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1. Einleitung

1.1 Klinische Relevanz des Themas

Die chronisch progrediente Niereninsuffizienz stellt eines der zentralen Probleme der
Nephrologie dar. Die vaskulire Nephropathie als Folge der Hypertonie ist nach der
diabetischen Nephropathie die zweithdufigste Ursache fiir die chronische Niereninsuffizienz
und fiir 16% der dialysepflichtigen Niereninsuffizienzen verantwortlich (Abb. 1). Die
sogenannte benigne Nephrosklerose kann als renale Manifestation der arteriellen Hypertonie
bezeichnet werden und stellt das morphologische Korrelat der vaskuldren Nephropathie dar.
Die zunehmende Inzidenz charakterisiert die Bedeutung dieses Krankheitsbildes fiir die
zunehmende Anzahl von Patienten mit dialysepflichtiger chronischer Niereninsuffizienz.
Bemerkenswert ist, dass die Wachstumskurven fiir die diabetische Nephropathie als hdufigste
Ursache (35%) zunehmend abflachen, wihrend bei der vaskuliren Nephropathie eine
kontinuierliche Zunahme der Inzidenz zu verzeichnen ist. In der Altersklasse der tber
70jdhrigen tritt die vaskuldre Nephropathie {iberdurchschnittlich hdufig auf. Es kann somit in
den nichsten Jahren mit einer weiteren deutlichen Zunahme dieses Krankheitsbildes

gerechnet werden (Frei und Schober-Halstenberg 2006).

1.2. Volkswirtschaftliche Relevanz

Von 1997 bis 2005 ist im Durchschnitt ein jdhrlicher Zuwachs der Privalenz der Patienten in
dauerhafter Nierenersatzbehandlung von 4,8 % zu verzeichnen. Das aktuelle Wachstum liegt
aktuell nur noch bei ca. 2%. Am 31.12.2005 wurden 63.427 Patienten mit Dialyseverfahren
versorgt. Aktuellere Zahlen liegen leider nicht vor. In der Nachsorge nach
Nierentransplantation befanden sich 23.724 Patienten, was einer Gesamtpravalenz von 1.057
Patienten pro 1 Millionen Einwohner entspricht. Die Kosten betragen derzeit 40.000 € pro
Patient an der Hémodialyse. Daraus ergibt sich eine immense Belastung fiir das

Gesundheitssystem (Frei und Schober-Halstenberg 2006).



4%

O Vaskulare Nephropathie
B Diabetes mellitus

O Glomerulonephritis

O Interstitielle Nephritis

B Systemerkrankungen

O Angeboren

B Zystennieren
OUnbekannt

W Sonstige

1%

3%

12%

19%

Abbildung 1: Diagnoseverteilung aller Dialysepatienten in Nierenersatztherapie (Pravalenz) in 2005
n = 46597 (Daten aus Frei und Schober-Halstenberg 2005/2006, S.35)

1.3 Pathophysiologie der Nephrosklerose

Man schitzt, dass 2-3 % der Patienten mit vaskuldrer Nephropathie eine terminale
Niereninsuffizienz entwickeln. Aufgrund der hohen Privalenz der arteriellen Hypertonie mit
iiber 10 Millionen betroffenen Patienten in Deutschland stellt diese den wichtigsten
Risikofaktor fiir die Progression fast aller Nierenerkrankungen dar (Kron 2009). Die mittels
Biopsie gestellte Diagnose einer benignen Nephrosklerose flihrte in einer neueren Studie in
iiber 50% der Fille innerhalb von 10 Jahren zu terminalem Nierenversagen. Ein hohes
Serumkreatinin und schlecht eingestellte Blutdruckwerte fiihrten zu signifikant erniedrigten
renalen Uberlebensraten bei dem untersuchten Patientenkollektiv (n = 60) (Dasgupta et al.
2007). Die mikrovaskuldren Verdanderungen der Nephrosklerose weisen keine Spezifitit fiir
die Hypertonie auf, sondern sind auch bei einem Diabetes mellitus und der
Hypercholesterindmie zu finden. Dieses stiitzt die Annahme, dass neben der Hypertension
auch andere pathogenetische Mechanismen bei der Entstehung der vaskuldren Nephropathie
eine wichtige Rolle spielen. Sie wird hiufig bei Patienten beobachtet, die iiber einen lingeren
Zeitraum hyperton sind. Histologisch findet sich in den afferenten Arteriolen eine Verdickung

durch eine hyaline Arteriosklerose. Durch eine Verengung des Gefalllumens kommt es zu



einem Sauerstoffmangel mit konsekutiver Schidigung von Glomeruli und Tubuli. Es finden
sich Hinweise darauf, dass auch genetische Faktoren eine Rolle bei der Pathogenese der
Nephrosklerose spielen und zu einer erhdhten renalen Suszeptibilitdt fiir die Hypertonie
fiihren (O'Dea et al. 1998; Van Dijk et al. 2006). In friihen Phasen der Nephrosklerose findet
sich eine Hypoperfusion bei zunichst erhaltener glomeruldrer Filtrationsrate (GFR) als Folge
der erhohten Filtrationsfraktion. In fortgeschrittenen Stadien nimmt die GFR zunehmend
parallel zur sinkenden Perfusion ab. Zu diesem Zeitpunkt manifestieren sich auch eine
Albuminurie und pathologische Abweichungen in der Wasser- und Salzexkretion. Eine
Feinregulation des Gefdftonus der afferenten Arteriolen wird iiber den Vasodilatator
Stickstoffmonoxid (NO) vermittelt. Die Ausschiittung von NO durch Endothelzellen ist vom
Blutfluss abhédngig, der eine kontinuierliche (laminére) Scherspannung auf das Gefdfendothel
ausiibt. Bei einer Reduktion des Blutflusses wie bei der Nephrosklerose bleibt die NO-
Ausschiittung aus. Des Weiteren fithrt dieses zu Stimulation des Renin-Angiotensin-

Aldosteron-System (RAAS) mit konsekutiver Blutdrucksteigerung (Juncos et al. 1995).

Abbildung 2: Bild einer Nephrosklerose mit einer Gefawandverdickung durch eine hyaline
Arteriosklerose und konsekutive Schadigung von Glomeruli (linker oberer Bildrand) und Tubuli (rechter
unterer Bildrand). Bild mit freundlicher Genehmigung von Prof. Dr. med. Grone (DKFZ Heidelberg) zur

Verfiigung gestellt.



1.4 Therapeutische Moglichkeiten

Die therapeutischen Mdglichkeiten zur Behandlung der Nephrosklerose sind begrenzt.

Durch die optimale Einstellung verschiedener Progressionsfaktoren wie der arteriellen
Hypertonie und des Diabetes mellitus kann das Fortschreiten der Erkrankung lediglich
verlangsamt werden. Eine Einschrinkung der renalen Funktion wird zumeist erst in einem
sehr spiten Stadium erkannt, da erst dann ein Anstieg der Retentionswerte durch den Verlust
der exkretorischen Funktion auszumachen ist (Wiederkehr et al. 2005).

Zum Einsatz kommen Medikamente, die mit dem Renin-Angiotensin-Aldosteron-System
(RAAS) interagieren. Zum einen sind dies Enzymhemmstoffe des Angiotensin-Converting-
Enzyms, das fiir die Umwandlung von Angiotensin I in Angiotensin II verantwortlich ist
(ACE-Hemmer), zum anderen Angiotensinl(AT I)-Rezeptor-Antagonisten. Als weitere
Therapieoption hat sich in den letzten Jahren klinisch auch ein direkter Renininhibitor
(Aliskiren) etabliert (Riccioni et al. 2010). Die Fibrose als morphologisches Korrelat des
fortschreitenden Funktionsverlustes der Niere ist in dieser Phase der Erkrankung oft schon
weit fortgeschritten. Eine Verlangsamung des Fortschrittes kann daher nicht als hinreichendes
Ziel angesehen werden. Seit einigen Jahren werden grofle Hoffnungen in den moglichen
therapeutischen Nutzen von Bone Morphogenetic Protein 7 (BMP-7) gesetzt. Bei den Bone
Morphogenetic Proteins (BMP’s) handelt es sich um unter anderem fiir die renale
Organogenese bedeutsame Zytokine. In Tierexperimenten konnten fiir das in dieser Arbeit
untersuchte Bone Morphogenetic Protein 7 (BMP 7) regenerative Wirkungen beschrieben
werden (Bechtel und Zeisberg 2009). Ein weiteres Molekiil, dessen Bedeutung in der
humanen Nephrosklerose noch unbekannt ist, ist das Bone Morphogenetic Protein 4 (BMP-4).
Proinflammatorische Eigenschaften bei der Atherosklerose fithren zu der Annahme, dass es
moglicherweise auch eine Rolle bei der Pathogenese der Nephrosklerose spielt (Sorescu et al.

2004). Auf die beiden Proteine soll im folgenden Abschnitt eingegangen werden.

1.5 Bone Morphogenetic Proteins

1.5.1 Einleitung

Bei den Bone Morphogenetic Proteins (BMP) handelt es sich um die groite Subfamilie der
TGF-B-Superfamilie (Bramlage et al. 2005). Entdeckt wurden diese die Knochenbildung
stimulierenden Proteine durch Beobachtungen, daBl bei subkutaner Verabreichung von

Proteinextrakten aus Knochenmatrix bei Ratten eine ektope Knochenbildung hervorgerufen



werden kann. Die Molekiile wurden Bone-Morphogenetic-Proteins genannt (Urist 1965; Urist
et al. 1983). Bis zum heutigen Zeitpunkt konnten iiber 30 verschiedene BMPs nachgewiesen
werden. Uber die Funktion bei der Knochenbildung hinaus wird den BMPs eine zentrale
Bedeutung bei der Embryogenese verschiedener Organe zugeordnet. Zahlreiche Experimente
konnten die Wirkung von BMPs auf Gewebedifferenzierung, -wachstum und -regeneration in
unterschiedlichen Organen belegen (Ducy und Karsenty 2000). Fiir BMP-7 konnten bereits
zahlreiche protektive und sogar regeneratorische Effekte auf die Niere nachgewiesen werden.
Zudem ist fiir BMP-4 ein Einfluss auf die Atherosklerose bekannt. Mechanische Reize
induzieren die Expression von BMP-4, wodurch zytokinvermittelte Entziindungsprozesse in
Gang gesetzt werden. Beide BMPs konnten somit einen Einfluss auf die Nephrosklerose

haben.

1.5.2 Rezeptoren und nachgeschaltete Signalkaskaden

Die Wirkung der in dieser Arbeit untersuchten BMPs 4 und 7 wird iiber die Rezeptoren
BMPR-IA, IB (Synonym Alk-3 und Alk-6) und BMPR-II vermittelt. Diese gehoren zu den
Rezeptoren der TGF-B-Superfamilie (ten Dijke et al. 1994). Die Signalvermittlung verlduft
iber verschiedene Smadproteine (u.a. smad 1, 5 und 8) (Heldin et al. 1997; Massague 2000;
Wrana 2000).

Die TGF-B-Rezeptoren besitzen eine relativ kurze extrazellulire Region, einen
transmembrandren und einen zytoplasmatischen Abschnitt. Typ-II-Rezeptoren haben eine
sogenannte Typ-I-Box, welche eine wichtige Rolle bei der Signaltransduktion spielt (Kingsley
1994; Yamashita et al. 1996).

Die Bindung am Typ-I-Rezeptor setzt eine Anlagerung an den Typ-II-Rezeptor voraus. Der
Typ-I-Rezeptor moduliert dann die Signaltransduktion (Massague 1992).

Die Signalvermittlung verlduft iiber die bereits erwdhnten Smad-Proteine. Letztere werden
vom Typ-I-Rezeptor phosphorylisiert und mit Hilfe des Mediators Smad 4 in den Nukleus
eingebracht, wo die Wirkung wahrscheinlich durch die Koaktivierung der Genexpression und
die direkte Induktion der Gen-Transkribierung vermittelt wird (Derynck et al. 1998). Die
Wirkung von TGF-f1 wird tiber smad-2 und smad-3 vermittelt.

1.6 BMP-7

BMP-7 ist ein Homodimer und hat ein Molekulargewicht von 35kD. Das Monomer hat ein

Gewicht von 16-18kD (Ozkaynak et al. 1990).
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BMP-7 wird in zahlreichen Zellen wéhrend der renalen Organogenese exprimiert. Es 14sst
sich am Tag 9,5 postkoital in den Wolffschen Gangen nachweisen. Am Tag 12,5 postkoital
wird BMP-7 vorwiegend im Epithel der Ureterknospe exprimiert, eine etwas geringere
Expression findet sich in den kondensierenden mesenchymalen Zellen. Zu einem spéiteren
Zeitpunkt sind auch Transkripte in weiteren Strukturen wie den Podozyten der Glomeruli
auszumachen.

BMP-7-defiziente Méduse kommen mit kleinen dysplastischen Nieren zur Welt und versterben
innerhalb weniger Tage an den Folgen der Niereninsuffizienz. Die Nieren dieser Miuse
weisen pro histologischem Schnitt nur 3% der Glomeruli von Kontrolltieren auf. Die
Fehlbildung kommt durch einen Untergang der Mesenchymzellen am Tag 12 postkoital
zustande, aus denen sich durch Mesenchymal-Epitheliale-Transition (MET) im Verlauf die
Tubulusepithelzellen generieren. Daraus ergibt sich die Annahme, dass BMP-7 ein wichtiger

Faktor fiir die Entwicklung dieser Zellen ist (Dudley et al. 1995; Luo et al. 1995).

1.6.1 BMP-7 und bekannte Wirkungen bei der Niereninsuffizienz

In verschiedenen Modellen des chronisch progredienten Nierenversagens konnte eine
protektive Wirkung von BMP-7 im Hinblick auf die Niereninsuffizienz gezeigt werden. So
kann die Applikation von BMP-7 im Modell der unilateralen ureteralen Obstruktion (UUO)
die interstitiellen Entziindungsprozesse und die Fibrogenese fiir fiinf Tage aufhalten. Es
sicherte die renale Durchblutung und verhinderte die Apoptose von Tubulusepithelzellen, was
sich in einer reduzierten tubuldren Atrophie niederschlug. Im Vergleich zu dem ACE-
Hemmer Enalapril war die Wirkung von BMP-7 deutlich effektiver (Hruska et al. 2000).

Im Modell der Lupusnephritis und des Alport-Syndroms, die beide in eine progrediente
Niereninsuffizienz miinden, konnte durch die Applikation von BMP-7 eine Progression
dosisabhingig gehemmt werden. Dabei kam es zu einer signifikanten Erhohung der
Matrixmetalloproteinase-2 im Gewebe der mit rekombinantem BMP behandelten Mause als
Hinweis auf eine erhdhte Matrixdegradation (und damit Zeichen fiir eine verminderte
Fibrosierung). Des Weiteren fiel eine deutlich reduzierte Glomerulosklerose auf, was analog
zu den Beobachtungen in der Organogenese eine Wirkung von BMP auf die Gefille
postulieren lésst, auf die im folgenden Abschnitt noch eingegangen werden soll (Zeisberg et
al. 2003 a).

Einer der Hauptwirkmechanismen von BMP-7 scheint die Hemmung der Epithelial-

mesenchymalen Transition (EMT) zu sein. Dabei wirkt das Protein den Effekten von TGF-$1
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entgegen und kann diese sogar riickgéngig machen. Die antagonisierende Wirkung spielt sich
auf der Ebene der genannten Smadprotein-Signalkaskade ab (siehe 1.5.2).

Diese Effekte lassen sich fiir die Nierenfibrose im Tiermodell sowohl in vitro als auch in vivo
nachweisen (Zeisberg et al. 2003 b).

In Versuchen mit Fibroblasten vermag BMP-7 eine Mesenchymal-Epitheliale Transition zu
(MET) vermitteln, was die regenerative Wirkung unterstreicht und in dem Ausmal bei keiner

anderen Substanz festgestellt werden konnte.

1.6.2 Reversibilitit der Kalzifikation als moglicher therapeutischer Effekt von BMP-7

Es konnte gezeigt werden, dass BMP-7 {iber die moglichen antifibrotischen Effekte hinaus ein
potentielles Therapeutikum der vaskuldren Kalzifikation im Kontext des chronischen
Nierenversagens ist. In einem Mausmodell der Arteriosklerose mit LDL-Rezeptor-defizienten
Maiusen, bei denen durch chirurgische Eingriffe eine Urdmie induziert wurde, konnte durch
eine Behandlung der Miause mit BMP-7 eine signifikante Reduktion der Kalzifikation
atheromatoser Plaques erreicht werden. Dabei kommt es zu einer Supression von Osteocalcin,
einem Marker fiir osteoblastische Aktivitidt, der bei einem Mausmodell fiir Atherosklerose
vermehrt exprimiert wird. Durch Applikation von BMP-7 kann diese vermehrte Expression
herunterreguliert werden (Davies et al. 2003). Neben den protektiven Effekten bei der
Fibrosierung konnte hier ein weiterer Benefit einer Applikation von BMP-7 liegen. Speziell
fiir die Nephrosklerose liegen noch keine Daten fiir BMP-7 vor. Insbesondere fiir die
mogliche Interaktion zwischen dem fiir die Pathogenese der Nephrosklerose bedeutsamen
RAAS und BMP-7 stehen Untersuchungen aus. Die protektiven und regenerativen Effekte bei
verschiedenen Nierenerkrankungen und der Arteriosklerose lassen jedoch eine Bedeutung bei

der Nephrosklerose vermuten.

1.7 BMP-4

Bei BMP-4 handelt es sich um ein Homodimer mit einem Molekulargewicht von 30 kD. Das
Monomer hat ein Gewicht von 13 kD. Das Molekiil hat eine starke Ahnlichkeit mit BMP-2
und lésst sich bereits am Tag 6,5 postkoital nachweisen. BMP-4 spielt eine Rolle bei der
Genese verschiedenster Organe, ein Wirkmechanismus liegt hier ebenfalls in der Regulation
der mesenchymal-epithelialen Interaktionen (Jones CM et al. 1991). BMP-4-defiziente Miuse
versterben an Tag 6,5 der Embryogenese und weisen zahlreiche Organfehlbildungen auf. Bei
den meisten Tieren lésst sich eine ausgebliebene mesodermale Differenzierung feststellen. An

den Stellen, an denen das Molekiil besonders intensiv exprimiert wird, konnte eine
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peritubulidre Differenzierung von Mesenchymzellen beobachtet werden. Aus diesen
Beobachtungen wird die Annahme formuliert, dass BMP-4 aktiv an der Regeneration
geschidigter Tubuluszellen beteiligt ist (Winnier et al. 1995; Dunn et al. 1997). Heterozygote
Maiuse weisen unterschiedliche renale Phinotypen auf. Die renalen Abnormalitdten zeigen
sich in der Ausbildung dysplastischer Nieren, erweiterter Harnleiter und der Anlage von
doppelten Ureteren, was auf die Bedeutung des Proteins speziell bei der Nephrogenese
hindeutet (Miyazaki et al. 2000). Der Ausbildung zystischer, dysplastischer Nierenabschnitte

geht eine erhohte Apoptoserate im metanephritischen Gewebe voraus (Miyazaki et al. 2003).

1.7.1 Gefifirelevante Wirkungen von BMP-4

Es existieren Hinweise darauf, dass BMPs eine Rolle bei der Arteriosklerose spielen. So
wurde von einer Arbeitsgruppe eine erhohte Expression von BMP-4 und anderen
osteogenetischen Faktoren in arteriosklerotischen Plaques beschrieben. Dabei fand sich eine
besonders ausgepriagte Expression bei fortgeschrittenen Phasen der Sklerosierung in
kollagenreichen kalzifizierenden Lésionen. Es scheinen Parallelen zwischen der Regulation
von Knochenformation und —regeneration und der Pathogenese der Gefdakalzifikation in der
Arteriosklerose ~ beim  Menschen  zu  bestehen  (Dhore et al 2001).
Mechanische Reize, die auf Gefalle ausgeiibt werden, induzieren die Expression von BMP-4
und l6sen so eine inflammatorische Reaktion aus (Sorescu et al. 2003). Zahlreiche Versuche
deuten darauf hin, dass BMP-4 eine Rolle bei frithen Stadien der Atherosklerose spielt. Die
Atherosklerose wird entgegen friiherer Annahmen, bei denen man lediglich von einer
vaskuldren Ablagerung verschiedener Lipide und Lipoproteine ausging, heute als
hochkomplexer Prozess verstanden, bei dem inflammatorische Reaktionen eine bedeutende
Rolle spielen (Libby 2002). Die oszillatorische (schwingende) Scherspannung, die an
GefaBBverzweigungen und -schleifen auftritt, geht mit einem erhohten Auftreten vaskuldrer
Lisionen einher, an denen sich im Verlauf eine Atherosklerose entwickelt (Zarins et al. 1983).
Solche Scherspannungen induzieren die endotheliale Expression von BMP-4, welches die
Expression von interzellulirem Adhésionsmolekiill 1 (ICAM-1) fordert und so eine
Monozytenadhésion erleichtert. Dies charakterisiert BMP-4 als ein mechanosensitives,
autokrines Zytokin, welches proatherogene inflammatorische Antworten vermittelt. Dies
geschieht unter anderem tiber die erhohte Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS)
mittels ~ Nikotinamin-Adenin-Dinukleotid-Phosphat =~ (NADPH)-Oxidasen, die zu
Sauerstoffradikalen mit den Eigenschaften von freien Radikalen konvertieren koénnen. Die

Unterform von NADPH-Oxidasen, die bei der Mediation der Wirkung von BMP-4 eine Rolle
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spielt, wird als nox-1 bezeichnet (Sorescu et al. 2004). Erhohte Sauerstoffradikalaktivitét fiihrt
zu einer reduzierten Bioverfiigbarkeit von Stickstoffmonoxid, einem potenten korpereigenen
Vasodilatator (Guzik et al. 2000). In Tierversuchen induzierte die Applikation von BMP-4 bei
Miusen eine Hypertension, einem bekannten Risikofaktor flir die Progredienz der
Atherosklerose und der Nephrosklerose. In dieser Studie fanden sich ebenfalls Hinweise
darauf, dass die Blutdrucksteigerung mittels Stimulation von NADPH-Oxidasen stattfindet,
darauf die Bioverfiigbarkeit von NO abnimmt und so die endothelabhingige Vasodilatation
beeintrachtigt wird. Durch Noggin, einem BMP-Antagonisten, konnte diese Wirkung
komplett aufgehoben werden (Miriyala et al. 2006). In weiteren Untersuchungen an
verschiedenen endothelialen Zellen konnte gezeigt werden, dass eine laminére
Scherspannung, die an geraden, unverzweigten Gefdlabschnitten als antiatherogener Faktor
wirkt, zu einer verminderten Expression von BMP-4 fiihrt. Die Regulation der Expression von
BMP-4 findet dabei {ber intrazelluldre Signalkaskaden, in denen zyklisches
Adenosinmonophosphat (cAMP) involviert ist, statt (Csiszar et al. 2007). Fiir die
Nephrosklerose liegen noch keine Daten zu BMP-4 vor, jedoch kann aufgrund der
beschriebenen Eigenschaften von BMP-4 eine Relevanz bei der Pathogenese der

Nephrosklerose vermutet werden.

1.8 Weitere bedeutsame Zytokine und Mediatoren bei der Nephrosklerose

1.8.1 Angiotensin II (AT II)

Das fiir die Blutdruckregulation und die glomeruldre Filtrationsrate relevante Peptid
Angiotensin II kann in der Niere synthetisiert werden und hat einen relevanten Einfluss auf
die Fibrogenese bei der Nephrosklerose. Uber einen verminderten afferenten Blutfluss infolge
einer Gefdsskontraktion wird das Renin-Angiotensin-System stimuliert, was zu einer erh6hten
Konzentration von Angiotensin II fiihrt. Dieses fiihrt zu einer Blutdrucksteigerung und kann
die Expression interstitieller Matrixkomponenten wie Kollagen I und Fibronektin in
Fibroblasten (Ruiz-Ortega und Egido 1997) und Kollagen IV in Tubulusepithelzellen
induzieren (Wolf et al. 1999). Uber die direkte Interaktion mit BMP-4 und BMP-7 und AT-II
in der Niere sind noch keine Ergebnisse verdffentlicht worden. Da das RAAS zentral

bedeutsam in der Pathogenese der Nephrosklerose ist, soll die Auswirkung von AT-II auf die
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Expression der BMPs untersucht werden, um weitere Erkenntnisse {iber die

Wirkmechanismen beider Proteine zu erlangen.

1.8.2 Transforming growth factor-p1 (TGF-p1)

TGF-B1 wird als das bedeutendste Zytokin in der Fibrogenese angesehen. Es stellt den ersten
isolierten Faktor der so genannten TGF-B-Superfamilie, zu der auch die in dieser Arbeit
untersuchten BMP’s -7 und -4 gehoren, dar und diente daher der Namensgebung dieser
Peptidgruppe. Beim Menschen sind zurzeit drei Isoformen von TGF- identifiziert worden.
Die in der Fibrogenese am besten untersuchte Form stellt die Isoform 1 dar. Sie steigert die
Synthese von extrazelluldrer Matrix (ECM) (Border und Noble 1994) und hat eine positive
Wirkung auf die Proliferation und Aktivierung von Fibroblasten, die iiber die Freisetzung von
Fibroblast Growth Factor (FGF-2) durch Fibroblasten selbst gesteuert wird. Transgene
Miuse, die TGF-B1 iiberexprimieren, entwickeln eine Niereninsuffizienz mit vermehrter
interstitieller Fibrose (Kopp et al. 1996). Uber die Interaktion zwischen TGF-B1 und BMP-7
sind bereits zahlreiche Arbeiten publiziert worden (Zeisberg und Kalluri 2004).
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1.9 Aufgabenstellung

Die Hypothese dieser Arbeit ist, dass BMP-4 und BMP-7 einen wesentlichen Einfluss auf die
Pathogenese der adulten humanen Nephrosklerose ausiiben.

In der vorliegenden Arbeit sollte daher die Rolle von BMP-4 bzw. BMP-7 bei der humanen
hypertensiven Nephrosklerose untersucht werden.

Hierbei sollten die folgenden Fragen beantwortet werden:

A) Werden die beiden BMPs in der adulten humanen Niere exprimiert und ist die Expression
vergleichbar zu den Ergebnissen in Tiermodellen?

B) Zeigt sich eine verénderte Expression bei der hypertensiven Nephrosklerose?

C) Werden die Faktoren durch das Angiotensin II, das eine wesentliche Rolle bei der
Hypertonie spielt, beeinflusst?

D) Sind die protektiven Funktionen, wie beispielsweise die Hemmung der Proliferation von

Fibroblasten, auf menschliche Zellen iibertragbar?
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2. Material und Methoden
2.1 Material

2.1.1 Geriite

Analysewaage, 1213 MP
Autoklav

CO,-Inkubator Nuaire™ Autoflow
Eismaschine
Entwicklungsmaschine Curix 60

STM

Fluor -Muktilmager

Fluoreszenzreader fiir Mikrotiterplatten Mikrolumat LB 96 P

Heizblock
Kiihlzentrifuge, GS-6R

Kiihlzentrifuge, Mikroliterzentrifuge 5402

Lichtmikroskop

Magnetriihrer (beheizbar), IKAMAG RCT

Nanopore Wasser-Anlage, Ultrafree 20
Netzgerit PowerPac 1000 fiir Blot
pH-Meter MP 220

Pipettierhilfe pipetus-akku
Photometer Gene Quant II

Real-time RT-PCR MX3000P
Durchflusszytometer FACS-Calibur

Spektralphotometer, Genesys 5
Sterilbank, Hera Save

Stickstofftank, Chronos® Biosave®
Thermocycler Mastercycler personal®

Waage Sartorius excellence

Wirmebad

Wippe Duomax 1030

Sartorius, Gottingen
Biomedis, Gieflen

Nuaire, Plymouth, USA
Ziegra, Isernhagen

Agfa, Leverkusen

BioRad, Miinchen

E&G Berthold, Bad
Wildbad

Liebisch, Bielefeld
Beckmann, Miinchen
Eppendorf, Hamburg
Leica, Solms

IKA Labortechnik, Staufen
Millipore, Eschborn
BioRad, Miinchen

Mettler Toledo, Columbus,
USA

Hirschmann, Eberstadt
Pharmacia Biotech,
Cambridge, UK

Stratagene, La Jolla, USA
Becton Dickinson, Franklin
Lakes, USA

Spectronic, Miinchen
Heraeus, Hanau

Messer, Griesheim
Eppendorf, Hamburg
Sartorius, Gottingen

Schiitt Labortechnik,
Gottingen

Heidolph, Schwabach
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2.1.2 Gebrauchsmaterial

0,5-ml-Reagenzgefil
1,5-ml-Reagenzgefal3
2,0-ml-Reagenzgefil
Combitips plus 2,5 ml, 10 ml, steril

Einfrierrdhrchen Nunc Cryo Tube™ Vials

Falcon 15-ml-R6hrchen, steril

Falcon 50-ml-R&hrchen, steril

Falcon 7105 Bottle Top Filter, steril

Falcon Zellkulturflasche mit Luftfilter, T25, T75
Filterpapier 2MM

Filterpapier Microscience

Glaswaren

Mehrkanalpipette, Dispenser Multipipette® 4780
Mikroliter Pipetten 2,5 ul, 10 ul, 100 ul, 200 ul, 1000 ul
Mikrotiterplatten Falcon Microtest' ™ 96, 96 Vertiefungen

Neubauer Zahlkammer

Objekttriger Lab Tec® Chamber Slide™ System

Parafilm ,,M“

Pasteurpipetten

Pasteurkapillarpipetten

Petrischalen Cellstar®

Pipetten 2 ml, ml, 10 ml, 25ml
Pipettenspitzen 2,5 pl, 10 ul, 100 ul, 1000 pul
Rontgenfilm FUJI Super RX

Skalpelle

Spritzen 2ml, Sml, 10 ml

Zellschaber

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

Nalge Nunc, Naperville,
USA

Becton Dickinson, Franklin
Lakes, USA

Becton Dickinson

Becton Dickinson

Becton Dickinson
Whatman, Wiesloch
Schleicher & Schell, Dassel
Schott, Mainz

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Becton Dickinson, Franklin
Lakes, USA

Saaringia, Deutschland
Nalge Nunc, Naperville,
USA

Pechiney, Chicago, USA
Brand, Deutschland

WU, Mainz

Greiner, Solingen

Greiner, Solingen

Sarstedt, Niimbrecht

FUJI, Tokyo, Japan

pfm, Kéln

Braun, Melsungen

Saarstedt, Newton, USA
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2.1.3 Chemikalien

Alle Chemikalien besaf3en, sofern nicht anders angegeben, den Reinheitsgrad ,,pro analysi‘

Accutase

Aceton

Acrylamid / Bis 30%
Ammoniumpersulfat (APS)
Angiotensin II

Bovines Serum-Albumin (BSA)
Bradford Reagenz

Calciumchlorid (CaCl,)
Dimethylsulphoxid (DMSO)
Dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPO,)
Dithiotreitol (DTT)

DMEM-Medium

Dulbecco’s PBS

Essigsdure %

Ethanol

Foetales Kilberserum (FCS), US-Standard
Glycerol

Glycin

IMDM-Medium
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO4)
L-Ascorbinsdure

L-Glutamin 200nM

Magermilchpulver

Methanol

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdeoxycholat
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natronlauge (NaOH) 1M

Nitrocellulosemembran Hybond ™-ECL™

Nuclease-freies Wasser

PAA, Pasching, Osterreich
Merck, Darmstadt
BioRad, Miinchen

Fluka, Buchs, Schweiz
Sigma-Aldrich, Miinchen
Paesel & Lorei, Hanau
BioRad, Miinchen

Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Miinchen
GIBCO BRL

PAA, Pasching, Osterreich
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

GIBCO BRL
Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
GIBCO BRL

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Miinchen
PAA, Pasching, Osterreich
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Miinchen
Serva, Heidelberg

Merck, Darmstadt
Amersham Biosciences,
Freiburg

Ambion, Cambridgeshire,

UK
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Phenylmethansulfonsiurefluorid (PMSF)

Plasmocin 25 ng/ml

Ponceau S

Rainbow Marker RPN 756

Renal Epithelial Growth Medium
Roti®-Blue 5x Konzentrat
Salzsdure (HCI) 1 M

Tergitol (NP-40)
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Tris-Base

Trypanblau

Trypsin-EDTA 1x

Tween® 20

B-Mercaptoethanol

2.1.4 Antikorper

Anwendung:

Ziege Monoklonaler BMP-7-Antikorper
Ziege Monoklonaler BMP-4-Antikorper
Ziege Monoklonaler BMP-7-Antikorper

Ziege Monoklonaler BMP-4-Antikorper

Kaninchen Anti-Ziege-Antikorper

2.1.5 Stimulanzien
Rekombinantes humanes BMP-7
Rekombinantes humanes BMP-4

Angiotensin II

2.1.6 Kit-Systeme

Dako EnVision System anti-rabbit®

WB
WB
WB, IMH

WB, IMH

WB, IMH

Boehringer, Mannheim
invivogen, Toulouse,
Frankreich

Sigma-Aldrich, Miinchen
Amersham Biosciences,
Freiburg

Promocell, Heidelberg
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Biochrom Seromed, Berlin
PAA, Pasching, Osterreich

Boehringer, Mannheim

Sigma-Aldrich, Miinchen

R&D Systems, Wiesbaden
R&D Systems, Wiesbaden
Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, USA
Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, USA
Santa Cruz

Biotechnology, Santa Cruz, USA

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

Sigma-Aldrich, Miinchen

Dako Germany, Hamburg
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3-Amino-9-Ethylcarbazol (AEC) Dako Germany, Hamburg

Cell Proliferation Biotrak ELISA System, version 2 Amersham Biosciences,

Enthalt
[ ]
[ ]

: Freiburg

5-Brom-2-deoxyuridin (BrdU) in PBS

Fixierlosung

Blocking Reagenz

Maus Anti-BrdU HRP, Fab Fragmente

Verdiinnungslosung fiir Antikorper

10x PBS als Waschpuffer

Tetramethylbenzidin (TMB) in 15% Dimethylsulphoxid
(DMSO) (v/v) als Substratlosung

RNeasy Mini Kit Quiagen, Hilden

Enthilt
[ ]
[ ]

RNeasy Mini Spin Séulen
1,5-ml-Sammelgefal3
2,0-ml-Sammelgefal3
RLT-Puffer

RW1-Puffer

RPE-Puffer

RNase-freies Wasser

2.1.7 Allgemeine Puffer und Losungen

Phosphat gepufferte Losung (PBS) 10x, eingestellt auf pH 7.4

KH,PO,4 1,44 ¢
Na,HPO4 x 7 H,0O 7,59 ¢
NaCl 90,0 g
ddH,O 1000 ml
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Tris gepufferte Losung (TBS) 10x, eingestellt auf pH 7.6

Tris-Base 60,5 ¢
NaCl 87,5¢g
ddH,O 1000 ml

2.1.8 Verwendete Zelllinien
Renale Fibroblastenzelllinie TK-173
Die Zelllinie Tk-173 wurde von G.A. Miiller und Mitarbeitern etabliert (Muller et al. 1995).

Dabei handelt es sich um renale Fibroblasten, die aus einer zur Transplantation vorgesehenen
Normalniere gewonnen wurden und mit dem fiir SV40 Large T-Antigen kodierenden

pSV3gpt Vektor (Mulligan und Berg 1981) immortalisiert wurden.

Proximale Tubuluszelllinie HK-2

Die Zelllinie Hk-2 wurde von RJ Ryan und Mitarbeitern etabliert. Es handelt sich um renale
proximale Tubuluszellen aus einer Normalniere, die mittels eines rekombinanten Retrovirus,
das die HPV 16 E6/E7 Gene enthilt, immortalisiert wurden. Die Zellen weisen nach
einjdhriger serumfreier Kultivierung funktionelle, immunhisto- und zytochemische
Charakteristika von differenzierten proximalen Tubuluszellen auf. Das Wachstum von HK-2-

Zellen ist abhdngig von epidermal growth factor (Ryan et al. 1994).
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2.1.9 Patientenmaterial

Immunhistochemisch (IMH) untersucht wurden 15 Nieren von Patienten mit hypertensiver
Nephrosklerose (freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. H.-J. Grone, Heidelberg zur
Verfiigung gestellt) und 15 Kontrollnieren aus Tumornephrektomiematerial bei
Nierenkarzinomen. Die Biopsien stammten von Patienten der Universitdtsmedizin Gottingen.
Eine Einwilligung der Patienten lag vor. Ein Ethikantrag wurde bei der Ethikkommission der
Universitdtsmedizin Gottingen gestellt. Diesem stimmte die Ethikkommission zu (Ref-No

#11/10/04).

2.1.10 Computerprogramme

Microsoft Word 2003 fiir Windows, Version 11.0 Microsoft, Redmont, USA
Microsoft Excel 2003 fiir Windows, Version 11.0 Microsoft, Redmont, USA
STATISTICA, Version 9.1 Statsoft, Hamburg

MxPro™ QPCR Software Stratagene, La Jolla, USA

2.2 Verwendete Techniken

2.2.1 Charakterisierung der Gewebe mittels Masson-Goldner-Farbung

Zur Ermittlung des tubulointerstitiellen Verhiltnisses wurde eine Masson-Goldner-Fiarbung
verwendet, bei der sich das Zytoplasma rot farbt, wihrend sich das Bindegewebe griinlich
anfarbt. Nach Fixierung der Gewebsproben in wissriger Formalinlosung (4%Formaldehyd)
und Entwisserung mittels in der Konzentration aufsteigender Alkoholreihe wurden diese in
Xylol inkubiert und im Anschluss in Paraffin eingebettet. Nach Erkalten der
paraffingebetteten Gewebeproben wurden mittels eines Mikrotoms von den Paraffinblocken 3
pum dicke Schnitte angefertigt. Uber Nacht wurden die Proben dann bei 37°C im
Warmeschrank getrocknet, in Xylol entparaffiniert und in absteigender Alkoholreihe
rehydriert.

Die entparaffinisierten Proben wurden nach der Methode von Masson und Goldner angeféarbt
(Bach 1963). Dafiir wurden die Schnitte 5 min in dem roten Farbstoff Ponceau S und 15 sec
mit Goldorange (Moldatophosphorsidure) gefiarbt, die Waschschritte wurden mit 1%
Essigsdure durchgefiihrt, im Anschluss erfolgte die Farbung fiir 30-40 sec in Lichtgriin. Die
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fotographische Dokumentation erfolgte an einem Mikroskop der Firma Leica mit einer

Digitalkamera der Firma Zeiss.

2.2.2 Immunhistochemie fiir BMP-4 und BMP-7

Die Paraffinschnitte wurden wie bereits beschrieben entparaffinisiert und fiir die
immunhistochemischen Untersuchungen zundchst zur Antigendemaskierung in ein
hitzestabiles mit Citratpuffer gefiilltes Gefdl gegeben und 3x5 min. bei 600W in der
Mikrowelle erhitzt.

Bei der Immunhistochemie wurden Paraffinschnitte mit primiren Antikdrpern (polyklonale
Ziegen-Antikorper, Santa Cruz Biotechnology) gegen BMP-7 und BMP-4 (jeweils 1:100)
verwendet. Nach Inkubation mit einem sekundédren Antikorper, der an den Primérantikdrper
bindet (rabbit anti-goat), wurde das Dako EnVision System anti-rabbit® eingesetzt. Die
Férbung erfolgte mit dem roten Farbstoff AEC (3-Amino-9-Ethylcarbazol).

Die Gegenfiarbung erfolgte fiir 5 min mit H&matoxylin. AnschlieBend wurden die
Schnittpréparate fiir 5 min. in Leitungswasser gebldut und dann in wéssrigem Eindeckmedium
(IMMU-Mount Cat.Nr.9990402) eingedeckt. Die Photodokumentation erfolgte analog zu den

Masson-Goldner-Farbungen.

2.2.3 Real-Time-PCR (RT-PCR)

RNA-Isolierung

Die RNA aus den verwendeten Zellen wurde in einem Kombinationsverfahren mit Hilfe des
RNeasy Mini Kits der Firma Qiagen nach den Anweisungen des Herstellers und nach
Chomczynski isoliert. Die RNA wurde mit Hilfe von Siulen, die mit einer Silika-
Gelmembran ausgestattet sind, gebunden und durch verschiedene Waschschritte mit Ethanol
aufgereinigt (Chomczynski und Sacchi 1987; 2006). Zusitzlich wurde ein DNAse-Verdau

integriert, um cDNA zu entfernen, die zu Ergebnisverfilschungen fiihren konnte.
Reaktionsansatz fiir den DNase I-Verdau:
RNase freie DNase I 10ul

RDD-Puffer 70ul

Nach einer 15 min. Inkubation wurde die so erhaltene RNA in einem letzten Schritt mit

nukleasefreiem Wasser durch Zentrifugation bei 10 000 Upm aus der Membran gelost.
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Die RNA-Konzentration wurde mit Hilfe des Photometers GeneQuant der Firma Pharmacia

Biotech bestimmit.

Umschreibung der RNA in cDNA
Die gewonnene RNA wurde fir 10 min. bei 70°C mit 1 pul 10 mM dNTP-Mix als
Nukleotidgemisch und 1ul Oligo DT-Primer inkubiert.

Die First-Strand-Synthese der cDNA erfolgte durch Reverse-Transkriptase fiir 50 min.
bei 42°C.

Ansatz fiir die Reverse Transkription:

3ug RNA

1 ul  Oligo DT

I pul 10 mM dNTP — Mix

4 ul  First Strand Buffer

lul DTT

0,5 ul RNAse OUT

Iul  Superscript

Nach der Reversen Transkription wurde die RNAse fiir 15min. bei 70°C inaktiviert.

Quantitative PCR

Fiir die quantitative PCR wurde der SYBR Green PCR Master Mix der Firma Stratagene
verwendet. Bei SYBR Green handelt es sich um einen Fluoreszenzfarbstoff, der
ausschlieBlich an doppelstringige DNA bindet und proportional zur vorhandenen
doppelstringigen DNA-Menge fluoresziert (Wittwer et al. 1997). Fiir die gewiinschte
Detektion der relativen Influenz von AT II auf die Expression der Zielgene wurde das
Programm Comparative Quantitation (Calibrator) der MxPro™ QPCR Software der Firma
Stratagene gewéhlt. Als Calibrator wurden Zellen verwendet, die nicht mit AT II stimuliert
worden waren. In den beschriebenen Versuchen wurde Cyclophilin A (PPIA) als
housekeeping-Gen verwendet (Radonic et al. 2004).

Die Primer fiir die quantitative PCR wurden von der Firma Primerdesign generiert.

Die Spezifitdt der Primer wurde mit Hilfe eines Abgleichs der Datenbank des national center

for biotechnology information (NCBI) tiberpriift.
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Verwendete Primer

Zielgen Sequenz (vorwirts/riickwirts) Annealing Temperatur Zyklenzahl

PPIA TGGGCAACATAGTGAGACG 60°C 40
TGTACAGTGGCATGATAATAGC 60°C 40

BMP-4 TGACCACCTCAACTCAACCAACCA 60°C 40
AGCATGGAGATGGCACTCAGTTCA 60°C 40

BMP-7 CCTCCATTGCTCGCCTTG 60°C 40
TATGCTGCTCATGTTTCCTAATAC 60°C 40

Ansatz fiir die QT-PCR:

6 ul cDNA (3pg/ml)

12,5 ul SYBR Green PCR Master Mix 2x konzentriert (Stratagene)
I ul ROX (1:500 verdiinnt)

1 pl Primer Mix bei PPIA 0,5 pul

4,5 pl H,O bei PPIA 5 pl

Primer Mix:

0,5 ul Vorwirts-Primer (20 pmol/ul)

0,5 pl Riickwirts-Primer (20 pmol/ul)

10 ul H,O

Die Durchfiihrung der quantitativen PCR erfolgte im Mx 3000P der Firma Stratagene nach
folgendem Temperaturprotokoll:

10 min 95°C erster Zyklus
155 95°C

1 min 60°C

30 s 72°C 30-35 Zyklen
305 95°C

1 min. 60°C

305 95°C letzter Zyklus

Von allen Proben, einschlieBlich der Kontrollen, wurden Tripletts pipettiert.
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Auswertung

Die Ergebnisse wurden mit Hilfe des Programmes MXPro 3000 ausgewertet. Hierbei wird die
Kinetik der PCR-Reaktion ausgenutzt. Der CT-Wert steht dabei fiir die Zyklenzahl, die
benétigt wurde, bis sich das Fluoreszenzsignal deutlich vom Hintergrund abhebt. Je geringer

der CT-Wert ausfillt, desto mehr cDNA des gesuchten Gens ist in der Probe vorhanden.
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2.2.4 Westernblot

Proteinisolierung

Zunichst wurden die beschriebenen Zelllinien in T75-Kulturflaschen kultiviert. Vor der Lyse
in Lysispuffer, der PMSF zur Hemmung endogener Proteasen enthielt, wurden die Zellen drei
Mal mit kaltem PBS gewaschen. Es folgte die Zugabe von 3 ml Lysispuffer und das
anschlieBende Abschaben mit dem Zellschaber zur mechanischen Lyse. Das erhaltene Lysat
wurde fiir Smin. bei 4°C und 1000g zentrifugiert. Der Uberstand, der die Proteine enthielt,
wurde im Gefrierschrank bei -20°C eingefroren oder direkt weiterverwendet.

Die Proteinkonzentration wurde mit dem Verfahren nach Bradford (Bradford 1976) bestimmt.
Es wurden 50 pl des Uberstandes mit 2,45 ml Bradford-Reagenz verdiinnt und fiir 10min.
inkubiert. Die Messung erfolgte an dem Photometer Genesys 5 der Firma Spectronic bei einer

Wellenlénge von 595 nm.

Lysispuffer

Natriumdeoxycholat 04¢g
Nonidet P-40 1 ml
EGTA 1.9¢
Tris 1M, pH 7,4 1 ml
ddH,O pH 7,4 100 ml

PMSF (3% (w/v) in Isopropanol)  1:500 (v/v)

SDS-Polyacrvlamidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Auftrennung der Proteine unter denaturierenden Bedingungen wurde die
Polyacrylamidgelelektrophorese nach Laemmli (Laemmli 1970) angewendet. Das Protein
wurde zunédchst mit Aceton ausgefillt. Es wurden unterschiedliche Proteinmengen eingesetzt
(10, 25, 50, 100, 200 pg). Durch Zugabe von Mercaptoethanol zum Probenpuffer und
Erhitzung der Proben bei 95°C fiir unterschiedliche Zeiten (3, 5, 10, 15 min.) im Heizblock,

wurden Disulfidbriicken aufgebrochen. Es wurden 30-150 pg Protein pro Spur eingesetzt.

Minigel und verwendete Puffer

15%-Trenngel:

dd H,0 2,5ml
1,5M TrisPuffer 2,5ml
10% SDS 100l
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Acrylamid/ Bis 5ml

10% APS 50 pl
TEMED Sul
Sammelgel

dd H,0 6,1 ml
0,5M TrisPuffer 1,5 ml
10% SDS 100 ul
Acrylamid/ Bis 1,3 ml
10% APS 50 pl
TEMED 10 pl
Proteintransfer

Die aufgetrennten Proteine wurden mittels einer angelegten Gleichspannung aus dem Gel

auf eine Nitrozellulose-Membran tiberfiihrt. Dazu wurden geméfl den Angaben des Herstellers
eine Membran, zwei Filterpapiere und 2 Vliese fiir 10 min in Transferpuffer inkubiert. Fiir
den Blot wurden ein Vlies, ein Filterpapier, das Gel, die Membran, ein Filterpapier sowie ein
weiteres Vlies zusammengelegt und in die Kassette eingebaut. Der Transfer fand bei
konstanter Spannung von 80 V bei 4°C iiber Nacht statt. Nach dem Transfer wurde

die Membran fiir unterschiedliche Zeiten (2 h, 6 h, 12 h, 24 h) bei Raumtemperatur oder 4°C
in einer Blockldsung inkubiert. Die Membran wurde dreimal fiir 5 min mit TBS gewaschen,
bevor sie mit dem priméiren Antikorper inkubiert wurde.

Der primire Antikorper wurde in unterschiedlicher Verdiinnung (1:1000, 1:500, 1:250,1:100)
mit verschiedenen Inkubationszeiten (6 h, 12 h, 24 h) auf die Membran gegeben. Nach 3x 10
min. Waschen wurden die Membranen mit einem entsprechenden HRP-konjugierten
Sekunddrantikorper in unterschiedlichen Verdiinnungen (1:5000, 1:1000, 1:200) inkubiert.
Die Detektion erfolgte mittels Chemilumineszenz mit einem ECL-Kit (Amersham) unter

Beachtung der Angaben des Herstellers und einem Rontgenfilm (Kodak) am Kodak-X-Omat.

Transferpuffer

Tris-Base 3,03g
Glycin 14,4¢
Methanol 200ml
ddH,O 1000ml
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Als Blocklosung wurde 5% Magermilch (w/v) in TBS mit 0.05% Tween 20 eingesetzt.
Alternativ wurde auch eine Blocklosung mit 3% Magermilch und 0.05% Tween und
Losungen mit 0.1% Tween eingesetzt.

Die Antikdrper wurden in derselben Losung auf die Membran gegeben.

Es wurden zahlreiche unterschiedliche Protokolle ausgetestet, um den gewiinschten Nachweis

von BMP-4 bzw BMP-7 zu erhalten.

Allgemeine Zellkultur

Das Arbeiten mit Zellkulturen erfolgte nach den allgemeinen Arbeitsbedingungen, wie von
Freshney (Pollard 1990) beschrieben. Alle Arbeiten fanden unter einer Sterilbank statt. Die
Zellen wurden in einem Brutschrank bei 37°C, 100% relativer Luftfeuchtigkeit und 5% CO,
in der Begasungsluft kultiviert. Fiir die kontinuierliche Kultur wurde fiir Tk-173 DMEM-
Medium, supplementiert mit 0,5 mM/ml L-Glutamin, 10% (v/v) FCS und 0,1% Plasmocin
und fiir Hk-2 Renal epithelial cell growth medium (Promocell) verwendet, wobei es sich um
ein Basalmedium handelt, das mit Epidermal Growth Factor 10 ng/ml, Insulin 5 pg/ml,
Hydrocortison 36 ng/ml, Triiodothyronin 6,7 ng/ml, Transferrin 5 pg/ml und Selen 5 ng/ml
angereichert wurde.

Fiir Tk-173 Priméarkulturen wurde DMEM-Medium mit 0,5 mM/ml L-Glutamin, 20% (v/v)
FCS und 0,1% Plasmocin Beimengung benutzt. Das Subkultivieren der transformierten
Fibroblasten erfolgte nach drei bis fiinf Tagen, das der Epithelzellen nach fiinf bis sieben
Tagen, wenn die Zellen konfluent waren. Zuerst wurden die Zellen mit 7 ml PBS gewaschen.
AnschlieBend wurden die Fibroblasten mit 2 ml Trypsin-EDTA bei 37°C fiir 5 min
abtrypsiniert. Die Tubuluszellen wurden mit 2 ml Accutase fiir 5 min. bei 37°C abgelost. Es
erfolgte ein Waschgang mit 7 ml des entsprechenden Mediums, dann wurden jeweils 2x10°
Zellen in neue T75-Zellkulturflaschen mit 12 ml Medium ausgesét. Die Kultivierung von
Primérzellen erfolgte in T12,5 Flaschen. 50% der Zellen wurden eingefroren, der Rest wieder

in Zellkulturflaschen ausgesit.

Kryokonservierung und Auftauen von Zellen

Die zur Lagerung bestimmten Zellen wurden, wie oben beschrieben, abgelost und
resuspendiert. Jeweils 0,8 ml der Zellsuspension und 0,8 ml Einfriermedium
(DMEM/FCS/DMSO 40/40/20 v/v/v) wurden in einem Kryor6hrchen vermischt. Danach
erfolgte flir 24 h die Lagerung der Kryor6hrchen in einer Styroporbox bei —80°C und im
Anschluss die Uberfithrung in den Stickstofftank (-196°C). Zum Auftauen der Zellen wurden
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die Kryor6hrchen im Wasserbad bei 37°C erwiarmt. Nachdem das Medium am Rand aufgetaut
war, wurden zu 10 ml gekiihtem DMEM 20% FCS-Medium gegeben und vermischt.
AnschlieBend folgten zwei Waschschritte in entsprechendem Medium und die Kultivierung,
wie beschrieben, in T-12,5-Zellkulturflaschen.

Die verwendeten Zellen wurden zur Untersuchung auf Mykoplasmen-Infektionen alle vier

Wochen mittels DAPI-Fiarbung einer DNS-Fluoreszenzuntersuchung unterzogen.

Stimulationsversuche

Um die moglichen Auswirkungen von Angiotensin II auf die Expression von BMP-4 und
BMP-7 bei den genannten Zelllinien festzustellen, wurden diese mit mit Angiotensin II
stimuliert.

HK-2-Zellen wurden fiir 12h mit Angiotensin II in Konzentrationen von 10'7, 10'5, und 1073
stimuliert. Im Anschluss erfolgte die oben beschriebene RNA-Isolierung zur Bestimmung

moglicher Auswirkungen auf die BMP-Expression.

2.2.5 Proliferationsassay

Mittels eines nicht-radioaktiven Proliferationsassays sollte in vivo untersucht werden, ob
BMP-4 oder BMP-7 eine Auswirkung auf die Proliferation von renalen Fibroblasten oder
proximale Tubuluszellen hat. Bei der Methode handelt es sich um einen indirekten ELISA,
der auf einem Nachweis des Thymidinanalogons Bromodeoxyuridin (BrdU) beruht (Gratzner
1982). Der Test wurde in drei Schritten durchgefiihrt: BrdU-Inkorporation, Inkubation mit
einem Peroxidase-gebundenen Anti-BrdU-Antikérper und Detektion mit Hilfe einer
Substratlosung. Es wurde mit einem Kit von Amersham Biosciences gearbeitet. Fiir alle
Stimulationsansitze wurde IMDM verwendet. Es wurden jeweils Sextetts mit verschiedenen
Zusitzen angesetzt.

Bei den Assays mit Tubuluszellen (HK-2) wurden 100 pl/Well Zellsuspension (70000
Zellen/ml) in 96-Well-Platten pipettiert und fiir 24h in renal epithelial cell growth medium
kultiviert. Bei den Assays mit Fibroblasten (TK-173) wurde eine Zellsuspension von 40000
Zellen/ml verwendet, die fiir 24h in DMEM-Medium mit 0,5 mM/ml L-Glutamin, 10% (v/v)
FCS und 0,1% Plasmocin kultiviert wurden. Im Anschluss wurden die Zellen fiir 24h in
IMDM kultiviert. Danach fand die Inkubation fiir 24h und 48h in 100 pl IMDM/Well mit
verschiedenen Zusitzen statt. Es wurden Sextetts mit den folgenden Zusétzen angesetzt:

BMP-4 oder BMP-7 in Konzentrationen von 1, 10 und 100 ng/ml, als Negativkontrolle diente
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IMDM ohne Zusétze, fiir die Positivkontrolle renal epithelial cell growth medium fir die HK-
2-Zellen bzw. DMEM mit den oben beschriebenen Supplementen fiir die TK-173-Zellen.
Nach der Stimulation wurden die Zellen fiir 4h in Medium mit einer BrdU-Konzentration von
10 uM bei 37°C inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen fiir 3x5 min. in der Waschldsung
(PBS) auf der Wippe gewaschen, danach folgten die Zellfixation und DNA-Denaturierung mit
Fixationslosung (Ethanol) fiir 30 min, die Blockierung in Blocking Reagenz (1% w/v Protein
in 50 mM Tris-HCl) fiir 30 min. und eine Inkubation mit dem Peroxidase-gebundenen
Antikérper fiir 2 h. Nach 3x5 min. Waschen in PBS wurden 100 pl Substratlosung
(Tetramethylbenzidin (TMB) in 15% Dimethylsulphoxid) fiir 10 min hinzugefiigt. Die
Messung der OD erfolgte bei 450 nm (Dynatech MR 400, Denkendorf, Deutschland). Als
zusitzliche Kontrollen dienten ein so genannter Assay blank-Ansatz, bei dem keine Zellen
kultiviert wurden, um festzustellen, ob unspezifische Signale auftreten und ein unspezifischer
Bindungs-Ansatz, bei dem keine Inkubation der Zellen mit BrdU stattfand, um

auszuschlieen, dass der Peroxidase-gekoppelte Sekundarantikorper unspezifisch bindet.

2.2.6 Statistische Analyse

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe der Software STATISTICA (data analysis
software system), version 9.1.

Fiir die Resultate aus den Zellkulturexperimenten (RT-PCR und Proliferationsassay), die als
Prozent der Negativkontrolle angegeben wurden, wurde ein t-Test durchgefiihrt, um
statistisch signifikante Unterschiede zu erfassen. Aufgrund der kleinen Fallzahlen mit 3
Wiederholungsversuchen konnen die p-Werte nur als Ergénzung der deskriptiven Statistik
betrachtet werden. Die Ergebnisse wurden bei den Proliferationsassays als Mittelwert mit
Minimum/Maximum und bei den PCR-Ergebnissen als Mittelwert mit Standardabweichung
dargestellt. ~ Als  statistisch  signifikant  wurden p-Werte  <0,05  definiert.
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3. Ergebnisse

3.1 Masson-Goldner-Firbung

Zur Untersuchung des tubulointerstitiellen Verhiltnisses diente eine Masson-Goldner-
Férbung, bei der sich das Zytoplasma rot farbt, wihrend das Bindegewebe griinlich erscheint.
Das Verfahren diente dazu zu tiiberpriifen, ob der Anteil an fibrotischem (interstitiellem)
Gewebe in den Proben von Patienten mit der Diagnosestellung ,,Nephrosklerose* erhoht ist.
Da es sich um menschliches Gewebe aus Nierenbiopsien handelte, standen fiir
Forschungszwecke nur begrenzte Gewebemengen zur Verfiigung. Bei den Proben aus den
gesunden Kontrollen zeigte sich in 3 exemplarisch ausgezéhlten Schnitten ein
durchschnittlicher Anteil von 75,6% Tubuli, im Vergleich zu 12,9% Interstitium. Der Anteil
an interstitiellem Gewebe variierte, je nach Schnitt, zwischen 31% und 15,2% (Tabelle 1).

In den nephrosklerotisch verdnderten Nieren zeigte sich im Vergleich in 3 exemplarisch
ausgezdhlten Schnitten ein Anteil von durchschnittlich 48,6% Tubuli zu 43,4% Interstitium
(Tabelle 2). Hier wvariierte der Anteil des Interstitiums, als Ausdruck fiir den
Fibrosierungsgrad, zwischen 50,8% und 46,25%. In dem Gewebe der Patienten mit
Nephrosklerose zeigte sich somit ein deutlicher Riickgang an funktionellem Gewebe, als
Charakteristikum fiir die fortgeschrittene Erkrankung.

Patientendaten lagen leider nur fiir die Patienten mit Nephrosklerose vor (Tabelle 3). Hier
zeigte sich eine mittlere Erkrankungsdauer von 14 Jahren, bei bereits fortgeschrittenem
renaler Funktionseinschrankung mit einer Kreatininclearance von 39 ml/min im Median und
einer pathologisch gesteigerten Proteinurie von 0,5 g/Tag. Referenzwerte liegen fiir die
Kreatininclearance zwischen 80 und 140 ml/min und flir die Proteinausscheidung bei
0,150 g/Tag.

Diese Daten untermauern die Annahme, dass es sich um ein klinisch fortgeschrittenes

Krankheitsstadium handelte.
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Gesichtsfelder | Nummer Tubulus | Interstitium | Glomeruli | Gefidlle Vergroflerung
2 03/03 V55 | 60% 31% 7% 2% 200
5 05/03 V55 | 77,7% | 10,2% 9,.2% 2,9% 200
5 07/03 V55 1 73,9% | 15,7% 7,7% 2,7% 200

Tabelle 1: Auswertung der Trichomfarbung an gesunden

Kontrollen. Dargestellt sind der Anteil an

Tubuli, Interstitium, Glomeruli und Gefafien in je nach Schnitt 2 und 5 ausgezahlten Gesichtsfeldern

bei 200-facher VergroRerung.

Gesichtsfelder | Nummer | Tubulus | Interstitium | Glomeruli | Gefdle | VergroBerung
5 101740/03 | 38,4% 50,7% 7,4% 4,5% 200
5 100167/03 | 56,7% 32,1% 5,5% 5,7% 200
4 100999/03 | 47,8% 46,3% 4,5% 1,5% 200

Tabelle 2: Auswertung der Trichromféarbung bei der Nephrosklerose. Dargestellt sind der Anteil an

Tubuli, Interstitium, Glomeruli und Gefal3en in je nach Schnitt 4-5 ausgezahlten Gesichtsfeldern bei

200-facher VergroRRerung.

Patientenzahl

Alter (Median)

Minner / Frauen (n)

Krankheitsdauer (Jahre)

Kreatininclearance (ml/min) (Median)

Proteinurie (g/Tag) (Median)

Tabelle 3:

Immunhistochemie.

Nephrosklerose.

Darstellung der

Dargestellt sind die Daten der

12

64.5 (Quartil 25.-75.: 58,5-67.5)

9/3

Patientendaten

14 (7-25.8)
39.0 (Quartil 25.-75.: 15.5-56.4)
0.5 (Quartil 25.-75.: 0.2-1.4)

die

Patienten mit

far

Masson-Goldner-Farbung

und die

histologisch gesicherter
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Kontrollniere (A)

Nephrosklerose (B)

Abbildung 3 A und B Darstellung des tubulo-interstitiellen Verhaltnisses (200-fache Vergrof3erung).
Hier zeigte sich eine deutlich erhohte interstitielle Fibrosierung (grinliche Farbung) bei der
Nephrosklerose (B).
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3.2 Immunhistochemie fiir BMP-7

Die Immunlokalisation von BMP-7 wurde zunichst mittels immunhistochemischer Farbung
an Paraffinschnitten charakterisiert. Es lieBen sich dhnliche Expressionsmuster im gesunden
Nierengewebe wie im nephrosklerotischen Nierengewebe nachweisen.

Im gesunden Nierengewebe war die Expression von BMP-7 vorwiegend endoluminal in den
distalen Tubulusepithelien und in den Sammelrohren nachzuweisen. In den proximalen
Tubuluszellen fand sich keine Expression von BMP-7.

Bei der Nephrosklerose fand sich ebenfalls eine endoluminale Expression in distalen
Tubulusepithelien und in den Sammelrohren. Bei gleichen Expressionsmustern zeigte sich die

Intensitit der Expression bei der Nephrosklerose insgesamt deutlich vermindert.

3.3 Immunhistochemie fiir BMP-4

Fiir BMP-4 zeigte sich insgesamt eine niedrigere Expression im Vergleich zur Expression
von BMP-7. Die Expressionsmuster waren dhnlich wie bet BMP-7 vorwiegend endoluminal
in den distalen Tubulusepithelien und in den Sammelrohren nachzuweisen. In den proximalen
Tubuluszellen zeigte sich ebenfalls keine Expression. Bei den Schnitten aus
nephrosklerotischen Nieren zeigte sich analog zu den Ergebnissen bei BMP-7 das gleiche
Expressionsmuster wie bei den gesunden Kontrollen. Allerdings fand sich bei BMP-4 kein

Hinweis auf einen quantitativen Unterschied in der Expression.
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Nephrosklerose (B)

Abbildung 4 A und B Immunhistochemie fur BMP-7 in gesundem Nierengewebe und in
nephrosklerotischem Nierengewebe (400-fache VergroRerung). Die Farbung erfolgte mit dem roten
Farbstoff 3-Amino-9-Ethylcarbazol (AEC). Mit Antikérper fir BMP-7 endoluminale Expression in den
Tubuli (A, B). Im nephrosklerotischen Nierengewebe zeigte sich eine verminderte Expression (B).

37



Nephrosklerose (B)
Abbildung 5 A und B Immunhistochemie fur BMP-4 in gesundem Nierengewebe (A) und in
nephrosklerotischem Nierengewebe (B). Mit Antikorper fir BMP-4 endoluminale Expression in den
Tubuli (A, B) ohne Unterschiede in der Expression.
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3.4 Real-time PCR

3.4.1 Einfluss der Stimulation von AT II auf die Expression von BMP-7

Die Expression von BMP-7 wurde nach 12h-Stimulation von HK-2-Zellen mit AT II in
Konzentrationen von 10° M, 10° M und 107 M mittels real-time PCR quantifiziert. Fiir
BMP-7 zeigte sich nach Stimulation in den niedrigeren Konzentrationen von 10” und 107 M
eine deutlich verminderte Expression von BMP-7 im Vergleich zu unstimulierten
Tubuluszellen. Die stdrkste Erniedrigung der BMP-7-Expression auf 13,65 + 26,73% im
Vergleich zu unstimulierten Zellen zeigte sich bei einer Konzentration von 10° M AT-IL

In der statistischen Analyse zeigten sich hohe Standardabweichungen als Folge hoher PCR-
Zyklenzahlen von 30-35 Zyklen. Eine signifikant verminderte Expression von BMP-7 zeigte
sich nach Stimulation mit der hchsten verwendeten Konzentration von 107> AT II auf 15,3 +

24,19% (p<0,001) in der untersuchten Zellreihe.
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AT-Il Konzentrationen

Abbildung 6 BMP-7-Expression in proximalen Tubuluszellen (HK-2) nach Stimulation mit AT Il in
unterschiedlichen Konzentrationen, dargestellt in % von unstimulierten Zellen. Unter der héchsten

Stimulation mit 10° M AT Il lieB sich eine signifikant verminderte Expression von BMP-7 erkennen.
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3.4.2 Einfluss der Stimulation von AT II auf die Expression von BMP-4

Die Expression von BMP-4 wurde ebenfalls nach 12h-Stimulation von HK-2-Zellen mit AT
IT in den oben genannten Konzentrationen mittels real-time PCR quantifiziert. Es fanden sich
keine signifikanten Unterschiede in der Expression von BMP-4.

Bei einer Stimulation mit 107 und 10° M AT-II zeigte sich eine leicht verminderte
Expression im Vergleich zur Negativkontrolle. Bei der hochsten Stimulationskonzentration
von 107 M AT-II zeigte sich ebenfalls eine leicht verminderte Expression von 89,07 +
11,92%  ohne statistisch signifikanten Unterschied (p=0,153) im Vergleich zu den
Kontrollbedingungen.

BMP-4
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AT-Il Konzentrationen

Abbildung 7 BMP-4-Expression in proximalen Tubuluszellen (HK-2) nach Stimulation mit AT 1l in
unterschiedlichen Konzentrationen, dargestellt in % von unstimulierten Zellen. Unter Stimulation mit
AT Il lieBen sich keine signifikanten Unterschiede im Vergleich zu unstimulierten Zellen auf die
Expression von BMP-4 erkennen.
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3.5 Westernblot fiir BMP-4 und BMP-7

Zum Nachweis von BMP-4 und BMP-7 auf Proteinebene sollte ein Immunoblot etabliert
werden. Im Anschluss sollten die in der PCR durchgefiihrten Stimulationsversuche fiir den
Nachweis von Regulationsmechanismen auf Proteinebene etabliert werden. Leider gelang in
der Zeit der Fertigstellung dieser Arbeit keine Etablierung des Immunoblots, da mit
verschiedenen verwendeten Antikorpern, Inkubationszeiten und Antikdrperverdiinnungen
keine reproduzierbaren Ergebnisse erzielt werden konnten. Die Kochzeiten mit
Mercaptoethanol wurden auf bis zu 15 min. ausgedehnt, um sicherzustellen, dass alle
Disulfidbriicken aufgespalten werden und so keine Dimere mehr vorhanden sind. Am ehesten
liegt die fehlende Detektionsmdoglichkeit an der geringen Expression der BMPs im

Nierengewebe und der geringen Sensitivitit der vorhandenen Antikorper.

3.6 Proliferationsassay

Zur Untersuchung eines moglichen Einflusses der BMP’s auf die Mitoserate der proximalen
Tubuluszellen sowie auf Fibroblasten wurde ein auf der indirekten Messung der Inkorporation
von BrdU basierender Proliferationsassay durchgefiihrt. Die Zelllinie HK-2 (proximale
Tubuluszellen) wurde zunéchst fiir 24h in renal epithelial cell growth medium, die TK 173
(Fibroblasten) in DMEM-Medium mit 0,5 mM/ml L-Glutamin, 10% (v/v) FCS und 0,1%
Plasmocin kultiviert.

Im Anschluss erfolgte eine 24h dauernde Inkubation in IMDM ohne Zusétze. Darauf wurden
die Zellen fir 24 und 48h mit BMP-4 und BMP-7 in den Konzentrationen 1, 10 und
100 ng/ml stimuliert, als Negativkontrolle diente IMDM ohne Zusitze, als Positivkontrolle
renal epithelial cell growth medium bei den HK-2-Zellen sowie DMEM mit den aufgefiihrten
Supplementen fiir die TK-173-Zellen. Die Inkubation fiir 72h wurde nicht durchgefiihrt, da in
Vorversuchen bei der Negativkontrolle der Zelllinie HK-2 eine langere Inkubation von den

Zellen nicht toleriert wurde und ein Grofteil der Zellen abstarb.
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3.6.1 Einfluss von BMP-7 auf die Proliferationsrate von proximalen Tubuluszellen

In humanen proximalen Tubuluszellen (HK-2-Zellen) konnte kein konzentrationsabhingiger
Einfluss auf die Proliferationsrate nachgewiesen werden. Die Proliferation von HK-2-Zellen
wurde durch BMP-7 in einer Konzentration von 1 ng/ml und 10 ng/ml geringgradig
gesteigert (126% und 122% der Negativkontrolle). Bei einer Konzentration von 100 ng/ml
waren keinerlei Unterschiede nachweisbar (100% der Negativkontrolle). Es zeigte sich im
Vergleich zur Negativkontrolle kein statistisch signifikanter Unterschied in der

Proliferationsrate unter Stimulation mit BMP-7.

Proliferation HK 2
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Abbildung 8 Proliferationsassay von HK-2-Zellen nach 48 h Stimulation mit BMP-7. Die dargestellten
Werte sind Mittelwerte in % von unstimulierten Zellen (Negativkontrolle) mit Minimum und Maximum
aus drei unterschiedlichen Versuchsansatzen. Es war kein statistisch signifikanter Unterschied fir die

Stimulation mit BMP-7 im Vergleich zu unstimulierten Zellen nachweisbar.
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3.6.2 Einfluss von BMP-4 auf die Proliferationsrate von proximalen Tubuluszellen

Bei den HK-2-Zellen konnte auch fiir BMP-4 kein konzentrationsabhéingiger Einfluss auf die
Proliferationsrate beobachtet werden. Die Proliferation von HK-2-Zellen wurde durch BMP-4
in einer Konzentration von 10 ng/ml und 100 ng/ml geringgradig gesteigert (jeweils 122%
der Negativkontrolle). Bei einer Konzentration von 1 ng/ml konnte ein geringer
antiproliferativer Effekt beobachtet werden (92% der Negativkontrolle). Es zeigte sich im
Vergleich zur Negativkontrolle kein statistisch signifikanter Unterschied in der

Proliferationsrate unter Stimulation mit BMP-4.
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Abbildung 9 Proliferationsassay von HK-2-Zellen nach 48 h Stimulation mit BMP-4. Die dargestellten
Werte sind Mittelwerte in % von unstimulierten Zellen (Negativkontrolle) mit Minimum und Maximum
aus drei unterschiedlichen Versuchsansatzen. Fiur die Stimulationsansatze zeigte sich kein statistisch

signifikanter Unterschied im Vergleich zu unstimulierten Zellen.

43



3.6.3 Einfluss von BMP-7 auf die Proliferationsrate von Fibroblasten

Die Inkubation der Fibroblastenreihe TK-173 mit BMP-7 zeigte keinen signifikanten Einfluss
auf die Proliferationsrate. Bei einer Konzentration von 1 ng/ml BMP-7 konnte eine geringe
Inhibition der Proliferation von TK-173-Zellen im Vergleich zur Negativkontrolle beobachtet
werden (83% der Negativkontrolle), bei einer Konzentration von 10 ng/ml zeigte sich eine
leichte Steigerung der Proliferation (106% der Negativkontrolle). Bei der hochsten
Stimulationskonzentration von 100 ng/ml fand sich eine Inhibition der Proliferation (88% der
Negativkontrolle). Es zeigten sich sehr hohe Schwankungsbreiten in den unterschiedlichen
Versuchsansétzen. Statistisch signifikante Unterschiede in der Proliferationsrate waren im

Vergleich zur Negativkontrolle unter Stimulation mit BMP-7 nicht nachweisbar.
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Abbildung 10 Proliferationsassay von TK-173-Zellen nach 48 h Stimulation mit BMP-7. Die
dargestellten Werte sind Mittelwerte in % von unstimulierten Zellen (Negativkontrolle) mit Minimum
und Maximum aus drei unterschiedlichen Versuchsansatzen. Fir die Stimulationsansatze zeigte sich
kein statistisch signifikanter Unterschied im Vergleich zu unstimulierten Zellen.
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3.6.4 Einfluss von BMP-4 auf die Proliferationsrate von Fibroblasten

Die Inkubation der TK-173-Zellen mit BMP-4 zeigte keinen signifikanten Einfluss auf die
Proliferationsrate. Bei einer Konzentration von 10 ng/ml BMP-4 konnte eine geringe
Inhibition der Proliferation von TK-173-Zellen im Vergleich zur Negativkontrolle beobachtet
werden (83% der Negativkontrolle). Bei einer Konzentration von 100 ng/ml fand sich eine
leichte Steigerung der Proliferation (107% der Negativkontrolle). Es zeigte sich im Vergleich
zur Negativkontrolle kein statistisch signifikanter Unterschied in der Proliferationsrate unter

Stimulation mit BMP-4.
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Abbildung 11 Proliferationsassay von TK-173-Zellen nach 48 h Stimulation mit BMP-4. Die
dargestellten Werte sind Mittelwerte in % von unstimulierten Zellen (Negativkontrolle) mit Minimum
und Maximum aus drei unterschiedlichen Versuchsansatzen. Fir die Stimulationsansatze zeigte sich

kein statistisch signifikanter Unterschied im Vergleich zu unstimulierten Zellen.

45



4. Diskussion
4.1 Fibrose
4.1.1 Deutlich erhohter Fibrosierungsgrad bei der Nephrosklerose

Basis der Arbeiten war die Charakterisierung des Gewebes. Hierbei zeigte die Masson-
Goldner-Farbung einen deutlich erhohten Fibrosierungsgrad bei den Gewebeproben aus
nephrosklerotischen Nieren, was neben erhdhten Serumkreatininwerten und pathologischer
Proteinausscheidung im Urin auf ein fortgeschrittenes Krankheitsstadium hinweist. Es muss
darauf hingewiesen werden, dass nur begrenzte Gewebemengen zur Verfiigung standen. Aus
ethischen Griinden konnte kein zusitzliches Gewebe fiir Forschungszwecke entnommen
werden. Fiir histologische Untersuchungen werden relativ groe Gewebemengen bendtigt, so
dass fiir die von uns durchgefiihrten Versuche einschlieBlich einer Reihe von Vorversuchen
an menschlichem Gewebe aus Nierenbiopsien diese Limitation toleriert werden musste. In der
hier vorliegenden Arbeit erfolgte die Charakterisierung der Gewebeproben durch einen
erfahrenen Nephropathologen (Prof. Dr. Grone, Heidelberg). Kritisch bleibt anzumerken, dass
es sich bei dem gesunden Gewebe aus Kontrollnieren um Praparate aus Tumornephrektomien

handelte, wobei die gesunden Anteile der Organresektate verwendet wurden.

4.1.2 Nierenfibrose als morphologisches Korrelat der Niereninsuffizienz

Die Nierenfibrose stellt das morphologische Korrelat der Niereninsuffizienz bei der
Nephrosklerose und zahlreichen anderen Erkrankungen dar (Strutz und Muller 1999). Erste
Arbeiten, die systematisch einen Zusammenhang zwischen Morphologie und Nierenfunktion
belegen, stammen aus den spiten sechziger und frithen siebziger Jahren (Risdon et al. 1968;
Schainuck et al. 1970; Striker et al. 1970). Erstmals konnte die Arbeitsgruppe von Bohle ein
Jahrzehnt spiter in signifikantem Ausmall nachweisen, dass die Serumkreatininkonzentration
als negativ korreliertes Mal} fiir die exkretorische Nierenfunktion mit der Zunahme des
tubulointerstitiellen Raumes und dem Fibrosegrad zunimmt (Bohle et al. 1977; Bohle et al.
1979). Es gelang auch, auf der Grundlage des Fibroseausmalles prognostische Aussagen zum
Krankheitsverlauf zu treffen (Bohle et al. 1992; Bohle et al. 1994). Es werden verschiedene
Hypothesen diskutiert, wie die Fibrosierung zu einer Einschrinkung der renalen Funktion
filhrt. Neben der Hypothese, dass Glomeruli ohne tubuldren Anschluss gebildet werden
(Marcussen 1995; 2000), steht heute eher die Annahme im Vordergrund, dass eine Verengung

und der Untergang von postglomeruldren Kapillaren zu funktionellen Einschrinkungen des
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Organs fithren. Erste Uberlegungen hierzu wurden erstmals 1963 angestellt (Ljungqvist
1963). In weiteren Untersuchungen konnte diese Annahme bestitigt werden (Kang et al.
2002). Die reduzierte Kapillaranzahl fithrt zu einer Minderversorgung des Gewebes mit
Sauerstoff mit konsekutiver Ausschiittung von profibrogenen Zytokinen und fortschreitendem
Verlust der Nierenfunktion. Die Hypoxie fiihrt hier neben weiteren Faktoren zu einer erhdhten
Matrixsynthese in proximalen Tubuluszellen und Fibroblasten (Norman et al. 2000; Norman
und Fine 2006). Wenn in frithen Stadien der Nephrosklerose eine bestimmte Anzahl von
Nephronen untergegangen ist, kommt es zu einer kompensatorischen Dilatation afferenter
Abschnitte der intakten Nephrone. Konsekutiv kommt es zu einer fokalen Glomerulosklerose
dieser intakten Abschnitte (Harvey et al. 1992). Primdr auffallend sind die histologischen
Verdnderungen an den GefdBen. Hierbei kommt es in Folge des erhohten Druckes zu einer
Hyalinose der Vasa afferentia mit Verbreiterung der Tunica externa. Durch eine
Verdoppelung der Membrana elastica interna kommt es zu einer Verdickung der Tunica
intima und in der Folge zu einer glomeruldren Sklerose und tubuldrer Atrophie (Dasgupta et
al. 2007). Im Zuge der dadurch auftretenden GefdBBverengungen kommt es zur Aktivierung
des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems, was eine weitere Blutdrucksteigerung zur Folge
hat (Luke und Curtis 1993). Neben dem Grad der Fibrosierung finden sich in neueren
Arbeiten zur Nephrosklerose differenzierte Untersuchungen glomerulosklerotischer
Veridnderungen und deren Folgen. Hill unterscheidet in seiner Ubersichtsarbeit neben
ungeschidigten Glomeruli zwei Typen von pathologisch verdnderten Glomeruli. Zum einen
gibt es ischdmische Glomeruli mit unterschiedlichen Stadien eines GefaBkollapses, zum
anderen hypertrophierte Glomeruli, bei denen es zu einem Verlust der Autoregulation kommt,

was neben der Ischdmie zu einem Fortschreiten der Erkrankung beitragt (Hill 2008).

4.1.3 Zur Pathophysiologie der Fibrosierung

Die Fibrosierung verlduft analog zur physiologischen bindegewebigen Defektheilung bei der
reguldren Wundheilung. Sie wird willkiirlich in drei Abschnitte eingeteilt: Induktions-,
Inflammations- und Postinflammationsphase (Kuncio et al. 1991). In der Induktionsphase
kommt es zu einer Infiltration des interstitiellen Gewebes durch mononukledre Zellen und
Lymphozyten (Muller et al. 1992; Strutz und Neilson 1994). Es konnte gezeigt werden, dass
eine Zunahme des Fibrosierungsgrades mit einer gesteigerten Mastzellinfiltration einhergeht

(Kondo et al. 2001).
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Die Infiltration der immunkompetenten Zellen wird durch eine Reihe von Zytokinen
vermittelt, die neben chemotaktischen auch profibrogene Effekte induzieren (Strutz und
Neilson 1994). Bei den Zytokinen handelt es sich um eine Gruppe von Substanzen, durch die
inflammatorische Prozesse im Rahmen der Fibrogenese gesteuert und beeinflusst werden.
Zwei wichtige Substanzen stellen dabei TNF-a und Interleukin 1 dar. Sie sind in der Lage,
eine Infiltration von Entziindungszellen (Leukozyten) zu induzieren (Wardle 1993).

Die zweite Phase der Fibrose ist durch eine gesteigerte Matrixbildung bei gleichzeitig
vermindertem Matrixabbau gekennzeichnet, so dass das vorher bestehende Gleichgewicht in
Richtung einer vermehrten Synthese verlagert wird (Jones CL et al. 1992). In diesem
Abschnitt der inflammatorischen Matrixsynthese werden Fibroblasten durch zahlreiche
Zytokine aus immigrierten und residenten (renalen) Zellen stimuliert und zur Synthese von
Bestandteilen der extrazelluldren Matrix angeregt. Zu den Bestandteilen der extrazelluldren
Matrix gehoren Kollagene vom Typ I, III und IV sowie Proteoglykane und Fibronektin.

In der dritten Phase der postinflammatorischen Matrixsynthese unterscheidet sich die renale
Fibrogenese entscheidend von der physiologischen Wundheilung. Wéhrend es dort zu einer
Resolution kommt, in der Proliferations- und Synthesevorgénge zum Stillstand kommen, wird
in der Niere die Matrixdeposition auch nach dem Abklingen des primiren
Entziindungsstimulus fortgesetzt. In der Folge kommt es dann zu relevanten morphologischen
Verdnderungen und in der Konsequenz zu einem Verlust der Organfunktion. In dieser Phase

sind zahlreiche proliferierende Fibroblasten nachweisbar (Ng et al. 1998).

4.2. Begrenzte therapeutische Moglichkeiten bei Nephrosklerose

Die beschriebenen Mechanismen lassen sich nach heutigem Kenntnisstand nicht
pharmakologisch aufhalten. Eine Stagnation des Verlustes der Nierenfunktion durch eine
medikamentdse Behandlung kann in fortgeschrittenen Krankheitsstadien leider nicht bewirkt
werden. Durch die Gabe von Hemmern des RAAS kann lediglich eine Verzogerung erreicht
werden. Demographische Entwicklungen mit einem zunehmenden Alter der Bevdlkerung
gehen mit einer erhohten Inzidenz der Nephrosklerose und anderen vaskuldren Erkrankungen
einher. Von klinischer Seite bleibt zu bemerken, dass der Einsatz von Hemmern des RAAS
bei unbedachtem Einsatz gerade bei dlteren Patienten auch Probleme wie Storungen des
Elektrolythaushaltes, Auftreten eines akuten Nierenversagens und bei Polypharmazie
Interaktion mit anderen Medikamenten mit sich bringen kann (Boyd et al. 2005; Turgut et al.

2010). Die Erkundung neuer therapeutischer Ansatzpunkte auf der Basis
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molekularbiologischer Erkenntnisse ist notwendig. Ein Ziel der laborexperimentellen
Forschung ist die mittelfristige Entwicklung neuer Therapiestrategien zur Behandlung der
immer bedeutsamer werdenden chronischen Erkrankungen. BMP’s konnten aufgrund der
Vorbefunde und der hier vorliegenden Ergebnisse fiir die Nephrosklerose und weitere Formen

der chronischen Niereninsuffizienz einen interessanten Ansatzpunkt darstellen.

4.3 Die Rolle von BMP’s in der Pathophysiologie der Nephrosklerose

Da fiir BMP-7 protektive und regeneratorische Effekte bei progressiven Nierenerkrankungen
und der Atherosklerose im Tiermodell beschrieben und fiir BMP-4 pathogenetisch relevante
Wirkungen bei der Atherosklerose postuliert wurden, erwarteten wir auch einen
Zusammenhang mit dem pathogenetisch bedeutsamen RAAS in der Nephrosklerose. In der
Zellkultur lieB sich eine mesenchymal-epitheliale Transition als Hinweis auf eine regenerative
Wirkung von BMP-7 beobachten. Bei der Atherosklerose vermag BMP-7 im Mausmodell
Kalzifizierungsprozesse zu antagonisieren (Zeisberg et al. 2005). Unsere Ergebnisse in der
Immunhistochemie sowie in der PCR, die auf eine verminderte BMP-7-Konzentration bei der
Nephrosklerose hinweisen, lassen eine Bedeutung von BMP-7 bei der Nephrosklerose
vermuten.

Insbesondere stellen unsere Untersuchungen erste Ergebnisse der moglichen Rolle von BMP-
7 und BMP-4 bei der humanen Nephrosklerose dar. Die Verabreichung von BMP-7 stellt
moglicherweise auf Basis der bisherigen Ergebnisse beim Menschen einen besonders
interessanten Ansatz zur Therapie der Nephrosklerose dar. In Folgeexperimenten miissen
jedoch die Wirkmechanismen exakter untersucht werden. Ein moglicher klinischer Einsatz
von BMP-7 ist mit einigen Problemen assoziiert, was durch die bisherigen Erfahrungen im

Einsatz von BMP-7 in der Traumatologie belegt wird.

4.4 Bisherige Erfahrung im klinischen Einsatz von BMP-7 in der Traumatologie

Im Bereich der Traumatologie bestehen bereits klinische Erfahrungen im Einsatz von BMP-7.
Seit Mai 2001 ist rekombinantes humanes BMP-7 fiir den Einsatz bei fehlender
Knochenheilung nach Frakturen zugelassen, wenn auch durch eine Spongiosaplastik kein
wiinschenswerter Erfolg erzielt werden konnte. Es bewirkt die Differenzierung von
Stammzellen zu reifen Osteoblasten. Eine Applikation erfolgt intraoperativ lokal und fiihrt zu

klinisch erfreulichen Ergebnissen (Zimmermann et al. 2006). Kritisch muss angemerkt
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werden, dass eine Bostoner Arbeitsgruppe bei einem Teil von mit BMP-7 behandelten
Patienten nach Applikation heterotope Ossifikationen beschrieb. Subkutane Injektionen von
BMP-7 fiihrten zu Ossifikationen im Bereich der Injektionsstellen. Diese konnten jedoch
komplikationsfrei chirurgisch reseziert werden (Axelrad et al. 2008). Eine Wirkung am
Knochen ist vor dem Hintergrund der Behandlung einer renalen Osteopathie, unter der ein
Grofiteil der terminal niereninsuffizienten Patienten leidet, erstrebenswert. Eine lokale
Applikation in der Niere erscheint eher schwierig. Ossifikationen am Organ kénnten zu
weiteren Komplikationen fithren. Selbst wenn der Nachweis einer Wirksamkeit bei der
Nephrosklerose und anderen progredienten Nierenerkrankungen erbracht werden kann, muss

das Problem der Applikation noch gelost werden.

4.5 Charakterisierung von BMP-7 und BMP-4 in nephrosklerotisch verindertem und
gesundem humanen Nierengewebe

In dieser Arbeit ist es erstmalig gelungen, in der adulten humanen Niere an gesundem und
nephrosklerotisch verandertem Nierengewebe die untersuchten BMP’s nachzuweisen.

Zur erstmaligen Charakterisierung der Expression von BMP-4 und BMP-7 wurden
immunhistochemische Fiarbungen fiir beide Molekiile angefertigt. Bisher war noch kein
Nachweis auf mRNA- und Proteinebene fiir die Expression von BMP-4 und BMP-7 in
humanem Nierengewebe erbracht worden. Es sollte untersucht werden, wo sich eine
Expression von BMP’s in der Niere nachweisen l4sst und ob sich die Expression der BMP’s
in gesundem Nierengewebe von der in nephrosklerotisch verdndertem Gewebe unterscheidet.
Fiir das protektiv regeneratorisch wirkende BMP-7 zeigten sich bei der Nephrosklerose wie
im gesunden Nierengewebe dhnliche Expressionsmuster. Eine Expression zeigte sich
vorwiegend endoluminal in den distalen Tubuluszellen sowie in den Sammelrohren, wobei
die Expression insgesamt bei der Nephrosklerose leicht vermindert war. Die von uns
nachgewiesene endoluminale Expression von BMP-7 im Bereich der distalen Tubuli und
Sammelrohre deckt sich mit den Ergebnissen der Arbeitsgruppe von Wetzel, die dhnliche
Expressionsmuster in gesundem humanen Nierengewebe finden konnte (Wetzel et al. 2006).
Im Rahmen des Fortschreitens der Nephrosklerose konnte es zu einer Abnahme der Bildung
von BMP-7 kommen. Da BMP-7 protektive Wirkungen zu haben scheint, konnte diese
verminderte Expression zu einem Fortschreiten der Erkrankung beitragen. Eine Applikation
von BMP-7 konnte daher eine Progression der Erkrankung verzégern oder authalten.
Wiinschenswert wire es, eine Reversibilitit der Umbauprozesse (wie im Tiermodell gesehen)

zu erlangen.

50



Fiir BMP-4 fand sich in der Immunhistochemie eine endoluminale Expression, die geringer
ausgepragt war, als die Expression von BMP-7. Es zeigten sich jedoch keine Unterschiede in
der Lokalisation oder Quantitit der Expression von BMP-4 zwischen den untersuchten
Gewebeschnitten. Eine Erkldrung hierfiir konnte sein, dass die Sklerose schon weit
fortgeschritten ist und die Unterschiede eher in einem fritheren Stadium sichtbar wiren, bevor
eine stiarkere Fibrosierung eingetreten ist. Eine vermehrte Expression von BMP-4 als
krankheitsféorderndem Zytokin wire demnach in einer frithen Phase der Nephrosklerose
nachweisbar, bevor die Fibrosierung ein Stadium wie in den von uns untersuchten Préparaten
erreicht hat. In den Arbeiten von Dhore konnte BMP-4 jedoch auch bei fortgeschrittenen
Stadien der Atherosklerose nachgewiesen werden. Ein direkter Vergleich der in unserer
Arbeit untersuchten Nephrosklerose mit Atherosklerose erscheint schwierig (Dhore et al.
2001). In verschiedenen Tiermodellen konnte fiir BMP-4 ein mdglicher Interaktionsweg mit
dem RAAS aufgezeigt werden. Eine chinesische Arbeitsgruppe konnte kiirzlich an
Hauptschlagadern von Méausen nachweisen, dass eine entzilindliche endotheliale Dysfunktion
durch BMP-4 {iber eine Hochregulation von Cyclooxygenase 2 (COX-2) reguliert wird.
Besonders interessant ist, das in dieser Arbeit ein immunhistochemischer Nachweis sowie ein
Nachweis auf Proteinebene im Westernblot gelang (Wong et al. 2010).

Eine deutsche Arbeitsgruppe konnte bei Applikation von AT-II in Ratten unter anderem eine
direkte Steigerung der COX-2-RNA-Expressionsraten in Glomeruli nachweisen Diese
Ergebnisse erhédrten den Verdacht, dass ein Zusammenhang zwischen dem RAAS und der
Funktion von BMP-4 auf diesem Niveau bestechen konnte (Doller et al. 2009).
Folgeexperimente sollten sich auf die Untersuchung dieses moglichen Interaktionsfeldes

konzentrieren.

4.6 Unterschiedliche Expressionsmuster von BMP-7 in der PCR

Unsere Vorannahmen und die Beobachtungen in der Immunhistochemie konnten durch Daten
aus einem Verbundprojekt, der European renal cDNA Bank, die mittels PCR erhoben wurden,
bestitigt werden. In diesem Projekt werden seit 1998 europaweit Gewebe aus Nierenbiopsien
gesammelt und der Bank zugefiihrt (Cohen et al. 2002, Koziolek et al. 2007). So zeigte sich
bei der Nephrosklerose die Expression von BMP-7 im Tubulointerstitium im Vergleich zu
gesundem Nierengewebe vermindert (Bramlage et al. 2010).

Das konnte zu der Annahme fithren, dass durch AT II vermittelt auf RNA-Ebene BMP-7
vermindert exprimiert wird. Es gibt zahlreiche Untersuchungen, die darauf hinweisen, dass

sich bedeutende pathophysiologische Prozesse, die zu einer Funktionseinschrinkung der
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Niere fithren, im Tubulointerstitium abspielen. Eine verminderte Expression von BMP-7 ldsst
sich in verschiedenen nephrologischen Erkrankungen im Tiermodell beobachten (Bramlage et
al. 2005). Eine Progression der Fibrosierung in spéten Stadien von Nephropathien ist mit
einem Verlust der BMP-7-Expression vergesellschaftet.

In den Daten aus dem genannten Verbundprojekt fanden sich in den Glomeruli keine
signifikanten Unterschiede in der Expressionsrate von BMP-7 im Vergleich zwischen
Glomeruli aus gesunden und Glomeruli aus nephrosklerotischen Nieren.

Eine mogliche Erkldrung ist die insgesamt sehr niedrige Expression von BMP’s in humanen
Glomeruli, denn ein Nachweis fand sich erst bei relativ hohen PCR-Zyklenzahlen (30-35
PCR-Zyklen). Die Lokalisation von BMP-7 in der adulten Niere ist noch wenig erforscht und
in der Literatur finden sich wie bereits angedeutet widerspriichliche Aussagen. Der
Arbeitsgruppe von Wetzel gelang es nicht, BMP-7 in Glomeruli oder proximalen
Tubuluszellen nachzuweisen. In der PCR zeigte sich ebenfalls keine Expression in isolierten
Glomeruli humaner Nieren. In distalen Tubuli fand sich dagegen eine Expression von BMP-7,
was sich mit unseren Ergebnissen in der Immunhistochemie deckt (Wetzel et al. 2006). Die
Gruppe um Rudnicky dagegen konnte BMP-7 in proximalen Tubuluszellen nachweisen. Bei
Patienten mit proteinurischer Nephropathie zeigte sich hier die Expression von BMP-7 im
Vergleich zu gesunden Patienten (als moglicher korpereigener tubuloprotektiver
Mechanismus) erhoht. In den Glomeruli fand sich ebenfalls keine Expression (Rudnicki et al.
2007).

In Glomeruli von Nagern konnte eine Expression von BMP-7 und seinen Rezeptoren
nachgewiesen werden. In vivo finden sich hier zahlreiche Nachweise von BMP-7 in
Glomeruli aus Nierengewebe von Ratten (Bosukonda et al. 2000; Biyikli et al. 2005) und
Maiusen (Simon et al. 1999; Gould et al. 2002).

Die beschriebenen Beobachtungen decken sich mit einer Reihe von Untersuchungen
unterschiedlicher Krankheitsmodelle im Tierversuch (Dube et al. 2004; Biyikli et al. 2005;
Mitu und Hirschberg 2008). Das beinhaltet den akuten ischdmischen Nierenschaden, die
tubulointerstitielle Fibrose und die diabetische Nephropathie. Experimente an Nagern mit
Streptozotozin-induziertem Diabetes konnten nach 15 Wochen eine um die Hélfte reduzierte
renale Expression von BMP-7 und nach 30 Wochen eine Reduktion auf 10% im Vergleich zu
den Kontrolltieren zeigen (Wang SN et al. 2001).

In Zukunft miissen weitere standardisierte  Untersuchungen an  spezifischen

Nierenerkrankungen erfolgen, um zu klinisch wegweisenden Erkenntnissen zu kommen.
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Fiir das akute Nierenversagen konnte in einer erst kiirzlich verdffentlichten Arbeit in einem
Mausmodell der Sepsis die Wirkung von Propofol auf die Zytokinexpression gezeigt werden.
Propofol war in der Lage, den Anstieg der Nierenretentionsparameter und das Versterben der
Maiuse im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant zu verzogern. Dieser klinisch verbesserte
Verlauf des schweren Krankheitsbildes ging mit einer signifikant erhdhten BMP-7-Expression
auf mRNA-Ebene im Nierengewebe der mit Propofol behandelten Mause einher. Gleichzeitig
zeigte sich eine verminderte Expression von proinflammatorischen Zytokinen wie TNF-a und
Monozyten- chemotaktischem Protein 1 (MCP-1). In vitro-Versuche mit Mesangiumzellen
der Ratte (RMC) und renalen Epithelzellen der Maus (M1) bestétigten die Resultate (Hsing et
al. 2011).

4.7 Charakterisierung der BMP’s in unterschiedlichen Krankheitsstadien notwendig

In der hier vorliegenden Arbeit zeigte sich bei den Patienten in der Immunhistochemie eine
pathologisch erhohte Proteinausscheidung im Urin. Das ldsst darauf schliefen, dass es sich
bei dem untersuchten Gewebe um fortgeschrittene Krankheitsstadien handelt. Die vermehrte
Konzentration von Proteinen im Urin (Proteinurie) hat eine Wirkung auf epitheliale
Tubuluszellen, die ihrerseits in einer vermehrten Synthese inflammatorischer und
profibrogener Faktoren resultieren kann. Es kommt zu einer Aktivierung von Fibroblasten.
Bei der hypertensiven Nephrosklerose stellt das Ausmal3 der Proteinurie einen Pradiktor fiir
die Krankheitsprogression dar und ist mit einer erniedrigten glomeruldren Filtrationsrate
assoziiert (Barri 2006; Strutz 2009).

Weitere Untersuchungen konnten sich mit der Verteilung von BMP’s in friiheren
Krankheitsstadien auseinandersetzen. Da eine Diagnosestellung jedoch héufig relativ spét
erfolgt und eine frilhe Gewebeentnahme ethische Probleme mit sich fiihrt, miissen zunichst
im Tiermodell der Nephrosklerose unterschiedliche Stadien und BMP-Verteilungsmuster
untersucht werden, um genauere Erkenntnisse iiber die mogliche Rolle der BMP’s bei der
Pathophysiologie der Fibrosierung zu erlangen.

Des Weiteren wiren Untersuchungen des Zusammenhangs von Intensitdt und Verteilung der
BMP-Expression und der glomeruldren Morphologie interessant. Problematisch diirften sich
hier jedoch die niedrigen Expressionsraten von BMP’s in Glomeruli darstellen, die eine
Detektion und den Nachweis von Unterschieden zunédchst mit den gegenwirtig zur Verfiigung

stehenden Antikorpern zwischen verschiedenen Glomeruli erschweren.
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4.8 Regulation der Expression von BMP’s durch Angiotensin II und andere Zytokine
Wie bereits erwihnt spielt das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) eine wichtige
Bedeutung bei der Pathophysiologie der Nephrosklerose. Daher erfolgte zur Untersuchung der
Effekte von Angiotensin II auf die Expression von BMP-7 und BMP-4 in der hier
vorliegenden Arbeit eine Stimulation von HK-2-Zellen mit Angiotensin II in verschiedenen
Konzentrationen. Unsere Arbeitshypothese lautete, dass eine Suppression des protektiv
wirkenden BMP-7 eintreten wiirde. In unseren Resultaten fiir BMP-7 zeigten sich niedrige
Replikationsraten, was zu hohen Standardabweichungen fiihrte. Dennoch war nach einer
Stimulation mit 10° M AT-II die Expression von BMP-7 signifikant erniedrigt. Das konnte
den Mechanismus der in der Immunhistochemie herabgeminderten BMP-7-Expression in
nephrosklerotischen Nieren erkldren. Angiotensin II nimmt durch die Steigerung des
GefdBwiderstandes und die direkte Stimulation von Fibrosierungsprozessen eine zentrale
Rolle bei der Pathogenese der Nephrosklerose ein. Dabei konnen die Wirkungen direkt {iber
den AT-I-Rezeptor oder indirekt {iber die Stimulation einer vermehrten TGF-B1-Expression in
Fibroblasten und Tubulusepithelzellen vermittelt werden (Border und Noble 1998). Eine
erhohte Expression von TGF-B konnte bei einem Modell der Nephrosklerose bei der
hypertensiven Ratte festgestellt werden (Hamaguchi et al. 1995). Im Mausmodell der
unilateralen ureteralen Obstruktion (UUQO) konnte gezeigt werden, dass bei TNF-a-Rezeptor-
defizienten Maéusen 1im Vergleich zu den Kontrolltieren eine verminderte
Entziindungsaktivitit sowie eine geringere Fibrosierung nachzuweisen war (Guo et al. 1999).
Die Synthese von TGF-B1 wird auch durch weitere Faktoren wie Endothelin-1 (ET-1),
atriales natriuretisches Peptid (ANP), Insulin-like growth factor 1 (IGF-1) und Thromboxan
gesteuert (Eddy 2000). Es induziert in Synergie mit EGF die Epithelial-Mesenchymale
Transition. TGF B-1 wird als inaktive Form sezerniert. Die Aktivierung des Molekiils wird in
erster Linie durch Thrombospondin 1 vermittelt (Crawford et al. 1998).

Im Mausmodell der Hautfibrose konnte eine Arbeitsgruppe synergistische Effekte durch die
externe Applikation von TGF-B und CTGF beschreiben (Mori et al. 1999). Fiir die Niere
werden diese Effekte ebenfalls propagiert (Qi et al. 2008). In Keloidnarben von
Afroamerikanern finden sich exzessive TGF-B-Konzentrationen, was auf einen moglichen
relevanten Zusammenhang mit der eingangs erlduterten genetisch bedingten erhdhten renalen
Suszeptibilitit dieser ethnischen Gruppe hinweist (Dustan 1992).

Erstmals konnte die Arbeitsgruppe um Wolf nachweisen, dass die durch AT II induzierte
Synthese von extrazelluldiren Matrixkomponenten in Tubulusepithelzellen iiber eine

gesteigerte Expression von TGF-f vermittelt wird (Wolf et al. 1993). Zudem ging in
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Folgeexperimenten eine Stimulation der Zellen mit AT II mit einer gesteigerten Expression
des TGF-Typ-II Rezeptors einher (Wolf et al. 1999). Der Einsatz von Inhibitoren des RAAS
fiihrt bei Patienten mit Nephrosklerose zu einer Senkung des Blutdrucks und einer Reduktion
der Proteinurie, die das Fortschreiten einer Fibrosierung deutlich begiinstigt (de Zeeuw et al.
2004). Neben den hdmodynamischen Konsequenzen lésst sich die renoprotektive Wirkung
durch eine Hemmung der AT-II-gesteuerten Zytokinausschiittung, die verminderte Produktion
von Fibrosemediatoren wie TGF-f1 und eine geringere Bildung von Sauerstoffradikalen
erkldren (Dzau 2001).

Durch das nephrotoxische Immunsuppressivum Cyclosporin (CsA) kam es in einem Modell
der Ratte zu einer Suppression der BMP-7-Expression in den untersuchten Tieren. Durch die
Gabe von ACE-Hemmern konnte bei einem Teil der Tiere diese Supression reduziert werden,
wodurch sich der Verdacht auf einen Zusammenhang mit dem RAAS verstarkt (Tuglular et
al. 2004). Auch hier muss betont werden, dass es sich um Ergebnisse aus einem Nagermodell
handelte und daraus keine direkten Schlussfolgerungen auf die Wirkungen in menschlichen
Zellen gezogen werden konnen. Unsere Annahmen werden durch Beobachtungen gestiitzt, in
denen durch eine Hemmung des RAAS mittels Telmisartan die Expression inflammatorischer
Zytokine gehemmt und die von protektiven Wachstumsfaktoren gesteigert wurde (Dai et al.
2007; Tian et al. 2009).

In Folgeversuchen werden die Auswirkungen von TGF-1B als zentrales Agens der
Nierenfibrose (das finale morphologisches Korrelat der zu terminalem Nierenversagen
fiihrenden Erkrankungen) und der Einfluss von Hemmern des RAAS auf die Expression von
BMP’s in der humanen Zellkultur untersucht. Erste Ergebnisse liefern hier bereits signifikante
Zusammenhdnge. Die Arbeitsgruppe von Xu konnte zeigen, dass BMP-7 die TGF--
induzierte EMT humaner proximaler Tubuluszellen hemmt (Xu et al. 2009), wihrend die
Arbeitsgruppe um Dudas es nicht schaffte diese Ergebnisse zu replizieren (Dudas et al. 2009).
Ein wichtiger Unterschied war die in den Studien gewihlte unterschiedliche Konzentration
von BMP-7. Wihrend Xu und Mitarbeiter Konzentrationen von 400 ng/ml wihlten, wurden
die Experimente in der anderen Arbeitsgruppe mit Konzentrationen von bis zu 100 ng/ml
durchgefiihrt. Vukicevic konnte mit seiner Arbeitsgruppe am Rattenmodell des ischdmisch
induzierten akuten Nierenversagens protektive Wirkungen von BMP-7 nachweisen
(Vukicevic et al. 1998). Ein wichtiger Mechanismus konnte hier die signifikante Reduktion
der TNF-a-induzierten proinflammatorischen Zytokinexpression in humanen proximalen

Tubuluszellen sein (Gould et al. 2002).
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Zur Untersuchung der Effekte von Angiotensin II auf die Expression von BMP-4 erfolgte
ebenfalls eine Stimulation von HK-2-Zellen mit Angiotensin II. Unter Stimulation von AT II
erwarteten wir eine Steigerung der Expression des atherogenen BMP-4 auf mRNA-Ebene. Es
konnte kein konzentrationsabhédngiger Einfluss von Angiotensin II auf die Expression des
krankheitsprogressiven BMP-4 gefunden werden. In der Literatur finden sich Hinweise, dass
BMP-4 in friihen und spédten Phasen der Atherosklerose eine progressive Funktion ausiibt
(Dhore et al. 2001; Sorescu et al. 2004). Moglich wére, dass Angiotensin nicht direkt mit der
Expression der untersuchten BMP’s interagiert oder in humanen Zellreihen komplexere
multifaktorielle Vorgédnge ablaufen, wie wir sie auch fiir die Proliferation und die Apoptose
vermuten. Weitere Experimente in unserer Arbeitsgruppe konzentrieren sich auf dieses
multifaktorielle Geschehen.

Ein Nachweis von BMP’s auf Proteinebene mittels Immunoblot gelang in der hier
vorliegenden Arbeit leider nicht. Dieses ist wohl am ehesten durch eine geringe Expression
der BMPs im Nierengewebe begriindet, die einen definitiven Nachweis mittels Immunoblot

erschwert.

4.9 Auswirkungen von BMP’s auf die Proliferationsraten von humanen Fibroblasten
und Tubuluszellen — Mogliche BMP-Interaktion mit zahlreichen Zytokinen und Noxen
Die Stimulation von humanen proximalen Tubuluszellen mit BMP-4 sowie BMP-7 fiir 48h in
Konzentrationen von 1, 10 und 100 ng/ml im Proliferationsassay lieferte keine signifikanten
Hinweise auf eine proliferationsfordernde oder eine proliferationshemmende Wirkung von
BMP’s im Vergleich zur Negativkontrolle. Tubulusepithelzellen wird in der Pathophysiologie
des Verlustes der renalen Funktion eine besondere Bedeutung zugesprochen.

Der wihrend der Organogenese BMP-7-defizienter Miduse beschriebene Untergang der
Mesenchymzellen, aus denen sich durch Mesenchymal-Epitheliale Transition (MET) die
Tubulusepithelzellen entwickeln zeigt, dass BMP-7 ein wichtiges Zytokin fiir die
Entwicklung der Tubuluszellen ist. Die Behandlung von Méusen mit BMP-7 in einem Modell
der chronischen Niereninsuffizienz (der nephrotoxischen Serum-Glomerulonephritis)
verhinderte den Untergang von Tubuluszellen. Der verspétete Beginn einer Behandlung bei
bereits geschidigten Nieren flihrte sogar zu einem Riickgang der tubuldren Atrophie, was die
Vermutung nahe legt, dass BMP-7 einen proliferativen Effekt auf Tubuluszellen hat (Zeisberg
etal. 2003 b).

Daher wurde zur Untersuchung der Wirkung von BMP’s auf Tubuluszellen eine Analyse der

Proliferationsrate durchgefiihrt. Es zeigten sich keine Effekte von BMP-7 auf die untersuchten
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Zellreihen. Die Vermutung liegt nahe, dass BMP’s synergistisch und iiber Kreuzreagibilitat
mit anderen Zytokinen die im Nagermodell beschriebenen protektiven und regenerativen
Effekte bewirken. In den verwendeten Konzentrationen (1, 10 und 100 ng/ml) haben BMP’s
keine direkten Auswirkungen auf die Proliferationsraten der untersuchten ungeschéidigten
Zellen. Ein moglicher Erkldrungsansatz liegt in der Annahme, dass BMP’s nicht in der Lage
sind, eine direkte Stimulation der Proliferation von ungeschédigten Zellen auszuiiben. Die von
uns untersuchten Zellreihen stammten aus ungeschddigtem Nierengewebe und in unseren
Experimenten setzten wir die Zellen nicht Entziindungsreizen oder anderen Noxen aus,
sondern untersuchten die Einfliisse unter nichtschiddigenden Bedingungen. Es kdnnte sein,
dass ein Einfluss auf die Proliferationsrate nur in Anwesenheit von Fibrosemediatoren wie
z.B. TGF-B nachgewiesen werden kann, indem hier BMP-7 eine protektive Wirkung ausiibt
und eine Inhibition der Apoptose bewirkt. Moglicherweise wirkt BMP-7 hier auch an
unterschiedlichen Stellen. Es finden sich zum Beispiel Hinweise darauf, dass BMP-7 die
durch Aldosteron vermittelte mesangiale Zellproliferation hemmt und einen mdoglichen
renoprotektiven Effekt iiber die Inhibition der Expression eines Mineralocorticoidrezeptors
bewirkt (Otani et al. 2007). In einer neueren Arbeit einer chinesischen Arbeitsgruppe wurde
die protektive Wirkung von BMP-7 bei einer Noxe, der eine Vielzahl von Menschen in China
ausgesetzt ist, im Zellkulturmodell nachgewiesen. Die Aristolochiasduren (AS) finden sich in
einigen Pflanzen, die in der traditionellen chinesischen Medizin eingesetzt werden. Sie wirken
toxisch auf renale Tubuluszellen und fithren zu einem Krankheitsbild einer rapid progressiven
renalen Fibrose. Die gleichzeitige Applikation von BMP-7 mit AS in toxischer Dosierung bei
HK-2-Zellen, wie sie auch in der hier vorliegenden Arbeit verwendet wurden, fiihrte zu einer
gesteigerten Proliferationsrate und einer verminderten Apoptoserate die mit einer
verminderten Caspase-3-Aktivierung einherging. Als weiteres Ergebnis zeigte sich eine
Inhibition der EMT, auf die im Verlauf noch eingegangen werden soll. Die Effekte waren
dosisabhingig. Es wurden im Vergleich zu unserer Arbeit sehr hohe Dosen bis zu 1000 ng/ml
verwendet (Wang Z et al. 2010).

In einem Modell der unilateralen ureteralen Obstruktion konnte die Applikation von BMP-7
die Apoptose von Tubuluszellen deutlich hemmen und so die Unversehrtheit der Tubuli
bewirken (Hruska et al. 2000). Ein Untersuchungsgegenstand weiterer Studien konnte die
Untersuchung der Proliferations- und Apoptoseraten der Zellreihen in Interaktion von BMP’s
mit nephrotoxischen und fibroseférdernden Substanzen sein. Die Arbeitsgruppe von Motazed
konnte an immortalisierten humanen proximalen Tubuluszellen (HKC-8) eine durch BMP-7

vermittelte Reduktion der durch TGF-B1 vermittelten Fibronektinproduktion als Hinweis auf
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einen moglichen antifibrotischen Wirkmechanismus von BMP-7 nachweisen. Die Wirkung
von BMP-7 auf intrazellulire Signalkaskaden war dosisabhdngig. So wurde bei hohen
Konzentrationen von 200 ng/ml eine Aktivierung der Smad-Proteine 1, 5 und 8 nachgewiesen
und bei niedrigen Konzentrationen eine Aktivierung der MAP-Kinase (p38 mitogen-
aktiviertes Protein), die auch in die durch TGF-f1 vermittelte Stimulation der Synthese von
interzelluliren Matrixkomponenten wie Fibronektin involviert ist. Die gemeinsame
Inkubation von BMP-7 und TGF-B1 vermochte eine Fibronektinsezernierung im Vergleich
zur TGF-B1-Kontrollgruppe zu reduzieren (Motazed et al. 2008).

Bei der renalen Fibrosierung kommt es zu einer gesteigerten Proliferationsrate interstitieller
Fibroblasten. Fiir ein mogliches Therapeutikum wéren proliferationshemmende Effekte auf
renale Fibroblasten von Vorteil. In der von uns untersuchten Zellreihe TK-173 zeigte sich
keine signifikante Reduktion der Proliferationsrate durch die Applikation von BMP-7 in den
genannten Konzentrationen. Hoffnungsvoll ist die Antagonisierung der entziindlichen
Einfliisse und TGF-beta induzierten Schidigungsmechanismen von BMP-7. Hier konnte
gezeigt werden, dass es durch BMP-7 zu einer Hemmung der Epithelial-mesenchymalen
Transition (EMT) und einer Umkehr der durch TGF-f vermittelten Umbauprozesse kommen

kann.

4.10 Die EMT als Untersuchungsgegenstand weiterer Forschung zum Einfluss von
BMP’s auf renale Zellpopulationen

Unter EMT versteht man die phénotypische Umwandlung von Epithelzellen in Zellen mit
Charakteristika von Mesenchymzellen. Dieses Phinomen wurde erstmals 1982 an
verschiedenen Epithelzellen beschrieben, die in einer dreidimensionalen Kollagenmatrix
Eigenschaften von Epithelzellen wie die apikal-basale Zellpolaritit aufgaben und
Charakteristika von immigrierenden mesenchymalen Zellen annahmen, obwohl man bis zur
Veroffentlichung der Arbeit davon ausgegangen war, dass der epitheliale Phianotyp relativ
stabil sei (Greenburg und Hay 1982). In der renalen Fibrogenese konnte die EMT erstmals im
Modell der anti-tubulidren Basalmembrannephritis beschrieben (Strutz et al. 1995) und im
Anschluss mehrfach bestétigt werden (Ng et al. 1998; Yang und Liu 2002; Zeisberg und
Kalluri 2004). Im transgenen Mausmodell konnte anhand genetisch markierter
Tubulusepithelzellen deren Migration in den tubulointerstitiellen Raum und Partizipation an
der extrazelluliren Matrixsynthese (EMS) nachgewiesen werden. Etwa ein Drittel der
aktivierten Fibroblasten entstammten in diesem Modell einer tubuldaren Herkunft (Iwano et al.

2002).
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Fiir die Regulation der EMT sind verschiedene Zytokine verantwortlich. So kann FGF-2
zelluldre Prozesse in Gang setzen, die die Transition der Zellen fordern (Strutz et al. 2002).

In vitro konnte gezeigt werden, dass einzelne Zytokine deutlich geringere Einfliisse ausiiben,
als die Kombination unterschiedlicher Mediatoren. Die deutlichsten Effekte wurden durch
eine Kombination von TGF-B1 und EGF hervorgerufen (Okada et al. 1997).

Des Weiteren tragen Komponenten der interstitiellen extrazelluldaren Matrix wie Kollagen 1
zur EMT bei, wihrend Bestandteile der tubuldren Basalmembran (wie Kollagen 1V) den
epithelialen Phénotyp eher stabilisieren (Zeisberg et al. 2001). Eine Erhaltung der Integritit
der tubuléren Basalmembran, durch die Ausschaltung bestimmter Metalloproteinasen, konnte
die Transition von Epithelzellen und die konsekutive Progression der Niereninsuffizienz
aufhalten (Yang et al. 2002).

Zusammenfassend wird angenommen, dass renale Epithelzellen, die auf einer geschéddigten
Basalmembran sitzen und FGF-2, TGF-B1 und EGF ausgesetzt werden, beginnen, FSP-1 zu
exprimieren und zu Fibroblasten zu transformieren, um dann in das Interstitium zu wandern
und dort EMT zu betreiben und damit die Transformation weiterer epithelialer Zellen zu
fordern. Das fiihrt zu tubuldrer Atrophie und progressiver Niereninsuffizienz.

Es finden sich Hinweise darauf, dass BMP-7 eine Mesenchymal-Epitheliale Transition
vermittelt (Zeisberg et al. 2005). Eine Londoner Arbeitsgruppe untersuchte kiirzlich die
Wirkung von BMP-7 und BMP-4 auf Lungenfibroblasten. In den Versuchen konnte die TGF-
B-induzierte extrazellulire Matrixproteinsynthese auf RNA- und auf Proteinebene
erstaunlicherweise durch BMP-4, aber nicht durch BMP-7 reduziert werden. Diese Ergebnisse
belegen die Komplexitidt der BMP-Wirkungen in verschiedenen Organsystemen (Pegorier et
al. 2010).

In glatten Muskelzellen konnte gezeigt werden, dass BMP-7 die Proliferation von glatten
Muskelzellen hemmen, aber auch die Apoptose verhindern kann (Dorai und Sampath 2001).
Die Ausschaltung einzelner Zytokine bzw. Zytokinrezeptoren stellt eine mdgliche
Therapiestrategie zur Hemmung der Fibroblastenproliferation dar. Es gilt jedoch zu bedenken,
dass sich ein lokaler Einsatz solcher Stoffe im Nierengewebe schwierig gestaltet, und die
generalisierte Hemmung zu erheblichen Nebenwirkungen fiihren kann. Die Hemmung des
Chemokinrezeptors CCR1 im Modell der UUO konnte Inflammation und Fibrosierung
deutlich reduzieren (Anders et al. 2002). Ein Grofiteil moglicher Strategien zur
Fibroseinhibition konnte bis jetzt lediglich im Zellkultur- oder im Tiermodell gepriift werden.
So konnte gezeigt werden, dass das Xanthinderivat Pentoxifyllin inhibitorische Effekte auf

die Fibroblastenproliferation und -aktivierung sowie die EMS ausiiben kann. Es fanden sich
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Anhaltspunkte dafiir, dass diese Inhibition iiber eine Herabsetzung der FGF-2-Synthese
vermittelt wird (Strutz et al. 2000).

In unseren Zellkulturexperimenten verwendeten wir immortalisierte Zellreihen und
konzentrierten uns lediglich auf die Proliferationsrate. Interessant wire ein Modell, das mit
nativen Zellen arbeitet und den Phinotyp beriicksichtigt. Die Arbeitsgruppe von Dudas
untersuchte bereits die Wirkung von BMP-7 an primiren humanen proximalen Tubuluszellen
(RPTEC) und konnte keine Antagonisierung der Wirkung von TGF-f1 im Hinblick auf eine
EMT nachweisen (Dudas et al. 2009). BMP’s vermitteln ihre Wirkung tiber die Smad-
Proteine 1, 5 und 8. Die Wirkung von TGF-f dagegen wird durch die Bindung an den ALK-5-
Rezeptor vermittelt. Uber intrazellulire Signalkaskaden, in die die Smad-Proteine 2 und 3
involviert sind, wird beispielsweise die EMT gefordert. Die Arbeitsgruppe um Zeisberg
konnte zeigen, dass BMP-7 iiber Smad-Protein 5 die Kaskade der TGF-B-vermittelten EMT,
die sich in einer verminderten Expression von Ecadherin, einem epithelialen
Adhésionsmolekiil zeigt, inhibiert und auch umkehren kann (Zeisberg et al. 2003 b). Diese
eindriicklichen Effekte wurden zunéchst in einem Mausmodell der chronischen
Niereninsuffizienz gezeigt. In Folgeexperimenten der Arbeitsgruppe konnte an der adulten
Fibroblastenreihe TK-173, wie sie auch in der vorliegenden Arbeit verwendet wurde, eine
mesenchymal-epitheliale Transition, gemessen an der erhdhten Expression von E-cadherin,
bei einer Stimulation mit BMP-7 in einer Konzentration von 1000 ng/ml beobachtet werden.
In unseren Experimenten wurden dagegen Konzentrationen bis 100 ng/ml verwendet.
Wahrscheinlich ist eine enge Interaktion mit anderen die Pathologie fordernden Mediatoren
wie Angiotensin II, die in weiteren Stimulationsexperimenten untersucht werden sollten. Die
hier vorliegenden Ergebnisse legen eine weitere Untersuchung von BMP-4 bzw. BMP-7 in
Interaktion mit TGF-f, Aldosteron sowie weiteren erwdhnten und bei der Nephrosklerose
pathophysiologisch relevanten Zytokinen nahe. Gegebenenfalls sollten auch eine
Untersuchung mit hoheren Stimulationskonzentrationen im humanen Zellkulturmodell

vorgenommen werden. Dieses wird weiteren Studien vorbehalten sein.
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5. Zusammenfassung

Bone Morphogenetic Proteins (BMP) bilden eine Subfamilie der TGF-B-Superfamilie. BMP-7
hat in verschiedenen tierexperimentellen Krankheitsmodellen renoprotektive und regenerative
Effekte. Uber die Funktion von BMP-7 in der humanen Niere ist bis zum heutigen Zeitpunkt
wenig bekannt. BMP-4 spielt eine progressive Rolle bei der Atherosklerose. Uber die
Funktion in der Nephrosklerose ist zu diesem Molekiil sehr wenig bekannt.

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmalig die Expression von BMP-4 und BMP-7 im
gesunden humanen Nierengewebe und bei der Nephrosklerose nachgewiesen werden.
Zunichst konnte als Hinweis auf ein fortgeschrittenes Krankheitsstadium mittels Masson-
Goldner-Féarbung ein deutlicher Riickgang an funktionellem Gewebe in den Schnitten aus
nephrosklerotischen Nieren belegt werden. In der Immunhistochemie konnte dargestellt
werden, dass eine Expression von BMP-4 und BMP-7 vornehmlich in den distalen Tubuli und
den Sammelrohren stattfindet. Es wurde gezeigt, dass es bei gleichen Expressionsmustern bei
der humanen Nephrosklerose zu einer verminderten Expression von BMP-7 kommt. Fiir
BMP-4 konnte gezeigt werden, dass im fortgeschrittenen Stadium der Nephrosklerose keine
quantitativ veridnderte Expression stattfindet.

Bei der Nephrosklerose zeigte sich eine signifikant verminderte Expression im
Tubulointerstitium, ein Hinweis darauf, dass BMP-7 in der humanen Nephrosklerose in vivo
herunterreguliert wird.

Angiotensin II fiihrt bei den betroffenen Patienten iiber eine Blutdrucksteigerung und eine
TGF-1B-Uberexpression zu einem Fortschreiten der Niereninsuffizienz. Eine mdgliche
Ursache fiir die verminderte Expression von BMP-7 kann die durch erhdhte AT-II-Spiegel
verminderte Expression in proximalen Tubuluszellen sein, wie sie in unseren
Stimulationsversuchen mittels RT-PCR nachgewiesen werden konnte.

Erstmals konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die Expression von BMP-4 durch die
reine Applikation von Angiotensin II nicht wesentlich beeinflusst wird.

Es konnten keine signifikanten Einfliisse von BMP-4 und BMP-7 auf die Proliferationsraten
von proximalen Tubuluszellen und Fibroblasten gezeigt werden. In weiteren in-vitro-
Experimenten wird zurzeit die Funktion der BMP’s in Interaktion mit TGF-B1 und Hemmern

des RAAS untersucht.
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6. Anhang: Abkiirzungsverzeichnis

ACE
Alk
ANP
AS
ATI
ATII
BMP-4
BMP-7
°C
cAMP
CCR-1
CsA
CT-Wert
DAPI
DMEM
DMSO
ECM
ECM
EDTA
EGF
EMS
EMT
ET-1
FACS
FCS
FGF-2
FSP-1
FSP-1
GFP
GFR
ICAM-1
IGF-1

Angiotensinkonvertierungsenzym (Angiotensin converting enzyme)
Activin Receptor-Like Kinase

Atriales natriuretisches Peptid

Aristolochiasédure

Angiotensin [

Angiotensin II

Bone Morphogenetic Protein 4

Bone Morphogenetic Protein 7

Grad Celsius

Zyklisches Adenosinmonophosphat

Chemokin Rezeptor Typ 1

Cyclosporin A

Schwellenwert-Zyklus (Cycle Threshold)
Diamidino-2-phenylindol

Dulbecco’s Modified Eagle Medium

Dimethylsulfoxid

Extrazelluldre Matrix

Extrazellulare Matrix (Extracellular Matrix)
Ethylendiamintetraessigsiure

Endothelinwachstumsfaktor (Endothelin-Growth-Factor)
Extrazelluldre Matrixsynthese

Epithelial-mesenchymale Transition

Endothelin 1

Durchflusszytometrie (Fluorescence-activated cell sorting)
Foetales Kédlberserum

Fibroblastenwachstumsfaktor 2 (Fibroblast-Growth-Factor 2)
Fibroblastenspezifisches Protein

Fibroblastenspezifisches Protein 1 (Fibroblast-Specific-Protein 1)
Griin fluoreszierendes Protein

Glomerulére Filtrationsrate

Interzellulares Adhasionsmolekiil 1 (Intracellular Adhesion Molecule)
Insulindhnlicher Wachstumsfaktor 1 (Insulin-like Growth-Factor 1)
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IMDM
IMH
kD
LDL
MCP-1
MET
MMP
NADPH
NO
PBS
PCR
PDGF
PMSF
PPIA
PS
RAAS
ROS
TGF
TNF-a
WB
uuo

(inhibitor on non-diabetic renal disease)

Immunhistochemie

Kilo-Dalton

Lipoprotein niedriger Dichte (Low density Lipoprotein)

Monozyten - chemotaktisches Protein 1

Mesenchymal-epitheliale Transition

Matrix-Metalloproteinasen
Nikotinamin-Adenin-Dinukleotid-Phosphat

Stickstoffmonoxid

Phosphate Buffered Saline

Polymerasekettenreaktion (Polymerase Chain Reaction)
Plattchenabgeleiteter Wachstumsfaktor (Platelet Derived Growth Factor)
Phenylmethansulfonsdurefluorid

Cyclophilin A

Phosphatidylserin

Renin-Angiotensin-Aldosteron-System

Reaktive Sauerstoffspezies

Transformierender Wachstumsfaktor (Transforming Growth Factor)
Tumornekrosefaktor alpha

Westernblot

Unilaterale Ureterale Obstruktion
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