Aus dem Institut fur Experimentelle und Klinische
Pharmakologie und Toxikologie
der Universitat zu Lubeck

Direktor: Prof. Dr. med. Markus Schwaninger

Reduktion der diabetischen Kapillarschadigung im He rz-

und Skelettmuskel durch einen PPAR-  Y-Agonisten und

einen Vasopeptidase-Inhibitor

Inauguraldissertation
zur
Erlangung der Doktorwirde
der Universitat zu Lubeck

- Aus der Sektion Medizin -

Vorgelegt von
Astrid Ashoff

aus Rheine/Westfalen

Libeck 2011



1. Berichterstatter:  Prof. Dr. med. Andreas Denglorf
2. Berichterstatter:  Prof. Dr. med. Boris Perras

Tag der mindlichen Prufung: 27.03.2012

Zum Druck genehmigt. Lubeck, den 27.03.2012

Promotionskommission der Sektion Medizin



Meinen Grol3mittern

Erna und Kreszentia



Inhaltsverzeichnis

AbkUrzungen und AKIONYIME .......coiiiiiiiieie e e e e e e e e e e eeeeeeeens 7

1 Einleitung

1.1 Pathogenese der allgemeinen Gefal3schadigumghabetes mellitus ........ 9

1.2 Therapeutische Angriffspunkte zur Praventlendiabetischen

GefaRSChAdIQUNG ... et 13
1.2.1  Allgemeine TherapieprinZipien .........ccccccieeeiieeiiieee e 13
1.2.2  Anti-hyperglykdmische Therapie .......ccccccevvvevvivviiiiiiiiiie e, 13
1.2.3 Glukose-unabhéangige medikamentdse vaskutatel#on ............ 14

1.3 Untersuchte Medikamente mit organprotektiv@kung ...............ceevveeeens 16
1.3.1 ACE-HEMMET ..o 16.
1.3.2  PPARVFAQONISIEN ..ot 17
1.3.3  Vasopeptidase-Inhibitoren ............coeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 21

1.4 Fragestellung/ZIelSetZUNG ..........oceeemmmniiiiiiiee e 23

2 Material und Methoden

2.1 MALEIIAL oo 24
211 VErSUCNSHIEIE ...coiiiiiiiieeee ettt 24
2.1.2 MediKameNte ......ccooiiiiiiiiiiiii e 24
00 T Y o1 1] (o] 1 1= PSS 24
2.1.4 Chemikalien und Reagenzien ..........eeeeeeeeeeeeriiiiiiiiiiiiinaeeaennnn. 2D
205 PUFEE e n————— 25
2.1.6  GEIALE ..ot e e et e eaennnnes 25

2.2 MEethOAEN ... 27
2.2.1  Streptozotocin-Injektion zur Induktion eirigiabetes mellitus ....... 27
2.2.2 Medikamentendosierungen und -verabreichung........................ 27
2.2.3  Versuchsprotokoll .............uueeeiiimmmmii e 29
2.2.4  BlUtZUCKEIMESSUNG ...uuuiiiiiieeiiiit ettt e e e e e e e eeeeneenens 30
2.2.5 Nicht-invasive Blutdruck- und Herzfrequenzmesy

(Tail-CUuff-Methode) ........uiiiiiiii it 31



2 Material und Methoden (Fortsetzung)

2.2.6  Uringewinnung mit Hilfe von Stoffwechselkaigund

Bestimmung der Albumin- sowie Kreatininausscheglun........... 31
2.2.7 Herstellung und Farbung der Gefrierschnitte..............ccccceeeeeennn.. 32
2.2.8  Auszahlung der Kapillaren und Myozyten w...cccceveeeeeeeeeeennnee.. 34
2.2.9  SHALISHK ..evviiieeiiiiiiiie e 36

3 Ergebnisse

3.1

3.2

Zeitverlauf der diabetischen Herz-Kreislauf-&salerungen in

diabetiSChen RAIEN .........ooiiiiiiiiie e 37
3.1.1  BlutglukoSekonzentration ..........cccccceeeeieeieeeeeeeeeeeeeeei e 37
3.1.2  Blutdruck und HerzfreQUEeNZ ..........ooccooeeeeiiiiiiiiiiieieeee e 38
3.1.3 Korpergewicht und Gewicht des linken Ventske........................ 39
3.1.4  Myozytenquerschnitt im M. quadriceps fematis...............c...... 40

3.1.5 Absolute und relative Kapillardichten im Miagiriceps femoris .... 41
3.1.6  Albumin- und Kreatininkonzentration im Urin..................ccceuvnenn. 42
Einfluss von AVE 7688 oder Pioglitazon auf keediovaskularen

Veranderungen in diabetischen Ratten .......ccccceevvveviiiiiiiiiiiiiie e, 43
3.2.1  BlutglukoSekonzentration ..........cccccceeeereeeeeeeeeeeeeeeeeeieee e 43
3.2.2  Blutdruck und HerzfreQUEeNZ ..........oocccceeeeiiiieiiiiiiiieeee e 44
3.2.3 Korpergewicht und Gewicht des linken Ventske........................ 45

3.2.4  Myozytenquerschnitt im M. quadriceps femsosvie im linken
VeNtriKel .....ooooiiiiieiiiiie et A6

3.2.5 Absolute und relative Kapillardichten im Miagiriceps femoris und

IM liNken VentriKel ........ ... 48
3.2.6  Albumin- und Kreatininkonzentration im Urin...............ccccceevvunee 49
4 Diskussion
4.1 Versuchsmodell .........cooo o 51
411 ADBIAUT . —— 51
4.1.2  AUSSAQEKIaft ......cevviiiiiii i 54
4.1.3 Analyse der Kapillardichten ...........cccceeiirriiiiiiciee e, 58

4.1.4  Strukturelle Myokard- bzw. Myozytenverdndeyem sowie

Myozytenmorphometrie im Versuchsverlauf .....cccccc...oooooovennnnnn. 60



4

© 00 N o O

Diskussion (Fortsetzung)

4.2 Bedeutung der PPARRezeptor vermittelten Wirkungen ...........cccceee..... 62
4.2.1  BIUIAIUCK coooiiiiiiiieeeee e 62
4.2.2  ANQIOGENESE ..coevveverriinniineeeeee s s ssaaeaaaaaaaaseesseesssnnnnnnnneeaesd 64
4.2.3  Anti-apoptotische Effekte ..........ooo oo, 66
4.2.4  Entzindung und Angiotensin ll-Stoffwechsel...................oooeee 67
4.25 Kardiale WirkUNQEN ..........cooovviieimmm e e eeeeeeeeevaininnnna s e e e eeeaaaeeees 68
4.2.6 Renale WIrkUNQEN ........uuueiiiiiei s e e e e e e e e e e 0.7

4.3 Interpretation der Effekte des Vasopeptidasdhltors ...........cccceevveeeeeennnnn. 72
4.3.1  BIULAIUCK ..eeeeeiiiiieie et 72
4.3.2  Gefal3funktion und ANQIOJENESE .......ummmmmiriiiiaiiieeeeeeeeeeeeeeeeiaiens 74
4.3.3  Kardiale WIrkUNQEN .........uuuueeee s eeesessaaseeeeeeesaaeesessnsssnnnnnns 77
4.3.4 Renale WIrkUNQEN ...........oovvivuuiiimmmmmmee e e e e eeeeeeeeeeeeeaennne e e 8.7

O V.4 | AU RU TSP 79

ZUSAMMENTASSUNG. ...tvveteiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeetaae s e e e e e e eeeeeaeeeeesensssnnnnnn s 80

LIteraturvVerZeiChNis .........ooooi oo 82

D= 101 EST= To [ 1 Lo TSRS 95

CUITICUIUM VITAIE ..t e e e e e e 69

U o] 11 e 1 o] 1= o E PP PP PP 97



Abkurzungen und Akronyme

ACE

ACR

AGE

ANG
ANP

APC
ATi-Rezeptor
AVE 7688
B.-Rezeptor
BK

BNP

CD

CD31, CDh34
CIF

CNP

CRP

DAB

ECE

eNOS

EPC

ET-1

GLUT-1, -2, -4
HbA;.

HPLC

IDDM
IL-6, -10, -12

Angiotensin-Converting-Enzyme = Angiotensin-
konvertierendes Enzym

Urinary Albumin-to-Creatinine Ratio (Albuminf&atinin-
Verhaltniss im Urin)

Advanced Glycation End Product = nicht-enzyseiti

glykosylierte Proteine

Angiotensin |l
Atrial Natriuretic Peptide = A-Typ Natriuretises Peptid
oder Atriales Natriuretisches Peptid

Angiogenic Progenitor Cell = angiogene Starliez
Angiotensin lI-Rezeptor (ABubtyp)
Vasopeptidase-Inhibitor der Firma Averiiginsubstanz)
Bradykinin-Rezeptor [Bubtyp)

Bradykinin

Brain Natriuretic Peptide = B-Typ Natriusehes Peptid
Capillary Density = Kapillardichte

Cluster of Differentiation Protein 84w. 34
Capillary-to-Fiber-ratio = relative Kapillaatite

C-Typ Natriuretisches Peptid

C-reaktives Protein

Diaminobenzidin

Endothelin-Converting-Enzyme = Endothelin-
konvertierendes Enzym

endotheliale NO-Synthase

Endothelial progenitor cell = endotheli@tammzelle
Endothelin-1

Glukosetransporter-1, -2, -4
Hamoglobin A

High Pressure Liquid Chromatography = Heidtlngs-
Flissigkeits-Chromatographie
Insulinabhéngiger Diabetes mellitus

Interleukin-6, -10, -12



KKS

LZR

MRNA
NADP, NADPH
NEP
NIDDM

NP

OZR
PECAM-1
PIO

PKC

PLC, PLA
PGL
PPARYy-Rezeptor
RAAS

ROS

RSG

STZ

TNF, TNFa
TRO

TZD

UAE

VEGF

VPI
VWF:Ag

Kallikrein-Kinin-System
Lean Zucker Rat = magere Zuckerratte
messenger Ribonucleic Acid = messenger Rikiginsaure
Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosgha
Neutrale Endopeptidase 24.11
Nicht-Insulinabhangiger Diabetes mellitus
Natriuretische Peptide
Obese Zucker Rat = adipdse Zuckerratte
Platelet Endothelial Cell Adhesion Molked = CD31
Pioglitazon
Proteinkinase C
Phospholipase C, Phospholipase A
Prostaglandin;|= Prostacyclin
Peroxisom-Proliferator-Aktivierter-Retepy
Renin-Angiotensin-Aldosteron-System
Reactive Oxygen Species = Sauerstoffraglikal
Rosiglitazon
Streptozotocin
Tumor-Nekrose-Faktor, Tumor-Nekrose-Faktor-
Troglitazon
Thiazolidindione
Urine Albumin Excretion (renale Albuminagseidung)
Vascular Endothelial Growth Factor
Vasopeptidase-Inhibitor
von Willebrand-Faktor-Antigen, friher: Faktalll-

assoziiertes Antigen



1  Einleitung

Nach Hochrechnungen der Weltgesundheitsorganisatidnder internationalen Diabetes-
Vereinigung wird die Zahl der Diabetiker weltweidrvderzeit etwa 246 Millionen bis zum
Jahr 2025 auf 380 Millionen ansteigen. Allein inuisehland leiden etwa 6 % der
Gesamtbevolkerung=(G Millionen Betroffene) an einem bekannten Diabeteellitus;
Uber 90 % davon sind Typ-IlI-Diabetiker, ca. 5 % Typiabetiker.

1.1 Pathogenese der allgemeinen Gefal3schadigungrbddiabetes mellitus

Der Diabetes mellitus wird im Wesentlichen als e8térung des Glukosemetabolismus
betrachtet, die, je nachdem ob es sich um eineihe@éa mellitus Typ | oder Typ I
handelt, durch den absoluten bzw. relativen Marael Insulin hervorgerufen wird.
Wahrend der Diabetes mellitus Typ | durch einenedyang dei3-Zellen des Pankreas
gekennzeichnet ist, dem urséchlich eine genetisché autoimmune Komponente
zugrunde gelegt wird, korreliert das Risiko zurviEnklung eines Diabetes mellitus Typ Il
mit dem Vorhandensein von verschiedenen Risikofaktodie als Metabolisches Syndrom
zusammengefasst werden kénnen (Howard et al., 20@Rdad et al., 2003). Dies ist
gekennzeichnet durch das gemeinsame Auftreten meehcer folgenden Stdrungen:
abdominelle Adipositas, Dyslipoproteinamie, Glukosderanz und essentielle
Hypertonie.

Inzwischen ist bekannt, dass sich das diabetiscfamkkeitsbild aus einer komplexen
Konstellation von metabolischen Fehlfunktionen nusensetzt, die sowohl den
Kohlenhydrat-, Protein- sowie Lipidhaushalt beteeff Dieser multifaktorielle Prozess
fuhrt durch das Zusammenwirken verschiedener mbesaher Dysfunktionen zur Genese
und Progredienz schwerwiegender Folge- und Begfteitekungen.

Die durch den Diabetes bedingten chronischen Altran am Gefal3- und Nervensystem
lassen sich in zwei Kategorien einteilen: Makroapgihie sowie die diabetische
Mikroangiopathie. Die Makroangiopathie entspricht Wesentlichen einer frihzeitig
beginnenden und beschleunigt ablaufenden Athenamslde(Ganda, 1980; Rahman et al.,
2007) und ist damit verantwortlich fur die signéiit erhdhte Inzidenz an kardiovaskularen
Ereignissen, beispielsweise Herzinfarkt ¢52 %, @ +160 %), im Vergleich zu Nicht-
Diabetikern (Gasic und Waldhausl, 2000). Aus dieserand stellt sie die haufigste

Todesursache im Verlauf der diabetischen Erkrankd@g Demgegeniber manifestiert
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sich die diabetische Mikroangiopathie an den kiemsGefaf3en, den Arteriolen und
Kapillaren, und pradisponiert zur Entwicklung dealktischen Retino-, Nephro- und
Neuropathie. Mittlerweile ist bekannt, dass die am@mnde Hyperglykamie zu den
Hauptursachen in der Pathogenese der diabetischgkuldpathie gehort (Laakso, 1999).
Hohe Blutglukosekonzentrationen gehen einher mmereigesteigerten Aktivierung der
Proteinkinase C (Koya und King, 1998; Beckman, 2Q0@ mit einer vermehrten Bildung
von Sauerstoffradikalen (Brownlee, 2001; Cameralget2007) sowie nicht-enzymatisch
glykosylierten Proteinen, beispielsweise HpA(Hudson et al.,, 2005). Weitere
Pathomechanismen sind eine gesteigerte Inflammatumch Interaktionen von
Leukozyten mit dem GefalRendothel (Morigi et al98Psowie eine vermehrte Freisetzung
von Wachstumsfaktoren (Craven et al., 1995; Muedtal., 1997) mit der konsekutiven
Entwicklung einer endothelialen Dysfunktion (Abbl)l Diese beschreibt die zunehmende
Beeintrachtigung des Endothels, gefal3protektiveieren wie Stickstoffmonoxid (NO)
oder Prostacyclin (P@l zu bilden und/oder freizusetzen. Folge dieser edsft
eingeschrankten Endothelfunktion ist eine heraliges&lO-vermittelte Vasodilatation mit
konsekutiv ansteigender vaskularer Kontraktionstseigaft und Anstieg des Blutdruckes
sowie eine zunehmende Kapillarrarefizierung (Irviegal., 2002). Diese progrediente
mikrovaskuldre Gefal3schadigung konnte mdglichemvedie friheste Form der
GefaRschadigung im Rahmen des Diabetes darstelled damit einer der
ausschlaggebenden Faktoren fur die Entwicklung efisther Komplikationen sein.
Unterstutzt wird diese Hypothese dadurch, dassvdisorgung kardiovaskuléarer Organe
vor allem durch die Mikroangiopathie beeinflusstrdyiim Gegensatz dazu manifestiert
sich die Makroangiopathie erst dann, wenn graviggeRreignisse wie zum Beispiel ein
Myokardinfarkt aufgetreten sind.

Weiterhin ist inzwischen belegt, dass es im Verldeif diabetischen Erkrankung frihzeitig
zu einer erhohten lokalen Aktivitdt des Renin-Angisin-Aldosteron-Systems (RAAS)
mit ansteigenden Konzentrationen von AngiotensifANG) kommt (Jandeleit et al.,
1992; Crespo et al., 2003). Brewster und Mitarbg2€03) konnten beweisen, dass auch
in diesem Falle die Hyperglyk&mie als ursachlidiaktor eine vermehrte Aktivierung des
intrarenalen RAAS bewirkt. Bemerkenswert ist dalolgiss das RAAS einerseits direkt
durch die erhdhten Blutzuckerkonzentrationen agtiviwird (Singh et al., 1999),
andererseits wird der erhtéhte Koérperwasserverluggrand der hyperglykdmisch-
induzierten osmotischen Diurese ebenso durch einelunende Wirksamkeit des RAAS

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

AGE = Advanced glycation end product, ANG Il = Angiotensin Il, HbA;. = Hamoglobin A,
PKC = Proteinkinase C, RAAS = Renin-Angiotensin-Aldosteron-System

ANG ist ein multifunktionales Hormon, das Uber dAsgiotensin-Converting-Enzyme*
(ACE) aus Angiotensin | durch Spaltung gebildetdvund Uber den Angiotensin II-
Rezeptor (AT-Subtyp) die Entwicklung kardiovaskularer Erkrangan fordert
(Dendorfer et al., 2005). Ausgangspunkt fir die cdurANG hervorgerufenen
pathologischen GefalRveranderungen ist ebenfall€dtesicklung bzw. Verstarkung der
endothelialen Dysfunktion. Urséchlich hierfur ishter anderem eine erhéhte ANG-
vermittelte  Aktivierung von NADPH-Oxidasen der Emdel- und glatten
GefalBmuskelzellen, die durch Triggerung von Stofhegelprozessen eine vermehrte
Genese von hoch reaktiven Peroxiden und SuperoXjdeactive oxygen species” = ROS)
induzieren (Seshiah et al., 2002; Cai et al.,, 20@dse Radikale inaktivieren das
endothelial gebildete NO und triggern durch WechsklUngen mit intrazellularen
Signalmolekilen inflammatorische (Schieffer et &000; Harrison et al., 2003) sowie
apoptotische Prozesse (Feuerstein und Young, 20@0dler Folge einer zunehmenden
Beeintrachtigung der Endothelfunktion bis hin zurmgsgammierten Zelltod.

Uber eine vermehrte Freisetzung von Wachstumsfekfowie zum Beispiel ,Vascular

endothelial growth factor* (VEGF) oder ,Epidermatogith factor” (EGF), und eine
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erhohte Produktion des Zytokins ,Transforming gtowtactorff* (TGF-8) mit
konsekutiver Proliferation und Hypertrophie vontgda Muskelzellen und Fibroblasten
(Chiarelli et al., 2000) begtinstigt ANG die Entwiokg einer vaskularen (Vranes et al.,
1995; Su et al.,, 1998) und kardialen Hypertropt8eh(unkert et al., 1995) sowie eine
zunehmende Akkumulation von extrazellularer Matfiagami et al., 1994).

Des Weiteren bewirkt ANG Uber den ARezeptor eine blutdrucksteigernde
Vasokonstriktion. Diese wird zum einen durch eiireld kontrahierende Wirkung auf die
glatten GefalBmuskelzellen ausgelost (Griendlinglet1997), zum anderen durch eine
vermehrte Expression und Freisetzung von Endotieli(ET-1), welches zu den

potentesten endogenen Vasokonstriktoren gehéra@g@pplan et al., 1997; Luft, 2002)

(Abb. 1.2).
Angiotensin | \

Angiotensin Il Angiotensinogen

\ | AT;-Rezeptor

/ET{ é,s \GFS

Vasokonstriktion Inflammation Proliferation
| | |

I

Endotheliale Apoptose
Dysfunktion

—_ =
Hypertonus
kardiale/vaskulare Hypertrophie
Makroangiopathie (Atherosklerose)

diabetische Mikroangiopathie

Abb. 1.2 AT,-Rezeptor vermittelte Wirkungen von Angiotensin Il auf das Kkardio-
vaskuldre System (nach Dendorfer et al.,, 2005 Fig. 1), ACE = Angiotensin-Converting-Enzyme, AT;-
Rezeptor = Angiotensin Il-Rezeptor (AT,-Subtyp), ET-1 = Endothelin-1l, GF = Growth factor,
NO = Nitric oxide, ROS = Reactive oxygen species
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1.2 Therapeutische Angriffspunkte zur Pravention dediabetischen

Gefallschadigung

1.2.1 Allgemeine Therapieprinzipien

Eine frihzeitige und konsequente Behandlung deinfbegsbaren Risikofaktoren kann die
kardiovaskuldre Morbiditats- und MortalitatsratetarnDiabetikern nachweislich redu-
zieren (The Diabetes Control and Complications|TRiesearch Group, 1993; UKPDS 38,
1998). Wahrend beim Diabetes mellitus Typ | dieulmbehandlung als lebensrettende
Hormonersatztherapie zwingend indiziert und lekargsl beizubehalten ist, sollten als
Basis jeder Behandlung des Diabetes mellitus Typulachst nicht-pharmakologische
MalRnahmen zur Therapie der Hyperglykdmie ausge$ickgyden. Dazu gehdren vor
allem eine Lebensstilanderung in Form einer Erndgsumstellung, Gewichtsreduktion
sowie Erhdéhung der korperlichen Aktivitat. In einéelzahl von Studien konnte gezeigt
werden, dass gerade sportliche Betatigung positafeekte auf den Erhalt von

MikrogefaRen und damit auf die Integritat des Kapiin Netzwerkes hat (Hudlicka, 1982;
Hudlicka et al., 1995; Amaral et al., 2000; Frisle¢al., 2006).

1.2.2 Anti-hyperglykamische Therapie

Sollten die oben genannten Mal3hahmen nicht ausmiclsein, wird erganzend eine
pharmakologische anti-hyperglykdmische Therapigedaitet, beispielsweise mit oralen
Antidiabetika, Thiazolidindionen, Biguaniden;Glucosidase-Hemmern oder Insulin. In
einer Vielzahl von Studien konnte gezeigt werdesmssdsowohl das mikrovaskulare als
auch das makrovaskuléare Erkrankungsrisiko mit dewmdd und Hohe der Hyperglykdmie
in enger Beziehung stehen (Stevens et al., 200¢inSat al., 2005). So konnten Stratton
und Kollegen (2000) beweisen, dass jede Reduktesnniittleren HbA-Wertes um 1 %
das Myokardinfarkt- sowie Schlaganfallrisiko um%4bzw. 12 % verringert und mit einer
Risikoreduktion von 37 % fir mikrovaskulare Folgesden bzw. Komplikationen
einhergeht. Die 2005 vorgestellte PROspective RAgdn Clinical Trial In
MacroVascular Events Studie (PROactive) untersucld® Wirkungen einer
Pioglitazontherapie auf die kardiovaskulare Mortdidiund Mortalitdt bei Patienten mit
Typ-1l-Diabetes und bekanntem makrovaskularen misig(Herzinfarkt, Bypass-

erfordernis, Apoplex). Hierbei stellte sich heradass Pioglitazon die kardiovaskularen
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Endpunkte, bestehend aus nicht-todlichem Myokaadktf Schlaganfall sowie

kardiovaskularer Gesamtmortalitat, signifikant A% reduzierte (Walcher und Marx,
2006). In einer Subgruppe der PROactive-Studie t@Rmglitazon das Herzinfarktrisiko
um 28 % und die Inzidenz eines akuten Koronarsyndram 37 % reduzieren (Erdmann
et al., 2007).

1.2.3 Glukose-unabhéangige medikamenttse vaskulared®ektion

Inzwischen ist bekannt, dass die Diabetes-bedindtardiovaskularen Folge- und
Begleiterkrankungen durch die Normalisierung demutglukosekonzentration nicht
ausreichend reduziert werden kénnen, so dass dikalion fir eine erganzende Glukose-
unabhangige Medikation gegeben ist.

Die Pravalenz der Hypertonie ist bei Diabetikernveetdoppelt so hoch wie bei
gleichaltrigen nicht-diabetischen Patienten. Paratlazu ist auch das Risiko einer
koronaren Herzerkrankung sowie der Herz- und Niagerifizienz bei hypertonen
Diabetikern um das 3- bis 5- fache erhoht (Gasid Wdaldhausl, 2000). Folglich
profitieren sowohl hypertensive als auch niererfingante Diabetiker von der Gabe eines
ACE-Hemmers (Lewis et al.,, 1993; Adler et al., 20@dler Angiotensin II-Rezeptor-
antagonisten (AFFAntagonist) (Brenner et al., 2001). Die Gabe vam¥pril reduzierte in
der Heart Outcomes Prevention Evaluation Studie RBEGtudie, 2000) die
Gesamtmortalitat von Diabetikern um 24 %. Ebensodeuwas Myokardinfarktrisiko um
22 % und die Gefahr der Entwicklung einer diabétsc Nephropathie um 24 %
vermindert. Zusatzlich sank die Diabetes-Inzidenteuder Behandlung mit Ramipril um
34 % (Ingelfinger und Solomon, 2006). Erwahnenswgtrin diesem Zusammenhang, dass
Ramipril keinerlei direkte Effekte auf die Blutglokekonzentration hat. Urséchlich fur
diese Prognoseverbesserung koénnten unter anderehutz®&okungen auf das
Kapillarwachstum sein. In einer experimentellendg&uwon Frisbee (2005a) zeigte sich in
adiposen Zuckerratten (Obese Zucker Rats = OZR) VWarlauf von knapp
3 Wochen eine um ca. 23 % reduzierte KapillardighteSkelettmuskel im Vergleich zu
mageren Zuckerratten (Lean Zucker Rats = LZR). irera anderen Versuchsarm der
gleichen Studie verhinderte die Applikation von @gmoil in OZR die Genese von
Bluthochdruck und verursachte neben einer verbesseGlukoseutilisation einen
signifikanten Anstieg der mikrovaskulédren Dichteie BGabe von Hydralazin zeichnete

sich ebenfalls durch praventive Effekte bezugliein Bntwicklung eines Hypertonus aus,
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hatte jedoch keinen relevanten Einfluss auf dasilléep Netzwerk, woraufhin die
Hypothese aufgestellt wurde, dass die zunehmendelinnesistenz im Rahmen des
metabolischen Syndroms entscheidend zur progrestieKapillarrarefizierung beitragt.
Eine mdgliche Ursache fur diese durch die aufgesteHypothese beschriebene
Entwicklung konnten ansteigende bzw. anhaltend HBlu¢ézuckerkonzentrationen sein,
die bekanntermal3en mit einer zunehmenden Einsalmgnkder physiologischen
Endothelfunktion einhergehen. Konsequenz konnte &mtschreitende Insuffizienz der
Zielzellen sein, Glukose zu verstoffwechseln mitr déolge einer persistierenden
Hyperglykamie und konsekutiver Zellschadigung.

ACE-Hemmer durchbrechen diesen Circulus vitiosusjem sie die pathologisch
veranderte Endothelfunktion positiv beeinflusserd wlamit eine verbesserte periphere
Insulinsensitivitat, einhergehend mit einer reduer Zielzellschadigung, hervorrufen.

Die Tatsache, dass die Inzidenz und die ProgressgsnDiabetes durch die Gabe von
ACE-Inhibitoren positiv beeinflusst werden kann (Wes et al., 2003; Abuissa et al.,
2005; Ingelfinger und Solomon, 2006), unabhangigq wirekten Effekten auf die
Blutglukosekonzentration, spricht dafir, dass dieodachtete Verbesserung der
Kapillardichte unter der Behandlung mit ACE-Hemmexs kausaler Faktor fir diese
Ergebnisse verantwortlich sein kann. Aus dieserm@rurde der Fokus der vorliegenden
Arbeit bewusst auf die Glukose-unabhéngigen (m)kgefal3protektiven Wirkungen von

ausgewahlten Medikamenten gelegt.
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1.3 Untersuchte Medikamente mit organprotektiver Wrkung

1.3.1 ACE-Hemmer

Die antihypertensiven und organprotektiven Wirkungeon ACE-Inhibitoren werden
einerseits durch den Eingriff ins RAAS mit verminge Angiotensin Il-Bildung und
andererseits durch Beeinflussung des KallikreinkikiBystems (KKS) mit vermehrter
Akkumulation von Bradykinin (BK) hervorgerufen (Erimian et al., 2005).

Das ACE, welches identisch ist mit der Kininasent vor allem auf der Oberflache von
Endothelzellen exprimiert wird, katalysiert eingtselie Konversion von Angiotensin | zu
Angiotensin Il (ANG) sowie andererseits den Abbausechiedener Peptide, von denen BK
das bedeutendste ist (Corti et al., 2001).

BK, das durch Kallikrein aus zirkulierenden Kinireagen freigesetzt wird, fuhrt Uber die
Aktivierung eines endothelialen G-Protein-gekopgreltKininrezeptors (BSubtyp) zu
einer Stimulation der Phospholipasen, Aind C mit vermehrter Bildung von
Stickstoffmonoxid (NO) (Wiemer et al., 1991) unad&tacyclin (PGJ) (Schror, 1992). Der
Anstieg dieser beiden Gewebshormone fiihrt zu endothelvermittelten Vasodilatation
und tragt aufgrund der anti-inflammatorischen, -pntliferativen und anti-thrombotischen
Wirkungen wesentlich zur Aufrechterhaltung der pbipgischen Gefal3funktion bei
(Abb. 1.3) (Moncada und Higgs, 1993; Linz et a893). So wurde Anfang der 90-er Jahre
in einer Vielzahl von experimentellen Studien festgllt, dass ACE-Hemmer
endothelprotektive und dadurch durchblutungsforderrsowie anti-atherosklerotische
Wirkungen haben (Becker et al., 1991; Rolland et 293). Farhy et al. (1992, 1993)
konnten zeigen, dass die durch Ramipril vermittAkkumulation von BK, zusatzlich zur
verminderten ANG-Bildung, beachtlich zu den antdjferativen Wirkungen der ACE-
Hemmer beitragt. Infolgedessen kam es insbesonuwrk Gefal3verletzungen zu einer
deutlich reduzierten Intimaneubildung. Ein weitevrteil der ACE-Inhibitoren sind ihre
kardioprotektiven Wirkungen, die ebenso auf einealhgesetzte ANG-Bildung sowie
verminderte BK-Degradierung zurickgefuhrt werderenf2aufolge bewirken die ACE-
Hemmer Perindopril und Ramipril eine deutliche \@serung der Herzfunktion, die sich
zum einen in einem Anstieg des Schlagvolumens werdKabronardurchblutung sowie
einem reduzierten Auftreten postischamischer Ahimyen duf3ert und sich zum anderen in
einer verminderten Entwicklung einer ventrikulatéypertrophie manifestiert (Linz et al.,
1986, 1989; Gohlke et al., 1994a, 1994b).
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Abb. 1.3 Wirkungsmechanismen von Bradykinin auf die glatte Muskelzelle, ACE = Angiotensin-
Converting-Enzyme, B, = Kinin-Rezeptor (B,-Subtyp), NO = Nitric oxide, PGIl, = Prostacyclin,
PLA, = Phospholipase A,, PLC = Phospholipase C

1.3.2 PPARy-Agonisten

Der ,Peroxisom-Proliferator-Aktivierte-Rezeptgr-(PPAR-Y) ist ein zytoplasmatisches
Protein, das vor allem im Fettgewebe wie auch inddmelzellen, glatten
GefalBmuskelzellen und Makrophagen exprimiert wdthéls und Fruchart, 2005).
Fettsauren und ihre durch Cyclo- und Lipooxygergegldeten Eicosanoid-Derivate, mit
besonderer Bedeutung das 15-DesfAxyrostaglandin 3] stellen natlrliche Liganden des
PPARYy dar (Ferry et al., 2001). Nach Bindung eines Ldgantransloziert PPAR4n den
Zellkern und steuert als Transkriptionsfaktor dirdie Expression bestimmter Zielgene,
die an der Regulation des Lipid- und Glukosestothgels sowie inflammatorischer
Prozesse und der Endothelfunktion beteiligt sind(AL.4) (Yki-Jarvinen, 2004).
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Seit der Entwicklung der Thiazolidindione (TZD) dien 90-er Jahren stehen synthetische
Liganden zur Verfigung, die bisher lediglich in dérerapie des Diabetes mellitus Typ I
eingesetzt werden und auch als ,Glitazone* odesylimsensitizer* bezeichnet werden.
Glitazone fuhren Uber eine vermehrte Expression @ekosetransporter GLUT-1 und
GLUT-4 im Fett- und Skelettmuskelgewebe zu einetegjgerten Glukoseaufnahme in die
Zielzellen mit resultierender Abnahme der Plasmiaggekonzentration und damit
einhergehender erhdhter peripherer InsulinsengitiyKramer et al., 2001). In Placebo-
kontrollierten Studien bewirkte sowohl die Theramat Pioglitazon als auch mit
Rosiglitazon eine Abnahme des glykosylierten Hamloigis bzw. des HbA-Wertes um
0,5-1,4 % (Gale, 2001). Gleichartige Resultate teeigmano und Kollegen (1998) bei
Diabetikern unter der Behandlung mit Troglitazon.

Dariber hinaus beobachtet man unter der Behandlung TZD ansteigende
Konzentrationen von Adiponektin, einem Zytokin, eheds ausschliel3lich im Fettgewebe
gebildet wird und ebenfalls die Insulinempfindligitkder Zellen erhéht (Maeda et al.,
2002; Matsuda et al., 2002).

In dysfunktionalen Fettzellen gebildete Zytokineevlieptin und Resistin verstarken die
Insulinresistenz. Die Inhibition der Sekretion @ieZytokine durch TZD fihrt ebenso zu
einer Besserung der Insulinsensitivitat (Marx etz004).

Neben den erwahnten blutzuckersenkenden Wirkungersew TZD auch glnstige
Eigenschaften in Bezug auf den Erhalt und die Ve&sbring der Endothelfunktion auf
(Campia et al., 2006; Martens et al., 2006). Emtstpend fuhrt die Stimulation vaskularer
PPARy-Rezeptoren Uber Transkriptionsmechanismen zu gesteigerten endothelialen
NO-Freisetzung (Calnek et al., 2003; Polikandrietisal., 2005). Folgen dieser erhdhten
NO-Konzentrationen sind neben einer potenten Véatation, anti-proliferative, anti—
thrombotische sowie anti-atherosklerotische Wirlemgdie wesentlich zum Erhalt der
physiologischen Gefal3funktion beitragen (Harrisk997).

Zusatzlich bewirken PPAR-Agonisten eine verminderte Expression und Freisgia/on
Endothelin-1 (ET-1) (Delerive et al., 1999; Barbatral., 2002), was zu einer Potenzierung
der vasodilatierenden Wirkungen fuhrt.

Ein wichtiger Faktor in der Entwicklung kardiovasker Erkrankungen ist das vaskulare
.femodeling®. Dies ist durch eine abnorme Senddiviglatter Muskelzellen gegeniber
zum Beispiel Wachstumsfaktoren gekennzeichnet,dmit Folge einer Proliferation und
Hypertrophie kardialer sowie vaskularer Myozytent Milfe von in-vitro- und in-vivo-

Studien konnte bewiesen werden, dass TZD uber dd®ARR-Aktivierung diese
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Entwicklungen hemmen und folglich kardiovaskulaitkrankungen vorbeugen kénnen
(de Dios et al., 2003; Benkirane et al., 2006aaBainar et al., 2007).

Auch die durch ANG hervorgerufenen Prozesse, weltlachtlich zur Genese
verschiedener Krankheitsbilder beitragen, werderrctdudie Verabreichung dieser
Wirkstoffe entscheidend geschwacht. Die Ursachefilridiegt in einer verminderten
Expression von ATF-Rezeptoren (Diep et al., 2002; Benkirane et 806D).

Ausgeldst durch diese vielfaltigen Mechanismen tzeligse Substanzklasse auch gute
Resultate im Hinblick auf die Blutdruckregulatiddo fihrte die Gabe von Rosiglitazon in
hypertensiven mannlichen Zuckerratten zu einemequggten Blutdruckabfall (Walker et
al., 1999). Vergleichbare Resultate beobachtetetarNand Mitarbeiter (1994) bei
adipdsen Patienten mit gestorter Glukosetolerater wier Therapie mit Troglitazon.

Des Weiteren spielen PPARRezeptoren eine zentrale Rolle in der Modulieruey
Entzindung, was ebenfalls zu den anti-atherosksetutn, vaskuloprotektiven Wirkungen
beitragt. Atherosklerose ist ein chronisch entzichér Prozess innerhalb der arteriellen
GefalBwand, der mit einer erhdhten Expression danmhatorischen Markern, wie etwa
C-reaktivem Protein (CRP), Fibrinogen, Tumor-Nekrésmktor (TNF) und Interleukin-6
(IL-6), einhergeht. PPAR-Liganden inhibieren in Leukozyten die Expressioro-p
inflammatorischer Gene wie etwa Zytokinen und ARtiase-Proteinen. Dementsprechend
fuhrt die Gabe von 15-Desoxyprostaglandin JJund TZD zu einer herabgesetzten
Sekretion von CRP, TNF, IL-6, IL-10 und IL-12 (Azamet al., 2001; Verma und Szmitko,
2006; Goldberg, 2007).

Dadurch, dass die Makroangiopathie im Rahmen dabetiischen Erkrankung unter
anderem auf einem chronischen Entzindungsprozesshtpbest zu vermuten, dass
gesteigerte inflammatorische Prozesse ebenso @ipdigrediente Kapillarrarefizierung
verantwortlich sein kbnnten. Demzufolge kdnnten aiéi-inflammatorischen Wirkungen
von TZD auch wesentlich zur Verzogerung bzw. Mildey dieser zunehmenden
MikrogefaRschadigung beitragen.

Therapeutische Effekte von TZD werden auch hinkathtder Diabetes-bedingten
Nierenschadigung sichtbar. Gerade in den frihedi&tader diabetischen Nephropathie
fuhrt der Einsatz von Troglitazon oder Rosiglitazaneiner reduzierten Mikroalbuminurie
und Albuminexkretion (Abb. 1.5) (Imano et al., 198&kamura et al., 2001).
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Abb. 1.4 Regulation des Lipid- und Glukosestoffwechsels sowie der Entziindungsreaktion durch
PPAR-y, GLUT-1 = Glukosetransporter-1, GLUT-4 = Glukosetransporter-4, HbA,. = Hamoglobin A,
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Abb. 1.5 Einfluss von PPAR-y-Agonisten auf das kardiovaskulare System und inflammatorische
Prozesse, AT;-Rezeptor = Angiotensin Il-Rezeptor (AT;-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-y = Peroxisom-Proliferator-Aktivierter-Rezeptor-y, ROS = Reactive oxygen species,
TNF = Tumor-Nekrose-Faktor
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1.3.3 Vasopeptidase-Inhibitoren

Bei den Vasopeptidase-Inhibitoren (VPI) handelsiet um eine Weiterentwicklung der
ACE-Hemmer, die als duale Hemmstoffe sowohl! dieths® Endopeptidase 24.11 (NEP)
als auch das ACE mit vergleichbarer inhibitorisdRetenz blockieren.

Bei der NEP handelt es sich um eine membran-gelmendénk-Metalloprotease, die
vornehmlich im Zentralen Nervensystem, in der Nianeder Gefal3wand, im Herz und in
Fibroblasten sowie in Leukozyten lokalisiert isto(feies et al., 1993; Ruschitzka et al.,
2001).

Das aktive Zentrum bzw. die katalytische Einhegtseéis Enzyms ist dem ACE sehr ahnlich
und ebenso am Abbau einer Vielzahl endogener Repbeteiligt. So werden die
vasodilatativ wirksamen Natriuretischen Peptide )(MRP, BNP und CNP, Substanz P
und Bradykinin wie auch die vasokonstriktiv wirksesmPeptide Endothelin-1 (ET-1) und
Angiotensin 1l (ANG) von der Peptidase gespalter wiamit inaktiviert (Corti et al.,
2001). Weitere Substrate sind das Adrenomedullas @holezystokinin und endogene
Opioide wie z.B. die Enkephaline, weshalb die NERehaals Enkephalinase bezeichnet
wird (Roques et al., 1993).

Erwdhnenswert ist, dass die Wirkungen von NEP-itdrien auf den Gefaltonus davon
abhangig sind, ob die Mehrzahl der vermindert abgtm Substrate Uberwiegend
vasodilatative oder -konstriktive Eigenschaftenwai$en. So konnte in experimentellen
Studien gezeigt werden, dass unter selektiver NEfP#Hung mit z.B. Candoxatril eine
Vasokonstriktion hervorgerufen wird, die durch eineerminderten Abbau von ANG und
ET-1 verursacht wird (Motwani et al., 1995; Fertoak, 1998). Dies erklart, weshalb
selektive NEP-Inhibitoren zwar zu einer Potenzigrder natriuretischen und diuretischen
Wirkung von ANP fihren, dadurch jedoch lediglicmen minimalen Blutdruckabfall
bewirken bzw. bei normotensiven Patienten sogaremem Blutdruckanstieg fuhren
kénnen (Ando et al., 1995; Motwani et al., 1995a die selektive Hemmung des ACE
sowohl zu einer herabgesetzten ANG-Bildung als aclkeiner verminderten Expression
und Freisetzung von ET-1 fihrt, entwickelte man korerte NEP- und ACE-
Hemmstoffe, wie z.B. das Omapatrilat, die als V@dichnet werden. Diese Kombination
bietet den Vorteil, dass die ACE-Hemmung speziglEffekte der vasokonstriktorischen
Anteile unter NEP-Hemmung unterdriickt und dadunetbtutdrucksenkenden Wirkungen
verstarkt.

Ebenso wie das ACE interferiert die NEP mit dem KIS® ist die NEP vor allem unter

vorliegender ACE-Hemmung wesentlich am BK-Abbau elligt. Die kombinierte
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Anwendung eines ACE- und NEP-Inhibitors fiihrt danst einer vermehrten
Akkumulation und verstarkten protektiven Wirkungsd®radykinins gegeniber der
alleinigen Applikation eines selektiven ACE- odeERHemmers (Blais et al., 2000;
Dumoulin et al., 2001).

Ein weiterer grol3er Vorteil der VPI liegt darin, sda sie ein deutlich groReres
Wirkungsspektrum umfassen als die ACE-Hemmer. Frenad Mitarbeiter (1995)
konnten diesbezlglich belegen, dass die antihypgvien Wirkungen des VPl ,MDL
100,173* unabhangig von der Plasma-Renin-Aktivesid, wohingegen Captopril zwar
eine potente, jedoch im Vergleich zu MDL 100,173 niger ausgepragte
Blutdrucksenkung erzeugte und dies auch nur in Wdrsmodellen mit hoher und
normaler Reninkonzentration. Vergleichbare Ergedmis beziglich der
Wirkungsbandbreite von VPl wurden auch von Fou#aéiski und ihren Mitarbeitern
(1994) sowie Trippodo et al. (1998) beobachtet.

Zusatzlich weist die Substanzgruppe der VPI auclilidbe Vorteile im Hinblick auf die
kardio- und vaskuloprotektiven Wirkungen auf. Semdan Quaschning et al. (2001a,
2001b) heraus, dass die Verbesserung der Endatkétin unter der Therapie mit
Omapatrilat im Vergleich zur alleinigen Gabe vonp@ril signifikant hoher war. Des
weiteren zeigte Omapatrilat hinsichtlich der Enkdiimg einer kardialen und vaskularen
Hypertrophie eindeutig starkere praventive Effeklie,ebenfalls auf eine Potenzierung der
Wirkung von Bradykinin und der Natriuretischen Reéptsowie auf eine verminderte
Bildung von ANG und ET-1 zurtickgefuhrt wurden.
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1.4  Fragestellung/Zielsetzung

Die progrediente Kapillarrarefizierung im Rahmers d&abetes mellitus stellt eine frih
auftretende GefalRschadigung dar, die mdglicherwaiséchlich ist fir die Entwicklung

kardiovaskularer Erkrankungen und Komplikationemzwischen gibt es umfangreiche
Hinweise fur gefalR- und organprotektive Wirkungeimgjger zur Diabetes-Behandlung
eingesetzter Medikamente, vor allem in Bezug aufe dMakroangiopathie.

Vaskuloprotektive Effekte auf das kapillare Netzkvelnaben bisher jedoch kaum
Beachtung gefunden. Aus diesem Grund sollte in \aeliegenden Arbeit untersucht
werden, ob die frihzeitige Therapie mit dem Vastigdape-Inhibitor AVE 7688 oder dem
PPARy-Agonisten Pioglitazon eine Verzégerung und/odeldbtung der progredienten
mikrovaskularen Gefal3schadigung im Verlauf der elisbhen Erkrankung bewirkt.
Zusatzlich sollte der Einfluss dieser beiden Medikate auf die renale Albumin- und
Kreatininexkretion sowie die hd&modynamischen PatamBlutdruck und Herzfrequenz
ermittelt werden.

Zum Nachweis dieser Arbeitshypothesen sollen falgdfragen geklart werden:

1. Wann tritt die Kapillarrarefizierung auf und wist der zeitliche Verlauf der
GefalRschadigung im STZ-diabetischen Modell?

2. Werden die Diabetes-bedingten pathologiscBefé@lRveranderungen in Form
einer abnehmenden Mikrogefal3dichte durch Vasopeggitemmung bzw. durch
die Therapie mit einem PPARAgonisten ginstig beeinflusst?

3. Hat die Therapie positive bzw. praventive Wirgan auf die Entwicklung
diabetischer Folgeerkrankungen wie zum Beispiel dfgmie, 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 wurdemannlichen Wistar-Ratten mit
einem Ausgangsgewicht von 253 + 3 g durchgefihe,vdn der Firma Charles River,
Sulzfeld, bezogen wurden. Die Versuchstiere wurtreikafigen mit jeweils 5 Tieren
gehalten und hatten jederzeit freien Zugang zu Wassd Futter. Bis auf die
Medikamentengruppen erhielten die Tiere StandaetfufAltromin-Haltungsdigt Die
Klimakammer, in der die Tiere wahrend der gesan@trdie gehalten wurden, hatte eine
konstante Temperatur von 21 °C und eine Luftfeggiit von 50 %. Der automatisierte
Tag/Nacht-Rhythmus von 12 Stunden begann um 6:00ubt wechselte um 18:00 Uhr
zur Dunkelheit.

Dieser tierexperimentelle Versuch wurde vom Mimst@ fur Natur, Umwelt und
Landesentwicklung des Landes Schleswig-Holstein ogim Aktenzeichen V 742-
72241.122-22 genehmigt.

2.1.2 Medikamente

Pioglitazon zermahlene Tabletten
des zugelassenen
Praparates Actos

AVE 7688 Reinsubstanz, von der
Firma Aventis zur

Verfiigung gestellt

2.1.3 Antikorper

Antikérper Maus-anti-Ratte ,CD31", monoklonal Serotec, Raleigh, NC
VECTASTAIN® Elite ABC - Kit Maus IgG PK-6102 Vector Laborais
DAB Substrat KIT fur Peroxidase Vector Laboras
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2.1.4 Chemikalien und Reagenzien

Aceton

Ether
Dinatriumhydrogenphosphat
Distickstoffoxid (Lachgas)
Ethanol

Eukitt® (,Mounting Medium®)
Haemalaun
Wasserstoffperoxi(B0 %- ig)
Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Methanol

2-Methylbutan fur HPLC
Natriumchlorid

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

Sauerstoff

Merck
Hoechst
Merck
Messer Griesheim
Merck
O. Kindler
Division Chrom&
Merck
Merck
Merck
J. T. Baker
Aldrich
Merck
Merck
Klinikapotheke

Messer Griesheim

Streptozotocin Sigma
Xylol Merck
2.1.5 Puffer
PBS (pH 7,4) 8 g NaCl, 0,2 g kRO, 0,2 g KCl,

1,150 g NaHPQ,, Aqua dest. ad 1000 ml
2.1.6 Gerate

Nicht-invasive Blutdruckmessung:

Blood Pressure Monitor 8002 Dual Channel

Piezoelemente zur Pulsdetektion
Recomed Schreiber 218099

TSH| Bamburg

TSE, Bad Hombur

Marquette Hellige,
Freiburg
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Warmelampe 230 W

Kryostat:

Kryostat CM 3050

Embedding Matrix (= Bindemittel zum Einbetten) fur
Gefrierschnitte

SuperFrost PIfsObjekttrager

Schnittstrecker (Glas, 80 mm)

Schnittmesser (Model 818)

Blutzuckermessgerét:
Ascensia Elite XL

Ascensia Elite Sensor

Lichtmikroskop:
Axiophot

Mikrometer:
Objektmikrometer

Kamera:

AxioCam

Bildverarbeitungssoftware:
AxioVision Rel. 4.6

Statistiksoftware:
GraphPad Prism 4

Waagen:
BP 201 D (Feinwaage)
MC1

Osram, Miinchen

Leica
Lipshaw, Pittsburgh
Menzel-Glaser
Leica Instruments
GmbH

Leica Instruments
GmbH

Bayer
Bayer

Zeiss

Zeiss

Zeiss

Zeiss

GraphPad Software, Inc.

Sartorius
Sartorius
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Methoden

2.2.1 Streptozotocin-Injektion zur Induktion einesDiabetes mellitus

Zur Induktion eines Typ-I-Diabetes mellitus wurddie einzelnen Versuchstiere fur kurze
Zeit mit Ether narkotisiert. Anschliel3end erhieltl¢ Ratte eine einmalige intraperitoneale
Streptozotocin (STZ) -Injektion in einer Dosierwnmn 75 mg kg. Zur Verbesserung der
Resorption wurde den Tieren 24 Stunden vor STZ-Glalse-utter bei weiter bestehendem
Wasserangebot entzogen und 15 Minuten nach STZiggtigin wieder zugefuhrt (Junod
et al., 1967; Giorgino et al., 1992). Da STZ inwuform vorliegt, wurde die Substanz in
0,1 M Zitratpuffer (pH = 4,5) geldst (= 75 mg STZ Hund daraufhin injiziert (Junod et
al., 1967; Dorenkamp et al., 2005).

2.2.2 Medikamentendosierungen und —verabreichung

Nach einem Beobachtungszeitraum von 8 Tagen wuBferSTZ-diabetische Wistar-
Ratten in insgesamt 3 Behandlungsgruppen mit jew&D Tieren eingeteilt. Eine
Tiergruppe wurde mit Standardfutter (Altromin-Halgsdiat)ernahrt (= Placebo). In den
anderen beiden Behandlungsgruppen erfolgte diebveichung der Medikamente AVE
7688 und Pioglitazon mit dem Futter. Um die jevgah Medikamentenkonzentrationen
fur die einzelnen Futtergemische zu dosieren, wwuole Beginn der medikamentbsen
Behandlung taglich das Koérpergewicht jeder Rattstilmant sowie in regelmaliigen
Abstanden die Futtermenge errechnet, die jede Rattelag frisst. Die Herstellung der
einzelnen Futtergemische erfolgte daraufhin aufiBder erhobenen Werte, dass jede
Ratte ein Durchschnittsgewicht von 300 g besital téglich ca. 40 g Futter frisst. Die
Zieldosis jeder Ratte sollte fir AVE 7688 30 mg‘kgw. fir Pioglitazon 10 mg Kgsein.
Entsprechend belief sich die Medikamentenkonzeatrain den speziell angefertigten
Futtergemischen auf 0,23 mg AVE 7688 Rutter bzw. auf 0,1 mg Pioglitazoft §utter.
Als Anhaltspunkt fur die Dosierungen der eingesetzMedikamente dienten voran-
gegangene experimentelle Studien, die fur den vongewahlten Dosisbereich Effekte
hinsichtlich der Wirksamkeit und Toxizitat nachwesiskonnten. In diesen Studien wurde
Ratten Pioglitazon in einer Spannbreite von 1 m§lig 30 mg kg (Larsen et al., 2003,
Minoura et al., 2007) und AVE 7688 in einer Hoh& B9 mg kg bis 45 mg ki (Schafer
et al., 2004, Linz et al., 2006) verabreicht. Do#wns angestrebten Zieldosen liegen damit
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innerhalb dieser bewahrten Dosierungsbereicheelati®n zum Korpergewicht wurden in
der vorliegenden Studie bewusst hohere Dosieruggeréhlt, als sie therapeutisch beim
Menschen eingesetzt werden, da bei kleinen Nagdgrund des aktiveren Stoffwechsels
nur unter diesen Bedingungen ein wirksamer Plasm@gsperreicht werden kann.

Am Versuchsende ergab die Futtermengenkontrolke,imigesamt 23-mal durchgefiihrt
wurde, dass jede Ratte taglich ca. 41,84 g Futteh\(E 7688) bzw. ca. 40,79 g Futter
(= Pioglitazon) gefressen hatte und die tatsacaliflosis jeder Ratte fur AVE 7688
ca. 38 mg kg und fiir Pioglitazon ca. 17 mg kdpetrug.
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2.2.3 Versuchsprotokoll

1. Studie: Beginn und zeitlicher Verlauf der Kagithrefizierung

Versuchswochen
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Abb. 2.1 Schematische Darstellung des Studienprotokolls
2. Studie: Medikamenttse Therapie
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Abb. 2.2 Schematische Darstellung des Studienprotokolls

Die vorliegende Untersuchung wurde Uber einen @efr von insgesamt 13 Wochen
durchgefuhrt und war in 2 voneinander unabhangigdi&n unterteilt.

In der ersten Studie gab es insgesamt 4 parallethdefuhrte STZ-diabetische
Behandlungsarme mit jeweils 5 bis10 Tieren, dien&ewveitere Behandlung erfuhren und
am 1. Tag nach STZ-Injektion (= Versuchsbeginn)isom Abstand von 5, 7 und 13
Wochen getdtet wurden, um den Zeitverlauf der diableen Veranderungen zu

reprasentieren.
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Der systolische Blutdruck und die Herzfrequenz weardm Versuchsbeginn und nach 11
Wochen nicht-invasiv gemessen (siehe 2.2.5).

Die zweite Studie bestand aus insgesamt 3 STZ4ikahen Behandlungsgruppen mit
jeweils 10 Ratten. Um einen moglichen medikamemt@&3safluss auf die STZ-Wirkung zu
verhindern, wurde den Tieren nach 8 Tagen, alsb rexsh Etablierung des Diabetes,
entweder Placebo (Altromin-Haltungsdiabder verschiedene Pharmaka (tatsachliche
Dosis fir AVE 7688 ca. 38 mg Ky fiir Pioglitazon ca. 17 mg Ky verabreicht. Die
einzelnen Medikamente wurden taglich mit dem Futteyefuhrt.

Zur Bestimmung der renalen Albumin- und Kreatinikretion wurde nach 6 Wochen mit
Hilfe von Stoffwechselkafigen Urin gewonnen (si€h2.6).

Alle Tiere wurden taglich gewogen und die pro Tagfrgssene Futtermenge jeder
einzelnen Ratte wurde insgesamt 24-mal ermittelt.

Zur Kontrolle der STZ-Wirkung und zur Bestéatigungerd Induktion bzw. des
Vorhandenseins eines Diabetes mellitus Typ | wurbei jeder Ratte die
Blutglukosekonzentration erstmalig 2 Tage nach &ij@ktion gemessen.

Nach Totung der Tiere wurden zur Bestimmung deksliantrikularen Gewichtes, des
Myozytenquerschnittes und der Kapillardichten Sitelaskel (M. quadriceps femoris)
und Herz entnommen. Die Ermittlung der renalen Al und Kreatininausscheidung
erfolgte nach Entnahme einer Urinprobe aus der eBla&isatzlich wurde aus einer

Oberschenkelvene die Blutglukosekonzentration imesti

2.2.4 Blutzuckermessung

Die einzelnen Blutglukosekonzentrationen wurden deim Ascensia Elite XL und den
dazugehorigen Ascensia Elite Sensoren der FirmaEagstimmt.

Die Induktion des Diabetes durch STZ wurde am Me&rsanfang bzw. 2 Tage nach STZ-
Injektion Uberprift. Dazu wurden die Versuchsti@ie kurze Zeit mit Ether narkotisiert.
AnschlieRend wurde ein Blutstropfen aus der jeweili Rattenschwanzvene entnommen,
mit dem der Blutzuckerspiegel gemessen wurde. §pddeh Totung der Tiere, erfolgte

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

Die Blutdruckmessung erfolgte bei den wachen TienenSchwanz (Raasch et al., 2002).
Zur Bewegungseinschrankung wurden die einzelneteRat eine Metallrohre gesetzt, die
daraufhin verschlossen wurde. Anschlieend wurde d@ieren zur Beruhigung ein

Gasgemisch aus Distickstoffoxid {/8) und Sauerstoff (80 : 20 Vol.- %) zugefuhrt. Eine
automatisch aufblasbare Druckmanschette wurde umSdéwanz gelegt und distal der
Blutdruckmanschette wurde ein Piezoelement angetiegt zur Erfassung der Pulssignale
diente. Um eine Dilatation der Schwanzarterien my@zieren, wurde eine Infrarotlampe
verwendet. Zur spateren Auswertung erfolgte dieifegrung von Pulsschlagen und
Druckverlauf analog mit einem 2-Kanalschreiber. &dbein gleichmafiges Pulssignal
messbar war, wurde die Blutdruckmanschette so ldaggsam aufgeblasen, bis das
Pulssignal unterdriickt wurde. Die Messung der Hegefenz erfolgte durch Auszahlen
der Pulsschlage direkt vor dem Aufblasen der Bluidkimanschette. Zur Bestimmung des
systolischen Blutdruckes wurde das Lot auf die Angglinie der Druckkurve an dem

Punkt geféallt, an dem keine Pulswelle mehr erfasstden konnte. Durch externe

Kalibrierung mit einem Gauss'schen Manometer (0-+88tHg, Steigung = 0,1310,

r> = 0,9989) konnte aus der Hohe der Druckkurve detdBick ermittelt werden.

2.2.6 Uringewinnung mit Hilfe von Stoffwechselkafign und Bestimmung der

Albumin- sowie Kreatininausscheidung

Nach 6 Wochen Versuchsdauer (davon 5 Wochen mithgehender medikamentdser
Behandlung) wurden die Tiere in spezielle Stoffvgstkafige @ 20 cm) gesetzt, die die
Gewinnung von Urin jeder einzelnen Ratte ermdgénhDer Urin wurde in 15 ml Falcon-
Rohrchen eingefangen, anschliel3end in 2 ml Eppé&@kféRe umgefullt und bei —20 °C
gelagert. Die Bestimmung der Untersuchungsparanegfetgte am nachsten Tag durch
das Zentrallabor des Universitatsklinikums Schlgsiwolstein, Campus Lubeck.

Der Albumingehalt in den Rattenurinen wurde immupiredometrisch ermittelt, also mit
Hilfe von Streulicht, wohingegen die Kreatininkong&tion chemisch bestimmt wurde,

und zwar anhand der Methode nach Jaffé mit Pikéinr&
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2.2.7 Herstellung und Farbung der Gefrierschnitte

Am Versuchsende wurden die Ratten gewogen und bBeBehd durch eine
intraperitoneale Injektion von 100 mg kgentobarbital getétet. Die Tiere wurden auf den
Rucken gelegt und der Bauch sowie die Oberschahkeh einen Langsschnitt gedffnet.
Als erstes wurde die Blutglukosekonzentration miilfeHd von Blut aus einer
Oberschenkelvene bestimmt. Dann wurden Herz undetikeiskel (Querschnitt aus der
Mitte des M. quadriceps femoris) herausprapariend un NaCl gewaschen. Der
Skelettmuskel wurde sofort in 2-Methylbutan schafkgren, in ein 15 ml Falcon-
Roéhrchen gegeben und auf Trockeneis gelagert. B&#m wurde der rechte Ventrikel
vom Rest des Herzens abprapariert, wobei das Septumplett dem linken Ventrikel
zugeordnet wurde. Danach wurde der linke Ventigeaogen und in ein oberes, mittleres
und unteres Drittel geteilt. Das mittlere Drittel Mittelstiick) wurde in 2-Methylbutan
schockgefroren, in ein 2 ml Eppendorf-Gefal? gegebed ebenfalls auf Trockeneis
gelagert. AnschlieRend wurden alle Gewebeprapamte80 °C eingefroren.

Das Anfertigen der transversalen Gefrierschnitte Merz- und Skelettmuskel erfolgte mit
dem Kryostat CM 3050 von Leicavor dem Schneiden wurden die bei —80 °C
eingefrorenen Gewebepraparate fur 30 Minuten intulgkeén Kryostat (-25 °C) gelagert
bzw. ,angetaut‘, um die Gewebetemperatur an diersheende Kammertemperatur
anzugleichen. Anschlieend wurden die Gewebeproben,Embedding Matrix*
(= ,Gewebekleber® fur die Einbettung/Aufblockung nvaGefrierschnitten) der Firma
Lipshaw auf Aluminiumzylindern fixiert und auf dektiv gekihlten Schnellgefrierleiste
(-45 °C) mit Warmeableitblock platziert. Die Anfiging der Transversalschnitte erfolgte
unter konstanter Kammer- und Objekttemperatur méssérn und Schnittstreckern der
Firma Leica. Je nach GrolRe des Gewebeprédparateslewame Kammer- und
Objekttemperatur zwischen —15 °C und -21 °C eimdjesDie Schnitte waren 10m dick
und wurden auf SuperFr8sPlus Objekttrager der Firma Menzel-Glaser aufgerduzw.
angeschmolzen. Nach dem Schneiden wurden die Qiagkt fur 6 Stunderbei
Raumtemperatur getrocknet und anschlieend bei °G20in geschlossenen
Objekttragerkasten gelagert. Um die Gewebestrukptimal zu erhalten, wurden die
Gefrierschnitte vor dem Einfrieren weder mit Forimahoch mit Aceton fixiert, da die
Proteinvernetzung durch z.B. Formalinfixierung eihdaskierung oder Zerstérung
antigener Strukturen bewirken kann.

Die immunhistochemische Farbung erfolgte nach dediA-Biotin-Komplex-Methode,

die von allen immunhistochemischen Farbemethoderhdchste Sensitivitat hdiierbei
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bindet ein Prim&rantikorper an das Antigen - in derliegenden Studie CD31 - und
reagiert anschlieRend mit einem biotinylierten SekirantikbrperVorteil dieser Farbung
ist die hohe Affinitat von Avidin far Biotin zur Blung von Komplexen aus
enzymmarkierten Avidin-Biotin-Verbindungen mit ddnotinylierten Sekundéarantikorper.
Diese Komplexe werden durch die enzymatische Raakhit dem Chromogen/Substrat
(= Diaminobenzidin) zu unléslichem, farbigen PrétZpund weisen damit das Antigen
(CD31) nach. Als Enzym diente die Meerrettichpedaske.

Fur die immunhistochemische Farbung wurden die i@sftrhnitte flir 30 Minuten bei
Raumtemperatur aufgetaut bzw. getrocknet und aegdrid fur 30 Minuten in Aceton
fixiert. Nach 5-mindtiger Spilung in PBS wurden diehnitte fir 5 Minuten in ein
3 %-iges HO,-Methanol-Bad Uberfuhrt, das die endogene Perogidatibiert bzw.
deaktiviert. Anschlie3end erfolgte ein Waschvorgang 5 Minuten in Aqua dest. Nach
einer erneuten 5-minutigen Spulung in PBS schlask slie Inkubation mit dem
Primarantikdrper (Maus-anti-Ratte ,,CD31", monoklgn&erotec, Raleigh, NC) in der
Verdinnung 1:1000 fur 1 Stunde bei RaumtemperaturUan unspezifische Reaktionen
des Sekundarantikdrpers mit dem Gewebe auszuseh|igitirden in diesem Arbeitsschritt
zusatzlich Negativkontrollen durchgefuhrt, die -statt mit dem Primarantikdrper -
lediglich mit PBS inkubiert und ansonsten wie diarkierten Schnitte behandelt wurden.
Danach wurden die Schnitte wieder fur 5 MinuterPBS gespdlt, gefolgt von einer 45-
mindtigen Inkubation bei Raumtemperatur (nach Aegallles Herstellers) mit dem
biotinylierten Sekundarantikdrper (VECTASTAMNElite ABC - Kit Maus IgG PK-6102).
Die anschlieRende Spullung der Schnitte in PBS filiruten zog die Inkubation (nach
Angaben des Herstellers) mit dem enzymmarkierten idiAsBiotin-Komplex
(VECTASTAIN® Elite ABC - Kit Maus IgG PK—6102) fiir 45 Minuteneb Raum-
temperatur nach sich. Nach einem weiteren Waschwgrdir 5 Minuten in PBS wurde
Diaminobenzidin (DAB Substrat KIT fiur Peroxidase,ecdfor Laboratories) als
Chromogen/Substrat zugesetzt (nach Angaben desteliers), bis nach ca. 3 bis
4 Minuten eine optimale Farbung erreicht war. NAbkropfen des DAB-Reagenz wurden
die Schnitte kurz in stehendes Leitungswasser gggetpefolgt von einer 5-mindtigen
Kerngegenfarbung mit Hamalaun. AnschlieRend erolgine Blauung der Schnitte in
flieRendem Leitungswasser, wiederum 5 Minuten laiach Durchwandern einer
aufsteigenden Alkoholreihe (70 %, 96 %, 100 %) weuardie Schnitte fir ca. 1 Minute in
Xylol verbracht und schlieRlich mit Eukiteingedeck.
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2.2.8 Auszéhlung der Kapillaren und Myozyten

Zur Auswertung und Dokumentation der Kapillaren umdyozyten wurde das
Lichtmikroskop Axiophot der Firma Zeiss verwendeéinter diesem Lichtmikroskop
stellten sich die CD31-positiven Kapillaren braurar dund die mit Hamalaun
gegengefarbten Zellkerne zeigten eine blau-violEdebe (Abb. 2.1, Abb. 2.2). An den
immunhistochemisch gefarbten Gefrierschnitten gtéoldie Bestimmung der Kapillar-
bzw. Mikrogefalddichte nach den Kriterien von Werdn@ater Berticksichtigung der so
genannten ,Hot-spots” (= Areale mit der hochsteriéGédichte) (Weidner, 1995a). Diese
»Hot-spots” wurden unter Verwendung einer gerind&argrol3erung (100-fach) ermittelt
bzw. aufgesucht. AnschlieBend wurden pro Schniggesamt 20 unterschiedliche
Gesichtsfelder der ,Hot-spotsh hoher VergroRerung (400-fach) mit der integaert
digitalen Kamera ,AxioCam® fotografiert. Hierbei wde darauf geachtet, dass die
Gesichtsfelder frei von groReren Arteriolen undefign, grof3en Interzellularspalten sowie
Artefakten, wie zum Beispiel Schaden am Gewebeemwahls digitale Bildverarbeitungs-
software diente AxioVision Rel. 4.6, ebenfalls vder Firma Zeiss. Mit Hilfe eines
Objektmikrometers wurde die Bezugsflache der emarelGesichtsfelder unter 400-facher
VergréBerung ermittelt (= 0,0357 Mm Das Auszahlen der einzelnen Kapillaren und
Myozyten erfolgte anhand der fotografierten Gesigitler unter Verwendung der
Gundersen-Regel der ,forbidden lines* (= AusscHlogn) (Gundersen, 1978): Kapillaren
und Muskelzellen, die den linken oder oberen Ragsl @esichtsfeldes schnitten, wurden
nicht mitgezahlt. Analog galten der rechte und mnt®and des Gesichtsfeldes als
»=acceptance lines (= Einschlusslinien): Kapillarend Myozyten, die diese Rander des
Gesichtsfeldes schnitten, wurden folglich mitgezah\lit dieser Methode wurde
ausgeschlossen, dass Kapillaren und/oder Myozybepeadt gezahlt wurden. Aus der pro
Gesichtsfeld ermittelten Anzahl an Kapillaren undydglyten lieRen sich dann die
Kapillardichte pro mrh bzw. pnf und der Myozytenquerschnitt errechnen. Zusatzlich

konnte die Anzahl an Kapillaren pro Myozyt bestimmaarden.
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Abb. 2.1 Exemplarische Darstellung eines Gesichtsfeldes des Skelettmuskels (M. quadriceps femoris)
in 400-facher VergréRerung (CD31-positive Kapillaren = braune Strukturen bzw. Pfeile, Zellkerne = blau-
violette Strukturen bzw. Pfeilspitzen). Farbung mit PECAM-1 (CD31) und Hamalaun.

Abb. 2.2 Exemplarische Darstellung eines Gesichtsfeldes des Herzmuskels (linker Ventrikel) in
400-facher VergroRerung (CD31-positive Kapillaren = braune Strukturen bzw. Pfeile, Zellkerne = blau-
violette Strukturen bzw. Pfeilspitzen). Farbung mit PECAM-1 (CD31) und Hamalaun.
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2.2.9 Statistik

Die Datenaufbereitung und -verarbeitung erfolgté Mhcrosoft Excel (Office 2003); die
statistische Auswertung wurde mit dem Programm [&Papd Prism 4orgenommen. Die
in den Graphiken und Tabellen dargestellten Ergsenisind als Mittelwerte mit
Standardfehler (MW= SEM) angegeben. Als statistisch signifikant wurdene
Irrtumswabhrscheinlichkeit von weniger als 5 % (38),anerkannt. Gruppenunterschiede
wurden entweder durch einen ungepaatt@est oder mittels Varianzanalyse (One-Way
ANOVA) und Tukey’s post Testberprift.
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3  Ergebnisse

3.1 Zeitverlauf der Herz-Kreislauf-Veranderungen indiabetischen Ratten

Im ersten Versuchsteil dieser Arbeit wurden die widsungen von Diabetes mellitus auf
die Gefallmorphologie und verschiedene Herz-Krefisfawmameter im Zeitverlauf
ermittelt. Hierzu wurden Ratten in parallel durchigieten Versuchsgruppen am 1 Tag
nach der Injektion von Streptozotocin (= nicht-diafiche Referenzgruppe) sowie 5, 7 und

13 Wochen nach Induktion eines Diabetes mellitusnsocht.

3.1.1 Blutglukosekonzentration

Die einmalige Injektion von Streptozotocin (STZyuzierte in allen Ratten einen Typ-I-
Diabetes mellitus mit einem Anstieg der Blutglukasezentration. Am Anfang des
Versuches bzw. 2 Tage nach STZ-Injektion betrug Bletzuckerwert 248 + 39 mg/dI
(= Ausgangswert). Nach 5 Wochen Versuchsdauer waBhlitglukosekonzentration im
Vergleich zu den nicht-diabetischen Ratten am Mdrsbheginn signifikant angestiegen

und blieb im weiteren Verlauf auf konstantem Nivéabb. 3.1).
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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 entsteheMiinderungen von Blutdruck und
Herzfrequenz sollten mit Hilfe dieses Versuchesrpitidt werden. Dazu wurden die
hamodynamischen Parameter zu Beginn des Versuaigeshach einem Zeitraum von
11 Wochen nicht-invasiv bestimmt. Am Versuchsanfamgjief sich der systolische
Blutdruck (RRys) auf einen Wert von 104 + 2 mmHg und die Herzfesgu betrug
418 + 3 Schlage pro Minute.

Wahrend der folgenden 11 Versuchswochen stieg WediBick, bezogen auf die Werte zu
Versuchsbeginn, im Mittel um 24 + 4 mmHg. Die Hezguenz fiel dagegen im Durch-
schnitt um 52 £ 17 Schlage pro Minute (Abb. 3.2).
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Abb. 3.2 Systolischer Blutdruck (A) und Herzfrequenz (B) nach 11-wdchiger Versuchsdauer
(MW £ SEM, n = 10, *p<0,05 versus Versuchsbeginn)
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3.1.3 Kérpergewicht und Gewicht des linken Ventrikés

Um im weiteren Versuchsverlauf die Entwicklung de8rpergewichtes sowie die zu
erwartende linksventrikulare Hypertrophie zu erésmsswurden zu Versuchsbeginn das
Korpergewicht sowie das linksventrikulare Gewiclestimmt. Das Kdrpergewicht jeder
Ratte betrug 28& 18 g und das linksventrikulare Gewicht belief sailf 542+ 40 mg.
Sowohl nach 5 als auch nach 7 Wochen Therapieddigdr das Korpergewicht in den
jeweiligen Versuchsgruppen relativ konstant. Ladiginnerhalb der letzten 6 Versuchs-
wochen kam es zu einer Abnahme des durchschndtlidhdrpergewichtes, die jedoch
nicht signifikant war. Auch bezuglich des linksuvekularen Gewichtes kam es wahrend

der gesamten Versuchsdauer zu keinen signifikavkeanderungen (Abb. 3.3).
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Abb. 3.3 Korpergewicht (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 1&igér Versuchsdauer wurde der
Myozytenquerschnitt im M. quadriceps femoris bestimder bei Zunahme als weiterer
Parameter fur die Entwicklung einer muskularen Hiypphie gedeutet werden kann. Die
Bestimmung erfolgte, indem die Gesamtflache degemihlten Gewebeausschnittes (in
um?) durch die Anzahl der Muskelzellen des ausgezahBewebeausschnittes dividiert
wurde. Wie aus Abb. 3.4 zu entnehmen ist, kam désewd der 13 Versuchswochen in den
einzelnen Versuchsgruppen insgesamt zu einer Abaates Myozytenquerschnittes, die

jedoch nicht signifikant war.
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Abb. 3.4 Myozytenquerschnitt im M. quadriceps femoris in den einzelnen Gruppen wéahrend der

insgesamt 13-wdchigen Versuchsdauer (MW + SEM, n = 5-10)
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3.1.5 Absolute und relative Kapillardichten im M. quadriceps femoris

Anhand dieses Versuches sollte die zunehmende fGe¢fiRierung, die eine typische
Komplikation des Diabetes mellitus darstellt, namhgesen werden. Zu diesem Zweck
wurde die Anzahl der Kapillaren im M. quadricepsmégis in den jeweiligen
Gewebeausschnitten ermittelt und entweder zur Giidahe des ausgezahlten
Gewebeausschnittes (= absolute Kapillardichte) odar Anzahl der Myozyten im
ausgezahlten Gewebeausschnitt (= relative Kapithte) ins Verhaltnis gesetzt. Am
Anfang des Versuches betrug die absolute Kapilthtdi971+ 86 Kapillaren pro mfund
jede Muskelzelle wurde von 24 0,07 Kapillaren versorgt (= relative Kapillardieht
Innerhalb der folgenden 5, 7 und 13 Versuchswockam es in den einzelnen
Versuchsgruppen sowohl im Hinblick auf die absoluwee auch auf die relative

Kapillardichte zu einer stetigen signifikanten Abree (Abb. 3.5).
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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-wochiger Versuchsdauer (MW + SEM, n = 5-10, *p<0,05 versus
Versuchsbeginn)
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3.1.6 Albumin- und Kreatininkonzentration im Urin

Als Parameter fur eine mogliche Schadigung der glomédren Nierengefal3e diente die
renale Ausscheidung von Albumin nach 13 Wochen Mdrsdauer. Dabei stellte sich
heraus, dass der Albumingehalt im Rattenurin G 1206 g/l betrug und somit deutlich
Uber dem klinischen Normbereich fir Menschen vdi2 @/l lag. Um eine potenzielle
Einschrankung der Nierenfunktion zu erfassen, wumdeh 13 Wochen ebenfalls die
Kreatininkonzentration in den jeweiligen Rattenann bestimmt. Diese betrug
1,23 = 0,23 mmol/l, was sich wiederum unterhalb des &then Normbereiches fir
Menschen von 3,2-11,5 mmol/l befand. Unter der Ussatzung, dass die Gesamtaus-
scheidung an Kreatinin Gber den Versuchsverlaustent blieb und weder das Kreatinin
noch das Albumin in den Nierentubuli rickresorbierirden, wurde zur Verifizierung
einer glomerularen Permeabilitatsstérung aufgrundsezunehmenden Kapillarlecks das
ausgeschiedene Albumin ins Verhaltnis zur gemessé&meatininkonzentration gesetzt.
Die mit zunehmender Diabetesdauer entstandene igangdder Nierenglomeruli ist
damit umso ausgepragter, je hoher der QuotientAttusmin/Kreatinin ist, da dieser von
der Albuminausscheidung pro Nephron abhangt. N&Wachen Diabetes mellitus ergab

sich dabei ein funktions- bzw. verdinnungskorrigieParameter von 0,1#0,05 g/mmol.
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3.2 Einfluss von AVE 7688 oder Pioglitazon auf dikardiovaskuléaren

Verédnderungen in diabetischen Ratten

Der zweite Versuchsteil dieser Arbeit befasste sitit dem Einsatz und den
Auswirkungen verschiedener Medikamente auf die @uf@rphologie und die
Veranderungen von Herz-Kreislauf-Parametern im vaéiauf der diabetischen
Erkrankung. Zu diesem Zweck wurden Ratten in paralldurchgefuhrten
Behandlungsgruppen uber einen Zeitraum von 12 Wochié Medikamenten behandelt

und anschlieRend untersucht.

3.2.1 Blutglukosekonzentration

Nach 13 Wochen Diabetesdauer zeigten sich in @lédehandlungsarmen im Ratten-
Vollblut stark erhohte Blutglukosekonzentrationeim der Placebogruppe war der
Blutzucker vergleichbar mit den Blutglukosewertelie die Ratten nach 13 Wochen
Diabetesdauer im ersten Ergebnisteil aufwiesen. AXEB8 und Pioglitazon wiesen
gegeniber der Placebogruppe ebenfalls gleichaNigee flr die Blutzuckerkonzentration
auf (Abb. 3.6).
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Abb. 3.6 Blutglukosekonzentration im Ratten-Vollblut nach 12-wdchiger 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 fuihrte nach einer Tperdauer von 10 Wochen zu keiner
relevanten Veranderung des systolischen BlutdrudRemgegeniber kam es im gleichen
Zeitraum in der Placebogruppe zu einer signifikanterhéhung des systolischen
Blutdruckes um 21+ 3 mmHg, die den Werten nach 11 Wochen Diabetesdmue
Zeitverlauf des ersten Versuchsteils entsprachetlhiér Gabe von Pioglitazon zeigte sich
innerhalb dieser Zeitspanne ebenfalls eine relevagstolische Blutdruckerh6hung von
10 + 3 mmHg, die jedoch im Vergleich zur Placebogrupmgmifikant um 11 £ 3 mmHg
niedriger war (Abb. 3.7). Die Herzfrequenz fiel gesamten Zeitverlauf von 11 Wochen
Versuchsdauer in allen Behandlungsarmen ab. InPigcebogruppe kam es zu einer
Verminderung der Herzfrequenz um $42 Schlage/min, was den Werten im Zeitverlauf
von 11 Wochen Diabetesdauer im ersten Versuchsaiisebenfallsnahezu entsprach.
Pioglitazon zeigte diesbezuglich gleichartige EftelAVE 7688 senkte die Herzfrequenz
um 57+ 9 Schlage/min. Der Unterschied zwischen AVE 7688 der Placebogruppe war

nicht signifikant.
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Abb. 3.7 Systolischer Blutdruck (RRsys) nach 10-wochiger Therapie mit AVE 7688 oder Pioglitazon
(MW + SEM, n = 9-10, *p<0,05 versus Placebo)
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3.2.3 Korpergewicht und Gewicht des linken Ventrikés

Durch diesen Versuch sollte der Einfluss von AVE8&6und Pioglitazon auf das
Kdrpergewicht sowie die Genese einer linksventéketh Hypertrophie untersucht werden.
Dabei bewirkte innerhalb von 12 Behandlungswochedex die Gabe von AVE 7688
noch die Therapie mit Pioglitazon eine signifikaMeranderung des Korpergewichts im
Vergleich zur Placebogruppe (Abb. 3.8). Die Werte tlas Korpergewicht in der
Placebogruppe waren mit den Ergebnissen des e¥&esuchsabschnittes nach einem

Zeitverlauf von 13 Wochen Diabetes ebenfalls vergleichbar.

300- [0 Placebo
e ¥ AVE7688

08| Pioglitazone
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Abb. 3.8 Verlauf des Kdrpergewichtes innerhalb der einzelnen Versuchsgruppen nach 1-wochiger
Versuchsdauer und anschlieBender 12-wochiger Behandlung mit AVE 7688 oder Pioglitazon
(MW £ SEM, n = 10)

Am Versuchsende zeigte sich in der Placebogruppdimisventrikulares Gewicht von
607 £ 15 mg. Entsprechende Werte fanden sich iteretSrgebnisteil dieser Arbeit nach
13 Wochen Diabetesdauer. Die Gabe von Pioglitazibmté zu vergleichbaren Werten
bezogen auf das Gewicht des linken Ventrikels. tUAkE 7688 war das linksventrikulére

Gewicht im Hinblick auf die Placebogruppe signifikam 81 + 28 mg leichter (Abb. 3.9).
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Abb. 3.9 Gewicht des linken Ventrikels in den einzelnen Behandlungsarmen nach 12-wo6chiger
Therapie mit AVE 7688 oder Pioglitazon (MW + SEM, n = 10, *p<0,05 versus Placebo)

3.2.4 Myozytenquerschnitt im M. quadriceps femorisowie im linken Ventrikel

Mit Hilfe dieses Versuches sollte untersucht werdewiefern AVE 7688 oder Pioglitazon
die Entwicklung einer muskularen Hypertrophie b#egsen. Dazu wurde am
Versuchsende in den jeweiligen BehandlungsgruppemMlyozytenquerschnitt im M.

quadriceps femoris sowie im linken Ventrikel bestimDas Vorgehen zur Ermittlung der
einzelnen Myozytenquerschnitte entspricht dem, kescin Kapitel 3.1.4 der 1. Studie
dieser Arbeit beschrieben wurde.

Nach 12 Wochen Therapiedauer war die Myozytengiif3®é1. quadriceps femoris der
Placebogruppe am grof3ten. Demgegentber stelltedsicMyozytenquerschnitt unter der
Behandlung mit AVE 7688 als signifikant kleiner dBroglitazon fuhrte ebenfalls zu einer
verminderten Myozytengrof3e im M. quadriceps femodie jedoch in Bezug auf die

Placebogruppe nicht signifikant unterschiedlich (b. 3.10).
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Abb. 3.10 Myozytenquerschnitt im M. quadriceps femoris nach 12-wéchiger Behandlung mit AVE 7688
oder Pioglitazon (MW = SEM, n = 10, *p<0,05 versus Placebo)

Im linken Ventrikel der Placebogruppe zeigten s@m Versuchsende die Kleinsten
kardialen Myozyten. Pioglitazon fuhrte diesbeziglau einer signifikanten Zunahme des
kardialen Myozytenquerschnittes von 158 + 33uim den mit AVE 7688 behandelten
Tieren zeigten sich ebenfalls grof3ere kardiale M@z, der Unterschied zwischen AVE
7688 und der Placebogruppe war jedoch nicht sigmiti (Abb. 3.11).
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Abb. 3.11 Myozytenquerschnitt im linken Ventrikel nach 12-wéchiger 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 ausgepragte Kagaitisfizierung im M. quadriceps femoris
auf, die mit den Werten der absoluten Kapillardechaich 13 Wochen Diabetesdauer im
ersten Versuchsabschnitt dieser Arbeit vergleichkar. Unter der Therapie mit AVE
7688 oder Pioglitazon war die Mikrogefal3rarefizregun Bezug auf die Placebogruppe
deutlich geringer. Sowohl die absolute als auchréiative Kapillardichte zeigte sich in
beiden Behandlungsgruppen signifikant erhoht (ABK.2). Die Mikrogefal3dichte in
diesen beiden Gruppen erreichte allerdings nichtWilerte der nicht-diabetischen Ratten
(= Referenzgruppe) im ersten Versuchsteil der ggdnden Studie. Hinsichtlich der
jeweiligen Kapillardichten im linken Ventrikel fard sich gleichartige Ergebnisse;
absolute und relative Kapillardichten stellten sictden mit AVE 7688 oder Pioglitazon
behandelten Tieren als signifikant erhoht dar (Abk3).
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Abb. 3.12 Absolute (A) und relative (B) Kapillardichten im M. quadriceps femoris nach 12-wéchiger
Behandlung mit AVE 7688 oder Pioglitazon (MW + SEM, n = 10, *p<0,05 versus Placebo)
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Abb. 3.13 Absolute (A) und relative (B) Kapillardichten im linken Ventrikel nach
12-wdchiger 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 aué andgliche Entwicklung einer
diabetischen Nephropathie bzw. einer Schéadigung gliemeruldren NierengefalRe zu
untersuchen, wurden nach 5-wéchiger Behandlungsddieerenale Ausscheidung von
Albumin sowie nach 12 Wochen Behandlung zusatzleehim Albumin die renale
Kreatininausscheidung bestimmt.

Placebo fuhrte nach 5 Wochen zu einer Albuminawsdaong, die den klinischen
Normbereich fir Menschen von 0,02 g/l nur leichergtieg. Das gleiche Resultat fand
sich zum selben Zeitpunkt unter AVE 7688. Unter @abe von Pioglitazon war die renale
Albuminexkretion zwar tendenziell hoher, im Vergleizur Placebogruppe jedoch nicht
signifikant (Abb. 3.14).

Wahrend der folgenden 7 Versuchswochen kam eden &ehandlungsarmen zu einem
weiteren Anstieg des Albumingehaltes in den jeweili Rattenurinen. In der Placebo-
gruppe fiel der renale Alouminverlust am starkstaa und war damit vergleichbar mit den
Werten aus dem ersten Ergebnisteil nach 13 Wocheelesdauer. Demgegenuber
wiesen die mit Pioglitazon oder AVE 7688 behandeligere eine geringere renale
Albuminausscheidung auf, dieser Therapieeffekt wurgedoch aufgrund hoher
individueller Unterschiede in der Albuminausscheigldurch die Statistik nicht bestatigt.
Die Kreatininkonzentration im Urin war in allen Baldlungsgruppen nach 12 Wochen
Behandlungsdauer unterhalb des klinischen Normiteesi fir Menschen von
3,2-11,5 mmol/l. Um das Ausmald der glomerularemrmi@abilitdtsstorung innerhalb der
einzelnen Versuchsgruppen zu differenzieren, wantleVersuchsende der Quotient aus
Albumin und Kreatinin bestimmt, unter der Annahnugss die tagliche Kreatinin-
produktion und -ausscheidung konstant gebliebernvadach 12-wéchiger Diabetesdauer
betrug dieses Verhdltnis fir AVE 7688 0,151 + Og@vmol, fir Pioglitazon
0,081 + 0,02g/mmol wund fur die Placebogruppe 0,185 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-wdchiger Behandlungsdauer (MW + SEM, n = 9-10, *p<0,05 versus Placebo)
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Abb. 3.15 Funktions- bzw. verdinnungskorrigiertes Verhaltnis 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 werdeassddie Therapie mit dem
Vasopeptidase-Inhibitor AVE 7688 oder dem Insulissiizer Pioglitazon in
Streptozotocin (STZ) -diabetischen Ratten vasoptivie Effekte im Sinne einer
verminderten Gefél3rarefizierung aufweist und sichRemdem gunstig auf die
hamodynamischen Parameter Blutdruck und Herzfregaeswirkt. Als weiterer Einfluss
wurden unter der Behandlung mit Pioglitazon Anzercleiner verminderten Schadigung

der glomeruléaren Nierengefal3e beobachtet.

4.1 Versuchsmodell

4.1.1 Ablauf

Mit Hilfe einer Vielzahl von klinischen und expergmtellen Studien konnte nachgewiesen
werden, dass Adipositas, Bluthochdruck und Diabetedlitus mit einer zunehmenden
mikrovaskularen bzw. kapillaren Gefal3rarefizier@asgoziiert sind, die entscheidend zur
Genese kardiovaskularer Erkrankungen beitragt ursdluth zu einer erhdhten
kardiovaskularen Morbiditat und Mortalitat dieseatienten pradisponiert (Toblli et al.,
2004; Camera et al., 2007).
Zur Simulation dieses relevanten Diabetes-asstemndPathomechanismus auf die Gefal3-
bzw. Kapillardichte wurde in der vorliegenden Atbeiit Hilfe von STZ ein Typ-I-
Diabetes induziert und anschlieend an medikamembsndelten mannlichen Wistar-
Ratten im Zeitverlauf der diabetischen Erkrankung dukzessive Abnahme der
Kapillardichte sowohl im Skelettmuskel (M. quadpsefemoris) als auch im linken
Ventrikel untersucht. Zeitgleich wurden die mit pbmender Gefalirarefizierung
einhergehenden kardiovaskularen Verédnderungen venzfidquenz, Blutdruck und
Nierengefalien gemessen.
Zur Sicherstellung der experimentellen Methodik wod Darstellung des Einflusses von
Diabetes mellitus auf die Gefal3dichte wurde didie#gende Untersuchung in insgesamt 2
voneinander unabhéangige Studien unterteilt, dieejisweine unterschiedliche Behandlung
vorsahen. Durch die erste der beiden Studien warGggich, Aussagen uber den zeitlichen
Beginn sowie den Verlauf der maximalen Gefal3schéjgzu machen, was letztendlich
wegweisend flir die Dauer der medikamentésen Bebagdin der zweiten Studie war.
51



Weiterhin diente das in der ersten Studie verwendeeérmodell der Validierung von
Versuchsmodell und Analytik. Dementsprechend solltdie pathophysiologischen
Auswirkungen des Diabetes mellitus auf das GefdBsysn Zeitverlauf von insgesamt 12
Wochen aufgezeigt und damit die langfristige Adaptder Gefal3e an die diabetische
Stoffwechsellage dargestellt werden. Die Tatsadhess es im Zeitverlauf unserer
Untersuchung zu einer zunehmenden Gefal3rarefizjekam, welche sich mit Hilfe von
Immunhistochemie gut nachweisen lie3, spricht fiégr Entwicklung einer diabetischen
GefalRschadigung und damit fir die Eignung und Rsemtativitat des hier eingesetzten
Tiermodells zur Simulation der progredienten Gedéffizierung im Rahmen der
diabetischen Erkrankung.

Zielsetzung der zweiten Studie war der spezifiddaehweis therapeutischer Effekte von
verschiedenen Pharmaka - im Besonderen des Vasdgapinhibitors (VPI) AVE 7688
bzw. des Insulinsensitizers Pioglitazon - auf daiskularen Veranderungen im Verlauf des
Diabetes. Um diesen medikamentdsen Einfluss soifigobz wie mdglich darzustellen,
ermittelten wir zeitgleich die GefalRverdnderunganeiner Placebogruppe. Unter der
Annahme, dass das kapillare Netzwerk und die Gafdsr unter physiologischen
Bedingungen stabil sind und keinem pathologischemb&l unterliegen, haben wir zur
Vermeidung nicht zwingend erforderlicher Tierverseikeine nicht-diabetischen Tiere in
diese Untersuchung einbezogen. SchlieBlich solleg drotektive, medikamentos-
induzierte Einfluss in dem speziellen Fall der étedrhen Gefal3schadigung untersucht
werden.

Nach insgesamt 12 Wochen Therapie zeigte sich dawaler mit AVE 7688 behandelten
als auch in der mit Pioglitazon behandelten Grugipe signifikant erhdhte Kapillardichte
im Skelett- und Herzmuskel, verglichen mit der Blamgruppe. Dieses Ergebnis belegt,
dass gerade die Verabreichung dieser Medikamendéchiich fur die verminderte
Gefalrarefizierung ist und damit einen positivefel&f auf die Gefal3protektion hat. Als
Erklarung fir diese beobachtete erhdhte Kapillaabhzunter der medikamentdsen
Therapie ergeben sich 2 verschiedene AngriffspunReEnkbar ware ein verminderter
GefalRuntergang bzw. -umbau und/oder eine Stimulater Angiogenese. Diesbeziglich
konnten Debbabi und seine Mitarbeiter (2006) dermm@mnen, dass die Langzeittherapie
mit Antihypertensiva bei Patienten mit essentielldiypertonie und (konsekutiv)
verminderter Kapillardichte nicht nur eine theragmahe Normalisierung der Gefalidichte
verursachen, sondern sogar eine erhohte Vaskulansan Vergleich zur normotensiven

Patienten bewirken kann.
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In unserer Studie zeigte sich im M. quadriceps fesnonter der Behandlung mit AVE
7688 eine absolute Kapillardichte von 874,2 + 40 fumd eine relative Kapillardichte
von 1,6 £ 0,1. Im Hinblick auf die Ergebnisse daht-diabetischen Referenzgruppe am
Versuchsanfang (absolute Kapillardichte = 974,86 mn¥?, relative Kapillardichte = 2,4
+ 0,07) verursachte die Behandlung mit dem VPI AVE&3& weder eine erhohte
Vaskularisation noch eine therapeutische Normaiisig der Gefal3dichte. Entsprechendes
gilt fur die Behandlung mit Pioglitazon (absolutepfllardichte = 748,4+ 30 mn¥,
relative Kapillardichte = 1,5 0,1). Die in der Literatur beschriebenen Referesrisviir
die Kapillardichte in gesunden Ratten unterliegereregroRen Schwankungsbreite. Olfert
et al. fihrten 2001 ein Experiment mit gesundenbholen Wistar-Ratten durch, in dem
sie den Einfluss von korperlicher Aktivitat untelomhoxadmie sowie Hypoxie auf die
Kapillardichte und die Expression Angiogenese-fimder Gene (VEGF etc.) im
Skelettmuskel (M. gastrocnemius) genauer untersuchihfolgedessen verglichen sie die
Kapillardichte und die ,capillary-to-fiber-ratio“Q/F) von Ratten, die sich einem 8-
wochigen Trainingsprogramm unterziehen musstenunirainierten Tieren. Dies erfolgte
zum einen unter Raumluftbedingungen und zum andereter Sauerstoffmangel.
Untrainierte, normoxamische Ratten hatten im M. trgasemius eine absolute
Kapillardichte von 1153 + 119 Kapillaren pro rhmnd eine C/F von 1,88 + 0,11. Im
Gegensatz dazu fanden Adolfsson et al. (1981) im ddadriceps femoris von
untrainierten, gesunden Sprague-Dawley Ratten 3335+Kapillaren pro mfmund eine
C/F von 1,38 + 0,16, was in Bezug auf die einzelk&pillardichten deutlich unter
unseren Werten liegt. Jefferson Frisbee initii?@6 eine vergleichbare Untersuchung
mit mageren und adipdsen Zuckerratten. Auch er reumtbte den Einfluss von
korperlichem Training auf die Kapillardichte im Mastrocnemius. Dabei zeigte sich in
untrainierten mageren Zuckerratten (Lean Zuckes RdtZR) eine MikrogefaRdichte von
ca. 860 mnf und in adipdsen Zuckerratten (Obese Zucker Rat®ZR) von knapp
660 mn¥, was in Bezug auf die OZR erneut deutlich unter ideder vorliegenden Studie
konstatierten Werten liegt. Bezogen auf die Refanemte in LZR entwickelte sich sogar
in der mit AVE 7688 behandelten Gruppe eine tharapehe Normalisierung der
MikrogefaRdichte. Ahnliche Resultate ergab die Belizng mit Pioglitazon, was fur die
hohe Effizienz dieser beiden Medikamente spricht.

Beziglich der kardialen MikrogefaRRdichte fanden ltkad und Kollegen (1995) im linken
Ventrikel von mannlichen Sprague-Dawley-Ratten einkapillardichte von
1971 + 97 mrif und eine C/F von 1,30 + 0,04, was mit unseren &veftir AVE 7688
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nahezu Ubereinstimmt (CD = 1930 + 75 HnC/F = 1,2 + 0,02). Auch Toblli und
Kollegen (2004) konnten im Herzen von LZR eine Mijefaldichte von 2031 + 50 rifm
ausmachen, was ebenfalls eine potentielle Norrealisg der Mikrogefal3dichte unter der

von uns eingesetzten Therapie annehmen lasst.

4.1.2 Aussagekraft

Die spezifische Toxizitdt von Streptozotocin (STH)r die insulinproduzierenden
Betazellen der Langerhansschen Inseln des Pankstalt eine grundlegende
Voraussetzung fir die Entwicklung und Anwendungesimedikamentds-induzierten,
experimentellen diabetischen Tiermodells dar; simoéglicht Untersuchungen, deren
Ergebnisse charakteristisch fur die diabetischelgdeskrankungen sind und nicht durch
weitere Wirkungervon STZ auf andere Organsysteme bedingt sind.

Mitte der 90-iger Jahre fanden Schnedl und Mitddoei(1994) heraus, dass die
zytotoxischen Effekte von STZ an die Expression @idJT-2-Transportern gebunden
sind, welche v.a. in den pankreatischen BetazellenLeber, der Niere und im Dinndarm
exprimiert werden. STZ wird Uber diese Transporier die jeweiligen Zielzellen
aufgenommen und fihrt dort durch Alkylierung unddBng von freien Radikalen zur
DNA-Fragmentation mit konsekutiver Apoptose (Thelegt al., 1997). Eine Regeneration
derB-Zellen ist auch nach einer langeren Versuchsdaicht wahrscheinlich (Junod et al.,
1967, 1969; Steiner et al., 1970).

Um die diabetische Stoffwechsellage eines Typ-lbBtas mellitus zu simulieren und die
damit einhergehenden pathologischen Alterationen Henz- und Kreislaufsystem zu
provozieren, setzten wir in der vorliegenden Arleeit experimentelles STZ-diabetisches
Rattenmodell ein. Nach intraperitonealer STZ-Inmktzeigten die in unserer Studie
behandelten méannlichen Wistar-Ratten viele Eigeaiseh, die ebenfalls bei Patienten mit
schlecht eingestelltem insulinabhéangigen Typ-I-Btab mellitus auftreten, beispielsweise
Hyperglykamie, Polydipsie und Polyurie.

In den spaten 60-iger Jahren zeigten Junod un@ $éitarbeiter (1967, 1969) in einem
Rattenmodell, dass die Wirksamkeit von STZ hindicht der Auspragung des
diabetischen Krankheitsbildes dosisabhangig isggeangen von der Entwicklung eines
milden Diabetes mellitus bei einer eingesetzten-8b&is von 25-35 mg Ky bis hin zur
Ausbildung eines ketoazidotischen Krankheitsbildesach  Applikation von

100 mg STZ kg, das ohne weitere Insulinsubstitution innerhaln 2obis 3 Tagen zum
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Sterben des Tieres fiihrt. Durch diese Korrelatiomisehen STZ-Dosierung und
Diabetesauspragung konnten wir eine relativ hoh&-B@sis von 75 mg K§ einsetzen,
die zur Genese eines schweren diabetischen Kraskhdes fihrt, jedoch ein Uberleben
der Versuchstiere ohne zusatzliche Insulinsubgiitgrmdaglicht.

Ein weiterer Vorteil dieses Tiermodells ist - neloln Moglichkeit pharmakologische und
biochemische Untersuchungen durchzufuhren - difacie Handhabung sowie die gute
Reproduzierbarkeit. Erwahnenswert ist darlber Hindie Tatsache, dass STZ keine
toxischen Wirkungen an Leber und Niere hervorrddingd et al., 1967; Evan et al., 1984).
Aus diesem Grund ist der Einsatz von STZ im Rahmen Untersuchungen zu
Auswirkungen des Diabetes auf die Nierenfunktiod tstruktur sehr gut geeignet.

Ein weiterer wichtiger Vorteil des STZ-induziert@habetes ist die fehlende vaskulare
STZ-Toxizitat. Dieseerklart sich zum einen durch den postulierten Wekhanismus von
STZ, der auf das Vorhandensein von GLUT-2-Trangporangewiesen ist. Schliel3lich
wird in Gefal3- bzw. Endothelzellen vornehmlich GtUT-1-Transporter exprimiert, der
keine Affinitat fir STZ besitzt (Schnedl et al.,94). Zum anderen zeichnet sich STZ
durch eine schnelle Wirkung mit einer kurzen Haltiszeit von ca. 5 bis 10 Minuten aus
(Schnedl et al.,, 1994), die sich unter anderem ldudte hohe Photo- und
Thermoinstabilitdt begriinden lasst. Hatte STZ giotentielle vaskulare Toxizitat, hatte
die von uns eingesetzte Therapie mit AVE 7688 uiugjifazon, die erst 8 Tage nach
STZ-Injektion angesetzt wurde, keinen Effekt halsiinfen. Da wir jedoch belegen
konnten, dass die von uns eingesetzte medikame®éksandlung eine hohe Effizienz
aufweist, kann man eine madgliche STZ-induzierte &Bef bzw. Endotheltoxizitat
ausschlieBen. Dadurch wird gewahrleistet, dass dasdtreten pathologischer
GefalRstrukturen im STZ-diabetischen Tiermodell igédh’ durch den Diabetes bedingt
ist und keinem anderen Einfluss unterliegt.

Die Ursache fur die Genese des Diabetes, ndmleloidjanotrope STZ-Wirkung und die
damit einhergehende selektive Zerstérung der patikohen Betazellen, ist ein weiterer
Vorteil dieser Studie. Dadurch, dass das hier vedete STZ-induzierte diabetische
Krankheitsbild eher einem Typ-I- als einem Typ-ibDetes entspricht, lasst sich ein
ursachlicher Einfluss von Pioglitazon auf die dimhe Stoffwechsellage bzw.
Stoffwechselbeeintrachtigung vermeiden, im Speaelauf die Insulinfreisetzung und
Veranderung der Blutglukosekonzentration. Entsprdh demonstriert das hier
eingesetzte Tiermodell vornehmlich den Einfluss Winglitazon auf die diabetische

Vaskulopathie und die damit einhergehenden Diabathsierten Sekundarerkrankungen.
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Aus diesem Grund eignet sich das von uns ausgexvphthophysiologische Tiermodell
sehr gut fir Untersuchungen im Hinblick auf die l#@tes-unabhangigen ,pleiotropen*
Wirkungen von Pioglitazon. Dies wird durch die Baobtung belegt, dass es in unserer
Studie unter der Behandlung mit Pioglitazon zu é&eisignifikanten Abnahme der
Blutglukosekonzentration oder des Kdrpergewichtas kverglichen mit unbehandelten
diabetischen Ratten gleichen Alters. Der Grund d&finnte darin liegen, dass STZ-
diabetische Ratten keine Insulinresistenz, sonadefigrund fehlender Produktion einen
Insulinmangel aufweisen. Glitazone vermindern dasma-Glukose-Konzentration, indem
sie die periphere Insulinsensitivitat Uber GLUTulrd GLUT-4-Transporter sowie tber
erganzende bzw. zusatzliche Wirkungen an Leber 8ieklettmuskel erhéhen.
Dementsprechend fuhrt die Gabe von PioglitazonTiZz-8iabetischen Ratten zu keinen
relevanten Veranderungen des Blutzuckers. Entspnelgh Befunde anderer
Arbeitsgruppen, die ebenfalls die Wirkungen vongkiazon im Tiermodell untersucht
haben, unterstitzen dieses Ergebnis (Majithiya e2@05; Toba et al., 2006).

Fur die pathophysiologische Relevanz dieses Tieettmdpricht auRerdem, dass es in
Bezug auf Veranderungen wichtiger Regulationsmesh@n Parallelitaten aufweist, die
ebenfalls im Rahmen der diabetischen Erkrankurfigeten.

Inzwischen ist bekannt, dass das Renin-AngioteAtdosteron-System (RAAS) eine
wichtige Schlisselrolle in der Pathogenese diattetis Komplikationen einnimmt. Im
Besonderen die durch Angiotensin Il (ANG) vermtgal Wirkungen auf das
kardiovaskulare System tragen wesentlich zur Emdwig Diabetes-assoziierter
Folgeerkrankungen bei (Dendorfer et al., 2005).

Bei Patienten mit chronischem Diabetes mellitus kumes typischerweise zu einer
Abnahme der plasmatischen Renin- und ANG-Konzeaontrah (Christlieb, 1976; Feldt-
Rasmussen et al., 1987; Christiansen et al., 1@88)che inhibitorische Effekte auf diese
Konzentrationen zeigen sich in diabetischen, rketotischen Ratten nach der
Behandlung mit STZ (Kigoshi et al., 1986). In diexk Kontrast zu dieser plasmatischen
Hemmung zeigt sich jedoch in verschiedenen kardiawé@ren Organen, wie zum Beispiel
der Niere, eine erhohte lokale RAAS-Aktivitat mdaldlich erhdhten Enzymkonzentra-
tionen von Renin und ANG (Danser et al., 1989).ddnlich konnte der intrazellulare
Volumenmangel aufgrund osmotischer Diurese undr@digverschiebungen sein. Bereits
1988 fanden Ubeda und seine Mitarbeiter in STZatisbhen Ratten sowohl in der Aorta
als auch in den Nebennieren erhohte RAAS-Komponentait ansteigenden

Plasmakonzentrationen an renal sezerniertem ira@kti®ro-Renin, welches daraufhin vom
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Gewebe aufgenommen und in kardiovaskular wirksamkB8yes Renin umgewandelt
wird. Weiterhin konnte in einer Vielzahl von Studieachgewiesen werden, dass STZ-
diabetische Ratten eine erhdhte ACE-Expression iswébe sowie einen Anstieg
derselbigen im Plasma zeigen (Hartmann et al., 19&&eleit et al., 1992; Erdmann et al.,
1998). Entsprechende Ergebnisse ergaben sich 188Firer Studie von Feldt-Rasmussen
bei diabetischen Patienten. Diese hohe lokale Agrdssion kann durch vermehrte
Konversion von Angiotensin | zu einem Anstieg dé&@-Konzentration in den jeweiligen
Organen fihren, was wiederum die ANG-vermitteltenehumende kardiovaskulare
Schadigung im weiteren Verlauf der diabetischenr&rkung erklaren konnte (Crespo et
al., 2003). Das Ubereinstimmen in der Regulation vaskularer und organbezogener
RAAS-AKktivitat in STZ-behandelten Ratten und in lmkischen Patienten spricht erneut
fur die Eignung des hier eingesetzten Tiermodells.

Zuséatzlich konnte inzwischen nachgewiesen werdeass ddie Endothelfunktion in
diabetischen Patienten beeintrachtigt ist und swebiterhin erhéhte Endothelin-1
(ET-1) -Konzentrationen im Plasma zeigen (Tomlingbral., 1992). Interessanterweise
finden sich vergleichbare Endothelverdnderungeniesogrhdhte plasmatische ET-1-
Konzentrationen in STZ-behandelten Ratten (Tomhnsa al., 1992). Demzufolge
ermoglicht dieses Tiermodell ebenfalls Untersuclemnigzw. Beurteilungen in Bezug auf
die pathologischen Endothelzellveranderungen sowe&r daraus hervorgehenden
kardiovaskularen Veranderungen im Rahmen des aalmeellitus.

In der Klinik wird Pioglitazon therapeutisch beitleaten mit Typ-llI-Diabetes eingesetzt.
Folglich stellt sich die Frage, ob sich die expenell bei einem absoluten Insulinmangel
nachgewiesene mikrovaskulare Protektion auch posiauf die kapillaren
GefalRverdnderungen beim Typ-lI-Diabetes auswirké@mnte. Diesbeziglich konnte
Frisbee (2005a) als pathophysiologische Entspregleume dhnlich progrediente kapillare
Gefal3schadigung als Konsequenz eines Typ-lI-Digbetachweisen. Aufgrund der
Tatsache, dass sich in STZ-behandelten Mausen alsenfvergleichbare
MikrogefaRschadigungen zeigten (Emanueli et aD22@lan et al., 2009), ist es plausibel,
dass die bei beiden Diabetesformen vorhandene Hlbé&mie, von der bedeutende
gefalRschadigende Effekte bekannt sind (Laakso, )19%fs ausschlaggebende
pathophysiologische  Korrelat fur die auftretende piKarrarefizierung ist.
Dementsprechend ware zu erwarten, dass die gefaRpven Effekte von AVE 7688 und
Pioglitazon ebenfalls beim Diabetes mellitus Typzili beobachten sind, zusatzlich zu
blutzuckersenkenden Wirkungen (bei Pioglitazon).ledings kann man diese
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vasoprotektiven Effekte beim Typ-Ill-Diabetes nicleiektiv nachweisen, da die Behand-
lung mit Pioglitazon zuséatzlich auch die diabetes&toffwechsellage verbessern wiirde.

In der vorliegenden experimentellen Studie bewidiee organotrope STZ-Wirkung eine
selektive Zerstorung der pankreatischen Betazeti@hergehend mit der Entwicklung
einer akuten Hyperglykdmie. Das plotzliche Einsetdeeser Hyperglykamie und der von
uns induzierte frihe Therapiebeginn entsprechenhtnider pathophysiologischen
Entwicklung des Diabetes und der klinischen Prépesn Menschen. Aus diesem Grund
mussen eventuelle klinische Konsequenzen diesarnBefsehr zurtickhaltend diskutiert
werden. An dieser Stelle ist allerdings hervorz@meldass mit Hilfe der vorliegenden
Arbeit vor allem ein gefal3protektiver Wirkmechanisnder eingesetzten Medikamente

dargestellt werden sollte.

4.1.3 Analyse der Kapillardichten

Durch konventionelles Mikroskopieren in Kombinatimit Immunhistochemie lassen sich
Gewebe- bzw. Gefal3strukturen morphologisch und géntispezifisch in einer hohen
Auflosung darstellen. Zur Auswertung dieser immstdthemisch markierten
GefalRkomponenten, beispielsweise zur BestimmungGefidlidichten, stehen heutzutage
als Standardmethoden die manuelle oder computéigestAuszahlung zur Verfigung.
Dabei konnte in Untersuchungen zur Gegeniberstellder manuellen mit der
computergestitzten Bildanalyse hinsichtlich der eatnation von Gefal3dichten eine
signifikante Ubereinstimmung der Ergebnisse beiflealysemethoden gezeigt werden
(Fox et al., 1995; Weidner, 1995b; Cruz et al., DO@D31, auch bekannt als ,Platelet
endothelial cell adhesion molecule* (PECAM-1),a8t transmembranes Glykoprotein mit
einer Molekularmasse von 130 Kilodalton (kDa), vixels vor allem auf Endothelzellen
exprimiert wird Antikérper gegen das CD31-Antigen gehdren demagitien sensitivsten
Endothelmarkern. Dies ergibt sich aus vorangegametudien, in denen die
Uberlegenheit von CD31 gegeniiber anderen spezfisdBndothelmarkern, wie zum
Beispiel dem von-Willebrand-Faktor-Antigen (VWF:Afyiiher: Faktor VllI-assoziiertes
Antigen) oder CD34, zur Markierung von Endotheleelbezeigt werden konnte (Horak et
al., 1992; Giatromanolaki et al., 1997). Ein Nadhtles VWF:Ag ist, dass es nicht auf
allen Endothelzellen exprimiert wird und damit alsth-negativen Resultaten fihren kann
(Parums et al.,, 1990). Weiterhin ist bekannt, dsswohl vVWF:Ag wie auch CD34

zusatzlich mit lymphatischem Gewebe reagieren usdlth falsch-positive Ergebnisse
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aufweisen konnen (Schmidt und von Hochstetter, 198&meulen et al., 1996). Zu
erwahnen ist jedoch, dass CD31 in Formalin-fiximrteGewebe gelegentlich mit
Plasmazellen reagieren kann (Vermeulen et al., 1296 Grund, weshalb wir uns fur den
Einsatz von Gefrierschnitten entschieden habere &gitere wichtige Grundlage ist, dass
der eingesetzte Antikérper ebenfalls eine Spetfiitidas jeweilige Tiermodell zeigt. Der
in dieser Arbeit eingesetzte CD31-Antikorper iseAfisch fur Rattengewebe und eignet
sich damit gut fur die von uns gewahlte Auswertiamgthode. Bei der hier angewandten
Avidin-Biotin-Komplex-Methode (ABC-Methode) fir Gaérschnitte bindet zunéchst ein
Primarantikorper an das Antigen, in diesem Fall CD®ieser Primarantikorper ist
unabdinglich fur eine positive Reaktion. Dementspend fuhrten wir zur Verifizierung
der Antikorper-Spezifitat fur Endothelzellen bzwD&1 diese Methode auch ohne den
Primarantikorper durch, woraufhin sich die Immutbehemie als negativ darstellte. Um
maogliche Verwechslungen mit den Myozytenzellkerzenvermeiden, fuhrten wir eine
Ubersichtsfarbung mit Hamatoxylin-Eosin durch, vaelovor allem basophile Strukturen
- insbesondere Zellkerne - blau farbt.

Des Weiteren stimmt unsere immunhistochemischeur@lnit der bekannten Histologie
des Skelett- und Herzmuskels UUberein. Sowohl imtologischen Bild des
quergeschnittenen Skelett- und Herzmuskels als awahnseren immunhistochemisch
angefarbten Gefrierschnitten zeigen sich die Mdakeln dicht aneinandergelagert und
von Kapillaren versorgt. Diese Mikrogefal3e verlaufeisammen mit Lymphgefal3en und
Nervenfasern in den Bindegewebssepten (= Endomysuimdie einzelnen Muskelfasern
umspinnen. Hinzukommend zeigt sich in unseren &sithnitten sowohl das Zytosol als
auch das Endomysium véllig frei von unspezifiscManfarbungen, was ebenfalls fur die
von uns gewahlte Farbungsmethode spricht.

Aul3erdem entsprechen die von uns erhobenen quaaitaErgebnisse bezlglich der
Kapillardichten im Herz- und Skelettmuskel von Rattden Werten vorangegangener
Studien (Hudlicka et al., 1995; Frisbee et al.,&0Was ebenso die Eignung der von uns
eingesetzten immunhistochemischen Farbung bestatigt

Die Schnittfelder zur Bestimmung bzw. Auszahlung Hapillardichte wurden von uns
nach den Kriterien von Weidner unter Bertcksichigder sog. ,Hot-spots” (= Areale mit
der hochsten Gefalidichte) (Weidner, 1995a) ausdewidut Vermeulen et al. (1996)

gehort dieses Vorgehen zu den in der Literatur eiiphen Standardmethoden.
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4.1.4 Strukturelle Myokard- bzw. Myozytenveranderurgen sowie Myozyten-

morphometrie im Versuchsverlauf

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich am Versuodse in der Placebogruppe ein
linksventrikulares Gewicht von 607 + 15 mg. Entgbende Werte fanden sich im
Zeitverlauf des ersten Versuchsabschnittes nadr 8mabetesdauer von 13 Wochen. Die
Behandlung mit Pioglitazon fuhrte zu vergleichbawerten. Unter AVE 7688 war das
Gewicht des linken Ventrikels signifikant leichtéit Bezug auf die Ergebnisse der nicht-
diabetischen Referenzgruppe am Versuchsanfangezsict weder in der Placebogruppe
noch im Zeitverlauf von 13 Wochen Diabetes ein wdsder Unterschied fur das
linksventrikulare Gewicht. Folglich kann die Entkieng einer Linksherzhypertrophie
unter der Behandlung mit AVE 7688 oder Pioglitazander vorliegenden Studie
ausgeschlossen werden. Dies wird durch vorangegangtudien unterstitzt, die belegen
konnten, dass sowohl Pioglitazon als auch VPI de@eSe einer kardialen Hypertrophie
verhindern (Trippodo et al., 1999; Asakawa et2002). Diesbeztiglich konnten Trippodo
et al. (1999) demonstrieren, dass VPI die mdgliEhewvicklung einer Herzhypertrophie
starker unterdriicken als die alleinige Gabe ein€SEAnhibitors. Eine potentielle
Erklarung fur diese bessere Wirksamkeit konnteedt@hte renale ANP-Exkretion sein,
die sich auf die zusatzliche NEP-Inhibition zuriidkfen lasst.

Des Weiteren liegen die in der Literatur beschmemeWerte fur das linksventrikulare
Gewicht in Wistar-Ratten mit 636 £+ 20 mg bzw. 9683 mg (Leineweber et al., 2003;
Lorenz, 2007) teilweise deutlich Gber unseren Werteas ebenfalls gegen die Genese
einer Linksherzhypertrophie spricht.

Die Tatsache, dass in der vorliegenden Studie sburtler der Gabe von Pioglitazon als
auch von AVE 7688 die absolute und die relativelicde Kapillardichte im Vergleich zur
Placebogruppe bei anndhernd gleichbleibendem Hearelge signifikant erhdht waren,
spricht fur einen verbesserten Erhalt von Mikro@ef& Urséachlich fur diese beobachtete
Entwicklung konnten - zusatzlich zur VerhinderungsdDiabetes-bedingten direkten
Kapillaruntergangs - ein sukzessiver Verlust vomdi@nmyozyten oder eine Abnahme der
Myozytengro3e im Versuchsverlauf sein. Dadurch,sddge relative Kapillardichte
(= Kapillaranzahl pro Myozyt) ahnlich ansteigt wdee absolute Kapillardichte, scheidet
eine Verringerung der Myozytengrof3e unter der naddntésen Therapie als
wesentlicher Einfluss aus. Das unter der Behandlmmg Pioglitazon unveranderte
Herzgewicht spricht zudem gegen einen Verlust voyoaytaren Zellen. Die leichte

Verminderung des linksventrikularen Gewichtes uM¥E 7688 lasst diese Moglichkeit
60



noch offen. Allerdings ist bekannt, dass besond&€E-Hemmer das Herz
hamodynamisch entlasten und durch Reduktion von icdagsin Il (ANG) einer
Myokardhypertrophie entgegenwirken. Entsprechendnnten Amann und ihre
Forschungsgruppe (2003) in Ratten mit subtotalephkektomie nach 8-wdchiger
Versuchsdauer demonstrieren, dass die Gabe vonpRaden in unbehandelten Tieren
beobachteten Verlust von Herzmuskelzellen verhbedeZusatzlich zeigte sich in der
Kontrollgruppe eine deutliche Zunahme des Muskblakimens (Zellhypertrophie) mit
konsekutiver Entwicklung einer LinksherzhypertraphiBeide Ph&nomene wurden
ebenfalls durch die Gabe von Ramipril aufgehobemchAOlivetti et al. (1993) konnten
anhand eines Rattenmodells veranschaulichen, dassAGE-Inhibitor Spirapril eine
Abnahme des Herzgewichtes und der Myokarddicke es@ine Zunahme der kardialen
Kapillardichte verursacht.

Im Hinblick auf die TZD konnten Diep et al. (200d&)legen, dass PPARAgonisten eine
Normalisierung des Zellwachstums in glatten Geféflcalzellen bewirken. Dariber
hinaus hat sich Pioglitazon seit dem Zeitpunkt eleMarkteinfiihrung in Deutschland als
wirksames und gut vertragliches orales Antidiahetiketabliert, was unter anderem auf
die vorwiegend tierexperimentell nachgewiesenenstgen vaskuldren und kardialen
Effekte zurtickzufihren ist. Eine Myokardschadigumy Form eines zunehmenden
Myozytenunterganges ist als Nebenwirkung von Piagtin nicht bekannt (Erdmann und
Hanefeld, 2004). Aus diesen Uberlegungen folgtsdadie beobachtete Steigerung der
Kapillardichte unter AVE 7688 oder Pioglitazon aeihen besseren Erhalt oder die
Neubildung von Kapillaren zurtickzufihren ist undathi wesentlich von strukturellen

Veranderungen des Myokards beeinflusst wird.
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4.2 Bedeutung der PPARy-Rezeptor vermittelten Wirkungen

4.2.1 Blutdruck

Die Regulation des Gefalitonus wird vor allem Uber dndotheliale Freisetzung
vasoaktiver Substanzen gesteuert, von denen insthe® die Vasodilatatoren
Stickstoffmonoxid (NO) und Prostacyclin sowie dieasékonstriktoren Endothelin-1
(ET-1) und Thromboxan Aerwé&hnenswert sind.

Inzwischen gibt es eine Vielzahl an experimentelled klinischen Studien, die beweisen
konnten, dass Bluthochdruck mit einer progredienfsonahme der Kapillardichte
einhergeht (Battegay et al., 2007). Die darausltiesende verminderte Anzahl und
Bildung von Mikrogefal3en kann wiederum durch eineehmende Beeintrachtigung der
Organdurchblutung eine kompensatorische Sympathktivierung hervorrufen mit
konsekutiver Erh6hung des peripheren Widerstande$s damit einhergehend einem
weiterem Anstieg des arteriellen Blutdruckes. Fotjeses Circulus vitiosus ist eine
zunehmende Gefalrarefizierung in Kombination miteeifortschreitenden Schéadigung
kardiovaskularer Organe. Dementsprechend ist dashbrechen dieses Circulus vitiosus
mit einer effektiven antihypertensiven Therapie umn daraus resultierenden
Auswirkungen auf die Kapillardichte von grof3em tetse. Debbabi et al. (2006) konnten
diesbeziiglich belegen, dass eine wirksame blutdarmtende Langzeittherapie bei
Patienten mit essentieller Hypertonie mit einet@genden Mikrogefalidichte einhergeht.
In der Placebogruppe kam es nach 11 Wochen Verdachs zu einem Diabetes-
bedingtem Blutdruckanstieg von 213 mmHg. Pioglitazon schwéchte diesen Blutdruck-
anstieg um 11 + 2 mmHg ab, so dass die Blutdrudenmer der Pioglitazongruppe nach
wie vor den in der Literatur beschriebenen Normerefitir gesunde Wistar-Kyoto-Ratten
(110 + 2 mmHg) (Hsieh et al., 2004) entsprachen.

Des Weiteren zeigte sich unter der Behandlung nmwiglRazon eine um ca. 94 %
(= Skelettmuskel) bzw. um ca. 53 % (= Herzmuskeihdre Kapillardichte, die unter
anderem durch die beobachtete Blutdrucksenkungngediein konnte und damit die
Hypothese unterstiitzt, dass Thiazolidindione (TZBlutdrucksenkende und damit
gefal3protektive Eigenschaften besitzen. Majithiya tollegen konnten 2005 in einem
Rattenmodell des Typ-I-Diabetes demonstrieren, dissTherapie mit Pioglitazon im
Vergleich zur Placebogruppe mit einer signifikamhdhten Bildung der endogenen

Antioxidantien Superoxid-Dismutase und Catalaséezigeht, welche wiederum fiur einen
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vermehrten Abbau von Sauerstoffradikalen (ROS)angiy sind und dadurch ansteigende
NO-Spiegel verursachen. Bereits nach 4 Wochen BHkhagsdauer kam es zu einer
Regenerierung des Gleichgewichtes zwischen Vagatida und -konstriktion und damit
einhergehend zu einer Minderung des erhdhten Rlokdss. Zusatzlich konnte belegt
werden, dass Pioglitazon zu einer gesteigerten N@&tzung in der Aorta STZ-
diabetischer Ratten fuhrt. 1994 konnte die Forsghgruppe von Zhang et al.
demonstrieren, dass die blutdrucksenkenden Eigaftechvon Pioglitazon auch durch
eine direkte vasodilatierende Wirkung hervorgerukemden, namlich durch die Blockade
von Calcium-Kanalen und damit einhergehendem veterten Calcium-Einstrom in die
Zelle. Gleiche Resultate erzielten Buchanan et (4895) in einem Rattenmodell.
Interessanterweise treten diese direkten Effekse maich einer Behandlungsdauer von
mehr als 3 Wochen und einer eingesetzten Pioght&&amzentration von mehr als 10/
auf (Majithiya et al., 2005). Grund flr diese pattierte Wirksamkeit kénnte die initial
vorhandene Storung der physiologischen Endothelifmmlsein, die sich erst im Laufe der
folgenden Wochen regeneriert und Voraussetzungdfér direkten vasodilatierenden
Effekte der PPAR~Agonisten ist.

Pharmakokinetische Studien an mannlichen Rattererhaezeigt, dass die maximale
Plasma-Konzentration von Pioglitazon (Cmax) naciesrVerabreichung von 10 mgkg
35uM betragt (Majithiya et al., 2005). Um die direkt&iffekte von Pioglitazon auf die
Calcium-Kanéle zu nutzen, betrug die von uns eieigés Pioglitazon-Dosierung
10 mg kg" und die Behandlung dauerte insgesamt 12 WochemzDielge kann der
beobachtete verminderte Blutdruckanstieg sowohtidulirekte als auch durch indirekte
vasodilatierende Pioglitazon-Wirkungen erkléart vesrd

Ein weiteres wichtiges Substrat, das wesentlicdearBlutdruckregulation beteiligt ist und
dessen Stoffwechsel entscheidend durch TZD besstflwerden kann, ist das ET-1.
Dementsprechend kdnnen auch Interaktionen mit deml-Gtoffwechsel fur die
beobachteten Blutdruckeffekte in der vorliegenderel verantwortlich sein. Zumal
inzwischen belegt ist, dass ET-1 eine Erhdéhung $Swpathikotonus verursacht und
dadurch eine nicht zu unterschatzende Rolle inRd#¢hogenese von Bluthochdruck und
Niereninsuffizienz spielt. Dies konnte unter anderturch die Gabe des spezifischen ET-
Rezeptor-Antagonisten Bosentan verifiziert werddar bei Patienten mit essentieller
Hypertonie zu einem Blutdruckabfall fihrte (Krum at, 1998). Ischamie, Stress sowie
diverse humorale Faktoren, wie zum Beispiel Glukader Insulin, bewirken eine erhohte
endotheliale ET-1-Sekretion. Toénet al. (2008) konnten belegen, dass sowohl Patent
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mit insulinabhé&ngigem Diabetes mellitus (IDDM) asch mit nicht-insulinabhangigem
Diabetes mellitus (NIDDM) erhohte Plasma- und WUfiorzentrationen an ET-1
aufweisen. Zusatzlich zeigte sich im gleichen Patiekollektiv eine signifikant positive
Korrelation zwischen Plasma-ET-1 und Blutdruck FRRwes = 160/92 mmHg im
Vergleich zu RRontrole = 120/80 mmHg). Entsprechend bewirkte die Gabe von
Rosiglitazon in Ratten eine Abnahme der erhéhterlETRNA-Expression und flhrte
dadurch zu einem vermindertem Blutdruckanstieg i(Bichet al., 2003).

Folglich lassen sich die blutdruckregulierendeneBgghaften der TZD unter anderem
durch Interaktionen mit dem NO-, Calcium- und Ematinstoffwechsel erklaren.

4.2.2 Angiogenese

Zusatzlich zur Blutdrucksenkung konnte die unter @abe von TZD nachgewiesene
erhohte NO-Bioverfugbarkeit durch eine gesteigdit® Freisetzung (Calnek et al., 2003;
Schiffrin, 2005) eine weitere mogliche Erklarung fiie in dieser Studie aufgetretene
merklich verminderte Kapillarrarefizierung im Hemand Skelettmuskel sein. Schliel3lich
ist inzwischen belegt, dass gerade das Vorhandensed die Wirkungen von NO
Voraussetzungen fur den Gefal3erhalt und Bedingufiyedie Genese neuer Kapillaren
sind (Ziche et al., 1994; Matsunaga et al., 2000yd. et al., 2001; Girardot et al., 2004).
Dies wird durch einen Bericht von Conway und seif@rschungsgruppe (2001)
untermauert, in dem die NO-vermittelte Vasodilatatals einer der ersten Schritte in der
Angiogenese beschrieben wird. ,Vascular endothej@wth factor* (VEGF), dessen
Expression unter anderem durch NO hochreguliertl, wbewirkt eine erhtéhte vaskulare
Permeabilitdt - hervorgerufen durch eine Um- bzveuRerteilung von interzellularen
Adhasionsmolekilen - sowie Veranderungen der Zefibranstruktur. Folge ist neben
einer Extravasation von Plasmaproteinen die Akting, Proliferation und Migration von
Endothelzellen. Zusatzlich stimuliert VEGF die etiddiale NO-Synthase (eNOS), was
wiederum eine erhohte Freisetzung von NO hervoumidt somit eine weitere Stimulation
der Angiogenese bewirkt. Um eine pathologische @efabildung zu vermeiden und
gleichzeitig den Erhalt der GefalRe zu gewdahrlejssprelt zuséatzlich das Angiopoietin-1
als naturlicher Anti-Permeabilitatsfaktor eine zalg Rolle in der Regulation der
physiologischen Angiogenese.

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

zu einer zunehmenden Kapillarrarefizierung im Steleskel bei Ratten mit
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metabolischem Syndrom fihrt. In adipésen Zuckesmattam es zu einer zunehmenden
Beeintrachtigung der Durchblutung des Skelettmussketrbunden mit einer reduzierten
MikrogefaRdichte (Capillary Density (CB) 650 Kapillaren mif). Zeitgleich zeigte sich
eine erhdhte GefalRwandsteifigkeit sowie eingestedasodilatation. Als Ursache fur
die progressive Mikrogefal3schadigung wurde in dieStudie eine vermehrte ROS-
Produktion angenommen. Diese Vermutung wurde dertibhte Konzentrationen von
15-Isoprostan k (ehemals als 8-Epi-Prostaglandin, Foezeichnet) verstarkt, einem
in-vivo-Indikator fur chronisch erh6hten oxidativ&tress (Hansel et al., 2004). Bestatigt
wurde dieser Verdacht durch den Erfolg einer amdimtkven Therapie mit Tempol, einem
Superoxid-Dismutase-Mimetikum, welches zu signifika reduzierten Plasma-
15-Isoprostan fSpiegeln mit konsekutiv abnehmender Genese vonktivea
Sauerstoffradikalen flhrte. Zusatzlich zeigten sdibhte vaskulare NO-Konzentrationen,
eine gesteigerte Skelettmuskeldurchblutung sowie erhdhte vasodilatative Reaktivitat
in Kombination mit einer verminderten Kapillarramérung (CD~= 780 Kapillaren mr).

In einem anderen Versuchsarm dieser Studie, namiichmageren Zuckerratten,
verursachte die chronische Blockade der NO-Synthasben einem deutlichen
Blutdruckanstieg ebenfalls einen Riuckgang der Kapiichte, ein Indiz fur die zentrale
Bedeutung von NO beziiglich der Entwicklung und defmalt von Kapillaren.

Die Mobilisation vaskularer angiogener Stammzelld@onnte einen weiteren
Wirkmechanismus der TZD darstellen, der fur diedbte Mikrogefal3dichte in der
vorliegenden Studie verantwortlich ist. SchlieB3lght es inzwischen Studien, die belegen,
dass sich mit Hilfe der pleiotropen Wirkungen vdrAR-y-Agonisten im Knochenmark
gebildete und im Blutkreislauf zirkulierende adultezw. angiogene Stammzellen
(angiogenic progenitor cells = APCs) zu Endothétreldifferenzieren kdnnen. Diese
APCs konnen mobilisiert werden wesentlich zur ReldEhelialisierung nach
Gefalintervention beitragen. In einem von Wand.g2804) durchgefihrten Mausmodell
forderte die Behandlung mit Rosiglitazon nach feser Angioplastie sowohl in vitro als
auch in vivo die Differenzierung von APCs in ausijiée Endothelzellen und verursachte
dadurch eine frihzeitige Re-Endothelialisierung Wfargleich zur Kontrollgruppe. Im
gleichen Tiermodell fuhrte Rosiglitazon zu einemZbme der endothelialen Stammzellen
(endothelial progenitor cells = EPCs) im Knocherimand zu einer abnehmenden
Differenzierung der im Blutkreislauf zirkulierend&tammzellen in glatte Muskelzellen,
was ebenfalls schitzende Wirkungen beztiglich déwiEklung einer Intimahyperplasie
mit moglicher Re-Okklusion zeigte.
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PPARy-Agonisten konnten demnach nicht nur durch einé&lgd NO-Bioverfiuigbarkeit,
sondern auch durch die Bildung und Mobilisierung &PCs eine vermehrte Genese von

BlutgefalRen induzieren.

4.2.3 Anti-apoptotische Effekte

Die vermehrte Formation von Sauerstoffradikalen $§R@n Rahmen der diabetischen
Erkrankung ist eine der Hauptursachen fir die mdignte Endothelschéadigung (Camera
et al., 2007). ROS bewirken durch Interaktionenintitazellularen Signalmolekilen - wie
zum Beispiel der Poly-ADP-ribose Polymerase (Zhengl., 2004) - DNA-Schaden und
aktivieren dadurch die zellulare Apoptose (Wiermgpe 2003). Ein weiterer
Apoptoseférdernder Pathomechanismus ist die amuatélyperglykamie, die Uber die
Bildung von glykosyliertem Kollagen eine vorzeitigglterung von Endothelzellen
verursacht und schlie8lich eine Aktivierung desgpaonmierten Zelltodes hervorruft
(Camera et al., 2007).

Der praventive Einfluss von PPARAgonisten auf die Apoptose ist in einer Vielzabhv
Studien untersucht worden. Insofern konnten audhapoptotische Wirkmechanismen
von Thiazolidindionen (TZD) ein weiterer Grund fiie in der vorliegenden Untersuchung
beobachtete deutlich verminderte Kapillarschadigws®n. Zumal man inzwischen
nachweisen konnte, dass TZD eine erhohte Expressmm Apoptose-Inhibitoren
bewirken. Diesbeztiglich fuhrten Artwohl et al. (B)@ine experimentelle in-vitro-Studie
mit humanen Endothelzellen durch. Ziel war, dieeklien Wirkungen von verschiedenen
PPARy-Liganden auf die basale sowie TNFbzw. Stearinsdure-induzierte Apoptose und
die damit einhergehende Protein-Expression zu sutben. Die isolierten Endothelzellen
wurden hierfir Uber 48 Stunden den TZD TroglitazRwosiglitazon, Pioglitazon oder
RWJ241947 (RWJ) mit einer Konzentration von 2480 ausgesetzt. Dabei stellte sich
heraus, dass Troglitazon, Rosiglitazon und Piagiitabei einer Konzentration von W
und RWJ bei einer Konzentration von o zu einer Hemmung der basalen Apoptoserate
um 8-25 % fuhrten. Interessanterweise nahm dieseniieng bei zunehmender Dosierung
von Troglitazon, Rosiglitazon und Pioglitazon alm dann bei einer Konzentration von
50uM wieder auf den Ausgangswert der basalen Apopatserurtickzukehren. RWJ
verursachte eine komplette Aufhebung der TdNFbzw. Stearinsaure-vermittelten

Apoptose. Ursache fir die anti-apoptotischen Wigam der TZD war in der
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Untersuchung die erhohte Expression des Apoptdseitars Bcl-2, die mit der
eingesetzten Medikamentenkonzentration invers kerte.

Taba und Mitarbeiter (2003) konnten demonstrierelgss auch 15-Desoxy-
prostaglandin i) dosis-abhangig anti-apoptotische Effekte aufwdisiem es bei einer
eingesetzten Konzentration von 16 pM eine erholgrdssion des Apoptose-Inhibitors
c-1AP1 hervorruft.

Zusammenfassend kann man sagen, dass sich digpaptietischen Wirkungen der TZD
zum einen in einer vermehrten Bcl-2-Expression gegenlaufiger Downregulation
Apoptose-fordernder Proteine auf3ern. Zum anderamtka Chen et al. (2004) belegen,
dass die Apoptose-hemmenden Effekte von PRA&gonisten zusatzlich auf einer
Hemmung der Caspase-3-Aktivitdt und der TiNfduzierten Apoptose beruhen.

4.2.4 Entzindung und Angiotensin II-Stoffwechsel

Die Genese kardiovaskularer Erkrankungen wird daiash Zusammenspiel einer Vielzahl
von pathogenen Stoffwechselprozessen geférdertseDieinhalten, zusatzlich zu den
bereits erwahnten Pathomechanismen, eine verm@hateskription von Entzindungs-
faktoren mit resultierender Induktion von inflammi@gchen Prozessen sowie eine erhdhte
Freisetzung pro-inflammatorischer Zytokine und ARMase-Proteinen (Reynolds und
Goldberg, 2006).

Untersuchungen, die einen moglichen Einfluss dieSatziindungsprozesse auf das
mikrovaskulére Netzwerk und den Kapillarumbau beleém sind in der Literatur nicht
auszumachen. Dennoch kénnte das vermehrte Vorhseidewon inflammatorischen
Reaktionen ein weiterer Mechanismus fir die progrgd Kapillarrarefizierung im
Rahmen der diabetischen Erkrankung sein. Zumallemittile belegt ist, dass auch
makrovaskulare Erkrankungen wie die Atherosklerasé einem Entziindungsprozess
beruhen. Folglich kdnnten die bekannten anti-inftaatorischen Wirkungen von
Thiazolidindionen (TZD) auch entscheidend zu eiWerzégerung und/oder Milderung
dieser zunehmenden Mikrogefal3schadigung beitradaterstitzt wird diese Hypothese
durch  vorangegangene Publikationen, die beweisennntka, dass die
entziindungshemmenden Effekte von PRARgonisten die Entwicklung und Progression

kardiovaskularer Erkrankungen wesentlich verzogeaffner et al., 2002).
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Die Proliferation und Hypertrophie kardialer sowsaskuldrer Muskelzellen ist ein
wesentlicher Bestandteil des kardiovaskularen ,dsling”. Folge ist die Genese von
Gefal3stenosen, -verschlissen, Hypertonie und Oygarnthophie mit zunehmender
Myokardinsuffizienz. PPAR~Agonisten vermindern die Proliferation und Migeativon
Monozyten und glatten Muskelzellen durch Interferemit multiplen Zellzyklus-
regulatoren (Hsueh und Law, 2001). Diese Interalktiostellen ebenfalls eine potentielle
Erklarung fir die in dieser Untersuchung erhobenBafunde hinsichtlich des
kardiovaskularen Systems unter der Gabe von Paaglit dar. Weiterhin konnte mit Hilfe
von experimentellen Studien belegt werden, dasgliRimon auch die Angiotensin I
(ANG) -vermittelten proliferativen Wirkungen aufagte Muskelzellen und Fibroblasten
inhibiert, einerseits durch eine reduzierte ROSdBktion und andererseits durch eine
Downregulation der AFRezeptor-Expression und -aktivitat (Takeda et 2000). Diep
und Mitarbeiter (2002) konnten an Sprague-DawlettdRazeigen, dass die Behandlung
mit Pioglitazon die Entwicklung einer ANG-vermitieh Hypertonie verhindern konnte. In
der gleichen Studie wurde zusatzlich konstatierassd PPAR~Agonisten durch
Unterbindung der pathologischen Zellproliferatioowse durch entziindungshemmende
Effekte eine Verbesserung der eingeschrankten Betlohktion hervorrufen;
maoglicherweise durch eine verminderte Hochregufation AT,-Rezeptoren, Zellzyklus-
proteinen und pro-inflammatorischen Mediatoren.

Demnach konnten die kardio- und vaskuloprotektiEdfekte von Pioglitazon in der
vorliegenden Studie zusatzlich durch Interaktionain inflammatorischen Stoffwechsel-

prozessen sowie durch Wechselwirkungen mit dem Adh@shalt assoziiert sein.

4.2.5 Kardiale Wirkungen

Zur Expression und Funktion von kardialen PPARezeptoren finden sich in der
Literatur kontroverse Standpunkte. In einigen Stodkonnte im Herzen bzw. in den
Kardiomyozyten eine relativ hohe Konzentration \RPIRARy-Rezeptoren nachgewiesen
werden (Bishop-Bailey, 2000; Takano et al., 20@00ganderen Studien hingegen fand man
nur eine sehr geringe bzw. gar keine ExpressionlyK@003). Gleichwohl gibt es
inzwischen eine Vielzahl von Untersuchungen, did¢eden, dass PPARAgonisten
kardioprotektive Wirkungen entfalten. Diese Effeki@nnten in Bezug auf die
mikrovaskuldre Gefal3versorgung des linken Ventsikebenfalls in der vorliegenden

Arbeit beobachtet werden. So konnte Pioglitazorpdigyrediente Kapillarrarefizierung im
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linken Ventrikel STZ-diabetischer Ratten deutlicerabgern bzw. reduzieren. Eine
denkbare Erklarung fir diesen Sachverhalt kénmte eermehrte kardiale Expression und
Wirksamkeit von PPAR~Rezeptoren sein, die mdoglicherweise erst durclschéedene
physiologische und pathophysiologische Stoffwegireekesse induziert wird.

Gilde et al. konnten 2003 belegen, dass der kardigidmetabolismus durch die PPAR-
Rezeptoreru und /6 reguliert wird, jedoch nicht durch den PPARRezeptor. Folglich
konnten die Uber den PPARRezeptor vermittelten kardialen Wirkungen auch auf
indirekten Mechanismen beruhen, wie zum Beispiek eierbesserte Glukoseutilisation.
Eine weitere Alternative ware, dass die kardialdpPAR-y-Rezeptoren vor allem im
Endothel exprimiert werden und nicht in den Myomryteelbst. Unterstitzt wird diese
Hypothese durch eine experimentelle Studie von Meatnal. (1999), die in humanen
Endothelzellen, extrahiert aus der V. saphena,Edigression von PPAR-nachweisen
konnte. Erwahnenswert ist, dass diese kultivieEadothelzellen sowohl PPARMRNA

als auch PPAR-Proteine exprimierten. Des Weiteren konnte auckdn menschlichen
A. carotis immunhistochemisch PPARAaachgewiesen werden. Im Vergleich des in den
Endothelzellen vorgefundenen Gehalts an PRARt dem von anderen bekannten PPAR-
y-exprimierenden Zellen (z.B. Pre-Adipozyten) konntan feststellen, dass die Prasenz
von PPARy in humanen Endothelzellen ahnlich hoch ausgepvagt

In unserer Untersuchung fihrte die Behandlung niiglRazon zu einer signifikant
erhohten Anzahl an Mikrogefaflien im linken Ventrjkedrglichen mit der Placebogruppe.
Andere Studien, die die Auswirkungen von TZD awf kiardiale Kapillardichte im Verlauf
der diabetischen Erkrankung untersuchen, sind mLderatur bisher nicht zu finden.
Dennoch konnten die Ergebnisse der vorliegendeneifrzum einen auf direkte
Wirkungen von PPAR-Agonisten auf die Kardiomyozyten bzw. das Endothel
zurtckgefuhrt werden oder zum anderen mit den tsebeischriebenen anti-proliferativen
sowie positiven Wirkungen von TZD auf den NO-Stadtlasel und die Modulierung der
Entziindungsreaktion erklart werden. Diese Hypothéseé durch Studien unterstitzt, die
sich mit den praventiven Effekten von PPARRgonisten auf makrovaskulare Ereignisse,
beispielsweise dem Myokardinfarkt, auseinandergésetben. So behandelten Yue und
seine Mitarbeiter (2001) mannliche Lewis-Ratten mRibsiglitazon bevor sie fur 30
Minuten die linke Koronararterie ligierten. Nach 3#unden der Reperfusion wurden die
InfarktgréRe und die damit verbundene kontraktilgsfdnktion im Vergleich mit nicht
behandelten Tieren untersucht. Dabei stellte sidrauds, dass die intravenose
Vorbehandlung mit Rosiglitazon unmittelbar vor Gfaterbindung das Infarktgebiet
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dosisabhangig um bis zu 37 % reduzierte. Demgegenfithrte die 7-tdgige perorale
Vorbehandlung mit Rosiglitazon zu einer verminderténfarkigrof3e von 24 %.
Vergleichbare Ergebnisse zeigten sich hinsichtlids Ausmales der kontraktilen
Dysfunktion. Im Gegensatz dazu liel3 sich in eingnidchen Studie von Nissen und
Wolski (2007) unter der Behandlung mit Rosiglitazan um 43% erhohtes
Herzinfarktrisiko nachweisen. Pioglitazon besitestbezlglich ein deutlich gunstigeres
Wirkungsprofil. So konnte 2010 demonstriert werd@araham et al.,, 2010), dass
Rosiglitazon im Vergleich zu Pioglitazon mit einesignifikant erhdhten Risiko von
Schlaganféllen, Herzinsuffizienz und Todesféllesoagert war, was letztendlich auch zur
Rucknahme der Zulassung fiir Rosiglitazon gefihtt Aach Loke et al. konnten 2011
erneut nachweisen, dass Pioglitazon im GegensaRoziglitazon mit deutlich weniger
kardialen Zusatzrisiken behaftet ist. Das unteestiithe Wirkspektrum dieser beiden
Substanzen war ein Grund, weshalb wir uns in ddregenden Studie fur die Behandlung
mit Pioglitazon entschieden haben. Allerdings zeigth Pioglitazon ein unglnstiges
Nebenwirkungsprofil (leicht erhéhtes Risiko fiir Béskarzinome, Verschlechterung einer
Herzinsuffizienz, erhodhtes Frakturrisiko etc.), slass man abwagen und genauer
untersuchen muss, ob die in der vorliegenden Amadhgewiesenen gefal3protektiven

Effekte flur den Patienten so vorteilhaft sind, daedie klinischen Risiken Gberwiegen.

4.2.6 Renale Wirkungen

Das Vorhandensein einer Mikroalbuminurie bei Didseh ist ein frihzeitiges Indiz fur
eine gestorte Endothelfunktion sowie eine erhohskulare Permeabilitdt, wohingegen die
Progression in eine Makroalbuminurie die Manifestat einer offenkundigen
Nephropathie darstellt mit zunehmender Einschragkader Nierenfunktion. Mittlerweile
gibt es verschiedene experimentelle und kliniscledi8n, die den TZD zusatzlich
renoprotektive Wirkungen zusprechen, die sich edBnfdurch die bereits genannten
gefal3- bzw. endothelschitzenden Mechanismen diSsdrstanzen erklaren lassen.
Schlief3lich basiert auch die Genese der diabetisblephropathie auf einer zunehmenden
endothelialen Dysfunktion. Diesbezlglich konntenahm und seine Mitarbeiter (1998)
zeigen, dass die Behandlung mit Troglitazon bei -M3ypiabetikern mit bereits
bestehender Mikroalbuminurie eine signifikante Rdidun des Albumin-Kreatinin-
Verhéltnisses im Urin (,urinary albumin-to-creatiei ratio® = ACR) verursachte und

dadurch eine Verzdgerung und/oder Milderung degmdienten Glomerulumschadigung
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bewirkte. Entsprechende Ergebnisse ergab auch extsaiersuchung, in der sich nach
12 Wochen Behandlungsdauer unter der Therapie imgiifdzon ebenfalls die niedrigste
ACR zeigte (0,081 + 0,02 g/l). Nach 5 Wochen Behamgsdauer zeigte sich zwar in der
Pioglitazon-Gruppe zunédchst die hochste ACR, weldheh jedoch im weiteren
Versuchsablauf deutlich reduzierte. Grund fur dieaafanglichen ACR-Anstieg kénnte
die bereits oben erwahnte initiale Stérung der Emeltunktion sein, die sich im Verlauf
der nachsten 7 Versuchswochen unter der Gabe \aglitRzon wesentlich erholt hatte.
Ein weiterer Wirkmechanismus fir die vermindertébuxhinexkretion (,urine albumin
excretion* = UAE) in der vorliegenden Untersuchuginnte eine Pioglitazon-induzierte
gesteigerte Albuminaufnahme von Tubuluszellen seirdiesem Zusammenhang konnte
Zafiriou mit seiner Forschungsgruppe (2004) beweistass die Gabe von Pioglitazon
dosis-abhéngig eine gesteigerte Albuminaufnahme debuluszellen verursacht.
Bemerkenswert ist aul3erdem, dass es zum Teil s®igalien gibt, die den TZD - im
Vergleich zu ACE-Inhibitoren - eine vergleichbardeo sogar bessere Renoprotektion
zuweisen (Baylis et al., 2003). Welche Wirkungsnagtdmen flr die renoprotektiven
Eigenschaften der TZD verantwortlich sind, ist b&ute nicht eindeutig geklart. In Frage
kommen einerseits systemische Wirkungen wie zunmspai Blutdrucksenkung oder
Verbesserung der Glukoseutilisation. Anderersatske man im renalen Kortex sowie im
Nierenmark funktionelle PPAR-Rezeptoren identifizieren (Yoshida et al., 2001).
Folglich kdnnen die in dieser Untersuchung beoleeht renoprotektiven Effekte von
Pioglitazon zum einen durch indirekte, systemiséfiekungen und zum anderen durch

direkte Effekte am renalen Kortex und im Nierenmiaegriindet werden.
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4.3 Interpretation der Effekte des Vasopeptidasenhibitors (VPI)

4.3.1 Blutdruck

Die Tatsache, dass erhohte Blutdruckwerte mit epregredienten Gefal3schadigung in
Form einer stetig abnehmenden Kapillardichte egéteen (Cheng et al., 2008a, 2008b),
demonstriert, dass eine effektive Blutdruckregalatizur Pravention kardiovaskulérer
Komplikationen von essentieller Bedeutung ist. Nicbhne Grund wird der
antihypertensiven Behandlung im Rahmen der Diatiedespie eine gleichwertige
Bedeutung zugesprochen wie der Kontrolle des Bakzts (UKPDS 38, 1998).

In der vorliegenden Studie entwickelte sich inndyheon 12 Versuchswochen in der
Placebogruppe ein signifikanter Blutdruckanstieg Knmbination mit einer deutlich
reduzierten Mikrogefal3dichte in Herz- und Skelegkal. Im Vergleich dazu verhinderte
die Behandlung mit dem kombinierten ACE/NEP-Inhibit (= Vasopeptidase-Inhibitor,
VPI) AVE 7688 eine Erhohung des Blutdruckes, eigeend mit signifikant erhdhten
Kapillardichten in den entsprechenden Geweben. Afsklarung fur diese
blutdruckregulierenden und (mikro-) gefal3protektiv®irkungen von AVE 7688 kommen
vor allem 2 verschiedene Mechanismen in Frage: guman zeigt sich unter der Gabe von
VPI eine reduzierte Angiotensin Il (ANG) -Bildunglie auf die vorliegende ACE-
Hemmung zurickzufiuhren ist, zum anderen erh6hen di®Iplasmatische Bradykinin-
Konzentration in Kombination mit einer vermehrterd$&nz von Natriuretischen Peptiden
(NP) - im Besonderen atriales natriuretisches HepfNP) - die dieses Ergebnis
entscheidend unterstutzen.

Bradykinin (BK) wird durch Kininogenasen aus seimpdasmatischen Vorlauferproteinen,
den Kininogenen, freigesetzt und induziert Ubereeiendothelialen Kininrezeptor die
vermehrte Freisetzung der potenten Vasodilatato&itkstoffmonoxid (NO) und
Prostacyclin  (PG) (Wiemer et al., 1991; Schror, 1992) mit resudreter
Blutdrucksenkung. Die Halbwertszeit von Bradykimm Blut betragt ca. 0,5 s, bis es von
Enzymen gespalten und damit inaktiviert wird. Ingetien ist bekannt, dass das ACE und
die NEP wesentlich fir diesen metabolischen Abbemantwortlich sind und dadurch den
Bradykinin-, NO- und PGtStoffwechsel entscheidend beeinflussen kdnnennRétaal.,
1996). Gonzalez und seine Mitarbeiter (1998) kommbét Hilfe von Zellkulturen belegen,
dass die Gabe von VPI bezuglich des vermindertewly&inin-Abbaus deutlich effektiver
ist, als die alleinige Gabe eines selektiven ACHeroNEP-Hemmers. Entsprechende

Resultate fanden Dumoulin und Kollegen (2001) inem experimentellen Tiermodell.
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Arbin und seine Forschungsgruppe (2000) behandefteéimnliche STZ-diabetische
Sprague-Dawley-Ratten mit Captopril oder mit Captogn Kombination mit
Retrothiorphan, einem NEP-Hemmer, um anschliel3emal slystemischen peripheren
Widerstand und die Durchblutung in der Femoralateu messen. Dabei verursachte die
kombinierte ACE/NEP-Inhibititon einen starkeren Abfdes systemischen peripheren
Widerstandes, einhergehend mit einer verbessemniechbBlutung, gegeniber der alleinigen
Gabe des ACE-Hemmers. Als Ursache zeigte sich deteBehandlung mit dem VPI eine
hoéhere NO-Bildung und -Freisetzung aufgrund eiremmehrten Bradykinin-vermittelten
Aktivierung des B-Kinin-Rezeptors. Auch Tikkanen et al. (1998) kamimit Hilfe von
Rattenmodellen belegen, dass die beobachtete Bokskenkung unter dem VPI ,S 21402¢
im Vergleich zu Captopril Gberlegen ist. Vergleiahd Ergebnisse beobachteten Campese
et al. (2001) bei Patienten mit Bluthochdruck, waseut dafur spricht, dass die Ursache
fur die potentere Blutdrucksenkung unter VPl in eein gesteigerten
Bradykininakkumulation liegt (Quaschning et al.02@).

Die Natriuretischen Peptide ANP, BNP und CNP solgiel und ANG stellen weitere
wichtige Peptide dar, die unter anderem von der MBRbolisiert werden (Erdds und
Skidgel, 1989; Ferro et al., 1998). Entsprechendnkd die in der vorliegenden Studie
beobachteten blutdruckregulierenden Eigenschaften AVE 7688 auch durch additive
bzw. synergistische sowie antagonistische WirkungerBezug auf die Bildung und
Freisetzung dieser Gewebshormone erklart werden.

Je nachdem, ob die NEP-Inhibition entweder einemielerten Abbau von tberwiegend
vasodilatativ oder -konstriktiv wirksamen Substrateverursacht, ergeben sich
unterschiedliche Auswirkungen auf den Blutdruck.

Bewirkt die alleinige Gabe eines NEP-Inhibitorsnehmlich einen herabgesetzten Abbau
der vasokonstriktiv wirkenden Peptide ANG und ET-it resultierender
Blutdrucksteigerung, so wird dies durch die zuséte ACE-Inhibition verhindert bzw.
geschwacht und unterstiutzt dadurch die gewiinscasedilatation.

Des Weiteren konnte inzwischen gezeigt werden, dasd.angzeitbehandlung mit dem
VPl Omapatrilat - im Unterschied zu Captopril - @ite Plasma-ET-1-Konzentrationen
aufgrund einer gesteigerten ,Endothelin-Convertimgzyme*“ (ECE) -Aktivitat normali-
siert und dadurch ebenfalls eine Blutdrucksenkusrgdrruft (Quaschning et al., 2001c).
ANG, das vorherrschend Uber das ACE aus Angiotehgebildet wird, vermittelt Gber
den AT;-Rezeptor eine Vasokonstriktion mit resultierend&lutdrucksteigerung
(Griendling et al., 1997). Zusatzlich interferie@$ mit dem ET-1-Stoffwechsel in Form
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einer vermehrten Expression und Freisetzung vori uft, 2002), was letztendlich eine
Potenzierung der hypertensiven Effekte verursadtaem. Weiterhin bewirkt ANG Uber
das RAAS eine gesteigerte Aldosteronsynthese nmisédutiv erhdhter renaler Natrium-
und Wasserretention. Folge ist ein vermehrtesvagales Volumenangebot, das ebenfalls
in einer Steigerung des Blutdruckes resultieremk&nese ANG-induzierten Wirkungen
werden unter der Behandlung mit einem VPI zum eth@ch die ACE-Inhibiton und zum
anderen durch die oppositionellen Effekte zwiscA&iP und ANG deutlich geschwacht.
Interessanterweise bezeichnen Corti et al. (200N Aogar als endogenen Antagonist des
RAAS. Harris und Kollegen (1987) konnten belegesssderhohte ANP-Konzentrationen,
die unter NEP-Inbihition vorliegen, den stimulasstien Einfluss von ANG auf den
renalen Natrium-/Wasserhaushalt aufheben und dadliecerwiinschte Blutdrucksenkung
verstarken konnen. Des Weiteren erzeugt ANP eirstegeerte renale Natrium- und
Wasserausscheidung sowie eine herabgesetzte AlolosteRenin- und Vasopressin-
sekretion, die ebenfalls die bereits erwahntenhgpértensiven Eigenschaften von VPI
intensivieren (Lang et al., 1987; Seymour et &91). Erwahnenswert ist auRerdem, dass
ANP sogar sympatholytische Wirkungen aufweist, dieh unter anderem in einer
Senkung des arteriellen Mitteldruckes bemerkbar hmac(Floras, 1990; Lang und
Struthers, 1991).

Zur Verifizierung, dass das Bradykinin-Kallikreirys§em und ANP malgeblich an der
VPI-vermittelten Blutdruckregulation mitwirken urtémzufolge ursachlich an den in der
vorliegenden Untersuchung beobachteten Ergebnibségiligt sein kdnnen, wurde in
verschiedenen Studien der Bradykinin-Antagonist H@® und der ANP-Antagonist
HS 142-1 verabreicht. Den Erwartungen entspreckergte sich daraufhin ein Blutdruck-
anstieg, einhergehend mit einer verminderten renidirium-Exkretion (Madeddu et al.,
1992; Hirata et al., 1993).

4.3.2 Gefal3funktion und Angiogenese

Erstes Anzeichen einer beeintrachtigten Endothktfon ist die eingeschrankte NO- und
Acetylcholin-vermittelte Vasodilatation, die im weien Verlauf die Genese einer
Mediahypertrophie mit zunehmendem Verlust des Gef@@durchmessers beginstigt.
Konsequenz dieses vaskularen ,remodelings® st ief8lith eine erhdhte

GefalRwandsteifigkeit, die zur Entwicklung diverskardiovaskularer Erkrankungen,
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beispielsweise Ischamien im Rahmen von Stenosemibizum Verschluss des Gefalies
fuhren kann.

Die in der vorliegenden Studie unter der Therapie AVE 7688 beobachtete deutlich
erhohte Kapillardichte im Herz- und Skelettmuskéinkte sich neben den bereits
genannten antihypertensiven Eigenschaften zudatztiorch die vaskuloprotektiven
Wirkungen von VPI erklaren lassen. Diese Hypothgsat mit vorangegangenen Studien
konform, in denen insbesondere der Erhalt der phygischen Endothelfunktion bzw. die
Verbesserung einer bestehenden endothelialen Cktsfununter der Gabe von VPI
untersucht worden sind. So bewirkte die Behandlmg equipotent antihypertensiven
Dosierungen von Captopril oder Omapatrilat in Mésealarterien von salzsensitiven
Dahl-Ratten eine Normalisierung der initial besteten Mediahypertrophie, einhergehend
mit einer VergréRerung des Gefal3lumens (d'Uscial.et2001). Diese Hemmung bzw.
Normalisierung des pathologischen Wachstums voriteglaGefalRmuskelzellen wird
einerseits durch die verminderte ANG-Formation begerufen, andererseits konnte
inzwischen nachgewiesen werden, dass die NP elenéalti-proliferative sowie
muskelrelaxierende Wirkungen entfalten konnen (Kinton et al., 1997). Dariber hinaus
war das oben genannte Rattenmodell durch eine rderte Endothel-abhangige
Vasodilatation als Antwort auf Acetylcholin charaksiert, was die progrediente
Beeintrachtigung der physiologischen Endothelfuorktwiderspiegelte, die sich ebenfalls
unter der Therapie mit Omapatrilat/Captopril sida@iht verbesserte. Allerdings war die
maximale Gefalirelaxation unter der Captopril-Gatme(Gegensatz zu Omapatrilat, nach
wie vor eingeschrankt. Die zusatzliche Prainkulmatmit dem NO-Synthase-Inhibitor
L-NAME verstarkte die verminderte Acetylcholin-indarte Vasodilatation, was
schlie3lich zu der Hypothese fuhrte, dass eineesiclyankte endotheliale NO-Produktion
und/oder -Bioverfligbarkeit sowie eine herabgesd®aaktivitat der glatten Gefallmuskel-
zellen auf NO ursachlich an der reduzierten Endathbangigen Vasodilatation beteiligt
sind. Im gleichen Versuchsmodell rief Omapatriiat,Vergleich zu Captopril, zusétzlich
eine erhohte endotheliale cGMP-Produktion hervoas verneut fur die zunehmende
Normalisierung der Endothelfunktion spricht (d'Wset al., 2001) und die unter Captopril
nach wie vor beeintrdchtigte maximale Gefal3relaxaterklaren konnte. Porter et al.
(1992) konnten nachweisen, dass diese ausgeprstytanatorischen Effekte hinsichtlich
der cGMP-Bildung in Endothel- sowie glatten GefaBkalzellen auf ANP und BNP
zurickgehen, die unter vorliegender NEP-Inhibiton erhohten Konzentration
nachzuweisen sind und dadurch wesentlich zu deotleelprotektiven Eigenschaften von
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VPI beitragen. Des Weiteren konnten Novosel undes&ollegen (1994) bestatigen, dass
auch die herabgesetzte Bildung von ANG unter vgeieler ACE-Inhibition eine
Verbesserung der Endothelfunktion und damit eineerferung der bereits genannten
positiven Effekte bewirkt. Bemerkenswert ist in siem Zusammenhang, dass die
gewunschte reduzierte ANG-Formation unter der QGaie VPI durch den zusatzlichen
Antagonismus zwischen vaskularem RAAS und dem 8yster Natriuretischen Peptide
verstarkt wird (Itoh und Nakao, 1994).

Eine weitere Ursache flur die in der vorliegendetelr beobachtete erhéhte Anzahl an
MikrogefalRen unter der Gabe von AVE 7688 konntebem eines verminderten Gefal3-
unterganges aufgrund der Aufrechterhaltung derfypetiektiven Endothelfunktion - auch
eine gesteigerte Kapillarneubildung sein. Schilafilgibt es bereits eine Vielzahl an
Untersuchungen, die ACE-Inhibitoren pro-angiogeigeischaften zusprechen (Fabre et
al., 1999) und folglich auch fur die unter ACE-Heomg beobachtete deutlich erhdhte
Kapillardichte (Unger et al., 1992; Gohlke et 4996; Sabino et al., 2008) Ursache sein
konnten. Interessanterweise scheint auch hiereathrzierte Bradykinin-Abbau, der unter
dualer ACE/NEP-Hemmung weitaus starker verhindentd wentscheidend fir diese
angiogenen Effekte verantwortlich zu sein (Kiefeale, 2003). In diesem Zusammenhang
konnten Gohlke et al. (1997) an spontan hypertensiRatten demonstrieren, dass die
Gabe von Ramipril - im Gegensatz zum ;Aezeptor-Antagonisten Losartan - eine
Zunahme der kardialen Kapillardichte verursachtsvdEnenswert ist, dass diese Effekte
bereits unter niedrigen Dosierungen des ACE-Hemmerbeobachten waren, die noch
keinen Einfluss auf den Blutdruck hatten. Zur Usitigézung der Hypothese, dass dieser
kardiale MikrogefaRanstieg auf eine Akkumulation nveendogenem Bradykinin
zurickzufihren ist, wurde in einem weiteren Versach dieser Studie zusétzlich zu
Ramipril der Bradykinin B-Rezeptor Antagonist Icatibant verabreicht. Erwagigeman
entwickelte sich unter dieser kombinierten Behanglikeine Zunahme der kardialen
Kapillardichte, weder unter hohen noch unter nggehi Dosierungen von Ramipril. Ein
potentieller Einfluss von Icatibant allein auf déefalle wurde ebenfalls ausgeschlossen
und unterstreicht zusammen mit der fehlenden Wgkuon Losartan, dass das unter
Ramipril beobachtete kardiale Kapillarwachstum aufe Potenzierung von Bradykinin
zurtckzufihren ist. Vergleichbare Ergebnisse fandgilvestre et al. (2001) bei
Bradykinin-Rezeptor (BSubtyp) Knockout-Mausen.

Die pro-angiogenen Eigenschaften von Bradykinisdassich sowohl auf direkte als auch

auf indirekte Wirkmechanismen zurickfihren. Einellier Mechanismus zeigte sich in
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kultivierten Endothelzellen, in denen Bradykininsggabhéngig eine vermehrte DNA-
Synthese hervorrief (Morbidelli et al., 1992). Irekte Wirkungen scheinen erneut durch
die endothelial gebildeten gefal3protektiven MedeadStickstoffmonoxid (NO) und/oder
Prostaglandine bedingt zu sein (Siragy et al., 19Bfesbezuiglich konnten Toblli und
seine Mitarbeiter (2004) nach 6 Monaten in adipoZeckerratten eine progrediente
myokardiale Kapillarrarefizierung begleitet von eirstetigen Abnahme der VEGF- und
endothelialen NO-Synthase (eNOS) -Expression nacewe Die Gabe von Perindopril
reduzierte diesen zunehmenden Gefal3untergang,rgattend mit einer erhdhten VEGF-
und eNOS-Expression. Dabei gab es eine positivéessignifikante Korrelation zwischen
der VEGF-Konzentration und der GefaRanzahl im MydkaAhnlich wie in der
vorliegenden Studie zeigte sich unter Perindopriin-Vergleich zu nicht-behandelten
mageren Zuckerratten - sogar eine therapeutischemdisierung der kardialen
MikrogefalRdichte sowie ,capillary-to-myocyte-ratjo“was wiederum ein weiteres
eindeutiges Indiz fur die zentrale Bedeutung von N@d VEGF beziglich der
Entwicklung und dem Erhalt von Kapillaren ist.

Dementsprechend lassen sich die gefal3protektivekuvgen von VPI, die sich in der
vorliegenden Studie - neben positiven Effekten deri Blutdruck - in einer reduzierten
Kapillarschadigung und/oder erhohten Kapillarneddoilg &uf3ern, sowohl durch
Interaktionen mit den NP als auch auf direkte samitrekte Wirkungsmechanismen von
Bradykinin zurtckfihren. Ausgangspunkt fur diesefeEde scheint erneut die
Aufrechterhaltung der physiologischen Endothelfiorkizu sein, die nach Aktivierung des
Bradykinin-abhangigen BRezeptors bzw. durch Wechselwirkungen mit NP gefal

protektive Mediatoren bildet.

4.3.3 Kardiale Wirkungen

Inzwischen ist bekannt, dass auch die kardioprotekt\Wirkungen von ACE-Inhibitoren
zu einem grof3en Teil Uber Kinine, vor allem Bradykj vermittelt werden. Zur
Verifizierung, ob diese Effekte auf das vaskularalliKrein-Kinin-System (KKS)
zurtckzufiihren sind oder aber auf das Vorhandergeas unabhangigen kardialen KKS,
fuhrten Nolly und Mitarbeiter (1994) eine Untersung mit ménnlichen Wistar-Ratten
durch, in der sie im Vorhof und im Ventrikel diedBenz von Gewebekallikrein mRNA
nachweisen konnten. Zhang et al. (1998) konnteadesl, dass sowohl die Gabe eines

ACE- als auch eines NEP-Inhibitors tber Interaktiofpkaler Kinine eine Stimulation der
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NO-Produktion in den Koronargefal3en hervorruft. Bastatigung der Hypothese, dass
dieser NO-Anstieg auf eine vermehrte Bildung vakalem BK zurtickzufiihren ist, wurde
zusatzlich der BK-Antagonist Hoe 140 und der Sedotgaseinhibitor Dichloroiso-
coumarin verabreicht, die eine deutliche Abnahme Ni®-Konzentration verursachten.
Erwdhnenswert ist in diesem Zusammenhang, dassnnBBe auch die unter NEP-
Hemmung ansteigende ANP-Konzentration eine weiiegrindung fur die in dieser
Studie beobachteten kardioprotektiven Wirkungen VOWE 7688 sein konnte. So
behandelten Yang und Kollegen (1997) mannliche kd®atten mit dem NEP-Inhibitor
CGS24592, bevor sie fur 30 Minuten die linke Konamterie ligierten. AnschlieRend
wurde nach 120 Minuten der Reperfusion die Infatddg@ im Vergleich mit nicht
behandelten Tieren bestimmt. Dabei zeigte sichs daés Vorbehandlung mit CGS24592
unmittelbar vor Reperfusion das Infarktgebiet digant um 24 = 4 % reduzierte.
Erwartungsgemald bewirkte die Gabe des Kinin-Rer&jttagonisten Icatibant oder des
ANP-Antagonisten HS-142-1 vor Gefal3okklusion ein@@hme des Ischamiegebietes.
Die Uberlegenheit von VPI gegeniiber der Verabraigheines selektiven ACE- oder
NEP-Inhibitors in Bezug auf die kardioprotektivenirkdngen konnte inzwischen mit
Hilfe einer Vielzahl von Studien nachgewiesen wardgu et al., 2004). Eine mdgliche
Erklarung fur diesen Sachverhalt kénnten neberedeihten BK-Akkumulation erneut die
Wechselwirkungen mit dem RAAS und den NP sein. &mnken Trippodo und Kollegen
(1993) mit Hilfe eines experimentellen Hamstermtsleéweisen, dass die synergistischen
Wirkungen von verminderter ANG-Bildung und gesteige ANP-Formation unter
kombinierter ACE- und NEP-Inhibition eine wesenilieffektivere Kardioprotektion
aufweisen als die alleinige Gabe eines NEP- odde-Atibitors. Weiterhin beobachteten
Trippodo et al. (1999) bei Hamstern mit Kardiomytbya unter Omapatrilat eine deutlich
groRere mittlere Uberlebensrate der Versuchstiéseuater der alleinigen Gabe von
Captopril (99 % bzw. 51 % im Vergleich zur Kontglippe). Diese Steigerung der
mittleren Uberlebensrate konnte inzwischen auchPagienten mit Herzinsuffizienz unter
der Behandlung mit Omapatrilat im Rahmen der IMPRE3Sudie nachgewiesen werden
(Rouleau et al., 2000).

4.3.4 Renale Wirkungen

In unserer Untersuchung zeigte sich unter der Gaive AVE 7688 nach 5 Wochen

Behandlungsdauer eine Uber den klinischen Normtierigir Menschen diskret erhdhte
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renale Albuminausscheidung, die sich innerhalb wWegeren Versuchsverlaufes zwar
nahezu vervierfachte, jedoch nach wie vor unter ideder Placebogruppe gemessenen
Werten lag. Eine moégliche Erklarung fur diese Enkiing kénnen ebenfalls die
Wechselwirkungen von VPI mit dem renalen KKS s&uamal inzwischen bewiesen ist,
dass alle Komponenten des KKS auch in der Niereirgrt werden und dort wichtige
Regulatoren in Bezug auf die renale Hamodynamik Tuoulusfunktion darstellen (Riad
et al.,, 2007). Entsprechend konnten Tschope ef28D3) an STZ-diabetischen Ratten
demonstrieren, dass die Gabe von Ramipril eine ldbsrarung der renalen Protein- und
Bradykininexkretion sowie der renalen Kininogen nRExpression hervorrief.
Zusatzlich konnte mit Hilfe des Bradykinin#ezeptor Antagonisten Icatibant belegt
werden, dass die anti-proteinurischen Wirkungen Ramipril zu einem grof3en Teil Gber
Kinine vermittelt werden. Des Weiteren ist bekanmass NEP-Inhibitoren eine
ausgepragte Stimulation von Diurese, Natriuresdiukese, renaler ANP- und cGMP-
Exkretion, Bradykinin sowie Prostaglandin verursact{Pham et al., 1996; Chen et al.,
2001), die ebenso zu den renoprotektiven WirkungenVVPI beitragen und folglich eine
weitere Ursache fir den in dieser Studie beobamhteerlauf der Albuminausscheidung

sind.

4.4 Fazit

Die Ergebnisse dieser Arbeit belegen, dass dierpdignte Kapillarrarefizierung im
Rahmen der diabetischen Erkrankung durch die fitigee Behandlung mit dem
Vasopeptidase-Inhibitor AVE 7688 oder dem PPyRgonisten Pioglitazon deutlich
reduziert wird. Neben diesen ausgepragten vaskotieitiven Effekten zeigen diese
beiden Therapieansatze weiterhin positive Wirkungauf die Diabetes-bedingten
Verdnderungen des Kkardiovaskularen Systems wiedBickanstieg, Herzfrequenz-
minderung sowie die zunehmende Einschrankung desigbgischen Nierenfunktion.

Die vorliegende Studie demonstriert damit einenhtigen organprotektiven und potentiell
antidiabetischen Wirkmechanismus der beiden eitgeseSubstanzen.

Nachdem der Prototyp der Vasopeptidase-Inhibitof@mapatrilat® aufgrund eines
gehauften Auftretens von Angioédemen nie als Amérntensivum zugelassen wurde,

konnte AVE 7688 eine mogliche Alternative diesemere Substanzklasse darstellen.
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5 Zusammenfassung

Das diabetische Krankheitsbild ist unter anderemrchdu eine progrediente
Kapillarrarefizierung gekennzeichnet, die sich imltiplen Organsystemen manifestiert
und zu den kardiovaskularen Komplikationen beitra@terzeitige antidiabetische
Therapien zielen auf eine Reduktion des Blutzuckaemd die arterielle Mikro- und
Makroangiopathie; ihr Einfluss auf das kapillare taheerk hat jedoch bisher kaum
Beachtung gefunden. Inzwischen ist bekannt, dasszdr Behandlung des Diabetes
etablierten Medikamente ihre Wirkungen durch IkBomen mit verschiedenen
Stoffwechselprozessen induzieren und dadurch dehaltErder physiologischen
Gefal3funktion positiv beeinflussen kdnnen. Aus ehesGrund sollte im Rahmen der
vorliegenden Arbeit untersucht werden, ob und imvei¢ die frihzeitige Therapie mit
einem PPAR¢rAgonisten oder Vasopeptidase-Inhibitor die fortetiende mikrovaskulare
GefalRschadigung im Skelettmuskel (M. quadricepsofesh und im linken Ventrikel
diabetischer Ratten positiv beeinflusst.

Um den Verlauf der experimentellen Gefal3schadigung beschreiben, wurden
unbehandelte diabetische Ratten in regelmaRigetéAthsn untersucht.

In einem Therapieansatz wurden mannliche WistateRamit einem medikamentos-
induzierten Typ-I-Diabetes Uber einen Zeitraum wwggesamt 12 Wochen entweder mit
dem Vasopeptidase-Inhibitor AVE 7688 oder dem PRA&Rjonisten Pioglitazon
behandelt. Zielsetzung dieser Studie war der spebhd# Nachweis therapeutischer Effekte
auf die vaskularen Veranderungen im Verlauf dedb&ties.

Weiterhin wurden die Diabetes-induzierten Verandgeam von Blutdruck, Herzfrequenz
und Nierenfunktion erfasst sowie strukturelle Myakaund Myozytenveranderungen
ermittelt.

In diabetischen Tieren kam es wahrend der 12-w@&chigersuchsdauer zu einer Abnahme
der absoluten Kapillardichte im Skelettmuskel (=s&@watzahl der Kapillaren pro Flache)
um ca. 60 %. Entsprechende Werte zeigten sich &ircHie relative Kapillardichte im
Skelettmuskel (= Anzahl der Kapillaren pro Myozytle um ca. 62,5 % reduziert war. Die
Veranderungen der Kapillardichten sind durch einv@rlust von Kapillaren in Folge
diabetischer Schadigung zu interpretieren.

Die Behandlung diabetischer Tiere mit AVE 7688 ub2rWochen steigerte die absolute
und die relative Kapillardichte im M. quadricepsnf@is um ca. 56 % bzw. ca. 44 %. Die

Therapie mit Pioglitazon ergab entsprechende Eige®n(49 % bzw. 40 %). Im
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Skelettmuskel kann eine Verringerung des Myozytergghnittes, der nur unter AVE

7688 beobachtet wurde, zu einer Steigerung der lldegichten beigetragen haben.
Weitere Einflussfaktoren wie myozytare Hypertrophieder Apoptose konnten

morphometrisch ausgeschlossen werden.

Im Herzmuskel diabetischer Tiere zeigte sich am s\Memnsende eine vergleichbare
diabetische Reduktion der absoluten und relativepilkardichte. Pioglitazon verminderte

diese GefaRrarefizierung signifikant um 35 % bz® %4 Ahnliche Resultate bewirkte die
Therapie mit AVE 7688, die eine Zunahme der alisal&apillardichte um ca. 44 % und

der relativen Kapillardichte um ca. 49 % im linkéantrikel bewirkte. Diese beobachteten
Effekte unter der medikamentésen Therapie lassen durch eine Reduzierung des
Diabetes-bedingten Gefallunterganges bzw. durchkemeensatorische Gefal3neubildung
erklaren. Unter der Behandlung mit Pioglitazon od&rE 7688 wiesen die Ratten

signifikant niedrigere Blutdruckwerte auf als irr ¢Rbacebogruppe.

Wahrend der 12-wdchigen Versuchsdauer trat einetruende renale Albuminexkretion

auf, die durch AVE 7688 und Pioglitazon tendenarelibessert wurde.

PPARy-Agonisten und Vasopeptidase-Inhibitoren besitzeremmhch effektive

vaskuloprotektive Wirkungen, die sich unter anderemeiner deutlich reduzierten
Kapillarrarefizierung im Rahmen der diabetischerkr&nkung manifestieren. Dieser
protektive Einfluss auf die diabetische Gefal3rarefung konnte mit Hilfe der

vorliegenden Arbeit erstmals nachgewiesen werdeisalich zeigen sie Anzeichen fur
nephroprotektive Effekte, die sich in einer verngrtdn Nierenschadigung auf3ern.
Kardiovaskulare Erkrankungen und Komplikationen \Biethochdruck und die Genese
einer zunehmenden Niereninsuffizienz kdnnen dadwethindert bzw. abgeschwacht

werden.
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