädisponiert zur Entwicklung der diabetischen Retino-, Nephro- und 

Neuropathie. Mittlerweile ist bekannt, dass die anhaltende Hyperglykämie zu den 

Hauptursachen in der Pathogenese der diabetischen Vaskulopathie gehört (Laakso, 1999). 

Hohe Blutglukosekonzentrationen gehen einher mit einer gesteigerten Aktivierung der 

Proteinkinase C (Koya und King, 1998; Beckman, 2004) und mit einer vermehrten Bildung 

von Sauerstoffradikalen (Brownlee, 2001; Camera et al., 2007) sowie nicht-enzymatisch 

glykosylierten Proteinen, beispielsweise HbA1c (Hudson et al., 2005). Weitere 

Pathomechanismen sind eine gesteigerte Inflammation durch Interaktionen von 

Leukozyten mit dem Gefäßendothel (Morigi et al., 1998) sowie eine vermehrte Freisetzung 

von Wachstumsfaktoren  (Craven et al., 1995; Murata et al., 1997) mit der konsekutiven 

Entwicklung einer endothelialen Dysfunktion (Abb. 1.1). Diese beschreibt die zunehmende 

Beeinträchtigung des Endothels, gefäßprotektive Mediatoren wie Stickstoffmonoxid (NO) 

oder Prostacyclin (PGI2) zu bilden und/oder freizusetzen. Folge dieser dauerhaft 

eingeschränkten Endothelfunktion ist eine herabgesetzte NO-vermittelte Vasodilatation mit 

konsekutiv ansteigender vaskulärer Kontraktionsbereitschaft und Anstieg des Blutdruckes 

sowie eine zunehmende Kapillarrarefizierung (Irving et al., 2002). Diese progrediente 

mikrovaskuläre Gefäßschädigung könnte möglicherweise die früheste Form der 

Gefäßschädigung im Rahmen des Diabetes darstellen und damit einer der 

ausschlaggebenden Faktoren für die Entwicklung diabetischer Komplikationen sein. 

Unterstützt wird diese Hypothese dadurch, dass die Versorgung kardiovaskulärer Organe 

vor allem durch die Mikroangiopathie beeinflusst wird; im Gegensatz dazu manifestiert 

sich die Makroangiopathie erst dann, wenn gravierende Ereignisse wie zum Beispiel ein 

Myokardinfarkt aufgetreten sind.  

Weiterhin ist inzwischen belegt, dass es im Verlauf der diabetischen Erkrankung frühzeitig 

zu einer erhöhten lokalen Aktivität des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS) 

mit ansteigenden Konzentrationen von Angiotensin II (ANG) kommt (Jandeleit et al., 

1992; Crespo et al., 2003). Brewster und Mitarbeiter (2003) konnten beweisen, dass auch 

in diesem Falle die Hyperglykämie als ursächlicher Faktor eine vermehrte Aktivierung des 

intrarenalen RAAS bewirkt. Bemerkenswert ist dabei, dass das RAAS einerseits direkt 

durch die erhöhten Blutzuckerkonzentrationen aktiviert wird (Singh et al., 1999), 

andererseits wird der erhöhte Körperwasserverlust aufgrund der hyperglykämisch-

induzierten osmotischen Diurese ebenso durch eine zunehmende Wirksamkeit des RAAS 

kompensiert.  
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ANG ist ein multifunktionales Hormon, das über das „Angiotensin-Converting-Enzyme“ 

(ACE) aus Angiotensin I durch Spaltung gebildet wird und über den Angiotensin II-

Rezeptor (AT1-Subtyp) die Entwicklung kardiovaskulärer Erkrankungen fördert 

(Dendorfer et al., 2005). Ausgangspunkt für die durch ANG hervorgerufenen 

pathologischen Gefäßveränderungen ist ebenfalls die Entwicklung bzw. Verstärkung der 

endothelialen Dysfunktion. Ursächlich hierfür ist unter anderem eine erhöhte ANG-

vermittelte Aktivierung von NADPH-Oxidasen der Endothel- und glatten 

Gefäßmuskelzellen, die durch Triggerung von Stoffwechselprozessen eine vermehrte 

Genese von hoch reaktiven Peroxiden und Superoxiden („reactive oxygen species“ = ROS) 

induzieren (Seshiah et al., 2002; Cai et al., 2003). Diese Radikale inaktivieren das 

endothelial gebildete NO und triggern durch Wechselwirkungen mit intrazellulären 

Signalmolekülen inflammatorische (Schieffer et al., 2000; Harrison et al., 2003) sowie 

apoptotische Prozesse (Feuerstein und Young, 2000) mit der Folge einer zunehmenden 

Beeinträchtigung der Endothelfunktion bis hin zum programmierten Zelltod.  

Über eine vermehrte Freisetzung von Wachstumsfaktoren, wie zum Beispiel „Vascular 

endothelial growth factor“ (VEGF) oder „Epidermal growth factor“ (EGF), und eine 

Hyperglykämie 

PKC-Aktivierung   

Sauerstoffradikale  

RAAS-Aktivierung   

Leukozyten ↑ 
Zytokine ↑ 
Wachstumsfaktoren ↑ 

ANG ↑ 

Endotheliale 
Dysfunktion 

Zellproliferation ↑ 
Bildung extrazellulärer 
Matrix ↑ 

AGE-Bildung ↑↑↑↑ 
(HbA1c,...) 

Osmotische 
Diurese 

Abb.  1.1  Hyperglykämie-induzierte Prozesse zur Entwicklung einer endothelialen Dysfunktion,

AGE = Advanced glycation end product, ANG II = Angiotensin II, HbA1c = Hämoglobin A1c, 

PKC = Proteinkinase C, RAAS = Renin-Angiotensin-Aldosteron-System 
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Renin 

Re 
ACE 

erhöhte Produktion des Zytokins „Transforming growth factor-β“ (TGF-β)  mit 

konsekutiver Proliferation und Hypertrophie von glatten Muskelzellen und Fibroblasten 

(Chiarelli et al., 2000) begünstigt ANG die Entwicklung einer vaskulären (Vranes et al., 

1995; Su et al., 1998) und kardialen Hypertrophie (Schunkert et al., 1995) sowie eine 

zunehmende Akkumulation von extrazellulärer Matrix  (Kagami et al., 1994). 

Des Weiteren bewirkt ANG über den AT1-Rezeptor eine blutdrucksteigernde 

Vasokonstriktion. Diese wird zum einen durch eine direkt kontrahierende Wirkung auf die 

glatten Gefäßmuskelzellen ausgelöst (Griendling et al., 1997), zum anderen durch eine 

vermehrte Expression und Freisetzung von Endothelin-1 (ET-1), welches zu den 

potentesten endogenen Vasokonstriktoren gehört (Rajagopalan et al., 1997; Luft, 2002) 

(Abb. 1.2).  

 
 
 
  
     
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 

 
  
 
 
 
       
 

Angiotensinogen 

Angiotensin I 

Angiotensin II 

AT1-Rezeptor 

Vasokonstriktion

ET-1 ROS 

Inflammation

GF`s 
 

Proliferation 

 

Hypertonus 

kardiale/vaskuläre Hypertrophie 

Makroangiopathie (Atherosklerose) 

diabetische Mikroangiopathie 

 

Abb.  1.2  AT1-Rezeptor vermittelte Wirkungen von Angiotensin II auf das kardio-

vaskuläre System (nach Dendorfer et al., 2005  Fig. 1), ACE = Angiotensin-Converting-Enzyme, AT1-

Rezeptor = Angiotensin II-Rezeptor (AT1-Subtyp), ET-1 = Endothelin-1, GF = Growth factor, 

NO = Nitric oxide, ROS = Reactive oxygen species   

Endotheliale 
Dysfunktion 

Apoptose 

NO ↓
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1.2 Therapeutische Angriffspunkte zur Prävention der diabetischen  

 Gefäßschädigung  

   

1.2.1 Allgemeine Therapieprinzipien 

 
Eine frühzeitige und konsequente Behandlung der beeinflussbaren Risikofaktoren kann die 

kardiovaskuläre Morbiditäts- und Mortalitätsrate unter Diabetikern nachweislich redu-

zieren (The Diabetes Control and Complications Trial Research Group, 1993; UKPDS 38, 

1998). Während beim Diabetes mellitus Typ I die Insulinbehandlung als lebensrettende 

Hormonersatztherapie zwingend indiziert und lebenslang beizubehalten ist, sollten als 

Basis jeder Behandlung des Diabetes mellitus Typ II zunächst nicht-pharmakologische 

Maßnahmen zur Therapie der Hyperglykämie ausgeschöpft werden. Dazu gehören vor 

allem eine Lebensstiländerung in Form einer Ernährungsumstellung, Gewichtsreduktion 

sowie Erhöhung der körperlichen Aktivität. In einer Vielzahl von Studien konnte gezeigt 

werden, dass gerade sportliche Betätigung positive Effekte auf den Erhalt von 

Mikrogefäßen und damit auf die Integrität des kapillären Netzwerkes hat (Hudlická, 1982; 

Hudlická et al., 1995; Amaral et al., 2000; Frisbee et al., 2006). 

 

 

1.2.2 Anti-hyperglykämische Therapie 

 
Sollten die oben genannten Maßnahmen nicht ausreichend sein, wird ergänzend eine 

pharmakologische anti-hyperglykämische Therapie eingeleitet, beispielsweise mit oralen 

Antidiabetika, Thiazolidindionen, Biguaniden, α-Glucosidase-Hemmern oder Insulin. In 

einer Vielzahl von Studien konnte gezeigt werden, dass sowohl das mikrovaskuläre als 

auch das makrovaskuläre Erkrankungsrisiko mit der Dauer und Höhe der Hyperglykämie 

in enger Beziehung stehen (Stevens et al., 2004; Selvin et al., 2005). So konnten Stratton 

und Kollegen (2000) beweisen, dass jede Reduktion des mittleren HbA1c-Wertes um 1 % 

das Myokardinfarkt- sowie Schlaganfallrisiko um 14 % bzw. 12 % verringert und mit einer 

Risikoreduktion von 37 % für mikrovaskuläre Folgeschäden bzw. Komplikationen 

einhergeht. Die 2005 vorgestellte PROspective PioglitAzon Clinical Trial In 

MacroVascular Events Studie (PROactive) untersuchte die Wirkungen einer 

Pioglitazontherapie auf die kardiovaskuläre Morbidität und Mortalität bei Patienten mit 

Typ-II-Diabetes und bekanntem makrovaskulären Ereignis (Herzinfarkt, Bypass-

erfordernis, Apoplex). Hierbei stellte sich heraus, dass Pioglitazon die kardiovaskulären 
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Endpunkte, bestehend aus nicht-tödlichem Myokardinfarkt, Schlaganfall sowie 

kardiovaskulärer Gesamtmortalität,  signifikant um 16 % reduzierte (Walcher und Marx, 

2006). In einer Subgruppe der PROactive-Studie konnte Pioglitazon das Herzinfarktrisiko 

um 28 % und die Inzidenz eines akuten Koronarsyndroms um 37 % reduzieren (Erdmann 

et al., 2007). 

 

 

1.2.3 Glukose-unabhängige medikamentöse vaskuläre Protektion 

 
Inzwischen ist bekannt, dass die Diabetes-bedingten kardiovaskulären Folge- und 

Begleiterkrankungen durch die Normalisierung der Blutglukosekonzentration nicht 

ausreichend reduziert werden können, so dass die Indikation für eine ergänzende Glukose-

unabhängige Medikation gegeben ist.  

Die Prävalenz der Hypertonie ist bei Diabetikern etwa doppelt so hoch wie bei 

gleichaltrigen nicht-diabetischen Patienten. Parallel dazu ist auch das Risiko einer 

koronaren Herzerkrankung sowie der Herz- und Niereninsuffizienz bei hypertonen 

Diabetikern um das 3- bis 5- fache erhöht (Gasic und Waldhausl, 2000). Folglich 

profitieren sowohl hypertensive als auch niereninsuffiziente Diabetiker von der Gabe eines 

ACE-Hemmers (Lewis et al., 1993; Adler et al., 2000) oder Angiotensin II-Rezeptor-

antagonisten (AT1-Antagonist) (Brenner et al., 2001). Die Gabe von Ramipril reduzierte in 

der Heart Outcomes Prevention Evaluation Studie (HOPE-Studie, 2000) die 

Gesamtmortalität von Diabetikern um 24 %. Ebenso wurde das Myokardinfarktrisiko um 

22 % und die Gefahr der Entwicklung einer diabetischen Nephropathie um 24 % 

vermindert. Zusätzlich sank die Diabetes-Inzidenz unter der Behandlung mit Ramipril um 

34 % (Ingelfinger und Solomon, 2006). Erwähnenswert ist in diesem Zusammenhang, dass 

Ramipril keinerlei direkte Effekte auf die Blutglukosekonzentration hat. Ursächlich für 

diese Prognoseverbesserung könnten unter anderem Schutzwirkungen auf das 

Kapillarwachstum sein. In einer experimentellen Studie von Frisbee (2005a) zeigte sich in 

adipösen Zuckerratten (Obese Zucker Rats = OZR) im Verlauf von knapp  

3 Wochen eine um ca. 23 % reduzierte Kapillardichte im Skelettmuskel im Vergleich zu 

mageren Zuckerratten (Lean Zucker Rats = LZR). In einem anderen Versuchsarm der 

gleichen Studie verhinderte die Applikation von Captopril in OZR die Genese von 

Bluthochdruck und verursachte neben einer verbesserten Glukoseutilisation einen 

signifikanten Anstieg der mikrovaskulären Dichte. Die Gabe von Hydralazin zeichnete 

sich ebenfalls durch präventive Effekte bezüglich der Entwicklung eines Hypertonus aus, 
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hatte jedoch keinen relevanten Einfluss auf das kapilläre Netzwerk, woraufhin die 

Hypothese aufgestellt wurde, dass die zunehmende Insulinresistenz im Rahmen des 

metabolischen Syndroms entscheidend zur progredienten Kapillarrarefizierung beiträgt. 

Eine mögliche Ursache für diese durch die aufgestellte Hypothese beschriebene 

Entwicklung könnten ansteigende bzw. anhaltend hohe Blutzuckerkonzentrationen sein, 

die bekanntermaßen mit einer zunehmenden Einschränkung der physiologischen 

Endothelfunktion einhergehen. Konsequenz könnte eine fortschreitende Insuffizienz der 

Zielzellen sein, Glukose zu verstoffwechseln mit der Folge einer persistierenden 

Hyperglykämie und konsekutiver Zellschädigung.  

ACE-Hemmer durchbrechen diesen Circulus vitiosus, indem sie die pathologisch 

veränderte Endothelfunktion positiv beeinflussen und damit eine verbesserte periphere 

Insulinsensitivität, einhergehend mit einer reduzierten Zielzellschädigung, hervorrufen.  

Die Tatsache, dass die Inzidenz und die Progression des Diabetes durch die Gabe von 

ACE-Inhibitoren positiv beeinflusst werden kann (Vermes et al., 2003; Abuissa et al., 

2005; Ingelfinger und Solomon, 2006), unabhängig von direkten Effekten auf die 

Blutglukosekonzentration, spricht dafür, dass die beobachtete Verbesserung der 

Kapillardichte unter der Behandlung mit ACE-Hemmern als kausaler Faktor für diese 

Ergebnisse verantwortlich sein kann. Aus diesem Grund wurde der Fokus der vorliegenden 

Arbeit bewusst auf die Glukose-unabhängigen (mikro-) gefäßprotektiven Wirkungen von 

ausgewählten Medikamenten gelegt. 
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1.3 Untersuchte Medikamente mit organprotektiver Wirkung 

 

1.3.1 ACE-Hemmer 

 
Die antihypertensiven und organprotektiven Wirkungen von ACE-Inhibitoren werden 

einerseits durch den Eingriff ins RAAS mit verminderter Angiotensin II-Bildung und 

andererseits durch Beeinflussung des Kallikrein-Kinin-Systems (KKS) mit vermehrter 

Akkumulation von Bradykinin (BK) hervorgerufen (Ebrahimian et al., 2005). 

Das ACE, welches identisch ist mit der Kininase II und vor allem auf der Oberfläche von 

Endothelzellen exprimiert wird, katalysiert einerseits die Konversion von Angiotensin I zu 

Angiotensin II (ANG) sowie andererseits den Abbau verschiedener Peptide, von denen BK 

das bedeutendste ist (Corti et al., 2001). 

BK, das durch Kallikrein aus zirkulierenden Kininogenen freigesetzt wird, führt über die 

Aktivierung eines endothelialen G-Protein-gekoppelten Kininrezeptors (B2-Subtyp) zu 

einer Stimulation der Phospholipasen A2 und C mit vermehrter Bildung von 

Stickstoffmonoxid (NO) (Wiemer et al., 1991) und Prostacyclin (PGI2) (Schrör, 1992). Der 

Anstieg dieser beiden Gewebshormone führt zu einer endothelvermittelten Vasodilatation 

und trägt aufgrund der anti-inflammatorischen, anti-proliferativen und anti-thrombotischen 

Wirkungen wesentlich zur Aufrechterhaltung der physiologischen Gefäßfunktion bei  

(Abb. 1.3) (Moncada und Higgs, 1993; Linz et al., 1995). So wurde Anfang der 90-er Jahre 

in einer Vielzahl von experimentellen Studien festgestellt, dass ACE-Hemmer 

endothelprotektive und dadurch durchblutungsfördernde sowie anti-atherosklerotische 

Wirkungen haben (Becker et al., 1991; Rolland et al., 1993). Farhy et al. (1992, 1993) 

konnten zeigen, dass die durch Ramipril vermittelte Akkumulation von BK, zusätzlich zur 

verminderten ANG-Bildung, beachtlich zu den anti-proliferativen Wirkungen der ACE-

Hemmer beiträgt. Infolgedessen kam es insbesondere nach Gefäßverletzungen zu einer 

deutlich reduzierten Intimaneubildung. Ein weiterer Vorteil der ACE-Inhibitoren sind ihre 

kardioprotektiven Wirkungen, die ebenso auf eine herabgesetzte ANG-Bildung sowie 

verminderte BK-Degradierung zurückgeführt werden. Demzufolge bewirken die ACE-

Hemmer Perindopril und Ramipril eine deutliche Verbesserung der Herzfunktion, die sich 

zum einen in einem Anstieg des Schlagvolumens und der Koronardurchblutung sowie 

einem reduzierten Auftreten postischämischer Arrhythmien äußert und sich zum anderen in 

einer verminderten Entwicklung einer ventrikulären Hypertrophie manifestiert (Linz et al., 

1986, 1989; Gohlke et al., 1994a, 1994b). 
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1.3.2 PPAR-γγγγ-Agonisten 

 
Der „Peroxisom-Proliferator-Aktivierte-Rezeptor-γ“ (PPAR-γ) ist ein zytoplasmatisches 

Protein, das vor allem im Fettgewebe wie auch in Endothelzellen, glatten 

Gefäßmuskelzellen und Makrophagen exprimiert wird (Staels und Fruchart, 2005). 

Fettsäuren und ihre durch Cyclo- und Lipooxygenase gebildeten Eicosanoid-Derivate, mit 

besonderer Bedeutung das 15-Desoxy-∆-prostaglandin J2, stellen natürliche Liganden des 

PPAR-γ dar (Ferry et al., 2001). Nach Bindung eines Liganden transloziert PPAR-γ in den 

Zellkern und steuert als Transkriptionsfaktor direkt die Expression bestimmter Zielgene, 

die an der Regulation des Lipid- und Glukosestoffwechsels sowie inflammatorischer 

Prozesse und der Endothelfunktion beteiligt sind (Abb. 1.4) (Yki-Järvinen, 2004). 

Degradation

B2 

Kininogene 

Bradykinin 

Kallikrein 

PGI2 

Vasodilatation 
Durchblutung ↑ 

Atherosklerose ↓ 
Proliferation ↓ 

Kardioprotektion 

PLA2 PLC 

Endothelzelle 

Glatte Gefäßmuskelzelle/ 
Herzmuskelzelle 

NO 

ACE 

ACE-Inhibitoren 

Abb.  1.3 Wirkungsmechanismen von Bradykinin auf die glatte Muskelzelle, ACE = Angiotensin-

Converting-Enzyme, B2 = Kinin-Rezeptor (B2-Subtyp), NO = Nitric oxide, PGI2 = Prostacyclin, 

PLA2 = Phospholipase A2, PLC = Phospholipase C 
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Seit der Entwicklung der Thiazolidindione (TZD) in den 90-er Jahren stehen synthetische 

Liganden zur Verfügung, die bisher lediglich in der Therapie des Diabetes mellitus Typ II 

eingesetzt werden und auch als „Glitazone“ oder „Insulinsensitizer“ bezeichnet werden. 

Glitazone führen über eine vermehrte Expression der Glukosetransporter GLUT-1 und 

GLUT-4 im Fett- und Skelettmuskelgewebe zu einer gesteigerten Glukoseaufnahme in die 

Zielzellen mit resultierender Abnahme der Plasmaglukosekonzentration und damit 

einhergehender erhöhter peripherer Insulinsensitivität (Kramer et al., 2001). In Placebo-

kontrollierten Studien bewirkte sowohl die Therapie mit Pioglitazon als auch mit 

Rosiglitazon eine Abnahme des glykosylierten Hämoglobins bzw. des HbA1c-Wertes um 

0,5-1,4 % (Gale, 2001). Gleichartige Resultate zeigten Imano und Kollegen (1998) bei 

Diabetikern unter der Behandlung mit Troglitazon. 

Darüber hinaus beobachtet man unter der Behandlung mit TZD ansteigende 

Konzentrationen von Adiponektin, einem Zytokin, welches ausschließlich im Fettgewebe 

gebildet wird und ebenfalls die Insulinempfindlichkeit der Zellen erhöht (Maeda et al., 

2002; Matsuda et al., 2002).  

In dysfunktionalen Fettzellen gebildete Zytokine wie Leptin und Resistin verstärken die 

Insulinresistenz. Die Inhibition der Sekretion dieser Zytokine durch TZD führt ebenso zu 

einer Besserung der Insulinsensitivität (Marx et al., 2004). 

Neben den erwähnten blutzuckersenkenden Wirkungen weisen TZD auch günstige 

Eigenschaften in Bezug auf den Erhalt und die Verbesserung der Endothelfunktion auf 

(Campia et al., 2006; Martens et al., 2006). Entsprechend führt die Stimulation vaskulärer 

PPAR-γ-Rezeptoren über Transkriptionsmechanismen zu einer gesteigerten endothelialen 

NO-Freisetzung (Calnek et al., 2003; Polikandriotis et al., 2005). Folgen dieser erhöhten 

NO-Konzentrationen sind neben einer potenten Vasodilatation, anti-proliferative, anti–

thrombotische sowie anti-atherosklerotische Wirkungen, die wesentlich zum Erhalt der 

physiologischen Gefäßfunktion beitragen (Harrison, 1997). 

Zusätzlich bewirken PPAR-γ-Agonisten eine verminderte Expression und Freisetzung von 

Endothelin-1 (ET-1) (Delerive et al., 1999; Barbier et al., 2002), was zu einer Potenzierung 

der vasodilatierenden Wirkungen führt.  

Ein wichtiger Faktor in der Entwicklung kardiovaskulärer Erkrankungen ist das vaskuläre 

„remodeling“. Dies ist durch eine abnorme Sensitivität glatter Muskelzellen gegenüber 

zum Beispiel Wachstumsfaktoren gekennzeichnet, mit der Folge einer Proliferation und 

Hypertrophie kardialer sowie vaskulärer Myozyten. Mit Hilfe von in-vitro- und in-vivo-

Studien konnte bewiesen werden, dass TZD über die PPAR-γ-Aktivierung diese 
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Entwicklungen hemmen und folglich kardiovaskulären Erkrankungen vorbeugen können 

(de Dios et al., 2003; Benkirane et al., 2006a; Balakumar et al., 2007).  

Auch die durch ANG hervorgerufenen Prozesse, welche beachtlich zur Genese 

verschiedener Krankheitsbilder beitragen, werden durch die Verabreichung dieser 

Wirkstoffe entscheidend geschwächt. Die Ursache hierfür liegt in einer verminderten 

Expression von AT1-Rezeptoren (Diep et al., 2002; Benkirane et al., 2006b). 

Ausgelöst durch diese vielfältigen Mechanismen zeigt diese Substanzklasse auch gute 

Resultate im Hinblick auf die Blutdruckregulation. So führte die Gabe von Rosiglitazon in 

hypertensiven männlichen Zuckerratten zu einem ausgeprägten Blutdruckabfall (Walker et 

al., 1999). Vergleichbare Resultate beobachteten Nolan und Mitarbeiter (1994) bei 

adipösen Patienten mit gestörter Glukosetoleranz unter der Therapie mit Troglitazon. 

Des Weiteren spielen PPAR-γ-Rezeptoren eine zentrale Rolle in der Modulierung der 

Entzündung, was ebenfalls zu den anti-atherosklerotischen, vaskuloprotektiven Wirkungen 

beiträgt. Atherosklerose ist ein chronisch entzündlicher Prozess innerhalb der arteriellen 

Gefäßwand, der mit einer erhöhten Expression an inflammatorischen Markern, wie etwa 

C-reaktivem Protein (CRP), Fibrinogen, Tumor-Nekrose-Faktor (TNF) und Interleukin-6 

(IL-6), einhergeht. PPAR-γ-Liganden inhibieren in Leukozyten die Expression pro-

inflammatorischer Gene wie etwa Zytokinen und Akut-Phase-Proteinen. Dementsprechend 

führt die Gabe von 15-Desoxy-∆-prostaglandin J2 und TZD zu einer herabgesetzten 

Sekretion von CRP, TNF, IL-6, IL-10 und IL-12 (Azuma et al., 2001; Verma und Szmitko, 

2006; Goldberg, 2007).  

Dadurch, dass die Makroangiopathie im Rahmen der diabetischen Erkrankung unter 

anderem auf einem chronischen Entzündungsprozess beruht, ist zu vermuten, dass 

gesteigerte inflammatorische Prozesse ebenso für die progrediente Kapillarrarefizierung 

verantwortlich sein könnten. Demzufolge könnten die anti-inflammatorischen Wirkungen 

von TZD auch wesentlich zur Verzögerung bzw. Milderung dieser zunehmenden  

Mikrogefäßschädigung beitragen. 

Therapeutische Effekte von TZD werden auch hinsichtlich der Diabetes-bedingten 

Nierenschädigung sichtbar. Gerade in den frühen Stadien der diabetischen Nephropathie 

führt der Einsatz von Troglitazon oder Rosiglitazon zu einer reduzierten Mikroalbuminurie 

und Albuminexkretion (Abb. 1.5) (Imano et al., 1998; Nakamura et al., 2001). 
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PPAR-γ-Agonisten 
(Eicosanoid-Derivate, 

Thiazolidindione) 

Fettgewebe 
Endothel 

Muskulatur 
Leukozyten 

Genexpression 

GLUT-1↑ 
GLUT-4↑ 

Adiponektin ↑ Leptin ↓, Resistin ↓,  
TNF-α ↓, IL-6 ↓ 

Glukoseaufnahme ↑ 
Plasmaglukosekonzentration ↓ 

HbA1c ↓ 

Insulinempfindlichkeit ↑ 
Arteriosklerose ↓ 

Insulinempfindlichkeit ↑ 
Entzündungsprozesse ↓ 

PPAR-γ 

Abb.  1.4 Regulation des Lipid- und Glukosestoffwechsels sowie der Entzündungsreaktion durch 

PPAR-γ, GLUT-1 = Glukosetransporter-1, GLUT-4 = Glukosetransporter-4, HbA1c = Hämoglobin A1c, 

IL-6 = Interleukin-6, PPAR-γ = Peroxisom-Proliferator-Aktivierter-Rezeptor-γ, TNF-α = Tumor-Nekrose-

Faktor-α 

Vasokonstriktion ↓ 

AT1-Rezeptor-
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Abb. 1.5  Einfluss von PPAR-γ-Agonisten auf das kardiovaskuläre System und inflammatorische 

Prozesse, AT1-Rezeptor = Angiotensin II-Rezeptor (AT1-Subtyp), CRP = C-reaktives Protein, 

ET-1 = Endothelin-1, IL-6 = Interleukin-6, IL-10 = Interleukin-10, IL-12 = Interleukin-12, NO = Nitric 

oxide, PPAR-γ = Peroxisom-Proliferator-Aktivierter-Rezeptor-γ, ROS = Reactive oxygen species, 

TNF = Tumor-Nekrose-Faktor 

NO ↑ 
ROS ↓ 
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1.3.3 Vasopeptidase-Inhibitoren 

 
Bei den Vasopeptidase-Inhibitoren (VPI) handelt es sich um eine Weiterentwicklung der 

ACE-Hemmer, die als duale Hemmstoffe sowohl die Neutrale Endopeptidase 24.11 (NEP) 

als auch das ACE mit vergleichbarer inhibitorischer Potenz blockieren. 

Bei der NEP handelt es sich um eine membran-gebundene Zink-Metalloprotease, die 

vornehmlich im Zentralen Nervensystem, in der Niere, in der Gefäßwand, im Herz und in 

Fibroblasten sowie in Leukozyten lokalisiert ist (Roques et al., 1993; Ruschitzka et al., 

2001).  

Das aktive Zentrum bzw. die katalytische Einheit dieses Enzyms ist dem ACE sehr ähnlich 

und ebenso am Abbau einer Vielzahl endogener Peptide beteiligt. So werden die 

vasodilatativ wirksamen Natriuretischen Peptide (NP) ANP, BNP und CNP, Substanz P 

und Bradykinin wie auch die vasokonstriktiv wirksamen Peptide Endothelin-1 (ET-1) und 

Angiotensin II (ANG) von der Peptidase gespalten und damit inaktiviert (Corti et al., 

2001). Weitere Substrate sind das Adrenomedullin, das Cholezystokinin und endogene 

Opioide wie z.B. die Enkephaline, weshalb die NEP auch als Enkephalinase bezeichnet 

wird (Roques et al., 1993). 

Erwähnenswert ist, dass die Wirkungen von NEP-Inhibitoren auf den Gefäßtonus davon 

abhängig sind, ob die Mehrzahl der vermindert abgebauten Substrate überwiegend 

vasodilatative oder -konstriktive Eigenschaften aufweisen. So konnte in experimentellen 

Studien gezeigt werden, dass unter selektiver NEP-Hemmung mit z.B. Candoxatril eine 

Vasokonstriktion hervorgerufen wird, die durch einen verminderten Abbau von ANG und 

ET-1 verursacht wird (Motwani et al., 1995; Ferro et al., 1998). Dies erklärt, weshalb 

selektive NEP-Inhibitoren zwar zu einer Potenzierung der natriuretischen und diuretischen 

Wirkung von ANP führen, dadurch jedoch lediglich einen minimalen Blutdruckabfall 

bewirken bzw. bei normotensiven Patienten sogar zu einem Blutdruckanstieg führen 

können (Ando et al., 1995; Motwani et al., 1995). Da die selektive Hemmung des ACE 

sowohl zu einer herabgesetzten ANG-Bildung als auch zu einer verminderten Expression 

und Freisetzung von ET-1 führt, entwickelte man kombinierte NEP- und ACE-

Hemmstoffe, wie z.B. das Omapatrilat, die als VPI bezeichnet werden. Diese Kombination 

bietet den Vorteil, dass die ACE-Hemmung speziell die Effekte der vasokonstriktorischen 

Anteile unter NEP-Hemmung unterdrückt und dadurch die blutdrucksenkenden Wirkungen 

verstärkt. 

Ebenso wie das ACE interferiert die NEP mit dem KKS. So ist die NEP vor allem unter 

vorliegender ACE-Hemmung wesentlich am BK-Abbau beteiligt. Die kombinierte 
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Anwendung eines ACE- und NEP-Inhibitors führt damit zu einer vermehrten 

Akkumulation und verstärkten protektiven Wirkung des Bradykinins gegenüber der 

alleinigen Applikation eines selektiven ACE- oder NEP-Hemmers (Blais et al., 2000; 

Dumoulin et al., 2001). 

Ein weiterer großer Vorteil der VPI liegt darin, dass sie ein deutlich größeres 

Wirkungsspektrum umfassen als die ACE-Hemmer. French und Mitarbeiter (1995) 

konnten diesbezüglich belegen, dass die antihypertensiven Wirkungen des VPI  „MDL 

100,173“ unabhängig von der Plasma-Renin-Aktivität sind, wohingegen Captopril zwar 

eine potente, jedoch im Vergleich zu MDL 100,173 weniger ausgeprägte 

Blutdrucksenkung erzeugte und dies auch nur in Versuchsmodellen mit hoher und 

normaler Reninkonzentration. Vergleichbare Ergebnisse bezüglich der 

Wirkungsbandbreite von VPI wurden auch von Fournié-Zaluski und ihren Mitarbeitern 

(1994) sowie Trippodo et al. (1998)  beobachtet. 

Zusätzlich weist die Substanzgruppe der VPI auch deutliche Vorteile im Hinblick auf die 

kardio- und vaskuloprotektiven Wirkungen auf. So fanden Quaschning et al. (2001a, 

2001b) heraus, dass die Verbesserung der Endothelfunktion unter der Therapie mit 

Omapatrilat im Vergleich zur alleinigen Gabe von Captopril signifikant höher war. Des 

weiteren zeigte Omapatrilat hinsichtlich der Entwicklung einer kardialen und vaskulären 

Hypertrophie eindeutig stärkere präventive Effekte, die ebenfalls auf eine Potenzierung der 

Wirkung von Bradykinin und der Natriuretischen Peptide sowie auf eine verminderte 

Bildung von ANG und ET-1 zurückgeführt wurden.  



 
 

 
 

23 

1.4 Fragestellung/Zielsetzung  

 
Die progrediente Kapillarrarefizierung im Rahmen des Diabetes mellitus stellt eine früh 

auftretende Gefäßschädigung dar, die möglicherweise ursächlich ist für die Entwicklung 

kardiovaskulärer Erkrankungen und Komplikationen. Inzwischen gibt es umfangreiche 

Hinweise für gefäß- und organprotektive Wirkungen gängiger zur Diabetes-Behandlung 

eingesetzter Medikamente, vor allem in Bezug auf die Makroangiopathie.  

Vaskuloprotektive Effekte auf das kapilläre Netzwerk haben bisher jedoch kaum 

Beachtung gefunden. Aus diesem Grund sollte in der vorliegenden Arbeit untersucht 

werden, ob die frühzeitige Therapie mit dem Vasopeptidase-Inhibitor AVE 7688 oder dem 

PPAR-γ-Agonisten Pioglitazon eine Verzögerung und/oder Milderung der progredienten 

mikrovaskulären Gefäßschädigung im Verlauf der diabetischen Erkrankung bewirkt. 

Zusätzlich sollte der Einfluss dieser beiden Medikamente auf die renale Albumin- und 

Kreatininexkretion sowie die hämodynamischen Parameter Blutdruck und Herzfrequenz 

ermittelt werden. 

Zum Nachweis dieser Arbeitshypothesen sollen folgende Fragen geklärt werden: 

 

1. Wann tritt die Kapillarrarefizierung auf und wie ist der zeitliche Verlauf der 

Gefäßschädigung im STZ-diabetischen Modell? 

2.    Werden die Diabetes-bedingten pathologischen Gefäßveränderungen in Form    

einer abnehmenden Mikrogefäßdichte durch Vasopeptidasehemmung bzw. durch 

die Therapie mit einem PPAR-γ-Agonisten günstig beeinflusst? 

3. Hat die Therapie positive bzw. präventive Wirkungen auf die Entwicklung 

diabetischer Folgeerkrankungen wie zum Beispiel Hypertonie, Linksherz-

hypertrophie oder die diabetische Nephropathie? 
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2  Material und Methoden 

 

2.1 Material 

 

2.1.1 Versuchstiere  

 
Die einzelnen Untersuchungen dieser Studie wurden an männlichen Wistar-Ratten mit 

einem Ausgangsgewicht von 253 ± 3 g durchgeführt, die von der Firma Charles River, 

Sulzfeld, bezogen wurden. Die Versuchstiere wurden in Käfigen mit jeweils 5 Tieren 

gehalten und hatten jederzeit freien Zugang zu Wasser und Futter. Bis auf die 

Medikamentengruppen erhielten die Tiere Standardfutter (Altromin-Haltungsdiät). Die  

Klimakammer, in der die Tiere während der gesamten Studie gehalten wurden, hatte eine 

konstante Temperatur von 21 °C und eine Luftfeuchtigkeit von 50 %. Der automatisierte 

Tag/Nacht-Rhythmus von 12 Stunden begann um 6:00 Uhr und wechselte um 18:00 Uhr 

zur Dunkelheit. 

Dieser tierexperimentelle Versuch wurde vom Ministerium für Natur, Umwelt und 

Landesentwicklung des Landes Schleswig-Holstein mit dem Aktenzeichen V 742-

72241.122-22 genehmigt. 

 

 

2.1.2 Medikamente 

 
Pioglitazon zermahlene Tabletten 

des zugelassenen 

Präparates Actos™ 

AVE 7688 Reinsubstanz, von der 

Firma Aventis zur 

Verfügung gestellt  

 

 

2.1.3 Antikörper  

 
Antikörper Maus-anti-Ratte „CD31“, monoklonal   Serotec, Raleigh, NC 

VECTASTAIN® Elite ABC - Kit Maus IgG PK-6102   Vector Laboratories 

DAB Substrat KIT für Peroxidase     Vector Laboratories 
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2.1.4 Chemikalien und Reagenzien 

 
Aceton         Merck 

Ether          Hoechst 

Dinatriumhydrogenphosphat      Merck 

Distickstoffoxid (Lachgas)      Messer Griesheim 

Ethanol        Merck 

Eukitt® („Mounting Medium“)     O. Kindler 

Haemalaun        Division Chroma® 

Wasserstoffperoxid (30 %- ig)     Merck 

Kaliumchlorid        Merck 

Kaliumdihydrogenphosphat      Merck 

Methanol        J. T. Baker 

2-Methylbutan für HPLC      Aldrich 

Natriumchlorid       Merck 

Natriumcitrat        Merck 

Pentobarbital-Na (96 mg/1,8 ml)     Klinikapotheke  

Sauerstoff        Messer Griesheim 

Streptozotocin        Sigma 

Xylol         Merck 

 

 

2.1.5 Puffer 

 
PBS (pH 7,4) 8 g NaCl, 0,2 g KH2PO4, 0,2 g KCl,  

1,150 g Na2HPO4, Aqua dest. ad 1000 ml  

 

 

2.1.6 Geräte 

 
Nicht-invasive Blutdruckmessung: 

Blood Pressure Monitor 8002 Dual Channel    TSE, Bad Homburg  

Piezoelemente zur Pulsdetektion     TSE, Bad Homburg 

Recomed Schreiber 218099 Marquette Hellige, 

Freiburg 
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Wärmelampe 230 W       Osram, München 

 

Kryostat: 

Kryostat CM 3050       Leica 

Embedding Matrix (= Bindemittel zum Einbetten) für   

Gefrierschnitte       Lipshaw, Pittsburgh 

SuperFrost Plus® Objektträger     Menzel-Gläser  

Schnittstrecker (Glas, 80 mm) Leica Instruments 

GmbH 

Schnittmesser (Model 818) Leica Instruments 

GmbH 

 

Blutzuckermessgerät: 

Ascensia Elite XL       Bayer   

Ascensia Elite Sensor       Bayer 

 

Lichtmikroskop: 

Axiophot        Zeiss 

 

Mikrometer: 

Objektmikrometer       Zeiss 

 

Kamera: 

AxioCam        Zeiss 

 

Bildverarbeitungssoftware: 

AxioVision Rel. 4.6       Zeiss 

 

Statistiksoftware: 

GraphPad Prism 4       GraphPad Software, Inc. 

 

Waagen: 

BP 201 D (Feinwaage)      Sartorius 

MC1          Sartorius
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Methoden 

 

2.2.1 Streptozotocin-Injektion zur Induktion eines Diabetes mellitus  

 
Zur Induktion eines Typ-I-Diabetes mellitus wurden die einzelnen Versuchstiere für kurze 

Zeit mit Ether narkotisiert. Anschließend erhielt jede Ratte eine einmalige intraperitoneale 

Streptozotocin (STZ) -Injektion in einer Dosierung von 75 mg kg-1. Zur Verbesserung der 

Resorption wurde den Tieren 24 Stunden vor STZ-Gabe das Futter bei weiter bestehendem 

Wasserangebot entzogen und 15 Minuten nach STZ-Applikation wieder zugeführt (Junod 

et al., 1967; Giorgino et al., 1992). Da STZ in Pulverform vorliegt, wurde die Substanz in 

0,1 M Zitratpuffer (pH = 4,5) gelöst (= 75 mg STZ ml–1) und daraufhin injiziert (Junod et 

al., 1967; Dorenkamp et al., 2005).  

 

 

2.2.2 Medikamentendosierungen und –verabreichung 

 
Nach einem Beobachtungszeitraum von 8 Tagen wurden 30 STZ-diabetische Wistar-

Ratten in insgesamt 3 Behandlungsgruppen mit jeweils 10 Tieren eingeteilt. Eine 

Tiergruppe wurde mit Standardfutter (Altromin-Haltungsdiät) ernährt (= Placebo). In den 

anderen beiden Behandlungsgruppen erfolgte die Verabreichung der Medikamente AVE 

7688 und Pioglitazon mit dem Futter. Um die jeweiligen Medikamentenkonzentrationen 

für die einzelnen Futtergemische zu dosieren, wurde vor Beginn der medikamentösen 

Behandlung täglich das Körpergewicht jeder Ratte bestimmt sowie in regelmäßigen 

Abständen die Futtermenge errechnet, die jede Ratte pro Tag frisst. Die Herstellung der 

einzelnen Futtergemische erfolgte daraufhin auf Basis der erhobenen Werte, dass jede 

Ratte ein Durchschnittsgewicht von 300 g besitzt und täglich ca. 40 g Futter frisst. Die 

Zieldosis jeder Ratte sollte für AVE 7688 30 mg kg-1 bzw. für Pioglitazon 10 mg kg-1 sein. 

Entsprechend belief sich die Medikamentenkonzentration in den speziell angefertigten 

Futtergemischen auf 0,23 mg AVE 7688 g-1 Futter bzw. auf 0,1 mg Pioglitazon g-1 Futter.  

Als Anhaltspunkt für die Dosierungen der eingesetzten Medikamente dienten voran-

gegangene experimentelle Studien, die für den von uns gewählten Dosisbereich Effekte 

hinsichtlich der Wirksamkeit und Toxizität nachweisen konnten. In diesen Studien wurde 

Ratten Pioglitazon in einer Spannbreite von 1 mg kg-1 bis 30 mg kg-1 (Larsen et al., 2003, 

Minoura et al., 2007) und AVE 7688 in einer Höhe von 30 mg kg-1 bis 45 mg kg-1 (Schäfer 

et al., 2004, Linz et al., 2006) verabreicht. Die von uns angestrebten Zieldosen liegen damit 
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innerhalb dieser bewährten Dosierungsbereiche. In Relation zum Körpergewicht wurden in 

der vorliegenden Studie bewusst höhere Dosierungen gewählt, als sie therapeutisch beim 

Menschen eingesetzt werden, da bei kleinen Nagern aufgrund des aktiveren Stoffwechsels 

nur unter diesen Bedingungen ein wirksamer Plasmaspiegel erreicht werden kann.   

Am Versuchsende ergab die Futtermengenkontrolle, die insgesamt 23-mal durchgeführt 

wurde, dass jede Ratte täglich ca. 41,84 g Futter (= AVE 7688) bzw. ca. 40,79 g Futter  

(= Pioglitazon) gefressen hatte und die tatsächliche Dosis jeder Ratte für AVE 7688  

ca. 38 mg kg-1 und für Pioglitazon ca. 17 mg kg-1 betrug. 
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2.2.3 Versuchsprotokoll  

 
1. Studie: Beginn und zeitlicher Verlauf der Kapillarrarefizierung 

 

 

 

2. Studie: Medikamentöse Therapie 

 
 

 

Die vorliegende Untersuchung wurde über einen Zeitraum von insgesamt 13 Wochen 

durchgeführt und war in 2 voneinander unabhängige Studien unterteilt. 

In der ersten Studie gab es insgesamt 4 parallel durchgeführte STZ-diabetische 

Behandlungsarme mit jeweils 5 bis10 Tieren, die keine weitere Behandlung erfuhren und 

am 1. Tag nach STZ-Injektion (= Versuchsbeginn) sowie im Abstand von 5, 7 und 13 

Wochen getötet wurden, um den Zeitverlauf der diabetischen Veränderungen zu 

repräsentieren. 
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Abb. 2.2  Schematische Darstellung des Studienprotokolls 
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Abb. 2.1  Schematische Darstellung des Studienprotokolls 
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Der systolische Blutdruck und die Herzfrequenz wurden am Versuchsbeginn und nach 11 

Wochen nicht-invasiv gemessen (siehe 2.2.5). 

Die zweite Studie bestand aus insgesamt 3 STZ-diabetischen Behandlungsgruppen mit 

jeweils 10 Ratten. Um einen möglichen medikamentösen Einfluss auf die STZ-Wirkung zu 

verhindern, wurde den Tieren nach 8 Tagen, also erst nach Etablierung des Diabetes, 

entweder Placebo (Altromin-Haltungsdiät) oder verschiedene Pharmaka (tatsächliche 

Dosis für AVE 7688 ca. 38 mg kg-1, für Pioglitazon ca. 17 mg kg-1) verabreicht. Die 

einzelnen Medikamente wurden täglich mit dem Futter zugeführt. 

Zur Bestimmung der renalen Albumin- und Kreatininexkretion wurde nach 6 Wochen mit 

Hilfe von Stoffwechselkäfigen Urin gewonnen (siehe 2.2.6). 

Alle Tiere wurden täglich gewogen und die pro Tag gefressene Futtermenge jeder 

einzelnen Ratte wurde insgesamt 24-mal ermittelt. 

Zur Kontrolle der STZ-Wirkung und zur Bestätigung der Induktion bzw. des 

Vorhandenseins eines Diabetes mellitus Typ I wurde bei jeder Ratte die 

Blutglukosekonzentration erstmalig 2 Tage nach STZ-Injektion gemessen. 

Nach Tötung der Tiere wurden zur Bestimmung des linksventrikulären Gewichtes, des 

Myozytenquerschnittes und der Kapillardichten Skelettmuskel (M. quadriceps femoris) 

und Herz entnommen. Die Ermittlung der renalen Albumin- und Kreatininausscheidung 

erfolgte nach Entnahme einer Urinprobe aus der Blase. Zusätzlich wurde aus einer 

Oberschenkelvene die Blutglukosekonzentration bestimmt. 

 

 

2.2.4 Blutzuckermessung 

 
Die einzelnen Blutglukosekonzentrationen wurden mit dem Ascensia Elite XL und den 

dazugehörigen Ascensia Elite Sensoren der Firma Bayer bestimmt.  

Die Induktion des Diabetes durch STZ wurde am Versuchsanfang bzw. 2 Tage nach STZ-

Injektion überprüft. Dazu wurden die Versuchstiere für kurze Zeit mit Ether narkotisiert. 

Anschließend wurde ein Blutstropfen aus der jeweiligen Rattenschwanzvene entnommen, 

mit dem der Blutzuckerspiegel gemessen wurde. Später, nach Tötung der Tiere, erfolgte 

die Blutzuckermessung aus einer Oberschenkelvene.  
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2.2.5 Nicht-invasive Blutdruck- und Herzfrequenzmessung (Tail-Cuff-Methode) 

 
Die Blutdruckmessung erfolgte bei den wachen Tieren am Schwanz (Raasch et al., 2002). 

Zur Bewegungseinschränkung wurden die einzelnen Ratten in eine Metallröhre gesetzt, die 

daraufhin verschlossen wurde. Anschließend wurde den Tieren zur Beruhigung ein 

Gasgemisch aus Distickstoffoxid (N2O) und Sauerstoff (80 : 20 Vol.- %) zugeführt. Eine 

automatisch aufblasbare Druckmanschette wurde um den Schwanz gelegt und distal der 

Blutdruckmanschette wurde ein Piezoelement angelegt, das zur Erfassung der Pulssignale 

diente. Um eine Dilatation der Schwanzarterien zu provozieren, wurde eine Infrarotlampe 

verwendet. Zur späteren Auswertung erfolgte die Registrierung von Pulsschlägen und 

Druckverlauf analog mit einem 2-Kanalschreiber. Sobald ein gleichmäßiges Pulssignal 

messbar war, wurde die Blutdruckmanschette so lange langsam aufgeblasen, bis das 

Pulssignal unterdrückt wurde. Die Messung der Herzfrequenz erfolgte durch Auszählen 

der Pulsschläge direkt vor dem Aufblasen der Blutdruckmanschette. Zur Bestimmung des 

systolischen Blutdruckes wurde das Lot auf die Ausgangslinie der Druckkurve an dem 

Punkt gefällt, an dem keine Pulswelle mehr erfasst werden konnte. Durch externe 

Kalibrierung mit einem Gauss`schen Manometer (0–280 mmHg, Steigung = 0,1310,  

r2 = 0,9989) konnte aus der Höhe der Druckkurve der Blutdruck ermittelt werden.  

 

 

2.2.6 Uringewinnung mit Hilfe von Stoffwechselkäfigen und Bestimmung der 

Albumin- sowie Kreatininausscheidung 

 
Nach 6 Wochen Versuchsdauer (davon 5 Wochen mit durchgehender medikamentöser 

Behandlung) wurden die Tiere in spezielle Stoffwechselkäfige (ø 20 cm) gesetzt, die die 

Gewinnung von Urin jeder einzelnen Ratte ermöglichten. Der Urin wurde in 15 ml Falcon-

Röhrchen eingefangen, anschließend in 2 ml Eppendorf-Gefäße umgefüllt und bei –20 °C 

gelagert. Die Bestimmung der Untersuchungsparameter erfolgte am nächsten Tag durch 

das Zentrallabor des Universitätsklinikums Schleswig-Holstein, Campus Lübeck. 

Der Albumingehalt in den Rattenurinen wurde immunnephelometrisch ermittelt, also mit  

Hilfe von Streulicht, wohingegen die Kreatininkonzentration chemisch bestimmt wurde, 

und zwar anhand der Methode nach Jaffé mit Pikrin-Säure.  
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2.2.7 Herstellung und Färbung der Gefrierschnitte  

 
Am Versuchsende wurden die Ratten gewogen und anschließend durch eine 

intraperitoneale Injektion von 100 mg kg-1 Pentobarbital getötet. Die Tiere wurden auf den 

Rücken gelegt und der Bauch sowie die Oberschenkel durch einen Längsschnitt geöffnet. 

Als erstes wurde die Blutglukosekonzentration mit Hilfe von Blut aus einer 

Oberschenkelvene bestimmt. Dann wurden Herz und Skelettmuskel (Querschnitt aus der 

Mitte des M. quadriceps femoris) herauspräpariert und in NaCl gewaschen. Der 

Skelettmuskel wurde sofort in 2-Methylbutan schockgefroren, in ein 15 ml Falcon-

Röhrchen gegeben und auf Trockeneis gelagert. Beim Herz wurde der rechte Ventrikel 

vom Rest des Herzens abpräpariert, wobei das Septum komplett dem linken Ventrikel 

zugeordnet wurde. Danach wurde der linke Ventrikel gewogen und in ein oberes, mittleres 

und unteres Drittel geteilt. Das mittlere Drittel (= Mittelstück) wurde in 2-Methylbutan 

schockgefroren, in ein 2 ml Eppendorf-Gefäß gegeben und ebenfalls auf Trockeneis 

gelagert. Anschließend wurden alle Gewebepräparate bei –80 °C eingefroren.   

Das Anfertigen der transversalen Gefrierschnitte von Herz- und Skelettmuskel erfolgte mit 

dem Kryostat CM 3050 von Leica. Vor dem Schneiden wurden die bei –80 °C 

eingefrorenen Gewebepräparate für 30 Minuten im gekühlten Kryostat (-25 °C) gelagert 

bzw. „angetaut“, um die Gewebetemperatur an die herrschende Kammertemperatur 

anzugleichen. Anschließend wurden die Gewebeproben in „Embedding Matrix“  

(= „Gewebekleber“ für die Einbettung/Aufblockung von Gefrierschnitten) der Firma 

Lipshaw auf Aluminiumzylindern fixiert und auf der aktiv gekühlten Schnellgefrierleiste  

(-45 °C) mit Wärmeableitblock platziert. Die Anfertigung der Transversalschnitte erfolgte 

unter konstanter Kammer- und Objekttemperatur mit Messern und Schnittstreckern der 

Firma Leica. Je nach Größe des Gewebepräparates wurde eine Kammer- und 

Objekttemperatur zwischen –15 °C und –21 °C eingestellt. Die Schnitte waren 10 µm dick 

und wurden auf SuperFrost® Plus Objektträger der Firma Menzel-Gläser aufgezogen bzw. 

angeschmolzen. Nach dem Schneiden wurden die Objektträger für 6 Stunden bei 

Raumtemperatur getrocknet und anschließend bei –20 °C in geschlossenen 

Objektträgerkästen gelagert. Um die Gewebestruktur optimal zu erhalten, wurden die 

Gefrierschnitte vor dem Einfrieren weder mit Formalin noch mit Aceton fixiert, da die 

Proteinvernetzung durch z.B. Formalinfixierung eine Maskierung oder Zerstörung 

antigener Strukturen bewirken kann.  

Die immunhistochemische Färbung erfolgte nach der Avidin-Biotin-Komplex-Methode, 

die von allen immunhistochemischen Färbemethoden die höchste Sensitivität hat. Hierbei 
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bindet ein Primärantikörper an das Antigen - in der vorliegenden Studie CD31 - und 

reagiert anschließend mit einem biotinylierten Sekundärantikörper. Vorteil dieser Färbung 

ist die hohe Affinität von Avidin für Biotin zur Bildung von Komplexen aus 

enzymmarkierten Avidin-Biotin-Verbindungen mit dem biotinylierten Sekundärantikörper. 

Diese Komplexe werden durch die enzymatische Reaktion mit dem Chromogen/Substrat  

(= Diaminobenzidin) zu unlöslichem, farbigen Präzipität und weisen damit das Antigen 

(CD31) nach. Als Enzym diente die Meerrettichperoxidase.  

Für die immunhistochemische Färbung wurden die Gefrierschnitte für 30 Minuten bei 

Raumtemperatur aufgetaut bzw. getrocknet und anschließend für 30 Minuten in Aceton 

fixiert. Nach 5-minütiger Spülung in PBS wurden die Schnitte für 5 Minuten in ein  

3 %-iges H2O2-Methanol-Bad überführt, das die endogene Peroxidase inhibiert bzw. 

deaktiviert. Anschließend erfolgte ein Waschvorgang von 5 Minuten in Aqua dest. Nach 

einer erneuten 5-minütigen Spülung in PBS schloss sich die Inkubation mit dem 

Primärantikörper (Maus-anti-Ratte „CD31“, monoklonal, Serotec, Raleigh, NC) in der 

Verdünnung 1:1000 für 1 Stunde bei Raumtemperatur an. Um unspezifische Reaktionen 

des Sekundärantikörpers mit dem Gewebe auszuschließen, wurden in diesem Arbeitsschritt 

zusätzlich Negativkontrollen durchgeführt, die - anstatt mit dem Primärantikörper - 

lediglich mit PBS inkubiert und ansonsten wie die markierten Schnitte behandelt wurden. 

Danach wurden die Schnitte wieder für 5 Minuten in PBS gespült, gefolgt von einer 45-

minütigen Inkubation bei Raumtemperatur (nach Angaben des Herstellers) mit dem 

biotinylierten Sekundärantikörper (VECTASTAIN® Elite ABC - Kit Maus IgG PK–6102). 

Die anschließende Spülung der Schnitte in PBS für 5 Minuten zog die Inkubation (nach 

Angaben des Herstellers) mit dem enzymmarkierten Avidin-Biotin-Komplex 

(VECTASTAIN® Elite ABC - Kit Maus IgG PK–6102) für 45 Minuten bei Raum-

temperatur nach sich. Nach einem weiteren Waschvorgang für 5 Minuten in PBS wurde 

Diaminobenzidin (DAB Substrat KIT für Peroxidase, Vector Laboratories) als 

Chromogen/Substrat zugesetzt (nach Angaben des Herstellers), bis nach ca. 3 bis 

4 Minuten eine optimale Färbung erreicht war. Nach Abtropfen des DAB-Reagenz wurden 

die Schnitte kurz in stehendes Leitungswasser gegeben, gefolgt von einer 5-minütigen 

Kerngegenfärbung mit Hämalaun. Anschließend erfolgte eine Bläuung der Schnitte in 

fließendem Leitungswasser, wiederum 5 Minuten lang. Nach Durchwandern einer 

aufsteigenden Alkoholreihe (70 %, 96 %, 100 %) wurden die Schnitte für ca. 1 Minute in 

Xylol verbracht und schließlich mit Eukitt® eingedeckt.  
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2.2.8 Auszählung der Kapillaren und Myozyten 

 
Zur Auswertung und Dokumentation der Kapillaren und Myozyten wurde das 

Lichtmikroskop Axiophot der Firma Zeiss verwendet. Unter diesem Lichtmikroskop 

stellten sich die CD31-positiven Kapillaren braun dar und die mit Hämalaun 

gegengefärbten Zellkerne zeigten eine blau-violette Farbe (Abb. 2.1, Abb. 2.2). An den 

immunhistochemisch gefärbten Gefrierschnitten erfolgte die Bestimmung der Kapillar- 

bzw. Mikrogefäßdichte nach den Kriterien von Weidner unter Berücksichtigung der so 

genannten „Hot-spots“ (= Areale mit der höchsten Gefäßdichte) (Weidner, 1995a). Diese 

„Hot-spots“ wurden unter Verwendung einer geringen Vergrößerung (100-fach) ermittelt 

bzw. aufgesucht. Anschließend wurden pro Schnitt insgesamt 20 unterschiedliche 

Gesichtsfelder der „Hot-spots“ in hoher Vergrößerung (400-fach) mit der integrierten 

digitalen Kamera „AxioCam“ fotografiert. Hierbei wurde darauf geachtet, dass die 

Gesichtsfelder frei von größeren Arteriolen und Arterien, großen Interzellularspalten sowie 

Artefakten, wie zum Beispiel Schäden am Gewebe, waren. Als digitale Bildverarbeitungs- 

software diente AxioVision Rel. 4.6, ebenfalls von der Firma Zeiss. Mit Hilfe eines 

Objektmikrometers wurde die Bezugsfläche der einzelnen Gesichtsfelder unter 400-facher 

Vergrößerung ermittelt (= 0,0357 mm2). Das Auszählen der einzelnen Kapillaren und 

Myozyten erfolgte anhand der fotografierten Gesichtsfelder unter Verwendung der 

Gundersen-Regel der „forbidden lines“ (= Ausschlusslinien) (Gundersen, 1978): Kapillaren 

und Muskelzellen, die den linken oder oberen Rand des Gesichtsfeldes schnitten, wurden 

nicht mitgezählt. Analog galten der rechte und untere Rand des Gesichtsfeldes als 

„acceptance lines“ (= Einschlusslinien): Kapillaren und Myozyten, die diese Ränder des 

Gesichtsfeldes schnitten, wurden folglich mitgezählt. Mit dieser Methode wurde 

ausgeschlossen, dass Kapillaren und/oder Myozyten doppelt gezählt wurden. Aus der pro 

Gesichtsfeld ermittelten Anzahl an Kapillaren und Myozyten ließen sich dann die 

Kapillardichte pro mm2 bzw. µm2 und der Myozytenquerschnitt errechnen. Zusätzlich 

konnte die Anzahl an Kapillaren pro Myozyt bestimmt werden.  
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Abb.  2.1  Exemplarische Darstellung eines Gesichtsfeldes des Skelettmuskels (M. quadriceps femoris) 

in 400-facher Vergrößerung (CD31-positive Kapillaren = braune Strukturen bzw. Pfeile, Zellkerne = blau-

violette Strukturen bzw. Pfeilspitzen). Färbung mit PECAM-1 (CD31) und Hämalaun. 

Abb.  2.2  Exemplarische Darstellung eines Gesichtsfeldes des Herzmuskels (linker Ventrikel) in 

400-facher Vergrößerung (CD31-positive Kapillaren = braune Strukturen bzw. Pfeile, Zellkerne = blau-

violette Strukturen bzw. Pfeilspitzen). Färbung mit PECAM-1 (CD31) und Hämalaun. 
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2.2.9 Statistik 

 
Die Datenaufbereitung und -verarbeitung erfolgte mit Microsoft Excel (Office 2003); die 

statistische Auswertung wurde mit dem Programm GraphPad Prism 4 vorgenommen. Die 

in den Graphiken und Tabellen dargestellten Ergebnisse sind als Mittelwerte mit 

Standardfehler (MW ± SEM) angegeben. Als statistisch signifikant wurde eine 

Irrtumswahrscheinlichkeit von weniger als 5 % (p<0,05) anerkannt. Gruppenunterschiede 

wurden entweder durch einen ungepaarten t-Test oder mittels Varianzanalyse (One-Way 

ANOVA)  und Tukey’s post Test überprüft. 
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3 Ergebnisse 

 

3.1 Zeitverlauf der Herz-Kreislauf-Veränderungen in diabetischen Ratten 

 
Im ersten Versuchsteil dieser Arbeit wurden die Auswirkungen von Diabetes mellitus auf 

die Gefäßmorphologie und verschiedene Herz-Kreislauf-Parameter im Zeitverlauf 

ermittelt. Hierzu wurden Ratten in parallel durchgeführten Versuchsgruppen am 1 Tag 

nach der Injektion von Streptozotocin (= nicht-diabetische Referenzgruppe) sowie 5, 7 und 

13 Wochen nach Induktion eines Diabetes mellitus untersucht. 

 

 

3.1.1  Blutglukosekonzentration 

 
Die einmalige Injektion von Streptozotocin (STZ) induzierte in allen Ratten einen Typ-I-

Diabetes mellitus mit einem Anstieg der Blutglukosekonzentration. Am Anfang des 

Versuches bzw. 2 Tage nach STZ-Injektion betrug der Blutzuckerwert 248 ± 39 mg/dl  

(= Ausgangswert). Nach 5 Wochen Versuchsdauer war die Blutglukosekonzentration im 

Vergleich zu den nicht-diabetischen Ratten am Versuchsbeginn signifikant angestiegen 

und blieb im weiteren Verlauf auf konstantem Niveau (Abb. 3.1). 

 

 

       Abb.  3.1  Blutglukosekonzentration im Ratten-Vollblut zu Versuchsbeginn (= nicht-diabetische 

Referenzgruppe am 1. Tag) sowie 5, 7 und 13 Wochen nach STZ-Injektion (MW ± SEM, n = 5-10, 

*p<0,05 versus Versuchsbeginn) 
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3.1.2 Blutdruck und Herzfrequenz 

 
Die im Rahmen eines Diabetes mellitus entstehenden Veränderungen von Blutdruck und 

Herzfrequenz sollten mit Hilfe dieses Versuches überprüft werden. Dazu wurden die 

hämodynamischen Parameter zu Beginn des Versuches und nach einem Zeitraum von  

11 Wochen nicht-invasiv bestimmt. Am Versuchsanfang belief sich der systolische 

Blutdruck (RRsyst.) auf einen Wert von 104 ± 2 mmHg und die Herzfrequenz betrug  

418 ± 3 Schläge pro Minute.  

Während der folgenden 11 Versuchswochen stieg der Blutdruck, bezogen auf die Werte zu 

Versuchsbeginn, im Mittel um 24  ± 4 mmHg. Die Herzfrequenz fiel dagegen im Durch-

schnitt um 52 ± 17 Schläge pro Minute (Abb. 3.2). 

 

 

Abb.  3.2  Systolischer Blutdruck (A) und Herzfrequenz (B) nach 11-wöchiger Versuchsdauer 

(MW ± SEM, n = 10, *p<0,05 versus Versuchsbeginn) 
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3.1.3 Körpergewicht und Gewicht des linken Ventrikels 

 
Um im weiteren Versuchsverlauf die Entwicklung des Körpergewichtes sowie die zu 

erwartende linksventrikuläre Hypertrophie zu erfassen, wurden zu Versuchsbeginn das 

Körpergewicht sowie das linksventrikuläre Gewicht bestimmt. Das Körpergewicht jeder 

Ratte betrug 280 ± 18 g und das linksventrikuläre Gewicht belief sich auf 542 ± 40 mg. 

Sowohl nach 5 als auch nach 7 Wochen Therapiedauer blieb das Körpergewicht in den 

jeweiligen Versuchsgruppen relativ konstant. Lediglich innerhalb der letzten 6 Versuchs-

wochen kam es zu einer Abnahme des durchschnittlichen Körpergewichtes, die jedoch 

nicht signifikant war. Auch bezüglich des linksventrikulären Gewichtes kam es während 

der gesamten Versuchsdauer zu keinen signifikanten Veränderungen (Abb. 3.3). 

 

 

 

 

     

Abb.  3.3  Körpergewicht (A) und Gewicht des linken Ventrikels (B) zu Versuchsbeginn (1. Tag) sowie 

5, 7 und 13 Wochen nach STZ-Injektion  (MW ± SEM, n = 5-10) 
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3.1.4 Myozytenquerschnitt im M. quadriceps femoris 

 
Zu Beginn des Versuches sowie nach 5-, 7- und 13-wöchiger Versuchsdauer wurde der 

Myozytenquerschnitt im M. quadriceps femoris bestimmt, der bei Zunahme als weiterer 

Parameter für die Entwicklung einer muskulären Hypertrophie gedeutet werden kann. Die 

Bestimmung erfolgte, indem die Gesamtfläche des ausgezählten Gewebeausschnittes (in 

µm2) durch die Anzahl der Muskelzellen des ausgezählten Gewebeausschnittes dividiert 

wurde. Wie aus Abb. 3.4 zu entnehmen ist, kam es während der 13 Versuchswochen in den 

einzelnen Versuchsgruppen insgesamt zu einer Abnahme des Myozytenquerschnittes, die 

jedoch nicht signifikant war. 

 

 

 

 

 
 

Abb.  3.4  Myozytenquerschnitt im M. quadriceps femoris in den einzelnen Gruppen während der 

insgesamt 13-wöchigen Versuchsdauer (MW ± SEM, n = 5-10) 
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Abb. 3.5   Absolute (A) und relative (B) Kapillardichten im M. quadriceps femoris zu Versuchsbeginn 

(1. Tag) sowie nach 5-, 7- und 13-wöchiger Versuchsdauer  (MW ± SEM, n = 5-10, *p<0,05 versus 

Versuchsbeginn) 

3.1.5 Absolute und relative Kapillardichten im M. quadriceps femoris 

 
Anhand dieses Versuches sollte die zunehmende Gefäßrarefizierung, die eine typische 

Komplikation des Diabetes mellitus darstellt, nachgewiesen werden. Zu diesem Zweck 

wurde die Anzahl der Kapillaren im M. quadriceps femoris in den jeweiligen 

Gewebeausschnitten ermittelt und entweder zur Gesamtfläche des ausgezählten 

Gewebeausschnittes (= absolute Kapillardichte) oder zur Anzahl der Myozyten im 

ausgezählten Gewebeausschnitt (= relative Kapillardichte) ins Verhältnis gesetzt. Am 

Anfang des Versuches betrug die absolute Kapillardichte 971 ± 86 Kapillaren pro mm2 und 

jede Muskelzelle wurde von 2,4 ± 0,07 Kapillaren versorgt (= relative Kapillardichte). 

Innerhalb der folgenden 5, 7 und 13 Versuchswochen kam es in den einzelnen 

Versuchsgruppen sowohl im Hinblick auf die absolute wie auch auf die relative 

Kapillardichte zu einer stetigen signifikanten Abnahme (Abb. 3.5). 
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3.1.6 Albumin- und Kreatininkonzentration im Urin 

 
Als Parameter für eine mögliche Schädigung der glomerulären Nierengefäße diente die 

renale Ausscheidung von Albumin nach 13 Wochen Versuchsdauer. Dabei stellte sich 

heraus, dass der Albumingehalt im Rattenurin 0,12 ± 0,06 g/l betrug und somit deutlich 

über dem klinischen Normbereich für Menschen von 0,02 g/l lag. Um eine potenzielle 

Einschränkung der Nierenfunktion zu erfassen, wurde nach 13 Wochen ebenfalls die 

Kreatininkonzentration in den jeweiligen Rattenurinen bestimmt. Diese betrug  

1,23 ± 0,23 mmol/l, was sich wiederum unterhalb des klinischen Normbereiches für 

Menschen von 3,2-11,5 mmol/l befand. Unter der Voraussetzung, dass die Gesamtaus-

scheidung an Kreatinin über den Versuchsverlauf konstant blieb und weder das Kreatinin 

noch das Albumin in den Nierentubuli rückresorbiert wurden, wurde zur Verifizierung 

einer glomerulären Permeabilitätsstörung aufgrund eines zunehmenden Kapillarlecks das 

ausgeschiedene Albumin ins Verhältnis zur gemessenen Kreatininkonzentration gesetzt. 

Die mit zunehmender Diabetesdauer entstandene Schädigung der Nierenglomeruli ist 

damit umso ausgeprägter, je höher der Quotient aus Albumin/Kreatinin ist, da dieser von 

der Albuminausscheidung pro Nephron abhängt. Nach 13 Wochen Diabetes mellitus ergab 

sich dabei ein funktions- bzw. verdünnungskorrigierter Parameter von 0,10 ± 0,05 g/mmol. 
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3.2 Einfluss von AVE 7688 oder Pioglitazon auf die kardiovaskulären  

 Veränderungen in diabetischen Ratten  

 
Der zweite Versuchsteil dieser Arbeit befasste sich mit dem Einsatz und den 

Auswirkungen verschiedener Medikamente auf die Gefäßmorphologie und die 

Veränderungen von Herz-Kreislauf-Parametern im Zeitverlauf der diabetischen 

Erkrankung. Zu diesem Zweck wurden Ratten in parallel durchgeführten 

Behandlungsgruppen über einen Zeitraum von 12 Wochen mit Medikamenten behandelt 

und anschließend untersucht. 

 

 

3.2.1 Blutglukosekonzentration 

 
Nach 13 Wochen Diabetesdauer zeigten sich in allen 3 Behandlungsarmen im Ratten-

Vollblut stark erhöhte Blutglukosekonzentrationen. In der Placebogruppe war der 

Blutzucker vergleichbar mit den Blutglukosewerten, die die Ratten nach 13 Wochen 

Diabetesdauer im ersten Ergebnisteil aufwiesen. AVE 7688 und Pioglitazon wiesen 

gegenüber der Placebogruppe ebenfalls gleichartige Werte für die Blutzuckerkonzentration 

auf (Abb. 3.6).  

 

 

 
Abb.  3.6  Blutglukosekonzentration im Ratten-Vollblut nach 12-wöchiger Behandlung mit AVE 7688 

oder Pioglitazon (MW ± SEM, n = 10) 
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3.2.2 Blutdruck und Herzfrequenz 

 
Die Behandlung mit AVE 7688 führte nach einer Therapiedauer von 10 Wochen zu keiner 

relevanten Veränderung des systolischen Blutdruckes. Demgegenüber kam es im gleichen 

Zeitraum in der Placebogruppe zu einer signifikanten Erhöhung des systolischen 

Blutdruckes um 21 ± 3 mmHg, die den Werten nach 11 Wochen Diabetesdauer im 

Zeitverlauf des ersten Versuchsteils entsprach. Unter der Gabe von Pioglitazon zeigte sich 

innerhalb dieser Zeitspanne ebenfalls eine relevante systolische Blutdruckerhöhung von  

10 ± 3 mmHg, die jedoch im Vergleich zur Placebogruppe signifikant um 11 ± 3 mmHg 

niedriger war (Abb. 3.7). Die Herzfrequenz fiel im gesamten Zeitverlauf von 11 Wochen 

Versuchsdauer in allen Behandlungsarmen ab. In der Placebogruppe kam es zu einer 

Verminderung der Herzfrequenz um 69 ± 12 Schläge/min, was den Werten im Zeitverlauf 

von 11 Wochen Diabetesdauer im ersten Versuchsabschnitt ebenfalls nahezu entsprach. 

Pioglitazon zeigte diesbezüglich gleichartige Effekte. AVE 7688 senkte die Herzfrequenz 

um 57 ± 9 Schläge/min. Der Unterschied zwischen AVE 7688 und der Placebogruppe war 

nicht signifikant.  

 

 
  

 
 
 
 

 

Abb.  3.7  Systolischer Blutdruck (RRsyst.) nach 10-wöchiger Therapie mit AVE 7688 oder Pioglitazon 

(MW ± SEM, n = 9-10, *p<0,05 versus Placebo) 



 
 

 
 

45 

3.2.3 Körpergewicht und Gewicht des linken Ventrikels 

 
Durch diesen Versuch sollte der Einfluss von AVE 7688 und Pioglitazon auf das 

Körpergewicht sowie die Genese einer linksventrikulären Hypertrophie untersucht werden. 

Dabei bewirkte innerhalb von 12 Behandlungswochen weder die Gabe von AVE 7688 

noch die Therapie mit Pioglitazon eine signifikante Veränderung des Körpergewichts im 

Vergleich zur Placebogruppe (Abb. 3.8). Die Werte für das Körpergewicht in der 

Placebogruppe waren mit den Ergebnissen des ersten Versuchsabschnittes nach einem 

Zeitverlauf  von 13 Wochen Diabetes ebenfalls vergleichbar. 

 

 

 

 

 

 

 
Am Versuchsende zeigte sich in der Placebogruppe ein linksventrikuläres Gewicht von 

607 ± 15 mg. Entsprechende Werte fanden sich im ersten Ergebnisteil dieser Arbeit nach 

13 Wochen Diabetesdauer. Die Gabe von Pioglitazon führte zu vergleichbaren Werten 

bezogen auf das Gewicht des linken Ventrikels. Unter AVE 7688 war das linksventrikuläre 

Gewicht im Hinblick auf die Placebogruppe signifikant um 81 ± 28 mg leichter (Abb. 3.9).  

 

Abb.  3.8 Verlauf des Körpergewichtes innerhalb der einzelnen Versuchsgruppen nach 1-wöchiger 

Versuchsdauer und anschließender 12-wöchiger Behandlung mit AVE 7688 oder Pioglitazon 

(MW ± SEM, n = 10)  
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3.2.4 Myozytenquerschnitt im M. quadriceps femoris sowie im linken Ventrikel 

 
Mit Hilfe dieses Versuches sollte untersucht werden, inwiefern AVE 7688 oder Pioglitazon 

die Entwicklung einer muskulären Hypertrophie beeinflussen. Dazu wurde am 

Versuchsende in den jeweiligen Behandlungsgruppen der Myozytenquerschnitt im M. 

quadriceps femoris sowie im linken Ventrikel bestimmt. Das Vorgehen zur Ermittlung der 

einzelnen Myozytenquerschnitte entspricht dem, welches in Kapitel 3.1.4 der 1. Studie 

dieser Arbeit beschrieben wurde.  

Nach 12 Wochen Therapiedauer war die Myozytengröße im M. quadriceps femoris der 

Placebogruppe am größten. Demgegenüber stellte sich der Myozytenquerschnitt unter der 

Behandlung mit AVE 7688 als signifikant kleiner dar. Pioglitazon führte ebenfalls zu einer 

verminderten Myozytengröße im M. quadriceps femoris, die jedoch in Bezug auf die 

Placebogruppe nicht signifikant unterschiedlich war (Abb. 3.10).  

 

Abb.  3.9  Gewicht des linken Ventrikels in den einzelnen Behandlungsarmen nach 12-wöchiger 

Therapie  mit AVE 7688 oder Pioglitazon (MW ± SEM, n = 10, *p<0,05 versus Placebo) 
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Im linken Ventrikel der Placebogruppe zeigten sich am Versuchsende die kleinsten 

kardialen Myozyten. Pioglitazon führte diesbezüglich zu einer signifikanten Zunahme des 

kardialen Myozytenquerschnittes von 158 ±  33 µm2. In den mit AVE 7688 behandelten 

Tieren zeigten sich ebenfalls größere kardiale Myozyten; der Unterschied zwischen AVE 

7688 und der Placebogruppe war jedoch nicht signifikant (Abb. 3.11). 

 

 

Abb. 3.16   Entwicklung des Myozytenquerschnittes im M. quadriceps femoris nach 12-wöchiger 

Abb.  3.10  Myozytenquerschnitt im M. quadriceps femoris nach 12-wöchiger Behandlung mit AVE 7688 

oder Pioglitazon (MW ± SEM, n = 10, *p<0,05 versus Placebo) 

Abb.  3.11  Myozytenquerschnitt im linken Ventrikel nach 12-wöchiger Behandlung mit AVE 7688 

oder Pioglitazon (MW ± SEM, n = 10, *p<0,05 versus Placebo) 
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3.2.5  Absolute und relative Kapillardichten im M. quadriceps femoris und im linken  

    Ventrikel 

 
In der Placebogruppe trat eine ausgeprägte Kapillarrarefizierung im M. quadriceps femoris 

auf, die mit den Werten der absoluten Kapillardichte nach 13 Wochen Diabetesdauer im 

ersten Versuchsabschnitt dieser Arbeit vergleichbar war. Unter der Therapie mit AVE 

7688 oder Pioglitazon war die Mikrogefäßrarefizierung in Bezug auf die Placebogruppe 

deutlich geringer. Sowohl die absolute als auch die relative Kapillardichte zeigte sich in 

beiden Behandlungsgruppen signifikant erhöht (Abb. 3.12). Die Mikrogefäßdichte in 

diesen beiden Gruppen erreichte allerdings nicht die Werte der nicht-diabetischen Ratten 

(= Referenzgruppe) im ersten Versuchsteil der vorliegenden Studie. Hinsichtlich der 

jeweiligen Kapillardichten im linken Ventrikel fanden sich gleichartige Ergebnisse; 

absolute und relative Kapillardichten stellten sich in den mit AVE 7688 oder Pioglitazon 

behandelten Tieren als signifikant erhöht dar (Abb. 3.13).    

 

 
 

 

 

Abb.  3.12  Absolute (A) und relative (B) Kapillardichten im M. quadriceps femoris nach 12-wöchiger 

Behandlung mit AVE 7688 oder Pioglitazon (MW ± SEM, n = 10, *p<0,05 versus Placebo) 

Abb. 3.13  Absolute (A)  und relative (B) Kapillardichten im linken Ventrikel nach 

12-wöchiger Behandlung mit AVE 7688 oder Pioglitazon (MW ± SEM, n = 10, *p<0,05 versus Placebo) 
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3.2.6 Albumin- und Kreatininkonzentration im Urin 

 
Um den Einfluss von AVE 7688 und Pioglitazon auf die mögliche Entwicklung einer 

diabetischen Nephropathie bzw. einer Schädigung der glomerulären Nierengefäße zu 

untersuchen, wurden nach 5-wöchiger Behandlungsdauer die renale Ausscheidung von 

Albumin sowie nach 12 Wochen Behandlung zusätzlich zum Albumin die renale  

Kreatininausscheidung bestimmt.  

Placebo führte nach 5 Wochen zu einer Albuminausscheidung, die den klinischen 

Normbereich für Menschen von 0,02 g/l nur leicht überstieg. Das gleiche Resultat fand 

sich zum selben Zeitpunkt unter AVE 7688. Unter der Gabe von Pioglitazon war die renale 

Albuminexkretion zwar tendenziell höher, im Vergleich zur Placebogruppe jedoch nicht 

signifikant (Abb. 3.14).  

Während der folgenden 7 Versuchswochen kam es in allen Behandlungsarmen zu einem 

weiteren Anstieg des Albumingehaltes in den jeweiligen Rattenurinen. In der Placebo-

gruppe fiel der renale Albuminverlust am stärksten aus und war damit vergleichbar mit den 

Werten aus dem ersten Ergebnisteil nach 13 Wochen Diabetesdauer. Demgegenüber 

wiesen die mit Pioglitazon oder AVE 7688 behandelten Tiere eine geringere renale 

Albuminausscheidung auf; dieser Therapieeffekt wurde jedoch aufgrund hoher 

individueller Unterschiede in der Albuminausscheidung durch die Statistik nicht bestätigt. 

Die Kreatininkonzentration im Urin war in allen Behandlungsgruppen nach 12 Wochen 

Behandlungsdauer unterhalb des klinischen Normbereiches für Menschen von  

3,2-11,5 mmol/l. Um das Ausmaß der glomerulären Permeabilitätsstörung innerhalb der 

einzelnen Versuchsgruppen zu differenzieren, wurde am Versuchsende der Quotient aus 

Albumin und Kreatinin bestimmt, unter der Annahme, dass die tägliche Kreatinin-

produktion und -ausscheidung konstant geblieben waren. Nach 12-wöchiger Diabetesdauer 

betrug dieses Verhältnis für AVE 7688 0,151 ± 0,07 g/mmol, für Pioglitazon  

0,081 ± 0,02 g/mmol und für die Placebogruppe 0,155 ± 0,06 g/mmol  

(Abb. 3.15).  
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Abb.  3.14  Verlauf der Albuminausscheidung zwischen der Placebogruppe, AVE 7688 und Pioglitazon 

nach 5- sowie 12-wöchiger Behandlungsdauer (MW ± SEM, n = 9-10, *p<0,05 versus Placebo) 

Abb. 3.15  Funktions- bzw. verdünnungskorrigiertes Verhältnis Albumin/Kreatinin nach 12 Wochen 

Behandlung mit AVE 7688 oder Pioglitazon (MW ± SEM, n = 9-10) 
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4 Diskussion 

 
In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass die Therapie mit dem 

Vasopeptidase-Inhibitor AVE 7688 oder dem Insulinsensitizer Pioglitazon in 

Streptozotocin (STZ) -diabetischen Ratten vasoprotektive Effekte im Sinne einer 

verminderten Gefäßrarefizierung aufweist und sich außerdem günstig auf die 

hämodynamischen Parameter Blutdruck und Herzfrequenz auswirkt. Als weiterer Einfluss 

wurden unter der Behandlung mit Pioglitazon Anzeichen einer verminderten Schädigung 

der glomerulären Nierengefäße beobachtet. 

 

 

4.1 Versuchsmodell 

 

4.1.1 Ablauf 

 
Mit Hilfe einer Vielzahl von klinischen und experimentellen Studien konnte nachgewiesen 

werden, dass Adipositas, Bluthochdruck und Diabetes mellitus mit einer zunehmenden 

mikrovaskulären bzw. kapillären Gefäßrarefizierung assoziiert sind, die entscheidend zur 

Genese kardiovaskulärer Erkrankungen beiträgt und dadurch zu einer erhöhten 

kardiovaskulären Morbidität und Mortalität dieser Patienten prädisponiert (Toblli et al., 

2004; Camera et al., 2007). 

Zur Simulation dieses relevanten Diabetes-assoziierten Pathomechanismus auf die Gefäß- 

bzw. Kapillardichte wurde in der vorliegenden Arbeit mit Hilfe von STZ ein Typ-I-

Diabetes induziert und anschließend an medikamentös behandelten männlichen Wistar-

Ratten im Zeitverlauf der diabetischen Erkrankung die sukzessive Abnahme der 

Kapillardichte sowohl im Skelettmuskel (M. quadriceps femoris) als auch im linken 

Ventrikel untersucht. Zeitgleich wurden die mit zunehmender Gefäßrarefizierung 

einhergehenden kardiovaskulären Veränderungen von Herzfrequenz, Blutdruck und 

Nierengefäßen gemessen.   

Zur Sicherstellung der experimentellen Methodik und zur Darstellung des Einflusses von 

Diabetes mellitus auf die Gefäßdichte wurde die vorliegende Untersuchung in insgesamt 2 

voneinander unabhängige Studien unterteilt, die jeweils eine unterschiedliche Behandlung 

vorsahen. Durch die erste der beiden Studien war es möglich, Aussagen über den zeitlichen 

Beginn sowie den Verlauf der maximalen Gefäßschädigung zu machen, was letztendlich 

wegweisend für die Dauer der medikamentösen Behandlung in der zweiten Studie war. 
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Weiterhin diente das in der ersten Studie verwendete Tiermodell der Validierung von 

Versuchsmodell und Analytik. Dementsprechend sollten die pathophysiologischen 

Auswirkungen des Diabetes mellitus auf das Gefäßsystem im Zeitverlauf von insgesamt 12 

Wochen aufgezeigt und damit die langfristige Adaption der Gefäße an die diabetische 

Stoffwechsellage dargestellt werden. Die Tatsache, dass es im Zeitverlauf unserer 

Untersuchung zu einer zunehmenden Gefäßrarefizierung kam, welche sich mit Hilfe von 

Immunhistochemie gut nachweisen ließ, spricht für die Entwicklung einer diabetischen 

Gefäßschädigung und damit für die Eignung und Repräsentativität des hier eingesetzten 

Tiermodells zur Simulation der progredienten Gefäßrarefizierung im Rahmen der 

diabetischen Erkrankung. 

Zielsetzung der zweiten Studie war der spezifische Nachweis therapeutischer Effekte von 

verschiedenen Pharmaka - im Besonderen des Vasopeptidase-Inhibitors (VPI) AVE 7688 

bzw. des Insulinsensitizers Pioglitazon - auf die vaskulären Veränderungen im Verlauf des 

Diabetes. Um diesen medikamentösen Einfluss so spezifisch wie möglich darzustellen, 

ermittelten wir zeitgleich die Gefäßveränderungen in einer Placebogruppe. Unter der 

Annahme, dass das kapilläre Netzwerk und die Gefäßstruktur unter physiologischen 

Bedingungen stabil sind und keinem pathologischen Umbau unterliegen, haben wir zur 

Vermeidung nicht zwingend erforderlicher Tierversuche keine nicht-diabetischen Tiere in 

diese Untersuchung einbezogen. Schließlich sollte der protektive, medikamentös-

induzierte Einfluss in dem speziellen Fall der diabetischen Gefäßschädigung untersucht 

werden. 

Nach insgesamt 12 Wochen Therapie zeigte sich sowohl in der mit AVE 7688 behandelten 

als auch in der mit Pioglitazon behandelten Gruppe eine signifikant erhöhte Kapillardichte 

im Skelett- und Herzmuskel, verglichen mit der Placebogruppe. Dieses Ergebnis belegt, 

dass gerade die Verabreichung dieser Medikamente ursächlich für die verminderte 

Gefäßrarefizierung ist und damit einen positiven Effekt auf die Gefäßprotektion hat. Als 

Erklärung für diese beobachtete erhöhte Kapillaranzahl unter der medikamentösen 

Therapie ergeben sich 2 verschiedene Angriffspunkte: Denkbar wäre ein verminderter 

Gefäßuntergang bzw. -umbau und/oder eine Stimulation der Angiogenese. Diesbezüglich 

konnten Debbabi und seine Mitarbeiter (2006) demonstrieren, dass die Langzeittherapie 

mit Antihypertensiva bei Patienten mit essentieller Hypertonie und (konsekutiv) 

verminderter Kapillardichte nicht nur eine therapeutische Normalisierung der Gefäßdichte 

verursachen, sondern sogar eine erhöhte Vaskularisation im Vergleich zur normotensiven 

Patienten bewirken kann. 
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In unserer Studie zeigte sich im M. quadriceps femoris unter der Behandlung mit AVE 

7688 eine absolute Kapillardichte von 874,2 ± 40 mm-2 und eine relative Kapillardichte 

von 1,6 ± 0,1. Im Hinblick auf die Ergebnisse der nicht-diabetischen Referenzgruppe am 

Versuchsanfang (absolute Kapillardichte = 971,1 ± 86 mm-2, relative Kapillardichte = 2,4 

± 0,07) verursachte die Behandlung mit dem VPI AVE 7688 weder eine erhöhte 

Vaskularisation noch eine therapeutische Normalisierung der Gefäßdichte. Entsprechendes 

gilt für die Behandlung mit Pioglitazon (absolute Kapillardichte = 748,4 ± 30 mm-2, 

relative Kapillardichte = 1,5 ± 0,1). Die in der Literatur beschriebenen Referenzwerte für 

die Kapillardichte in gesunden Ratten unterliegen einer großen Schwankungsbreite. Olfert 

et al. führten 2001 ein Experiment mit gesunden, weiblichen Wistar-Ratten durch, in dem 

sie den Einfluss von körperlicher Aktivität unter Normoxämie sowie Hypoxie auf die 

Kapillardichte und die Expression Angiogenese-fördernder Gene (VEGF etc.) im 

Skelettmuskel (M. gastrocnemius) genauer untersuchten. Infolgedessen verglichen sie die 

Kapillardichte und die „capillary-to-fiber-ratio“ (C/F) von Ratten, die sich einem 8-

wöchigen Trainingsprogramm unterziehen mussten, mit untrainierten Tieren. Dies erfolgte 

zum einen unter Raumluftbedingungen und zum anderen unter Sauerstoffmangel. 

Untrainierte, normoxämische Ratten hatten im M. gastrocnemius eine absolute 

Kapillardichte von 1153 ± 119 Kapillaren pro mm2 und eine C/F von 1,88 ± 0,11. Im 

Gegensatz dazu fanden Adolfsson et al. (1981) im M. quadriceps femoris von 

untrainierten, gesunden Sprague-Dawley Ratten 393 ± 115 Kapillaren pro mm2 und eine 

C/F von 1,38 ± 0,16, was in Bezug auf die einzelnen Kapillardichten deutlich unter 

unseren Werten liegt. Jefferson Frisbee initiierte 2006 eine vergleichbare Untersuchung 

mit mageren und adipösen Zuckerratten. Auch er untersuchte den Einfluss von 

körperlichem Training auf die Kapillardichte im M. gastrocnemius. Dabei zeigte sich in 

untrainierten mageren Zuckerratten (Lean Zucker Rats = LZR) eine Mikrogefäßdichte von 

ca. 860 mm-2 und in adipösen Zuckerratten (Obese Zucker Rats = OZR) von knapp 

660 mm-2, was in Bezug auf die OZR erneut deutlich unter den in der vorliegenden Studie 

konstatierten Werten liegt. Bezogen auf die Referenzwerte in LZR entwickelte sich sogar 

in der mit AVE 7688 behandelten Gruppe eine therapeutische Normalisierung der 

Mikrogefäßdichte. Ähnliche Resultate ergab die Behandlung mit Pioglitazon, was für die 

hohe Effizienz dieser beiden Medikamente spricht. 

Bezüglich der kardialen Mikrogefäßdichte fanden Hudlická und Kollegen (1995) im linken 

Ventrikel von männlichen Sprague-Dawley-Ratten eine Kapillardichte von  

1971 ± 97 mm-2 und eine C/F von 1,30 ± 0,04, was mit unseren Werten für AVE 7688 
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nahezu übereinstimmt (CD = 1930 ± 75 mm-2, C/F = 1,2 ± 0,02). Auch Toblli und 

Kollegen (2004) konnten im Herzen von LZR eine Mikrogefäßdichte von 2031 ± 50 mm-2 

ausmachen, was ebenfalls eine potentielle Normalisierung der Mikrogefäßdichte unter der 

von uns eingesetzten Therapie annehmen lässt. 

 

 

4.1.2 Aussagekraft 

 
Die spezifische Toxizität von Streptozotocin (STZ) für die insulinproduzierenden 

Betazellen der Langerhansschen Inseln des Pankreas stellt eine grundlegende 

Voraussetzung für die Entwicklung und Anwendung eines medikamentös-induzierten, 

experimentellen diabetischen Tiermodells dar; sie ermöglicht Untersuchungen, deren 

Ergebnisse charakteristisch für die diabetischen Folgeerkrankungen sind und nicht durch 

weitere Wirkungen von STZ auf andere Organsysteme bedingt sind.  

Mitte der 90-iger Jahre fanden Schnedl und Mitarbeiter (1994) heraus, dass die 

zytotoxischen Effekte von STZ an die Expression von GLUT-2-Transportern gebunden 

sind, welche v.a. in den  pankreatischen Betazellen, der Leber, der Niere und im Dünndarm 

exprimiert werden. STZ wird über diese Transporter in die jeweiligen Zielzellen 

aufgenommen und führt dort durch Alkylierung und Bildung von freien Radikalen zur 

DNA-Fragmentation mit konsekutiver Apoptose (Thulesen et al., 1997). Eine Regeneration 

der β-Zellen ist auch nach einer längeren Versuchsdauer nicht wahrscheinlich (Junod et al., 

1967, 1969; Steiner et al., 1970).   

Um die diabetische Stoffwechsellage eines Typ-I-Diabetes mellitus zu simulieren und die 

damit einhergehenden pathologischen Alterationen am Herz- und Kreislaufsystem zu 

provozieren, setzten wir in der vorliegenden Arbeit ein experimentelles STZ-diabetisches 

Rattenmodell ein. Nach intraperitonealer STZ-Injektion zeigten die in unserer Studie 

behandelten männlichen Wistar-Ratten viele Eigenschaften, die ebenfalls bei Patienten mit 

schlecht eingestelltem insulinabhängigen Typ-I-Diabetes mellitus auftreten, beispielsweise 

Hyperglykämie, Polydipsie und Polyurie.  

In den späten 60-iger Jahren zeigten Junod und seine Mitarbeiter (1967, 1969) in einem 

Rattenmodell, dass die Wirksamkeit von STZ hinsichtlich der Ausprägung des 

diabetischen Krankheitsbildes dosisabhängig ist; angefangen von der Entwicklung eines 

milden Diabetes mellitus bei einer eingesetzten STZ-Dosis von 25-35 mg kg-1, bis hin zur 

Ausbildung eines ketoazidotischen Krankheitsbildes nach Applikation von 

100 mg STZ kg-1, das ohne weitere Insulinsubstitution innerhalb von 2 bis 3 Tagen zum 
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Sterben des Tieres führt. Durch diese Korrelation zwischen STZ-Dosierung und 

Diabetesausprägung konnten wir eine relativ hohe STZ-Dosis von 75 mg kg-1 einsetzen, 

die zur Genese eines schweren diabetischen Krankheitsbildes führt, jedoch ein Überleben 

der Versuchstiere ohne zusätzliche Insulinsubstitution ermöglicht.   

Ein weiterer Vorteil dieses Tiermodells ist - neben der Möglichkeit pharmakologische und 

biochemische Untersuchungen durchzuführen - die einfache Handhabung sowie die gute 

Reproduzierbarkeit. Erwähnenswert ist darüber hinaus die Tatsache, dass STZ keine 

toxischen Wirkungen an Leber und Niere hervorruft (Junod et al., 1967; Evan et al., 1984). 

Aus diesem Grund ist der Einsatz von STZ im Rahmen von Untersuchungen zu 

Auswirkungen des Diabetes auf die Nierenfunktion und -struktur sehr gut geeignet.  

Ein weiterer wichtiger Vorteil des STZ-induzierten Diabetes ist die fehlende vaskuläre 

STZ-Toxizität. Diese erklärt sich zum einen durch den postulierten Wirkmechanismus von 

STZ, der auf das Vorhandensein von GLUT-2-Transportern angewiesen ist. Schließlich 

wird in Gefäß- bzw. Endothelzellen vornehmlich der GLUT-1-Transporter exprimiert, der 

keine Affinität für STZ besitzt (Schnedl et al., 1994). Zum anderen zeichnet sich STZ 

durch eine schnelle Wirkung mit einer kurzen Halbwertszeit von ca. 5 bis 10 Minuten aus 

(Schnedl et al., 1994), die sich unter anderem durch die hohe Photo- und 

Thermoinstabilität begründen lässt. Hätte STZ eine potentielle vaskuläre Toxizität, hätte 

die von uns eingesetzte Therapie mit AVE 7688 und Pioglitazon, die erst 8 Tage nach 

STZ-Injektion angesetzt wurde, keinen Effekt haben dürfen. Da wir jedoch belegen 

konnten, dass die von uns eingesetzte medikamentöse Behandlung eine hohe Effizienz 

aufweist, kann man eine mögliche STZ-induzierte Gefäß- bzw. Endotheltoxizität 

ausschließen. Dadurch wird gewährleistet, dass das Auftreten pathologischer 

Gefäßstrukturen im STZ-diabetischen Tiermodell ‚lediglich’ durch den Diabetes bedingt 

ist und keinem anderen Einfluss unterliegt. 

Die Ursache für die Genese des Diabetes, nämlich die organotrope STZ-Wirkung und die 

damit einhergehende selektive Zerstörung der pankreatischen Betazellen, ist ein weiterer 

Vorteil dieser Studie. Dadurch, dass das hier verwendete STZ-induzierte diabetische 

Krankheitsbild eher einem Typ-I- als einem Typ-II-Diabetes entspricht, lässt sich ein 

ursächlicher Einfluss von Pioglitazon auf die diabetische Stoffwechsellage bzw. 

Stoffwechselbeeinträchtigung vermeiden, im Speziellen auf die Insulinfreisetzung und 

Veränderung der Blutglukosekonzentration. Entsprechend demonstriert das hier 

eingesetzte Tiermodell vornehmlich den Einfluss von Pioglitazon auf die diabetische 

Vaskulopathie und die damit einhergehenden Diabetes-induzierten Sekundärerkrankungen. 
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Aus diesem Grund eignet sich das von uns ausgewählte pathophysiologische Tiermodell 

sehr gut für Untersuchungen im Hinblick auf die Diabetes-unabhängigen „pleiotropen“ 

Wirkungen von Pioglitazon. Dies wird durch die Beobachtung belegt, dass es in unserer 

Studie unter der Behandlung mit Pioglitazon zu keiner signifikanten Abnahme der 

Blutglukosekonzentration oder des Körpergewichtes kam, verglichen mit unbehandelten 

diabetischen Ratten gleichen Alters. Der Grund dafür könnte darin liegen, dass STZ-

diabetische Ratten keine Insulinresistenz, sondern aufgrund fehlender Produktion einen 

Insulinmangel aufweisen. Glitazone vermindern die Plasma-Glukose-Konzentration, indem 

sie die periphere Insulinsensitivität über GLUT-1- und GLUT-4-Transporter sowie über 

ergänzende bzw. zusätzliche Wirkungen an Leber und Skelettmuskel erhöhen. 

Dementsprechend führt die Gabe von Pioglitazon in STZ-diabetischen Ratten zu keinen 

relevanten Veränderungen des Blutzuckers. Entsprechende Befunde anderer 

Arbeitsgruppen, die ebenfalls die Wirkungen von Pioglitazon im Tiermodell untersucht 

haben, unterstützen dieses Ergebnis (Majithiya et al., 2005; Toba et al., 2006). 

Für die pathophysiologische Relevanz dieses Tiermodells spricht außerdem, dass es in 

Bezug auf Veränderungen wichtiger Regulationsmechanismen Parallelitäten aufweist, die 

ebenfalls im Rahmen der diabetischen  Erkrankung auftreten.  

Inzwischen ist bekannt, dass das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) eine 

wichtige Schlüsselrolle in der Pathogenese diabetischer Komplikationen einnimmt. Im 

Besonderen die durch Angiotensin II (ANG) vermittelten Wirkungen auf das 

kardiovaskuläre System tragen wesentlich zur Entwicklung Diabetes-assoziierter 

Folgeerkrankungen bei (Dendorfer et al., 2005). 

Bei Patienten mit chronischem Diabetes mellitus kommt es typischerweise zu einer 

Abnahme der plasmatischen Renin- und ANG-Konzentrationen (Christlieb, 1976; Feldt-

Rasmussen et al., 1987; Christiansen et al., 1988). Gleiche inhibitorische Effekte auf diese 

Konzentrationen zeigen sich in diabetischen, nicht-ketotischen Ratten nach der 

Behandlung mit STZ (Kigoshi et al., 1986). In direktem Kontrast zu dieser plasmatischen 

Hemmung zeigt sich jedoch in verschiedenen kardiovaskulären Organen, wie zum Beispiel 

der Niere, eine erhöhte lokale RAAS-Aktivität mit folglich erhöhten Enzymkonzentra-

tionen von Renin und ANG (Danser et al., 1989). Ursächlich könnte der intrazelluläre 

Volumenmangel aufgrund osmotischer Diurese und Eletrolytverschiebungen sein. Bereits 

1988 fanden Ubeda und seine Mitarbeiter in STZ-diabetischen Ratten sowohl in der Aorta 

als auch in den Nebennieren erhöhte RAAS-Komponenten mit ansteigenden 

Plasmakonzentrationen an renal sezerniertem inaktivem Pro-Renin, welches daraufhin vom 
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Gewebe aufgenommen und in kardiovaskulär wirksames, aktives Renin umgewandelt 

wird. Weiterhin konnte in einer Vielzahl von Studien nachgewiesen werden, dass STZ-

diabetische Ratten eine erhöhte ACE-Expression im Gewebe sowie einen Anstieg 

derselbigen im Plasma zeigen (Hartmann et al., 1988; Jandeleit et al., 1992; Erdmann et al., 

1998). Entsprechende Ergebnisse ergaben sich 1987 aus einer Studie von Feldt-Rasmussen 

bei diabetischen Patienten. Diese hohe lokale ACE-Expression kann durch vermehrte 

Konversion von Angiotensin I zu einem Anstieg der ANG-Konzentration in den jeweiligen 

Organen führen, was wiederum die ANG-vermittelte zunehmende kardiovaskuläre 

Schädigung im weiteren Verlauf der diabetischen Erkrankung erklären könnte (Crespo et 

al., 2003). Das Übereinstimmen in der Regulation von vaskulärer und organbezogener 

RAAS-Aktivität in STZ-behandelten Ratten und in diabetischen Patienten spricht erneut 

für die Eignung des hier eingesetzten Tiermodells.  

Zusätzlich konnte inzwischen nachgewiesen werden, dass die Endothelfunktion in 

diabetischen Patienten beeinträchtigt ist und sich weiterhin erhöhte Endothelin-1  

(ET-1) -Konzentrationen im Plasma zeigen (Tomlinson et al., 1992). Interessanterweise 

finden sich vergleichbare Endothelveränderungen sowie erhöhte plasmatische ET-1-

Konzentrationen in STZ-behandelten Ratten (Tomlinson et al., 1992). Demzufolge 

ermöglicht dieses Tiermodell ebenfalls Untersuchungen bzw. Beurteilungen in Bezug auf 

die pathologischen Endothelzellveränderungen sowie der daraus hervorgehenden 

kardiovaskulären Veränderungen im Rahmen des Diabetes mellitus.   

In der Klinik wird Pioglitazon therapeutisch bei Patienten mit Typ-II-Diabetes eingesetzt. 

Folglich stellt sich die Frage, ob sich die experimentell bei einem absoluten Insulinmangel 

nachgewiesene mikrovaskuläre Protektion auch positiv auf die kapillären 

Gefäßveränderungen beim Typ-II-Diabetes auswirken könnte. Diesbezüglich konnte 

Frisbee (2005a) als pathophysiologische Entsprechung eine ähnlich progrediente kapilläre 

Gefäßschädigung als Konsequenz eines Typ-II-Diabetes nachweisen. Aufgrund der 

Tatsache, dass sich in STZ-behandelten Mäusen ebenfalls vergleichbare 

Mikrogefäßschädigungen zeigten (Emanueli et al., 2002, Han et al., 2009), ist es plausibel, 

dass die bei beiden Diabetesformen vorhandene Hyperglykämie, von der bedeutende 

gefäßschädigende Effekte bekannt sind (Laakso, 1999), das ausschlaggebende 

pathophysiologische Korrelat für die auftretende Kapillarrarefizierung ist. 

Dementsprechend wäre zu erwarten, dass die gefäßprotektiven Effekte von AVE 7688 und 

Pioglitazon ebenfalls beim Diabetes mellitus Typ II zu beobachten sind, zusätzlich zu 

blutzuckersenkenden Wirkungen (bei Pioglitazon). Allerdings kann man diese 
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vasoprotektiven Effekte beim Typ-II-Diabetes nicht selektiv nachweisen, da die Behand-

lung mit Pioglitazon zusätzlich auch die diabetische Stoffwechsellage verbessern würde.  

In der vorliegenden experimentellen Studie bewirkte die organotrope STZ-Wirkung eine 

selektive Zerstörung der pankreatischen Betazellen einhergehend mit der Entwicklung 

einer akuten Hyperglykämie. Das plötzliche Einsetzen dieser Hyperglykämie und der von 

uns induzierte frühe Therapiebeginn entsprechen nicht der pathophysiologischen 

Entwicklung des Diabetes und der klinischen Praxis beim Menschen. Aus diesem Grund 

müssen eventuelle klinische Konsequenzen dieser Befunde sehr zurückhaltend diskutiert 

werden. An dieser Stelle ist allerdings hervorzuheben, dass mit Hilfe der vorliegenden 

Arbeit vor allem ein gefäßprotektiver Wirkmechanismus der eingesetzten Medikamente 

dargestellt werden sollte. 

 

 

4.1.3 Analyse der Kapillardichten  

 
Durch konventionelles Mikroskopieren in Kombination mit Immunhistochemie lassen sich 

Gewebe- bzw. Gefäßstrukturen morphologisch und Antigen-spezifisch in einer hohen 

Auflösung darstellen. Zur Auswertung dieser immunhistochemisch markierten 

Gefäßkomponenten, beispielsweise zur Bestimmung von Gefäßdichten, stehen heutzutage 

als Standardmethoden die manuelle oder computergestützte Auszählung zur Verfügung. 

Dabei konnte in Untersuchungen zur Gegenüberstellung der manuellen mit der 

computergestützten Bildanalyse hinsichtlich der Determination von Gefäßdichten eine 

signifikante Übereinstimmung der Ergebnisse beider Analysemethoden gezeigt werden 

(Fox et al., 1995; Weidner, 1995b; Cruz et al., 2001). CD31, auch bekannt als „Platelet 

endothelial cell adhesion molecule“ (PECAM-1), ist ein transmembranes Glykoprotein mit 

einer Molekularmasse von 130 Kilodalton (kDa), welches vor allem auf Endothelzellen 

exprimiert wird. Antikörper gegen das CD31-Antigen gehören derzeit zu den sensitivsten 

Endothelmarkern. Dies ergibt sich aus vorangegangenen Studien, in denen die 

Überlegenheit von CD31 gegenüber anderen spezifischen Endothelmarkern, wie zum 

Beispiel dem von-Willebrand-Faktor-Antigen (vWF:Ag, früher: Faktor VIII-assoziiertes 

Antigen) oder CD34, zur Markierung von Endothelzellen gezeigt werden konnte (Horak et 

al., 1992; Giatromanolaki et al., 1997). Ein Nachteil des vWF:Ag ist, dass es nicht auf 

allen Endothelzellen exprimiert wird und damit zu falsch-negativen Resultaten führen kann 

(Parums et al., 1990). Weiterhin ist bekannt, dass sowohl vWF:Ag wie auch CD34 

zusätzlich mit lymphatischem Gewebe reagieren und dadurch falsch-positive Ergebnisse 
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aufweisen können (Schmidt und von Hochstetter, 1995; Vermeulen et al., 1996). Zu 

erwähnen ist jedoch, dass CD31 in Formalin-fixiertem Gewebe gelegentlich mit 

Plasmazellen reagieren kann (Vermeulen et al., 1996), ein Grund, weshalb wir uns für den 

Einsatz von Gefrierschnitten entschieden haben. Eine weitere wichtige Grundlage ist, dass 

der eingesetzte Antikörper ebenfalls eine Spezifität für das jeweilige Tiermodell zeigt. Der 

in dieser Arbeit eingesetzte CD31-Antikörper ist spezifisch für Rattengewebe und eignet 

sich damit gut für die von uns gewählte Auswertungsmethode. Bei der hier angewandten 

Avidin-Biotin-Komplex-Methode (ABC-Methode) für Gefrierschnitte bindet zunächst ein 

Primärantikörper an das Antigen, in diesem Fall CD31. Dieser Primärantikörper ist 

unabdinglich für eine positive Reaktion. Dementsprechend führten wir zur Verifizierung 

der Antikörper-Spezifität für Endothelzellen bzw. CD31 diese Methode auch ohne den 

Primärantikörper durch, woraufhin sich die Immunhistochemie als negativ darstellte. Um 

mögliche Verwechslungen mit den Myozytenzellkernen zu vermeiden, führten wir eine 

Übersichtsfärbung mit Hämatoxylin-Eosin durch, welche vor allem basophile Strukturen  

- insbesondere Zellkerne - blau färbt.  

Des Weiteren stimmt unsere immunhistochemische Färbung mit der bekannten Histologie 

des Skelett- und Herzmuskels überein. Sowohl im histologischen Bild des 

quergeschnittenen Skelett- und Herzmuskels als auch in unseren immunhistochemisch 

angefärbten Gefrierschnitten zeigen sich die Muskelfasern dicht aneinandergelagert und 

von Kapillaren versorgt. Diese Mikrogefäße verlaufen zusammen mit Lymphgefäßen und 

Nervenfasern in den Bindegewebssepten (= Endomysium), die die einzelnen Muskelfasern 

umspinnen. Hinzukommend zeigt sich in unseren Gefrierschnitten sowohl das Zytosol als 

auch das Endomysium völlig frei von unspezifischen Verfärbungen, was ebenfalls für die 

von uns gewählte Färbungsmethode spricht. 

Außerdem entsprechen die von uns erhobenen quantitativen Ergebnisse bezüglich der 

Kapillardichten im Herz- und Skelettmuskel von Ratten den Werten vorangegangener 

Studien (Hudlická et al., 1995; Frisbee et al., 2006), was ebenso die Eignung der von uns 

eingesetzten immunhistochemischen Färbung bestätigt. 

Die Schnittfelder zur Bestimmung bzw. Auszählung der Kapillardichte wurden von uns 

nach den Kriterien von Weidner unter Berücksichtigung der sog. „Hot-spots“ (= Areale mit 

der höchsten Gefäßdichte) (Weidner, 1995a) ausgewählt. Laut Vermeulen et al. (1996) 

gehört dieses Vorgehen zu den in der Literatur empfohlenen Standardmethoden.  
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4.1.4 Strukturelle Myokard- bzw. Myozytenveränderungen sowie Myozyten- 

 morphometrie im Versuchsverlauf  

 
In der vorliegenden Arbeit zeigte sich am Versuchsende in der Placebogruppe ein 

linksventrikuläres Gewicht von 607 ± 15 mg. Entsprechende Werte fanden sich im 

Zeitverlauf des ersten Versuchsabschnittes nach einer Diabetesdauer von 13 Wochen.  Die 

Behandlung mit Pioglitazon führte zu vergleichbaren Werten. Unter AVE 7688 war das 

Gewicht des linken Ventrikels signifikant leichter. Mit Bezug auf die Ergebnisse der nicht-

diabetischen Referenzgruppe am Versuchsanfang zeigte sich weder in der Placebogruppe 

noch im Zeitverlauf von 13 Wochen Diabetes ein wesentlicher Unterschied für das 

linksventrikuläre Gewicht. Folglich kann die Entwicklung einer Linksherzhypertrophie 

unter der  Behandlung mit AVE 7688 oder Pioglitazon in der vorliegenden Studie 

ausgeschlossen werden. Dies wird durch vorangegangene Studien unterstützt, die belegen 

konnten, dass sowohl Pioglitazon als auch VPI die Genese einer kardialen Hypertrophie 

verhindern (Trippodo et al., 1999; Asakawa et al., 2002). Diesbezüglich konnten Trippodo 

et al. (1999) demonstrieren, dass VPI die mögliche Entwicklung einer Herzhypertrophie 

stärker unterdrücken als die alleinige Gabe eines ACE-Inhibitors. Eine potentielle 

Erklärung für diese bessere Wirksamkeit könnte die erhöhte renale ANP-Exkretion sein, 

die sich auf die zusätzliche NEP-Inhibition zurückführen lässt. 

Des Weiteren liegen die in der Literatur beschriebenen Werte für das linksventrikuläre 

Gewicht in Wistar-Ratten mit 636 ± 20 mg bzw. 964 ± 33 mg (Leineweber et al., 2003; 

Lorenz, 2007) teilweise deutlich über unseren Werten, was ebenfalls gegen die Genese 

einer Linksherzhypertrophie spricht.     

Die Tatsache, dass in der vorliegenden Studie sowohl unter der Gabe von Pioglitazon als 

auch von AVE 7688 die absolute und die relative kardiale Kapillardichte im Vergleich zur 

Placebogruppe bei annähernd gleichbleibendem Herzgewicht signifikant erhöht waren, 

spricht für einen verbesserten Erhalt von Mikrogefäßen. Ursächlich für diese beobachtete 

Entwicklung könnten - zusätzlich zur Verhinderung des Diabetes-bedingten direkten 

Kapillaruntergangs - ein sukzessiver Verlust von Kardiomyozyten oder eine Abnahme der 

Myozytengröße im Versuchsverlauf sein. Dadurch, dass die relative Kapillardichte  

(= Kapillaranzahl pro Myozyt) ähnlich ansteigt wie die absolute Kapillardichte, scheidet 

eine Verringerung der Myozytengröße unter der medikamentösen Therapie als 

wesentlicher Einfluss aus. Das unter der Behandlung mit Pioglitazon unveränderte 

Herzgewicht spricht zudem gegen einen Verlust von myozytären Zellen. Die leichte 

Verminderung des linksventrikulären Gewichtes unter AVE 7688 lässt diese Möglichkeit 
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noch offen. Allerdings ist bekannt, dass besonders ACE-Hemmer das Herz 

hämodynamisch entlasten und durch Reduktion von Angiotensin II (ANG) einer 

Myokardhypertrophie entgegenwirken. Entsprechend konnten Amann und ihre 

Forschungsgruppe (2003) in Ratten mit subtotaler Nephrektomie nach 8-wöchiger 

Versuchsdauer demonstrieren, dass die Gabe von Ramipril den in unbehandelten Tieren 

beobachteten Verlust von Herzmuskelzellen verhinderte. Zusätzlich zeigte sich in der 

Kontrollgruppe eine deutliche Zunahme des Muskelzellvolumens (Zellhypertrophie) mit 

konsekutiver Entwicklung einer Linksherzhypertrophie. Beide Phänomene wurden 

ebenfalls durch die Gabe von Ramipril aufgehoben. Auch Olivetti et al. (1993) konnten 

anhand eines Rattenmodells veranschaulichen, dass der ACE-Inhibitor Spirapril eine 

Abnahme des Herzgewichtes und der Myokarddicke sowie eine Zunahme der kardialen 

Kapillardichte verursacht.  

Im Hinblick auf die TZD konnten Diep et al. (2002) belegen, dass PPAR-γ-Agonisten eine 

Normalisierung des Zellwachstums in glatten Gefäßmuskelzellen bewirken. Darüber 

hinaus hat sich Pioglitazon seit dem Zeitpunkt seiner Markteinführung in Deutschland als 

wirksames und gut verträgliches orales Antidiabetikum etabliert, was unter anderem auf 

die vorwiegend tierexperimentell nachgewiesenen günstigen vaskulären und kardialen 

Effekte zurückzuführen ist. Eine Myokardschädigung in Form eines zunehmenden 

Myozytenunterganges ist als Nebenwirkung von Pioglitazon nicht bekannt (Erdmann und 

Hanefeld, 2004). Aus diesen Überlegungen folgt, dass die beobachtete Steigerung der 

Kapillardichte unter AVE 7688 oder Pioglitazon auf einen besseren Erhalt oder die 

Neubildung von Kapillaren zurückzuführen ist und nicht wesentlich von strukturellen 

Veränderungen des Myokards beeinflusst wird.  
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4.2 Bedeutung der PPAR-γγγγ-Rezeptor vermittelten Wirkungen 

  

4.2.1 Blutdruck 

 
Die Regulation des Gefäßtonus wird vor allem über die endotheliale Freisetzung 

vasoaktiver Substanzen gesteuert, von denen insbesondere die Vasodilatatoren 

Stickstoffmonoxid (NO) und Prostacyclin sowie die Vasokonstriktoren Endothelin-1  

(ET-1) und Thromboxan A2 erwähnenswert sind.  

Inzwischen gibt es eine Vielzahl an experimentellen und klinischen Studien, die beweisen 

konnten, dass Bluthochdruck mit einer progredienten Abnahme der Kapillardichte 

einhergeht (Battegay et al., 2007). Die daraus resultierende verminderte Anzahl und 

Bildung von Mikrogefäßen kann wiederum durch eine zunehmende Beeinträchtigung der 

Organdurchblutung eine kompensatorische Sympathikusaktivierung hervorrufen mit 

konsekutiver Erhöhung des peripheren Widerstandes und damit einhergehend einem 

weiterem Anstieg des arteriellen Blutdruckes. Folge dieses Circulus vitiosus ist eine 

zunehmende Gefäßrarefizierung in Kombination mit einer fortschreitenden Schädigung 

kardiovaskulärer Organe. Dementsprechend ist das Durchbrechen dieses Circulus vitiosus 

mit einer effektiven antihypertensiven Therapie und den daraus resultierenden 

Auswirkungen auf die Kapillardichte von großem Interesse. Debbabi et al. (2006) konnten 

diesbezüglich belegen, dass eine wirksame blutdrucksenkende Langzeittherapie bei 

Patienten mit essentieller Hypertonie mit einer ansteigenden Mikrogefäßdichte einhergeht.  

In der Placebogruppe kam es nach 11 Wochen Versuchsdauer zu einem Diabetes-

bedingtem Blutdruckanstieg von  21 ± 3 mmHg. Pioglitazon schwächte diesen Blutdruck-

anstieg um 11 ± 2 mmHg ab, so dass die Blutdruckwerte in der Pioglitazongruppe nach 

wie vor den in der Literatur beschriebenen Normwerten für gesunde Wistar-Kyoto-Ratten 

(110 ± 2 mmHg) (Hsieh et al., 2004) entsprachen. 

Des Weiteren zeigte sich unter der Behandlung mit Pioglitazon eine um ca. 94 %  

(= Skelettmuskel) bzw. um ca. 53 % (= Herzmuskel) höhere Kapillardichte, die unter 

anderem durch die beobachtete Blutdrucksenkung bedingt sein könnte und damit die 

Hypothese unterstützt, dass Thiazolidindione (TZD) blutdrucksenkende und damit 

gefäßprotektive Eigenschaften besitzen. Majithiya und Kollegen konnten 2005 in einem 

Rattenmodell des Typ-I-Diabetes demonstrieren, dass die Therapie mit Pioglitazon im 

Vergleich zur Placebogruppe mit einer signifikant erhöhten Bildung der endogenen 

Antioxidantien Superoxid-Dismutase und Catalase einhergeht, welche wiederum für einen 
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vermehrten Abbau von Sauerstoffradikalen (ROS) zuständig sind und dadurch ansteigende 

NO-Spiegel verursachen. Bereits nach 4 Wochen Behandlungsdauer kam es zu einer 

Regenerierung des Gleichgewichtes zwischen Vasodilatation und -konstriktion und damit 

einhergehend zu einer Minderung des erhöhten Blutdruckes. Zusätzlich konnte belegt 

werden, dass Pioglitazon zu einer gesteigerten NO-Freisetzung in der Aorta STZ-

diabetischer Ratten führt. 1994 konnte die Forschungsgruppe von Zhang et al. 

demonstrieren, dass die blutdrucksenkenden Eigenschaften von Pioglitazon auch durch 

eine direkte vasodilatierende Wirkung hervorgerufen werden, nämlich durch die Blockade 

von Calcium-Kanälen und damit einhergehendem verminderten Calcium-Einstrom in die 

Zelle. Gleiche Resultate erzielten Buchanan et al. (1995) in einem Rattenmodell. 

Interessanterweise treten diese direkten Effekte erst nach einer Behandlungsdauer von 

mehr als 3 Wochen und einer eingesetzten Pioglitazon-Konzentration von mehr als 10 µM 

auf (Majithiya et al., 2005). Grund für diese protrahierte Wirksamkeit könnte die initial 

vorhandene Störung der physiologischen Endothelfunktion sein, die sich erst im Laufe der 

folgenden Wochen regeneriert und Voraussetzung für die direkten vasodilatierenden 

Effekte der PPAR-γ-Agonisten ist.  

Pharmakokinetische Studien an männlichen Ratten haben gezeigt, dass die maximale 

Plasma-Konzentration von Pioglitazon (Cmax) nach oraler Verabreichung von 10 mg kg-1 

35 µM beträgt (Majithiya et al., 2005). Um die direkten Effekte von Pioglitazon auf die 

Calcium-Kanäle zu nutzen, betrug die von uns eingesetzte Pioglitazon-Dosierung 

10 mg kg-1 und die Behandlung dauerte insgesamt 12 Wochen. Demzufolge kann der 

beobachtete verminderte Blutdruckanstieg sowohl durch direkte als auch durch indirekte 

vasodilatierende Pioglitazon-Wirkungen erklärt werden.  

Ein weiteres wichtiges Substrat, das wesentlich an der Blutdruckregulation beteiligt ist und 

dessen Stoffwechsel entscheidend durch TZD beeinflusst werden kann, ist das ET-1. 

Dementsprechend können auch Interaktionen mit dem ET-1-Stoffwechsel für die 

beobachteten Blutdruckeffekte in der vorliegenden Arbeit verantwortlich sein. Zumal 

inzwischen belegt ist, dass ET-1 eine Erhöhung des Sympathikotonus verursacht und 

dadurch eine nicht zu unterschätzende Rolle in der Pathogenese von Bluthochdruck und 

Niereninsuffizienz spielt. Dies konnte unter anderem durch die Gabe des spezifischen ET-

Rezeptor-Antagonisten Bosentan verifiziert werden, der bei Patienten mit essentieller 

Hypertonie zu einem Blutdruckabfall führte (Krum et al., 1998). Ischämie, Stress sowie 

diverse humorale Faktoren, wie zum Beispiel Glukose oder Insulin, bewirken eine erhöhte 

endotheliale ET-1-Sekretion. Tomić et al. (2008) konnten belegen, dass sowohl Patienten 
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mit insulinabhängigem Diabetes mellitus (IDDM) als auch mit nicht-insulinabhängigem 

Diabetes mellitus (NIDDM) erhöhte Plasma- und Urin-Konzentrationen an ET-1 

aufweisen. Zusätzlich zeigte sich im gleichen Patientenkollektiv eine signifikant positive 

Korrelation zwischen Plasma-ET-1 und Blutdruck (RRDiabetes = 160/92 mmHg im 

Vergleich zu RRKontrolle = 120/80 mmHg). Entsprechend bewirkte die Gabe von 

Rosiglitazon in Ratten eine Abnahme der erhöhten ET-1-mRNA-Expression und führte 

dadurch zu einem vermindertem Blutdruckanstieg (Schiffrin et al., 2003).  

Folglich lassen sich die blutdruckregulierenden Eigenschaften der TZD unter anderem 

durch Interaktionen mit dem NO-, Calcium- und Endothelinstoffwechsel erklären. 

 

 

4.2.2 Angiogenese 

 
Zusätzlich zur Blutdrucksenkung könnte die unter der Gabe von TZD nachgewiesene 

erhöhte NO-Bioverfügbarkeit durch eine gesteigerte NO-Freisetzung (Calnek et al., 2003; 

Schiffrin, 2005) eine weitere mögliche Erklärung für die in dieser Studie aufgetretene 

merklich verminderte Kapillarrarefizierung im Herz- und Skelettmuskel sein. Schließlich 

ist inzwischen belegt, dass gerade das Vorhandensein und die Wirkungen von NO 

Voraussetzungen für den Gefäßerhalt und Bedingungen für die Genese neuer Kapillaren 

sind (Ziche et al., 1994; Matsunaga et al., 2000; Lloyd et al., 2001; Girardot et al., 2004). 

Dies wird durch einen Bericht von Conway und seiner Forschungsgruppe (2001) 

untermauert, in dem die NO-vermittelte Vasodilatation als einer der ersten Schritte in der 

Angiogenese beschrieben wird. „Vascular endothelial growth factor“ (VEGF), dessen 

Expression unter anderem durch NO hochreguliert wird, bewirkt eine erhöhte vaskuläre 

Permeabilität - hervorgerufen durch eine Um- bzw. Neuverteilung von interzellulären 

Adhäsionsmolekülen - sowie Veränderungen der Zellmembranstruktur. Folge ist neben 

einer Extravasation von Plasmaproteinen die Aktivierung, Proliferation und Migration von 

Endothelzellen. Zusätzlich stimuliert VEGF die endotheliale NO-Synthase (eNOS), was 

wiederum eine erhöhte Freisetzung von NO hervorruft und somit eine weitere Stimulation 

der Angiogenese bewirkt. Um eine pathologische Gefäßneubildung zu vermeiden und 

gleichzeitig den Erhalt der Gefäße zu gewährleisten, spielt zusätzlich das Angiopoietin-1 

als natürlicher Anti-Permeabilitätsfaktor eine zentrale Rolle in der Regulation der 

physiologischen Angiogenese. 

Auch Jefferson Frisbee konnte 2005 (b) zeigen, dass eine verminderte NO-Verfügbarkeit 

zu einer zunehmenden Kapillarrarefizierung im Skelettmuskel bei Ratten mit 
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metabolischem Syndrom führt. In adipösen Zuckerratten kam es zu einer zunehmenden 

Beeinträchtigung der Durchblutung des Skelettmuskels, verbunden mit einer reduzierten 

Mikrogefäßdichte (Capillary Density (CD) ≈ 650 Kapillaren mm-2). Zeitgleich zeigte sich 

eine erhöhte Gefäßwandsteifigkeit sowie eingeschränkte Vasodilatation. Als Ursache für 

die progressive Mikrogefäßschädigung wurde in dieser Studie eine vermehrte ROS-

Produktion angenommen. Diese Vermutung wurde durch erhöhte Konzentrationen von  

15-Isoprostan F2t (ehemals als 8-Epi-Prostaglandin F2α bezeichnet) verstärkt, einem  

in-vivo-Indikator für chronisch erhöhten oxidativen Stress (Hansel et al., 2004). Bestätigt 

wurde dieser Verdacht durch den Erfolg einer antioxidativen Therapie mit Tempol, einem 

Superoxid-Dismutase-Mimetikum, welches zu signifikant reduzierten Plasma- 

15-Isoprostan F2t-Spiegeln mit konsekutiv abnehmender Genese von reaktiven 

Sauerstoffradikalen führte. Zusätzlich zeigten sich erhöhte vaskuläre NO-Konzentrationen, 

eine gesteigerte Skelettmuskeldurchblutung sowie eine erhöhte vasodilatative Reaktivität 

in Kombination mit einer verminderten Kapillarrarefizierung (CD ≈ 780 Kapillaren mm-2). 

In einem anderen Versuchsarm dieser Studie, nämlich in mageren Zuckerratten, 

verursachte die chronische Blockade der NO-Synthase neben einem deutlichen 

Blutdruckanstieg ebenfalls einen Rückgang der Kapillardichte, ein Indiz für die zentrale 

Bedeutung von NO bezüglich der Entwicklung und dem Erhalt von Kapillaren.  

Die Mobilisation vaskulärer angiogener Stammzellen könnte einen weiteren 

Wirkmechanismus der TZD darstellen, der für die erhöhte Mikrogefäßdichte in der 

vorliegenden Studie verantwortlich ist. Schließlich gibt es inzwischen Studien, die belegen, 

dass sich mit Hilfe der pleiotropen Wirkungen von PPAR-γ-Agonisten im Knochenmark 

gebildete und im Blutkreislauf zirkulierende adulte bzw. angiogene Stammzellen 

(angiogenic progenitor cells = APCs) zu Endothelzellen differenzieren können. Diese 

APCs können mobilisiert werden wesentlich zur Re-Endothelialisierung nach 

Gefäßintervention beitragen. In einem von Wang et al. (2004) durchgeführten Mausmodell 

förderte die Behandlung mit Rosiglitazon nach femoraler Angioplastie sowohl in vitro als 

auch in vivo die Differenzierung von APCs in ausgereifte Endothelzellen und verursachte 

dadurch eine frühzeitige Re-Endothelialisierung im Vergleich zur Kontrollgruppe. Im 

gleichen Tiermodell führte Rosiglitazon zu einer Zunahme der endothelialen Stammzellen 

(endothelial progenitor cells = EPCs) im Knochenmark und zu einer abnehmenden 

Differenzierung der im Blutkreislauf zirkulierenden Stammzellen in glatte Muskelzellen, 

was ebenfalls schützende Wirkungen bezüglich der Entwicklung einer Intimahyperplasie 

mit möglicher Re-Okklusion zeigte.  
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PPAR-γ-Agonisten könnten demnach nicht nur durch eine erhöhte NO-Bioverfügbarkeit, 

sondern auch durch die Bildung und Mobilisierung von EPCs eine vermehrte Genese von 

Blutgefäßen induzieren.  

 

 

4.2.3 Anti-apoptotische Effekte 

 
Die vermehrte Formation von Sauerstoffradikalen (ROS) im Rahmen der diabetischen 

Erkrankung ist eine der Hauptursachen für die progrediente Endothelschädigung (Camera 

et al., 2007). ROS bewirken durch Interaktionen mit intrazellulären Signalmolekülen - wie 

zum Beispiel der Poly-ADP-ribose Polymerase (Zheng et al., 2004) - DNA-Schäden und 

aktivieren dadurch die zelluläre Apoptose (Wiernsperger, 2003). Ein weiterer 

Apoptosefördernder Pathomechanismus ist die anhaltende Hyperglykämie, die über die 

Bildung von glykosyliertem Kollagen eine vorzeitige Alterung von Endothelzellen 

verursacht und schließlich eine Aktivierung des programmierten Zelltodes hervorruft 

(Camera et al., 2007). 

Der präventive Einfluss von PPAR-γ-Agonisten auf die Apoptose ist in einer Vielzahl von 

Studien untersucht worden. Insofern könnten auch anti-apoptotische Wirkmechanismen 

von Thiazolidindionen (TZD) ein weiterer Grund für die in der vorliegenden Untersuchung 

beobachtete deutlich verminderte Kapillarschädigung sein. Zumal man inzwischen 

nachweisen konnte, dass TZD eine erhöhte Expression von Apoptose-Inhibitoren 

bewirken. Diesbezüglich führten Artwohl et al. (2005) eine experimentelle in-vitro-Studie 

mit humanen Endothelzellen durch. Ziel war, die direkten Wirkungen von verschiedenen 

PPAR-γ-Liganden auf die basale sowie TNF-α- bzw. Stearinsäure-induzierte Apoptose und 

die damit einhergehende Protein-Expression zu untersuchen. Die isolierten Endothelzellen 

wurden hierfür über 48 Stunden den TZD Troglitazon, Rosiglitazon, Pioglitazon oder 

RWJ241947 (RWJ) mit einer Konzentration von 2-50 µM ausgesetzt. Dabei stellte sich 

heraus, dass Troglitazon, Rosiglitazon und Pioglitazon bei einer Konzentration von 10 µM 

und RWJ bei einer Konzentration von 50 µM zu einer Hemmung der basalen Apoptoserate 

um 8-25 % führten. Interessanterweise nahm diese Hemmung bei zunehmender Dosierung 

von Troglitazon, Rosiglitazon und Pioglitazon ab, um dann bei einer Konzentration von 

50 µM wieder auf den Ausgangswert der basalen Apoptoserate zurückzukehren. RWJ 

verursachte eine komplette Aufhebung der TNF-α- bzw. Stearinsäure-vermittelten 

Apoptose. Ursache für die anti-apoptotischen Wirkungen der TZD war in der 
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Untersuchung die erhöhte Expression des Apoptose-Inhibitors Bcl-2, die mit der 

eingesetzten Medikamentenkonzentration invers korrelierte.  

Taba und Mitarbeiter (2003) konnten demonstrieren, dass auch 15-Desoxy-∆-

prostaglandin J2 dosis-abhängig anti-apoptotische Effekte aufweist, indem es bei einer 

eingesetzten Konzentration von 16 µM eine erhöhte Expression des Apoptose-Inhibitors  

c-IAP1 hervorruft. 

Zusammenfassend kann man sagen, dass sich die anti-apoptotischen Wirkungen der TZD 

zum einen in einer vermehrten Bcl-2-Expression mit gegenläufiger Downregulation 

Apoptose-fördernder Proteine äußern. Zum anderen konnten Chen et al. (2004) belegen, 

dass die Apoptose-hemmenden Effekte von PPAR-γ-Agonisten zusätzlich auf einer 

Hemmung der Caspase-3-Aktivität und der TNF-α-induzierten Apoptose beruhen.  

 

 

4.2.4 Entzündung und Angiotensin II-Stoffwechsel 

 
Die Genese kardiovaskulärer Erkrankungen wird durch das Zusammenspiel einer Vielzahl 

von pathogenen Stoffwechselprozessen gefördert. Diese beinhalten, zusätzlich zu den 

bereits erwähnten Pathomechanismen, eine vermehrte Transkription von Entzündungs-

faktoren mit resultierender Induktion von inflammatorischen Prozessen sowie eine erhöhte 

Freisetzung pro-inflammatorischer Zytokine und Akut-Phase-Proteinen (Reynolds und 

Goldberg, 2006).  

Untersuchungen, die einen möglichen Einfluss dieser Entzündungsprozesse auf das 

mikrovaskuläre Netzwerk und den Kapillarumbau behandeln, sind in der Literatur nicht 

auszumachen. Dennoch könnte das vermehrte Vorhandensein von inflammatorischen 

Reaktionen ein weiterer Mechanismus für die progrediente Kapillarrarefizierung im 

Rahmen der diabetischen Erkrankung sein. Zumal mittlerweile belegt ist, dass auch 

makrovaskuläre Erkrankungen wie die Atherosklerose auf einem Entzündungsprozess 

beruhen. Folglich könnten die bekannten anti-inflammatorischen Wirkungen von 

Thiazolidindionen (TZD) auch entscheidend zu einer Verzögerung und/oder Milderung 

dieser zunehmenden Mikrogefäßschädigung beitragen. Unterstützt wird diese Hypothese 

durch vorangegangene Publikationen, die beweisen konnten, dass die 

entzündungshemmenden Effekte von PPAR-γ-Agonisten die Entwicklung und Progression 

kardiovaskulärer Erkrankungen wesentlich verzögern (Haffner et al., 2002).  
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Die Proliferation und Hypertrophie kardialer sowie vaskulärer Muskelzellen ist ein 

wesentlicher Bestandteil des kardiovaskulären „remodeling“. Folge ist die Genese von 

Gefäßstenosen, -verschlüssen, Hypertonie und Organhypertrophie mit zunehmender 

Myokardinsuffizienz. PPAR-γ-Agonisten vermindern die Proliferation und Migration von 

Monozyten und glatten Muskelzellen durch Interferenz mit multiplen Zellzyklus-

regulatoren (Hsueh und Law, 2001). Diese Interaktionen stellen ebenfalls eine potentielle 

Erklärung für die in dieser Untersuchung erhobenen Befunde hinsichtlich des 

kardiovaskulären Systems unter der Gabe von Pioglitazon dar. Weiterhin konnte mit Hilfe 

von experimentellen Studien belegt werden, dass Pioglitazon auch die Angiotensin II 

(ANG) -vermittelten proliferativen Wirkungen auf glatte Muskelzellen und Fibroblasten 

inhibiert, einerseits durch eine reduzierte ROS-Produktion und andererseits durch eine 

Downregulation der AT1-Rezeptor-Expression und -aktivität (Takeda et al., 2000). Diep 

und Mitarbeiter (2002) konnten an Sprague-Dawley-Ratten zeigen, dass die Behandlung 

mit Pioglitazon die Entwicklung einer ANG-vermittelten Hypertonie verhindern konnte. In 

der gleichen Studie wurde zusätzlich konstatiert, dass PPAR-γ-Agonisten durch 

Unterbindung der pathologischen Zellproliferation sowie durch entzündungshemmende 

Effekte eine Verbesserung der eingeschränkten Endothelfunktion hervorrufen; 

möglicherweise durch eine verminderte Hochregulation von AT1-Rezeptoren, Zellzyklus-

proteinen und pro-inflammatorischen Mediatoren.  

Demnach könnten die kardio- und vaskuloprotektiven Effekte von Pioglitazon in der 

vorliegenden Studie zusätzlich durch Interaktionen mit inflammatorischen Stoffwechsel-

prozessen sowie durch Wechselwirkungen mit dem ANG-Haushalt assoziiert sein. 

 

 

4.2.5 Kardiale Wirkungen 

 
Zur Expression und Funktion von kardialen PPAR-γ-Rezeptoren finden sich in der 

Literatur kontroverse Standpunkte. In einigen Studien konnte im Herzen bzw. in den 

Kardiomyozyten eine relativ hohe Konzentration von PPAR-γ-Rezeptoren nachgewiesen 

werden (Bishop-Bailey, 2000; Takano et al., 2000), in anderen Studien hingegen fand man 

nur eine sehr geringe bzw. gar keine Expression (Kelly, 2003). Gleichwohl gibt es 

inzwischen eine Vielzahl von Untersuchungen, die belegen, dass PPAR-γ-Agonisten 

kardioprotektive Wirkungen entfalten. Diese Effekte konnten in Bezug auf die 

mikrovaskuläre Gefäßversorgung des linken Ventrikels ebenfalls in der vorliegenden 

Arbeit beobachtet werden. So konnte Pioglitazon die progrediente Kapillarrarefizierung im 
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linken Ventrikel STZ-diabetischer Ratten deutlich verzögern bzw. reduzieren. Eine 

denkbare Erklärung für diesen Sachverhalt könnte eine vermehrte kardiale Expression und 

Wirksamkeit von PPAR-γ-Rezeptoren sein, die möglicherweise erst durch verschiedene 

physiologische und pathophysiologische Stoffwechselprozesse induziert wird.  

Gilde et al. konnten 2003 belegen, dass der kardiale Lipidmetabolismus durch die PPAR-

Rezeptoren α und β/δ reguliert wird, jedoch nicht durch den PPAR-γ-Rezeptor. Folglich 

könnten die über den PPAR-γ-Rezeptor vermittelten kardialen Wirkungen auch auf 

indirekten Mechanismen beruhen, wie zum Beispiel eine verbesserte Glukoseutilisation. 

Eine weitere Alternative wäre, dass die kardialen PPAR-γ-Rezeptoren vor allem im 

Endothel exprimiert werden und nicht in den Myozyten selbst. Unterstützt wird diese 

Hypothese durch eine experimentelle Studie von Marx et al. (1999), die in humanen 

Endothelzellen, extrahiert aus der V. saphena, die Expression von PPAR-γ nachweisen 

konnte. Erwähnenswert ist, dass diese kultivierten Endothelzellen sowohl PPAR-γ-mRNA 

als auch PPAR-γ-Proteine exprimierten. Des Weiteren konnte auch in der menschlichen 

A. carotis immunhistochemisch PPAR-γ nachgewiesen werden. Im Vergleich des in den 

Endothelzellen vorgefundenen Gehalts an PPAR-γ mit dem von anderen bekannten PPAR-

γ-exprimierenden Zellen (z.B. Pre-Adipozyten) konnte man feststellen, dass die Präsenz 

von PPAR-γ in humanen Endothelzellen ähnlich hoch ausgeprägt war.  

In unserer Untersuchung führte die Behandlung mit Pioglitazon zu einer signifikant 

erhöhten Anzahl an Mikrogefäßen im linken Ventrikel, verglichen mit der Placebogruppe. 

Andere Studien, die die Auswirkungen von TZD auf die kardiale Kapillardichte im Verlauf 

der diabetischen Erkrankung untersuchen, sind in der Literatur bisher nicht zu finden. 

Dennoch könnten die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zum einen auf direkte 

Wirkungen von PPAR-γ-Agonisten auf die Kardiomyozyten bzw. das Endothel 

zurückgeführt werden oder zum anderen mit den bereits beschriebenen anti-proliferativen 

sowie positiven Wirkungen von TZD auf den NO-Stoffwechsel und die Modulierung der 

Entzündungsreaktion erklärt werden. Diese Hypothese wird durch Studien unterstützt, die 

sich mit den präventiven Effekten von PPAR-γ-Agonisten auf makrovaskuläre Ereignisse, 

beispielsweise dem Myokardinfarkt, auseinandergesetzt haben. So behandelten Yue und 

seine Mitarbeiter (2001) männliche Lewis-Ratten mit Rosiglitazon bevor sie für 30 

Minuten die linke Koronararterie ligierten. Nach 24 Stunden der Reperfusion wurden die 

Infarktgröße und die damit verbundene kontraktile Dysfunktion im Vergleich mit nicht 

behandelten Tieren untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass die intravenöse 

Vorbehandlung mit Rosiglitazon unmittelbar vor Gefäßunterbindung das Infarktgebiet 
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dosisabhängig um bis zu 37 % reduzierte. Demgegenüber führte die 7-tägige perorale 

Vorbehandlung mit Rosiglitazon zu einer verminderten Infarktgröße von 24 %. 

Vergleichbare Ergebnisse zeigten sich hinsichtlich des Ausmaßes der kontraktilen 

Dysfunktion. Im Gegensatz dazu ließ sich in einer klinischen Studie von Nissen und 

Wolski (2007) unter der Behandlung mit Rosiglitazon ein um 43% erhöhtes 

Herzinfarktrisiko nachweisen. Pioglitazon besitzt diesbezüglich ein deutlich günstigeres 

Wirkungsprofil. So konnte 2010 demonstriert werden (Graham et al., 2010), dass 

Rosiglitazon im Vergleich zu Pioglitazon mit einem signifikant erhöhten Risiko von 

Schlaganfällen, Herzinsuffizienz und Todesfällen assoziiert war, was letztendlich auch zur 

Rücknahme der Zulassung für Rosiglitazon geführt hat. Auch Loke et al. konnten 2011 

erneut nachweisen, dass Pioglitazon im Gegensatz zu Rosiglitazon mit deutlich weniger 

kardialen Zusatzrisiken behaftet ist. Das unterschiedliche Wirkspektrum dieser beiden 

Substanzen war ein Grund, weshalb wir uns in der vorliegenden Studie für die Behandlung 

mit Pioglitazon entschieden haben. Allerdings zeigt auch Pioglitazon ein ungünstiges 

Nebenwirkungsprofil (leicht erhöhtes Risiko für Blasenkarzinome, Verschlechterung einer 

Herzinsuffizienz, erhöhtes Frakturrisiko etc.), so dass man abwägen und genauer 

untersuchen muss, ob die in der vorliegenden Arbeit nachgewiesenen gefäßprotektiven 

Effekte für den Patienten so vorteilhaft sind, dass sie die klinischen Risiken überwiegen. 

 

 

4.2.6 Renale Wirkungen 

 
Das Vorhandensein einer Mikroalbuminurie bei Diabetikern ist ein frühzeitiges Indiz für 

eine gestörte Endothelfunktion sowie eine erhöhte vaskuläre Permeabilität, wohingegen die 

Progression in eine Makroalbuminurie die Manifestation einer offenkundigen 

Nephropathie darstellt mit zunehmender Einschränkung der Nierenfunktion. Mittlerweile 

gibt es verschiedene experimentelle und klinische Studien, die den TZD zusätzlich 

renoprotektive Wirkungen zusprechen, die sich ebenfalls durch die bereits genannten 

gefäß- bzw. endothelschützenden Mechanismen dieser Substanzen erklären lassen. 

Schließlich basiert auch die Genese der diabetischen Nephropathie auf einer zunehmenden 

endothelialen Dysfunktion. Diesbezüglich konnten Imano und seine Mitarbeiter (1998) 

zeigen, dass die Behandlung mit Troglitazon bei Typ-II-Diabetikern mit bereits 

bestehender Mikroalbuminurie eine signifikante Reduktion des Albumin-Kreatinin-

Verhältnisses im Urin („urinary albumin-to-creatinine ratio“ = ACR) verursachte und 

dadurch eine Verzögerung und/oder Milderung der progredienten Glomerulumschädigung 
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bewirkte. Entsprechende Ergebnisse ergab auch unsere Untersuchung, in der sich nach  

12 Wochen Behandlungsdauer unter der Therapie mit Pioglitazon ebenfalls die niedrigste 

ACR zeigte (0,081 ± 0,02 g/l). Nach 5 Wochen Behandlungsdauer zeigte sich zwar in der 

Pioglitazon-Gruppe zunächst die höchste ACR, welche sich jedoch im weiteren 

Versuchsablauf deutlich reduzierte. Grund für diesen anfänglichen ACR-Anstieg könnte 

die bereits oben erwähnte initiale Störung der Endothelfunktion sein, die sich im Verlauf 

der nächsten 7 Versuchswochen unter der Gabe von Pioglitazon wesentlich erholt hatte. 

Ein weiterer Wirkmechanismus für die verminderte Albuminexkretion („urine albumin 

excretion“ = UAE) in der vorliegenden Untersuchung könnte eine Pioglitazon-induzierte 

gesteigerte Albuminaufnahme von Tubuluszellen sein. In diesem Zusammenhang konnte 

Zafiriou mit seiner Forschungsgruppe (2004) beweisen, dass die Gabe von Pioglitazon 

dosis-abhängig eine gesteigerte Albuminaufnahme der Tubuluszellen verursacht. 

Bemerkenswert ist außerdem, dass es zum Teil sogar Studien gibt, die den TZD - im 

Vergleich zu ACE-Inhibitoren - eine vergleichbare oder sogar bessere Renoprotektion 

zuweisen (Baylis et al., 2003). Welche Wirkungsmechanismen für die renoprotektiven 

Eigenschaften der TZD verantwortlich sind, ist bis heute nicht eindeutig geklärt. In Frage 

kommen einerseits systemische Wirkungen wie zum Beispiel Blutdrucksenkung oder 

Verbesserung der Glukoseutilisation. Andererseits konnte man im renalen Kortex sowie im 

Nierenmark funktionelle PPAR-γ-Rezeptoren identifizieren (Yoshida et al., 2001). 

Folglich können die in dieser Untersuchung beobachteten renoprotektiven Effekte von 

Pioglitazon zum einen durch indirekte, systemische Wirkungen und zum anderen durch 

direkte Effekte am renalen Kortex und im Nierenmark begründet werden. 
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4.3  Interpretation der Effekte des Vasopeptidase-Inhibitors (VPI)  

 

4.3.1 Blutdruck 

 
Die Tatsache, dass erhöhte Blutdruckwerte mit einer progredienten Gefäßschädigung in 

Form einer stetig abnehmenden Kapillardichte einhergehen (Cheng et al., 2008a, 2008b), 

demonstriert, dass eine effektive Blutdruckregulation zur Prävention kardiovaskulärer 

Komplikationen von essentieller Bedeutung ist. Nicht ohne Grund wird der 

antihypertensiven Behandlung im Rahmen der Diabetestherapie eine gleichwertige 

Bedeutung zugesprochen wie der Kontrolle des Blutzuckers (UKPDS 38, 1998). 

In der vorliegenden Studie entwickelte sich innerhalb von 12 Versuchswochen in der 

Placebogruppe ein signifikanter Blutdruckanstieg in Kombination mit einer deutlich 

reduzierten Mikrogefäßdichte in Herz- und Skelettmuskel. Im Vergleich dazu verhinderte 

die Behandlung mit dem kombinierten ACE/NEP-Inhibititor (= Vasopeptidase-Inhibitor, 

VPI) AVE 7688 eine Erhöhung des Blutdruckes, einhergehend mit signifikant erhöhten 

Kapillardichten in den entsprechenden Geweben. Als Erklärung für diese 

blutdruckregulierenden und (mikro-) gefäßprotektiven Wirkungen von AVE 7688 kommen 

vor allem 2 verschiedene Mechanismen in Frage: Zum einen zeigt sich unter der Gabe von 

VPI eine reduzierte Angiotensin II (ANG) -Bildung, die auf die vorliegende ACE-

Hemmung zurückzuführen ist, zum anderen erhöhen VPI die plasmatische Bradykinin-

Konzentration in Kombination mit einer vermehrten Präsenz von Natriuretischen Peptiden 

(NP) - im Besonderen atriales natriuretisches Peptid (ANP) - die dieses Ergebnis 

entscheidend  unterstützen.    

Bradykinin (BK) wird durch Kininogenasen aus seinen plasmatischen Vorläuferproteinen, 

den Kininogenen, freigesetzt und induziert über einen endothelialen Kininrezeptor die 

vermehrte Freisetzung der potenten Vasodilatatoren Stickstoffmonoxid (NO) und 

Prostacyclin (PGI2) (Wiemer et al., 1991; Schrör, 1992) mit resultierender 

Blutdrucksenkung. Die Halbwertszeit von Bradykinin im Blut beträgt ca. 0,5 s, bis es von 

Enzymen gespalten und damit inaktiviert wird. Inzwischen ist bekannt, dass das ACE und 

die NEP wesentlich für diesen metabolischen Abbau verantwortlich sind und dadurch den 

Bradykinin-, NO- und PGI2-Stoffwechsel entscheidend beeinflussen können (Pham et al., 

1996). González und seine Mitarbeiter (1998) konnten mit Hilfe von Zellkulturen belegen, 

dass die Gabe von VPI bezüglich des verminderten Bradykinin-Abbaus deutlich effektiver 

ist, als die alleinige Gabe eines selektiven ACE- oder NEP-Hemmers. Entsprechende 

Resultate fanden Dumoulin und Kollegen (2001) in einem experimentellen Tiermodell. 
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Arbin und seine Forschungsgruppe (2000) behandelten männliche STZ-diabetische 

Sprague-Dawley-Ratten mit Captopril oder mit Captopril in Kombination mit 

Retrothiorphan, einem NEP-Hemmer, um anschließend den systemischen peripheren 

Widerstand und die Durchblutung in der Femoralarterie zu messen. Dabei verursachte die  

kombinierte ACE/NEP-Inhibititon einen stärkeren Abfall des systemischen peripheren 

Widerstandes, einhergehend mit einer verbesserten Durchblutung, gegenüber der alleinigen 

Gabe des ACE-Hemmers. Als Ursache zeigte sich unter der Behandlung mit dem VPI eine 

höhere NO-Bildung und -Freisetzung aufgrund einer vermehrten Bradykinin-vermittelten 

Aktivierung des B2-Kinin-Rezeptors. Auch Tikkanen et al. (1998) konnten mit Hilfe von 

Rattenmodellen belegen, dass die beobachtete Blutdrucksenkung unter dem VPI „S 21402“ 

im Vergleich zu Captopril überlegen ist. Vergleichbare Ergebnisse beobachteten Campese 

et al. (2001) bei Patienten mit Bluthochdruck, was erneut dafür spricht, dass die Ursache 

für die potentere Blutdrucksenkung unter VPI in einer gesteigerten 

Bradykininakkumulation liegt (Quaschning et al., 2001a).  

Die Natriuretischen Peptide ANP, BNP und CNP sowie ET-1 und ANG stellen weitere 

wichtige Peptide dar, die unter anderem von der NEP katabolisiert werden (Erdös und 

Skidgel, 1989; Ferro et al., 1998). Entsprechend können die in der vorliegenden Studie 

beobachteten blutdruckregulierenden Eigenschaften von AVE 7688 auch durch additive 

bzw. synergistische sowie antagonistische Wirkungen in Bezug auf die Bildung und 

Freisetzung dieser Gewebshormone erklärt werden. 

Je nachdem, ob die NEP-Inhibition entweder einen verminderten Abbau von überwiegend 

vasodilatativ oder -konstriktiv wirksamen Substraten verursacht, ergeben sich 

unterschiedliche Auswirkungen auf den Blutdruck.  

Bewirkt die alleinige Gabe eines NEP-Inhibitors vornehmlich einen herabgesetzten Abbau 

der vasokonstriktiv wirkenden Peptide ANG und ET-1 mit resultierender 

Blutdrucksteigerung, so wird dies durch die zusätzliche ACE-Inhibition verhindert bzw. 

geschwächt und unterstützt dadurch die gewünschte Vasodilatation.  

Des Weiteren konnte inzwischen gezeigt werden, dass die Langzeitbehandlung mit dem 

VPI Omapatrilat - im Unterschied zu Captopril - erhöhte Plasma-ET-1-Konzentrationen 

aufgrund einer gesteigerten „Endothelin-Converting-Enzyme“ (ECE) -Aktivität normali-

siert und dadurch ebenfalls eine Blutdrucksenkung hervorruft (Quaschning et al., 2001c). 

ANG, das vorherrschend über das ACE aus Angiotensin I gebildet wird, vermittelt über 

den AT1-Rezeptor eine Vasokonstriktion mit resultierender Blutdrucksteigerung 

(Griendling et al., 1997). Zusätzlich interferiert es mit dem ET-1-Stoffwechsel in Form 
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einer vermehrten Expression und Freisetzung von ET-1 (Luft, 2002), was letztendlich eine 

Potenzierung der hypertensiven Effekte verursachen kann. Weiterhin bewirkt ANG über 

das RAAS eine gesteigerte Aldosteronsynthese mit konsekutiv erhöhter renaler Natrium- 

und Wasserretention. Folge ist ein vermehrtes intravasales Volumenangebot, das ebenfalls 

in einer Steigerung des Blutdruckes resultieren kann. Diese ANG-induzierten Wirkungen 

werden unter der Behandlung mit einem VPI zum einen durch die ACE-Inhibiton und zum 

anderen durch die oppositionellen Effekte zwischen ANP und ANG deutlich geschwächt. 

Interessanterweise bezeichnen Corti et al. (2001) ANP sogar als endogenen Antagonist des 

RAAS. Harris und Kollegen (1987) konnten belegen, dass erhöhte ANP-Konzentrationen, 

die unter NEP-Inbihition vorliegen, den stimulatorischen Einfluss von ANG auf den 

renalen Natrium-/Wasserhaushalt aufheben und dadurch die erwünschte Blutdrucksenkung 

verstärken können. Des Weiteren erzeugt ANP eine gesteigerte renale Natrium- und 

Wasserausscheidung sowie eine herabgesetzte Aldosteron-, Renin- und Vasopressin-

sekretion, die ebenfalls die bereits erwähnten antihypertensiven Eigenschaften von VPI 

intensivieren (Lang et al., 1987; Seymour et al., 1991). Erwähnenswert ist außerdem, dass 

ANP sogar sympatholytische Wirkungen aufweist, die sich unter anderem in einer 

Senkung des arteriellen Mitteldruckes bemerkbar machen (Floras, 1990; Lang und 

Struthers, 1991).  

Zur Verifizierung, dass das Bradykinin-Kallikrein-System und ANP maßgeblich an der 

VPI-vermittelten Blutdruckregulation mitwirken und demzufolge ursächlich an den in der 

vorliegenden Untersuchung beobachteten Ergebnissen beteiligt sein können, wurde in 

verschiedenen Studien der Bradykinin-Antagonist Hoe 140 und der ANP-Antagonist  

HS 142-1 verabreicht. Den Erwartungen entsprechend zeigte sich daraufhin ein Blutdruck-

anstieg, einhergehend mit einer verminderten renalen Natrium-Exkretion (Madeddu et al., 

1992; Hirata et al., 1993). 

 

 

4.3.2 Gefäßfunktion und Angiogenese 

 
Erstes Anzeichen einer beeinträchtigten Endothelfunktion ist die eingeschränkte NO- und 

Acetylcholin-vermittelte Vasodilatation, die im weiteren Verlauf die Genese einer 

Mediahypertrophie mit zunehmendem Verlust des Gefäßlumendurchmessers begünstigt. 

Konsequenz dieses vaskulären „remodelings“ ist schließlich eine erhöhte 

Gefäßwandsteifigkeit, die zur Entwicklung diverser kardiovaskulärer Erkrankungen, 
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beispielsweise Ischämien im Rahmen von Stenosen, bis hin zum Verschluss des Gefäßes 

führen kann. 

Die in der vorliegenden Studie unter der Therapie mit AVE 7688 beobachtete deutlich 

erhöhte Kapillardichte im Herz- und Skelettmuskel könnte sich neben den bereits 

genannten antihypertensiven Eigenschaften zusätzlich durch die vaskuloprotektiven 

Wirkungen von VPI erklären lassen. Diese Hypothese geht mit vorangegangenen Studien 

konform, in denen insbesondere der Erhalt der physiologischen Endothelfunktion bzw. die 

Verbesserung einer bestehenden endothelialen Dysfunktion unter der Gabe von VPI 

untersucht worden sind. So bewirkte die Behandlung mit equipotent antihypertensiven 

Dosierungen von Captopril oder Omapatrilat in Mesenterialarterien von salzsensitiven 

Dahl-Ratten eine Normalisierung der initial bestehenden Mediahypertrophie, einhergehend 

mit einer Vergrößerung des Gefäßlumens (d'Uscio et al., 2001). Diese Hemmung bzw. 

Normalisierung des pathologischen Wachstums von glatten Gefäßmuskelzellen wird 

einerseits durch die verminderte ANG-Formation hervorgerufen, andererseits konnte 

inzwischen nachgewiesen werden, dass die NP ebenfalls anti-proliferative sowie 

muskelrelaxierende Wirkungen entfalten können (Hutchinson et al., 1997). Darüber hinaus 

war das oben genannte Rattenmodell durch eine verminderte Endothel-abhängige 

Vasodilatation als Antwort auf Acetylcholin charakterisiert, was die progrediente 

Beeinträchtigung der physiologischen Endothelfunktion widerspiegelte, die sich ebenfalls 

unter der Therapie mit Omapatrilat/Captopril signifikant verbesserte. Allerdings war die 

maximale Gefäßrelaxation unter der Captopril-Gabe, im Gegensatz zu Omapatrilat, nach 

wie vor eingeschränkt. Die zusätzliche Präinkubation mit dem  NO-Synthase-Inhibitor  

L-NAME verstärkte die verminderte Acetylcholin-induzierte Vasodilatation, was 

schließlich zu der Hypothese führte, dass eine eingeschränkte endotheliale NO-Produktion 

und/oder -Bioverfügbarkeit sowie eine herabgesetzte Reaktivität der glatten Gefäßmuskel-

zellen auf NO ursächlich an der reduzierten Endothel-abhängigen Vasodilatation beteiligt 

sind. Im gleichen Versuchsmodell rief Omapatrilat, im Vergleich zu Captopril, zusätzlich 

eine erhöhte endotheliale cGMP-Produktion hervor, was erneut für die zunehmende 

Normalisierung der Endothelfunktion spricht (d'Uscio et al., 2001) und die unter Captopril 

nach wie vor beeinträchtigte maximale Gefäßrelaxation erklären könnte. Porter et al. 

(1992) konnten nachweisen, dass diese ausgeprägten stimulatorischen Effekte hinsichtlich 

der cGMP-Bildung in Endothel- sowie glatten Gefäßmuskelzellen auf ANP und BNP 

zurückgehen, die unter vorliegender NEP-Inhibiton in erhöhten Konzentration 

nachzuweisen sind und dadurch wesentlich zu den endothelprotektiven  Eigenschaften von 
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VPI beitragen. Des Weiteren konnten Novosel und seine Kollegen (1994) bestätigen, dass 

auch die herabgesetzte Bildung von ANG unter vorliegender ACE-Inhibition eine 

Verbesserung der Endothelfunktion und damit eine Potenzierung der bereits genannten 

positiven Effekte bewirkt. Bemerkenswert ist in diesem Zusammenhang, dass die 

gewünschte reduzierte ANG-Formation unter der Gabe von VPI durch den zusätzlichen 

Antagonismus zwischen vaskulärem RAAS und dem System der Natriuretischen Peptide 

verstärkt wird (Itoh und Nakao, 1994). 

Eine weitere Ursache für die in der vorliegenden Arbeit beobachtete erhöhte Anzahl an 

Mikrogefäßen unter der Gabe von AVE 7688 könnte - neben eines verminderten Gefäß-

unterganges aufgrund der Aufrechterhaltung der gefäßprotektiven Endothelfunktion - auch 

eine gesteigerte Kapillarneubildung sein. Schließlich gibt es bereits eine Vielzahl an 

Untersuchungen, die ACE-Inhibitoren pro-angiogene Eigenschaften zusprechen (Fabre et 

al., 1999) und folglich auch für die unter ACE-Hemmung beobachtete deutlich erhöhte 

Kapillardichte (Unger et al., 1992; Gohlke et al., 1996; Sabino et al., 2008) Ursache sein 

könnten. Interessanterweise scheint auch hier der reduzierte Bradykinin-Abbau, der unter 

dualer ACE/NEP-Hemmung weitaus stärker verhindert wird, entscheidend für diese 

angiogenen Effekte verantwortlich zu sein (Kiefer et al., 2003). In diesem Zusammenhang 

konnten Gohlke et al. (1997) an spontan hypertensiven Ratten demonstrieren, dass die 

Gabe von Ramipril - im Gegensatz zum AT1-Rezeptor-Antagonisten Losartan - eine 

Zunahme der kardialen Kapillardichte verursachte. Erwähnenswert ist, dass diese Effekte 

bereits unter niedrigen Dosierungen des ACE-Hemmers zu beobachten waren, die noch 

keinen Einfluss auf den Blutdruck hatten. Zur Unterstützung der Hypothese, dass dieser 

kardiale Mikrogefäßanstieg auf eine Akkumulation von endogenem Bradykinin 

zurückzuführen ist, wurde in einem weiteren Versuchsarm dieser Studie zusätzlich zu 

Ramipril der Bradykinin B2-Rezeptor Antagonist Icatibant verabreicht. Erwartungsgemäß 

entwickelte sich unter dieser kombinierten Behandlung keine Zunahme der kardialen 

Kapillardichte, weder unter hohen noch unter niedrigen Dosierungen von Ramipril. Ein 

potentieller Einfluss von Icatibant allein auf die Gefäße wurde ebenfalls ausgeschlossen 

und unterstreicht zusammen mit der fehlenden Wirkung von Losartan, dass das unter 

Ramipril beobachtete kardiale Kapillarwachstum auf eine Potenzierung von Bradykinin 

zurückzuführen ist. Vergleichbare Ergebnisse fanden Silvestre et al. (2001) bei 

Bradykinin-Rezeptor (B2-Subtyp) Knockout-Mäusen.  

Die pro-angiogenen Eigenschaften von Bradykinin lassen sich sowohl auf direkte als auch 

auf indirekte Wirkmechanismen zurückführen. Ein direkter Mechanismus zeigte sich in 
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kultivierten Endothelzellen, in denen Bradykinin dosisabhängig eine vermehrte DNA-

Synthese hervorrief (Morbidelli et al., 1992). Indirekte Wirkungen scheinen erneut durch 

die endothelial gebildeten gefäßprotektiven Mediatoren Stickstoffmonoxid (NO) und/oder 

Prostaglandine bedingt zu sein (Siragy et al., 1997). Diesbezüglich konnten Toblli und 

seine Mitarbeiter (2004) nach 6 Monaten in adipösen Zuckerratten eine progrediente 

myokardiale Kapillarrarefizierung begleitet von einer stetigen Abnahme der VEGF- und 

endothelialen NO-Synthase (eNOS) -Expression nachweisen. Die Gabe von Perindopril 

reduzierte diesen zunehmenden Gefäßuntergang, einhergehend mit einer erhöhten VEGF- 

und eNOS-Expression. Dabei gab es eine positive sowie signifikante Korrelation zwischen 

der VEGF-Konzentration und der Gefäßanzahl im Myokard. Ähnlich wie in der 

vorliegenden Studie zeigte sich unter Perindopril - im Vergleich zu nicht-behandelten 

mageren Zuckerratten - sogar eine therapeutische Normalisierung der kardialen 

Mikrogefäßdichte sowie „capillary-to-myocyte-ratio“, was wiederum ein weiteres 

eindeutiges Indiz für die zentrale Bedeutung von NO und VEGF bezüglich der 

Entwicklung und dem Erhalt von Kapillaren ist.  

Dementsprechend lassen sich die gefäßprotektiven Wirkungen von VPI, die sich in der 

vorliegenden Studie - neben positiven Effekten auf den Blutdruck - in einer reduzierten 

Kapillarschädigung und/oder erhöhten Kapillarneubildung äußern, sowohl durch 

Interaktionen mit den NP als auch auf direkte sowie indirekte Wirkungsmechanismen von 

Bradykinin zurückführen. Ausgangspunkt für diese Effekte scheint erneut die 

Aufrechterhaltung der physiologischen Endothelfunktion zu sein, die nach Aktivierung des 

Bradykinin-abhängigen B2-Rezeptors bzw. durch Wechselwirkungen mit NP gefäß-

protektive Mediatoren bildet. 

 

 

4.3.3 Kardiale Wirkungen 

 
Inzwischen ist bekannt, dass auch die kardioprotektiven Wirkungen von ACE-Inhibitoren 

zu einem großen Teil über Kinine, vor allem Bradykinin, vermittelt werden. Zur 

Verifizierung, ob diese Effekte auf das vaskuläre Kallikrein-Kinin-System (KKS) 

zurückzuführen sind oder aber auf das Vorhandensein eines unabhängigen kardialen KKS, 

führten Nolly und Mitarbeiter (1994) eine Untersuchung mit männlichen Wistar-Ratten 

durch, in der sie im Vorhof und im Ventrikel die Präsenz von Gewebekallikrein mRNA 

nachweisen konnten. Zhang et al. (1998) konnten belegen, dass sowohl die Gabe eines 

ACE- als auch eines NEP-Inhibitors über Interaktionen lokaler Kinine eine Stimulation der 
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NO-Produktion in den Koronargefäßen hervorruft. Zur Bestätigung der Hypothese, dass 

dieser NO-Anstieg auf eine vermehrte Bildung von lokalem BK zurückzuführen ist, wurde 

zusätzlich der BK-Antagonist Hoe 140 und der Serinproteaseinhibitor Dichloroiso-

coumarin verabreicht, die eine deutliche Abnahme der NO-Konzentration verursachten. 

Erwähnenswert ist in diesem Zusammenhang, dass neben BK auch die unter NEP-

Hemmung ansteigende ANP-Konzentration eine weitere Begründung für die in dieser 

Studie beobachteten kardioprotektiven Wirkungen von AVE 7688 sein könnte. So 

behandelten Yang und Kollegen (1997) männliche Lewis-Ratten mit dem NEP-Inhibitor 

CGS24592, bevor sie für 30 Minuten die linke Koronararterie ligierten. Anschließend 

wurde nach 120 Minuten der Reperfusion die Infarktgröße im Vergleich mit nicht 

behandelten Tieren bestimmt. Dabei zeigte sich, dass die Vorbehandlung mit CGS24592 

unmittelbar vor Reperfusion das Infarktgebiet signifikant um 24 ± 4 % reduzierte. 

Erwartungsgemäß bewirkte die Gabe des Kinin-Rezeptor-Antagonisten Icatibant oder des 

ANP-Antagonisten HS-142-1 vor Gefäßokklusion eine Zunahme des Ischämiegebietes. 

Die Überlegenheit von VPI gegenüber der Verabreichung eines selektiven ACE- oder 

NEP-Inhibitors in Bezug auf die kardioprotektiven Wirkungen konnte inzwischen mit 

Hilfe einer Vielzahl von Studien nachgewiesen werden (Xu et al., 2004). Eine mögliche 

Erklärung für diesen Sachverhalt könnten neben der erhöhten BK-Akkumulation erneut die 

Wechselwirkungen mit dem RAAS und den NP sein. So konnten Trippodo und Kollegen 

(1993) mit Hilfe eines experimentellen Hamstermodells beweisen, dass die synergistischen 

Wirkungen von verminderter ANG-Bildung und gesteigerter ANP-Formation unter 

kombinierter ACE- und NEP-Inhibition eine wesentlich effektivere Kardioprotektion 

aufweisen als die alleinige Gabe eines NEP- oder ACE-Inhibitors. Weiterhin beobachteten 

Trippodo et al. (1999) bei Hamstern mit Kardiomyopathie unter Omapatrilat eine deutlich 

größere mittlere Überlebensrate der Versuchstiere als unter der alleinigen Gabe von 

Captopril (99 % bzw. 51 % im Vergleich zur Kontrollgruppe). Diese Steigerung der 

mittleren Überlebensrate konnte inzwischen auch bei Patienten mit Herzinsuffizienz unter 

der Behandlung mit Omapatrilat im Rahmen der IMPRESS-Studie nachgewiesen werden 

(Rouleau et al., 2000). 

 

 

4.3.4 Renale Wirkungen 

 
In unserer Untersuchung zeigte sich unter der Gabe von AVE 7688 nach 5 Wochen 

Behandlungsdauer eine über den klinischen Normbereich für Menschen diskret erhöhte 
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renale Albuminausscheidung, die sich innerhalb des weiteren Versuchsverlaufes zwar 

nahezu vervierfachte, jedoch nach wie vor unter den in der Placebogruppe gemessenen 

Werten lag. Eine mögliche Erklärung für diese Entwicklung können ebenfalls die 

Wechselwirkungen von VPI mit dem renalen KKS sein. Zumal inzwischen bewiesen ist, 

dass alle Komponenten des KKS auch in der Niere exprimiert werden und dort wichtige 

Regulatoren in Bezug auf die renale Hämodynamik und Tubulusfunktion darstellen (Riad 

et al., 2007). Entsprechend konnten Tschöpe et al. (2003) an STZ-diabetischen Ratten 

demonstrieren, dass die Gabe von Ramipril eine Normalisierung der renalen Protein- und 

Bradykininexkretion sowie der renalen Kininogen mRNA-Expression hervorrief. 

Zusätzlich konnte mit Hilfe des Bradykinin B2-Rezeptor Antagonisten Icatibant belegt 

werden, dass die anti-proteinurischen Wirkungen von Ramipril zu einem großen Teil über 

Kinine vermittelt werden. Des Weiteren ist bekannt, dass NEP-Inhibitoren eine 

ausgeprägte Stimulation von Diurese, Natriurese, Kaliurese, renaler ANP- und cGMP-

Exkretion, Bradykinin sowie Prostaglandin verursachen (Pham et al., 1996; Chen et al., 

2001), die ebenso zu den renoprotektiven Wirkungen von VPI beitragen und folglich eine 

weitere Ursache für den in dieser Studie beobachteten Verlauf der Albuminausscheidung 

sind.  

 

 

4.4  Fazit  

 
Die Ergebnisse dieser Arbeit belegen, dass die progrediente Kapillarrarefizierung im 

Rahmen der diabetischen Erkrankung durch die frühzeitige Behandlung mit dem 

Vasopeptidase-Inhibitor AVE 7688 oder dem PPAR-γ-Agonisten Pioglitazon deutlich 

reduziert wird. Neben diesen ausgeprägten vaskuloprotektiven Effekten zeigen diese 

beiden Therapieansätze weiterhin positive Wirkungen auf die Diabetes-bedingten 

Veränderungen des kardiovaskulären Systems wie Blutdruckanstieg, Herzfrequenz-

minderung sowie die zunehmende Einschränkung der physiologischen Nierenfunktion. 

Die vorliegende Studie demonstriert damit einen wichtigen organprotektiven und potentiell 

antidiabetischen Wirkmechanismus der beiden eingesetzten Substanzen. 

Nachdem der Prototyp der Vasopeptidase-Inhibitoren „Omapatrilat“ aufgrund eines 

gehäuften Auftretens von Angioödemen nie als Antihypertensivum zugelassen wurde, 

könnte AVE 7688 eine mögliche Alternative dieser neuen Substanzklasse darstellen. 
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5 Zusammenfassung 

 
Das diabetische Krankheitsbild ist unter anderem durch eine progrediente 

Kapillarrarefizierung gekennzeichnet, die sich in multiplen Organsystemen manifestiert 

und zu den kardiovaskulären Komplikationen beiträgt. Derzeitige antidiabetische 

Therapien zielen auf eine Reduktion des Blutzuckers und die arterielle Mikro- und 

Makroangiopathie; ihr Einfluss auf das kapilläre Netzwerk hat jedoch bisher kaum 

Beachtung gefunden. Inzwischen ist bekannt, dass die zur Behandlung des Diabetes 

etablierten Medikamente ihre Wirkungen durch Interaktionen mit verschiedenen 

Stoffwechselprozessen induzieren und dadurch den Erhalt der physiologischen 

Gefäßfunktion positiv beeinflussen können. Aus diesem Grund sollte im Rahmen der 

vorliegenden Arbeit untersucht werden, ob und inwieweit die frühzeitige Therapie mit 

einem PPAR-γ-Agonisten oder Vasopeptidase-Inhibitor die fortschreitende mikrovaskuläre 

Gefäßschädigung im Skelettmuskel (M. quadriceps femoris) und im linken Ventrikel 

diabetischer Ratten positiv beeinflusst.  

Um den Verlauf der experimentellen Gefäßschädigung zu beschreiben, wurden 

unbehandelte diabetische Ratten in regelmäßigen Abständen untersucht.  

In einem Therapieansatz wurden männliche Wistar-Ratten mit einem medikamentös-

induzierten Typ-I-Diabetes über einen Zeitraum von insgesamt 12 Wochen entweder mit 

dem Vasopeptidase-Inhibitor AVE 7688 oder dem PPAR-γ-Agonisten Pioglitazon 

behandelt. Zielsetzung dieser Studie war der spezifische Nachweis therapeutischer Effekte 

auf die vaskulären Veränderungen im Verlauf des Diabetes.  

Weiterhin wurden die Diabetes-induzierten Veränderungen von Blutdruck, Herzfrequenz 

und Nierenfunktion erfasst sowie strukturelle Myokard- und Myozytenveränderungen 

ermittelt. 

In diabetischen Tieren kam es während der 12-wöchigen Versuchsdauer zu einer Abnahme 

der absoluten Kapillardichte im Skelettmuskel (= Gesamtzahl der Kapillaren pro Fläche) 

um ca. 60 %. Entsprechende Werte zeigten sich auch für die relative Kapillardichte im 

Skelettmuskel (= Anzahl der Kapillaren pro Myozyt), die um ca. 62,5 % reduziert war. Die 

Veränderungen der Kapillardichten sind durch einen Verlust von Kapillaren in Folge 

diabetischer Schädigung zu interpretieren. 

Die Behandlung diabetischer Tiere mit AVE 7688 über 12 Wochen steigerte die absolute 

und die relative Kapillardichte im M. quadriceps femoris um ca. 56 % bzw. ca. 44 %.  Die 

Therapie mit Pioglitazon ergab entsprechende Ergebnisse (49 % bzw. 40 %). Im 
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Skelettmuskel kann eine Verringerung des Myozytenquerschnittes, der nur unter AVE 

7688 beobachtet wurde, zu einer Steigerung der Kapillardichten beigetragen haben. 

Weitere Einflussfaktoren wie myozytäre Hypertrophie oder Apoptose konnten 

morphometrisch ausgeschlossen werden.  

Im Herzmuskel diabetischer Tiere zeigte sich am Versuchsende eine vergleichbare 

diabetische Reduktion der absoluten und relativen Kapillardichte. Pioglitazon verminderte 

diese Gefäßrarefizierung signifikant um 35 % bzw. 48 %. Ähnliche Resultate bewirkte die 

Therapie mit AVE 7688,  die eine Zunahme der absoluten Kapillardichte um ca. 44 % und 

der relativen Kapillardichte um ca. 49 % im linken Ventrikel bewirkte. Diese beobachteten 

Effekte unter der medikamentösen Therapie lassen sich durch eine Reduzierung des 

Diabetes-bedingten Gefäßunterganges bzw. durch eine kompensatorische Gefäßneubildung 

erklären. Unter der Behandlung mit Pioglitazon oder AVE 7688 wiesen die Ratten 

signifikant niedrigere Blutdruckwerte auf als in der Placebogruppe.  

Während der 12-wöchigen Versuchsdauer trat eine zunehmende renale Albuminexkretion 

auf, die durch AVE 7688 und Pioglitazon tendenziell verbessert wurde.  

 

PPAR-γ-Agonisten und Vasopeptidase-Inhibitoren besitzen demnach effektive 

vaskuloprotektive Wirkungen, die sich unter anderem in einer deutlich reduzierten 

Kapillarrarefizierung im Rahmen der diabetischen Erkrankung manifestieren. Dieser 

protektive Einfluss auf die diabetische Gefäßrarefizierung konnte mit Hilfe der 

vorliegenden Arbeit erstmals nachgewiesen werden. Zusätzlich zeigen sie Anzeichen für 

nephroprotektive Effekte, die sich in einer verminderten Nierenschädigung äußern. 

Kardiovaskuläre Erkrankungen und Komplikationen wie Bluthochdruck und die Genese 

einer zunehmenden Niereninsuffizienz können dadurch verhindert bzw. abgeschwächt 

werden.  
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