Aus der Klinik fir Nephrologie und Rheumatologie
(Prof. Dr. med. G. A. Muller)
der Medizinischen Fakultat der Universitat Gottingen

Epigenetische Therapie mit niedrig dosiertem Hydralazin verhindert
die Progression vom akuten ins chronische Nierenversagen im

Mausmodell

INAUGURAL-DISSERTATION

zur Erlangung des Doktorgrades
der Medizinischen Fakultat der

Georg-August-Universitat zu Géttingen

vorgelegt von
Ulrike Steinle
aus
Heilbronn
Gottingen 2018



Dekan: Prof. Dr. rer. nat. H. K. Kroemer
Referent/in: Prof. Dr. med. M. Zeisberg
Ko-Referent/in: Prof. Dr. Dr. Alfred NeelRe

Drittreferent/in: Prof. Dr. Margarete Schén

Datum der mundlichen Prifung: 30. Oktober 2019



Hiermit erklare ich, die Dissertation mit dem Titel ,epigenetische Therapie mit niedrig
dosiertem Hydralazin verhindert die Progression vom akuten ins chronische Nieren-
versagen im Mausmodell* eigenstandig angefertigt und keine anderen als die von mir

angegebenen Quellen und Hilfsmittel verwendet zu haben.

GOUINGEN, BN oo ees e ————————————
(Unterschrift)



INHALTSVERZEICHNIS 1
1. EINLEITUNG 3
1.1 EINFUHRUNG NEPHROPATHIEN 3
1.2 AKUTES NIERENVERSAGEN 6
1.2.1 THERAPEUTISCHE ANSATZE BEI DER PROGRESSION VOM AKUTEN INS CHRONISCHE
NIERENVERSAGEN 8
1.2.2 EPIGENETISCHE DETERMINANTEN DER NIERENFIBROSE 9
1.3 DEMETHYLIERUNG ALS THERAPEUTISCHER ANSATZ 11
1.3.15-AZACYTIDIN 11
1.3.2 HYDRALAZIN 11
1.4 MAUSMODELLE DES AKUTEN NIERENVERSAGENS OHNE BZW. MIT PROGRESSION INS
CHRONISCHE NIERENVERSAGEN 13
1.5 ZIELSETZUNG 15
2. MATERIALIEN UND METHODEN 16
2.1 MATERIAL 16
2.1.1 GERATE 16
2.1.2 CHEMIKALIEN 17
2.1.3 FARBECHEMIKALIEN 17
2.1.4 GEBRAUCHSMATERIALIEN 18
2.1.5 KITSYSTEME 19
2.1.6 ANTIKORPER 20
2.1.7 PRIMER RTPCR 20
2.1.8 STIMULANZIEN 20
2.1.9 ALLGEMEINE PUFFER UND LOSUNGEN 20
2.1.10. OPERATIONSMATERIALIEN 22
2.2 METHODEN 23
2.2.1 VORBEREITUNG GEWEBESCHNITTE 23
2.2.2 IMMUNFLOURESZENZ 23
2.2.3 IMMUNHISTOCHEMIE 25
2.2.4 MASSON-TRICHROM (MTS)-FARBUNG 26
2.2.5 HAMATOXYLIN-EOSIN (HE)-FARBUNG NACH MAYER 26
2.2.6 PERIODIC-ACID-SCHIFFS (PAS)-FARBUNG 27
2.2.7 ZELLKULTUR 28



1. Einleitung

2.2.8 IMMUNOPREZIPITATION METHYLIERTER UND HYDROXYMETHYLIERTER DNA (MEDIP/HMEDIP)

29
2.2.9 WILDTYP-MAUSLINIE 31
2.2.10 AUSWERTUNG 33
3. ERGEBNISSE 35
3.1 IN-VITRO-STIMULATIONSVERSUCH AN PRIMAREN FIBROBLASTENKULTUREN 35
3.2 EPIGENETISCHE THERAPIE MIT NIEDRIG-DOSIERTEM HYDRALAZIN VERRINGERT DEN
UBERGANG VOM AKUTEN INS CHRONISCHE NIERENVERSAGEN UND DIE INTRARENALE
FIBROBLASTENAKKUMULATION 37

3.3 UBERGANG VOM AKUTEN INS CHRONISCHE NIERENVERSAGEN UNTER SCHWERER IRI IST MIT
RASAL1-PROMOTERMETHYLIERUNG ASSOZIIERT 42
3.3.1 ABERRANTE RASAL1-PROMOTERMETHYLIERUNG ALS EPIGENETISCHER FAKTOR DER
FIBROSEREGULATION 42
3.3.2 NACHWEIS EINES TET3-VERMITTELTEN DEMETHYLIERUNGSMECHANISMUS UNTER NIEDRIG

DOSIERTER HYDRALAZINTHERAPIE 43

4. DISKUSSION 44

4.1 RASAL1-PROMOTERMETHYLIERUNG ALS SCHLUSSELROLLE DER PROGRESSION VOM AKUTEN
INS CHRONISCHE NIERENVERSAGEN 44
4.2 HYDRALAZIN ALS THERAPEUTISCHE INTERVENTION MIT INDUKTION TET3-VERMITTELTER
HYDROXYMETHYLIERUNG 44
4.3 DARSTELLUNG DER KORRELATION VON FIBROSIERUNGSKOMPONENTEN NIERENKRANKER
PATIENTEN 45

4.4 MEDIKAMENTOSER EINGRIFF INS RENIN-ANGIOTENSIN-ALDOSTERON-SYSTEM UND SEIN

EINFLUSS AUF DAS AKUTE NIERENVERSAGEN 47
5. ZUSAMMENFASSUNG 48
6. ANHANG 50
6.1 ABKURZUNGSVERZEICHNIS 50
6.2 ABBILDUNGSVERZEICHNIS 51
6.3 TABELLENVERZEICHNIS 52
7. LITERATURVERZEICHNIS 53




1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Einfuhrung Nephropathien

Bei dem Begriff Nephropathie handelt es sich um eine durch verschiedene Faktoren verur-
sachte Nierenfunktionseinschrankung. Zwei wichtige Komponenten stellen hierbei das akute
und das chronische Nierenversagen dar (Venkatachalam et al. 2010; Thadhani et al. 1996;
Chawla et al. 2014). Fruher wurden diese als zwei eigenstdndige Krankheitsbilder betrachtet,
heute ist bekannt, dass sie im Zusammenhang miteinander stehen. Patienten mit bereits beste-
hendem chronischen Nierenschaden sind pradisponiert, ein akutes Nierenversagen zu entwi-
ckeln, und die akute Niereninsuffizienz beschleunigt die Progression des chronischen Nieren-
versagens (Venkatachalam et al. 2010). Diese ist somit als Risikofaktor fur die Entstehung
einer chronischen Niereninsuffizienz anzusehen (Venkatachalam et al. 2010) .

Das histopathologische Korrelat einer chronischen Niereninsuffizienz ist die sogenannte tu-
bulointerstitielle Fibrose der Niere. Hierbei handelt es sich um einen vermehrten Bindege-
websumbau des physiologischen Nierenparenchyms, welcher progredient zum vélligen Funk-
tionsverlust fuhren kann und somit in einem terminalen Nierenversagen endet. Der
zugrundeliegende Mechanismus der Nierenfibrose ist die Aktivierung und proliferative Ex-
pansion von residenten Fibroblasten, welche zur vermehrten Bildung extrazelluldrer Matrix
beisteuern, die sich zwischen den Zellen ansammelt (Zeisberg et al. 2000). Diese Umwand-
lung von Fibroblasten zu sogenannten Myofibroblasten, auch als Transdifferenzierung be-
zeichnet, ist mit kontraktilen Eigenschaften durch Induktion zytoskeletaler Funktionsproteine
wie alpha-Glattmuskelzellaktin (englisch alpha-smooth muscle actin) assoziiert (Strutz und
Zeisberg 2006). Zu den Komponenten der extrazellularen Matrix zahlen verschiedene Kolla-
gene (Typen 1, 3 und 4), Fibronektin und Proteoglykane. Obwohl die Niere bei Schadigung
einen eigenen Reparaturmechanismus besitzt, kann sie diesen nicht immer vollstandig reali-
sieren, sodass durch Chronifizierung des Schadens tubulointerstitielle Fibrosierung entsteht.
Obwohl die aktivierten Fibroblasten normalerweise nach adaquater Regeneration des Gewe-
bes in ihren Ruhezustand zurtickkehren, kommt es bei einer Fibrose zum bestédndigen Aktivie-
rungszustand dieser Fibroblasten, welcher autonom von externen Stimuli fortbesteht (Rode-
mann und Muller 1991; Rockey et al. 2015). Dieser Aktivierungszustand ist so stabil, dass sie
selbst in Zellkulturen den aktivierten Ph&notyp mit erhohter intrinsischer proliferativen Akti-
vitat beibehalten und weiterhin extrazellulare Matrix produzieren (Rodemann und Mauller
1991).
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Pathophysiologisch ist das Zytokin transforming growth factor-beta 1 (TGF-R1) ein relevan-
ter Regulationsfaktor, welcher die Nierenreparatur steuert (Zeisberg und Zeisberg 2013).
TGF-R1, welches Mitglied der aus insgesamt drei Isoformen bestehenden TGF-R-
Superfamilie ist, spielt eine essentielle Rolle bei der Regulation des Wachstums und der Dif-
ferenzierung von Zellen (Massagué et al. 2000). Die bergeordnete Superfamilie des TGF-R
beinhaltet viele weitere Angehorige, zu denen unter anderem Activine, Inhibine, bone mor-
phogenetic proteins und weitere zéhlen (Meno et al. 1996; Zhao 2003), die auch weitgehend
fur die Regulation von Zelldifferenzierung und -wachstum verantwortlich sind. Das als erstes
Mitglied isolierte TGF-B1 (Massague 1990) wird als Schlisselprotein von Fibrosierungspro-
zessen angesehen (Meng et al. 2015). TGF-R1 bindet an seinen TGF- R1-Rezeptor, eine Serin-
/Threoninkinase, wodurch die Rezeptorsubstrate Smad2 und Smad3 phosphoryliert werden
und zusammen mit Smad4 einen Komplex bilden, welcher einen signifikanten Einfluss auf
profibrotische Zielgene im Zellkern hat. Zusammenfassend betrachtet spielt die TGF-
R1/Smad-Signalkaskade eine tragende Rolle in der Entstehung renaler Fibrosierung und somit
des chronischen Nierenversagens, wie in Mausmodellen bestétigt wurde (Meng et al. 2015).
Das MaR der tubulointerstitiellen Veranderungen bzw. Fibrosierung gilt als bester Prédiktor in
Bezug auf Nierenfunktion und deren prognostischen Verlauf. Verschiedene Faktoren verhin-
dern die vollstandige Regeneration des funktionellen Nierenparenchyms. Dazu zdhlen der
Zellzyklusarrest, interstitielle Inflammation und die Reduktion des mikrovaskuléren En-
dothels, welche zur Akkumulation aktivierter Fibroblasten fiihrt und somit in einer Fibrose
resultiert (Schlondorff 2008; Venkatachalam et al. 2010; Yang et al. 2010; Bonventre 2014).
So kommt es in der chronischen Niereninsuffizienz zu Stérungen im Elektrolyt- und Flissig-
keitshaushalt sowie des Sdure-Basen-Gleichgewichts und zu einer Abnahme inkretorischer
Funktionen (Sekretionsabnahme von Erythropoetin, Renin, aktiviertem Vitamin D und
Prostaglandinen) mit toxischen Organschaden durch die Akkumulation harnpflichtiger Sub-
stanzen.

Epidemiologisch leiden 7,3% der Allgemeinbevolkerung unter einer chronischen Nierenfunk-

tionseinschrankung (http://www.dgfn.eu/presse/downloadbereich/bedeutung-der-

nierenheilkunde.html). Die Kosten der chronischen Niereninsuffizienz belaufen sich hierbei

jahrlich auf etwa 3 Milliarden Euro, was diese zu einem soziodkonomischen und gesund-
heitspolitischen Problem macht. Die meisten Patienten stellen sich erst im fortgeschrittenen
Stadium des chronischen Nierenversagens einem Nephrologen vor, sodass die Nierenfunkti-
onsstérung nicht mehr ganzlich aufgehalten werden kann. Schreitet diese weiterhin fort, so

kommt es letztendlich zu einer terminalen Niereninsuffizienz mit Notwendigkeit einer Nie-
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renersatztherapie. Derzeit belduft sich die Anzahl an Patienten in chronischer Dialysebehand-
lung in Deutschland auf ca. 80.000
(http://www.dgfn.eu/presse/downloadbereich/dialyse.html). Das Verfahren der Nierentrans-

plantation, welches fur viele Patienten die letzte Instanz fir Genesung bedeutet, ist immer
noch durch eine geringe Organspendebereitschaft der Gesellschaft limitiert

(http://www.dgfn.eu/presse/downloadbereich/dialyse.ntml).  Deshalb ist es wichtig, durch

PraventionsmalRnahmen frih in die Progression des Nierenfunktionsverlustes einzugreifen
und diese zu verhindern.

Das chronische Nierenversagen wird durch die CGA-Klassifikation in verschiedene Schwere-
grade eingeteilt. Die Abkurzung CGA steht fir Causa, glomeruldre Filtrationsrate und Al-
buminurie, welche wiederum in verschiedene Stadien eingeteilt werden. In der folgenden Ab-
bildung 1 sind die Stadien, basierend auf den KDIGO-KTriterien, aufgefihrt (Levey 2012).

Stadieneinteilung des chronischen Nierenversagens Albuminurie-Stadium
Angabe in mg/g
Al A2 A3
optimal und hochnormal hach sehr hoch und nephrotisch
<30 30-300 =300
GFR-Stadium G1 hach und optimal <105
Angabein ml/min ERS
G2 mild 75-89
60-74
G3a mild-moderat 45-59
B moderstdnier 304 I
S schuer o I
R {etenieseen [ ISE I

Abbildung 1: Entwicklung eines chronischen Nierenversagens nach den KDIGO-Kriterien

(S,
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1.2 Akutes Nierenversagen

Beim akuten Nierenversagen handelt es sich um einen schnell einsetzenden Abfall der renalen
Funktion, welcher bei etwa 10% aller intensivpflichtigen Patienten vorkommt

(http://www.dgfn.eu/patienten/was-nieren-krank-macht/akutes-nierenversagen.html).  Dabei

steigt das Serumkreatinin um tber 50% des Ausgangswertes an (Keller und Geberth 2007) .
Es liegt meist eine verminderte Harnausscheidung vor (<500 ml Urin/Tag = Oligurie, <100
ml Urin/Tag = Anurie). Die Folgen davon sind Stérungen im Elektrolyt- und Flussigkeits-
haushalt sowie des S&ure-Basen-Gleichgewichts. Die Ursachen fiir das Eintreten eines akuten
Nierenversagens sind hauptsachlich der septische (47%) und kardiale (27%) Schock, groRe
chirurgische Eingriffe (34%) und die Hypovolamie (26%) (Harty 2014).

In Abbildung 2 sind die Ursachen des akuten Nierenversagens in drei Kategorien unterteilt.
Nur ein Drittel der postoperativ auftretenden akuten Nierenversagen sind reversibel, der tbri-
ge Anteil entwickelt ein chronisches Nierenversagen, wovon 1% eine dauerhafte Nierener-

satztherapie benétigen.

Prirenale Ursachen (Minderperfusion) | Intrarenale Ursachen Postrenale Ursachen

Renaler Schaden: Nephritis, Glomerdonephritis, Ureterobstruktion

Volumenverl ust: Blutverlust, Dehydratation .
- hyd Vaskultitiden , Tubulusschaden Blasenausgangsstencse

Hypotension: Sepsis, Medikamente, Herzinsuffizienz

Abbildung 2: Ursachen des akuten Nierenversagens modifiziert nach John Harty (Harty 2014).

In der folgenden Abbildung 3 ist die Einteilung des akuten Nierenversagens, basierend auf
den KDIGO-Kriterien, beschrieben (Levey 2012).
Die Einteilung besteht aus zwei Komponenten:

RIFLE- Kriterien  (Risk, Injury, Failure, Loss, Endstage renal disease)

AKIN - Stadien (Acute Kidney Injury Network)

Die AKIN-Stadieneinteilung entstand zur Verkirzung und Vereinfachung der RIFLE-

Kriterien.
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Stadieneinteilung des akuten Nierenversagens

RIFLE  AKIN Serum-Kreatinin Urin-Ausscheidung
Risk 1 RIFLE/AKIM: 1,5-2,0 x KreatininT <0,5 ml/kg KG/h lber 6 b
AKIN: Kreatininanstieg um 0,3 mg/dl innerbalb 48 h
Injury 2 2,0 - 3,0 x Kreatinin T <0,5 ml/kg KG/h Uber 12 h
Failure 3 =3 x Kreatinin‘T oder <0,3 mlfkg KG/h (ber 24 h oder
Kreatinin =4 mg/dl + akuter Anstieg 0,5 mg/dl Anurie (fehlende Urinausscheidung) dber 12 h
Loss - Nierenversagen flr =4 Wochen
ESRD - Niererwersagen fir >3 Monate

Abbildung 3: Einteilung des akuten Nierenversagens basierend auf KDIGO-Kriterien.

In der Abbildung 4 wird daraus resultierend das akute Nierenversagen in drei verschiedene
klinische Verlaufe nach einem nierenschédigenden Ereignis eingeteilt.

Der Verlauf der oberen griinen Linie beschreibt die vollstandige Regeneration der Nieren-
funktion nach einem schadigenden Ereignis ohne bleibende Folgen. Im Gegensatz dazu zeigt
der darunterliegende rote Verlauf eine unmittelbar nach dem Schaden auftretende progredien-
te Abnahme der Nierenfunktion, also einen Ubergang vom akuten ins chronische Nierenver-
sagen. Massive Beeintrachtigung und den schwersten Verlauf zeigt die blaue Linie, die schon

wéhrend des Schadens im vollstdndigen Nierenversagen endet.

-
r 4

Schaden vollst&dndige Regeneration

akutes Nierenversagen
mit Ubergang in eine
chronische Niereninsuffizienz

Nierenfunktion

akutes Nierenversagen
mit Ubergang in eine
terminale Niereninsuffizienz

Zeit

Abbildung 4: Schematische Verlaufe des akuten Nierenversagens modifiziert nach John Harty (Harty 2014).
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1.2.1 Therapeutische Anséatze bei der Progression vom akuten ins chronische Nierenver-
sagen

Fur eine adaquate Behandlung ist es aus klinischer Sicht relevant, den Ubergang vom akuten
Nierenversagen in eine chronische Nierenfunktionseinschrankung zu vermeiden (Lo et al.
2009). Zu den schutzenden und protektiven MaRRnahmen gehort das addquate Einhalten be-
stimmter Blutdruckwerte. Internationale Richtlinien empfehlen bei Patienten mit unkompli-
ziertem Hypertonus einen Zielwert von <140/90 mmHg, bei diabetischen und niereninsuffi-
zienten Patienten einen Zielwert von <130-139/80-85 mmHg (Herold 2013). Andernfalls
kommt es zu einer hypertensiven renalen Schadigung: Intraglomerulérer Hypertonus fuhrt zu
Proteinurie, welche direkt nephrotoxische Eigenschaften besitzt und einen Nierenfunktions-
verlust induziert (Herold 2013).

Zu den physiologischen, korpereigenen Mechanismen der Blutdruckregulation gehort das
Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS), das medikamentds durch sogenannte RAAS-
Inhibitoren (Renin-Antagonisten, ACE-Hemmer, Angiotensin-Rezeptor-Blocker) gehemmt
werden kann (siehe Abbildung 5). Sie z&hlen zu den Antihypertensiva der ersten Wahl bei
Patienten mit chronischem Nierenversagen, insbesondere bei ausgepragter Proteinurie. In
Kombination mit Diuretika und Calcium-Antagonisten senken sie die Hypertonie, die Pro-
teinurie und erhalten renale Funktionen (Wenzel 2005).

Ursache dieser renalen Funktionsabnahme ist unter anderem die renale Hypoxie, welche oxi-
dativen Stress induziert und durch die Bioverfiigbarkeit von RAAS-Komponenten kompen-
siert werden kann. Um diese Verfligbarkeit aufrechtzuerhalten, wird das Absetzten von
RAAS-Inhibitoren empfohlen (Efrati et al. 2012). Deshalb wird im Klinikalltag vor chirurgi-
schen Eingriffe versucht, solche Medikamentengruppen préemptiv abzusetzen, um das Risiko
eines akuten Nierenversagens zu verringern (Deutsche Gesellschaft fiir Anasthesiologie und
Intensivmedizin (DGALI) et al. 2017)
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Angiotensin-

Angiotensinogen |, Angiotensin 1 I Angiotensin 2 RezdatSi Blacker
Renin
+ Angiotensinrezepioren
Vasokonstriktion
Rickresorption Natrium
+ Aldosteronfreisetzung Erhohung Blutdruck
: Niere
i Juxtaglomerulirer Apparat

Abbildung 5: Renin-Angiotensin-System.

Wie in Abbildung 5 beschrieben, reguliert der Kérper die Hypertonie renal Uber das Renin-
Angiotensin-Aldosteron-System. Die Barorezeptoren des juxtaglomeruldren Apparates der
Niere registrieren die verminderte Durchblutung der glomeruldren Geféle. Die Niere schittet
reaktiv Renin aus, welches in den Epitheloidzellen der Media (juxtaglomerulére Zellen) des
Vas afferens gebildet wird. Renin wandelt hepatisch gebildetes Angiotensinogen in dessen
aktive Form Angiotensin 1 um. Angiotensin-Converting-Enzym, welches in renalen und pul-
monalen Epithelzellen gebildet wird, wandelt Angiotensin 1 in Angiotensin 2 um. Dieses
wirkt vasokonstriktiv auf die postglomerularen Gefédlle und stimuliert zusatzlich die ADH
(antidiuretisches Hormon) - und Aldosteronausschiittung. Das Peptidhormon ADH baut in die
Sammelrohrzellen der Niere Aquaporine ein, damit mehr Wasser resorbiert werden kann und
folglich der Blutdruck steigt. Aldosteron induziert luminal den Einbau von Natriumkanalen,
wodurch die Riickresorption steigt und reaktiv Wasser dem osmotischen Gradienten folgt. Im
Austausch fiir Natrium wird Kalium sezerniert (Pacurari et al. 2014).

Ein klinikalltdglicher ACE-Hemmer ist Ramipril, welches auch deshalb in dieser Studie Ver-
wendung fand. Das inaktive Prodrug wird nach Applikation hydrolysiert und durch Esterasen

zum aktiven Ramiprilat gespalten.

1.2.2 Epigenetische Determinanten der Nierenfibrose

Die Epigenetik beschreibt stabile Veranderungen der genomischen DNA durch Methylierung
oder Histonmodifikation, ohne die primare DNA-Sequenz zu beeinflussen. Durch Methylie-
rung, d. h. das Anbringen einer Methylgruppe an die menschliche DNA, wird diese modifi-
ziert (Shames et al. 2007). Diesen Methylierungprozess gibt es in Promoterregionen, welche

ein genexpressiver DNA-Abschnitt darstellt und somit die Genvervielfaltigung beeinflusst.
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Diese Promotorregionen sind durch einen Reichtum von CpG (Cytosin-phosphatidyl-Guanin)
-Inseln gekennzeichnet, welche durch Ubertragung von Methylgruppen an die C5-Position
des CpG-Dinukleotids modifiziert werden. Diese Art der DNA-Modifikation dient im Allge-
meinen zur Suppression von Genexpression und tragt kausal zu Fibrose und Tumoren bei
(Sproul und Meehan 2013).

In Vorarbeiten der Arbeitsgruppe Zeisberg konnte das Gen RASAL1 (Ras-Gap-like protein-1)
identifiziert werden, welches in aktivierten Fibroblasten durch diese Promotormethylierung
transkriptionell supprimiert wird. RASALL hydrolysiert das aktive Ras-GTP in seine inaktive
Form Ras-GDP, die Folge eines RASAL1-Verlustes ist eine Uberaktivierung von endogenem
Ras und konsekutiver Fibroblastenproliferation (siehe Abbildung 6) (Bechtel et al. 2010).
Durch Normalisierung der RASAL1-Promotormethylierung und Restauration der RASAL1-
Expression kann die Fibrose kausal vermindert werden (Bechtel et al. 2010; Tampe et al.
2014, S. 3; Tampe et al. 2015; Zeisberg und Zeisberg 2015).

et ydienimg

RASAL1 methyliertes RASAL1
\ ) Demethylierung ‘
Transkription Keine Transkription

Inaktivierung

Fibroblastenproliferation

l

Fibrose

!

Reversibles akutes Nierenwersagen akutes Nierenversagen mit Obergang ins chronische Nierenversagen

Abbildung 6: RASAL1 bei Fibroblastenaktivierung.
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1.3 Demethylierung als therapeutischer Ansatz

1.3.1 5'-Azacytidin

5'-Azacytidin ist ein Zytostatikum, welches als Pyrimidin-Analogon fungiert und folglich die
DNA- und RNA-Synthese hemmt, also ein sogenannter DNA-Methyltransferase Inhibitor
(Jones und Taylor 1980). Durch diese Hemmung gelingt die aktive Verhinderung der DNA-
Methylierung (Christman 2002), welche in der Therapie des myelodysplatischen Syndroms
und der myeloischen Leuk&mie Verwendung findet, sofern keine Stammzelltransplantation
maoglich ist (Christman 2002). 5-Azacytidin weist dennoch ein ungunstiges Nebenwirkungs-
profil auf zu denen Thrombo-, Leuko- und Neutrozytopenien sowie gastrointestinale Proble-
matik z&hlen. Die Therapie findet daher unter arztlicher Aufsicht statt. 2009 erhielt es in
Deutschland unter dem Handelsnamen Vidaza® als antineoplastisches Medikament seine
Zulassung. Vorangegangene Studien der Arbeitsgruppe konnten zeigen, dass 5'-Azacytidin
demethylierende Eigenschaften besitzt und die Nierenfibrose antagonisieren kann, indem es
Gene wie beispielsweise RASAL1 demethyliert und restaurieren kann (Bechtel et al. 2010,
Tampe et al. 2015, S. 3).

1.3.2 Hydralazin

Hydralazin (synonym: 1-Hydrazinylphthalazine) wurde das erste Mal 1952 als Antihyperten-
sivum eingefihrt. Es wirkt vasodilatatorisch auf die glatte Muskulatur der arteriellen Gefal3e,
wobei der Mechanismus noch nicht vollstandig bekannt ist. Es ist vom Dihydralazin (Han-
delsname Nepressol) zu unterscheiden. Die Applikation findet bei beiden Varianten oral statt,
Hydralazin muss jedoch 4-5x/Tag und Dihydralazin nur 1-2x/Tag verabreicht werden. Friiher
war Hydralazin Bestandteil der standardisierten Dreifachtherapie Hydrochlorthiazid, Propano-
lol und Hydralazin (Leonetti et al. 1990). Seitdem ACE-Hemmer und Angiotensin-Rezeptor-
Antangonisten jedoch Mittel der ersten Wahl sind, gilt Hydralazin als Reserveantihypertensi-
vum und als Zweitlinientherapeutikum bei chronischer Herzinsuffizienz. Aufgrund seines
gunstigen Nebenwirkungsprofils findet es zudem wahrend der Schwangerschaft Anwendung
(Leonetti et al. 1990; Dries et al. 1999; McMurray et al. 2012; James et al. 2014; Farag et al.
2015; Zeisberg und Zeisberg 2015).

Tierexperimentelle Studien zeigten, dass niedrig dosiertes Hydralazin demethylierende Eigen-
schaften besitzt und somit methyliertes, also supprimiertes RASALL, wieder restaurieren
kann (Tampe et al. 2015) . Dieser Demethylierungsmechanismus wird durch eine TET3-
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1. Einleitung

induzierte Hydroxymethylierung ermdéglicht und schon in Dosierungen erreicht, welche den
Blutdruck nicht beeinflussen (Tampe et al. 2014, S. 3). Ten-Eleven Translocation 1-3 (TET1-
3-Proteine sind DNA-Hydroxylasen, die enzymatische Aktivitdt an Position 5 der Cytosin-
base besitzen und folglich eine wichtige Rolle bei der Genregulierung spielen (Wu und Zhang
2011). Sie wandeln 5-Methylcytosin in 5-Hydroxymethylcytosin um, welches mit transkripti-
oneller Induktion einhergeht (Ficz et al. 2011). Vorangegangene Studien zeigten, dass TET3
bei renaler Fibrose supprimiert ist, sodass RASALL im inaktiven, hypermethylierten Zustand
vorliegt. Im Gegenzug dazu konnte gezeigt werden, dass bei verminderter Fibrose TET3-
Proteine vermehrt nachzuweisen sind und sie somit fir den Demethylierungszustand von RA-
SAL1 durch Hydroxymethylierung verantwortlich sind (Tampe et al. 2014).

RASAL1-Promotormethylierung gilt als Determinante fiir die Nierenfibrose und stellt daher
einen therapeutischen Angriffspunkt dar (Tampe et al. 2015). Diese demethylierenden Eigen-
schaften sind nicht auf die Niere beschrankt, zahlreiche Studien bestatigten auch die Hochre-
gulation verschiedener Tumorsupressorgene nach Beginn einer Hydralazintherapie, bei-
spielsweise bei Mamma- und Cervixkarzinomen (Candelaria et al. 2007). Bezuglich der
demethylierenden Therapie weist Hydralazin im Vergleich zu 5-Azacytidin ginstigere Eigen-
schaften auf. Die orale Applikation von Hydralazin ist ohne arztliche Aufsicht durchfuhrbar

und weist zudem ein ginstigeres Nebenwirkungsprofil ohne Toxizitét auf.
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1. Einleitung

1.4 Mausmodelle des akuten Nierenversagens ohne bzw. mit Progression ins

chronische Nierenversagen

Vorherige Studien haben bestatigt, dass eine zeitlich begrenzte renale Ischamie durch Unter-
bindung der renalen Perfusion ein stabiles tierexperimentelles Modell darstellt, welches typi-
sche Befunde einer akuten Nierenschadigung aufweist. Es demonstriert temperaturabhangig
den Verlauf eines akuten, durch Ischamie induzierten Nierenversagens (Le Clef et al. 2016).
Eine erhdhte Korpertemperatur bedeutet fiir den Stoffwechsel einen erhéhten Umsatz, sodass
intrazelluldre Energiespeicher schneller verbraucht werden. Zusétzlich akkumulieren Abbau-
produkte des Gewebeschadens, welche die Produktion freier Radikale induzieren und somit
das Nierenparenchym weiter schadigen (Le Clef et al. 2016). Im Gegensatz dazu wirkt Hypo-
thermie unter renaler Ischdmie nephroprotektiv, anti-inflammatorisch und erniedrigt die vas-
kuldre Permeabilitat (Le Clef et al. 2016). Man unterscheidet deshalb die warme (38 °C) is-
chemia reperfusion injury (severe IRI) von der kalten (25 °C) Methode (moderate IRI).
Grundlegend erhoht sich bei beiden einseitigen IRI-Modellen das Serumkreatinin als labor-
chemischer Marker fiir eine akute Nierenfunktionseinschrdnkung, welches an Tag 1 postope-
rativ seinen Hohepunkt erreicht. Im weiteren Verlauf wahlen die Modelle unterschiedliche
Wege: Beim moderate IRI-Modell nimmt der Serumkreatininspiegel zunehmend ab, bis an
Tag 42 postoperativ eine komplette Normalisierung des Wertes als Ausdruck einer Rekom-
pensation vorliegt. Anders verldauft es beim severe IRI-Modell, bei dem keine vollstandige
Normalisierung nach 42 Tagen als Ausdruck einer andauernden und chronifizierten Nieren-
funktionseinschréankung stattfindet (Yang et al. 2010). Weitere Studien belegten auf epigene-
tischer Basis, dass im severe IRI-Modell eine RASAL1-Methylierung nachgewiesen werden
kann, jedoch im moderate IRI-Modell nicht. Daher wurde ein kausaler Zusammenhang zwi-
schen RASAL1-Methylierung und den Verlaufen der IRI-Modelle vermutet (Abbildung 7).

Unilaterale ischemia reperfusion injury (UIRI)

/\

Moderate IRI: Severe IRI:
Ischdmie bei Raumtemperatur (25 °C) Ischamie bei 38 °C
Serumnkreatinin: Peak 24 h postoperativ mit kompletter Regeneration nach 42 Tagen Serumkreatinin: Peak 24 h postoperativ ohne vollstindige Regeneration nach 42 Tagen
Kein signifikanter Anstieg Fibrosemarker (Col-1, alpha-SMA) Signifikanter Anstieg Fibrosemarker {Col-1, alpha-SMA)
RASALL-Expression erniedrigt RASALL-Expression erniedrigt
Kein Machwels RASALL-Methylierung Nachweis RASALL-Methylierung

ibles akutes Ni ion akutes ins chronische Ni

Abbildung 7: Schematische Gegeniberstellung des moderate und severe IRI.
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1. Einleitung

In der unten folgenden Abbildung 8 werden die beiden in Abbildung 7 erléuterten UIRI-
Modelle anhand der Nierenfunktion und der MTS-Gewebefarbung verdeutlicht (Yang et al.
2010). Es wird das drastische AusmaR des Uberganges vom akuten ins chronische Nierenver-
sagen sowohl im Kreatininverlauf als auch in der MTS Ubersichtsfarbung deutlich. In Abbil-
dung a wird anhand des Kreatininverlaufes nach Nierenschaden dessen Funktion deutlich.
Betrachtet man die beiden IRI-Modelle miteinander, wird Kklar, dass bei beiden unmittelbar
nach der Schadigung das Kreatinin in den ersten 3 Tagen deutlich ansteigt, beim moderaten
etwas weniger als beim severe IRI. Ausschlaggebend ist dennoch, dass sich beim moderaten
IRI das Serumkreatinin nach 7 Tagen wieder normalisiert. Ein chronisch erhéhter Serumwert
bleibt jedoch beim severe IRI erhalten, welcher die chronische Schédigung der Niere nach
akutem Versagen zeigt.

Abbildung b erganzt dazu die Gewebelbersicht dieser beiden Modelle, wobei der Schaden
vom severe IRI signifikant ist, welcher den Progress vom akuten ins chronische Nierenversa-

gen veranschaulicht.

a b Control Moderate IRI Severe IRI

— Moderate IRI
= Severe IRI
AAN

Scr (mg di-)

rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr

0135791114 21 28 35 42
Time after injury (d)

Abbildung 8: Kreatininverlauf und MTS-Farbungsiibersicht beider ischemia reperfusion injury- Modelle (Yang et
al. 2010b).
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1.5 Zielsetzung

Das Ziel meiner Arbeit bestand anlehnend an die beschriebenen Vorarbeiten der Arbeitsgrup-
pen Zeisberg darin, die Progression des akuten ins chronische Nierenversagen unter Therapie
mit niedrig dosiertem Hydralazin und Ramipril zu untersuchen und einen kausalen Zusam-
menhang mit aberranter Promotormethylierung als therapeutischen Ansatz herzustellen.

Die Fragestellungen waren wie folgend:

a. Kann die epigenetische Therapie mit Hydralazin aberrante RASAL1-
Promotermethylierung im Mausmodell des akuten Nierenversagens mit Ubergang in
eine chronische Niereninsuffizienz normalisieren?

b. Inwieweit beeinflusst Hydralazin den funktionellen Verlauf und histopathologische
Veranderungen in diesem?

c. Kann Hydralazin den pro-fibrotischen Phanotyp aktivierter Fibroblasten normalisie-
ren?

d. Wie verhdlt sich im Gegensatz dazu der ACE-Inhibitor Ramipril unter den besagten

Umstanden?
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2. Materialien und Methoden

2. Materialien und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Gerate

Analysewaage TE2101

Autoklav LGAKO0027 Integra
Centrifuge 5424R

COo-Inkubator BB6220

Dampfgarer

Eismaschine AF 80
Floureszenzkamera Axiovert S100TV
Gefrierschrank -20°C

Gefrierschrank -80°C Sanyo Ultra Low
Kihlschrank +4°C

Lichtmikroskop BX43

Mikrotom Leica RM 2165

NanoDrop 2000 Spektralphotometer
Perfect Spin P

Pipettierhilfe pipetus
RNA-Umschreibungscycler

Rotamax 120 Plattformschuttler
Sonicator

Step one Plus Real-Time PCR-System
Sterilbank

Stickstofftank Apollo Biosafe

The Belly Dancer

Thermomixer comfort
Tischzentrifuge Mikroliter R5424
Tissue Lyser LT

Trockenschrank

Vacuum Aspiration System

Vortex Genie 2

Waérmebad GFL 1083

Sartorius, Gottingen, Deutschland
Bioscience, Fernwald, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Heraeus, Hanau, Deutschland

Braun, Kronberg, Deutschland
Scotsman, Vernon Hills, USA

Zeiss, Oberkochen, Deutschland
LIEBHERR, Bulle, Schweiz

Sanyo, Wood Dale, USA
LIEBHERR, Bulle, Schweiz
Olympus, Hamburg, Deutschland
Leica, Wetzlar, Deutschland
Thermoscientific, Waltham, USA
Peqglab, Erlangen, Deutschland
Hirschmann, Eberstadt, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Heidolph, Schwabach, Deutschland
Misonix, New York, USA

Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland
Kojair, Vilppula, Finnland

Messer Griesheim, Deutschland
Stovall life science, Greensborg, USA
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland
Memmert, Schwabach, Deutschland
Ditabis, Pforzheim, Deutschland
Bender & Hobein, Zirich, Schweiz
GFL GmbH, Burgwedel, Deutschland

16



2. Materialien und Methoden

Zellkultur

2.1.2 Chemikalien

0,AM DTT
5x First Strand Buffer P/N Y02321

AED Substrate Chromogen Ready-to-use

Amphotericin B
Chloroform, Emplura

Citrat Target Retrieval Solution pH6 (10x)
Citrat Target Retrieval Solution pH9 (10x)

DMEM Né&hrmedium

dNTP 10mM

Dulbecco’s PBS 141790-094
Entellan Eindeckmedium

Ethanol 99%

Fast SYBR Green Master Mix
FCS fetales Kélberserum
Nukleasefreies Wasser

Oligo (dt)

Penicillin Streptomycin

RNase Out Ribonuclease Inhibitor
RNase Zap Ambion

Superscript

Superscript Reverse Transkriptase
Trizol Reagent

Trypsin EDTA solution T4049

2.1.3 Farbechemikalien

Kojair, Vilppula, Finnland

Invitrogen, Carlsbad, USA

Invitrogen, Carlsbad, USA

Dako, Eching, Deutschland

Biochrom GmBH, Berlin Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Dako, Eching, Deutschland

Dako, Eching, Deutschland

Life Technologies, Carlsbad, USA
Invitrogen, Carlsbad, USA

Life Technologies, Carlsbad, USA
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Walter CMP, Kiel, Deutschland
Appliedbiosystems, Foster City, USA
Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland
Qiagen, Venlo, Niederlande
Invitrogen, Carlsbad, USA

Life Technologies, Carlsbad, USA
Invitrogen, Carlsbad, USA

Thermo Scientific, Waltham, USA
Invitrogen, Carlsbad, USA

Invitrogen, Carlsbad, USA

Life Technologies, Carlsbad, USA
Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland

HE-Farbung (H&dmatoxylin-Eosin-Féarbung)
Eosin G-Ldsung 0,5% waéssrig X883.2
Hé&malaunldsung sauer nach Mayer T865.1

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Xylol (Isomere) >98%, rein Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
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PAS-Farbung (Periodic-acid-schiffsreaction)

Hé&malaunlésung sauer nach Mayer T865.1
Perijodséaureldsung 1% HP00.1

Schiffs Reagenz X900.1

Xylol (Isomere) >98%, rein

MTS-Féarbung (Masson-Trichrom-Staining)
Anilinblau-L6ésung HT154

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland

Biebrich-Scharlachrot-S&urefuchsin-Lésung HT151 Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland

Bouin’s solution HT10132
Essigséure Rotipuran 100%, p.a.
Phosphomolybdénsaure-Losung HT153

Phosphowolframséure-L6ésung HT152

Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland

Weigerts Eisen-Hamatoxylinlosung Teil A HT107 Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland

Weigerts Eisen-Hamatoxylinldsung Teil B HT109 Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland

2.1.4 Gebrauchsmaterialien

8er Kettenreagenzgefélie

Biosphere Filtertip 10, 100, 1000 pl
Dako Pen

Deckglaser 24x40 mm

Deckglaser 24x60 mm

Einbettkassetten 053765

Elektrische Pipette Pipetus
Falcon 50 ml, steril Cellstar Tubes 227261

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Dako, Glostrup, Danemark
Menzel-Glaser, Braunschweig,
Deutschland

Menzel-Glaser, Braunschweig,
Deutschland

Kabe Labortechnik, Nirmbrecht,
Deutschland

Hirschmann, Eberstadt, Deutschland
Greiner Bio One, Frickenhausen,
Deutschland
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Filter 0,22 um, 0,45 um

Flacon 15 ml, steril Cellstar Tubes

Glaspipetten 747720

Handschuhe Gentle Skin Senitive
Immu-Mount Shandon 9990402
Injektionskantle 1,2x40 mm
Injektionsspritze 5 ml

Labortticher Kimtech Science
Manuelle Pipette Reference

MicroAmp fast optical 96-Well Reaction Plate
Neubauer Z&hlkammer Tiefe 0,100 mm
Objekttréager

Optical Adhesive Covers 4360954
Pipettenspitzen 10, 100, 1000 pl
Pipettenspitzen 5, 10, 25 ml
Reagenzgefal 0,5 ml

Reagenzgefal 1,5 ml

Reagenzgefal 2,0 ml

TC-Flasche Filter T75

TC-Schalen 100, Cell+

2.1.5 Kitsysteme

DNeasy Blood & Tissue Kit 250

Epiquik™ Hydroxymethylated DNA Immunoprecipitation P-1038
Methylamp™ Methylated DNA Capture P-1015
Vectashield Mounting Medium for Floureszenz with DAPI

Vectastain Universal Elite ABC Kit

Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland
Greiner Bio One, Frickenhausen,
Deutschland

Brand, Wertheim, Deutschland
Meditrade, Kiefersfelden, Deutschland
Thermo Scientific, Waltham, USA
BD Microlance, New Jersey, USA
B.Braun AG, Melsungen, Deutschland
Kimberly Clark, Roswell, USA
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Life Technologies, Carlsbad, USA
Hecht Assistent, Sondheim, Deutschland
Thermo Scientific, Waltham, USA
Life Technologies, Carlsbad, USA
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Sarstedt, Numbrecht, Deutschland

Qiagen,, Hilden,
Deutschland

Epigentek, NY, USA
Epigentek, NY, USA
Sigma Aldrich,
Steinheim, Deutschland
Vector Laboratories,

Burlingame, USA
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2.1.6 Antikorper

Alpha-SMA Kaninchen
Anti-5-Methylcytosin
Col-1 Kaninchen
Esel-Anti-Kaninchen
RASAL-1

2.1.7 Primer rtPCR

mmRasallmC-F
mmRasallmC-R

2.1.8 Stimulanzien

Dimethylsulfoxide D8418-250ML
Hydralazine hydrochloride H1753-10G
Ramipril R0404-100MG

rhTGF-betal 10 ug

2.1.9 Allgemeine Puffer und Ldsungen

10 x PBS:

ddH.O

KH2PO4
NA2HPO4 X 7 H20
NaCl

Blockldsung:
BSA

Abcam, Cambridge, GB
Epigentek, New York, USA
Abcam, Cambridge, GB

Life Technologies, Carlsbad, USA
Thermo Scientific, Waltham, USA

Eurofines, Freiburg, Deutschland
Eurofines, Freiburg, Deutschland

Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland
R&D System, Wiesbaden, Deutschland

1000 ml
1,44 g
7599
90,00 g

1g
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ddH.O

Peroxidaseblock
H>0, 30%
ddH>0

pH6-Citrat-Buffer
Citrat Target Retrieval Solution pH6 (10x)

Destilliertes Aquadest

pH9-Citrat-Buffer
Citrat Target Retrieval Solution pH9 (10x)

Destilliertes Aquadest

Einfriermedium
Dimethylsulfoxide D8418-250ML

FCS fetales Kalberserum

96% Ethanol
Destilliertes Aquadest
Ethanol 99%

Phosphomolybdén/Phosphowolframsaure

Destilliertes Aquadest
Phosphomolybdéansaure-Ldsung HT153
Phosphowolframsdure-L6sung HT152

1 x Wash Buffer hydroxyMeDIP
10x Wash Buffer

Bidestilliertes Wasser

100 ml

50 ml
450 ml

5ml
45 ml

5ml
45 ml

10 ml
40 ml

40 ml
960 ml

10 ml
50 ml
50 ml

10 mi
90 ml
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2.1.10. Operationsmaterialien

Isoflouran 2-3%

Metamizol 3 ml/l Trinkwasser

Micro vessel clip 8mm #56.85.07
Nicht-resorbierbares Nahtmaterial Prolene 8706H

Resorbierbares Nahtmaterial Vicryl V494H

Temgesic 0,1 mg/kg Korpergewicht
Warmeplatte OTS40

Abbvie, Wiesbaden, Deutschland
Hexal, Holzkirchen, Deutschland
Acland, Liding6, Schweden
Johnson&Johnson Medical,
Norderstedt, Deutschland
Johnson&Johnson Medical,
Norderstedt, Deutschland

Indivior EU Ltd, Slough Berkshire, GB

Medite, Burgdorf, Deutschland
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2.2 Methoden

2.2.1 Vorbereitung Gewebeschnitte

Das uber Nacht in Formaldehydldsung (Roti® Histofix) eingelegte Gewebematerial wurde
durch 4-stindiges Waschen unter flieRendem Leitungswasser vom Fixiermittel befreit und
dann in einen Einbettautomaten gegeben, der eine aufsteigende Alkoholreihe (30 Minu-
ten/Reihe) beinhaltet. Danach folgt die Inkubation in Chloroform und Ausgief3en in 56 °C
warmes, flussiges Paraffin. Die dadurch entstandenen Paraffinblocke wurden gekihlt und mit
Hilfe eines Mikrotoms in 3 um dicke Scheiben geschnitten. Die zarten Schnitte wurden in ein
Wasserbad gegeben, sodass durch Auffangen mit einem Objekttréger eine faltenfreie Platzie-
rung moglich wurde. Die fertigen Schnitte trockneten tber Nacht bei 37 °C in einem Inkuba-

tor.

2.2.2 Immunfloureszenz

Zur Reinigung der Schnitte musste das Gewebe vom Paraffin gereinigt werden. Diese Entpa-
raffinierung erfolgt in Xylol (2x10min) und dann in absteigender Alkoholreihe (2x2 min in
100% EtOH, 1x2 min 95% EtOH, 1x2 min 70% EtOH, 1x2 min 50% EtOH und 1x2 min 30%

EtOH) wie im folgendem schrittweise dargestellt ist:

Entparaffinierung:

1. Xylol 2x10 min
2. 100% Ethanol 2x 5 min
3. 95% Ethanol 5 min
4. 80% Ethanol 5 min
5. 50% Ethanol 5 min
6. 30% Ethanol 5 min
7. Aquadest 5 min

Nachdem das Gewebe erst 5 min in Aquadest und weitere 2x5 min in PBS auf einer Kippapa-
ratur gewaschen worden war, erfolgte die Antigendemaskierung durch Citratpuffer (pH 6) im
Dampfgarer fiir 40 min. AnschlieBend nach 10min Abkuhlung der Schnitte war weiteres Wa-
schen mit 2x5min in PBS notwendig. Zur Verhinderung unspezifischer Antigenbindung wur-

den die freien Bindungsstellen mittels BSA-Block (1%iger BSA-Block in PBS) fiir 30 min
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inkubiert. Nachdem der Schnitt getrocknet und mit einem Fettstift umrandet worden war, er-

folgte die Benetzung des Gewebeschnittes mit dem nach Datasheet verdiinnten Primaranti-
korper, welcher tber Nacht bei 4 °C inkubierte (50 ul/Schnitt).

Nachdem das Préparat am folgenden Tag 3x5 min in PBS gereinigt wurde, inkubiert der Se-

kundarantikorper (50ul/Schnitt) eine Stunde bei Raumtemperatur in einer feuchten Dunkel-

kammer und wurde wieder 3x5 min in PBS gereinigt. Bei der Tet3-Farbung war ein weiterer

Schritt vorgesehen: Die Konjugation eines weiteren Antikorpers (Kollagen-4), welcher nach

der Sekundarantikdrperinkubation tUber 3 Stunden bei Raumtemperatur in einer Feuchtkam-

mer einwirkte und mit PBS abgewaschen wurde. Abschlielend erfolgte das Eindecken mit

Vecta Shield Mounting Medium, welches DAPI als Kernfarbung enthalt. Die weitere Lage-

rung der fertig geférbten Schnitte war bei 4 °C vorgesehen.

Antigen Ursprung Verdiinnung

Primdrantikérper

TET3 Kaninchen 1:100
Col-1 Kaninchen 1:200
o-SMA Kaninchen 1:100

Tabelle 1: Primar-und Sekundarantikorper.

Ursprung Markierung

Sekundarantikorper

Esd AlexaFlour 568
Esel AlexaFlour 488
Esel Alexa Flour 568

Primdrantikdrper: TET3 (T-13) Santa Cruz sc-139186 Lot: G2111
a-SMA Sigma A5228-100UL Lot: 015M4884V
Kollagen-1 Abcam 34710 Lot: GR212641-1

Verdiinnung

1:200

1:200

1:200

Sekundarantikorper: Alexa Flour 555 donkey anti-rabbit 1gG A31572 Lot: 1134920

Alexa Flour 568 donkey anti-rabbit life technologies Cat.No. A10042

Alexa Flour 488 donkey anti-rabbit Lot: A21206, Ref: A21206

Konjugierter Antikérper: Goat Anti-Typ 4 Kollagen AF488 Cat.No. 1340-30
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2.2.3 Immunhistochemie

Die Immunhistochemie dient zur Anfarbung spezifischer Makromolekile durch Antikorper-
markierung. Die Entparaffinierung erfolgte wie in der Immunfloureszenz beschrieben. Nach-
dem die Schnitte weitere 5 min in bidestilliertem Wasser und 2x5 min in PBS gewaschen
wurden, werden die Préparate in Citratpuffer (pH 6) fir 40 min inkubiert, weitere 10 min ab-
gekihlt und dann wieder 2x5 min in PBS behandelt. Der Unterschied zur Immunfloureszenz-
farbung ist hier die Behandlung der Schnitte mit einem Peroxidaseblock (20 min bei Raum-
temperatur), welcher endogene Peroxidasen hemmt. Die folgenden Schritte erfolgen wieder
gleich der Immunfloureszenz: 1% BSA in PBS, Block auf die Schnitte pipettieren, 30 min in
einer Feuchtkammer inkubieren und dann den Primarantikdrper uber Nacht bei 4 °C einwir-
ken lassen.

Am folgenden Tag, nachdem die Schnitte 2x5 min in PBS gewaschen wurden, konnte der
Sekundarantikorper (50 ul/Schnitt) fir 30 min in der Feuchtkammer einwirken. Nach erneu-
tem Waschen mit 2x5 min PBS wurde die im Kit enthaltenen ABC Losung fiir weitere 30 min
inkubiert und danach die Schnitte wiederholt 2x5 min in PBS gewaschen. Nach Inkubation
mit dem Chromogen (AEC-Substrat) wurden die Praparate unter einem Mikroskop solange
betrachtet, bis eine Rotfarbung zu sehen war. Sofortiges Zurtickstellen der Schnitte in PBS
stoppte die Chromogenreaktion. Die Gegenféarbung erfolgte mit Hadmatoxylin fir 2 min und
darauffolgendes Bldauen in Leitungswasser tiber 5 min. Die Eindeckung der Schnitte erfolgte
mit Immu-Mount 300705 (Thermo Scientific).

Antigen Ursprung Verdiinnung
Primdrantikorper Sekundarantikorper
Rasal 1 Kaninchen 1:100 Vectastain Biotinylated Universal Antibody

Tabelle 2: Antikdrper Rasall.
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2.2.4 Masson-Trichrom (MTS)-Farbung

Die Masson-Trichrom-Farbung ermoglicht eine Darstellung des Bindegewebes durch
Blaufarbung des Kollagens, welches sich im Vergleich vom rétlichen Zytoplasma deutlich
abhebt.

Die Entparaffinierung und Bewésserung der renalen Mausschnitte erfolgte wie in der Im-
munflourenszenzfarbung beschrieben, mittels Xylol und einer absteigenden Alkoholreihe.

Im Folgenden ist Schritt fir Schritt die Farbung beschrieben.

1. Entparaffinierung

2. vorgewarmte Bouins Losung (56 °C) 15 min
3. flieBendes Leitungswasser 10 min
4. Weigerts Eisen-Hamatoxylinldsung 5 min
5. flieRendes Leitungswasser 5 min
6. Bidest 3x spulen
7. Saurefuchsin 5 min
8. Bidest 3x spulen
9. Phosphomolybdan/Phosphowolframsdure 5 min
10. Anilinblau 10 min

11. Essigsdure
12. Bidest

13. 96% Ethanol
14. 100% Ethanol
15. Xylol

kurz eintauchen
kurz eintauchen
2x kurz eintauchen
2x kurz eintauchen

2x5 min

16. blasenfreies Eindecken mittels Entellan®

2.2.5 Hamatoxylin-Eosin (HE)-Farbung nach Mayer

Zuerst wurden die Nierenschnitte wie in den oben genannten Farbungen entparaffiniert und
bewassert. Die Kernfarbung erfolgte hier mit der Hdmalaunldsung nach Mayer einmalig fir 6
min und darauffolgendem Bl&uen unter flieBendem Leitungswasser fur 10 min. Die Anfar-
bung des Zytoplasmas der Nierenzellen wurde durch Eosin mit pH5 erreicht, welches mit
Aquadest abgespilt und dann mit 96% Ethanol und 100% Ethanol entwassert wurde. Zuletzt

erfolgte das Fixieren durch Xylol.
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1. Entparaffinierungsschritte sieche Immunhistochemie
2. Hamalaun nach Mayer 6 min
3. flieBendes Leitungswasser 10 min

4. Aquadestspilung

5. 96% Ethanol 1 min
6. 100% Ethanol 4 min
7. Xylol 2x5 min

8. blasenfreies Eindecken mittels Entellan®

2.2.6 Periodic-Acid-Schiffs (PAS)-Farbung

Die Periodic-Acid-Schiffs-Farbung dient der Darstellung kohlenhydratreicher Strukturen.
Eine differenzierte Beurteilung tubuldrer und glomerulérer Strukturen wird durch diese Féar-
bemethode ermdglicht. Die Nierenschnitte wurden zuerst wie in den vorherigen Farbungen
beschrieben, entparaffiniert und bewéssert. Die anfangs benutzte 1% Perjodsdure induziert
durch Oxidierung der freien Hydroxylgruppen der Saccharide zu Aldehydgruppen zusammen
mit dem schwefelsauren Fuchsinrot, welches im Schiffs-Reagenz vorhanden ist, eine Verbin-
dung und farbt sich somit an. Durch Abspllen der Perjodsédure mit destilliertem Wasser er-
folgte die Farbung mit Schiffs-Reagenz tber 20 min. Danach wurden die Schnitte mit war-
mem Leitungswasser gewaschen. Die Kernfarbung wurde durch Hamalaun nach Mayer
erreicht. Zum Schluss wurde wie in der HE-Farbung mit Ethanol gespult und mit Xylol fi-

xiert.
1. Entparaffinierung siehe Immunhistochemie
2. Perjodséure 1% 10 min
3. Leitungswasser 10 min
4. Aquadestspulung
5. Schiffsreagenz 20 min
6. warmes Leitungswasser 5 min
7. H&malaun nach Mayer 5 min
8. flieRendes Leitungswasser 10 min
9. 96% Ethanol 1 min
10. 100% Ethanol 4 min
11. Xylol 2x5 min

12. blasenfreies Eindecken mittels Entellan®
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2.2.7 Zellkultur

Fur den Zellkulturversuch nutzte ich isolierte primére Fibroblasten aus murinen Nieren. Diese
sind sehr sensibel, weshalb ich bei der Kultivierung das Nahrmedium mit Antibiotikum und
Antimykotikum versetzte. Als erstes zéhlte ich die Fibroblasten mithilfe der Neubauer Z&hl-
kammer aus und lieR sie in 20%-igem FCS-Medium (DMEM) mit 1% Penicil-
lin/Streptomycin und 1% Amphotericin Uber sechs Stunden lang anwachsen. Nachdem sie
sich addquat an den Kulturboden gebunden hatten, wurden sie mit 5 ml PBS gewaschen, um
die Zellen frei vom Medium zu bekommen, um sie dann in 5 ml Hungermedium mit 1% Pe-
nicillin/Streptomycin und 1% Amphotericin zu inkubieren. Daraufhin erfolgte die Stimulation
mit 0,5 ul/ml Medium TGF-B1 (20 ng/ml) alle 48 Stunden. Nach 5 Tagen TGF-[31-

Stimulation erfolgte die Medikamentenbehandlung nach unten aufgefiihrtem Schema:

TGE-R1: 20 ng/ml - 0,5 wl/ml Medium (0,45 um Filter)
Ramipril: 10 mg/ml in DMSO - 1 ul/ml Medium (0,45 um Filter)
Hydralazin: 25 mg/mlin NFW - 2 ul/ml Medium (0,22 um Filter)
DMSO: 1 ul/ml Medium (0,45 um Filter)

Die Medikamente wurden vor Gebrauch mit den angegebenen Materialien steril filtriert, um
Kontaminationen der priméren Fibroblastenkulturen zu vermeiden.

Die Zellkulturen wurden wahrend des Versuches bei 37 °C in einem CO2-Inkubator mit 100%
Luftfeuchtigkeit und 5% CO»-Gehalt aufbewahrt.

10-cm-Schalen: 3 ml Medium/Schale, Aussaat 100.000 Zellen

Die Zellen wurden zur Detektion der Fibroblastenproliferation an den Tagen 5-7 von Dr.
Bjorn Tampe mit dem Mikroskop Zeiss Axiovert S100TV fotografiert.

28



2. Materialien und Methoden

2.2.8 Immunoprezipitation methylierter und hydroxymethylierter DNA (Me-
DIP/hMeDIP)

DNA-Isolation

Die DNA-Isolation erfolgte mithilfe des DNeasy Blood & Tissue Kit (250) Cat. N0.69506.
Das in 25 mg schwere Stiicke geschnittene Nierengewebe wurde zusammen mit 180 ul ATL-
Puffer und 20 ul Proteinase K in ein 1,5 ml Eppendorf-Cup gegeben. Dadurch wurden Pep-
tidbindungen gezielt aufgespalten. Die Proteinase K hat ihr Lysierungsoptimum bei 56°C
uber 12 h im Thermoblock. Nach Zugabe von weiteren 200 ul AL-Buffer und 200 ul Ethanol
(96-100%) wurden die Proben auf eine Mini Spin Column pipettiert, bei 8.000 Umdrehungen
pro Minute fiir 1 min zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Nach Uberfithrung der Saule
in ein neues 2-ml- Cup wurden die Proben erneut mit 500 ul AW1-Buffer gewaschen, bei
8000 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert und das Eluat verworfen. Der letzte Wasch-
schritt erfolgte mit 500 ul AW2-Buffer, 3 min Zentrifugation bei 14.000 Umdrehungen pro
Minute, welche fir 1 min bei verworfenem Uberstand wiederholt wurde. Zuletzt léste 100 pl
AE-Buffer nach 1 min Inkubation bei Raumtemperatur und Zentrifugation bei 8.000 Umdre-
hungen pro Minute die isolierte DNA von der Sdule. Schlussendlich wurde die isolierte DNA-

Konzentration mit dem Nanodrop 2000 von Peglab gemessen.

MeDIP isolierter DNA

Fur dieses Verfahren wurde das Kit Methylamp™ Methylated DNA Capture Kit von Epige-
netek verwendet. Bevor die isolierte DNA weiterverarbeitet werden konnte, wurde sie mit
dem Sonicator mittels Ultraschallwellen in Fragmente von 500-1000 Basenpaarenléange auf-
getrennt. Dafur wurden 1ug DNA pro Probe mit MC2 auf ein Endvolumen von 150 pl aufge-
fullt und die Proben verarbeitet. Danach erfolgte die Denaturierung der DNA fur 2 min bei
95°C und sofortige Aufbewahrung auf Eis. Wahrenddessen fand die VVorbereitung der Pipert-
tierplatten statt. Pro Probe wurden 100 ul MC1 und 1 pl vom Antikérper anti-omC in die
Kammern pipettiert, mit Paraffin bedeckt und bei Raumtemperatur 60 min inkubiert, sodass
der Antikorper an die Platte binden konnte. Nach der Bindung erfolgte die zweimalige Wa-
schung der Platten mit 150 ul MC1 und MC3, und die Zugabe von 95 ul DNA pro Well. Zur
adaquaten Bindung wurde die DNA fir 120 min auf dem Belly Dancer bei 100 Umdrehungen
pro Minute inkubiert. Danach erfolgte ein erneutes Waschen mit 150 ul MC3, anschlie3end
wurde pro Well die DNA mit 60 ul MC4 und 1 ul PK versetzt und bei 65°C im Wasserbad
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fir 60 min inkubiert. Zur weiteren Verarbeitung der DNA wurde sie mit 180 ul 100% Ethanol
von der Platte geldst und auf eine Saule mit 100 ul MC5 pipettiert. Diese wurde dann 20 s bei
12.000 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert. Dieser Schritt wurde zweimal mit 90%-igem
Ethanol zum Aufreinigen der DNA wiederholt. Zum Schluss wurde die S&ule in ein neues

Eppendorf-Cup gegeben und mit 20 ul MC6 zentrifugiert.

Hydroxy-MeDIP isolierter DNA

Fir dieses Verfahren wurde das Kit EpiQuik™ Hydroxymethylated DNA Immunoprecipitati-
on (hMeDIP) verwendet. Ebenso wurde hier mithilfe des Sonicator durch Ultraschallwellen
die isolierte DNA in Fragmente von 500-1000 Basenpaarenlédnge aufgetrennt. Dafur war es
erst notig 1 pug DNA auf 100 pl Endvolumen mit HS aufzufullen und auf Eis im Ultraschall-
bad zu behandeln. Danach erfolgte fiir 2 min die Inkubation bei 95°C und sofortiges Abkiih-
len auf Eis. Wahrend dieses Vorgangs wurden die Pipettierplatten vorbereitet, indem pro
Kammer 100pl AB mit 1 pl Anti-5-hmC Antikorper gegeben wurde. Die Abdeckung der
Kammern mit Paraffinband und 60 min Inkubation des Antikdrpers bei Raumtemperatur
schloss die Vorbereitung der Platte ab. Zuerst war es notig, die Kammern durch zweimaliges
Spulen mit 200 ul Waschpuffer zu reinigen, um 95 pl DNA auf den gebundenen Antikorper
zu pipettieren. Erneutes Abdecken mit Paraffinband und 90 min Inkubation auf einer Riittel-
platte bei 100 Umdrehungen pro Minute war fir die Bindung des Antikorpers an die DNA
notwendig. Daraufhin folgten mehrere Waschschritte: 5 x 200 pl Waschpuffer und 1 x 200 pl
DRB. In jede Kammer erfolgte die Zugabe von 39 pl DRB und 1 pl Proteinkinase K und mit
geschlossenem Deckel die Inkubation im Wasserbad bei 65 °C fur 20 min. Die Proben wur-
den danach sofort in PCR-Strip uberfuhrt und bei 95°C fir 3 min in den Cycler gegeben.

Real-Time Polymerase Chain Reaction (rt-PCR)

Die Polymeraskettenreaktion (Polymerase chain reaction, PCR) ist eine Mdglichkeit, spezifi-
sche DNA-Fragmente zu amplifizieren. Durch Hitzedenaturierung wird der DNA-
Doppelstrang in seine zwei Einzelstrange aufgetrennt, woran sich durch Abkihlung ausge-
wéhlte Primerpaare an die komplementdren Basen anlagern konnen. Das Enzym DNA-
Polymerase gilt als Startpunkt zur Anlagerung freier Desoxyribonukleosidtriphospate
(dNTPs) zur Synthese des komplementaren DNA-Strangs (Saiki et al. 1988). Zusétzlich er-
maoglicht die quantitative real-time PCR (qRT-PCR) (Higuchi et al. 1993) die Detektion des

Vervielfaltigungsprodukts in Echtzeit. Daftir wird ein Floureszenzfarbstoff reversibel in die
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doppelstrangige DNA eingebaut und unter UV-Licht dargestellt. Das erhaltene Floureszenz-
signal verhélt sich proportional zur Menge der synthetisierten, doppelstrangigen DNA.
Zur Detektion methylierter und hydroxymethylierter Rasall-DNA-Anteile diente die SYBR-
Green basierte Amplifikation. Fir die Amplifikation der DNA wurde eine Reaktionsflissig-
keit (25 ul pro PCR-Reaktion) erstellt, welche aus folgenden Komponenten bestand:

1. Primerpaare (je 300 nmol/l)

2. passiver Referenzfarbstoff ROX (Bio-Rad, Hercules, USA)

3. verdunnter 2x SYBR-Green Supermix (Bio-Rad, Hercules, USA)

Als néchsten Schritt wurden 5 pl der vorbereiteten DNA mit der Reaktionsflissigkeit in eine
96-Well-Platte pipettiert und unter Verwendung des Mx3000P QPCR System (Stratagene,
Santa Clara, USA) detektiert. Als das Floureszenzsignal tber den Floureszenzschwellenwert
(threshold) anstieg, wurde die PCR-Reaktion gestoppt. Danach wurden die PCR-Produkte
elektrophoretisch aufgetrennt und mithilfe des Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, Santa
Clara, USA) analysiert. Diese elektrophoretischen Ergebnisse wurden als virtuelle Geldbilder

dargestellt.
Oligonukleotide Sequenz Hersteller
mmRasallmC-F 5-CTGGCTCAGCCTCCTGTTCTG-3* Eurofines
mmRasallmC-R 5'-CAGACAACCCCGATCCAGGACC-31 Eurofines

Tabelle 3 : Primersequenzen Rasall.

2.2.9 Wildtyp-Mauslinie

Praoperative VVorbereitung

Die Mause wurden taglich zwei Wochen praoperativ und sechs Wochen postoperativ mit den
Medikamenten behandelt, die in DMSO geldst wurden.

Ramipril: 10 mg/kg Kdrpergewicht/Tag

Hydralazin: 5 mg/kg Korpergewicht/Tag

DMSO: 11% DMSO in PBS gelost
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1. DMSO (n=6)
2. Hydralazine (n=7)
Eagt ril (n=6)

T

-20 'éweeks

Abbildung 9: Ablauf Mausstudie IRI

Operation

Alle operativen Eingriffe wurden von Herrn Dr. Bjorn Tampe durchgefiihrt. Acht bis zwolf
Wochen alte Méuse vom Genotyp C57BL/6 wurden mit Isoflouran-Inhalationsgas (2-3%)
narkotisiert. Die Analgesie erfolgte durch eine subkutane Buprenorphininjektion. Der ventrale
Korperteil der Maus wurde rasiert und desinfiziert. Dann erfolgte die Offnung der Bauchde-
cke und die Préparation des linken Nierenhilus vom restlichen Gewebe. Dieser wurde mithilfe
eines speziellen Geféalclips 35 min abgeklemmt. Wéhrend dieser Ischdmie wurde die Maus
auf eine 38°C warme Platte gelegt. Nach der Entfernung des Clips und sichtlicher Reperfusi-
on der Niere wurde die Bauchdecke wieder verschlossen, 1 ml warme Kochsalzlésung intra-

peritoneal zur Volumensubstitution injiziert und die Wunde verschlossen.

Postoperative Nachsorge und Sektion

Nach dem Eingriff wurden die Mduse weiterhin fiir 42 Tage medikamentds behandelt. Am
Ende der Studie wurden die Tiere zur Sektion vorbereitet. Sie wurden wieder mit Isofluoran
narkotisiert, sodass die Totung mittels Genickbruch vollzogen werden konnte. Zur Entnahme
der Nieren wurde das Abdomen erdffnet und die Organe gedrittelt. Der eine Teil wurde in ein
Kryorohrchen, der weitere Teil in Tissue-Tek® Cryomold®-Einbettform tberfuhrt. Fur den
Transport wurde das Material (bergangsweise in flissigem Stickstoff gelagert und dann bei
-80°C kryokonserviert. Das letzte Drittel Gewebe diente der histologischen Konservierung,

indem es in einer Einbettkassette in 4%-igem Formaldehyd (Roti® Histofix) fixiert wurde.
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2.2.10 Auswertung

Auswertung histologischer Farbepréparate

Zur Analyse und Auswertung der PAS-, MTS- und immunhistologischen Farbung wurden die
Schnitte am Lichtmikroskop Olympus BX43 mit der Kamera Olympus SC30 fotografiert und
am Computer mithilfe der CellSens Dimension 1.6 Software ausgewertet. Es wurden pro

Schnitt 10 zuféllig gewéhlte Gesichtsfelder im Nierenkortex ausgewéhlt und ausgewertet.

MTS:

Zur Auswertung der einzelnen Gesichtsfelder diente ein exakt auf die Flache passendes Raster
mit 391x10 mm? groRen Quadraten. Meanderformig wurden die blau gefarbten Kollagenfa-
sern im interstitiellen Raum zwischen den Nierentubuli ausgezahlt und ins Verhaltnis zur Ge-
samtzahl der Rasterquadrate gesetzt. Somit ergab sich fir jedes der Gesichtsfelder ein Fibro-

segrad, welcher dann durch alle 10 Gesichtfelder gemittelt wurde.

Immunhistochemie:

Die Auswertung der immunhistochemisch auf RASAL1 gefarbten Gewebeschnitte erfolgte in
10 Gesichtsfeldern durch Zahlung RASALL-positiver interstitieller Zellen im Verhaltnis zur

Gesamtzahl aller interstitiellen Zellen pro Gesichtsfeld bei 400-facher Vergrofierung.

Immunfloureszenz:

Die Auswertung der Immunflourenszenzfarbung erfolgte ebenso in 10 Gesichtsfeldern durch
Zahlung RASAL1-positiver interstitieller Zellen im Verhéltnis zur Gesamtzahl aller interstiti-
ellen Zellen pro Gesichtsfeld bei 400-facher VergroRerung.

PAS:

Die Auswertung der PAS-gefarbten Nierenschnitte liefen iber zwei verschiedene Sichtweisen
ab. Zum einen gibt es einen Score der den Tubulusschaden in 4 Stadien einteilt (Score 0-3),
der sogenannte Tubular Damage Score. Dafiir werden 10 Gesichtsfelder/Niere betrachtet und

die Schéadigung von 0-3 eingeteilt. In Abbildung 9 ist diese Einteilung néher beschrieben.
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Tubuldre Schadigung

Score 0 Kein sichtbarer Tubulusschaden

Score 1 Leichter Tubulusschaden, abgerundete Epithelzellen, leichte Tubulusdilatation

Score 2 Moderater Tubulusschaden, abgeflachte Epithelzellen, Tubulusdilalation, Verlust
Blrstensaum

Score 3 Tubulusschaden mit Nekrose, Verlust Basalmembran

Abbildung 10: Tubular Damage Score modifiziert nach HAMAR.

Die zweite Einteilung betrachtet die Schadigung der Glomeruli, den sogenannten Glomeru-
loskleroseindex, der in 5 Grade eingeteilt wird (Grade 0-4). Fir diese Einteilung wurden 20
Glomeruli/Schnitt betrachtet und graduiert. Abbildung 10 beschreibt die Einteilung néher.

Glomeruldrer Schadigung

Grade O Physiologischer Glomerulus

Grade 1 Beginnende mesangiale Expansion

Grade 2 Beginnende Glomerulosklerose <50%

Grade 3 Glomerulosklerose >50% oder glomeruldre Halbmondformation
Grade 4 Diffuse Glomerulosklerose mit kapillarer Verkiimmerung

Abbildung 11: Glomueruloskleroseindex modizifiert nach El Nahas et al.

Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung und Darstellung durch Balkendiagramme ermoglichte die
GraphPad Prism-Software Version 5.00. Zur Analyse der verschiedenen Mittelwerte wurde in
paarweisen Vergleichen ein Studen's t-Test durchgefihrt, bei multiplen Vergleichen ein A-
NOVA mit post-hoc-Analyse nach Bonferroni. Der dazugehorige p-Wert war ab einem Wert
unter 0,05 als signifikant zu werten. Die Graphen dieser Studie sind mit folgenden Markie-

rungen gekennzeichnet:

* = p<0,05
**  =p<0,01
**x = p<0,001
*xxx = p<0,0001
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3. Ergebnisse

3.1 In-vitro-Stimulationsversuch an primaren Fibroblastenkulturen
Zunéchst wurde das Verhalten aktivierter primarer Fibroblastenkulturen durch die Behand-
lung mit Hydralazin und Ramipril beziglich der Zellproliferation in vitro betrachtet. Es wur-

den folgende Ansatze durchgefiihrt:

1. Kontrolle: keine Stimulation mit TGF-R1, keine Medikamententherapie

2. TGF-1-Stimulation alle 48 h, Tag 5 Entfernung TGF-R1 (20 ng/ml), keine Medika-
mententherapie

3. TGF-R1-Stimulation alle 48 h, Tag 5 Entfernung TGF-R1 (20 ng/ml), Zugabe Hyd-
ralazin (50 pg/ml)

4. TGFR-1-Stimulation alle 48 h, Tag 5 Entfernung TGF-R1 (20 ng/ml), Zugabe Ramipril
(50 pg/ml)

Die Ansatze wurden mit 20 ng/ml TGF- 31 alle 48 Stunden Uber 5 Tage stimuliert, da vorhe-
rige Studien gezeigt haben, dass nach dieser Zeit TGF- 31 nachweislich stabile Rasall-
Methylierung induziert, welche zur transkriptionellen Rasall-Suppression und Fibroblasten-
aktivierung fuhrt (Bechtel et al. 2010, Tampe et al. 2014 JASN, Tampe B et al. 2015). An Tag
5 wurden die Ansatze miteinander verglichen und wie Abbildung 12 zeigt, induzierte TGF-R1
eine starke Fibroblastenproliferation im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle. Danach wur-
den die zwei jeweiligen Ansatze mit Hydralazin oder Ramipril behandelt, indem die angege-
bene Menge der Medikamente in das Medium gegeben und ab diesem Zeitpunkt der Zustand
der Ansétze taglich fotodokumentiert wurde. Die Exposition mit Hydralazin fihrte zu einer
Hemmung der weiteren Fibroblastenproliferation. Dagegen sieht man beim Ansatz mit Ra-
mipril im Vergleich mit der unbehandelten Kontrollgruppe keinen Einfluss auf die intrinsi-
sche proliferative Aktivitat. Daraus ist zu folgern, dass unter niedrig dosierter Hydralazinthe-
rapie Fibroblastenproliferation sichtlich regredient ist und somit Fibrose verringert vorliegt.

Trotz der Entfernung vom TGF-31 am 5. Tag vermehrten sich die Fibroblasten weiter.
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Abbildung 12: Stimulationsversuch anhand TGF-R31-stimulierter Fibroblasten in vitro. Photomikrographische
Darstellung (Messbalken 200 um) der Medikamentenstimulation von TGF-31-aktivierten priméren Fibroblasten-
kulturen. 5 Tage Stimulation durch TGF-31 alle 48 Stunden und ab Tag 5 einmalige Medikamentengabe. Dane-
ben ist anhand der Zellzahl dargestellt, wie sich die Fibroblastproliferation unter den Medikamenten verhalt (*
p<0,05, # keine Signifikanz, p-Wert durch einseitige ANOVA mit Bonferroni post-hoc-Analyse zur unbehandelten,

unstimulierten Zellkohorte). Unter niedrig dosiertem Hydralazin sistiert die Fibroblastenproliferation verglichen zur
Ramipriltherapie.
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3.2 Epigenetische Therapie mit niedrig-dosiertem Hydralazin verringert den
Ubergang vom akuten ins chronische Nierenversagen und die intrarenale Fib-
roblastenakkumulation

Die Mausstudie erfolgte wie im vorangegangenen Methodenteil beschrieben. Ziel der Studie
war es, das Fibroseverhalten von geschadigten Nieren unter niedrig-dosiertem Hydralazin und
Ramipril zu untersuchen. Abbildung 13 zeigt in der obersten Reihe eine Ubersichtsaufnahme
der Nieren jeder Mauskohorte. Es ist zu sehen, dass verglichen mit der DMSO-behandelten
Kontrollniere, die DMSO-Ischdmieniere makroskopische Verédnderungen aufzeigen. Das Nie-
renparenchym ist stark aufgehellt, und das renale Gesamtvolumen ist reduziert, was eine fort-
geschrittene Fibrosierung zeigt. Im Vergleich dazu sieht man in der Hydralazin-behandelten
Ischdmieniere eine deutliche Abschwéchung dieser pathologischen Veranderungen. Sie sieht
nahezu unverandert zur Kontrollniere aus, woraus geschlossen werden kann, dass unter nied-
rig dosiertem Hydralazin der renale Fibrosierungsprozess aufgehalten wird. Dagegen zeigt die
Applikation von Ramipril keinen Einfluss auf diese histopathologischen Veranderungen.

Im Vergleich dazu sind unterhalb der Ubersichtsaufnahmen nach 42 Tagen postoperativ die
unbehandelten Kontrollnieren und die operierten Nierenschnitte dargestellt. In der MTS-
Farbung wird dies in der vermehrten interstitiellen Kollagenablagerung der Nieren sichtbar,
welche unter Hydralazin signifikant verringert vorliegt. In den Immunfloureszenzfarbungen
alpha-SMA und Kollagen-1 sieht man sowohl eine signifikante Zunahme interstitieller Extra-
zelluldrmatrix als auch alpha-SMA-positiver Myofibroblasten, welche durch die Applikation
von Hydralazin reduziert wird. Dagegen zeigt Ramipril keinen Einfluss auf diese zuvor ge-

nannten Verénderungen.
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1. DMSO (n=6)
2. Hydralazin (n=7)
3. Ramipril (n=6)
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Abbildung 13: Severe IRl Mausmodell mit renaler Ubersichtsdarstellung. In der obersten Reihe ist eine Uber-
sichtsdarstellung des severe IRI-Modells abgebildet. 2 Tage praoperativ begann die intraperitoneale Injektion von
DMSO, niedrig dosiertem Hydralazin (5 mg/kg KG/Tag) und Ramipril (10 mg/kg KG/Tag). An Tag Null wurden die
Mause operiert und nach 42 Tagen zur Analyse getotet. Rechts ist eine Gesamtubersicht der MTS-Farbung einer
Niere aus jeder Kohorte gezeigt (Messhalken 2 mm). In der hydralazinbehandelten Kohorte ist ein verringerter
Parenchymverlust zu erkennen. Unterhalb sind Mikrophotographien der Hamatoxylin-Eosin (HE), Perjodsaure-
Schiff-Reaktion (PAS) und Masson'’s Trichrom (MTS) renalen Farbungen (Messbalken 100 um) sowie Immunflou-
reszenzfarbungen gegen Col-1 und alpha-SMA (Messbalken 25 um) von nicht behandelten kontralaterale Kon-
trolinieren und operierten severe IRl Nieren jeder Medikamentenkohorte dargestellt. Rechts erkennt man die
morphometrische Quantifizierung der jeweiligen Farbungen. Als erstes der interstitielle Fibroseanteil anhand der
MTS Farbung (Auswertung durch 10 Gesichtsfelder pro Nierenschnitt bei 200-facher VergréRerung, n=6 in Ra-
mipril und DMSO, n=7 in Hydralazin, ****p<0,0001, # keine Signifikanz, p-Wert durch einseitige ANOVA mit Bon-
ferroni post-hoc-Analyse verglichen zur kontralateralen Kontrollniere). Darunter ist die Immunfloureszenzanalyse
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der Fibrosemarker Col-1- und alpha-SMA-Expression dargestellt (Auswertung erfolgte durch Betrachtung 10
Gesichtsfelder pro Niere in 400-facher VergréRerung, n=6 in Ramipril und DMSO, n=7 in Hydralazin,
**xn<(,0001, # keine Signifikanz, p-Wert durch einseitige ANOVA mit Bonferroni post-hoc-Analyse verglichen zur
kontralateralen Kontrollniere.)

Die in Abbildung 14 gezeigte Tubulus-Beurteilung zeigt einen Anstieg der Anzahl geschédig-
ter Tubuli im Mausmodell der schweren IRI an Tag 42. Die Beurteilung des Tubulusschadens
wird anhand des Tubular Damage Scores eingeteilt. Somit erfolgt dieser in 4 Stadien begin-
nend mit Grad 0, der keinen sichtbaren Tubulusschaden aufweist. Mit Grad 1 beginnt leichter
tubuldrer Schaden, Grad 2 moderate Veradnderung mit Tubulusdilatation und Verlust des
Burstensaums bishin zu Grad 3, welcher nekrotische Areale und den Verlust der Basalmemb-
ran aufweist. Die Administration von Hydralazin zeigt hierbei keine signifikanten Effekte,
dagegen ist der Tubulusepithelschaden unter Ramiprilbehandlung akzeleriert. Zuséatzlich ist
zu erwahnen, dass der Schaden aller Nieren nicht stérker als Score 2 war, das heif3t, es kam in

keiner Kohorte zur Nekrosebildung oder vollstandigem Verlust der Basalmembran.
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Abbildung 14: Darstellung tubuldren Schadens durch Tubular Damage Score aller Medikamentenkohorten.
Semiquantitative Darstellung des Tubular Damage Scores mithilfe der Perjodsaure-Schiff-Reaktion (PAS) gefarb-
ten Gewebeschnitte (O=gesund, 1=leicht, 2=moderat, 3=stark). Niedrig-dosiertes Hydralazin zeigt keinen Effekt
auf tubularen Schaden, Ramipril verstarkt die Schadigung nach severe IRI (Betrachtung 10 Gesichtsfelder pro
Gewebeschnittmit 200-facher Vergrof3erung, n=6 in Ramipril und DMSO, n=7 in Hydralazin, ****p<0,0001, # keine
Signifikanz, p-Wert durch einseitige ANOVA mit Bonferroni post-hoc-Analyse verglichen zur kontralateralen Kon-
trollniere).

Betrachtet man die Glomeruli in Abbildung 15, weist Hydralazin hier ebenso eine anti-
fibrotische Wirkung auf. Hier erfolgt die Einteilung ebenfalls mithilfe eines von El Nahas et
al. etablierten 5- gradigen Scores. Grad 0 stellt einen physiologischen Glomerulus dar, der in

Grad 1 beginnende mesangiale Expansion zeigt. Die darauffolgende Grade unterscheiden sich
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am Glomerulosklerose Anteil von erst <50% und dann >50%. Im letzten Grad 4 entwickelt
sich eine diffuse Sklerosierung mit kapillarer Verkiimmerung. Selbst im Vergleich zur unbe-
handelten Kontrollgruppe zeigt die Hydralazin-behandelte Kohorte eine signifikante Abnah-
me der Glomerulosklerose. Unter Ramipril weisen die Glomeruli sowohl starken vasalen

Schaden als auch sklerosierende Veranderungen der Bowmannkapsel auf.
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Abbildung 15: Darstellung glomerularer Schadigung mithilfe des Glomeruloskleroseindex aller Medikamenten-
kohorten. Semiquantitative Darstellung des Glomeruloskleroseindex mithilfe der Perjodséure-Schiff-Reaktion
(PAS) gefarbten Gewebeschnitte (0=gesund, 1=leicht, 2=mittel, 3=stark, 4=defekt). Niedrig-dosierte Hydralazin-
therapie zeigt geringeren Skleroseanteil als unter Ramipril (Betrachtung 20 Glomeruli pro Gewebeschnitt, n=6 in
Ramipril und DMSO, n=7 in Hydralazin, ****p<0,0001, *p<0,05, # keine Signifikanz, p-Wert durch einseitige A-
NOVA mit Bonferroni post-hoc-Analyse verglichen zur kontralateralen Kontrollniere).

Fur diese Studie war es ebenso wichtig zu zeigen, dass die verwendeten Medikationen Hyd-
ralazin und Ramipril keine renalen Nebeneffekte aufweisen. Abbildung 15 zeigt deshalb die
nicht-ischamischen kontralateralen Kontrollnieren. In den Ubersichtsfarbungen MTS, PAS,
HE als auch in den Kollagen-1- und alpha-SMA-Immunfloureszenzen sieht man keine Ver-
anderungen, die auf eine Nierenfibrose oder anderen Nierenschaden hinweisen kénnten. Auch
im Vergleich der verschiedenen Medikamentengruppen zueinander sieht man keine prégen-
den Unterschiede. In der PAS-Farbung wurden die Glomeruli und Tubuli betrachtet, in der

ebenfalls keine Verénderung der einzelnen Medikamentenkohorten zu erkennen ist.
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Abbildung 16: Darstellung kontralateraler Kontrollniere zur Beurteilung des Medikamenteneinflusses. In dieser
Abbildung werden die kontralateralen Kontrollniere zur Beurteilung des Medikamenteneffekts auf gesundes Ge-
webe ausgewertet. Niedrig-dosiertes Hydralazin zeigt in keinen Farbungen einen Effekt auf das gesunde Nieren-
gewebe. Mikrophotographien zeigen kontralaterales Nierengewebe in Hamatoxylin-Eosin (HE), Perjodsaure-
Schiff-Reaktion (PAS), Masson’s Trichrom (MTS) (Messsbhalken 100 um) und Immunfloureszenzfarbungen gegen
Col-1 und alpha-SMA (Messbalken 25 um). Daneben ist als erstes der interstitielle Fibroseanteil anhand der MTS
Farbung gezeigt (Auswertung durch 10 Gesichtsfelder pro Nierenschnitt bei 200-facher VergréRerung, n=6 in
Ramipril und DMSO, n=7 in Hydralazin, # keine Signifikanz, p-Wert durch einseitige ANOVA mit Bonferroni post-
hoc-Analyse verglichen zur unbehandelten kontralateralen Kontrollniere). Darunter sind Immunfloureszenz Aus-
wertung der Fibrosemarker Kollagen-1- und alpha-SMA-Expression dargestellt (Auswertung erfolgte durch Be-
trachtung 10 Gesichtsfelder pro Niere in 400-facher Vergréf3erung, n=6 in Ramipril und DMSO, n=7 in Hydralazin,
# keine Signifikanz, p-Wert durch einseitige ANOVA mit Bonferroni post-hoc-Analyse verglichen zur unbehandel-
ten kontralateralen Kontrollniere).
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3.3 Ubergang vom akuten ins chronische Nierenversagen unter schwerer IRI ist

mit Rasall-Promotermethylierung assoziiert

3.3.1 Aberrante Rasall-Promotermethylierung als epigenetischer Faktor der Fibrosere-
gulation

Aufbauend auf Vorarbeiten vorangegangener Studien betreffend des moderate und severe IRI
Modellen wird von einem gewissen MalRe der renalen Geweberegeneration ausgegangen
(Yang et al. 2010). Diese Regeneration wird mit der Rasall-Promotermethylierung assoziiert,
wie im Folgenden deutlich wird.

Zum Nachweis der Fibroseprogression unter schwerer IRl wurde durch die Methylierungs-
analyse von Rasall festgestellt, dass dessen Methylierung stark ansteigt. Die Hydralazin-
behandelten Gewebe zeigten dagegen eine Reduktion der intrarenalen Rasall-Methylierung.
Zum Nachweis einer transkriptionellen Verédnderung der Rasall-Expression wurde intrarena-
les Rasall immunhistochemisch gefarbt. In Abbildung 17 wird deutlich, dass Nierenfibrose
mit verminderter Rasall-Expression im interstitiellen Kompartiment assoziiert ist. Effektive
Normalisierung der Rasall-Methylierung unter Hydralazin-Behandlung ist dagegen mit Res-
tauration der Rasall-Expression assoziiert. Ramipril zeigt hier weder auf Rasall-

Methylierung oder dessen Expression einen Einfluss.
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Abbildung 17: Rasall-Promotormethylierung unter schwerer IRl mit folgender Regeneration Rasall-Expression
unter niedrig- dosierter Hydralazintherapie. Intrarenale Rasall-Promotormethylierung wurden durch DNA Immu-
noprecipitation der Nierengewebe beurteilt. Es wurden virtuelle Gelbilder angefertigt um die methylierten Rasall
Anteile sichtbar zu machen. Man erkennt starke Rasall-Promotermethylierung der ramiprilbehandelten Kohorte,
wobei unter Hydralazin diese Methylierung vermindert ausgeprégt ist. Zuséatzlich wurden die Mikrophotographien
der immunhistochemische Farbung von Rasall (Messbalken 50 um) der kontralateralen Kontrollniere und schwe-
re IRl Gewebe aller Medikamentenkhorte dargstellt. Daneben erfolgte die Beurteilung interstitiellem Rasall (10
Gesichtsfelder pro Niere, 400-facher VergréfRerung, n=6 in Ramipril und DMSO, n=7 in Hydralazin, ****p<0,0001,
# keine Signifikanz, p-Wert durch einseitige ANOVA mit Bonferroni post-hoc-Analyse verglichen zur unbehandel-
ten kontralateralen Kontrollniere).
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3.3.2 Nachweis eines TET3-vermittelten Demethylierungsmechanismus unter niedrig
dosierter Hydralazintherapie

In Vorarbeiten konnte gezeigt werden, dass Hydralazin-vermittelte Demethylierung auf der
Induktion von Ten-Eleven Translocation 3 (Tet3) beruht (Tampe et al. 2015). Darin wird be-
schrieben, dass Methylierung durch weitere Modifikation, ndmlich Hydroxymethylierung,
demethyliert wird (Tampe et al. 2015). Daher erfolgte der Nachweis von Tet3 und dessen
Lokalisation in Kontrollnieren sowie Nieren mit schwerer IRI. Im Vergleich zu Kontrollnie-
ren zeigte sich in fibrotischen Nieren ein deutlicher Verlust von Tet3 in interstitiellen Zellen
(Abbildung 18). Dieser Verlust wurde durch die Administration von Hydralazin verhindert,
wogegen Ramipril keine Effekte auf die Tet3-Expression hatte. Die Hydralazin-vermittelte
Tet3-Induktion war mit dem Nachweis von hydroxymethyliertem Rasall assoziiert, indikativ

fur einen aktiven Demethylierungsmechanismus.
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Abbildung 18: Tet3-vermittelter Demethylierungsmechanismus durch niedrig-dosiertes Hydralazin auf Rasall-
Promotormethylierung. Als erstes wurden die Mikrophotographien der Immunfloureszenzfarbung von Tet3 (Mess-
balken 25 pum) der kontralateralen Kontrollniere und schwere IRl Gewebe aller Medikamentenkhorten dargstellt.
Daneben erfolgte die Beurteilung interstitiellem Tet3 (10 Gesichtsfelder pro Niere, 400-facher Vergroé3erung, n=6
in Ramipril und DMSO, n=7 in Hydralazin, ****p<0,0001, # keine Signifikanz, p-Wert durch einseitigerANOVA mit
Bonferroni post-hoc-Analyse verglichen zur unbehandelten kontralateralen Kontrollniere). Intrarenale Hydroxyme-
thylierung durch Tet3 wurde durch DNA Immunoprecipitation der Nierengewebe beurteilt. Es wurden virtuelle
Gelbilder angefertigt um hydroxymethyliertes Rasall darzustellen. Unter niedrig-dosierter Hydralazintherapie wird
hydroxymethyliertes Rasall detektierbar, was unter Ramipril ausbleibt.
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4. Diskussion

4.1 RASAL1-Promotermethylierung als Schlisselrolle der Progression vom

akuten ins chronische Nierenversagen

In dieser Studie zeigte sich im einseitigen Ischd&miemodell, dass die RASAL1- Promotorme-
thylierung eine Schlisselrolle im weiteren Verlauf des akuten Nierenversagens spielt. Aber-
rante RASAL1-Promotermethylierung war im reversiblen akuten Nierenversagen (moderate
IRI) nicht detektierbar, dagegen beim Ubergang ins chronische Nierenversagen (severe IRI).
Die Ergebnisse flihren zu der Annahme, dass RASAL1-Methylierung eine grundlegende Be-
deutung beim Ubergang vom akuten ins chronische Nierenversagen hat. Diese Beobachtung
wurde bereits in vorangegangen Studien beschrieben, in denen die RASAL1-Methylierung am
chronischen Versagen in Nieren und anderen Organen gezeigt wurde (Bechtel et al. 2010; Tao
et al. 2011, S. 2; Kim et al. 2014; Xu et al. 2015), jedoch nicht anhand von Modellen des

akuten Nierenversagens (Bechtel et al. 2010).

4.2 Hydralazin als therapeutische Intervention mit Induktion Tet3-vermittelter
Hydroxymethylierung

Im severe IRI-Modell sowie auch in Zellkulturen konnte nachgewiesen werden, dass Hyd-
ralazin durch einen spezifischen, Tet3-vermittelten Demethylierungsprozess Fibroblastenakti-
vierung und renale Fibrogenese verhindert. Wie schon erwahnt, zeigten dies auch Nagermo-
delle vorangegangener Studien (Tampe et al. 2014; Tampe et al. 2015, S. 3), wie auch diverse
Krebsstudien Uber das Cervixkarzinom (Zambrano et al. 2005; Coronel et al. 2011). Wenn
man die Progression vom akuten ins chronische Nierenversagen betrachtet, vermittelt Hyd-
ralazin eine Normalisierung der DNA-Methylierung im Kontext aberranter Promotormethyl-
ierung mit Spezifitat hinsichtlich von Tet3-Zielgenen. Dies macht eine klinische Applikation
auch im Hinblick auf unerwiinschte Wirkungen oder Langzeitfolgen attraktiv. Zusétzlich ist
bekannt, dass Hydralazin die Nierenperfusion im chronischen Nierenversagen verbessert,
ohne die Proteinurie zu beeinflussen (Cogan et al. 1980). Aulierdem gibt es einige Berichte
uber die Verbesserung der Nierenfunktion unter renaler Krise in systemischer Sklerosierung
(Woods et al. 1974; Mitnick und Feig 1978), und unabhangige Ergebnisse in Nagern, in de-
nen die Applikation von Hydralazin die renale Fibrosierung antagonisiert (Hartono et al.
2014; Eriguchi et al. 2015). Obwohl die zugrundeliegenden Mechanismen einer nephropro-
tektiven Wirkung von Hydralazin oder auch die Mechanismen der Promotormethylierung zu

diesem Zeitpunkt nicht verstanden waren, konnte man davon ausgehen, dass die demethylie-
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rende Aktivitadt von Hydralazin dabei eine entscheidende Rolle spielte. Das erneute Interesse
an Hydralazin in der Behandlung chronischer Herzinsuffizienz (McMurray et al. 2012; Farag
et al. 2015) fuhrt zu der Annahme, dass das nebenwirkungsarme Medikament Hydralazin &hn-
lich protektive Eigenschaften in der Behandlung von Niereninsuffizienz aufweist. Dies wird
insbesondere dadurch verstarkt, dass der demethylierende Effekt von Hydralazin bereits bei
nicht blutdruckrelevanten Dosen erreicht wird. Fraglich bleibt dennoch, ob weitere Gene von
Hydralazin modifiziert werden, was in der Zukunft mit Rasall-knockout-M&usen analysiert

werden kdnnte.

4.3 Darstellung der Korrelation von Fibrosierungskomponenten nierenkranker
Patienten

Es stellt sich natirlich die Frage, inwiefern RASALL mit TET3 und Fibrosierungskomponen-
ten im Menschen zusammenhéngt. Dies wird anhand Abbildung 20 veranschaulicht, die eine
Heatmap der drei Hauptkomponenten der Studie beinhaltet: Diese umfasst eine Expressions-
analyse von nierenkranken Patienten (n=243) (Ju et al. 2015). Der intrarenale Verlust der RA-
SAL1-Expression ist hierbei mit Akkumulation von Fibrosekomponenten (beispielsweise dem
Typ I-Kollagen COL1A1) assoziiert. Eine in diesem Kontext positive Korrelation zwischen
RASAL1 und TET3 impliziert hierbei einen ahnlichen positiven Einfluss von TET3 auf die
RASAL1-Expression.
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Abbildung 19: Heatmap intrarenales RASAL1 zu TET3 und COL1A1L.
Die Abbildung zeigt die Korrelation intrarenaler Genexpression von RASAL1 zu TET3 und COL1A1 (griin=niedrig
exprimiert, rot=hoch exprimiert) anhand einer Clusterheatmap nierenkranker Patienten (n=243) (Ju et al. 2015)

Die durch Hydralazin induzierte Demethylierung von Zielgenen, wie beispielsweise RASAL1,
weist eine gewisse Spezifitat hinsichtlich der Prasenz eines TET3-Bindungsmotifs im Promo-
tor dieser Zielgene auf (Zambrano et al. 2005; Xu et al. 2012; Tampe et al. 2014; Xu et al.
2015). Es ist allerdings anzumerken, dass zusatzliche Gene anderer Zelltypen, die bis heute
noch nicht identifiziert wurden, ebenso durch Hydralazin-vermittelte TET3-Induktion beein-
flusst werden (Rangel et al. 2014; Marumo et al. 2015; Reddy und Natarajan 2015). Diese

biologischen Nebeneffekte missen in zukinftigen Studien erforscht werden.
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4.4 Medikamentoser Eingriff ins Renin-Angiotensin-Aldosteron-System und sein

Einfluss auf das akute Nierenversagen

In dieser Studie konnte man keinen demethylierenden Effekt auf RASAL1 oder Nephroprotek-
tion durch die Applikation des ACE-Hemmers Ramipril beobachten, wenn dieser im akuten
Nierenversagen gegeben wird. Es wurde in experimentellen und in klinischen Studien gezeigt,
dass eine Inhibition des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems beim proteinurischen, chro-
nischen Nierenversagen eine protektive Rolle spielt (Remuzzi und Bertani 1998; Intensive
Supportive Care plus Immunosuppression in IgA Nephropathy 2016).

Obwohl herausgefunden wurde, dass eine Abnahme der glomeruldren Filtrationsrate in Bezug
auf das chronische Nierenversagen in gewissem Grade toleriert werden kann (Jaber und
Madias 2006), ist der Effekt beim akuten Nierenversagen und dem renalen Ausgang schon
lange Teil vieler Diskussionen (Okusa und Davenport 2014). Ubereinstimmend mit unseren
Studien haben einige klinische Studien uUber den negativen Effekt in Form von Nierenfunkti-
onsverschlechterung von ACE-Hemmern und Angiotensinrezeptor-Blockern wahrend des
akuten Nierenversagens berichtet. Daher wird im Allgemeinen empfohlen, RAAS-Inhibitoren
nicht nur im akuten Nierenversagen, sondern auch préaventiv bei Patienten mit erhohtem Risi-
ko fir ein akutes Nierenversagen abzusetzen (Efrati et al. 2012; Tomlinson et al. 2013; Harty
2014). Infolge der tragenden Rolle der Hemmstoffe des Renin-Angiotensin-Aldosteron-
Systems in Betracht auf ihre nephroprotektiven Eigenschaften im chronischen Nierenversagen

lasst sich mutmalien, dass es spezifische Unterschiede in den Zelltypen gibt.

47



5. Zusammenfassung

5. Zusammenfassung

Die Progression chronischer Nierenerkrankungen stellt ein imminentes Problem in der klini-
schen Nephrologie dar, da effektive Therapiestrategie bislang nicht zur Verfligung stehen. Die
gemeinsame Endstrecke nahezu aller chronischen Nierenerkrankungen ist die progrediente
Fibrosierung, welche durch Aktivierung von Fibroblasten und exzessiver Bildung von Extra-
zelluldrmatrix verursacht wird. Epigenetische Veranderungen tragen hierbei mechanistisch
zur Aktivierung von Fibroblasten bei und stellen daher einen therapeutischen Ansatz dar.
Vorarbeiten konnten bereits etablieren, dass der RAS-Suppressor RASALL durch eine epige-
netische Veranderung, die sogenannte aberrante Promotormethylierung, transkriptionell supp-
rimiert wird und durch die RAS-Stimulierung zur gesteigerten Fibroblastenproliferation und
Fibrose in der Niere fihrt. Zudem konnte bereits etabliert werden, dass die Normalisierung
aberranter Methylierung durch Hydralazin Fibroseprozesse in multiplen Mausmodellen des
chronischen Nierenversagens gehemmt werden kann. Mechanistisch beruht dies auf Induktion
der DNA-Dioxygenase TET3, welche den wichtigen Schritt fiir aktive Demethylierung, sog.
Hydroxymethylierung, vermittelt.

In dieser Arbeit wurde aufbauend auf diesen Erkenntnissen untersucht, ob Hydralazin in ei-
nem Mausmodell des akuten Nierenversagens mit Ubergang in eine chronische Niereninsuffi-
zienz die Niere gleichsam schiitzen kann. Dazu wurde das severe IRI-Ischdmiemodell bei
Méusen angewandt und zwei Tage praoperativ niedrig dosiert Hydralazin injiziert. Dahinge-
gen erhielten die Kontrollgruppen entweder Kontrollpuffer oder Ramipril. Nach 42 Tagen
wurden die Nierengewebe histopathologisch untersucht, dazu wurden unter Anwendung ver-
schiedener Farbemethoden Fibrosemaker und Ubersichtsfarbungen der Nierenschnitte ange-
fertigt und ausgewertet.

Die Ergebnisse wiesen signifikante Verbesserungen von Fibrosemarkern und Ubersichtsfar-
bungen unter niedrig-dosierter Hydralazintherapie auf. Zudem zeigte sich ebenfalls eine Res-
tauration der RASALIL-Expression, welche auf Normalisierung aberranter RASALIL-
Promotormethylierung beruht. Dieser Demethylierungsprozess wurde durch TET3-vermittelte
Hydroxymethylierung induziert, welches ebenso unter Hydralazin detektierbar ist. AuBerdem
wurde eine Zellkultur mit priméren Fibroblasten aus murinen Nieren angelegt, diese erlaubten
die genauen Analysen von Proliferationraten unter Hydralazin. Es wurden Fibroblastenkultu-
ren funf Tage mit dem pro-fibrotischen Faktor TGF-31 stimuliert, welcher bei Nierenfibrose

vermehrt vorliegt und anschlieBend mit Hydralazin und Ramipril behandelt. Es wurde ein
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deutlicher Rickgang der Zelldichte unter Hydralazin sichtbar, Ramipril zeigte hingegen keine
signifikanten Effekte.

Fasst man zusammen, so wurden durch diese Arbeit Einblicke in die moglichen therapeuti-
schen Ansatze des akuten Nierenversagens mit Ubergang in eine chronische Niereninsuffizi-
enz erlangt. Dies konnte in zukiinftigen Studien beitragen, Behandlungsstrategien in diesem

Patientenkollektiv zu erarbeiten.
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6.1 Abkirzungsverzeichnis
°C

AB

ACE

ADH

AKI
Alpha- SMA
BSA

CDK
cDNA
ddH.0
DMEM
DMSO
DRB
ESRD
GFR

HS

min

NFW

PBS
Rasall
RNA

Tdg

Tet3
TGF-beta 1
UIRI

WB
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Grad Celsius

Antibody
Angiotensin-Converting-Enzym
Antidiuretisches Hormon

acute kidney injury

alpha-smooth muscle actin

bovines Serumalbumin

chronic kidney disease
Desoxyribonucleinsdure
Bidestilliertes Wasser

Dulbecco's Modified Eagle's Medium
Dimethylsulfoxid

DNA Release Buffer
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