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1. Einleitung

1.1. Chronische Niereninsuffizienz

Die chronische Niereninsuffizienz ist durch einen irreversiblen Verlust der renalen Funktion
gekennzeichnet. Unabhangig von der Grunderkrankung fiihren pathophysiologische
Mechanismen zum Untergang funktionstlichtiger Nephrone und somit zu einer Abnahme der
glomerularen Filtrationsrate (GFR). Die zunehmende Unfahigkeit der Niere, harnpflichtige
Substanzen auszuscheiden und der Verlust der endokrinen Funktionen fiihren zu einer Fehl-
funktion verschiedener Organsysteme. Unbehandelt fihrt die chronische Niereninsuffizienz tUber
eine Urdmie zum Tod.

Nach der diabetischen Nephropathie ist die hypertensive Nephrosklerose die zweithdufigste
Erkrankung, die zu einer terminalen Niereninsuffizienz fihrt (Frei und Schober-Halstenberg
2008).

Der hypertensiven Nephrosklerose liegt ein langfristig bestehender arterieller Hypertonus
zugrunde, und sie ist eine Manifestationsform dieser kardiovaskuldren Systemerkrankung. Der
Begriff der benignen Nephrosklerose wird als Synonym fiir die hypertensive Nephrosklerose
verwendet und grenzt sich zur malignen Nephrosklerose durch ihren langjahrigen klinischen
Verlauf bis zum Funktionsverlust der Niere ab (Luke 1999).

Therapeutische Moglichkeiten beschrédnken sich auf eine Verlangsamung der Krankheits-
progression und eine Behandlung der Begleit- und Folgeerkrankungen. Eine Remission kann
bei der hypertensiven Nephrosklerose nicht erreicht werden (Ruggenenti et al. 2001, Remuzzi
et al. 2002).

Die frihzeitige und konsequente Therapie eines arteriellen Hypertonus und die Verringerung
der Proteinurie als Zeichen einer bereits eingetretenen renalen Schadigung sind wichtige
Bestandteile eines multimodalen Konzepts, das ebenfalls die Therapie von Begleit-
erkrankungen wie beispielsweise Diabetes mellitus oder Hyperlipiddmie beinhaltet (Marcantoni
et al. 2000, Segura et al. 2006, Ritz 2006).

Im fortgeschrittenen Stadium ist zur Vermeidung einer lebensbedrohlichen Uramie eine Nieren-
ersatztherapie notwendig. Dabei bestehen zwei Therapieformen. Zum einen die Dialyse, die mit
einer deutlichen Einschrankung der Lebensqualitat und Lebenserwartung einhergeht (Baid-
Agrawal und Frei 2007), zum anderen die Nierentransplantation, wobei der Bedarf an
Transplantatnieren die Anzahl der zur Verfiigung stehenden weiterhin stark Uberschreitet (Euro-
transplant 2012, Deutsche Stiftung Organspende 2012). Die Zahl an Patienten, die einer
Nierenersatztherapie bedurfen, steigt weltweit und geht mit sehr hohen Kosten fur das

Gesundheitssystem einher.
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Im Durchschnitt ist im Zeitraum von 1997 bis 2006 in Deutschland ein jahrlicher Zuwachs der
Pravalenz von Patienten mit chronischer Nierenersatztherapie von 4,4% und ein Anstieg der
Inzidenz von 5,1% zu verzeichnen. Somit lebten 2006 in Deutschland circa 70.000 Dialyse-
patienten und 24.000 Menschen mit Nierentransplantat. Allein die Kosten fir die Dialysebe-
handlung belaufen sich auf circa 3 Milliarden Euro pro Jahr (Frei und Schober-Halstenberg
2008).

Abb.1: Diagnoseverteilung der Patienten bei Therapiebeginn der Nierenersatztherapie im Jahr 2006
(Frei und Schober-Halstenberg 2008, S.35)
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Die Zunahme an Patienten mit hypertensiver Nephrosklerose als Ursache fur eine chronische
Niereninsuffizienz zeigt die wachsende Bedeutung dieses Krankheitsbildes, die Notwendigkeit
praventiver Mallnahmen und das Erforschen der pathophysiologischen Prozesse zur

Entwicklung neuer Therapieformen.
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1.2. Hypertensive Nephrosklerose

Der arterielle Hypertonus ist eine wichtige Ursache fiir die terminale Niereninsuffizienz. Es
besteht ein circa dreifach hoheres Risiko fiir die Entwicklung einer terminalen Niereninsuffizienz
bei Patienten mit arterieller Hypertonie als bei Gesunden (Hsu et al. 2009). Bei circa 10 Millio-
nen betroffenen Patienten in Deutschland ist dies ein immenser Risikofaktor fur die Entstehung
und Progression der Nierenerkrankung.

Bereits das Vorhandensein einer leicht eingeschrankten Nierenfunktion stellt einen kardio-
vaskularen Risikofaktor dar, der mit einer héheren Hospitalisierungsrate sowie einer erhéhten
Morbiditat und Mortalitat einhergeht (Sarnak et al. 2003, Menon und Sarnak 2005, Segura et al.
2006, Go et al. 2004).

Die Diagnose der hypertensiven Nephrosklerose im klinischen Alltag beruht auf dem Ausschluss
anderer primar renaler Erkrankungen und beinhaltet eine sorgfaltig erhobene Familien- und
Eigenanamnese. Zudem erfolgt die Suche nach Endorganschaden aufgrund des systemischen
arteriellen Hypertonus. Dazu gehdren unter anderem die linksventrikulare Hypertrophie und die
retinale hypertensive Schadigung. Desweiteren sollten ein Nachweis einer vorliegenden
Proteinurie, mikroskopische Urinuntersuchung und Ultraschalluntersuchung der Niere erfolgen.
Die hypertensive Nephrosklerose ist eine klinische Diagnose (National Kidney Foundation
2002). Die Spezifitdt wird kontrovers diskutiert und Nierenbiopsiestudien zeigen Variablen
zwischen 50% und 90% (Fogo et al. 1997, Zucchelli und Zuccala 1993).

1.3. Pathophysiologie der hypertensiven Nephrosklerose

Physiologisch wird in der Niere bei erhohtem Perfusionsdruck eine myogene Konstriktion der
praglomeruladren afferenten Arteriolen ausgelost. Diese physiologische Antwort schiitzt das
Glomerulum vor erhéhtem Druck und halt den kapillaren Perfusionsdruck stabil. Damit stellt die
myogene Konstriktion zusammen mit dem tubuloglomerularen Feedback einen essentiellen
Mechanismus zur Autoregulation des renalen Blutflusses dar und stellt die Aufrechterhaltung
einer konstanten glomerularen Filtrationsrate (GFR) sicher.

Chronische Druckerhéhung aufgrund eines arteriellen Hypertonus fiihrt zu praglomeruléaren,
vaskuldren Veranderungen durch Ablagerungen von hyalinem, atherosklerotischen Material in
die Gefalwande. Dies flihrt zu einer Verdickung der Arteriolen und Arterien und somit zu einer
Einengung des Gefallslumens mit daraus resultierender Minderperfusion. Die Autoregulation des
Gefaldtonus am juxtaglomerularen Apparat ist gestért und der renale vaskulare Widerstand in
den Arteriolen und Arterien steigt zur Aufrechterhaltung der GFR.
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Die Minderperfusion fuhrt zur Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS)
und zur Ausschittung vasokonstriktorischer Mediatoren wie Angiotensin-2 und Endothelin mit

konsekutiver Steigerung des vaskularen Widerstandes (Juncos et al. 1995, Bonsib 2013).

1.4. Pathophysiologie der Nierenfibrose

Der zunehmende Verlust der renalen Funktion kennzeichnet die chronische Niereninsuffizienz.
Unabhangig von der Grunderkrankung zeigen die unterschiedlichen Schadigungsmechanismen
im finalen Stadium dasselbe pathologische Muster, das zum terminalen Nierenfunktionsverlust
fuhrt (Kuncio et al. 1991, Harris und Neilson 2006).

Histopathologisch finden sich bei Persistenz des Schadigungsmechanismus eine fokale
Glomerulosklerose, Tubulusatrophie, eine Erhéhung der extrazellularen Matrix sowie eine
interstitielle Fibrose (Churgh und Sobin 1982, Nadasdy et al. 1994).

Die Fibrose ist die pathologische Vernarbung der Niere, die letztendlich zur sogenannten
Schrumpfniere fuhrt und mit einem Funktionsverlust des Organs einhergeht. Sie Iasst sich in
drei Stadien einteilen.

Kennzeichnend fiir das erste Stadium, die Induktionsphase, ist die Migration von inflammatori-
schen Zellen, vor allem der Leukozyten (Kuncio et al. 1991, Kelly 1999), Makrophagen (Sean
Eardley und Cockwell 2005), mononukledren Zellen (Ricardo et al. 2008) sowie Mastzellen
(Holdsworth und Summers 2008) in das Interstitium. Diese inflammatorischen Zellen schitten
zahlreiche Zytokine wie transforming-growth-factor-81 (TGF-R1), tumor-necrosis-factor-a
(TNF-a) und Angiotensin-2 (AT-2) aus, die sowohl chemotaktische als auch pro-fibrotische
Effekte verursachen (Kondo et al. 2001, Muller et al. 1992, Strutz und Neilson 1994, Vielhauer
et al. 2004). Es besteht eine starke Korrelation zwischen der Makrophageninfiltration und dem
Ausmal der Fibrose, die die Bedeutung des ersten Stadiums, der Induktionsphase, in der
Pathophysiologie der Nierenfibrose unterstreicht (Nishida und Hamaoka 2008).

Anschlieftend folgt die Inflammationsphase, bei der es zu einer Aktivierung der interstitiellen
Fibroblasten kommt. Diese synthetisieren vermehrt extrazellulare Matrix. Hierbei ist vor allem
die Ubermafige Produktion von Kollagenfasern der auffalligste Befund der tubulointerstitiellen
Fibrose (Bohle et al. 1979). Neben den interstitiellen Fibroblasten nehmen auch die tubularen
Epithelzellen eine zentrale Rolle als Mediatoren der interstitiellen Inflammation ein und sind
wesentlich an der extrazelluldren Matrixsynthese beteiligt (Strutz und Zeisberg 2006, Zeisberg
et al. 2003).

Das letzte Stadium, die Postinflammtionsphase ist charakterisiert durch eine Proliferation
interstitieller Zellen, vor allem durch aktivierte Fibroblasten. Zudem wird eine Umwandlung von

Tubulusepithelzellen in fibroblastenartige Zellen vermutet (Zeisberg und Duffield 2010,
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Zeisberg et al. 2003). Diese Zellen sind an der andauernden extrazellularen Matrixdeposition
beteiligt (Powell et al. 1999, Qi et al. 2006) und die Anzahl der funktionellen Tubulusepithel-
zellen nimmt weiter ab, zudem findet eine Rarefizierung der Kapillaren mit daraus resultierender
Minderperfusion des Gewebes und Hypoxie statt. Dies fuhrt letztendlich zum irreversiblen und
progredienten Verlust der Organfunktion (Bohle et al. 1979, Ng et al. 1998, Kang et al. 2002).
Bohle und Mitarbeiter beschreiben bereits 1977, dass sowohl bei inflammatorischen wie auch
nicht-inflammatorischen Nierenerkrankungen eine signifikante Korrelation zwischen Serum-
kreatinin und VergréRerung des kortikalen Interstitiums durch die interstitielle Fibrose existiert.
Unabhéangig vom initialen Ereignis zeigt die chronische Niereninsuffizienz eine Ubliche Patho-
logie der Glomerulosklerose und tubulointerstitiellen Fibrose, wobei der Grad der tubulo-
interstitiellen Beteiligung die beste Korrelation mit der renalen Schadigung und dem Funktions-
verlust bietet (Bohle et al. 1977 und 1979).

Man vermutet, dass flir die Fibrosierung viele pathologische Prozesse und molekulare
Mechanismen verantwortlich sind. Fibroblastenaktivierung nach Schadigung ist essentiell im
Prozess der Wundheilung und gehort zu den physiologischen Reparationsmechanismen des
Gewebes. In der Progression der Nierenfibrose kommt es zu einem Verlust der Homdostase
von wundheilungsférdernden und regulierenden, bzw. inhibitorischen und regenerativen

Faktoren in der adulten Niere.

1.5. Angiotensin-2 als profibrogenes Zytokin der hypertensiven Nephrosklerose

Das Octapeptid Angiotensin-2 (AT-2) ist Teil des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Sytems (RAAS)
zur Regulation des systemischen arteriellen Blutdrucks und des Wasserhaushaltes im
Organismus.

Ein Hauptstimulus fir die Reninsekretion aus den juxtaglomeruldren Zellen der Niere ist die
glomerulare Minderperfusion. Bei der hypertensiven Nephrosklerose ist diese verursacht durch
arteriosklerotische Veranderungen an den afferenten Arteriolen. Renin spaltet enzymatisch
Angiotensinogen zu Angiotensin-1, das durch das angiotensin converting enzyme (ACE) zu
AT-2 umgewandelt wird. AT-2 ist ein potenter Vasokonstriktor, der den systemischen Blutdruck
und somit den Perfusionsdruck in der Niere zur Aufrechterhaltung der glomerularen Filtrations-
rate steigert. Desweiteren stimuliert AT-2 die Ausschittung des Hormons Aldosteron aus der
Nebenniere, das Uber eine Natrium- und Wasserretention zusatzlich den Blutdruck erhdht.

Die meisten bekannten Effekte von Angiotensin-2 werden Uber den membranstandigen
Angiotensinrezeptor-1 vermittelt. Die Rolle des Angiotensinrezeptors-2 ist noch ungeklart. Es
werden modulierende und Angiotensin-2-hemmende Effekte diskutiert. Diesem klassischen Bild

von Angiotensin-2 als vasoaktives Zytokin zur lokalen und systemischen hamodynamischen
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Regulation wird ebenfalls die Eigenschaft eines morphogenen Zytokins mit einer aktiven Rolle
bei pathologischen renalen Vorgangen zugesprochen (Klahr et al. 1995, Mezzano et al. 2001).
Dabei scheinen viele der stimulierenden Effekte von AT-2 auf der direkten Interaktion mit
TGF-R1 oder dessen nachgeordneten Mediatoren zur Matrixakkumulation, Inflammation und
Apoptose zu beruhen (Mezzano et al. 2001, Wolf 1998, Wolf und Neilson 1996). Diese Daten
wurden vor allem in in-vitro-Untersuchungen erhoben. Hierbei wurde beobachtet, dass erhdhte
AT-2 Konzentrationen zu einer erhéhten Transkription von pro-fibrotischen Zytokinen wie
TGF-31, Fibronektin und Kollagen Typ-1 in glomerularen mesangialen Zellen von Ratten fiihren
(Kagami et al. 1994).

Uber die Bindung am Angiotensinrezeptor-1 werden weitere pro-fibrotische Zytokine, die an der
Proliferation von Zellen, Inflammation und Fibrose beteiligt sind, aktiviert (Klahr und Morrissey
1998, Hu et al. 2009). Die Folgen der TGF-R1-Aktivierung und weiteren pro-fibrotischen
Faktoren flihren zu den oben aufgefiihrten histopathologischen Veranderungen in der Niere mit

progredienter Organdysfunktion (Kagami et al. 1994, Burns et al. 2010, Johnson et al. 1992).

1.6. TGF-B-Superfamilie

Die transforming-growth-factor-3 (TGF-R)-Superfamilie umfasst eine grof’e Anzahl von
strukturell verwandten Wachstumsfaktoren. Jedes Mitglied der Familie ist fahig, eine grofRe
Anzahl von zellularen Prozessen einschlieRlich Zellproliferation, Differenzierung, Migration,
Adhéasion und Apoptose zu regulieren. Exprimiert in komplexen und gewebespezifischen
Mustern spielen TGF-R und seine verwandten Faktoren eine herausragende Rolle in der
Entwicklung, Homobostase und Reparatur von nahezu allen Gewebearten in vielen Organismen:
von der Fruchtfliege bis hin zum Menschen (Massagué 1990).

Zu den interessanten Vertretern der Familie zahlen - neben TGF-R selbst - Nodale, Activine und
Bone-Morphogenetic-Proteine, die sowohl in der Embryogenese als auch im adulten
Organismus zahlreiche lebenswichtige Prozesse steuern (Massagué 1990, Zhou et al. 1993,
Zhao 2003).

Mutationen, Stérungen oder eine chronische Aktivierung der TGF-R-Kaskade sind involviert in
der Pathogenese verschiedener Erkrankungen zum Beispiel von Karzinomen, Entwicklungs-

stérungen sowie autoimmunen, degenerativen und chronischen Erkrankungen.
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Abb.2: TGF-R ist ein multifunktionales Zytokin in essentiellen Zellprozessen. Stérungen in der TGF-R-Signal-

kaskade sind in die Pathogenese vieler Erkrankungen beim Menschen involviert. (Dennler et al. 2002,

S.732)
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Bei Saugetieren existieren 3 Isoformen: TGF-31, TGF-R2 und TGF-R3 mit &hnlicher biolo-
gischer Aktivitat und Potenz.

Das TGF-B31 Gen wird bei Gewebsschadigung vermehrt exprimiert und ist die Isoform, die bei
anhaltender Ausschittung wesentlich an der Entwicklung der Gewebsfibrose vieler Organe
beteiligt ist (Border und Noble 1994, Massagué 1998). TGF-R1 nimmt eine zentrale Rolle bei
der Nierenfibrose ein und gilt als deren Hauptmediator. Durch die TGF-31-induzierten Effekte
entstehen die typischen histopatholgischen Veranderungen wie Glomerulosklerose, Tubulus-
atrophie, Dilatation, Nephronverlust und Rarefizierung der Kapillaren, die zur chronischen
Niereninsuffizienz fihren (Border und Noble 1994, Schnaper et al. 2009).

Die TGF-R1/Smad-Signalkaskade ist verantwortlich fiir die Transkription von einer Vielzahl an
Zielgenen, die an der Differenzierung und Proliferation der Zielzelle beteiligt sind. So wurden
diese TGF-R1-induzierten Effekte bei der Produktion von Bestandteilen der extrazellularen
Matrix wie Kollagen Typ-1 in vitro und in vivo nachgewiesen (Wynn 2008, Zeisberg et al. 2003,
Strutz et al. 1995, Zeisberg und Duffield 2010).
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1.7. Bone-Morphogenetic-Proteine

Die Bone-Morphogenetic-Proteine (BMP) sind multifunktionale Wachstumsfaktoren und ge-
horen zur Gruppe der TGF-R-Superfamilie (Ducy und Karsenty 2000).

Entdeckt wurden sie 1965 von Urist, als dieser bei subkutaner Verabreichung von deminerali-
sierten Knochenextrakten in Ratten eine ektope Knochenbildung beobachtete (Urist 1965).
Aufgrund ihrer knochenbildenden Fahigkeit wurden diese Proteine Bone-Morphogenetic-
Proteine (BMP) genannt.

Bisher wurden Uber 30 BMPs identifiziert und eine vielfaltige Beteiligung bei verschiedenen bio-
logischen Prozessen nachgewiesen. Sie sind von essentieller Bedeutung in der Embryogenese,
nicht nur in der Entwicklung des Skeletts, sondern ebenfalls in der Organogenese und besitzen
wichtige Funktionen in der Zellproliferation und -differenzierung, Apoptose und Morphogenese
(Ducy und Karsenty 2000).

Abb.3: Die TGF-R-Superfamilie und die phylogenetische Verwandtschaft zwischen den
Bone-Morphogenetic-Proteinen (Ducy und Karsenty 2000, S. 2208).
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BMPs binden an heterodimere Komplexe, bestehend aus zwei transmembranen Rezeptoren,
genannt BMP-Rezeptor Typ-1 und -2 (BMPR-1 und BMPR-2), die eine Serin/Threonin-Kinase-
Aktivitat besitzen (Hogan 1996a, Kingsley 1994, Massagué und Weis-Garcia 1996). Nach
Ligandenbindung phosphoryliert der Typ 2-Rezeptor den Typ 1-Rezeptor und aktiviert die
Kinase des Typ-1-Rezeptors (Liu et al. 1995, Ruberte et al. 1995). Es folgt die Phosphorylierung
der Smad-Proteine, einer Familie von Transkriptionsfaktoren, die anschlieRend in den Zellkern
translozieren und direkt die Expression der Zielgene in Verbindung mit Transkriptionsfaktoren
und DNA-bindenen Partnern aktivieren (Heldin et al. 1997, Massagué 1998).

Durch die unterschiedliche Affinitdt der BMP an ihre Rezeptoren und Aktivierung der intra-
zellularen Smad-Proteine lassen sich die synergistischen und zum Teil kontraren Effekte der
verschiedenen BMPs erklaren (Ducy und Karsenty 2000, Massagué 1998, Kopp 2000).

1.7.1. Bone-Morphogenetic-Protein-5 (BMP-5)

BMP-5 ist ein zur TGF-R-Superfamilie zahlendes Protein, das nicht nur eine Rolle im Knochen-
stoffwechsel spielt, sondern auch in extraossaren Geweben nachgewiesen werden konnte
(Dudley et al. 1995, Luo et al. 1995).

BMP-5 wird aus einem Vorlauferprotein gebildet. Nach proteolytischer Spaltung besitzt das
aktive BMP-5 138 Aminosauren und ein Molekulargewicht von 16 kD (Celeste et al. 1990). Nach
Bindung von BMP-5 an die membrangebundenen BMP-Rezeptoren BMPR-1A, -1B und -2 wird
die intrazelluare Smad-Kaskade aktiviert. Die Phosphorylierung des Smad 1/5/8-Komplexes
transloziert in Verbindung mit Smad 4 in den Nukleus und transkribiert in Abhangigkeit von
DNA-bindenden Partnern und weiteren Cofaktoren die Zielgene (Celeste et al. 1990, Kopp
2000).

BMP-5 und BMP-7 werden mit BMP-6 innerhalb der 60A-Familie zu einer Subgruppe zusam-
mengefasst, da ein Vergleich der Aminosauresequenzen eine signifikante Homologie von (ber
75% aufweist (Celeste et al. 1990). Dieser Arbeit liegt daher die Hypothese zugrunde, dass
BMP-5 ahnlich anabole Funktionen wie BMP-7 aufweist.

Abb.4: 60A-Familie innerhalb der TGF-R-Superfamilie (Ducy und Karsenty 2000, S. 2208)
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BMP-7 ist ein potentes Morphogen in der Nephrogenese (Ducy und Karsenty 2000, Hogan
1996b). BMP-7-defiziente Mause zeigen ausgepragte Dysplasien beider Nieren und versterben
innerhalb der ersten Tage postnatal an der Urdmie (Godin et al. 1999). In der adulten Niere ist
die Funktion und Expression von BMP-7 gut untersucht. In Tiermodellen des akuten sowie
chronischen Nierenversagens konnte die grolRe Bedeutung von BMP-7 als protektiver und
regenerativer Faktor aufgezeigt werden. Vor allem zwei Haupteffekte von BMP-7 stehen im
Vordergrund: es wirkt anti-inflammatorisch und anti-fibrotisch.

Der anti-inflammatorische Effekt entsteht Giber eine verminderte Migration und Akkumulation von
Inflammationszellen und einer verminderten Expression von pro-inflammatorischen Zytokinen
(Gould et al. 2002, Vukicevic et al. 1998). TGF-R1 fuhrt in der geschadigten Niere zu einer
progredienten Fibrosierung durch Fibroblastenproliferation und vermehrter Produktion von
extrazelluldrer Matrix.

Der anti-fibrotische Effekt von BMP-7 beruht auf der Antagonisierung der TGF-31-vermittelten
Schadigungen und wirkt dadurch regenerativ auf Tubulusepithelzellen (Kitten et al. 1999,
Sugimoto et al. 2007, Zeisberg et al. 2003).

Deutlich weniger Daten und Untersuchungen findet man zur Funktion von BMP-5 in der Niere.
Anhand der vorhandenen Daten vermutet man eine wichtige Rolle von BMP-5 in der Nephro-
genese. Zudem wird BMP-5 auch postnatal in der Niere exprimiert (Dudley und Robertson
1997, Ozkaynak et al. 1992, King et al. 1994). BMP-5 defiziente Mause zeigen neben
anatomischen Abnormitaten ausgepragte Veranderungen in der Niere und den ableitenden
Harnwegen, sind aber trotz Hydronephrose im Gegensatz zu BMP-7-defizienten Mausen
lebensfahig (Kingsley et al. 1992, Zhao 2003).

Aufgrund der signifikanten Homologie zu BMP-7 wird angenommen, dass Kreuzhybridisierun-
gen moglich sind (Ducy und Karsenty 2000, Hogan 1996b) und daraus synergistische Effekte
von BMP-5 und -7 resultieren. BMP-5 konnte teilweise die Rolle von fehlendem BMP-7 in der
Nephrogenese Ubernehmen (Oxburgh et al. 2005). Das Fehlen beider Proteine in Maus-
modellen flihrt zu einem intrauterinen Versterben der Embryos (Solloway und Robertson 1999).
Uber die Expression, Funktion und Regulation von BMP-5 in der adulten Niere ist bisher noch
sehr wenig bekannt. BMP-5 spielt neben BMP-7 eine wichtige Rolle in der Nephrogenese und
konnte ahnliche protektive und regenerative sowie anti-inflammatorische und anti-fibrotische

Effekte wie BMP-7 in der Nephropathogenese besitzen.
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1.7.2. Bone-Morphogenetic-Protein-2 (BMP-2)

Das Bone-Morphogenetic-Protein-2 (BMP-2) besitzt ebenfalls Eigenschaften zur Regulation von
Zellwachstum und -differenzierung und gehort zur Gruppe der TGF-B-Superfamilie. In zahl-
reichen Versuchen wurde die zentrale Rolle von BMP-2 in der Entwicklung des Skeletts in vitro
und in vivo beschrieben (Urist 1965, Reddi 1992, Wozney et al. 1988, Wozney 1992).

Nach proteolytischer Trennung eines Vorlauferproteins entsteht das aktive BMP-2. Es ist ein
Monomer aus 114 Aminosduren mit einem Molekulargewicht von 13 kD (Celeste et al. 1990).
Nach Ligandenbindung von BMP-2 an membranstandige Rezeptoren erfolgt die Phospho-
rylierung von Smad-1, -5 und -8, die zusammen mit Smad-4 einen Komplex bilden und in den
Nukleus translozieren. Dort wird direkt in Abhangigkeit von Cofaktoren und DNA-bindenden
Partnern die Transkription der Zielgene aktiviert (Kopp 2000).

Da BMP-2 eine enge Verwandtschaft zu BMP-4 zeigt und im Vergleich der Aminosaure-
sequenzen beider Proteine eine Homologie von bis zu 86% besteht, bilden diese beiden
Proteine eine Subgruppe innerhalb der TGF-R-Superfamilie (Celeste et al. 1990).

BMP-2 wird eine essentielle Beteiligung in der Embryogenese zugeschrieben. In knock-out-
Modellen versterben BMP-2-defiziente Mause zwischen dem siebten und zehnten Tag post
conceptionem aufgrund einer abnormaler Herzentwicklung, sodass eine weitere Beteiligung von
BMP-2 in der Embryognese, vor allem in der Nephrogenese, aufgrund der friihen Letalitat nicht
beobachtet werden konnte (Ducy und Karsenty 2000, Zhang und Bradley 1996).

Eine zentrale Rolle spielt BMP-2 in der Osteogenese. BMP-2 ist das Protein, das in
rekombinanter Form fahig ist, die Aktivierungskaskade in der Chondro- und Osteogenese zur
Knochenbildung in vivo zu induzieren (Wang et al. 1990, Li et al. 2003).

Ebenfalls wird BMP-2 eine wichtige Rolle in der Angiogenese zugeschrieben. So wurden in
endothelialen Vorlauferzellen, Endothelzellen und den vascular smooth muscle cells (VSMC)
der Gefaldintima von Menschen und Ratten BMP-2-Expressionen nachgewiesen (Nakaoka et al.
1997, Emmanuele et al. 2003, Amini et al. 2012). Bei Schadigung von Gefalten durch
oxidativen Stress, Inflammation sowie Hyperglykamie zeigt sich eine Erhéhung der BMP-2-
Expression und eine Zellproliferation der VSMC. VSMC spielen eine zentrale Rolle in der
physiologischen Antwort zur Gefal3reparatur (Parhami et al. 1997, Fukui et al. 2003, Rifas et al.
2003).

Im weiteren Krankheitsverlauf der Atherosklerose scheint bei Schadigungspersistenz und
Anderungen des umgebenden Milieus durch Hypoxie sowie Zytokine der chronischen
Inflammation die regenerative Funktion von BMP-2 verloren zu gehen. Uber alternative
Aktivierungswege konnte BMP-2 als Induktor der Kalzifizierung in GefalRen wirken. Zumindest
wurde in atherosklerotischen Plaques eine erhéhte Expression von BMP-2 festgestellt (Dhore et
al. 2001, Corriere et al. 2008).
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In zahlreichen adulten Geweben wie Herz, Lunge, Muskel und Leber konnte ebenfalls eine
Expression von BMP-2 nachgewiesen werden. Dies unterstreicht die essentielle Rolle von
BMP-2 auch jenseits der Embryogenese (lwasaki et al. 1995, Schultheiss et al. 1997).
Immunhistochemisch gelang der Nachweis einer BMP-2-Expression in der adulten humanen
Niere (Simone et al. 2012). Protektive Effekte von BMP-2 bei der Nierenfibrose werden
angenommen und diskutiert. So konnten Yang und Mitarbeiter in Tiermodellen zeigen, dass
BMP-2 fahig ist, die TGF-R1-induzierten Effekte der zellularen Fibrose abzumildern (Yang S et
al. 2009). Im tierexperimentellen Modell der induzierten Fibrose bei Ratten wurde bei taglicher
Gabe von BMP-2 eine signifikante Reduktion der interstitiellen Nephritis und Fibrose sowie eine
verminderte Kollagenproduktion beobachtet. Ebenfalls war die Zahl der TGF-R1-Rezeptoren
reduziert (Yang YL et al. 2009, Wang et al. 2001).

BMP-2 scheint somit protektive Effekte bei der Nierenfibrose zu haben. Die molekularen
Wirkungsweisen sind jedoch noch unverstanden. Bisher liegen im adulten humanen Nieren-
gewebe wenig Ergebnisse vor, sodass das therapeutische Potential von BMP-2 bei chronischen

Nierenerkrankungen noch weitgehend unbekannt ist.

1.8. Therapeutische Méglichkeiten der hypertensiven Nephrosklerose

Die therapeutischen Mdglichkeiten bei der hypertensiven Nephrosklerose sind sehr begrenzt
und beruhen im Wesentlichen auf einer Verzdgerung des Krankheitsverlaufs.

Die Albuminurie kann als Frihmarker angesehen werden, die potentiell reversibel ist. Haufig
erfolgt die Diagnosestellung aber in einem spaten Stadium, da erh6hte Retentionsparameter
und eine Proteinurie erst bei eingetretener Nierenschadigung mit progredientem renalem
Funktionsverlust auftreten.

Die optimale arterielle Blutdruckeinstellung sowie die konsequente Behandlung weiterer
Progressionsfaktoren wie beispielsweise Diabetes mellitus oder Hyperlipidamie sind wesent-
liche Bestandteile eines multimodalen Konzepts zur Verlangsamung des Krankheitsverlaufes.
Eine Remission der hypertensiven Nephrosklerose kann nicht erreicht werden. Das
therapeutische Ziel ist die Verlangsamung der Krankheitsprogression (Marcantoni et al. 2000,
Segura et al. 2006, Ritz 2006).

Die medikamentdse Therapie des arteriellen Hypertonus richtet sich vor allem auf das Renin-
Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS). Die Hemmung des angiotensin converting enzyme
(ACE), das Angiotensin-1 in Angiotensin-2 spaltet sowie die Blockade des Angiotensin-
rezeptors-1 sind zwei Mdglichkeiten der pharmakologischen Interaktion zur Blutdrucksenkung

und Reduktion der tubulotoxischen Proteinurie.
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Durch diese Mallnahmen lasst sich das Fortschreiten der Nierenfibrose deutlich verlangsamen
und fuhrt neben der verbesserten Hamodynamik zu einer Absenkung der Proteinurie.

Da Angiotensin-2 als pro-fibrotisches Zytokin gilt und bei der Inflammation, Zellproliferation und
Produktion der extrazelluldren Matrix (ECM) beteiligt ist (Fogo 2000, Brewster und Perazella
2004, Ruester und Wolf 2006, Wolf 2006), wird durch die Hemmung des ACE das Vorhanden-
sein dieses pro-fibrotischen Zytokins im Gewebe vermindert.

Das zunehmende molekulare Verstandnis Uber Faktoren, die einer Nierenfibrose zugrunde-
liegen, bietet weitere Moglichkeiten fir Therapieansatze. Jedoch befinden sich diese im
experimentellen Stadium.

TGF-R1 als Hauptmediator des nierenfibrotischen Prozesses stellt ein mdgliches therapeuti-
sches Ziel dar. Ansatzpunkte sind eine Hemmung der TGF-R1-vermittelten Schadigungen und
Reduktion der pro-fibrotischen und pro-inflammatorischen Zytokine die zu einer Nierenfibrose
fihren. In Studien konnte bereits gezeigt werden, dass die Inhibition von TGF-R1 in vivo
tubulare Schaden vermindern kann und die renale Funktion verbessert wird (Strutz und
Zeisberg 2006, Bataller und Brenner 2005). BMP-7 scheint dabei ein méglicher Gegenspieler
von TGF-R1 zu sein und kehrt teilweise dessen Effekte um (Zeisberg et al. 2003).

Auch die zentrale Rolle der Fibroblasten und deren lGbermafRlige Produktion an ECM werden
intensiv erforscht. Die Frage, weshalb Fibroblasten in der Postinflammationsphase aktiviert
bleiben, ist weiterhin ungeklart.

Ein weiterer ausschlaggebender Faktor im Versagen der renalen Regeneration nach initialer
Schadigung ist die relative Abwesenheit renoprotektiver Faktoren bei Nieren, die fibrotisch
werden. Diese Imbalance ist Gegenstand intensiver Untersuchungen wie auch die Rolle der

Bone-Morphogenetic-Proteine als renoprotektive Faktoren.
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1.9. Zielsetzung

Bone-Morphogenetic-Proteine sind in der Embryogenese und der Gewebsregeneration unab-
dingbare Morphogene.
BMP-5 gehort zur gleichen Subgruppe der Bone-Morphogenetic-Familie wie das eng verwandte
BMP-7 und ist an der Nephrogenese beteiligt. Studien zeigen, dass BMP-7 in vivo und in vitro
bei akuten und chronischen Nierenerkrankungen vermindert exprimiert wird.
Da regenerative Effekte vor allem auf das Tubulusepithel durch BMP-7 in vivo und in vitro fest-
gestellt wurden, koénnte die Minderung der Expression von BMP-7 bei progredienten renalen
Erkrankungen den Verlust von protektiven Faktoren bedeuten.
Daten Uber die Expression und das mdgliche regenerative Potential von BMP-5 in der adulten
Niere und bei Nierenerkrankungen liegen bisher nicht vor.
Daher sind die Fragestellungen dieser Arbeit:

1. Wird BMP-5 in der adulten humanen Niere exprimiert?

2. Wird BMP-5 ahnlich zur Expression von BMP-7 bei der hypertensiven Nephro-

sklerose ebenfalls vermindert exprimiert?

Angiotensin-2 als Mitglied des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS) stimuliert als
pro-inflammatorischer Marker die Sekretion von progressionsfordernden Faktoren und ist bei
der Entwicklung der hypertensiven Nephrosklerose relevant. Die Hemmung des RAAS konnte
in unzahligen Studien die Progression der tubulointerstitiellen Fibrose verlangsamen, wobei der
genaue Pathomechanismus hierbei unbekannt ist. Eine weitere Fragestellung dieser Arbeit ist:

3. Welchen Einfluss bt Angiotensin-2 auf die renale Expression von BMP-5 aus?

Aus der Chondro- und Osteogenese ist bekannt, dass Bone-Morphogenetic-Proteine sich
gegenseitig beeinflussen kdnnen und in der Embryogenese deren Zusammenspiel essentiell ist.
Die Applikation von BMP-7 in vielen in vitro- sowie in vivo-Modellen zeigte dessen regeneratives
Potential, moglicherweise auch durch die Stimulation von BMP-5.
In dieser Arbeit soll folgende Fragestellung untersucht werden:

4. Besitzt BMP-7 einen regenerativen Einfluss in Zusammenspiel mit dem eng

verwandten BMP-5 in der Niere?

Chemotaxis als grundlegendster Mechanismus der physiologischen Zellreaktion ist nicht nur in
der Embryonalphase essentiell zur regelrechten Ausbildung des Organismus, sondern auch im
adulten Organismus bei der Gewebsreparatur und der Chronifizierung von Erkrankungen von

groler Bedeutung.
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Pro-inflammatorische Zytokine wie TGF-R1 und TNF-a spielen eine wichtige Rolle in der
Migration von Entziindungszellen ins Tubulointerstitium der Niere. Aktivierte Fibroblasten stellen
einen zentralen Mechanismus in der Inflammationsphase dar.
Aufgrund dessen sind weitere Fragestellungen dieser Arbeit:
5. Besitzt BMP-5 einen Einfluss auf die, durch die pro-inflammatorischen Zytokine
TGF-R1- und TNF-a-induzierte Migration von Entziindungszellen?

6. Ubt BMP-5 einen Effekt auf die Zellproliferation von renalen Fibroblasten aus?

BMP-2 ist ein weiteres Protein aus der TGF-3-Superfamilie. Es ist ein potentes Morphogen in
der Induktion der Osteogenese und besitzt die Fahigkeit zahlreiche Zellen zur Differenzierung,
Proliferation und Migration zu aktivieren. Uber die Expression von BMP-2 in der adulten
humanen Niere und bei renalen Erkrankungen liegen bisher kaum Daten vor. In Analogie zu
den Uberlegungen beziiglich BMP-5 sollen folgende Fragen (iber die Bedeutung von BMP-2 in

der Niere untersucht werden:

7. Wird BMP-2 in der adulten humanen Niere exprimiert?

8. Zeigt BMP-2 ein verandertes Expressionsmuster bei der hypertensiven
Nephrosklerose?

9. Ubt Angiotensin-2 als Mitglied des RAAS und pro-inflammatorisches Zytokin

einen Einfluss auf die Expression von BMP-2 in der Niere aus?
10. Werden regenerative Fahigkeiten von BMP-7 in der Niere und des eng
verwandten BMP-5 (iber eine Interaktion mit BMP-2 reguliert?

1. Besitzt BMP-2 einen Effekt auf die Proliferationsrate von Fibroblasten?
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2. Material und Methoden

2.1. Material

211. Gerate

Analysewaage 1213 MP

Autoklav

Belichtungsmaschine Kodak-X-Omat
COz-Inkubator Nuaire Autoflow
Elektrophoresekammer Mini-Protean
Heizblock TR-L288

Klhizentrifuge GS-6R
Kuhizentrifuge, Mikroliterzentrifuge 5402
Lichtmikroskop

Magnetrihrer IKAMAG RCT

Mikroskop Axiophot S100TV mit Digitalkamera C-3040

Mikrotom 2040

Mx3000P Thermocycler

Nanopore Wasser-Anlage Ultrafree 20
ph-Meter MP 220

Pipettierhilfe pipetus-akku
Photometer Gene Quant |l
Photometer Dynatech MR 400
Réntgenfilm

Scanner CanonScan 4400 F
Spannungsgerat Power Pac 1000
Spektralphotometer Genesys 5
Sterilbank Hera Save

Stickstofftank Chronos Biosave
Thermocycler Mastercycler personal
Thermocycler RT-PCR MX3000P
Vortex VF2

Waage Sartorius excellence
Warmebad GFL 1004

Wippe Duomax 1030

Material und Methoden

Sartorius, Goéttingen, Deutschland
Biomedis, GielRen, Deutschland
Kodak, Rochester, USA

Nuaire, Plymouth, USA

BioRad, Munchen, Deutschland
Liebisch, Bielefeld, Deutschland
Beckmann, Miinchen, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Leica, Solms, Deutschland

IKA Labortechnik, Staufen, Deutschland
Zeiss, Oberkochen, Deutschland
Reichert-dJung, Nussloch, Deutschland
Stratagene, La Jolla, USA

Millipore, Eschborn, Deutschland
Mettler Toledo, Columbus, USA
Hirschmann, Eberstadt, Deutschland
Pharmacia Biotech, Cambridge, UK
Dynatech, Denkendorf, Deutschland
Kodak, Rochester, USA

Canon, Tokyo, Japan

BioRad, Munchen, Deutschland
Spectronic, Miinchen, Deutschland
Heraeus, Hanau, Deutschland
Messer, Griesheim, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Stratagene, La Jolla, USA

Jancke, Stauffen, Deutschland
Sartorius, Géttingen, Deutschland
Schitt Labortechnik, Géttingen,
Deutschland

Heidolph, Schwabach, Deutschland
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21.2. Gebrauchsmittel

Chamber slides 8 Well/0,8 cm?pro Well
Chemotaxis 48 Well

Combitips plus 2,5 ml, 10 ml, steril
Falcon 15 ml-Rohrchen, steril

Falcon 50 ml-Réhrchen, steril

Falcon Zellkulturflasche mit Luftfilter T75
Eindeckglaser

Filterpapier 2MM

Filterpapier Microscience

Glaswaren

Mehrkanalpipette Dispenser Multipipette 4780

Migrationskammer 48 Well/8 mm? Filterflache

Mikroliter Pipetten 2,5 pl, 10 ul, 100 ul, 200 ul, 1000 pl

Mikrotiterplatten Falcon Microtest 96
Neubauer Zahlkammer

Objekttrager Lab Tec Chamber slide System
Parafilm ,M*

Pasteurkapillarpipetten

Pasteurpipetten

Petrischalen Cellstar

Pipetten 2 ml, 5 ml, 10 ml, 25ml
Pipettenspitzen 2,5 ul, 10 pl, 100 ul, 1000 pl
Polycarbonat-Membran, PVP-frei
Reagenzgefalle 0,5 ml, 1,5 ml, 2,0 ml
Skalpelle

Spritzen 2 ml, 5 ml, 10 mi

Zellschaber

2.1.3. Chemikalien

Material und Methoden

Nalge Nunc, Rochester, USA

Neuro Probe, Gaithersburg, USA
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
BD Biosciences, Franklin Lakes, USA
BD Biosciences, Franklin Lakes, USA
BD Biosciences, Franklin Lakes, USA
Thermo, Braunschweig, Deutschland
Whatman, Wiesloch, Deutschland
Schleicher & Schell, Dassel,
Deutschland

Schott, Mainz, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Neuro Probe, Gaithersburg, USA
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
BD Biosciences, Franklin Lakes, USA
Saaringia, Saarlouis, Deutschland
Nalge Nunc, Naperville, USA
Pechiney, Chicago, USA

WU, Mainz, Deutschland

Brand, Giel3en, Deutschland

Greiner, Solingen, Deutschland
Greiner, Solingen, Deutschland
Sarstedt, Numbrecht, Deutschland
Neuro Probe, Gaithersburg, USA
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
pfm, KdIn, Deutschland

Braun, Melsungen, Deutschland
Sarstedt, NiUmbrecht, Deutschland

Alle Chemikalien besalfden, sofern nicht anders angegeben, den Reinheitsgrad ,pro analysi®.

4',6-Diamin-2'-phenylindol-dihydrochlorid (DAPI)

Accutase

Aceton

Boehringer, Mannheim, Deutschland
PAA, Pasching, Osterreich

Merck, Darmstadt, Deutschland
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Acrylamid / Bis

Ammoniumpersulfat (APS)

Bovines Serum Albumin (BSA)
Bradford-Reagenz

Calciumchlorid (CaCl,)
Coomassie-Brilliantblau
Dimethylsulphoxid (DMSO)
Dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPO,)
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
Dulbecco’s PBS
Ethylenglycoltetraessigsaure (EGTA)
Eindeckmedium Immu-Mount

Essigsaure 1%

Ethanol

Fetales Kalberserum (FCS), US-Standard
Glycin

Isopropanol

Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (IMDM)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,)
L-Ascorbinsaure

L-Glutamin 200nm

Laemmli Sample Buffer

LSM 1077 = Lymphozytenseparationsmedium
Magermilchpulver

Mastermix iQ SYBR Green Supermix
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdeoxycholat
Natriumdodecylsulfat (SDS)

Natronlauge (NaOH) 1M
Nitrozellulosemembran Hybond-ECL
Nonidet-P 40

Nukleasefreies Wasser

Panserin 401

Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS)
Plasmocin 25 ng/ml
Phenylmethansulfonsdurefluorid = PMSF
Quantum 286

Material und Methoden

BioRad, Miinchen, Deutschland
Fluka, Buchs, Schweiz

Paesel & Lorei, Hanau, Deutschland
BioRad, Muinchen, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
BioRad, Munchen, Deutschland
Serva, Heidelberg, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Invitrogen, Carlsbad, USA

PAA, Pasching, Osterreich

Merck, Darmstadt, Deutschland
Thermo, Braunschweig, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Invitrogen, Carlsbad, USA
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland
Gibco BRL, Paisley, UK

Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland
PAA, Pasching, Osterreich
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
PAA, Pasching, Osterreich
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
BioRad, Heidelberg, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland
Serva, Heidelberg, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Amersham, Freiburg, Deutschland
Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland
Ambion, Cambridgeshire, UK

PAN Biotech, Aidenbach, Deutschland
Biochrom, Berlin, Deutschland
Invivogen, Toulouse, Frankreich
Boehringer, Mannheim, Deutschland
PAA, Pasching, Osterreich
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Rainbow Marker RPN 800V
RNAse H

RNAse out

ROX Passive Reference Dye
RPMI-1640-Medium
Salzsaure (HCI) 1M
Superscript
Tetramethylethyldiamin = Temed
Tetramethylbenzidin = TMB
Tris-Base

Trypsin-EDTA 1x
Trypan-Blau

Tween 20%
3-Mercaptoethanol

2.1.4. Kit-Systeme

Cell Proliferation ELISA System, version 2

RNeasy Mini Kit
Western Lightning plus ECL

2.1.5. Allgemeine Puffer und Lésungen
10 x PBS (Phosphat-gepufferte Losung)

KH.PO, 1,44 g
Na,HPO, x 7 H,0O 7,599
NaCl 90,09
ddH:o ad 1000 ml

10 x TBS 10 (Tris-gepufferte Losung)

Tris-Base 60,59
NaCl 87,59
ddH;O ad 1000 ml

Material und Methoden

Amersham, Freiburg, Deutschland
Invitrogen, Carlsbad, USA

Invitrogen, Carlsbad, USA

BioRad, Heidelberg, Deutschland
Invitrogen, Carlsbad, USA

Merck, Darmstadt

Invitrogen, Carlsbad, USA
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland
PAA, Pasching, Osterreich

Biochrom Seromed, Berlin,
Deutschland

Boehringer, Mannheim, Deutschland

Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland

Amersham, Freiburg, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland
Perkin Elmer, Waltham, USA
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2.1.6. Materialien fiir die real-time PCR

Lysispuffer fiir die mRNA-Isolation

3-Mercaptoethanol

RLT-Puffer RNeasy Mini Kit

DNA-Verdau
RNAse-freie DNAse |
RDD Puffer

10 pl
700 i

10 pl
70 pl

Oligonukleotide fiir die Umschreibung der mRNA in cDNA

Nukleasefreies Wasser
dNTP-Mix 10mM
Oligo-dt

Ansatz fiir real-time PCR
Mastermix

Vorwartsprimer 1:50
Rickwartsprimer 1:50
ROX 1:50

Nukleasefreies Wasser

5yl
1l
1l

12,5 pl
0,5 ul
0,5 ul
0,5 ul
11 pl

2.1.7. Materialien fiir den Western Blot

Laufpuffer
Tris-Base
Glycin

1% SDS
ddH.O

Lysispuffer
Natriumdeoxycholat
Nonidet P-40

EGTA

Tris 1M, pH 7,4

ddH,O pH 7,4

PMSF (3% in Isopropanol)

3,03g
14,49
100ul
1000 ml

0,49
1ml
1,99
1ml
100ml
1:500

Material und Methoden
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Transferpuffer

Tris-Base 3,03¢g
Glycin 14,49
Methanol 200ml
ddH;O 1000ml

15%-Trenngel

dd H:0 2,5ml
1,5M TrisPuffer 2,5mi
10% SDS 100pl
Acrylamid / Bis 5mi
10% APS 50ul
Temed 5ul

2.1.8. Stimulanzien
Rekombinantes humanes BMP-2
Rekombinantes humanes BMP-5
Rekombinantes humanes BMP-7
humanes Angiotensin-2
Rekombinantes humanes TGF-31

Rekombinantes humanes TNF-a

2.1.9. Antikorper

Biotinyliertes Kaninchen-anti-Ziege
monoklonal IgG
Kaninchen-anti-Mensch-beta-Aktin
polyklonal IgG
Kaninchen-anti-Ziege-polyklonal 1IgG
Ziege-anti-Mensch-BMP-2 monoklonal IgG
Ziege-anti-Mensch-BMP-5 monoklonal IgG
Ziege-anti-Mensch-BMP-2 monoklonal 1IgG
Ziege-anti-Mensch-BMP-5 monoklonal IgG

Material und Methoden

R&D Systems, Wiesbaden, Deutschland
R&D Systems, Wiesbaden, Deutschland
R&D Systems, Wiesbaden, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

R&D Systems, Wiesbaden, Deutschland
R&D Systems, Wiesbaden, Deutschland

Dako, Glostrup, Danemark

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA
R&D Systems, Wiesbaden, Deutschland
R&D Systems, Wiesbaden, Deutschland
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA
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Material und Methoden

2.1.10. Primer fiir die real-time PCR

BMP-2 Primerdesign, Southampton, UK
BMP-5 Primerdesign, Southampton, UK
Peptidylprolyl-lsomerase A (PPIA) Primerdesign, Southampton, UK

2.1.11. Renale humane Fibroblastenzelllinien TK-173 und TK-188

TK-173 sind Fibroblasten, die urspringlich aus einer zur Nierentransplantation vorgesehenen
humanen Normalniere isoliert wurden. TK-188-Zellen entsprechen Fibroblasten, die aus biop-
tischem Material von Patienten mit interstitieller Fibrose gewonnen wurden. Durch Tansfektion
mit dem SV40-Plasmid pSVgpt wurden die Fibroblasten immortalisiert (Mulligan und Berg 1981,
Muller et al. 1995).

TK-173 und TK-188-Zellen entsprechen phanotypisch renalen interstitiellen Fibroblasten und
besitzen zytochemisch die unveranderte Expression an Enzymen wie beispielsweise Kollagen
Typ-1, -3 und -5, Fibronektin und Vimentin (Muller et al. 1995 ).

Zur Kultivierung wurde das Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) versetzt mit 10%FCS
verwendet. Bei Stimulationsversuchen wurde das Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium
(IMDM), ein serumfreies Hungermedium verwendet.

Die Anfarbung mit dem Fluoreszenzfarbstoff 4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) zum Aus-

schluss einer Mykoplasmeninfektion wurde regelmafdig durchgefuhrt.

2.1.12. Renale proximale Tubulusepithelzelllinie HK-2

R.J. Ryan und Mitarbeiter etablierten die renale, proximale Tubulusepithelzelllinie HK-2 (Human
Kidney-2-Zellen). Dabei handelt es sich um renale proximale Tubulusepithelzellen, die aus einer
humanen Normalniere gewonnen und durch Transfektion mit dem humanen Papillomavirus
(E6/E7) immortalisiert wurden (Ryan et al.1994). Dieses Verfahren bewirkt keine signifikanten
Anderungen im Phanotyp oder Funktion der Zellen. Die Zellen weisen funktionell, immunhisto-
und zytochemisch Charakteristika von differenzierten renalen proximalen Tubulusepithelzellen
auf, beispielsweise phanotypisch Mikrovilli und zytochemisch Enzyme wie die alkalische und
saure Phosphatase oder die Leucin-Aminopeptidase (Ryan et al. 1994). Zur Kultivierung wurde
Quantum 286-Medium verwendet, in Stimulationsversuchen DMEM. Auch bei dieser Zelllinie
wurden regelmalig DAPI-Farbungen zum Ausschluss einer Mykoplasmeninfektion durch-
gefuhrt.
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Material und Methoden

2.1.13. Software

MS Office Microsoft, Redmond, USA
MxPro 3000 Stratagene, La Jolla, USA
Statistikprogramm S plus Tibco, Palo Alto, USA

2.2. Methoden

2.2.1. Analyse der Daten aus dem Kooperationsprojekt European Renal cDNA Bank

Die Universitatsmedizin Gottingen beteiligt sich an der European Renal cDNA Bank. Dies ist ein
Zusammenschluss multipler nationaler Zentren. Jedes Zentrum schickt ein Teil seiner
Nierenbiopsien zusammen mit klinischen Parametern des Patienten an die European Renal
cDNA Bank. Im Gegenzug ist jedes Zentrum berechtigt, die European Renal cDNA Bank zu
beauftragen, eine PCR-Analyse explizit auf das eigene Forschungsobjekt bezogene
interessierende Gen durchfiihren zu lassen. Die Untersuchungen erfolgten in Minchen und
wurden von im Projekt beschaftigten medizinisch-technischen Assistenten durchgefihrt. Die
Daten sind folglich keine Entnahme aus einer ohnehin bestehenden Datenbank, sondern eine
individuelle promotionsbezogene Untersuchung. Hierbei erfolgt die komplette praktische
Durchflihrung in Minchen. Die Interpretation und statistische Auswertung wurden im Rahmen
meiner Promotion mithilfe der Abteilung fir medizinische Statistik in Géttingen durchgefihrt.

Ziel dieses Projektes ist die Ausdehnung der Probandenanzahl, da der Pool aus bundesweit
eingesendeten Nierenbiopsien besteht. Die gréfiere Zahl der untersuchten Biopsien erzielt
damit eine héhere Relevanz und Signifikanz als ein Zentrum alleine.

Das Team der European Renal cDNA Bank stellte manuell Mikrodissektate aus Glomeruli und
Tubulointersitium her und fuhrte nach Lyse eine real-time PCR auf die Transkription von BMP-2
und BMP-5 durch (Cohen et al. 2002). Die Transkriptionsanalyse von BMP-2 und BMP-5
wurden auf Wunsch und Uberlegungen unserer Arbeitsgruppe durchgefiihrt. AuRer der Projekt-
planung und der wissenschaftlichen Fragestellung sind in diesem Teil der Promotion keine
selbstandigen Arbeiten von mir durchgefihrt worden. Die Ethikkommission der Universitat
Géttingen stimmte dieser Studie zu (#11/10/04).

Im Rahmen des Verbundprojektes wurden Nierenbiopsien von 32 Patienten mit Nephrosklerose
und 10 gesunden Patienten hinsichtlich der BMP-Transkription mittels quantitativer real-time
PCR im Glomerulum sowie Tubulointerstitium verglichen. Die statistische Auswertung erfolgte

anhand des Mann-Whitney-U-Tests.
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2.2.2. Transkription von BMP-2 und BMP-5 in vitro

Zur Detektion der BMP-2 und -5 Transkription wurde mit unstimulierten Zellen eine qualitative
real-time PCR-Analyse durchgefuhrt.

Es wurden Fibroblasten der TK-173 und TK-188-Zelllinie verwendet, die fir 24 Stunden in
serumfreien Hungermedium (IMDM) inkubiert wurden. Desweiteren wurden proximale Tubulus-
epithelzellen der HK-2-Zelllinie sowie distale Tubulusepithelzellen, die Primarzellen sind, nach
24 Stunden Inkubation in DMEM verwendet. Eine humane Zelllinie mit distalen Tubulus-
epithelzellen ist nicht etabliert.

Die mRNA-Isolierung und die Umschreibung in cDNA erfolgte wie in den nachfolgenden
Kapiteln beschrieben.

Es wurde nur eine qualitative real-time PCR-Analyse durchgefuhrt. Auf eine quantitative
Analyse des absoluten cDNA-Gehalts wurde bei einer zum Teil sehr niedrigen Transkription und

entsprechend grofer Standardabweichung verzichtet.

2.2.3. Stimulation von TK-173-, TK-188- und HK-2-Zellen in vitro

Zur Untersuchung der moglichen Auswirkungen von Angiotensin-2 auf die Transkription von
BMP-2 und BMP-5 wurden die Zelllinien mit Angiotensin-2 stimuliert. Desweiteren wurde die
Transkription von BMP-2 und -5 auch nach Stimulation der Zellen mit BMP-5 und -7 bestimmt,
um Interaktionen zwischen den Proteinen zu beleuchten.

Die Aussaat von TK-173 und TK-188 Zellen erfolgte jeweils in T75 grofen Zellkulturflaschen mit
10°Zellen in 10 mI DMEM mit 10% FCS. Nach 24 Stunden erfolgte die Inkubation der Zellen fir
weitere 24 Stunden in Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (IMDM), einem serumfreien
Hungermedium. Dieses serumfreie Hungermedium gemischt mit den Stimulanzien wurde auch
fur die Stimulationsversuche verwendet (Dauer und Konzentrationen siehe Tab.1 und 2). Als
Kontrollgruppe diente bei allen Experimenten die parallele Inkubation von TK-173 und TK-188-
Zellen in IMDM ohne Zusatze.

Analog zu den Stimulationsversuchen mit Fibroblasten wurden proximale Tubulusepithelzellen
HK-2 ebenfalls in T75 groRBen Zellkulturflaschen mit 10° Zellen in 10 ml Quantum 286-Medium
ausgesat. Als Hungermedium diente DMEM, und die Stimulation erfolgte mit in DMEM geldsten
Stimulanzien (Dauer und Konzentrationen siehe Tab. 1 und 2). Die Kontrollgruppe bestand bei
allen Experimenten aus HK-2-Zellen, die parallel ohne Stimulanzien in DMEM inkubiert wurden.
Nach Beendigung der Stimulation wurden die Zellen mit PBS jeweils dreimal fir 5 min
gewaschen, mittels Zelllysispuffer lysiert und das Zelllysat zur anschlieflenden mRNA-Isolierung

verwendet.
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Tab.1:  rtPCR auf BMP-2 mit jeweiliger Zelllinie und Stimulanz sowie Stimulationsdauer

Primer | Zelllinie |Stimulanz Stimulationsdauer
BMP-2 |TK-173 107,10, 10 ® MAT-2 12 h
BMP-2 |HK-2 107,105, 10 * MAT-2 12h
BMP-2 |TK-173 |1, 10 100 ng/ml rhBMP-5 |12h
BMP-2 |HK-2 1, 10 100 ng/ml rhBMP-5 |12 h
BMP-2 |TK-173 |1, 10 100 ng/ml rhBMP-7 |12h

Tab.2: rtPCR auf BMP-5 mit jeweiliger Zelllinie und Stimulanz sowie Stimulationsdauer

Primer |Zelllinie |Stimulanz Stimulationsdauer
BMP-5 |TK-173 107,107, 10 3 MAT-2 12 h
BMP-5 |TK-188 (107,107, 10 3 MAT-2 12 h
BMP-5 |HK-2 107,105, 10 3 M AT-2 12 h

BMP-5 | TK-173 |1, 10 ng/ml rhBMP-7 12h
BMP-5 | TK-188 |1, 10 ng/ml rhBMP-7 12h
BMP-5 |HK-2 1, 10 ng/ml rhBMP-7 12h

2.2.4. real-time PCR

mRNA-Isolation

Die Isolierung der mRNA aus den verwendeten Zellen erfolgte mithilfe des RNeasy Mini Kits
nach Herstellerangaben der Firma Qiagen.

Die, je nach Stimulationsversuch behandelten Zellen, wurden zur Vorbereitung der mRNA-
Isolation mit PBS mehrmals gewaschen und mit Trypsin bzw. HK-2-Zellen mit Accutase geldst.
Nach Uberfiihrung der Zellen in ein RNAse-freies Réhrchen, wurden diese bei 300 g fiir 5 min
zentrifugiert und der Uberstand entfernt. Dem Zellpellet wurde 700 pl RLT-Lysispuffer mit 7 pl
R-Mercaptoethanol zugefligt und miteinander vermengt. Als Modifikation zur Entfernung
unerwiinschter Zellbestandteile wurde das Zelllysat tber eine QIA-Schredder-Saule gegeben
und zentrifugiert.

Das Verfahren der mRNA-Isolation beruht auf dem Prinzip von Saulen, die mit einer Silikat-
Gelmembran ausgestattet sind und so die mRNA binden. Die mRNA wurde durch die
verschiedenen Waschschritte mit Ethanol und anschlieRender Zentrifugation aufgereinigt.

Um maogliche Verunreinigung durch cDNA und deren Amplifikation in der anschlieRend durch-
gefuhrten real-time PCR zu vermeiden, wurde zusatzlich ein DNAse-Verdau mit dem RNase-
free DNase-Set von Qiagen als weitere Modifikation in das Protokoll eingefiigt. Dabei wurde

10ul RNase freie DNase | in 70ul RDD-Puffer geldst, direkt auf die Saule gegeben und fiir
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15 min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend folgten weitere Waschschritte, bis letztlich
die isolierte und aufgereinigte mRNA mit nukleasefreiem Wasser durch Zentrifugation bei
10 000 g aus der Membran geldst wurde.

Die Konzentrationsbestimmung der mRNA erfolgte photometrisch bei 260 nm mittels des

Photometers GeneQuant.

Umschreibung der mRNA in cDNA

Die mRNA wurde nun mittels der RNA-abhangigen DNA-Polymerase (syn. Reverse Transkrip-
tase) zur cDNA synthetisiert. Dafir wurde ein Thermozykler der Firma Stratagene verwendet.
Es folgte die Inkubation der mRNA in einer Oligonukleotidmischung fir 10 min bei 70 °C.

Zum Verdau endogener mRNAsen wurde der Enzyminhibitor Rnase Out bei 37°C fir 5 min
hinzugefugt. Die Synthese der cDNA erfolgte bei 42°C fur 50 min nach Zugabe der Reversen
Transkriptase. Als letzter Schritt erfolgte die Inaktivierung der Reversen Transkriptase Uber
15 min bei 70°C. Zum Ausschluss einer Kontamination mit genomischer DNA dienten als
Negativkontrollen parallele Umschreibungen mit Ausnahme des Inkubationsschrittes der

Reversen Transkriptase. Alle verwendeten Reagenzien stammten von der Firma Invitrogen.

real-time PCR (rtPCR)

Die real-time PCR ist eine Modifizierung der klassischen PCR-Methode. Dabei wird ein Fluor-
eszenzfarbstoff verwendet, der ausschlieBlich an die synthetisierte Doppelstrang-DNA bindet
und proportional zur vorhandenen DNA-Menge fluoresziert. Bei der real-time PCR wird die
Fluoreszenz bei jedem Zyklus wahrend des Amplifikationsprozesses gemessen. Dies erlaubt
eine Quantifizierung der Probe, die auf der exponentiellen Phase der Amplifikation beruht
(Higuchi et al. 1992, Wittwer et al. 1997).

Vorteile bei der Verwendung von SYBR Green als Fluoreszenz-Farbstoff ist die geringe Fluor-
eszenz in ungebundener Form. Bei Bindung an die Doppelstrang-DNA steigt die Fluoreszenz
um das 1000-fache. Bei allen Versuchen wurde der SYBR Green PCR Master Mix und der
Thermocycler Mx3000P der Firma Strategene verwendet.

Die Primer fir die real-time PCR wurden mit der Sequenz der Datenbank des National Center
for Biotechnology Information (NCBI) abgeglichen und von der Firma Primerdesign generiert
(siehe Tab. 3).

Es wurde das Programm Comparative Quantitation der MxPro™ QPCR-Software von
Stratagene verwendet, bei dem die relative Quantitdt der in den Proben enthaltenen DNA-
Amplifikation in Bezug zu einem Calibrator (Kontrollgruppe) gemessen wird. Als Calibrator

dienten Zellen, die nicht mit Stimulanzien behandelt wurden.
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Tab.3:  verwendete Primer fir die rtPCR

Zielgen |Sequenz (Vorwarts / Riickwarts) Anlagerungs- | Zyklenzahl
temperatur

PPIA. | TGG GCAACATAG TGAGAC G 60 °C 40
TGTACAGTG GCATGATAATAGC

BMP-2 |GGG CAT CCT CTC CAC AAAAG 60 °C 40
CCACGT CAC TGAAGTCCAC

BMP-5 |ATC CTC GTC GCATAC CAGTTATC |60°C 40
TGT CAG CAT CAT TCAAGAAAG TTG

Zur Denaturierung der DNA-Strange wurde im initialen Zyklus die Temperatur bei 95°C fir
10 min gehalten. Die Annealingphase, die die spezifische Anlagerung der Primer an die Einzel-
strange der DNA erlaubt, wurde bei beiden Primern in allen Versuchen bei 60°C fir 1 min
durchgefiihrt (identische Anlagerunstemperatur). Die Amplifikationsphase bei 72°C dauerte 30 s
und es folgte ein neuer Zyklus, beginnend wieder mit der Denaturierung bei 95°C fiir 30 s. Die
real-time PCR bestand aus 40 Zyklen. In jeder real-time PCR-Untersuchung wurde jeder
Stimulationsansatz dreimal durchgefihrt (Tripletts).

Externe Kontamination, Verunreinigungen, unspezifische PCR-Produkte, Primer-Dimere sowie
fremde genomische DNA kdnnen zu einer unspezifischen Zunahme des Fluoreszenz-Signals
fihren und die Ergebnisse verfalschen. Deshalb erfolgte die Auswertung nur, wenn interne
Kontrollen zum Ausschluss dieser Verfalschungen, negativ waren.

Die Ergebnisse wurden zu einem sogenanntem housekeeping gene (HKG) normalisiert. Dies ist
typischerweise ein Gen, das konstant in allen Proben unter allen experimentellen Bedingungen
transkribiert wird. Somit wird ein interner Standard bestimmt, der Konzentrationsunterschiede
zwischen den Proben ausgleichen soll (Radonic et al. 2004, Bustin 2000).

Der Schwellenwert, auch Ct-Wert genannt, ist die Zykluszahl bei der sich das Fluoreszenzsignal
vom Hintergrund abhebt. Dieser Wert geht in die Berechnung der Ergebnisse ein.

Das housekeeping gene GAPDH besitzt einen Schwellenwert zwischen 14 und 15 Zyklen und
wird typischerweise bei der real-time PCR verwendet. Da die untersuchten Proteine in sehr
geringen Konzentrationen in der Niere transkribiert werden, besitzen diese hohe
Schwellenwerte (> 30 Zyklen). Diese hohe Differenz zwischen den Schwellenwerten von
GAPDH und den Bone-Morphogenetic-Proteinen fuhrt bei geringen Schwankungen zu hohen
Standardabweichungen.

Zur Verbesserung des real-time PCR-Verfahrens wurde nach einem housekeeping gene mit
héherem Schwellenwert gesucht, das unter allen experimentellen Versuchsbedingungen stabil
exprimiert wird. Die in Tab. 4 angegebenen Gene wurden in Verdiinnungsreihen als HKG

getestet.
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Tab.4: verwendete housekeeping genes fiir die tPCR

GAPDH Glyceraldehyde-3-Phosphatdehydrogenase 14-15

PPIA Peptidylprolyl-lsomerase A 21-22

YWHAZ Tyrosine 3/tryptophan 5-Monooxygenase-activation- | 20-28
protein

RRN18S 18S rRNA 11-12

B2M Beta-2-microglobulin 14-16

TBP TATAA-box Binding Protein 20-21

Letztendlich wurde als housekeeping gene die Peptidylprolyl-lsomerase A (PPIA) bestimmt, da
es sich unter allen experimentellen Bedingungen als stabil erwies und einen Schwellenwert von
21 bis 22 Zyklen besitzt. Alle Primer der untersuchten housekeeping genes stammten von der
Firma TATAA Biocenter, Géteborg, Schweden.

Auswertung der real-time PCR

Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit dem MXPro 3000-Programm der Firma Stratagene.
Die absolute Transkription der Zielgene wurde als Ct-Wert angegeben. Dies entsprach der
Zykluszahl, bei der sich das Floureszenzsignal signifikant vom Hintergrund abhob. Zum
Ausgleich von Schwankungen innerhalb der Proben wurde zur Berechnung des ACt-Werts das
housekeeping gene PPIA vom Ct-Wert des gesuchten Gens subtrahiert (Radonic et al. 2004).
Nach Subtraktion der ACt-Werte der einzelnen Probengruppen (stimuliert - unstimuliert) ergab
sich der AACt-Wert. Dieser Wert ging zur Berechnung der relativen quantitativen Transkription
in die Formel

-AACt
2 ein.
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2.2.5. Western Blot

Proteinisolation

Die TK-173-Fibroblasten und proximalen Tubulusepithelzellen HK-2 wurden in Zellkultur-
flaschen der GroRe T75 ausgesat und fur 24 Stunden in DMEM mit 10% FCS bzw. Quantum
286-Medium kultiviert. AnschlieRend erfolgte die 24-stiindige Kultivierung der TK-173-Zellen in
IMDM sowie der HK-2-Zellen in DMEM, den entsprechenden Hungermedien der jeweiligen Zell-
linie. Vor der Isolierung wurden die Zellen dreimalig mit PBS gewaschen. Die Lyse erfolgte mit
einem Lysispuffer, der Phenylmethansulfonsaurefluorid (PMSF) zur Hemmung endogener
Proteasen enthielt. Es wurden 3 ml Lysispuffer zugefligt und die Zellen vorsichtig mechanisch
abgeschabt. Anschliessend wurde das erhaltene Lysat fir 5 min bei 1000g und 4°C
zentrifugiert. Der Uberstand enthielt die denaturierten Proteine. Die Proteinkonzentration wurde
nach der Bradford-Methode bestimmt. Dabei wurden 50 pl des Uberstandes mit 2,45 ml
Bradford-Reagenz vermengt und fir 10 min inkubiert. Die Messung bei einer Wellenlange von

595 nm erfolgte mit dem Photometer Genesys 5 der Firma Spectronic.

Auftrennung der Proteine mittels Gelelektrophorese (SDS-Page)

Die Auftrennung der Proteine erfolgt mithilfe eines Polyacrylamidgels (SDS-Page) elektro-
phoretisch nach Molekulargewicht. Zur Optimierung des Western Blots wurden in Testreihen
verschiedene Konzentrationen, Zeiten und Temperaturen angewendet.

Die lysierten Proteine wurden zunachst mit Aceton ausgeféallt und SDS in verschiedenen
Konzentrationen zugegeben (10, 50, 100, 200 pg). Die Proben wurden nach Zugabe von
R-Mercaptoethanol fir unterschiedliche Dauern (3,5,10,15 min) auf 95°C erhitzt.

Anschlieltend erfolgte die Auftrennung der Proteine im SDS-Trenngel. Zur Bestimmung der
optimalen Proteinkonzentration wurden Verdiinnungsreihen mit Proteinkonzentrationen von 10,
25, 50, 100, 200 pg verwendet. Dazu wurde das Gel in eine mit Laufpuffer gefillte Elektro-
phoresekammer eingelegt und mit einer Gleichstromspannung zunachst von 80 V fir 15 min
und anschlieRend mit 120 V fur 4 Stunden versehen.

Der ebenfalls im Trenngel aufgetragene Marker diente als farbliche Orientierung aufgrund der

bekannten Molekulargewichte.

Proteintransfer

Ziel des Western Blots ist die Transferierung der gelelektrophoretisch aufgetrennten Proteine
auf eine Nitrozellulosemembran, die immunochemisch weiter untersucht wird.

Dazu wurden das Gel und die Membran in Filterpapier und Vlies eingebettet und in eine
Kassette mit Transferpuffer eingelegt. Der Transfer fand anschlieRend bei einer konstanten
Spannung von 30 V fiir 16 Stunden bei 4°C statt.
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Durchfiihrung des Western Blots

Nach dem Transfer wurde die Nitrozellulosemembran in Blocklésung zur Absattigung unspezifi-
scher Bindungsstellen eingelegt. Die Blockldsung bestand aus 5% Magermilch in TBS mit
0,05% Tween 20. Desweiteren wurden ebenfalls im Rahmen der Optimierungen des Ver-
suchsaufbaus Blocklésungen mit 3% Magermilch in TBS mit 0,05% bzw. 0,1% Tween 20 und
unterschiedlichen Zeiten (2h, 6h, 12h, 24h) sowie Temperaturen (Raumtemperatur, 4°C)
verwendet.

Anschliessend wurde die Membran dreimal fir 5 min mit TBS gewaschen. Die Inkubation mit
dem Primarantikdrper erfolgte in TBS-Tween mit 2,5%iger Magermilch. Es wurde eine Verdin-
nungsreihe des Primarantikdrpers (1:1000, 1:500, 1:250, 1:100) verwendet und jeweils fur 6h,
12h bzw. 24h bei RT inkubiert.

Nach grundlicher Waschung mit TBS-Tween folgte die Inkubation mit dem Sekundarantikérper.
Dieser wurde ebenfalls in TBS-Tween mit 2,5%iger Magermilch gelést und in einer
Verdinnungsreihe (1:5000, 1:1000, 1:200) fur eine Stunde bei RT inkubiert. Langere
Inkubationszeiten mit dem Sekundarantikdrper filhrten zu unspezifischen Banden im Western
Blot.

Die Membran wurde mehrmals mit TBS gewaschen und fur die Detektion mittels Chemi-
lumineszenz fur 1 min in Entwicklerldsung inkubiert. Es wurde das Western Lightning ECL-Kit
von Perkin Elmer verwendet. Die Entwicklung der Bilder erfolgte mithilfe des Belichtungs-
automats Kodak-X-Omat auf einen Rontgenfilm der Firma Kodak.

Die zahlreichen Modifikationen des Western Blot-Protokolls dienten zum Ausschluss methodi-
scher Mangel bei ausbleibendem Nachweis der BMP-2 und -5-Proteine. Es wurden Antikdrper
von zwei unterschiedlichen Herstellern verwendet. Bei allen Experimenten wurde eine Positiv-

kontrolle mit R-Aktin angefertigt.

2.2.6. Makrophagen-Migrationsassay

Isolation von mononukleédren Zellen aus Leukozytenkonzentrat (Buffy Coat)

Mononukleére Zellen wurden aus Buffy Coats gewonnen. Das Buffy Coat wurde zum Lympho-
zytenseperationsmedium in ein 50 ml-Réhrchen gegeben und anschliessend bei 2000 rpm fir
20 min zentrifugiert. Dadurch wurde eine Trennung der verschiedenen Bestandteile des Buffy
Coats aufgrund ihrer unterschiedlichen Dichte erreicht. Im Rdéhrchen befanden sich nun
Erythrozyten und Granulozyten am Boden als Pellet, darliiber das Separationsmedium, gefolgt
von der Interphase, die Lymphozyten und Monozyten enthielt und zuletzt das Serum als
Uberstand.

Die Interphase wurde mit einer 10 ml-Pipette vorsichtig abgesaugt und in ein neues 50 ml-
Réhrchen gegeben. Emeut wurde bei 2000 rpm fir 5 min zentrifugiert und der Uberstand

dekantiert. Anschliessend folgte die Waschung mit 50 ml PBS und die Zentrifugation bei
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1500 rpm fur 5 min. Dies wurde zweimal wiederholt. Zum Pellet wurde 12 ml Panserin mit 2%
FCS gegeben und gut vermischt. Jeweils 2 ml der Suspension wurden auf Petrischalen in 6 ml
Panserin mit 2% FCS verteilt. Es erfolgte eine zweistiindige Inkubation bei 37°C bei der die
Monozyten an der Polystyroloberflache der Petrischale adhéarierten, Lymphozyten jedoch nicht.
Nach der Inkuabtionszeit wurden die Lymphozyten mit dem Uberstand abgenommen. Zu den
adharierten Monozyten in der Petrischale wurden nochmals 6 ml Panserin mit 2% FCS
zugegeben und fir 6 Tage bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Das Inkubationsmedium wurde
jeweils nach 3 Tage erneuert.

Am siebten Tag erfolgte der Wechsel des Mediums von Panserin mit 2% FCS auf RPMI-
Medium mit 1% FCS, nachdem die Monozyten mit PBS gewaschen wurden. Am 14. Tag waren
die Monozyten zu Makrophagen herangereift und wurden fur das Makrophagen-

Migrationsassay verwendet.

Durchfiihrung des Makrophagen-Migrationsassay

Es wurde eine 48-Well-Platte verwendet, die aus einer unteren und oberen Kammer besteht
(sog. Boyden chamber). Die Kammern sind durch eine Polyvinylpyrolidone-freien Polykarbonat-
Membran getrennt. Die Membran verfligt Gber Poren, durch die die Passage von der oberen in
die untere Kammer moglich ist.

Die Makrophagen wurden mit Trypan-Blau angefarbt und in der Neubauer- Zahlkammer ge-
zahlt. Abgestorbene Zellen verfarbten sich blau und wurden nicht mitgezahlt, vitale Zellen
blieben ungefarbt.

In die obere Kammer wurden 25.000 Zellen pro Well in 40 yl DMEM ohne Stimulanzien
eingeflllt, die untere Kammer mit jeweils 32 yl DMEM und dem entsprechenden Stimulanz
(siehe Tab. 5) befiillt. Danach wurde die Well-Platte fir 4 Stunden bei 37°C inkubiert.

Nach Inkubation wurde das obere Kompartiment zuerst mit einem trockenem und anschlie3end
mit einem in PBS-getranktem Wattestadbchen zur Entfernung aller nicht migrierten Zellen von
der Membranoberflache gereinigt. Die Membran wurde auf einen mit PBS beschichteten
Objekttrager gebracht und im Dunkeln mit 1:1000 verdinnter DAPI-L6sung fir 4 min inkubiert.
Anschliefend wurde vorsichtig mit PBS gespllt und der Objekttrager mit der Membran in
Mounting Medium eingedeckt.

Schlussendlich wurden die Objekttrager mit dem Mikroskop Axiophot S100TV mit Digitalkamera
C-3040 photographiert und die Zellen gezahit.
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Tab.5: Versuchsaufbau des Makrophagen-Migrationsassay mit entsprechenden Stimulanzien

Kontrolle unstimuliert

Stimulanzien 10 ng/ml rhTGF-[31

10 ng/ml rhTGF-R1 + 10 ng/ml rhBMP-5
10 ng/ml rhTGF-31 + 10 ng/ml rhBMP-7
100 ng/ml rhTNF-a

100 ng/ml rhBMP-5 + 100 ng/ml rhTNF-a

2.2.7. Proliferationsassay

Die Auswirkungen von BMP-2 und BMP-5 auf die Proliferation von renalen Fibroblasten der
TK-173-Zelllinie wurden mittels eines nicht-radioaktiven Proliferationsassays untersucht. Dabei
handelt es sich um einen indirekten ELISA, der auf einem Nachweis des Thymidinanalogons
Bromdesoxyuridin (BrdU) beruht.

Verwendet wurde das Biotrak Cell Proliferation ELISA system, Version 2 von Amersham
Biosciences. Die Durchfiihrung erfolgte dem Herstellerprotokoll entsprechend.

Der Test beruht auf drei wesentlichen Schritten: BrdU-Inkorporation, Inkubation mit Anti-BrdU-
Primarantikdrper und Detektion mittels eines Peroxidase-gekoppelten Sekundarantikoérpers.

Fir das Proliferationsassay mit renalen Fibroblasten der TK-173-Zelllinie wurden diese in einer
Zellsuspension mit 4000 Zellen in 100 yl/Well mit DMEM und 10%igem FCS flr 24h kultiviert.
Im Anschluss erfolgte die 24-stiindige Ruhigstellung in serumfreien Hungermedium (IMDM).

Die Stimulationsansatze wurden flir Fibroblasten der TK-173-Zelllinie in IMDM mit den
entsprechenden Konzentrationen an rhBMP-2, rhBMP-5 und AT-2 (siehe Tab. 6) angesetzt, in
Sextetts pipettiert und fiir 24 Stunden bei 37°C inkubiert.

Tab.6: verwendete Stimulanzien im Proliferationsassay bei TK-173-Fibroblasten

Stimulanz | Konzentration Stimulationsdauer
rhBMP-2 |1, 10 100 ng/ml 24 h
rhBMP-5 |1, 10 100 ng/ml 24 h
AT-2 107,10°, 10 *MAT-2 |24 h

Nach der Stimulation erfolgte die Inkubation fir 4h bei 37°C in IMDM, das mit einer BrdU-
Konzentration von 10uM versetzt war. Anschlielend wurden die Zellen dreimal fir 5 min bei
Raumtemperatur auf der Wippe in einer Waschlésung (PBS) gewaschen.

Es folgte die Zellfixation und DNA-Denaturierung mit Ethanol als Fixationsldsung fiir 30 min bei

Raumtemperatur, danach die Blockierung in Blocklésung fir 30 min bei Raumtemperatur.
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Anschlielfend wurden die Zellen mit Peroxidase-gebundenem anti-BrdU-Antikérper fur 2h
inkubiert. Nach Waschen in PBS erfolgte die Zugabe von 100 ul Substratiésung (TMB in 15%
DMSO) und die Inkubation fir 10 min bei Raumtemperatur. Die Messung der optischen Dichte
(OD) wurde im Reader (Photometer Dynatech MR 400) bei 450 nm durchgeftihrt.

Zum Ausschluss unspezifischer Bindungen und Signale dienten Assay-blank-Kontrollen

(Ansatze ohne Zellkultivierung) als Negativkontrollen.

2.2.8. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mithilfe der Abteilung fir medizinische Statistik der
Universitatsmedizin Goéttingen. Die statistische Auswertung und Graphenerstellung wurde mit
dem Softwareprogramm S plus (Tibco, Palo Alto, USA) erstellt. Die Ergebnisse der Zellkultur-
experimente wurden nach dreimaliger Durchfiihrung als Mittelwerte mit Standardabweichung
angegeben. Nach Anwendung des Student'schen t-Tests wurden P-Werte kleiner 0,05 als
statistisch signifikant angesehen und in den Graphen mit * gekennzeichnet. P-Werte kleiner
0,01 sowie kleiner 0,001 wurden mit ** bzw. *** markiert.

Zur Prifung der Signifikanz wurden die Ergebnisse der real-time PCR der European Renal
Data Bank mittels der nicht-parametrischen Variante des Student'schen t-Tests fir
unverbundene Stichproben, dem Mann-Whitney-U-Test analysiert. Ein P-Wert kleiner 0,05 gilt
als statistisch signifikant.
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3. Ergebnisse

3.1.

3.1.1.

BMP-5 in der adulten humanen Niere

BMP-5 in der adulten humanen Niere und bei der hypertensiven Nephrosklerose

Als Grundlage fir die Promotion wurde im Rahmen des Kooperationsprojektes European Renal

cDNA Bank die Transkription von BMP-5 in 42 adulten humanen Nieren mittels real-time PCR

untersucht. Dabei wurden Nierenbiopsien von 32 Patienten mit hypertensiver Nephrosklerose

und 10 gesunden Patienten verwendet. Aufgrund der Anwendung des Mikrodissektions-

verfahrens war es mdglich die Transkription von BMP-5 getrennt nach Glomeruli und

Tubulointerstitium zu untersuchen. Als Ergebnis zeigte sich:

a)

b)

c)

Abb.5:

der erstmalige Nachweis einer BMP-5 Transkription in der adulten humanen Niere.
Insgesamt bestand eine niedrige Transkriptionsrate von BMP-5,

eine sehr geringe BMP-5-Transkription in den Glomeruli. Es bestand kein signifikanter
Unterschied zwischen der gesunden und nephrosklerotisch veranderten Gruppe bei
insgesamt sehr geringer glomerularer Transkription von BMP-5,

eine hohere Transkription von BMP-5 im Tubulointerstitium,

eine signifikant verminderte Transkription von BMP-5 im Tubulointerstitium der nephro-
sklerotischen Nieren im Vergleich zum Tubulointersitium von gesunden Patienten
(0,251, +- 0,309, p=0,0060).

Transkription von BMP-5 im Tubulointerstitium bei humanen adulten gesunden
und nephrosklerotischen Nieren in der tPCR nach Mikrodissektion
(Mittelwert, Standardabweichung, *=p<0,05)
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Abb.6: Transkription von BMP-5 in den Glomeruli bei humanen adulten gesunden
und nephrosklerotischen Nieren in der tPCR nach Mikrodissektion

(Mittelwert, Standardabweichung)
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3.1.2. Transkription von BMP-5 in humanen renalen Zelllinien

Nachdem BMP-5 erstmalig in der adulten humanen Niere nachgewiesen werden konnte, wurde

untersucht, in welchen Zellen eine Transkription von BMP-5 stattfindet. Dazu wurde eine real-

time PCR auf BMP-5 mit verschiedenen unbehandelten Zellen durchgefiihrt.

Es wurden folgende Zellen verwendet:

a) proximale Tubulusepithelzellen HK-2 (Zelllinie),

b) distale Tubulusepithelzellen (primar isolierte Zellen aus humanen Nieren, freundlicher-
weise von PD Dr. med Patrick C. Bar, Zentrum der Inneren Medizin, Funktionsbereich
Nephrologie der Goethe-Universitat Frankfurt am Main, zur Verfligung gestellt (Baer et
al. 1997)),

c) Fibroblasten der TK-173-Reihe (Zelllinie), die aus gesunden adulten humanen Nieren
isoliert wurden und

d) Fibroblasten der TK-188-Reihe (Zelllinie), die aus fibrotisch veranderten adulten

humanen Nieren stammen.

Die hohe notwendige Zyklusanzahl von > 30 Zyklen zum Nachweis der BMP-5 Transkripte liel3
auf eine sehr geringe Transkription in den Zellen schlieRen. Aufgrund der groRen Streuung in
den spaten Zyklen war eine valide statistische Auswertung hinsichtlich der Quantitat der
Transkripte nicht mdglich. Unter Beachtung des oben Genannten fand man in distalen
Tubulusepithelzellen und TK-188-Fibroblasten héhere Konzentrationen an BMP-5 Transkripten

als in proximalen Tubulusepithelzellen HK-2- und TK-173-Fibroblasten.
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Trotz der héheren Transkription von BMP-5 in distalen Tubulusepithelzellen mussten fur weitere
Versuche die proximalen Tubuluszelllinie HK-2 verwendet werden, da es sich bei den distalen

Tubulusepithelzellen um primar isolierte und nicht weiter kultivierbare Zellen handelte.

3.1.3. Transkription von BMP-5 in vitro

Aus den Zelllinien TK-173 und HK-2 wurden gelelektrophoretisch die Proteine aufgetrennt und
ein Western Blot durchgefihrt.

Trotz der, in Kapitel 2.2.5 beschriebenen Modifizierungen und Optimierungen des Western Blot-
Protokolls, gelang ein Nachweis von BMP-5 auf Proteinebene nicht. Als Positivkontrolle diente
R-Aktin, das jeweils nachweisbar war. Vermutlich ist die Konzentration des BMP-5-Proteins in
den untersuchten Zellen sehr niedrig und einem Nachweis mittels Western Blot daher nicht

zuganglich.

3.2. Regulation von BMP-5

3.2.1. Einfluss von Angiotensin-2 auf die BMP-5-Transkription in vitro

Basierend auf der Beobachtung einer verminderten Transkription von BMP-5 im Tubulo-
interstitium nephrosklerotisch veranderter Nieren wurde die Transkription von BMP-5 nach
Stimulation verschiedener Zellreihen mit Angiotensin-2 (AT-2) als Hauptmediator in der
Pathogenese der Nephrosklerose untersucht.

Fir diesen Stimulationsversuch wurden proximale Tubulusepithelzellen HK-2, Fibroblasten der
TK-173-Zelllinie, die aus urspriinglich gesunden adulten Nieren isoliert wurden sowie Fibro-
blasten der TK-188-Reihe, die aus fibrotischen Nieren stammen, verwendet und mit Angio-
tensin-2 fur 12 Stunden inkubiert. Es wurde die relative Expression gegenlber unstimulierten
Zellen als Kontrollgruppe bestimmt.

Interessanterweise zeigte sich in proximalen HK-2-Zellen keine signifikante Veranderung in der
Transkription von BMP-5. In Fibroblasten der beiden Gruppen waren jedoch unterschiedliche
Effekte zu sehen.

Wahrend in Fibroblasten der TK-173-Reihe, die aus gesundem Nierengewebe stammten, eine
Erhéhung der Transkription von BMP-5 beobachtet werden konnte (185%, +-82%, p=0,0333
bzw. 220%, +-158%, p=0,0367), zeigte sich in Fibroblasten der TK-188-Reihe, die aus fibro-
tischen Nieren stammten und krankhaft verandert waren, ein signifikante Reduktion an BMP-5-
Transkripten (44%, +- 12%, p=0,0029).
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Abb.7:

Abb.8:

rtPCR auf BMP-5 nach 12-stiindiger Stimulation von HK-2-Zellen mit Angiotensin-2
(Mittelwert, Standardabweichung)
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rtPCR auf BMP-5 nach 12-stiindiger Stimulation von TK-173-Zellen mit Angiotensin-2
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Abb.9: rtPCR auf BMP-5 nach 12-stiindiger Stimulation von TK-188-Zellen mit Angiotensin-2
(Mittelwert, Standardabweichung, *=p<0,05, **=p<0,01)
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3.2.2. Einfluss von BMP-7 auf die Transkription von BMP-5 in renalen Zelllinien

In Untersuchungen an Chondrozyten konnte gezeigt werden, dass Bone-Morphogenetic-
Proteine sich intensiv gegenseitig beeinflussen. Yeh und Lee berichten von zahlreichen Inter-
aktionen der BMPs miteinander sowie in Kombination mit weiteren Mediatoren, die zu einer
Regeneration von Knorpel flhrten (Yeh und Lee 2002).

Aufgrund der zentralen Bedeutung von BMP-7 in der Nephrogenese wie auch in der Patho-
genese der Nephrosklerose wurde der Einfluss von rekombinantem humanen BMP-7 (rhBMP-7)
auf die Transkription von BMP-5 in distalen Tubulusepithelzellen HK-2 und den Fibroblasten der
TK-173- sowie TK-188-Zelllinie untersucht. Es wurde eine relative Transkriptionsanalyse im
Vergleich zur unstimulierten Kontrollgruppe mittels real-time PCR durchgefthrt.

Anders als in den Ergebnissen in Chondrozyten konnten keine signifikanten Effekte von
rhBMP-7 auf die Transkription von BMP-5 in oben genannten adulten humanen Zelllinien der
Niere nachgewiesen werden.

Bei den HK-2-Zellen sowie den Fibroblasten der TK-173-Zelllinie lieRen sich lediglich
Tendenzen einer Erhéhung der BMP-5-Transkripte beobachten. Bei der TK-188-Zelllinie zeigt

sich eine tendenzielle Minderung, wobei allen Daten eine statistische Signifikanz fehlt.
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Abb.10: rtPCR auf BMP-5 nach 12-stlindiger Stimulation von HK-2-Zellen mit rhBMP-7
(Mittelwert, Standardabweichung)
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Abb.11: rtPCR auf BMP-5 nach 12-stiindiger Stimulation von TK-173-Zellen mit rhBMP-7
(Mittelwert, Standardabweichung)
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Abb.12: rtPCR auf BMP-5 nach 12-stiindiger Stimulation von TK-188-Zellen mit rhBMP-7
(Mittelwert, Standardabweichung)
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3.3. Funktion von BMP-5

3.3.1. Einfluss von BMP-5 auf die Migration von Makrophagen in vitro

Die chronische Niereninsuffizienz ist gekennzeichnet durch eine progressive Fibrosierung und
Umbau der Niere. Der initiale Schritt zur Fibrose ist die Inflammation. Dabei wird das Tubulo-
interstitium von zahlreichen Entziindungszellen, darunter auch Makrophagen, infiltriert.

Zur Untersuchung einer méglichen Migrationsinduktion durch BMP-5 wurde ein Makrophagen-
Migrationsassay verwendet. Dabei wurden Makrophagen mit rhTGF-B1 alleine sowie mit
rhTGF-31 in Ko-Stimulation mit rhBMP-5 bzw. rhBMP-7 stimuliert. Von rhTGF-31 ist bekannt,
dass es als wichtiger Mediator am Prozess der Nephrosklerose beteiligt ist und die Migration
von Entziindungszellen induziert. Deshalb wurde die Stimulation von Makrophagen mit
rhTGF-R1 als Positivkontrolle benutzt.

Als Kontrollgruppe wurde die Zellmigration bei Inkubation von Makrophagen in reinem Basal-
medium verwendet. Die Ergebnisse sind als relative Migrationsrate in % zur Kontrollgruppe

angegeben.
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Abb.13: Makrophagen-Migrationassays nach Stimulation mit rhTGF-R1 sowie rhTGF-31 in
Ko-Stimulation mit rhBMP-5 bzw. rhBMP-7
(Mittelwert, Standardabweichung, *=p<0,05, ***=p<0,001)
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Es zeigte sich bei der Stimulation von rhTGF-R1 als Positivkontrolle die zu erwartende Migration
der Makrophagen (325%, +-165,06%, p=0,0006). Interessanterweise zeigt sich bei der
Ko-Stimulation von rhTGF-31 und rhBMP-5 eine Migration in deutlich verminderten Ausmale
(199,71%, +-128,52%, p=0,0281) als die alleinige Stimulation mit rhTGF-31. BMP-5 scheint
eine Abmilderung der TGF-R1-induzierten Migration von Entziindungszellen zu bewirken. Fir
BMP-7 sind bereits Effekte, die die TGF-R1 induzierten Vorgange teilweise aufheben oder riick-
gangig machen, beschrieben. In diesem Versuch zeigte sich ebenfalls eine nicht signifikante
Migration von Makrophagen in Ko-Stimulation von rhTGF-R1 mit rhBMP-7 (178,29%,
+- 68,67%, p=0,0603) und somit eine Abmilderung des TGF-31-induzierten Migrationseffekts
durch BMP-7. BMP-5, das eng verwandt BMP-7 ist, Gbt einen a&hnlichen abmildernden Effekt
auf die TGF-R1-induzierte Makrophagen-Migration aus wie BMP-7.

Der tumor-necrosis-factor-a (TNF-a) ist wohl der potenteste Mediator von Entziindungs-
reaktionen. Er induziert und reguliert zahlreiche inflammatorische Prozesse unter anderem die
Produktion von inflammatorischen Zytokinen wie beispielsweise das monocyte-chemo- attrac-
tant-protein-1 (MCP-1), das die Migration, insbesondere von mononuklearen Zellen, verstarkt.

Deshalb wurden Makrophagen sowohl mit rhTNF-a alleine als auch mit einer Kombination von
rhTNF-a mit rhBMP-5 stimuliert. Untersucht werden sollte, ob ein dhnlicher anti-migratorischer
Effekt von BMP-5 beim Vorhandensein des potenten pro-migratorischen Zytokins TNF-a eintritt.
Im vorausgegangenem Versuch mit TGF-R1 konnte ein anti-migratorischer Effekt fir BMP-5

beobachtet werden.
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Abb.14: Makrophagen-Migrationassays nach Stimulation mit rhTNF-a und rhTNF-a in
Ko-Stimulation mit rhBMP-5 (Mittelwert, Standardabweichung, *=p<0,05)
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Wie zu erwarten, zeigte sich eine signifikante Migration von Makrophagen bei Stimulation mit
rhTNF-a (536,49%, +-157,21%, p=0,0406). Bei der Ko-Stimulation von rhTNF-a und rhBMP-5
zeigt sich ein anti-migratorischer Effekt von BMP-5 auf die Induktion der Makrophagenmigration
durch rhTNF-a (249%, +-36.08%, p=0,0190). Somit besteht neben einem anti-migratorischem
Effekt von BMP-5 auf die TGF-R1-induzierte-Migration ebenfalls ein anti-migratorischer Effekt

bei TNF-a-induzierten migratorischen Prozessen.

3.3.2. Einfluss auf die Proliferation durch BMP-5 und Angiotensin-2 in vitro
Im Rahmen der nephrosklerotischen Veranderungen kommt es zu einer zunehmenden
Fibrosierung der Niere. Dieser Prozess stellt sich unabhangig von der Grunderkrankung dar.
Hierbei geht man von einer Proliferation der Fibroblasten als zentralem Mechanismus aus.
Interessanterweise werden TGF-R proliferative Effekte zugeschrieben, wohingegen BMP-7, zur
TGF-R-Gruppe gehorig, anti-proliferative Effekte aufweist (Bramlage et al. 2011).
Unklar bleibt die Bedeutung von BMP-5 auf die Proliferation von Fibroblasten. Hierbei sind zwei
Hypothesen denkbar:

1. BMP-5 bewirkt eine Proliferation von Fibroblasten und wird daher moglicherweise

reaktiv zum Schutz bei der Nephrosklerose vermindert exprimiert.

2. BMP-5 besitzt ahnlich wie BMP-7 anti-proliferative Effekte.

Zum Nachweis eines moglichen Einflusses von BMP-5 auf die Proliferation von Fibroblasten der

TK-173-Zelllinie wurde dieser mittels Proliferationsassay untersucht.
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Das Ergebnis zeigte bei allen Stimulationen mit rekombinantem humanen BMP-5 keine
Anderung in der Mitoserate und somit keinen Einfluss von BMP-5 auf die Proliferationsrate von
Fibroblasten der TK-173-Reihe.

Darliberhinaus wurde ein Proliferationsassay nach Stimulation von TK-173-Fibroblasten mit
Angiotensin-2, Mitglied des RAAS und potenter Mediator der nephrosklerotischen Ver-
anderungen, durchgefiihrt. Auch Angiotensin-2 scheint keinen proliferativen Effekt auf die
TK-173-Fibroblasten auszuliben. Der Prozess der Proliferation scheint unabhangig von BMP-5

und AT-2 Gber andere Mechanismen induziert zu werden.

Abb.15: Proliferationsassay nach 12-stiindiger Stimulation von TK-173-Zellen mit rhBMP-5
(Mittelwert, Standardabweichung)
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Abb.16: Proliferationsassay nach 12-stiindiger Stimulation von TK-173-Zellen mit Angiotensin-2

(Mittelwert, Standardabweichung)
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3.4. BMP-2 in der adulten humanen Niere

3.4.1. BMP-2 in der adulten humanen Niere und bei der hypertensiven Nephrosklerose
Im Rahmen des Kooperationsprojektes European Renal cDNA Bank wurde in dieser Promotion
ebenfalls die Transkription von BMP-2 in 42 adulten humanen Nieren untersucht.

Die Transkription von BMP-2 wurde nach Mikrodissektionsverfahren mittels real-time PCR in
Nierenbiopsien von 32 Patienten mit hypertensiver Nephrosklerose und 10 gesunde Patienten
untersucht. Als Ergebnis zeigte sich:

a) der erstmalige Nachweis einer BMP-2-Transkription in der adulten humanen Niere,

b) eine sehr geringe BMP-2-Transkription in den Glomeruli ohne signifikanten Unterschied

zwischen gesundem und nephrosklerotischen Nierengewebe,

c) eine hdhere Transkription im Tubulointerstitium bei insgesamt niedrigem Transkriptions-
level,
d) im Tubulointerstitium eine signifikant verminderte Transkription von BMP-2 der nephro-

sklerotischen Nieren im Vergleich zu gesunden Patienten (0,419, +- 0,284, p=0,0029).

Abb.17: Transkription von BMP-2 im Tubulointerstitium bei humanen adulten gesunden
und nephrosklerotischen Nieren in der tPCR nach Mikrodissektion
(Mittelwert, Standardabweichung, *=p<0,05)
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Abb.18: Transkription von BMP-2 in den Glomeruli bei humanen adulten gesunden und
nephrosklerotischen Nieren in der tPCR nach Mikrodissektion

(Mittelwert, Standardabweichung)
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3.4.2. Transkription von BMP-2 in humanen renalen Zelllinien
Aufgrund des gelungenen erstmaligen Nachweis von BMP-2 in der adulten humanen Niere
wurde die Transkription von BMP-2 in renalen Zellen untersucht. Fir die real-time PCR auf

BMP-2 wurden folgende unbehandelte Zellen verwendet:

a) proximale Tubulusepithelzellen HK-2 (Zelllinie),
b) distale Tubulusepithelzellen (primar isoliert Zellen aus humanen Nieren),
c) Fibroblasten der TK-173-Reihe (Zelllinie), die aus gesunden adulten humanen Nieren

isoliert wurden und
d) Fibroblasten der TK-188-Reihe (Zelllinie), die aus fibrotisch veranderten adulten

humanen Nieren stammen.

Der Schwellenwert in der real-time PCR beschreibt die Zykluszahl, bei der sich das Fluo-
reszenzsignal vom Hintergrund abhebt. Der sehr hohe Schwellenwert fur BMP-2 (>32 Zyklen)
I&sst auf eine geringe Transkription in den Zellen schliessen. Aufgrund der Streuung bei hoher
Zyklenzahl ist eine quantitative statistische Auswertung nicht mdglich. Unter Beachtung der
statistischen Begebenheit finden sich in distalen Tubulusepithelzellen héhere Konzentrationen
an BMP-2 Transkripten als in proximalen Tubulusepithelzellen HK-2 und TK-173-Fibroblasten.
In Fibroblasten der TK-188-Zelllinie, die urspriinglich aus fibrotischen Nieren isoliert wurden,
konnten BMP-2 Transkripte nicht nachgewiesen werden. Dies deutet moglicherweise auf einen

bereits eingetretenen Verlusts des protektiven Faktors BMP-2 bei fibrotischen Nieren hin.
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Obwohl hdhere Transkripte von BMP-2 in distalen Tubulusepithelzellen nachgewiesen werden
konnten, mussten fir weitere Versuche die proximalen Tubuluszelllinie HK-2 verwendet werden.

Distale Tubuluszellen sind primar isolierte Zellen und kénnen nicht weiter kulitiviert werden.

3.4.3. Transkription von BMP-2 in vitro

Fir BMP-2 wurde ebenfalls ein Western Blot nach der gelelektrophoretischen Auftrennung der
Proteine aus den Fibroblasten TK-173 und proximalen Tubulusepithelzellen HK-2 durchgefiihrt.
Trotz der in Kapitel 2.2.5 des Material und Methodenteils beschriebenen Modifizierungen und
Optimierungen gelang ein Nachweis des BMP-2-Proteins nicht. Aufgrund der zahlreich durch-
gefuhrten Versuchsansatze mit diversen Variationen im Versuchsaufbau gehen wir von einer zu

niedrigen Konzentration von BMP-2 Protein in den Zellen aus.

3.5. Regulation von BMP-2

3.5.1. Einfluss von Angiotensin-2 auf die BMP-2-Transkription in vitro

Da erstmalig nachgewiesen werden konnte, dass BMP-2 im Tubulointerstitium nephro-
sklerotischer Nieren vermindert transkribiert wird, wurde nach Stimulation mit Angiotensin-2,
einem potenten Mediator in der Pathogenese der Nephrosklerose, die Transkription von BMP-2
untersucht. Es wurden die proximalen Tubulusepithelzellen HK-2 und Fibroblasten der TK-173-
Zelllinie fur 12 Stunden mit Angiotensin-2 inkubiert und eine real-time PCR durchgefihrt. Die
relative Transkription wurde im Vergleich zu unstimulierten Zellen als Kontrollgruppe bestimmt.
Da in Fibroblasten der TK-188-Zelllinie, die urspriinglich aus fibrotisch veranderten humanen
Nieren stammten, eine Transkription von BMP-2 nicht nachgewiesen werden konnte und
vermutlich bereits ein Verlust des protektiven BMP-2 im spaten Krankheitsstadium eingetreten
ist, wurde auf Stimulationsversuche der TK-188-Fibroblasten mit Angiotensin-2 verzichtet.
Interessanterweise zeigte sich wie schon bei BMP-5 in proximalen HK-2-Zellen ein unver-
andertes Transkriptionslevel von BMP-2.

Bei den Fibroblasten TK-173 konnte bei einer sehr hohen Konzentration von 10 * M AT-2 eine
signifikant erhdhte Transkription von BMP-2 festgestellt werden (1248%, +- 451%, p=0,0478).
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Abb.19:

Abb.20:

rtPCR auf BMP-2 nach 12-stlindiger Stimulation von HK-2-Zellen mit Angiotensin-2
(Mittelwert, Standardabweichung)
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3.5.2. Einfluss von BMP-5 und -7 auf die Transkription von BMP-2 in vitro

Neben BMP-7 als zentralem Protein in der Nephrogenese sowie in der Pathogenese der
Nephrosklerose spielt BMP-5 ebenfalls in der Nephrogenese eine wichtige Rolle. Es weist
starke Homologien zu BMP-7 auf und kann teilweise die Funktion von BMP-7 (bernehmen
(Oxburgh et al. 2005). Aufgrund dieser beschriebenen Eigenschaften der Bone-Morphogenetic-
Proteine wurde der Einfluss von rekombinantem humanen BMP-5 und BMP-7 auf die
Transkription von BMP-2 in distalen Tubulusepithelzellen HK-2 und den Fibroblasten der
TK-173-Zelllinie untersucht. Es wurde eine relative Transkriptionsanalyse im Vergleich zur
unstimulierten Kontrollgruppe mittels real-time PCR durchgefiihrt.

Entgegen aller bisherigen Beobachtungen konnte ein signifikanter Einfluss von rhBMP-5 und -7
auf die Transkription von BMP-2 in HK-2- und TK-173-Zellen nicht nachgewiesen werden.
Lediglich in der Stimulation von TK-173-Fibroblasten mit rhBMP-7 konnte eine leichte
Steigerung von BMP-2 beobachtet werden. Aufgrund der hohen Standardabweichungen blieb

eine Signifikanz dieses Ergebnisses aus.

Abb.21: rtPCR auf BMP-2 nach 12-stiindiger Stimulation von HK-2-Zellen mit rhBMP-5
(Mittelwert, Standardabweichung)
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Abb.22: rtPCR auf BMP-2 nach 12-stiindiger Stimulation von TK-173-Zellen mit rhBMP-5
(Mittelwert, Standardabweichung)
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Abb.23: rtPCR auf BMP-2 nach 12-stiindiger Stimulation von TK-173-Zellen mit rhBMP-7
(Mittelwert, Standardabweichung)
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3.6. Funktion von BMP-2

3.6.1. Proliferativer Einfluss durch BMP-2 in vitro

Unabhangig von der Grunderkrankung, kommt es im Rahmen der Nephrosklerose zu einer
zunehmenden Fibrosierung der Niere. Als zentraler Mechanismus gilt die Proliferation der Fibro-
blasten. TGF-B als proliferativer Mediator spielt dabei eine wichtige Rolle. Der anti-proliferative
Effekt von BMP-7, das zur TGF-R-Gruppe gehort, ist bereits beschrieben worden.

Uber die Rolle von BMP-2 an regulatorischen Prozessen in der Niere ist bisher sehr wenig
bekannt. Yang und Mitarbeiter konnten eine Interaktion von BMP-2 mit der Signalkaskade von
TGF-R1 zeigen und daraus resultierende abmildernden Effekte auf die TGF-R1-induzierte
zellulare Fibrose nachweisen (Yang YL et al. 2009).

Der Einfluss von BMP-2 auf die Proliferation von Fibroblasten der TK-173-Zelllinie wurde mittels
Proliferationsassay untersucht. Es erfolgte die Stimulation der Zellen fir 12 Stunden mit
rekombinantem humanen BMP-2.

Jedoch zeigten sich trotz vorausgegangener Uberlegungen keine signifikante Anderung in der
Proliferationsrate der TK-173 Fibroblasten nach Stimulation mit rhBMP-2.

Abb.24: Proliferationsassay nach 12-stiindiger Stimulation von TK-173-Zellen mit rhBMP-2
(Mittelwert, Standardabweichung)
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4. Diskussion

Bone-Morphogenetic-Proteine sind morphogene Wachstumsfaktoren, die zur TGF-R-Super-
familie gehdren und wesentlich an einer Vielzahl von biologischen Prozessen wahrend der
Embryogenese sowie im adulten Organismus beteiligt sind. BMP-7 ist ein Vertreter dieser
Gruppe, das eine zentrale Rolle in der Nephrogenese einnimmt und im adulten Organsimus
nephroprotektive Eigenschaften besitzt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei weitere Mitglieder der BMP-Familie untersucht: das mit
BMP-7 eng verwandte BMP-5 sowie BMP-2. Es wurde die in-vivo Transkription von BMP-5 und
BMP-2 in der adulten humanen gesunden Niere sowie bei der hypertensiven Nephrosklerose
bestimmt. Die Funktion und Regulation beider Proteine wurde in vitro in humanen proximalen
Tubulusepithelzellen und in humanen Fibroblasten aus gesunden (TK-173)- und fibrotischen
Nieren (TK-188) untersucht. Die Rolle dieser potenten Wachstumsfaktoren aus der TGF-R-

Familie in der Niere ist noch unbekannt.

4.1. Methodik

Fur die Untersuchung der Fragestellungen wurden unter anderem die real-time PCR und der
Western Blot gewahlt. Jedoch gestaltete sich die Etablierung dieser Verfahren fur die jeweiligen
Versuche schwierig, da BMP-2 und BMP-5 in der adulten humanen Nieren sowie in Zellkulturen
nur in geringen Mengen transkribiert bzw. exprimiert werden.

Bei der real-time PCR wurden zur Bestimmung der optimalsten Bedingungen, Verdinnungs-
reihen von Konzentrationen an cDNA und Primern durchgefiihrt. Ebenfalls wurden verschiede-
ne Temperaturprotokolle und die Anzahl der Replikationszyklen getestet. Beispielsweise fihrte
eine Erhdhung der Replikationszyklen zu einer Akkumulation von unspezifischen Produkten, die
einen negativen Effekt auf die Effizienz der Amplifikation ausibten.

Aufgrund der niedrigen Transkriptionsrate der Bone-Morphogenetic-Proteine zeigte sich ein
sehr hoher Schwellenwert fir BMP-2 und BMP-5 (> 32 bzw. 30 Zyklen). Der Schwellenwert
(auch Ct-Wert genannt) beschreibt die Zykluszahl bei der sich die Floureszenz vom
Hintergrundsignal abhebt. Ein weiteres Problem in diesem Zusammenhang stellt der interne
Standard (housekeeping gene) dar. Dieses soll Konzentrationsunterschiede zwischen den
Proben ausgleichen. Das sonst Ublicherweise verwendete housekeeping gene GAPDH besitzt
einen niedrigen Schwellenwert (zwischen 14 und 15 Zyklen). Dadurch ist die Differenz zu den
Schwellenwerten der Bone-Morphogenetic-Proteine-2 und -5 sehr hoch. Diese hohe Differenz
fuhrt zu Ungenauigkeiten in der Quantifizierung mit schwankenden Werten. Letztendlich
resultieren daraus fir die Zellkulturuntersuchungen ungewohnlich hohe Standardabweichungen

mit Schwierigkeiten in der statistischen Auswertung.
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Dieser Effekt wurde durch die Bestimmung eines geeigneteren housekeeping gene vermindert
(Radonic et al. 2004, Bustin 2000). Von den getesteten housekeeping genes war die Peptidyl-
prolyl-lsomerase A (PPIA) das Gen, das unter allen Versuchsbedingungen am stabilsten
exprimiert wurde und dem Schwellenwert von BMP-2 und BMP-5 am néachsten kam (zwischen
21 und 22 Zyklen), wenn auch noch geringere Differenzen zwischen den Schwellenwerten
wilnschenswert gewesen waren. Aufgrund der sehr niedrigen Transkriptionsraten von BMP-2
und -5 blieb die Standardabweichung fiir die Versuche mit Zellkulturen trotz dieser
methodischen Optimierung zum Teil weiterhin erhéht. Bei geringeren Standardabweichung
hatten Ergebnisse, die sich lediglich als Tendenzen darstellten, zu einer statistischen Signifikanz
gefuhrt.

Die sehr niedrigen Konzentrationen von BMP-2 und BMP-5 in der Niere zeigten sich auch auf
der Proteinebene wieder. Der Nachweis der Expression von BMP-2 und BMP-5 im Western Blot
blieb trotz zahlreicher Modifizierungen des Protokolls aus. Hierbei wurden Verdiinnungsreihen
mit unterschiedlichen Konzentrationen an Proteinen, Primarantikdrpern, Sekundarantikoérpern,
Puffern und Lésungen sowie Inkubationszeiten und Temperaturen getestet. Ebenfalls wurden
Antikorper verschiedener Hersteller benutzt. Die Kontrolle mit 3-Aktin fiel jeweils positiv aus,

sodass von einer korrekten Anwendung des Western Blots ausgegangen werden kann.

4.2. Die Bedeutung von BMP-5 in der hypertensiven Nephrosklerose

Das mit BMP-7 eng verwandte BMP-5 zahlt zur gleichen Subgruppe der Bone-Morphogenetic-
Proteine innerhalb der TGF-R-Superfamilie. BMP-7 ist als Morphogen zentral an der Nephro-
genese beteiligt (Ducy und Karsenty 2000, Hogan 1996b, Kazama et al. 2008). In zahlreichen
Studien wurden nephroprotektive Eigenschaften von BMP-7 und das Entgegenwirken der
TGF-R1-induzierten Prozesse beschrieben (Zeisberg et al. 2003, Vukicevic et al. 1998, Bechtel
und Zeisberg 2009).

Neben der nachgewiesenen Beteiligung von BMP-5 an der Nephrogenese konnte ebenfalls
dessen wichtige Rolle in der Entwicklung des Skeletts nachgewiesen werden. BMP-5-knock-
out-Méause zeigten neben Hydronephrosen phanotypisch ein short-ear-Syndrom sowie zahl-
reiche skelettale Deformierungen (Ducy und Karsenty 2000).

BMP-5 kann bei Fehlen von BMP-7 dessen Funktion teilweise ibernehmen (King et al. 1994,
Oxburgh 2005). Beispielsweise induziert BMP-7 in der Entwicklung von bestimmten Arealen des
zentralen Nervensystems die Differenzierung neuronaler Zellen. Bei BMP-7-knock-out-Mé&usen
wurde die Differenzierung der neuronalen Zellen von BMP-5 (ibernommen und diese ZNS-
Areale wiesen keine Unterschiede im Vergleich zu gesunden Mausen auf (Tillemann et al.
2010). Da BMP-7 nephroprotektive Eigenschaften besitzt, kénnen diese flir BMP-5 in der Niere

ebenfalls vermutet werden.

52



Diskussion

4.21. BMP-5 wird in der humanen adulten Niere transkribiert

In dieser Arbeit konnte erstmalig die Transkription von BMP-5 in der humanen adulten Niere
nachgewiesen werden. Insgesamt wurde eine niedrige Rate an BMP-5-Transkripten in der
Niere detektiert. Dabei fand die Transkription von BMP-5 vornehmlich im Tubulointerstitium
statt, wahrend sich nur eine sehr geringe Transkriptionsrate in den Glomeruli fand.

Von dieser Arbeit unabhangig konnte die Arbeitsgruppe von Bramlage in weiteren Unter-
suchungen die Expression von BMP-5 auf Proteinebene immunhistochemisch bestatigen
(Bramlage et al. 2011). Es zeigte sich eine Expression im Tubulointerstitium, jedoch wurde in
den Glomeruli keine BMP-5-Expression nachgewiesen (Tampe 2011). Ursachlich kénnte eine
sehr niedrige Expression von BMP-5 als Protein im Glomerulum sein. Die in dieser Arbeit nach-
gewiesene sehr niedrige Rate von BMP-5-mRNA glomerular lasst dies zumindest vermuten.

Die Zusammenschau dieser Ergebnisse lasst ein vergleichbares Expressionsmuster von BMP-5
und BMP-7 in der adulten Niere erkennen (Bramlage et al. 2010). Es finden sich ebenfalls
BMP-7-Transkripte vornehmlich im Tubulointerstitium, insbesondere in Tubulusepithelzellen. Da
BMP-7 seine nephroprotektiven Effekte vor allem auf das Tubuluspithel ausiibt (Motazed et al.
2008) und das eng verwandte BMP-5 ein ahnliches Expressionsmuster aufweist, wurde in

verschiedenen Zellkulturen untersucht, ob diese BMP-5 transkribieren.

4.2.2. BMP-5 wird in humanen renalen Zelllinien transkribiert

BMP-5 Transkripte konnten in Fibroblasten aus gesunden (TK-173-Zelllinie) und fibrotisch
veranderten Nieren (TK-188-Zelllinie) nachgewiesen werden.

Zudem liess sich ein Nachweis von BMP-5-mRNA in distalen und proximalen Tubulusepithel-
zellen erbringen. Auch wenn aufgrund der hohen Standardabweichungen eine statistische
Auswertung nicht sinnvoll erschien, zeigte sich tendenziell eine erhéhte Transkription von
BMP-5 in den distalen verglichen mit proximalen Zellen. Das Vorhandensein von BMP-5 in
Fibroblasten und Tubulusepithelzellen wurde bisher noch nicht beschrieben.

Kitten und Mitarbeitern gelang der Nachweis von BMP-Rezeptoren in proximalen Tubulus-
epithelzellen HK-2 und somit die Beeinflussbarkeit dieser Zellen durch BMP. Die Arbeitsgruppe
von Simone konnte dieses Ergebnis bestatigen. (Kitten et al. 1999, Simone et al. 2012).

Neben dem Nachweis von BMP-5-mRNA in humanen Fibroblasten und Tubuluszellen,
beschreibt die Arbeitsgruppe von Patschan und Mitarbeitern eine Transkription auch in early
endothelial outgrowth cells (eEOC) der Maus. Diese stellen eine Subpopulation von
endothelialen Vorlauferzellen dar, die in Mausen bei der frihen Phase des akuten Nieren-
versagens eine gewisse protektive Rolle spielen (Patschan et al. 2013, Patschan et al. 2006).

Weitere Nachweise von BMP-5-Expression in Zellkulturen der Niere liegen nicht vor.
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Neben dem Nachweis einer BMP-5-Expression in der Niere und in renalen Zellen sind in
weiteren Geweben und Zellen BMP-5-Expressionen beschrieben worden. Am Modell der BMP-
5-knock-out-Mé&use konnten dargestellt werden, dass BMP-5 in vielen Organen an der Embryo-
genese beteiligt ist.

So zeigten diese Mause neben skelettalen Deformierungen Abnormalititen des Weichteil-
gewebes in unterschiedlicher Auspragung. Betroffen waren neben der Niere und den Ohren, die
phanotypisch zu short-ear-Mé&usen fiuhren, auch das Parenchym von Herz, Lunge und Leber
sowie Uterus und Blase (King et al. 1994).

Im adulten Organismus konnten mRNA-Transkripte von BMP-5 in Geweben und Zellen
detektiert werden, die im Expressionsmuster die Beteiligung von BMP-5 in der Embryogenese
widerspiegeln.

Beispielsweise konnte in Gewebe des adulten Ohrs und Innenohrs BMP-5 nachgewiesen
werden (Csomor et al. 2012). Auch in Knorpelgewebe liel3 sich eine Expression von BMP-5
nachweisen (Bramlage et al. 2006, Teng et al. 2011). In Fibroblasten der menschlichen Haut,
Sklera und Mamma wurden ebenfalls BMP-5-Expressionen beschrieben (Kangsamaksin und
Morris 2011, Wang et al. 2011, Romagnoli et al. 2012).

4.2.3. BMP-5 wird bei der hypertensiven Nephrosklerose vermindert transkribiert

Diese Arbeit konnte eine signifikante Reduktion von BMP-5 im Tubulointerstitium des nephro-
sklerotischen Nierengewebes im Vergleich zur gesunden Niere nachweisen. Auch in diesem
Punkt zeigt sich eine Vergleichbarkeit zu BMP-7, das ebenfalls im Tubulointerstitium der
humanen nephrosklerotischen Niere vermindert exprimiert wird (Bramlage et al. 2010).
Aufgrund der anti-inflammatorischen und anti-fibrotischen Wirkung von BMP-7 kann die
verminderte Expression in der geschadigten Niere einen Verlust dieses protektiven Faktors dar-
stellen und méglicherweise zu einer weiteren Progredienz der Erkrankung beitragen (Sugimoto
et al. 2007, Vukicevic et al. 1998, Zeisberg et al. 2003, Zeisberg und Kalluri 2004, Bramlage et
al. 2010).

Entsprechend zur verminderten Transkription von BMP-5 im Tubulointerstitium der nephro-
sklerotischen Niere liess sich bei zahlreichen Erkrankungen ebenfalls eine verminderte
Transkription von BMP-5 feststellen. So wurden in Synovialgewebe von Patienten mit Osteo-
arthritis und rheumatoider Arthritis erniedrigte BMP-5-Transkripte im Vergleich zu Gesunden
festgestellt (Bramlage et al. 2006).

Bei einer Form der Myopie wurde in der humanen Sklera ebenfalls eine verminderte Zahl an
BMP-5-mRNA detektiert (Wang et al. 2011). In Hautgewebe fiihrt die verminderte BMP-5-
Transkription zu einer verminderten Anzahl von Keratinozyten und es bestand ein zweifach

erhdhtes Risiko fir Hauttumore (Kangsamaksin und Morris 2011).
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Die Arbeitsgruppe von Romagnoli berichtet tUber eine Assoziation von niedriger BMP-5-Expres-
sionsrate und niedrigen erkrankungsfreien Intervallen bei Brustkrebs-Patientinnen, die mit einer
verminderten Uberlebensrate einhergingen (Romagnoli et al. 2012). In der Karzinogenese wird
jedoch Uber unterschiedliche Expressionsmuster von BMP-5 berichtet. GroRtenteils wurden
verminderte BMP-Expressionen in Tumorgewebe beschrieben (Johnsen et al. 2009, Virtanen et
al. 2011, Romagnoli et al. 2012). Es wurde aber vereinzelt auch Uber héhere Transkriptions-
raten von BMP-5 in Tumoren berichtet, beispielsweise in Prakanzerosen und malignen
Lasionen des oralen Epithels sowie in grol3zelligen Knochenkarzinomen (Jin et al. 2001, Kudo
et al. 2009). Wahrscheinlich wird BMP-5 in Abhangigkeit von Gewebetyp und Differenzierungs-
stadium unterschiedlich exprimiert.

Die meisten Daten zeigen eine verminderte Expression von BMP-5 in erkranktem Gewebe und

lassen vermuten, dass dies durch den Verlust von BMP-5 als protektiven Faktor bedingt ist.

4.3. Regulation von BMP-5

4.3.1. Angiotensin-2 induziert erh6hte Transkription von BMP-5 in TK-173-Fibroblasten
Unabhangig von der initialen Schadigungsursache sind tubulointerstitielle Veranderungen
wesentlich an der Progression der renalen Dysfunktion beteiligt. Diese Veranderungen minden
in das pathologische Bild der Schrumpfniere bei Nierenfibrose (Bohle et al. 1996, Eddy 2000).
Wesentlich an der Schadigung beteiligt sind Tubulusepithelzellen sowie Fibroblasten. Induziert
wird dieser inflammatorische und pro-fibrotische Effekt durch die Ausschittung einer Vielzahl
von Chemo- und Zytokinen, die eine Migration neutrophiler Granulozyten, eine Endozytose des
geschadigten Gewebes und apoptotische Prozesse zur Folge haben (Ruiz-Ortega et al. 2006,
Sironi et al. 2005).

Als einer der Stimulatoren fir die Ausschittung der Zytokine gilt Angiotensin, ein Mitglied des
Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS). Interessanterweise konnte in proximalen
Tubulusepithelzellen aber keine signifikante Anderung der BMP-5-Transkription nach
Stimulation mit Angiotensin-2 beobachtet werden. Die Transkription von BMP-5 scheint in
proximalen Tubulusepithelzellen daher unabhangig von Angiotensin-2 zu sein.

Andere und sehr interessante Ergebnisse zeigten sich bezlglich der BMP-5 Transkription in
Fibroblasten. Die Stimulation mit Angiotensin-2 in Fibroblasten, isoliert aus urspringlich
gesunden Nieren (TK-173-Zelllinie) fihrte zu einer vermehrten Transkription von BMP-5. Die
Angiotensin-2-Stimulation von Fibroblasten, gewonnen aus fibrotischen Nieren (TK-188-
Zelllinie), fuhrte hingegen zu einer weiteren Abnahme der BMP-5-mRNA-Spiegels.

Die unterschiedlichen Expressionslevel von BMP-5 in verschiedenen Krankheitsstadien kénnten

die jeweilige Regenerationsfahigkeit der Niere darstellen. Im frihen, gesunden Stadium kénnten
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potentiell nephroprotektive Faktoren exprimiert werden, diese regenerative Kapazitdt aber im
weiteren Krankheitsverlauf verloren gehen.

Ahnlich zur Expression von BMP-5 in verschiedenen Krankheitsstadien sind fiir BMP-7 héhere
Transkriptionsraten in proximalen Tubulusepithelzellen von Patienten mit beginnender Nieren-
insuffizienz und Proteinurie beschrieben. Patienten mit fortgeschrittener diabetischer Nephro-
pathie zeigen eine verminderte Expression von BMP-7 in der Niere (Wang et al. 2001). Diese
Beobachtungen lassen eine Induktion von korpereigenen Schutz- und Reparaturmechanismen
in der Frihphase der Nierenschadigung vermuten, die im weiteren Krankheitsverlauf verloren
gehen kénnten.

4.3.2. BMP-7 besitzt keinen Einfluss auf die Transkription von BMP-5 in renalen
Zelllinien

Die Familie der Bone-Morphogentic-Proteine umfasst eine Vielzahl an Proteinen, die essentiell
in der Embryogenese und in pathologischen Prozessen sind (Kim und Choe 2011, Lissenberg-
Thunnissen et al. 2011, Morrell 2010, Sage et al. 2010). Aus diesen Beobachtungen geht auch
hervor, dass BMPs sich untereinander stark beeinflussen kdnnen. Besonders beschrieben
wurde dieses in Chondrozyten, in denen BMP-7 die Transkription anderer BMPs erhohte. Es
liegen keine Daten zu induktiven Effekten auf weitere Mitglieder der BMP-Familie durch das

nephroprotektive BMP-7 in der adulten Niere vor.

Um zu Uberprifen, ob eine solche Interaktion auch in der Niere besteht, wurde die BMP-5-
Transkription in Tubuluszellen und Fibroblasten nach Stimulation mit rekombinantem humanen
BMP-7 untersucht.

Die Ergebnisse dieser Arbeit nach Stimulation mit rhBMP-7 zeigen in den Zellkulturen von
proximalen Tubulusepithelzellen HK-2 sowie den Fibroblasten TK-173 und TK-188 keine
Anderung in der Transkription von BMP-5. Damit scheint BMP-7 seine anti-fbrotischen Effekte

nicht Uber einen Regelkreis mit BMP-5 in renalen Zellen zu vermitteln.

4.4. Funktion von BMP-5

4.41. BMP-5 antagonisiert TGF-81- und TNF-a-induzierte Effekte

Das initiale Stadium der Nierenfibrose ist die Induktionsphase. Sie ist gekennzeichnet durch
eine erhdhte Migration von inflammatorischen Zellen. Vor allem Makrophagen und Leukozyten
migrieren in das Interstitium und schitten zahlreiche Zytokine aus, die zu einer Persistenz der
Inflammationsreaktion und im weiteren Krankheitsverlauf zur Nierenfibrose fiihren (Kuncio et al.
1991, Kelly 1999, Kondo et al. 2001)
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Insbesondere Zytokine wie TGF-1 und TNF-a sind potente Zytokine der Induktionsphase und
bewirken eine Migration von Entziindungszellen ins Interstitium (Muller et al. 1992, Sean
Eardley und Cockwell 2005). Es besteht eine Korrelation zwischen der Makrophageninfiltration
und dem Ausmal} der Nierenfibrose (Nishida und Hamaoka 2008).

Aus weiteren Arbeiten dieser Arbeitsgruppe ist bekannt, dass TGF-R1 und TNF-a in der hyper-
tensiven Nephrosklerose deutlich vermehrt exprimiert werden und somit inflammatorische und
pro-fibrotische Faktoren im Vergleich zur Normalniere erhéht sind (Tampe 2011). Auch
Patienten mit chronischen Nierenerkrankungen zeigen vermehrt inflammatorische Proteine im
Plasma, neben C-reaktiven Protein und den Interleukinen auch TNF-a (Lee und Kalluri 2010).
Im Rahmen dieser Arbeit wurden in einem Makrophagen-Migrationsassay die Auswirkungen
von rhTGF-R1, rhTNF-a und rhBMP-5 auf die Migration der Zellen untersucht.

Nach Stimulation mit rhTGF-31 zeigte sich das zu erwartende Ergebnis einer signifikanten
Migration der Makrophagen. Bei der Ko-Stimulation der Makrophagen mit rhTGF-31 und
rhBMP-5 wurde eine verminderte Migrationsrate im Vergleich zur Stimulation mit rhTGF-R1
alleine beobachtet.

BMP-5 konnte somit den TGF-R1-induzierten migratorischen Effekt der Makrophagen
reduzieren. Das Ergebnis der ebenfalls durchgefihrten Ko-Stimulation mit rhTGF-31 und
rhBMP-7 zeigte eine signifikante Reduktion der rhTGF-R1-induzierten Migrationsrate von
Makrophagen durch rhBMP-7.

Dieses Ergebnis stimmt mit den bisher beschriebenen anti-fibrotischen Effekten von BMP-7
Uberein. In Tiermodellen und in Zellkulturen konnte eine Antagonisierung der TGF-R1-
induzierten Effekte durch BMP-7 beschrieben werden. (Bramlage et al. 2010, Zeisberg 2006,
Bechtel und Zeisberg 2009). In weiterflihrenden Arbeiten dieser Arbeitsgruppe lieen sich in
proximalen Tubulusepithelzellen HK-2 ebenfalls eine Antagonisierung der TGF-R1-induzierten
Veranderungen durch BMP-5 beobachten (Tampe 2011).

Ahnlich zu der TGF-R1-induzierten Migration von Makrophagen zeigte sich nach Stimulation mit
rhTNF-a ebenfalls eine hohe Migrationsrate der Makrophagen. In Ko-Stimulation mit rhBMP-5
war diese rhTNF-a-induzierte Migration deutlich vermindert. BMP-5 antagonisiert die TNF-a-
vermittelte Migration von Makrophagen.

In weiterfihrende Arbeiten dieser Arbeitsgruppe konnte in proximalen Tubulusepithelzellen
HK-2 eine Minderung der TNF-a-induzierten Apoptose durch BMP-5 gezeigt werden. TNF-a-
neutralisierende Effekte sind ebenfalls fir das eng verwandte BMP-7 in proximalen Tubulus-
epithelzellen nachgewiesen worden (Tampe 2011).

Die Induktion inflammatorischer Prozesse kénnte durch BMP-5 vermindert werden und einen
therapeutischen Ansatz in der Frihphase der hypertensiven Nephrosklerose bieten. Intensive

weiterfihrende Studien in vivo missten folgen.
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4.4.2. BMP-5 iibt keinen Einfluss auf die Mitoserate von TK-173-Fibroblasten aus

Die Proliferation von Fibroblasten, die vor allem durch TGF-31 induziert wird, scheint ein
weiterer wichtiger Mechanismus in der Progredienz der Nephrosklerose zu sein. Unklar ist die
Bedeutung von BMP-5 bei der Proliferation von Fibroblasten. In dieser Arbeit fand sich kein
Effekt nach Zugabe von rekombinantem humanen BMP-5 auf die Proliferation renaler Fibro-
blasten der TK-173-Zelllinie.

Im Gegensatz hierzu konnte sehr wohl eine erhdhte Migrationsrate von early endothelial
outgrowth cells (eEOC), einer Subpopulation von Progenitorzellen in der Niere durch BMP-5
beobachtet werden (Patschan et al. 2013). Zudem konnte in diesen Zellen bei Stimulation von
BMP-5 auch eine verminderte Zellapoptose sowie -nekrose gesehen werden.

Beeindruckend sind in diesem Zusammenhang die Beobachtungen im Mausmodell, die auch
unsere Ergebnisse erklaren dirften. Wahrend im Maus-Modell des akuten Nierenversagens
eEOC, die mit BMP-5 behandelt wurden, die renale Funktion verbessert werden konnten und
die Proteinurie vermindert wurde, zeigten sich im Modell des chronischen Nierenversagens bei
5/6 -nephrektomierten Mausen nach Zugabe von eEOC eine Steigerung der Proteinurie und der
renalen Fibrose. Mause mit chronischer Niereninsuffizienz, denen eEOC zugefihrt wurden, die
nicht mit BMP-5 behandelt wurden, zeigten eine verminderte Proteinurie und eine Reduktion der
renalen Fibrose (Patschan et al. 2013). So scheint BMP-5 in Abhangigkeit vom Zelltyp und dem
Erkrankungsstadium seine protektive Funktion auszuliben. Auf die hypertensive Nephrosklerose
bezogen, kdnnte dieses die oben genannte Hypothese bestatigen, dass BMP-5 in der Frih-
phase einen regenerativen Einfluss ausibt, wahrend dieser in der Spéatphase nicht mehr

gelingt.

4.4.3. Einfluss von BMP-5 auf die Migration und Proliferation

Daten zur Funktion von BMP-5 liegen speziell fur die Niere nicht vor. Die vorhandenen Daten
stammen vornehmlich aus dem Skelettsystem, der Neurologie, der Haut sowie der Karzino-
genese. Hierbei sind die beschriebenen Funktionen durch BMP-5 beziglich der Migration und
Proliferation uneinheitlich und teilweise kontrar.

Anabole Eigenschaften durch BMP-5 wurden in der Neurologie, Dermatologie und im Skelett-
system beschrieben. So stimuliert BMP-5 in zentralen und peripheren Neuronen dendritisches
Wachstum (Beck et al. 2001). In epidermalen Zellkulturen wird nach Zugabe von
rekombinantem BMP-5 eine Zunahme an Zahl und GréRe von Stammzellen beobachtet
(Kangsamaksin und Morris 2011), und die regenerative Kapazitat dieser Gewebe scheint ge-
steigert zu werden. In Knorpelgewebe scheint BMP-5 ein wichtiger Regulator der Chondro-

zytenproliferation und Differenzierung zu sein. So induziert BMP-5 die Zellproliferation und
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Knorpelmatrixsynthese (Snelling et al. 2010, Mailhot et al. 2008). Patienten mit chronisch-
degenerativen Gelenkserkrankungen wie Osteoarthritis und rheumatoide Arthritis, zeigen eine
verminderte BMP-5-Expression im Synovialgewebe. Damit kdnnte ein Verlust an regenerativen
Fahigkeiten in diesem Gewebe verbunden sein (Bramlage et al. 2006). Unterstlutzt wird die
Annahme durch Daten der Arbeitsgruppe von Teng. Die Ausschaltung der intakten Signal-
kaskade von BMP-5 (Smad 4-knock-out-Méuse) fuhrte zu einer defekten Chondrozytenreifung
und Knorpelproduktion (Teng et al. 2011).

Eine verminderte Proliferations- und Mitoserate durch BMP-5 wird vor allem in der Onkologie
beschrieben. Neben einer erniedrigten Expression von BMP-5 in Nebennierenkarzinomen
zeigte die Arbeitsgruppe von Johnsen, dass die Stimulation der Nebennierenkarzinomzellen mit
BMP-5 zu einer verminderten Proliferations- und Mitoserate der Krebszellen fuhrte und dass die
Steroidgenese von adrenokortikalen Tumorzellen in vitro vermindert werden konnte (Johnsen et
al. 2009).

Die vollstandige Funktion von BMP-5 im adulten Organismus bleibt unverstanden.
In der Niere Ubt BMP-5 vermutlich in der Friilhphase einen protektiven Einfluss aus. Es wirkt der
TGF-R1- und TNF-a- induzierten Migration von Makrophagen entgegen. In der spaten Phase

der Nierenveranderung scheint es keinen wesentlichen Einfluss mehr zu haben.
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4.5. Expression von BMP-2

Ein weiteres Mitglied der TGF-3-Superfamilie ist das Bone-Morphogenetic-Protein-2 (BMP-2).
Dieses Protein scheint in der Embryogenese unabdingbar zu sein. So versterben BMP-2-
defiziente Mause aufgrund von kardialen Defekten friih in der Embryonalphase intrauterin. Eine
weitere Beteiligung von BMP-2 in der Embryogenese konnte aufgrund der friilhen Letalitat nicht
beobachtet werden (Cain et al. 2008, Ducy und Karsenty 2000). In zahlreichen Studien konnte
die zentrale Rolle von BMP-2 in der Differenzierung von embryonalen Stammzellen zu Knorpel-,
Osteoblasten und Adipozyten-Zelllinien gezeigt werden (Varga und Wrana 2005, zur Nieden et
al. 2005, Watabe und Miyazono 2009). Ebenfalls reguliert BMP-2 die Stammzellproliferation zur
osteogenen Linie im adulten Organismus (Hogan 19963, Li et al. 2003).

Aufgrund der Fahigkeit von BMP-2, als einzelnes Protein die ganze Kaskade der Knorpel- und
Knochenformation in vivo zu aktivieren, wurden die osteoinduktiven Effekte von BMP-2 in zahl-
reichen Studien untersucht und beschrieben. Dabei induziert BMP-2 eine Vielzahl an
Prozessen, die zur Proliferation, Differenzierung und Migration von mesenchymalen Stamm-
zellen fihren und somit zur Knochenheilung im Adulten. Dies fiihrte schlieBlich zur klinischen
Zulassung von rekombinantem BMP-2 in der Therapie der Pseudarthorsen langer Réhren-
knochen.

Ein wichtiger Prozess dabei ist die Vaskularisation (Gerber et al. 1999, Carano und Filvaroff
2003). So geht die Bildung von neuen GefalRen der Ausbildung knécherner Strukturen voraus
und ist in allen Stadien der Knochenheilung essentiell zur Gewebereparatur und Homoostase
(Maes et al. 2006, Street et al. 2002, Fang et al. 2005).

4.51. BMP-2 wird in der humanen adulten Niere transkribiert

Da BMP-2 in der Embryogenese eine zentrale Rolle spielt und die Fahigkeit besitzt, zahlreiche
Zellen zur Differenzierung, Proliferation und Migration zu aktivieren, ware im Rahmen von
Gewebsreparaturen bei Nierenschadigungen eine Rolle von BMP-2 denkbar. Bone-Morpho-
genetic-Proteine werden in der adulten Niere exprimiert. Fir BMP-7 ist ein regeneratives
Potential vornehmlich auf proximale Tubulusepithelzellen der Niere beschrieben. Die Rolle von
BMP-2 in der adulten Niere ist bisher kaum untersucht.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte erstmals die Transkription von BMP-2 in der humanen adulten
Niere nachgewiesen werden. Dabei zeigte sich die Transkriptionsrate von BMP-2 insgesamt
sehr niedrig und tubulointerstitiell héher als glomerular. Die Arbeitsgruppe von Simone konnte in
der Immunfloureszenz der adulten humanen Niere ein weit gestreutes Expressionsmuster von
BMP-2 nachweisen und bestatigen, dass BMP-2 tubular und glomerular exprimiert wird (Simone
et al. 2012).
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4.5.2. BMP-2 wird in humanen renalen Zelllinien transkribiert

Die Transkription von BMP-2 wurde in verschiedenen humanen Zelllinien der Niere untersucht.
Das Ergebnis war der Nachweis einer Transkription von BMP-2 in distalen und proximalen
Tubulusepithelzellen sowie Fibroblasten der Zelllinie TK-173.

Fibroblasten der TK-188-Zelllinie, die urspringlich aus fibrotischen Nieren stammen,
transkribieren kein BMP-2. Der Verlust von BMP-2 als protektiven Faktor im fortgeschrittenen
Krankheitsstadium kdnnte eine Ursache dafir sein.

Die BMP-2-Expression in der Niere wird durch verschiedene Arbeiten bestatigt. Simone und
Mitarbeiter beschreiben diese in adulten renalen Progenitorzellen. Adulte Progenitorzellen
entsprechen mesenchymalen Vorlauferzellen, die aus der Bowmanschen Kapsel in humanem
Gewebe isoliert wurden (Simone et al. 2012, Sagrinati et al. 2006, Dekel et al. 2006).

Piscione gelang der Nachweis einer BMP-2-Expression in Zellen des Sammelrohres von
Mausen, Gambaro in Zellen der Henle'schen Schleife, Yang konnte in renalen Fibroblasten von
Ratten BMP-2 detektieren und Pache gelang der Nachweis einer BMP-2-Expression in murinen
Podozyten (Piscione et al. 2001, Gambaro et al. 2004, Yang S et al. 2009, Pache et al. 2006).
Iwasaki beschrieb neben der Expression von BMP-2 in epithelialen Zellen der Niere auch eine
Expression von BMP-2 in Osteoblasten, hdmatopoetischen Zellen, vaskularen Endothelzellen,
Fibroblasten, Keratinozyten sowie in zahlreichen weiteren Geweben wie Lunge, Muskel, Leber,
Magen, Kolon, Prostata und neuronalem Gewebe (lwasaki et al. 1995). Weitere Gewebe wie
Herz, Pankreas, Sklera und Ovar exprimieren ebenfalls BMP-2 (Schultheiss et al. 1997, Kleef et
al. 1999, Wang et al. 2011, Soda et al. 1998).

Zusammenfassend lasst sich ein ubiquitdres Verteilungsmuster von BMP-2 im Organismus fest-

stellen und eine essentielle Rolle von BMP-2 in der Embryogenese und im Adulten vermuten.

4.5.3. BMP-2 wird bei der hypertensiven Nephrosklerose vermindert transkribiert

Die Expression von BMP-2 bei renalen Erkrankungen ist bisher kaum untersucht. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde ein Vergleich von nephrosklerotischem und gesundem Gewebe hinsichtlich
der BMP-2-Transkription durchgefihrt.

Es zeigte sich eine verminderte Transkription von BMP-2 tubulointerstitiell bei nephrosklerotisch
verandertem Gewebe im Vergleich zum Gesunden. Glomerular liel® sich kein signifikanter
Unterschied bei niedriger Transkriptrate feststellen. BMP-2 zeigt ein ahnliches Verteilungs-
muster zu BMP-5 und BMP-7 (Bramlage et al. 2010).

Vergleichbare Daten flir BMP-2 bei renalen Erkrankungen liegen bisher kaum vor. So berichtet
die Arbeitsgruppe von Simone et al., dass im Modell des akuten Nierenversagens in humanen

adulten renalen Progenitorzellen eine erhdhte Expression von BMP-2 im Vergleich zum

61



Diskussion

Gesunden festgestellt werden konnte (Simone et al. 2012). Somit kdnnte BMP-2 in der frihen
Phase der Nierenschadigung an Reparaturmechanismen der Niere beteiligt sein. Salama
konnte bei Patienten mit Harnwegsentziindungen und Patienten mit Nierensteinen im Serum
der erkrankten Patienten eine erhdhte Konzentration von BMP-2 feststellen (Salama et al.
2012). Der zugrundeliegende Mechanismus ist nicht bekannt.

Weitere Daten uber BMP-2 bei chronischen Nierenerkrankungen liegen nicht vor.

Die Minderung von BMP-2 in nephrosklerotischen Nieren lassen einen Verlust des in der

Embryonalphase essentiellen Proteins vermuten.

4.6. Regulation von BMP-2

4.6.1. Einfluss des RAAS auf die Transkription von BMP-2 in vitro

Die Aktivierung des RAAS und Ausschiittung von Angiotensin-2 wird als wichtiger Mechanismus
in der Entstehung der tubulointerstitiellen Fibrose gesehen. Die Folgen sind eine Migration von
inflammatorischen Zellen und eine Sekretion von pro-fibrotischen Zytokinen (Ruiz-Ortega et al.
2006, Sironi et al. 2005, Burns et al. 2010). Dabei spielen Fibroblasten eine zentrale Rolle in der
Produktion der ECM und Progression der Nierenfibrose. Eine Stimulation von BMP-2 durch
Angiotensin-2 konnte vor allem in Gefal3zellen nachgewiesen werden. Bei oxidativem Stress,
Inflammation und Hyperglykdmie zeigte sich eine Erhéhung der BMP-2 Expression in der Intima
von Gefalien. Diese erh6hte BMP-2-Expression konnte durch die Stimulation mit Angiotensin-2
ausgel6st werden. Vermutet wird daher eine Angiotensin-2-induzierte Beteiligung von BMP-2 an
der Reparatur geschadigter GefaRe (Nakaoka et al. 1997, Emmanuele et al. 2003, Amini et al.
2012, Parhami et al. 1997, Fukui et al. 2003, Rifas et al. 2003, Zhang et al. 2008).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Effekt von Angiotensin-2 auf die Transkription von BMP-2 in
Fibroblasten und proximalen Tubulusepithelzellen untersucht. In TK-173-Fibroblasten zeigte
sich eine signifikant héhere Transkription von BMP-2. Dieses Ergebnis ist &hnlich zur Tran-
skription von BMP-5 in Fibroblasten nach Stimulation mit Angiotensin-2. Interessanterweise
zeigte sich in proximalen Tubulusepithelzellen HK-2 keine Anderung in der Transkription von
BMP-2 nach Stimulation mit Angiotensin-2. Dieses Ergebnis weist ebenfalls Ahnlichkeiten zur
Regulation von BMP-5 in proximalen Tubulusepithelzellen HK-2 auf. Wahrend BMP-7 seine
regenerativen Effekte vornehmlich auf das Tubulusepithel austibt (Motazed et al. 2008), scheint
BMP-2 auf Fibroblasten des Tubulointerstitiums zu wirken. Vergleichbare Literatur zur Expres-
sion von BMP-2 in Assoziation mit Angiotensin-2 in der humanen Niere fehlt bisher.
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4.6.2. BMP-5 und -7 iiben keinen Einfluss auf die BMP-2-Transkription aus

Aus der Osteogenese ist bekannt, dass BMP-2 eine wichtige Rolle als Promotor zur Differen-
zierung von mesenchymalen Stammzellen in Chondrozyten und Osteoblasten einnimmt. Dabei
triggert BMP-2 eine ganze Kaskade an Expressionen weiterer Mitglieder der BMP-Familie.

Yeh et al. konnten im Mausmodell zeigen, dass zahlreiche Interaktionen der Bone-Morpho-
genetic-Proteine untereinander sowie in Kombination mit weiteren Mediatoren zu einer
Regeneration von Knorpel und Knochen fiihren kénnen. Beispielsweise fiihrte die Stimulation
von Chondrozyten mit BMP-7 zu einer Verminderung der Expression an BMP-4, -5, -6 und einer
Erhéhung der Expression von BMP-2. Dies steigert die regenerative Kapazitat des Knochens
und Knorpels (Yeh und Lee 2002) und fiihrte bereits zu einer klinischen Zulassung von rekombi-
nantem BMP-2 und BMP-7.

In unseren Versuchen zeigte sich kein Effekt der BMP-2-Transkription nach Stimulation mit
rhBMP-5 in distalen Tubulusepithelzellen sowie Fibroblasten. Ebenfalls wurde bei Stimulation
mit dem nephroprotektivem rhBMP-7 kein signifikanter Effekt auf die Transkription von BMP-2 in
Fibroblasten beobachtet. Lediglich eine Tendenz zur erhéhten Expression von BMP-2 war zu
erkennen, die sich jedoch bei hoher Standardabweichung als nicht signifikant erwies.

Die Ergebnisse fur BMP-2 zeigen die Abhangigkeit von Differenzierungsstadium, Zelltyp und
vorhandenen Mediatoren. Die Regulation von BMP-2 scheint nach den Ergebnissen der
aktuellen Arbeit in den untersuchten Zellreihen unabhangig von BMP-5 und BMP-7 zu sein.
Zum besseren Verstandnis der Funktion und Regulation mussten weitere Untersuchungen in

der adulten humanen Niere folgen.

4.7. Funktion von BMP-2

4.71. Proliferativer Einfluss von BMP-2 auf renale Fibroblasten TK-173

BMP-2 wird in zahlreichen embryonalen und adulten Geweben exprimiert und besitzt eine hohe
Potenz in der Induktion von Proliferation und Migration in verschiedenen Geweben. Beispielhaft
sei die verbesserte Wundheilung der Haut durch die BMP-2-induzierte Proliferation von
Keratinozyten genannt (Hwang et al. 2001, Yan et al. 2010).

In dieser Arbeit wurde der Einfluss von BMP-2 auf die Proliferation von renalen Fibroblasten
untersucht. Hierbei konnte nach Gabe von rhBMP-2 keine Anderungen in der Mitoserate von
humanen TK-173-Fibroblasten beobachtet werden. Anscheinend wird die Fibroblasten-
proliferation in der humanen Niere von BMP-2 nicht beeinflusst.

Fir BMP-2 in der Pathologie der Nierenfibrose sind lediglich Ergebnisse aus Zellkultur-

versuchen vorhanden. So inhibiert BMP-2 dosisabhangig die TGF-R1-induzierte Erh6hung von
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Fibronektin als Marker der extrazelluldren Matrix (ECM) in Fibroblasten und mindert die
TGF-R1-induzierte Migration von renalen Fibroblasten im Rattenmodell. Die Arbeitsgruppe von
Simone zeigte in Zellkulturversuchen mit humanen adulten renalen Progenitorzellen, dass diese
nach Stimulation mit rhBMP-2 vermehrt die Proteine Fibronektin und Kollagen-1 exprimierten,
die zu den Bestandteilen der ECM gehdren. Diese pro-fibrotischen Effekte nach Stimulation von
proximalen Tubulusepithelzellen mit rhBMP-2 konnte die Arbeitsgruppe von Simone nicht
beobachten (Simone et al. 2012). Ahnlich zu BMP-5 zeigt sich, dass BMP-2 keinen Einfluss auf
Tubulusepithelzellen austibt.

Vergleichbar zu den Ergebnissen von BMP-5 scheint auch BMP-2 somit zwar einen Einfluss auf
Progenitorzellen in der Frihphase der Schadigung zu haben, nicht jedoch auf die ausgereiften

Fibroblasten oder Tubulusepithelzellen.

4.7.2. Einfluss von BMP-2 auf die Migration und Proliferation

Die kontroverse Datenlage bei der Funktion von BMP-2 in der Karzinogenese unterstreicht die
Notwendigkeit weiterer Untersuchungen hinsichtlich der zeitlichen und raumlichen Aktivitat des
Proteins im adulten Organismus.

Die Karzinogenese ist durch erhéhte Migrations- und Proliferationsraten gekennzeichnet und
ein wesentliches Merkmal ist die Fahigkeit zur Bildung von neuen Gefalien. BMP-2 wird sowohl
als Inhibitor wie auch Stimulator des Tumorwachstums beschrieben. Letztendlich kann keine
definitive Zuordnung von BMP-2 als pro- oder anti-karzinogenes Protein gemacht werden.
Einige Studien zeigten, dass durch die Aktivierung des BMP-Signalwegs verschiedenen Tumor-
zellen migratorische und proliferative Eigenschaften verliehen wurden. Beispielsweise schien
BMP-2 die Motilitét von Prostata-Krebszellen zu vermitteln, und eine funktionelle Uberexpres-
sion von BMP-2 in Brustkrebszellen forderte die Invasion in Knochen und Tumorwachstum
(Feeley et al. 2006, Clement et al. 2005).

Im Gegensatz dazu konnte nach Stimulation von humanen renalen Karzinomzellen mit BMP-2
ein antiproliferativer Effekt in vivo aufgrund eines Zellzyklusarrests in der G1-Phase festgestellt
werden. Allerdings waren dazu extrem hohe Konzentrationen von 300 ng/ml BMP-2 nétig, bei
100ng/ml konnte kein signifikanter Effekt gesehen werden (Wang et al. 2012). In unserer Arbeit
wurden maximale Konzentrationen von 100 ng/ml an rhBMP-2 verwendet. In humanen Osteo-
sarkomzellen hemmten bereits 30 pg/ml rekombinantes BMP-2 das Tumorwachstum und
induzierten kndcherne Formationen. In humanen Myelomzellen inhibierte rekombinantes BMP-2
mit 50 ng/ml die Proliferation dieser Zellen und induziert die Apoptose (Kawamura et al. 2002).
Es gibt widerspriichliche Aussagen von in vivo- und in vitro-Studien zu der Signifikanz von
BMP-2 in der Beglnstigung der Tumorgenese und Metastasierung, was wahrscheinlich die
komplexen Interaktionen von BMP-2 in der zelluldren Entwicklung widerspiegelt. Unterschiede

in der Expression von BMP-2 bei verschiedenen Tumorarten kénnen lediglich charakteristisch
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fur einen Zelltyp oder ein Gewebe sein, nicht jedoch als Ursache des Karzinoms betrachtet
werden. Bisher konnte fur Patienten, die klinisch mit rekombinantem BMP-2 behandelt wurden,
kein erhdhtes Karzinomrisiko im Vergleich zur Normalbevdlkerung festgestellt werden (Cooper
und Kou 2013).

Es scheint, dass BMP-2 in Abhangigkeit von Zelltyp, Differenzierungsstadium und dem
umgebenden Milieu unterschiedliche Effekte auf die Proliferation, Differenzierung und Migration
von Zellen ausiibt und Anderungen in der Expression von BMP-2 Ergebnis intrazellularer
Ereignisse sind.
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5. Zusammenfassung

Bone-Morphogenetic-Proteine (BMP) besitzen eine umfangreiche Funktion in der Embryo-
genese und Organogenese sowie bei der Gewebsregeneration im adulten Organismus. Allen
BMP ist die grundlegende Koordination verschiedenster Zellen durch Chemotaxis und Migration
sowie das Zusammenspiel von Modulatoren und Inhibitoren zur Proliferation und Differen-
zierung gemeinsam.

BMP-7 ist an der Nephrogenese beteiligt und besitzt protektive und regenerative Fahigkeiten in
der adulten Niere. Das eng verwandte BMP-5 ist ebenfalls an der Nephrogenese beteiligt,
wurde aber bisher in der adulten humanen Niere nicht untersucht. BMP-2 ist in der Embryo-
genese unabdingbar. Es induziert die Differenzierung, Migration und Proliferation embryonaler
Stammzellen und ist essentiell in der Knochenentwicklung. Die Rolle von BMP-2 in der adulten
Niere ist unklar.

Ziel dieser Arbeit war es, die Expression, Funktion und Regulation von BMP-2 und BMP-5 in der
adulten humanen Niere, bei der hypertensiven Nephrosklerose und in verschiedenen renalen
Zelllinien zu untersuchen.

In dieser Arbeit konnte erstmalig die Expression von BMP-5 in der adulten humanen Niere
nachgewiesen werden. Die Transkription fand vornehmlich im Tubulointerstitum statt, glome-
ruldr fand sich eine sehr geringe Transkriptionsrate. In der nephrosklerotischen Niere wurde
BMP-5 tubulointerstitiell gegenuber gesunden Nieren vermindert exprimiert. In vitro gelang der
Nachweis einer BMP-5-Transkription in humanen proximalen und distalen Tubulusepithelzellen
sowie in Fibroblasten der TK-173- und TK-188-Zellreihe, die urspriinglich aus gesunden bzw.
fibrotisch veranderten Nieren stammen.

Angiotensin-2 (AT-2) als Mitglied des endogenen RAAS und wichtiger Mediator in der Progres-
sion der Nierenfibrose zeigte keinen direkten Effekt auf die Transkription von BMP-5 in proxi-
malen Tubulusepithelzellen HK-2. Auf Fibroblasten ibte Angiotensin-2 in Abhangigkeit vom
Krankheitsstadium entgegengesetzte Effekte aus. So induzierte AT-2 in TK-173-Fibroblasten
aus gesunden Nieren dosisabhangig eine signifikante Erhéhung der BMP-5-Transkription. In
TK-188-Fibroblasten aus fibrotischen Nieren minderte AT-2 die BMP-5-Transkription.

Aufgrund der zentralen Bedeutung von BMP-7 in der Nephrogenese und dessen protektiven
und regenerativen Funktionen in der adulten humanen Niere sowie der bekannten zahlreichen
Interaktionen der Bone-Morphogenetic-Proteine miteinander wurde der Einfluss von BMP-7 auf
BMP-5 untersucht. Die Transkription von BMP-5 wird in den renalen Zelllinien HK-2, TK-173
und TK-188 durch das nephroprotektive rhBMP-7 nicht beeinflusst.
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Der initiale Schritt zur Nierenfibrose ist gekennzeichnet durch die Inflammation. Dabei wird das
Tubulointerstitium von zahlreichen Entzindungszellen, unter anderem von Makrophagen,
infiltriert und fUhrt zu einer progressiven Fibrosierung und zu einem Umbau der Niere.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die durch die pro-inflammatorischen und pro-
fibrotischen Zytokine TGF-31 und TNF-a induzierte Migration von Makrophagen durch BMP-5
vermindert wurde.

Ahnlichen Transkriptionsmustern unterlag das pluripotente BMP-2 in der adulten humanen
Niere. Im Rahmen dieser Arbeit konnte erstmalig nachgewiesen werden, dass BMP-2 in der
adulten humanen Niere tubulointerstitiell und glomeruldr exprimiert wird. In der nephro-
sklerotisch veranderten humanen Niere zeigte sich gegeniber gesunden humanen Nieren
tubulointerstitiell eine signifikant verminderte Transkription.

Annlich zu BMP-5, zeigte sich eine erhdhte BMP-2 Transkription in TK-173 Fibroblasten nach
Stimulation mit Angiotensin-2. In proximalen Tubulusepithelzellen HK-2 zeigten sich keine
Anderungen im Transkriptionslevel fiir BMP-2.

Die Stimulation der renalen Zelllinien mit dem nephroprotektivem rhBMP-7 flihrte tendenziell zu
einer Erhdhung der Transkriptionsrate von BMP-2, die jedoch aufgrund der hohen Standard-
abweichungen nicht signifikant waren. Auf die Proliferation von TK-173-Fibroblasten Ubte
BMP-2 keinen Effekt aus.

Die Ergebnisse zeigen, dass BMP-2 und BMP-5 in der adulten humanen Niere transkribiert
werden. Bei der hypertensiven Nephrosklerose ist die Transkription beider Proteine vermindert.
Ursachlich kdnnte Angiotensin-2 sein, das zu einer verminderten Transkription von BMP-2 und
-5 in Fibroblasten aus gesunden Nieren (TK-173) fuhrt. BMP-5 besitzt zudem eine anti-
inflammatorische Wirkung und reduziert die TGF-R1- und TNF-a-induzierte Migration von
Makrophagen. In Zusammenschau mit der Literatur, in der ein Effekt von BMP-2 und -5 vor
allem auf Progenitorzellen beschrieben wird, scheinen beide Proteine daher vor allem in der
Frihphase der Nierenschadigung eine aktive Rolle zu spielen. Die Bedeutung von BMP-2 und
-5 in spateren Krankheitsphasen scheint geringer zu sein. Hierbei wird BMP-5 in Fibroblasten
aus fibrotischen Nieren (TK-188) durch Angiotensin-2 nicht mehr beeinflusst. Auch die
Proliferation von Fibroblasten oder Tubulusepithelzellen wird durch BMP-2 und -5 nicht mehr
beeinflusst.

BMP-2 und -5 scheinen insbesondere in der Frihphase der hypertensiven Nephrosklerose eine
wichtige Rolle zu spielen. Hierbei konnte in Zellkulturversuchen insbesondere fir BMP-5 eine
protektive Funktion nachgewiesen werden. Zur Abschatzung des therapeutischen Potentials
dieser Proteine sind Untersuchungen der Regulationsmechanismen in weiterflihrenden Studien

notwendig.
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6. Anhang

6.1. Abkiirzungsverzeichnis

°C Grad Celsius

ACt delta-Ct

AACt delta-delta-Ct

Abb. Abbildung

ACE angiotensin converting enzyme
APS Ammoniumpersulfat

AT-2 Angiotensin-2

BMP Bone-Morphogenetic-Protein
BMP-2 Bone-Morphogenetic-Protein-2
BMP-5 Bone-Morphogenetic-Protein-5
BMP-7 Bone-Morphogenetic-Protein-7
BMPR-1 Bone-Morphogenetic-Protein-Rezeptor Typ-1
BMPR-2 Bone-Morphogenetic-Protein-Rezeptor Typ-2
BrdU 5-Bromo-2"-Deoxyuridin

CaCl, Calciumchlorid

cDNA Desoxyribonukleinsaure

Ct cycle threshold = Schwellenwert
DAPI Diamidino-2-phenylindol

ddH;0 bidestilliertes Wasser

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium
DMSO Dimethylsulfoxid

ECM extrazellulare Matrix

eEOC early endothelial outgrowth cells
EDTA Ethylendiamintetraessigsaure
EGTA Ethylenglycoltetraessigsaure

FCS fetales Kalberserum

g Erdbeschleunigung

GAPDH Glyceraldehyde-3-Phosphatdehydrogenase
GFR glomerulare Filtrationsrate

h Stunde

HCI Salzsaure

HK human kidney

HKG housekeeping gene = Haushaltsgen

Anhang
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IMDM
kD
KH,PO,
M

min
mRNA
NaCl
Na,HPO,
NaOH
nm

PBS
PCR
PMSF
PPIA
RAAS
RPMI-Medium
RT
rhBMP-2
rhBMP-5
rhBMP-7
rhTGF-R1
rhTNF-a
RNA
rpm
rntPCR

S

Tab.
TBS

TK
TGF-R
TGF-31
TNF-a
Temed
TMB
SDS
VSMC

Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium
Kilodalton
Kaliumdihydrogenphosphat
Molar

Minute

messenger RNA

Natriumchlorid
Dinatriumhydrogenphosphat
Natronlauge

Nanometer

phosphate buffered saline
polymerase chain reaction
Phenylmethansulfonsaurefluorid
Peptidylprolyl-lsomerase A
Renin-Angiotensin-Aldosteron-System
Roswell Park Institute Memorial-Medium
Raumtemperatur

rekombinantes humanes BMP-2
rekombinantes humanes BMP-5
rekombinantes humanes BMP-7
rekombinantes humanes TGF-[31
rekombinantes humanes TNF-a
Ribonukleinsaure

rounds per minute

real-time PCR

Sekunde

Tabelle

Tris-gepufferte Salzlésung
Tibingen kidney
transforming-growth-factor-13
transforming-growth-factor-31
tumor-necrosis-factor-a
Tetramethylethyldiamin
Tetramethylbenzidin
Natriumdodecylsulfat

vascular smooth muscle cell

Anhang
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6.2.
Abbildung 1:
Abbildung 2:
Abbildung 3:
Abbildung 4:
Abbildung 5:
Abbildung 6:
Abbildung 7:
Abbildung 8:
Abbildung 9:

Abbildung 10:
Abbildung 11:
Abbildung 12:
Abbildung 13:

Abbildung 14:

Abbildung 15:
Abbildung 16:
Abbildung 17:
Abbildung 18:
Abbildung 19:
Abbildung 20:
Abbildung 21:
Abbildung 22:
Abbildung 23:
Abbildung 24:

6.3.
Tabelle 1:
Tabelle 2:
Tabelle 3:
Tabelle 4:
Tabelle 5:
Tabelle 6:

Abbildungsverzeichnis

Diagnoseverteilung der Patienten bei Therapiebeginn

TGF-R ist ein multifunktionales Zytokin in essentiellen Zellprozessen
Die TGF-R Superfamilie und die phylogenetische Verwandtschaft
60A-Familie der TGF-R-Superfamilie

Transkription von BMP-5 im Tubulointerstitium

Transkription von BMP-5 in den Glomeruli

rtPCR auf BMP-5 nach 12h Stimulation von HK-2 mit AT-2

rtPCR auf BMP-5 nach 12h Stimulation von TK-173 mit AT-2
rtPCR auf BMP-5 nach 12h Stimulation von TK-188 mit AT-2
rtPCR auf BMP-5 nach 12h Stimulation von HK-2 mit rhBMP-7
rtPCR auf BMP-5 nach 12h Stimulation von TK-173 mit rhBMP-7
rtPCR auf BMP-5 nach 12h Stimulation von TK-188 mit rhBMP-7
Makrophagen-Migrationassays nach Stimulation mit rhTGF-31,
rhTGF-R1 in Ko-Stimulation mit rhBMP-5 bzw. rhBMP-7
Makrophagen-Migrationassays nach Stimulation mit rhTNF-aq,
rhTNF-a in Ko-Stimulation mit rhBMP-5

Proliferationsassay nach 12h Stimulation von TK-173 mit rhBMP-5
Proliferationsassay nach 12h Stimulation von TK-173 mit AT-2
Transkription von BMP-2 im Tubulointerstitium

Transkription von BMP-2 in den Glomeruli

rtPCR auf BMP-2 nach 12h Stimulation von HK-2 mit AT-2

rtPCR auf BMP-2 nach 12h Stimulation von TK-173 mit AT-2
rtPCR auf BMP-2 nach 12h Stimulation von HK-2 mit rhBMP-5
rtPCR auf BMP-2 nach 12h Stimulation von TK-173 mit rhBMP-5
rtPCR auf BMP-2 nach 12h Stimulation von TK-173 mit rhBMP-7
Proliferationsassay nach 12h Stimulation von TK-173 mit rhBMP-2

Tabellenverzeichnis

rtPCR auf BMP-2

rtPCR auf BMP-5

verwendete Primer fur die tPCR

verwendete housekeeping genes fiur die tPCR
Versuchsaufbau des Makrophagen-Migrationsassay

Stimulanzien im Proliferationsassay bei TK-173-Fibroblasten

Anhang

S.2
S.7
S.8
S.9
S.34
S.35
S.37
S.37
S.38
S.39
S.39
S.40

S.41

S.42
S.43
S.43
S.44
S.45
S.47
S.47
S.48
S.49
S.49
S.50

S.25
S.25
S.27
S.28
S.32
S.32
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