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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die chronisch progrediente Niereninsuffizienz

Die chronisch progrediente Niereninsuffizienz ist definiert als eine mindestens 3 Monate
bestehende Einschrankung der Nierenfunktion mit einer glomerularen Filtrationsrate < 60 ml/
min pro 1,73 m? KO oder durch pathologische Veranderungen in der Nierenbiopsie bei
héherer GFR (Levey et al. 2005) und wird nach internationalen Richtlinien in 5 Stadien
eingeteilt, wobei sich das Endstadium, die terminale Niereninsuffizienz oder End Stage
Renal Disease, durch eine GFR < 15 mil/min pro 1,73 m? KO bzw. die Erfordernis einer
Nierenersatztherapie definiert (Levey et al. 2003).

In den letzten Jahren kam es zu einer starken Zunahme sowohl chronisch als auch terminal
niereninsuffizienter Patienten. Man geht in Deutschland von einer Population von fast 10
Millionen Menschen mit chronischer Niereninsuffizienz in den verschiedenen Stadien aus mit
ca. 90000 nierenersatzpflichtigen Patienten mit Dialyse und Nierentransplantation, wobei die
Inzidenz und Pravalenz terminal niereninsuffizienter Patienten jahrlich um etwa 4-5 %
ansteigt (Frei und Schober-Halstenberg 2008; Hugo 2007). In den USA hat sich von 1990 bis
2005 sowohl die Inzidenz als auch die Pravalenz der terminalen Niereninsuffizienz mehr als
verdoppelt (St Peter 2007) und bis 2010 wurde ein Anstieg der globalen Population terminal
niereninsuffizienter Patienten auf 2 Millionen vorausgesagt (Lysaght 2002).

Ursachen der chronisch progredienten Niereninsuffizienz sind mannigfaltig. Aufgrund der
enormen Zunahme der Pravalenz des Diabetes mellitus Typ Il in den letzten Jahren ist die
Diabetische Nephropathie in den westlichen Industrienationen mit einem Anteil von 30-40 %
zur haufigsten Ursache der chronisch progredienten und der terminalen Niereninsuffizienz
geworden (Whaley-Connell et al. 2009). Es wurde fur Deutschland ein Anstieg der Pravalenz
von Typ-lI-Diabetikern von 6 % im Jahr 2000 auf ca. 8 % bis zum Jahr 2010 berechnet
(Hauner 2006) und in den USA ein Trend der Pravalenz des Diabetes mellitus von 4 % im
Jahr 2000 auf voraussichtlich 7,2 % bis zum Jahr 2050 ermittelt (Boyle et al. 2001).
Zweithaufigste Ursache der chronisch progredienten Niereninsuffizienz ist die Hypertensive
Nephropathie, die durch die hohe Inzidenz und zunehmende Pravalenz der Hypertoniker in
der Bevdlkerung ebenfalls vermehrt an Bedeutung gewinnt (Bakris und Ritz 2009). Weitere
Ursachen sind verschiedene Glomerulonephritiden und interstitielle Nephritiden. Als
haufigste angeborene Ursachen gelten die Zystennierenerkrankung und das Alport-
Syndrom.

Die chronisch progrediente Niereninsuffizienz ist gekennzeichnet durch eine meist langsame
Progredienz und wird oftmals erst ab Stadium 3 bis 4 symptomatisch, haufig aber im
Rahmen einer Routineuntersuchung diagnostiziert (Methven und MacGregor 2009). Bei

zunehmender Einschrankung der renalen Funktion kann es aufgrund der Volumenretention
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zu préatibialen Odemen bis hin zum Lungenddem kommen. Des Weiteren treten Stérungen
des Elektrolyt- und Saure-Basen-Haushaltes auf, wie Hyperkalidamie, Hyperphosphatamie
und metabolische Azidose. Folge der fehlenden Entgiftung ist die Urdmie, diagnostiziert
durch einen Anstieg der Retentionsparameter Kreatinin und Harnstoff-N. Verursacht werden
die Uramiesymptome, wie Ubelkeit und Vigilanzstérungen, durch Akkumulation von
Methylguanidin, AGEs, Polyaminen und B2-Mikroglobulin (Yavuz et al. 2005) sowie
zahlreichen weiteren Substanzen, die von der EUTox-Gruppe als Uramietoxine klassifiziert
wurden (Vanholder et al. 2008). Der Mangel an Erythropoetin fihrt zur renalen Anamie und
der Mangel an aktivem Vitamin D3 bedingt die renale Osteopathie. Entscheidend flir den
Verlauf der Erkrankung ist, dass das Risiko flir kardiovaskulare Ereignisse mit verminderter
GFR deutlich ansteigt und diese die Haupttodesursache terminal niereninsuffizienter
Patienten darstellen (Kundhal und Lok 2005; Levin 2003). Kardiovaskulare Ereignisse
nehmen allerdings auch erheblichen Anteil an der Mortalitdt der Patienten in friiheren
Stadien, selbst bei nur leicht eingeschrankter Nierenfunktion (Pinkau et al. 2004). Daher
erreicht nur ein Bruchteil der Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz trotz Progredienz
der Erkrankung das Stadium 5.

Therapieempfehlungen zur Behandlung der chronisch progredienten Niereninsuffizienz
umfassen neben der Behandlung der Grunderkrankung und Meidung nephrotoxischer
Substanzen v.a. eine Blutdruckeinstellung auf 130/80 mmHg bzw. 125/75 mmHg bei bereits
bestehender Proteinurie von > 1 g/Tag und au3erdem eine diatetische Proteinrestriktion zur
Senkung der Proteinurie mit Zielwerten unter 0,5 g/Tag (Thilly et al. 2009; Zidek 2010).
Aufgrund ihrer nephroprotektiven Wirkung empfehlen sich v.a. ACE-Hemmer und
Angiotensin-Rezeptor-Antagonisten zur Senkung des Blutdruckes.

Bei anndhernd komplettem Verlust der Organfunktion, d.h. im Stadium der terminalen
Niereninsuffizienz, stehen derzeit der Ersatz des gesamten Organs mittels allogener
Nierentransplantation oder der Ersatz der renalen Eliminations-Funktion durch Hamodialyse
oder Peritonealdialyse zur Verfigung.

Die Methode der Hamodialyse, wie sie heute als Standardverfahren in der Medizin
eingesetzt wird, geht zuriick auf die Erfindung von Georg Haas, der 1924 erstmals eine
.Blutwaschung“ am Menschen durchfiihrte. Die Grundidee, Trennung von Partikeln und
Flissigkeit mittels einer semipermeablen Membran, wurde bereits 1854 von dem
schottischen Chemiker Thomas Graham entdeckt. 1948 Uberlebte ein Patient erstmals
aufgrund durchgeflihrter Hamodialyse durch den niederlandischen Arzt Johan Kolff ein
akutes Nierenversagen. Der Durchbruch in der Versorgung chronisch Kranker mittels
Hamodialyse gelang erst mit der Entwicklung des chirurgisch angelegten arteriovendsen
Shunts 1960 durch Belding Scribner und Wayne Quinton (Enke 2007; Wizemann und
Benedum 1994).
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Die Peritonealdialyse wurde bereits 1923 durch Georg Ganter bei einem urdmischen
Patienten in Wirzburg erstmals eingesetzt. Durch die Arbeiten und Veroffentlichungen von
Popovich und Oreopoulos im Jahr 1978 gewannen die chronisch ambulante
Peritonealdialyse sowie die zu Hause durchfihrbare Peritonealdialyse zunehmend an
Bekanntheit und wurden daraufhin vermehrt in der Versorgung terminal niereninsuffizienter
Patienten verwendet (Oreopoulos et al. 2008; Popovich et al. 1978).

Im Moment stehen in Deutschland ca. 1200 Dialyseeinrichtungen zur Verfigung. Laut dem
Quasi-Niere-Bericht ermittelte man fur das Jahr 2006 in Deutschland eine Pravalenz von ca.
66.500 Dialysepatienten, davon ca. 3.200 Patienten, die mittels Peritonealdialyse behandelt
wurden (Frei und Schober-Halstenberg 2008). Angesichts der steigenden Pravalenz
dialysepflichtiger Patienten gewinnen auch die Probleme, die sich aus der Versorgung
terminal niereninsuffizienter Patienten mittels Dialyse ergeben, zunehmend an Bedeutung.
Dabei stehen einerseits volkswirtschaftliche Aspekte und andererseits Komplikationen, die
mit der Dialyse verbunden sind, im Vordergrund. Die hohe und weiter steigende finanzielle
Belastung fir das Gesundheitswesen wird deutlich, wenn man bedenkt, dass der Anteil der
Kosten flir die Nierenersatztherapie ca. finfmal so hoch ist wie der Anteil der terminal
niereninsuffizienten Patienten an der Population aller chronisch Kranken (St Peter 2007).
Komplikationen an der Hamodialyse umfassen u.a. Hypotonie, Muskelkrampfe, Schmerzen,
Ubelkeit, Blutungskomplikationen und anaphylaktische Reaktionen, die allerdings aufgrund
neuerer biokompatibler Dialysemembrane wesentlich seltener geworden sind. Eine der
Hauptkomplikationen der Hamodialyse ist trotz sehr strenger Hygienemalnahmen die
Infektion und Thrombosierung des arterio-vendsen Shunts, da dieser im Regelfall pro Woche
dreimal punktiert wird. Des Weiteren kommt es bei zahlreichen Hamodialysepatienten im
Laufe der Zeit vermehrt zu vaskularen Kalzifikationen, die das Risiko flr kardiovaskulare
Ereignisse weiter erhdhen (Krasniak et al. 2007). Bei der Peritonealdialyse stellt die
Peritonitis die haufigste und gravierendste Komplikation dar. Das Uberleben einer groRen
Anzahl terminal niereninsuffizienter Patienten wurde mit der hohen Verfligbarkeit der Dialyse
in den Industriestaaten deutlich verlangert. Die Mortalitat in Deutschland betragt ungefahr
17,5 % pro Jahr und ist in den letzten Jahren konstant geblieben (Frei und Schober-
Halstenberg 2008). Die 5-Jahres-Uberlebensrate von Dialysepatienten liegt im Moment bei
ca. 50%, wobei die Uberlebenszeit individuell stark schwankt und von den jeweiligen
Risikofaktoren des Patienten abhéngt. Ziel der Dialyse ist die Uberbriickung der fehlenden
Nierenfunktion, bis ein Spenderorgan flr den Patienten zur Transplantation zur Verfiigung
steht, wobei eine Grofteil der Patienten aufgrund von Komorbiditaten nicht fir den Eingriff
geeignet und daher lebenslang auf die Dialyse angewiesen ist.

Die allogene Nierentransplantation stellt derzeit die Therapie der Wahl der terminalen

Niereninsuffizienz dar. Die Erfolgsgeschichte dieses Therapieansatzes ist durch die
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zunehmende Verbesserung der chirurgischen Techniken und der Immunsuppression in den
letzten Jahrzehnten bedingt (Kaplan und Meier-Kriesche 2004). Bereits 1902 gelangen
Emrich Ullmann in Wien erfolgreich mehrere Nierentransplantationen im Tierexperiment
(Langer und Kahan 2002). Die erste am Menschen durchgefiihrte Nierentransplantation im
Jahr 1933 sowie weitere in den darauffolgenden Jahren flhrten zwar allesamt akut oder
innerhalb eines Jahres zu einer AbstoRungsreaktion des Transplantats, zeigten aber, dass
nach technischen Gesichtspunkten die Verpflanzung der Niere und eine Anastomosierung
der Nierengefalle bzw. der Ureteren auch beim Menschen mdglich ist. Erst 1954 gelang Dr.
Joseph Murray und Dr. J. Hartwell Harrison in Boston zwischen eineiigen Zwillingen eine
Nierentransplantation  mit  langfristiger, letztendlich acht Jahre  bestehender
Transplantatfunktion (Barry und Murray 2006). Zu Beginn der sechziger Jahre fihrte der
Einsatz immunsuppressiver Medikamente zu  weiteren  Fortschritten in  der
Transplantationschirurgie, wobei zundchst die Kombination von Azathioprin mit
Corticosteroiden Verwendung fand. Als Meilenstein der immunsuppressiven Therapie in der
Transplantationschirurgie ist sicherlich die Einfihrung von Ciclosporin A zu Beginn der
achtziger Jahre zu werten (Oka und Yoshimura 1996), mit dessen Hilfe die
Transplantatiberlebensrate bei Leichenspende deutlich gesteigert werden konnte. Obwohl
die Niere eines der am haufigsten transplantierten menschlichen Organe ist, Ubersteigt die
Zahl der Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz die Zahl der zur Verfligung stehenden
Spender-Nieren deutlich. Nach erfolgter Transplantation besteht lebenslang die Gefahr einer
Transplantatdysfunktion, deren Risiko allerdings mittels neuer immunsuppressiver
Medikamente in den letzten Jahren weiterhin deutlich gesenkt werde konnte.

Trotz der enormen Fortschritte in der Behandlung der chronisch progredienten
Niereninsuffizienz mittels Dialyse oder Nierentransplantation fordern diese Therapieansatze
einen erheblichen Tribut, sei es einerseits durch die Belastung des Gesundheitswesens und
die Komplikationen aufgrund der Hamodialyse oder andererseits durch die Notwendigkeit
einer immunsuppressiven Therapie fiur den Rest des Lebens nach erfolgter
Nierentransplantation. Angesichts dieser Probleme und der voraussichtlich weiter
ansteigenden Zahl terminal niereninsuffizienter Patienten in den kommenden Jahrzehnten
stehen sowohl praktizierende Mediziner als auch die Forschung einer grof3en
Herausforderung gegeniiber. Neben der Aufgabe, die chronisch progrediente
Niereninsuffizienz in mdglichst friihen Stadien zu erkennen, um die Patienten rechtzeitig an
die entsprechenden Spezialisten weiterzuleiten, ist es aullerdem notwendig, nach neuen
Therapien zu suchen, die im Gegensatz zu aktuellen Behandlungsformen das
Voranschreiten der chronisch progredienten Niereninsuffizienz nicht nur verlangsamen,
sondern auch in spaten Stadien aufhalten und bestenfalls sogar zu einer Umkehrung des

Prozesses flihren.
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1.2 Die Alport-Nephritis und das Tiermodell der Kollagen-4A3-defizienten Mause

In der vorliegenden Studie wurde das Tiermodell der Kollagen-4A3-defizienten Mause
verwendet, die eine chronische Niereninsuffizienz entwickeln, deren Pathogenese der Alport-
Nephritis des Menschen entspricht. Das Alport-Syndrom wurde erstmals 1927 von A. C.
Alport (Alport 1927; Kashtan und Michael 1996) beschrieben und stellt eine hereditare
progressive Nephropathie, einhergehend mit Innenohrschwerhérigkeit (Johnsson und
Arenberg 1981; Myers und Tyler 1972) und Augenveranderungen (Thompson et al. 1987),
dar. Die Pravalenz der Erkrankung in der Gesamtbevolkerung betragt ca. 0,01-0,02 % (Haas
2006; Haas 2009). Mit 1-2 % Pravalenz in der Population dialysepflichtiger Patienten findet
sich das AS neben der Zystennieren-Erkrankung als zweithaufigste angeborene Ursache der
terminalen Niereninsuffizienz (Turner und Rees 1996), wobei man je nach Erreichen der
terminalen Niereninsuffizienz eine juvenile (<31. LJ.) und eine adulte Form (>31. LJ.) des
Alport-Syndroms unterscheidet.

Die Erkrankung wird durch einen fehlerhaften Aufbau von Kollagen Typ IV, welches u.a. in
den Basalmembranen der Glomeruli, des Innenohrs und des Auges vorkommt,
hervorgerufen. Normalerweise besteht Kollagen Typ IV aus einer Triple-Helix dreier Alpha-
Ketten, wobei 6 verschiedene Kollagen-IV-Alpha-Ketten vom menschlichen Genom codiert

werden (Khoshnoodi et al. 2008) und drei Triple-Helix-Kombinationen mdglich sind.
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Abb. 1: Darstellung der 6 verschiedenen a-Ketten des Abb. 2: Darstellung des Kollagen-1V-Netzwerkes, aufgebaut
Kollagen Typ IV beim Menschen und der drei méglichen aus Kollagen-1V-a3a4a5-Triple-Helices, wie es in Basal-
Triple-Helix-Kombinationen (nach Hudson et al. 2003, S. membranen der Glomeruli vorkommt (nach Hudson et al.
2544). 2003, S. 2545).

Wahrend der embryonalen Entwicklung besteht das Kollagen-IV-Grundgeriist aus mehreren
Kollagen-IV-a1a1a2-Triple-Helices. Wahrend der Adoleszenz werden diese in den
Basalmembranen der Glomeruli, des Innenohrs und des Auges normalerweise durch
Kollagen-IV-a3a4a5-Triple-Helices und in der Bowman-Membran durch Kollagen-IV-a5a5a6-
Triple-Helices ersetzt, wie in Abb. 3 (S. 6) gezeigt. Werden aufgrund einer Genmutation die

a-Ketten 3, 4 oder 5 nicht gebildet, kommt es im Verlauf der Adoleszenz zu
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Strukturabnormalitdten, wie Lamellierung und Aufsplitterung der Basalmembrane des
Glomerulus (Hudson et al. 2003), wie in Abb. 4 dargestellt.
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Abb. 3: Ersatz der Kollagen-IV-a1a1a2-Triple-Helices im  Abb. 4: Der fehlende Ersatz der Kollagen-IV-a1a1a2-Triple-
Kollagen-IV-Netzwerk  durch  Kollagen-1V-a3a4a5-Triple-  Helices durch Kollagen-IV-a3a4a5-Triple-Helices fiuhrt zu
Helices in der glomeruldren Basalmembran bzw. durch  Aufsplitterung und Lamellierung der  glomerularen
Kollagen-IV-a5a506-Triple-Helices in der Bowman-Membran  Basalmembran und dadurch zur Alportnephrits  mit
im Verlauf der Adoleszenz (nach Hudson et al. 2003, S. chronischem Nierenversagen (nach Hudson et al. 2003, S.
2546). 2546).

Als Ursache findet sich dabei in 85 % der Falle eine Mutation im x-chromosomal lokalisierten
Gen der Alpha-5-Kette des Kollagens Typ IV (Hudson et al. 2003), die bei mannlichen
Mutationstragern zu einem progressiven Verlauf der Erkrankung mit Hamaturie und
Proteinurie als Frihsymptome und mit Erreichen der terminalen Niereninsuffizienz bereits im
Jugendalter bis jungen Erwachsenenalter flhrt, dagegen bei heterozygoten weiblichen
Mutationstragern meist nur eine Hamaturie und Proteinurie verursacht (Turner und Rees
1996). Mutationen im Gen der Alpha3- oder der Alpha4-Kette des Kollagens Typ IV bedingen
das autosomal-rezessiv (Lemmink et al. 1994; Mochizuki et al. 1994) oder das sehr seltene
autosomal-dominant (Jefferson et al. 1997; van der Loop et al. 2000) vererbte Alport-
Syndrom, deren Phanotypen im Gegensatz zum x-chromosomal vererbten Alport-Syndrom
variabler ausgepragt sind (Heidet et al. 2001; van der Loop et al. 2000). Heute geht man
davon aus, dass heterozygote Mutationstrdger des autosomal-rezessiv vererbten Alport-
Gendefektes mit 40 % einen betrachtlichen Anteil der Patienten mit Familidrer Benigner
Hamaturie (FBH) darstellen, deren Pravalenz in der Gesamtbevélkerung annahernd 1%
betragt (Haas 2009; Voskarides et al. 2007). Die FBH wird aufgrund ihrer glomerularen
Morphologie im englischen Sprachraum auch ,thin basement membrane disease” genannt
und ist zusammen mit der IgA-Nephropathie die haufigste Ursache der asymptomatischen
Hamaturie (Savige et al. 2003).

Probleme bei der Diagnose des Alport-Syndroms ergeben sich aus dem erst relativ spat
auftretenden  wegweisenden Symptomenkomplex aus Niereninsuffizienz  und

Innenohrschwerhorigkeit. Eine friihzeitige sichere Diagnosestellung, durchgefiihrt z.B. bei
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isolierter Hamaturie im Kindesalter oder bekannter Familienanamnese, und die damit
verbundene Mdoglichkeit einer frihzeitigen therapeutischen Intervention ist nur durch
Analysen auf molekularer Ebene erreichbar. Dies ist entweder durch immunhistochemischen
Nachweis der veranderten Zusammensetzung des Kollagens Typ IV oder durch Nachweis
der genetischen Mutation der Gene fur die Kollagen-IV-a3-, a4- und a5-Ketten mdglich
(Gubler 2007).

Aktuell ist eine kausale Therapie der Alport-Nephritis nur mittels Nierentransplantation
mdoglich. Konservative Therapiestrategien zielen auf eine Progressionsminderung der
Erkrankung ab, um ein Fortschreiten der chronisch progredienten Niereninsuffizienz zu
verlangsamen, und umfassen die bereits in Kapitel 1.1 beschriebenen Therapiemalinahmen.
Ein Erfolg versprechender Therapieansatz ist die Gabe von ACE-Hemmern, die bereits im
Tiermodell der Kollagen-4A3-defizienten Mause eine deutliche Progressionsminderung der
Alport-Nephritis in Bezug auf die tubulointerstitielle Fibrose, die Proteinurie und den Anstieg
der Retentionswerte mit starkerem Effekt im Vergleich zu Angiotensin-Rezeptor-
Antagonisten aufwiesen (Gross et al. 2004). Derzeitige Empfehlungen beinhalten daher
neben den grundlegenden Therapiestrategien zur Progressionsminderung der chronisch
progredienten Niereninsuffizienz die frihzeitige hochdosierte Gabe von ACE-Hemmern, wie
z.B. Ramipril, bei Kindern mit diagnostiziertem Alport-Syndrom, wobei die Langzeiteffekte
dieser Behandlungsstrategie aktuell noch intensiv untersucht werden (Gross und Kashtan
2009).

Als weiterer Therapieansatz wird der Einsatz von Stammzellen im Rahmen des Alport-
Syndroms untersucht, wobei verschiedene Studien einen positiven Effekt im Sinne einer
verzogerten renalen Fibrosierung und einer verbesserten Nierenfunktion der mittels
Stammzelltherapie behandelten Versuchstiere zeigten, ein Effekt auf die Uberlebenszeit der
Versuchstiere und den Zeitpunkt der terminalen Niereninsuffizienz aber nicht in allen Studien
nachgewiesen werden konnte (LeBleu et al. 2009; Ninichuk et al. 2006).

Trotz der vielversprechenden Ergebnisse durch Gabe von ACE-Hemmern steht die
Erforschung der Therapiestrategien zur Behandlung des Alport-Syndroms noch weit am
Anfang. Es werden noch zahireiche klinische und tierexperimentelle Studien bendétigt,
einerseits zur Optimierung bekannter Therapieansatze und zur Gewinnung von
Langzeitresultaten, andererseits um die Effekte neuer Therapiestrategien, wie z.B. der
Stammzelltherapie im Rahmen der Alport-Nephritis, zu untersuchen und diese in Zukunft
auch in der Behandlung von Patienten einsetzen zu kdnnen. Des Weiteren sollte die
Grundlagenforschung an Tiermodellen des Alport-Syndroms dazu dienen, neue
Therapieansatze zu finden, die die Progression der chronischen Niereninsuffizienz aufgrund

einer Alport-Nephritis nicht nur aufhalten, sondern auch umkehren kdénnen.
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1.3 Die Nierenfibrose

Die tubulointerstitielle Fibrose, einhergehend mit der Atrophie der Tubuli und der
peritubularen Kapillaren, stellt neben der Glomerulosklerose das morphologische Korrelat
der chronisch progredienten Niereninsuffizienz dar (Boor et al. 2010), wobei gezeigt werden
konnte, dass die Fibrosierung des Nierenparenchyms starker mit der Einschrdnkung der
Nierenfunktion korreliert als glomerulare Veranderungen (Strutz und Muller 2006). Grundlage
der Fibrosierung ist die Akkumulation interstitieller Matrixbestandteile, wie u.a. Kollagen
verschiedener Typen, Fibronektin, Laminin, Proteoglykane, Polysaccharide und
Glykoproteine im Interstitium (Eddy 1996). Ursache ist einerseits die vermehrte Bildung
interstitieller Matrixbestandteile durch aktivierte Fibroblasten bzw. Myofibroblasten und
andererseits der verminderte Abbau durch u.a. Matrixmetalloproteinasen. Abhangig von der
Ursache kann ersterer oder letzterer Mechanismus groRere Bedeutung flr die Fibrosierung
haben. Isolierte Fibroblasten aus fibrotischen Nieren weisen eine deutlich hdéhere
Kollagenproduktion auf als solche, die aus gesundem Nierengewebe gewonnen wurden
(Rodemann und Mduller 1991). Das Tiermodell der unilateralen Ureterobstruktion UUO
dagegen geht mit stark vermindertem Kollagenabbau, aber kaum erhdhter Kollagensynthese
einher (Gonzalez-Avila et al. 1988).

Bei der Erforschung der Nierenfibrosierung stellten sich in den letzten Jahren zwei
grundsatzliche Fragen, zum einen nach der Herkunft der fir die Fibrosierung
verantwortlichen aktivierten Fibroblasten und zum anderen nach den Mediatoren, die zur
Aktivierung der Fibroblasten fihren. Fibroblasten wurden urspringlich als kontraktile
zelluladre Elemente sowie als Quelle extrazellularer Matrix beschrieben (Cohnheim 1867). Die
derzeitige beste Definition lautet: Zellen, die nicht Blutgefal’en, Entziindungszellen oder
Epithelien zugeordnet sind und den zelluldren Hauptbestandteil des interstitiellen Gewebes
und Bindegewebes darstellen (Kalluri und Zeisberg 2006). Gemeinsamkeit aller Fibroblasten
ist die spindelférmige Morphologie, wobei die Gruppe aller Zellen, die dieses morphologische
Kennzeichen im Nierenparenchym erfiillen, sehr heterogen ist. Aulerdem existieren nur
wenige spezifische Markerproteine, die eine Unterscheidung der verschiedenen
Zellpopulationen mesenchymalen Ursprungs mit spindelférmiger Morphologie im
Nierenparenchym erméglichen. Man unterscheidet neben den eigentlichen urspriinglichen
Fibroblasten des Interstitiums (Expression von 5’Ectonucleotidase und des Fibroblast
Specific Protein-1 FSP-1) u.a. durch EMT entstandene Fibroblasten (Expression von FSP-1),
Perizyten (Expression von Nerve Growth Factor und Platelet Derived Growth Factor-a- und -
B-Rezeptor), glatte Gefdllmuskelzellen (Expression von Alpha-Glattmuskelaktin),
Myofibroblasten (Expression von Alpha-Glattmuskelaktin) und mesenchymale Stammzellen,

wobei zur Unterscheidung der genannten Zellpopulationen zusatzliche topografische



1 Einleitung

Kriterien bendtigt werden, z.B. die Nahe der Perizyten zu Gefallen (Strutz und Zeisberg
2006).

Die Aktivierung des Myofibroblasten, der verantwortlich fir die interstitielle Matrixdeposition
ist (Grinnell 1994; Qi et al. 2006; Zeisberg et al. 2000), wird heute als Schlisselereignis in
der renalen Fibrosierung angesehen, da dieser Zelltyp bei der Progression der Nierenfibrose
eine entscheidende Rolle spielt (Essawy et al. 1997; Meran und Steadman 2011; Tang et al.
1996). Der Begriff Myofibroblast wurde urspriinglich fir Fibroblasten mit kontraktilen
Eigenschaften (Strutz und Muller 2006) gepragt, die u.a. verantwortlich fir die Kontraktion
bei der Wundheilung sind (Ryan et al. 1974). Der Myofibroblast kennzeichnet sich durch die
Expression von Alpha-Glattmuskel-Aktin (Hinz 2007; Tomasek et al. 2002), welches
allerdings auch in anderen mesenchymalen Zellen wie z.B. Perizyten und physiologisch in
glatten Gefalmuskelzellen exprimiert wird (Kalluri und Zeisberg 2006). Auflerdem konnte
nachgewiesen werden, dass die Aktivierung nicht bei allen Fibroblasten zur Expression von
Alpha-Glattmuskel-Aktin fihrt und daher die Population der aktivierten Fibroblasten zwar
hauptsachlich, aber nicht ausschliel3lich aus Myofibroblasten besteht (Okada et al. 2000).
Neben der Veranderung des Phanotyps infolge Alpha-Glattmuskel-Aktin-Expression kommt
es aulRerdem zu einer ausgepragten Zunahme der Synthese interstitieller Matrix (Rodemann
und Mdller 1991) und der proliferativen Aktivitat (Strutz et al. 2000 b). In der Zellkultur lassen
sich aus fibrotischen Nieren wesentlich mehr Fibroblasten isolieren als aus gesunden Nieren
(Mdller und Rodemann 1991; Strutz et al. 2001 a), was flr eine verstarkte Proliferation
spricht.

Es existieren zahlreiche Stimuli, die zur Aktivierung eines Fibroblasten fuhren. Grundlage der
Fibrosierung ist zunéchst die infolge eines Gewebeschadens unterschiedlicher Atiologie
auftretende Entziindungsreaktion des Gewebes mit Infiltration durch Entziindungszellen, wie
Lymphozyten und Makrophagen (Wang Y und Harris 2011; Zeisberg et al. 2001). Die
Proteinurie infolge primar glomerularer Schaden bei verschiedenen Glomerulonephritiden,
der diabetischen Nephropathie und der Alport-Nephritis stellt eine entscheidende Ursache
der tubulointerstitiellen Inflammation dar (Strutz 2009). Es kommt zur Freisetzung
Fibroblasten stimulierender Proteine, wie u.a. TGF-B1, PDGF, CTGF, tPA und FGF-2 (Alpers
et al. 1993; Boor und Floege 2011; Border und Noble 1994; Hao et al. 2010; Qi et al. 2006;
Strutz et al. 2000 b; Strutz et al. 2001 b). Daneben gibt es noch andere
Aktivierungsmechanismen, z.B. durch direkten Zellkontakt mit Entziindungszellen, durch
EZM-Integrin-Interaktion (a1 und 1) sowie durch Hypoxie oder Hyperglykamie (Bechtel und
Zeisberg 2009; Qi et al. 2006).

Typischerweise bleibt der aktivierte Fibroblastenphanotyp erhalten, auch wenn der
pathogenetische Reiz nicht mehr einwirkt, sodass es zu einer autonomen Proliferation

aktivierter Fibroblasten kommt. Mogliche Ursachen sind die autokrine Stimulation durch
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FGF-2 (Strutz et al. 2000 b; Strutz et al. 2002) und evtl. epigentische Veranderungen
(Bechtel et al. 2010), wie bereits in der Krebsforschung nachgewiesen wurde (Kalluri und
Zeisberg 2006; Orimo et al. 2005).

Die Frage nach der Herkunft der aktivierten Fibroblasten ist ein kontrovers diskutiertes
Thema. Bereits 1867 wurde von Cohnheim, der die Mechanismen der Entziindung
untersuchte, angenommen, dass Fibroblasten, damals noch kontraktile zellulare Elemente
genannt, von Leukozyten abstammen (Cohnheim 1867). 1970 konnte gezeigt werden, dass
Fibroblasten lokaler Herkunft sind (Ross et al. 1970). Bisher nahm man an, dass
Myofibroblasten das aktivierte Stadium nur der urspriinglichen interstitiellen Fibroblasten
darstellen. Man konnte aullerdem zeigen, dass die meisten tubulointerstitiellen Alpha-
Glattmuskel-Aktin exprimierenden Zellen lokaler Herkunft sind (Faulkner et al. 2005). Andere
Studien lassen vermuten, dass ein Teil der Myofibroblastenpopulation von Perizyten und
glatten Muskelzellen abstammen (Duffield und Humphreys 2011; Wiggins et al. 1993). Des
Weiteren entsteht ca. ein Drittel der Extrazellularmatrix bildenden Zellen durch Epitheliale-
Mesenchymale Transformation (lwano et al. 2002). AuRerdem konnte man nachweisen,
dass ein Teil der Fibroblasten sowohl in der gesunden Niere als auch bei chronisch
progedienter Niereninsuffizienz aus dem Knochenmark stammt (Grimm et al. 2001; Iwano et
al. 2002; Wada et al. 2010). Es wurde gezeigt, dass aus dem Knochenmark stammende
Fibrobasten bzw. mesenchymale Stammzellen z.T. auch reparative Effekte aufweisen
(Poulsom et al. 2001; Togel et al. 2005), bzw. dass Myofibroblasten mit Ursprung aus dem
Knochenmark nicht signifikant zur Kollagenproduktion in fibrotischen Nieren beitragen
(Roufosse et al. 2006).

Proteinurie | ——

y Expression
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Tubulusepithel mesenchymale
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Abb. 5: Darstellung der Mechanismen, die zur Aktivierung Abb. 6: Darstellung der Herkunft des aktivierten
der Fibroblasten fiihren und damit die tubulointerstitielle Fibroblasten in der fibrotischen Niere (nach Strutz und
Fibrosierung verursachen (nach Strutz und Neilson 2003, Muiller 2006, S. 3369).

S. 463 und 468).

Diese Studien belegen, dass die flr die Nierenfibrosierung verantwortlichen aktivierten

Myofibroblasten von verschieden Zelltypen abstammen kénnen. Neben der Aktivierung und
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Proliferation der urspriinglichen Fibroblasten des Interstitiums konnten auch Perizyten,
zirkulierende Stammzellen sowie die Epithelial-Mesenchymale Transformation von
Tubulusepithelzellen als Ursprung der aktivierten Fibroblasten identifiziert werden, wobei die
prozentuale Verteilung der jeweiligen Fibroblastenpopulation maéglicherweise von der
zugrundeliegenden Atiologie des Krankheitsprozesses abhéngig ist und die Frage nach der
Herkunft der aktivierten Fibroblasten noch nicht vollstandig geklart ist (Kalluri und Zeisberg
2006), sodass weitere Untersuchungen notwendig sind.

In den letzten Jahren gelangte der Vorgang der EMT, der bereits intensiv in der
Krebsforschung untersucht wird, zunehmend in den Focus der Fibroseforschung. Die
Epithelial-Mesenchymale Transformation beschreibt die Umwandlung von Epithelzellen in
Zellen, die einen mesenchymalen Phanotyp aufweisen, d.h. eine spindelférmige Morphologie
und die Expression mesenchymaler Markerproteine (lwano et al. 2002). Der Vorgang wurde
bereits 1982 von Greenburg and Hay beschrieben (Greenburg und Hay 1982). Des Weiteren
wurde nachgewiesen, dass EMT eine entscheidende Rolle bei der Metastasierung von
Karzinomen (Yang et al. 2004) sowie bei der Bildung des Mesoderms durch Gastrulation im
Rahmen der Embryogenese spielt (Baum et al. 2008; Hay und Zuk 1995). Im Rahmen der
Fibrogenese fuhrt die EMT zur Umwandlung von Tubulusepithelzellen in Fibroblasten und
konnte erstmalig durch die Klonierung des Fibroblast Specific Protein-1 (FSP-1)
nachgewiesen werden (Strutz et al. 1995). Der immunhistochemische Nachweis FSP-1-
positiver Tubulusepithelzellen gelang mittels transgener Mause nach unilateraler
Ureterobstruktion als Tiermodell der chronisch progredienten Niereninsuffizienz (lwano et al.
2002). Wahrend der EMT kommt es zu einer allmahlichen Veranderung des Phanotyps der
Tubulusepithelzellen mit Verlust der apikobasalen Zellpolaritat, mit Verlust der Expression
von Adhasionsmolekilen wie ZO-1 und E-Cadherin und mit beginnender Expression von
mesenchymalen Markern, wie Vimentin, Alpha-Glattmuskelaktin und wie bereits beschrieben
FSP-1. Dabei existieren vermutlich mehrere Zwischenstadien mit Co-Expression epithelialer
und mesenchymaler Marker (Zeisberg und Kalluri 2004). Infolgedessen kann es
mdoglicherweise zu einer Migration der Zelle durch die tubulare Basalmembran in das
Interstitium kommen. Die Expression von Alpha-Glattmuskelaktin in Tubulusepithelien wurde
in einer Studie im Tiermodell der 5/6-Nephrektomie beschrieben, wobei sich eine Migration
der Tubulusepithelzellen ins Interstitium auch elektronenmikroskopisch zeigte (Ng YY et al.
1998). Tubulusepithelzellen (aufder den Epithelien der Sammelrohre) entstehen wahrend der
Embryonalentwicklung aus dem Mesenchym des Metanephrons durch Mesenchymal-
Epitheliale Transformation, eine Tatsache, die die Fahigkeit dieser Zellen zur EMT
unterstreicht, und daher die EMT moglicherweise die Umkehrung embryonaler
Entwicklungsprogramme darstellt (Zeisberg und Kalluri 2004). Mittlerweile konnte EMT auch

in zahlreichen anderen Organen und Geweben, wie z.B. der Schilddrise, der Brustdriise und
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der Retina nachgewiesen werden (Hay und Zuk 1995). Je nach Atiologie scheint der
Vorgang der EMT mehr oder weniger Bedeutung fir die Pathogenese der Nierenfibrose zu
haben. In den mittels Proteinurie bzw. Angiotensin Il induzierten Tiermodellen der renalen
Fibrosierung fanden sich kein Nachweis der EMT bzw. keine Unterbrechung der tubuléaren
Basalmembran (Faulkner et al. 2005; Ikeda et al. 2004). Im Gegensatz dazu leistet die EMT
im Tiermodell der unilateralen Ureterobstruktion einen signifikanten Beitrag zur Progression
der Nierenfibrosierung (lwano et al. 2002; Yang et al. 2002), aber auch im Tiermodell der
Nephritis, die durch nephrotoxisches Serum ausgeldst wird (Zeisberg et al. 2003 b). Bis vor
einigen Jahren nahm man an, dass die Fibrosierung ein irreversibler Prozess sei, dessen
Progredienz zwar verlangsamt, aber nicht gestoppt werden kann. Tatsachlich konnte gezeigt
werden, dass die renale Fibrosierung (Zeisberg et al. 2003 b) und auch die Leberfibrose
(Bataller und Brenner 2005) reversibel sind. Einige Substanzen, wie z.B. Pentoxyfillin, IFN-
gamma und Relaxin, sind imstande, die Fibroblastenaktivierung und deren Proliferation und
Matrixsynthese (Heeg et al. 2005; Strutz et al. 2000 a) zu hemmen. Die EMT dagegen stellt
einen ganz neuen Ansatzpunkt therapeutischer Strategien dar. Man konnte in der Zellkultur
und im Tiermodell nachweisen, dass BMP-7, ein Morphogen der TGF-B1-Superfamilie, die
EMT und damit den Prozess der Fibrosierung ganzlich aufhalten bzw. sogar umkehren kann
(Hruska et al. 2000; Zeisberg et al. 2003 a; Zeisberg et al. 2003 b). Ebenso konnte fir HGF
gezeigt werden, dass es die Fahigkeit besitzt, die EMT aufzuhalten und die Progression der

Nierenfibrose im Tiermodell zu stoppen (Yang und Liu 2002).

1.4 Das lokale Angiotensinsystem der Niere

Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System hat eine entscheidende Bedeutung fur die
Physiologie des menschlichen Organismus, da es eine zentrale Rolle bei der
Blutdruckregulation und der Aufrechterhaltung des Wasserhaushaltes einnimmt. Renin ist
eine Endopeptidase, die vom juxtaglomerularen Apparat der Glomeruli in der Niere
exprimiert wird (Hackenthal et al. 1990) und das in der Leber gebildete Angiotensinogen zu
dem Dekapeptid Angiotensin | umwandelt (Navar 1997). Angiotensin Il ist ein aus acht
Aminosauren bestehendes Peptidhormon mit einem Molekulargewicht von 1046,19 Da und
entsteht aus Angiotensin | durch enzymatische Spaltung mittels des in der Lunge gebildeten
und zirkulierenden, aber auch auf den Endothelzellen der Gefalle exprimierten Angiotensin
Converting Enzyme ACE (Cushman et al. 1971; Paul et al. 2006).

Es existieren verschiedene Typen von Angiotensin-II-Rezeptoren, von denen die AT;- und
AT,-Rezeptoren bisher am besten untersucht wurden. Die blutdrucksteigernde Wirkung von
Angiotensin 1l wird v.a. Uber AT-Rezeptoren vermittelt und umfasst neben der direkten

Erhdhung des Blutgefafitonus auch die verminderte Wasser- und Salzausscheidung durch
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Vasokonstriktion der Vasa afferentia und efferentia der Glomeruli, durch direkte Regulation
der tubularen Wasser- und Salzreabsorption und durch Stimulation der Aldosteron-
Ausschuttung in der NNR (Kobori et al. 2007). Diese Signalwege macht man sich in der
Behandlung der arteriellen Hypertonie, die Volkskrankheit Nr.1 der westlichen
Industrienationen, zunutze. ACE-Hemmer flhren zur verminderten Bildung von Angiotensin |
und ATR-Antagonisten blockieren den Angiotensin-Rezeptor Typ 1 und hemmen so die
blutdrucksteigernde Wirkung des Angiotensin Il direkt.

Angiotensin |l spielt neben der Blutdruckregulation eine wichtige Rolle in der lokalen
Physiologie und Pathophysiologie verschiedener Organe (Paul et al. 2006). Neben der
Synthese von Angiotensin | und Il im Blutkreislauf kénnen diese Peptide auch direkt in den
einzelnen Geweben gebildet werden. Die Existenz eines lokalen Angiotensinsystems der
Niere wird durch mehrere Studien belegt (Harris und Cheng 1996; Wolf und Neilson 1993),
die u.a. zeigen, dass die Konzentration von Angiotensin Il im Tubulus und Interstitium nicht
allein durch die Konzentration von Angiotensin Il im Blutplasma erklarbar ist (Ingert et al.
2002). Es wurde nachgewiesen, dass alle grundlegenden Bestandteile des Renin-
Angiotensin-Systems, d.h. Angiotensinogen, Renin und ACE, von proximalen oder distalen
Tubulusepithelzellen exprimiert werden, sich im Tubuluslumen sowie im Interstitium
anreichern und daher eine lokale Bildung von Angiotensin Il in der Niere ermdglichen
(Ichihara et al. 2004; Kobori et al. 2007).

Angiotensin |l besitzt in der Niere zahlreiche Effekte auf die einzelnen Zelltypen,
einschliellich des Zellwachstums und -differenzierung, der Zellproliferation und der
Apoptose, wodurch es einen entscheidenden Faktor in der Progredienz der
tubulointerstitiellen Fibrose darstellt (Ruiz-Ortega et al. 2006). Im Rahmen der chronisch
progredienten Niereninsuffizienz ist der AT;-Rezeptor mit hauptverantwortlich fir die
pathopyhsiologischen Effekte von Angiotensin Il. AT-Rezeptoren werden durch zahlreiche
verschiedene Zelltypen in der Niere exprimiert, wobei in der fibrosierten Niere AT;-
Rezeptoren auch auf interstitiellen Fibroblasten zu finden sind (Okada et al. 2002). Neben
Verstarkung der glomerularen Hypertension und Induktion einer tubulointerstitiellen Hypoxie
durch Vasokonstriktion der renalen Blutgefalie werden Uber den AT;-Rezeptor v.a.
Zellproliferation, Inflammation und renale Fibrogenese durch die Stimulation profibrogener
Faktoren wie z.B. TGF-p1, PDGF und CTGF vermittelt (Mezzano et al. 2001; Ruiz-Ortega et
al. 2006). Im Gegensatz dazu zeigt die Aktivierung des AT.,-Rezeptors gegenteilige Effekte,
wie Vasodilatation, Wachstumshemmung und Apoptose, die im Rahmen der renalen
Fibrogenese eher protektiv wirken (Fogo 2007; Henrion et al. 2001).

Obwohl in der Vergangenheit bereits immer wieder gezeigt wurde, dass die Inhibition des
Angiotensinsystems durch ACE-Hemmer oder Angiotensin-Rezeptor-Antagonisten eine

deutliche Progressionsminderung der chronisch progredienten Niereninsuffizienz zur Folge
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hat, ist nicht eindeutig belegt, ob ACE-Hemmer oder Angiotensin-Rezeptor-Antagonisten
oder sogar die Kombination aus beiden Substanzklassen einen starkeren Benefit zeigen. Ein
pharmakologischer Vorteil der ACE-Hemmer ist moglicherweise die starkere Senkung der
glomerularen Hypertension durch Bradykinin-vermittelte Dilatation der efferenten Arteriole,
wahrenddessen AT R-Antagonisten spezifisch den AT;-Rezeptor, nicht aber den AT,-
Rezeptor und dessen protektive Effekte blockieren und auRerdem auch durch die Chymase
gebildetes Angiotensin Il kompetitiv hemmen (Fogo 2007; Hilgers und Mann 2002).

Trotz erwiesener effektiver Progressionsminderung der chronisch progredienten
Niereninsuffizienz durch beide Substanzklassen zeigen tierexperimentelle Studien keinen
Vorteil einer Kombinationstherapie aus ACE-Hemmern und AT -Rezeptor-Antagonisten (Ots
et al. 1998). Auch Remuzzi et al. berichten keinen Unterschied bzgl. der Proteinurie und
Retentionsparameter (Remuzzi et al. 1999), wahrenddessen andere klinische Studien
entweder einen Vorteil der ACE-Hemmer (Lacourciere et al. 2000; Mogensen et al. 2000)
oder der AT -Rezeptor-Antagonisten (Robles et al. 2009) aufzeigen.

Daher werden weitere Studien bendtigt, um zu klaren welche der beiden Substanzklassen in
der Behandlung der chronisch progredienten Niereninsuffizienz, mdglicherweise auch
abhangig von der jeweiligen Atiologie und Pathogenese, Vorteile gegeniiber der anderen
zeigt und daher vorrangig indiziert ist. Gross et al. zeigen, dass fur das Alport-Syndrom ACE-
Hemmer eine deutlich starkere Progressionsminderung der interstitiellen Fibrose zur Folge
haben (Gross et al. 2004). In der vorliegenden Arbeit soll gezeigt werden, ob sich dieses

Ergebnis mit anderen Substanzen der jeweiligen Wirkstoffklassen wiederholen lasst.

1.5 Bone Morphogenetic Protein-7 und der BMP-Signalweg

Das Bone Morphogenetic Protein-7, kurz BMP-7, ist ein Protein mit einem Molekulargewicht
von 35 kDa und gehért der TGF-B-Superfamilie an. Deren Familienmitglieder steuern eine
Reihe zellularer Prozesse, u.a. den Zellzyklus, die Zelldifferenzierung, die Reproduktion, die
Zellmotilitat, die Zelladhasion, das Nervenwachstum, das Knochenwachstum,
Wundheilungsprozesse und die Immunantwort (Attisano und Wrana 2002; Chang et al. 2002;
Hogan 1996; Kingsley 1994; Massague 2000). Das erste nhamensgebende Mitglied TGF-31
wurde bereits in den friihen 80er Jahren entdeckt (Roberts et al. 1981; Roberts et al. 1980;
Sporn et al. 1986) und spielt eine physiologische Rolle bei der Wundheilung und eine
pathologische Rolle bei der Fibrosierung verschiedener Organe, indem es Fibroblasten
aktiviert und zur Bildung interstitieller Matrixbestandteile wie v.a. Kollagen fuhrt (Border und
Noble 1994).

Die Existenz der Bone Morphogenetic Proteins als Knorpel- und Knochenwachstum

auslésende Proteine wurde schon in den 1960er Jahren vermutet. Eine genaue
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Beschreibung der eigentlichen Proteine gelang allerdings erst in den 80er Jahren (Wozney et
al. 1988). Bisher wurden mehr als 15 Bone Morphgenetic Proteins, unterteilt in mehrere
Untergruppen, bei Saugetieren entdeckt. Dazu zahlen u.a. die Untergruppen BMP-2/4 mit
BMP-2 und BMP-4, die Untergruppe OP-1 mit BMP-5, BMP-6, BMP-7 (OP-1), BMP-8 (OP-2)
und die Untergruppe GDF-5 mit GDF-5, GDF-6 (BMP-13) und GDF-7 (BMP-12) (Kawabata
et al. 1998). Neben dem Einfluss auf die Knochen- und Knorpelentwicklung spielen die
meisten BMPs eine wichtige Rolle in der frithen Embryonalentwicklung und ein Knockout
verlauft, wie bei BMP-2 und -4, schon im Embryonalstadium letal (Kawabata et al. 1998).

Es sind drei BMP-Typ-I-Rezeptoren ALK-2 (ActRI), ALK-3 (BMPRIA) und ALK-6 (BMPRIB)
und drei BMP-Typ-llI-Rezeptoren BMPRII, ActRIl und ActRIIB fir die BMP-Signalkaskade
beschrieben, wobei der BMP-7-Signalweg Uber den ALK-3- oder den ALK-6-Rezeptor
verlauft (Kawabata et al. 1998; ten Dijke et al. 1994). Wahrend die BMPRII-Expression
konstitutiv erfolgt, werden die Typ-I-Rezeptoren vermutlich reguliert exprimiert (Bosukonda et
al. 2000; Zeisberg 2006). BMP- bzw. TGF-3-Rezeptoren sind Serin-Threonin-Kinasen, die
ohne Ligandenbindung als Homodimere vorliegen. Nach Liganden-Bindung bilden sie einen
heterotetrameren Komplex aus zwei Typ-I- und zwei Typ-lI-Proteinen, wobei der Typ-I-
Rezeptor die Ligandenspezifitdt determiniert (Moustakas et al. 1993; Shi und Massague
2003; Yamashita et al. 1994). AnschlieRend phosphoryliert die konstitutiv aktive Serin-
Threonin-Kinase-Domane im Typ-lI-Rezeptor die Glycin-Serin-Domane im Typ-I-Rezeptor
(Wrana et al. 1994). Intrazellular erfolgt die Weiterleitung der Signale uber die
Phosphorylierung der Smad-Proteine wie in Abb. 7 (S. 16) dargestellt. (Baker und Harland
1997; Heldin et al. 1997). Die Smad-Familie besteht aus drei Unterfamilien, den durch
Rezeptoren regulierten Smads oder kurz R-Smads Smad1, 2, 3 und 5 , dem Common-
Partner-Smad oder kurz Co-Smad Smad4 und den inhibitorischen Smads oder kurz I-Smads
Smad6 und 7 (Attisano und Wrana 2002).

BMP-7, auch Osteogenic Protein-1 genannt, ist eines der BMPs, das eine deutliche
Stimulation der Knochenbildung aufweist (Knutsen et al. 1993; Ozkaynak et al. 1990).
Daneben spielt BMP-7 auch eine wichtige Rolle bei der Entwicklung der Niere und der
Augen. Wahrend der embryonalen Nephrogenese induziert BMP-7 die Transformation von
metanephrischem Mesenchym zu Epithel und ist dadurch an der Bildung von Glomeruli und
Tubuli beteiligt (Hogan 1996). Eine homozygote Deletion in Mausen resultiert in
Mikrophthalmie, Polydactylie, Hypomineralisation und schwerer renaler Dysplasie (Dudley et
al. 1995; Luo et al. 1995). In adulten Nieren wird BMP-7 v.a. in tubularen Epithelzellen und
Podozyten exprimiert (Gould et al. 2002; Wang SN et al. 2001).

BMP-7 ist imstande, in der Zellkultur sowie im Tiermodell EMT und die Progression der
renalen Fibrosierung zu verhindern, bzw. den Prozess der TGF-B1-vermittelten EMT und

Fibrosierung sogar umzukehren (Wang S et al. 2003; Zeisberg et al. 2003 a; Zeisberg et al.
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2003 b), indem es die Expression des EMT-Proteoms antagonisiert. Das EMT-Proteom ist
gekennzeichnet durch die vermehrte Expression bestimmter fir Zellmotilitdt wichtiger
Proteine wie z.B. FSP-1, Alpha-Glattmuskelaktin. AuBerdem kommt es zur Induktion der
Matrixmetalloproteinasen MMP-2 und -9, welche Bestandteile der Basalmembran spalten
kénnen und zur Induktion Fibroblasten stimulierender Zytokine, wie TGF-1 selbst und FGF-
1, -2, -8. Dagegen werden Proteine wie E-Cadherin und ZO-1, die fir die Homdostase und
Stabilitdt des tubularen Epithelverbands durch Bildung von Tight Junctions und Adherens
Junctions notwendig sind, vermindert exprimiert (Kalluri und Neilson 2003). TGF-1 fuhrt zur
Expression des EMT-Proteoms Uber die Bereitstellung bestimmter Transkriptionsfaktoren,
wie z.B. Snail oder Slug (Kalluri und Neilson 2003). BMP-7 fihrt iber den Smad-abhangigen
Signalweg direkt zur Induktion bestimmter Zielgene, wie E-Cadherin, die durch TGF-p1
inhibiert werden (Zeisberg et al. 2003 b). Zu den gemeinsamen Downstream-Genen zahlen
auch die Id-Protein codierenden Gene (Ruzinova und Benezra 2003). BMP-7 ist in der Lage,
die Kollagenexpression in Myofibroblasten durch die Induktion von Id-2 und -3, zu
reprimieren (Izumi et al. 2006). Ein weiterer Mechanismus der Antagonisierung erfolgt tber
kompetitive Nutzung des Co-Smads Smad4 (Weiskirchen und Meurer 2007). AulRerdem
hemmt Trps1, ein durch BMP-7 induziertes Protein, den Arkadia-vermittelten Abbau von
Smad7 und fuhrt dadurch zur Hemmung des TGF-B1-Smad3-Signalwegs (Gai et al. 2010;
Gai et al. 2009).

BMP-7 Tubulusepithelzelle TGF-B1

aktivierter Fibroblast

EZM-Produktion
EMT-Proteom |
Kollagen, Fibronektin, FSP-1, aSMA, MMPs ... <~ /

Proliferation
J L E-Cadherin, ZO-1, B-Catenin, Zytokeratin ... ~§ _

m tubulointerstitielle Fibrosierung

Abb. 7: Schema der antagonistischen Effekte von TGF-$1 und BMP-7 auf die Tubulusepithelzelle: BMP-7 und TGF-$1
stabilisieren den heterotetrameren Komplex der Typ-I- und -lI-Rezeptoren. Der heterooligomere BMP-Rezeptor-Komplex
phosphoryliert die R-Smads Smad1 und 5, der TGF-B1-Rezeptor-Komplex dagegen die R-Smads Smad2 und 3. Die
aktivierten R-Smads bilden mit dem Co-Smad Smad4 einen heterotrimeren Komplex. Im Zellkern bindet der heterotrimere
Komplex zusammen mit anderen Transkriptionsfaktoren an die Promotoren von TGF-1- bzw. BMP-7-Zielgenen (Weiskirchen
und Meurer 2007). Beide Signalwege antagonisieren einander, u.a. durch die Induktion bestimmter Zielgene und die
kompetitive Nutzung von Co-Smad Smad4. BMP-7 und TGF-B1 zeigen unterschiedliche Effekte auf die Expression von
Kollagen. Aulierdem antagonisiert BMP-7 die TGF-31-vermittelte Expression des EMT-Proteoms und ist dadurch in der Lage,
die Entstehung von aktivierten Fibroblasten zu verhindern (Kalluri und Neilson 2003).
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1.6 PAI-1, uPAR und das Plasminogen-Plasmin-System im Rahmen der renalen

Fibrosierung
Ursache der renalen Fibrosierung ist neben der vermehrten Produktion interstitieller Matrix
auch der verminderte Abbau derselben (Schnaper 1995). Der Abbau der extrazellularen
Matrix wird u.a. vom Plasminogenaktivator-Plasminogen-Plasmin-System reguliert, denn
Plasmin ist direkt an der Degradierung von interstitiellen Matrixproteinen wie Fibronektin,
Laminin, Proteoglykanen und Kollagen Typ IV beteiligt und indirekt tber die Aktivierung der
Matrixmetalloproteinasen, die ihrerseits Kollagen degradieren (Eddy 2002; He et al. 1989;
Ramos-DeSimone et al. 1999).
Urspriinglich wurde Plasmin im Rahmen der Blutgerinnung beschrieben, da es eine wichtige
Rolle bei der Fibrinolyse spielt (Kane 1984). Plasmin entsteht als Produkt der proteolytischen
Spaltung von aus der Leber stammendem Plasminogen durch Urokinase-type Plasminogen
Activator (uPA) oder Tissue-type Plasminogen Activator (tPA). Aktives Plasmin spaltet Fibrin
und fuhrt dadurch zur Auflésung und zum Abbau von Thromben. Dabei bindet tPA zunachst
an Fibrin, wodurch es selbst aktiviert wird und daraufhin Plasminogen aktivieren kann. Im
Gegensatz zu tPA ist die Affinitdt von uPA zu Fibrin deutlich geringer, daher kann tPA als
Initiator der Fibrinolyse angesehen werden (Loscalzo und Braunwald 1988).
Da aktiver Urokinase-type Plasminogen Activator neben Plasminogen auch Bestandteile der
Extrazellularmatrix, wie z.B. Fibronectin (Gold et al. 1989), direkt proteolytisch umsetzen
kann und im Vergleich zu tPA vermehrt extravaskuldr exprimiert wird, v.a. auch im
Nierenparenchym durch Fibroblasten und inflammatorische Zellen (Eddy 2002), spielt uPA
im Vergleich zu tPA vermutlich eine gréf3ere Rolle bei der Initierung des Abbaus interstitieller
Matrix durch das Plasminogen-Plasmin-System. Urokinase-type Plasminogen Activator wird
von verschiedenen Zellen als inaktiver pro-uPA autokrin oder parakrin sezerniert und bindet
anschliefend an den uPA-Rezeptor. Die proteolytische Spaltung zu aktivem uPA kann durch
Plasmin erfolgen (Kasai et al. 1985), wobei Plasmin eine héhere Affinitat zu Rezeptor-
gebundenem uPA aufweist als zu uPA in Lésung (Blasi 1993). Der uPA-Rezeptor (UPAR) auf
der Zelloberflache kann sowohl inaktives als auch aktives uPA binden und dadurch die
perizellulare Degradation von extrazellularer Matrix initiieren (Blasi 1993; Blasi et al. 1987).
Die Bedeutung des uPA-uPAR-Komplexes wurde in den letzten Jahren v.a. im Rahmen der
Metastasierung verschiedener maligner Tumore untersucht. Dabei spielt neben der
Initiierung der perizellularen Proteolyse zur Lésung einzelner Zellen aus dem Tumorgewebe
und der Vermittlung der fir die Zellmigration essentiellen Zelladhasion unter Beteiligung von
Integrinen auch die Aktivierung verschiedener intrazellularer Signalwege, die ebenfalls die
Zelladhasion und Zellmigration entscheidend beeinflussen, durch uPAR eine wichtige Rolle
(Dear und Medcalf 1998). Des Weiteren kann der uPA-uPAR-Komplex eine Metastasierung
durch EMT begunstigen. Fur uPAR und uPA konnte eine Beteiligung an der durch Hypoxie
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induzierten EMT metastasierender Brustkrebszellen nachgewiesen werden. AuRerdem I6st
die uPAR-Uberexpression eine EMT auch unter normoxischen Bedingungen aus (Jo et al.
2009; Lester et al. 2007). Im Rahmen der renalen Fibrosierung wurde gezeigt, dass tPA
Plasmin-unabhangig an der EMT beteiligt ist durch Induktion der Basalmembran spaltenden
MMP-9 und dadurch profibrogene Effekte im Tiermodell der UUO aufweist (Yang et al.
2002). Des Weiteren stellt tPA ein potentes Mitogen fir interstitielle Fibroblasten dar (Hao et
al. 2010). Trotz der dargestellten Bedeutung fir EMT und Zellmigration scheint uPAR
aufgrund der Fahigkeit zur Initierung der Degradation extrazellularer Matrix durch Plasmin
antifibrotisch zu wirken, da die uPAR-Defizienz die renale Fibrosierung im Tiermodell
beschleunigt (Zhang et al. 2003 a).

Sowohl uPA als auch tPA werden durch Bildung eines enzymatisch inaktiven 1:1-Komplexes
mit dem Plasminogen Activator Inhibitor-1 PAI-1 effektiv gehemmt, der auf diesem Weg die
Aktivitat Plasmins kontrolliert (Irigoyen et al. 1999). PAI-1 ist ein Protein der SERPIN-Familie
(SERine Protease INhibitor) mit einem Molekulargewicht von 50 kDa, das Anfang der 80er
Jahre entdeckt wurde (Loskutoff und Edgington 1981). Aktives PAI-1 hat eine relativ kurze
Halbwertszeit und eine starke Tendenz eine stabilere Konformation anzunehmen, wodurch
es seine inhibitorische Funktion verliert (Hekman und Loskutoff 1985; Mottonen et al. 1992).
Diese Konformationséanderung wird durch die Bindung von PAI-1 an Vitronectin, ein 70-kDa-
Glykoprotein, das sowohl im Plasma als auch in der Extrazellularmatrix vorkommt,
verlangsamt. PAI-1 wird dadurch stabilisiert und in Bereichen mit ausgepragter
Extrazellularmatrix angereichert, wobei dort der uPA-uPAR-vermittelte Abbau derselben
inhibiert wird (Seiffert und Loskutoff 1991; Zhou et al. 2003).

B ——> tA| | Fibrin | inaktive Plasmi uPA
PA asminogen
hemr:taltet S altetf Matrixmetallo- Y l
p P proteinasen Plasmin

i tivierun l
—'T —

Extra-

zellular-
matrix

Plasminogen

PAI-1 Plasmin

aktivierte
spaltet

Matrixmetallo-
- hemmt I

proteinasen
‘ Degradierung extrazelluldrer Matrix ‘

v v v

Fibronektin Fibronektin Kollagen
Laminin > —
Proteoglykane uPAR uPAR
Typ-IV-Kollagen
Vitronektin
Abb. 8: Schema des Plasminogen-Plasmin-Systems und Abb. 9: Intravasaler Thrombenabbau und intertstitieller
dessen Substrate sowie der Aktivierung von Matrixmetallo- Abbau der EZM durch das Plasminogen-Plasmin-System.
proteinasen durch Plasmin (nach Huang Y und Noble 2007, PAI-1 und uPAR konkurrieren um die Bindung an
S. 1008). Vitronektin (nach Eddy 2002, S. F210).
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Neben der Bedeutung von PAI-1 als Inhibitor der Fibrinolyse gewann man in den letzten
Jahren zunehmend Einblick in die Rolle, die PAI-1 in der Pathogenese verschiedener
Nierenerkrankungen spielt. In der gesunden Niere ist PAI-1 normalerweise nicht
nachweisbar, wohingegen zahlreiche chronische Nierenerkrankungen, v.a. solche die durch
Akkumulation extrazellularer Matrix charakterisiert sind, mit erhéhter PAI-1-Expression im
Nierengewebe einhergehen (Eddy und Fogo 2006). Dazu zahlen u.a. die Diabetische
Nephropathie (Paueksakon et al. 2002), die IgA-Nephropathie sowie verschiedene
Glomerulonephritiden und die Fokal-Segmentale Glomerulosklerose (Hamano et al. 2002).
Des Weiteren kommt es zu einem Anstieg der PAI-1-Level im Plasma im Sinne eines Akute-
Phase-Proteins als Antwort auf Stressreaktionen des Organismus, u.a. bei akutem
Nierenversagen verschiedener Genese (Eddy und Fogo 2006). Es zeigte sich, dass die PAI-
1-Konzentration im Plasma beim Hamolytisch-Urdmischem Syndrom schon vor der
Einschrankung der Niereninsuffizienz ansteigt (Chandler et al. 2002) und mit der Schwere
des Krankheitsverlaufs und dem Outcome Kkorreliert (Bergstein et al. 1992; Chant et al.
1994). Bei der chronischen Niereninsuffizienz fand man ebenfalls erhdhte Plasma-PAl-1-
Konzentrationen, wodurch sich moglicherweise die vaskularen Komplikationen dieser
Patientengruppe erklaren lieRen (Eddy und Fogo 2006; Vaughan 2005). Zahlreiche
tierexperimentelle Daten unterstreichen einen profibrogenen Effekt von PAI-1, wobei eine
PAI-1-Defizienz die renale Fibrosierung im Tierexperiment hemmt (Oda et al. 2001),
dagegen eine PAI-1-Uberexpression zu einer verstarkten renalen Fibrosierung im Tiermodell
fuhrt (Matsuo et al. 2005).

Neben den Protease-inhibitorischen Effekten auf das Plasminogen-Plasmin-System besitzt
PAI-1 zuséatzlich uPA-Rezeptor-abhangige Effekte, die u.a. die Zelladhasion und -migration
beeinflussen und dadurch eine wichtige Rolle bei Entziindungsreaktionen, bei der
Wundheilung, bei der Angiogenese, aber auch bei der Tumormetastasierung spielen (Eddy
2002). PAI-1 konkurriert mit uPAR um die Bindung an eine Domane am NH.-Terminus von
Vitronektin nahe einer Integrin-Bindungsdomane, wobei PAI-1 eine wesentlich hohere
Affinitat als uPAR zu Vitronektin besitzt und dadurch die uPAR- und die Integrin-Vitronektin-
vermittelte Zelladhasion und -migration unterbinden kann (Deng et al. 2001). Des Weiteren
bildet PAI-1 einen Komplex mit Integrin, uPA, uPAR und LRP, der anschliefend endozytiert
wird (Olson et al. 1992). Da dieser Prozess zur Clearance von PAI-1 fihrt, stellt er einen
weiteren moglichen Mechanismus der antifibrotischen Wirkung von uPAR dar (Zhang et al.
2003 b). Gleichzeitig fuhrt die Ausbildung dieses Komplexes zur Ablésung der Integrine von
der Extrazellularmatrix (Czekay et al. 2003). Dieser Effekt, die Protease-inhibitorischen
Effekte von PAI-1 und In-vitro-Studien suggerieren einen antimigratorischen Effekt von PAI-1
(Kjoller et al. 1997). Allerdings sprechen Studien, welche belegen, dass Tumore mit einer

ausgepragten Metastasierungstendenz  mit erhdéhter PAI-1-Expression einhergehen
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(Andreasen et al. 1997) und dass PAI-1-defiziente Mause im Tierexperiment eine geringere
Metastasierung aufweisen (Bajou et al. 1998), deutlich fiir eine Férderung der Zellmigration
durch PAI-1. Die Ursachen der promigratorischen Effekte von PAI-1 sind noch nicht
eindeutig geklart. Einerseits werden durch Unterbrechung der Integrin-Vitronektin-Interaktion
evtl. Interaktionen zwischen Integrinen und Fibronektin mdoglich, die eine
Fibroblastenmigration und die damit verbundene Fibrosierung verstarken (Eddy und Fogo
2006), andererseits stellt die Zellmigration ein komplexes Zusammenspiel von Zelladhasion
und durch PAI-1 beginstigte Zelldeadhasion dar. AuRerdem werden PAI-1 und uPA nach
der Endozytose des PAI-1-uPA-uPAR-Komlexes abgebaut, wahrend uPAR recycled wird
und dadurch an einer anderen Stelle der Zellmembran erneut die Integrin-vermittelte
Zellmigration und nach Bindung von uPA erneut die perizellulare Proteolyse der EZM
initiieren und die Zellmigration vorantreiben kann (Blasi 1993). Des Weiteren wird eine
verstarkte Angiogenese als Ursache der promigratorischen Effekte des PAI-1 postuliert
(Eddy 2002).

Aufgrund der profibrotischen Effekte von PAI-1 stellt dieses Molekll mdglicherweise einen
neuen medikamentdsen Ansatzpunkt in der Behandlung und evtl. Umkehrung der durch
tubulointerstitielle Fibrose gekennzeichneten terminalen Niereninsuffizienz dar. Daher sollte
die genaue Wirkung des PAI-1 in der Pathogenese der Nierenfibrosierung weiter intensiv
untersucht werden. Um die Bedeutung der Plasminogenaktivatoren bzw. deren Rezeptoren,
v.a. des uPAR, und Co-Rezeptoren zu klaren, werden ebenfalls noch weitere Studien
bendtigt, da Knockout-Studien sowie die Beteiligung dieser Molekille an der Degradation
extrazellularer Matrix einerseits und an der EMT andererseits sowohl antifibrotische als auch

profibrotische Effekte im Rahmen der renalen Fibrosierung aufzeigen.

20



1 Einleitung

1.7 Fragestellungen der vorliegenden Arbeit

(1) Zeigen andere Wirksubstanzen aus den Substanzklassen der ACE-Hemmer bzw. der
Angiotensin-Rezeptor-Antagonisten ebenfalls eine deutliche Progressionsminderung der
chronisch progredienten Niereninsuffizienz im Rahmen einer Alport-Nephritis, wie fur
Ramipril bzw. Candesartan bereits gezeigt werden konnte, mit starkerer
nephroprotektiver Wirkung des ACE-Hemmers im Vergleich zum AT -Rezeptor-

Antagonisten?

(2) Welche Rolle spielt die Expression des Bone Morphogenetic Protein-7 im Rahmen der
Alport-Nephritis, bzw. wie verhalt sich die Expression dieses Proteins unter Medikation

mittels ACE-Hemmer und AT -Rezeptor-Antagonisten?

(3) Welche Rolle spielen Faktoren des Plasminogen-Plasmin-Systems im Rahmen der
Fibrosierung bei der Alport-Nephritis und wie verhalt sich die Expression dieser Proteine

unter Medikation mittels ACE-Hemmer und AT -Rezeptor-Antagonisten?

In der vorliegenden Arbeit sollte daher die nephroprotektive Wirkung von Enalapril mit
Irbesartan verglichen werden und die Progredienz der chronischen Niereninsuffizenz
hinsichtlich der Retentionsparameter Kreatinin und Harnstoff-N im Serum, der Entwicklung
einer tubulointerstitiellen Fibrose und der Proliferation beurteilt werden. Des Weiteren sollte
die Expression der Proteine BMP-7 und dessen Rezeptor BMPRIA oder ALK-3 sowie PAI-1
und uPAR mittels RT-PCR und Immunhistochemie bzw. Immunfluoreszenz untersucht
werden.

Der Einsatz von AT R-Antagonisten ist ein wichtiger Bestandteil bei der Behandlung der
chronisch-progredienten Niereninsuffizienz, allerdings ist wenig bekannt Gber den Einfluss
der Blockade des Renin-Angiotensin-Systems auf das Plasminogen-Plasmin-System. Daher
untersuchten wir die Effekte des ACE-Hemmers Enalapril und des AT RA Irbesartan auf PAI-
1 und uPAR im Tiermodell der Kollagen-4A3-defizienten Mause (COL4A3™).
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Reagenzien und Chemikalien

Produkt

Firma

4-(Dimethylamino)-Benzaldehyd
Antibody Diluent, Dako REAL™
AEC Substrate-Chromogen
Antigen Unmasking Solution
BCIP-Chromogen

Bovines Serumalbumin
Chloramin-T-Trihydrat

Citrat-Puffer: Target Retrieval Solution (10x)

DAB-Chromogen
DAB-Substrat-Puffer

Di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat (Na,HPO,-2H,0)
Di-Natriumhydrogenphosphat (Na,HPO,)

DNA Ladder 100 bp

DNA Loading Dye 6x

dNTP Mix 10 mM

DTT0.1 M

EDTA

Eindeckmedium: Immu-Mount
Essigsaure 100 % (C,H40.)
Ethanol 99 % (C,Hs;OH)

Ethanol = 99,9 % (C,Hs;OH)
Ethidiumbromid

First Strand-Puffer 5x
Formaldehyd (CH,0)
HistoGreen-Chromogen
HistoGreen-Puffer
HistoGreen-H,0,

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,)
Kernechtrot-Aluminiumsulfatlésung

L-4-Hydroxy-Prolin
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Roth, Karlsruhe

Dako, Glostrup, Danemark
Dako, Glostrup, Danemark
Linaris, Wertheim-Bettingen
Boehringer, Mannheim
PAA Labs, Pasching, Osterreich
Roth, Karlsruhe

Dako, Glostrup, Danemark
Dako, Glostrup, Danemark
Dako, Glostrup, Danemark
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

BioKit, Toufen, Taiwan

BioKit, Toufen, Taiwan
Invitrogen, Carlsbad, CA USA
Invitrogen, Carlsbad, CA USA
Sigma, Steinheim

Thermo, Pittsburgh, PA USA
Merck, Darmstadt
Chemie-Vertrieb, Hannover
Merck, Darmstadt

Sigma, Steinheim

Invitrogen, Carlsbad, CA USA
Roth, Karlsruhe

Linaris, Wertheim-Bettingen
Linaris, Wertheim-Bettingen
Linaris, Wertheim-Bettingen
Sigma, Steinheim

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
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Levamisol
Magnesiumchlorid (MgCl,) 50 mM

Magnesiumchlorid-Hexahydrat (MgCl,-6H,0)

Mayers Hamalaunlésung
Methylgrin
Mercaptoethanol
n-Propanol (C3H;OH)

Natriumacetat-Trihydrat (Na(CH3COO)-3H,0)

Natriumchlorid (NaCl)

Sigma, Steinheim

Invitrogen, Carlsbad, CA USA
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma, Steinheim

Sigma, Steinheim

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat (NaH,PO,4-H,O) Merck, Darmstadt

Natriumhydroxid (NaOH)
NBT-Chromogen

Nuclease-Free Water
Oligo(dT)42.1g Primer

PCR Buffer 10x

Pikrinsdure

Platinum® Taq DNA Polymerase
Proteinase K

Reverse Transkriptase: SuperScript™ II
Ribonuklease-Inhibitor: RNaseOUT™
Ribonuklease: RNase H
RLT-Puffer: RNeasy® Lysis Buffer
RNase Zap®

ROX Passive Reference Dye
Salzsaure (HCI) 37 %

Sirius Red: Direct Red 80

SYBR® Green Supermix

Tris

Vitro-Clud®

Wasserstoffperoxid (H,O,) 30 %
Xylol

Citronensaure-Monohydrat

Agarose
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Merck, Darmstadt
Boehringer, Mannheim
Ambion, Austin, TX USA
Invitrogen, Carlsbad, CA USA
Invitrogen, Carlsbad, CA USA
Sigma, Steinheim

Invitrogen, Carlsbad, CA USA
Sigma, Steinheim

Invitrogen, Carlsbad, CA USA
Invitrogen, Carlsbad, CA USA
Invitrogen, Carlsbad, CA USA
Qiagen, Hilden

Ambion, Austin, TX USA
Bio-Rad, Miinchen

Merck, Darmstadt

Sigma, Steinheim

Bio-Rad, Miinchen

Roth, Karlsruhe

R. Langenbrinck, Teningen
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Fisher Scientific, Schwerte
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2.1.2 Selbst angesetzte Puffer und Losungen

Tab. 1: Selbst angesetzte Puffer und Lésungen

Puffer / Losungen

Inhalt

Losungsmittel

Acetat-Citrat-Puffer

60 g Natriumacetat-Trihydrat
23 g Citronensaure-Monohydrat
6 ml Essigsaure 100 %

17 g Natriumhydroxid

ad 500 ml mit Aqua bidest
pH 6,5 eingestellt

Agarose-Gel 1,5 %

1,8 g Agarose

in 120 ml TAE-Puffer (1x)
aufkochen
+ 3 pl Ethidiumbromid 0,02 %

BSA-L6sung 2 %

1 g Bovines Serum Albumin

in 50 ml PBS-Tween20

Chloramin-T-Reagenz

0,635 g Chloramin-T-Trihydrat
10 ml n-Propanol 50 %

ad 50 ml mit Acetat-Citrat-
Puffer

DAB-L6sung

20 ul DAB-Chromogen

in 1 ml DAB-Substrat-Puffer

Ehrlich’s Reagenz

7,5 g 4-(Dimethylamino)-
Benzaldehyd

in 50 ml
n-Propanol / HCI 37 % (1:1)

Essigsaure 0,1 N

5,7 ml Essigsaure 100 %

ad 1 | mit Aqua bidest

Ethanol 70 %

35 ml Ethanol 2 99.9 %

dd 50 ml mit Aqua bidest

Formaldehyd 4 %

110 ml Formaldehyd 37 %
6,5 g Di-Natriumhydrogen-
phosphat

4,0 g Natriumdihydrogen-
phosphat-Monohydrat

ad 1 | mit Aqua bidest

TAE-Puffer (50x)

242 g Tris + 18,6 g EDTA
57,1 ml Essigsaure 100 %

ad 1 | mit Aqua bidest
pH 8,4 eingestellt

TAE-Puffer (1x)

20 ml TAE (50x)

ad 1 | mit Aqua bidest

HCI 0,01 N

830 pl HCI 37 %

in 11 Aqua bidest

HistoGreen-

Gebrauchslésung

2 Tropfen HistoGreen-Chromogen

2 Tropfen HistoGreen-H,O,

in 1 ml HistoGreen-Puffer

Hydroxy-Prolin-
Stocklésung

¢ =0,01 mg/ml

10 mg L-4-Hydroxy-Prolin

in 10 ml Aqua bidest,
davon 10 pl ad 1 ml mit
Acetat-Citrat-Puffer

Lysis-Puffer

10 pl Mercaptoethanol

ad 1 ml mit RLT-Puffer

Methylgrin-Lésung

20 g Methylgrun

in 755 ml Essigsaure 0,1 N
+ 265 ml Natriumacetat 0,1 N
pH 4,2 eingestellt und gefiltert
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Natriumacetat 0,1 N

6,8 g Natriumacetat-Trihydrat

ad 500 ml mit Aqua bidest

Substrat-Puffer

5,84 g Natriumchlorid
10,17 g Magnesiumchlorid-
Hexahydrat

NBT-BCIP-Lésung 450 ul NBT in 100 mI NBT-BCIP-
350 ul BCIP Substrat-Puffer
50 mg Levamisol

NBT-BCIP- 12,1 g Tris ad 1| Aqua bidest

pH 9,5 eingestellt

n-Propanol 50%

5 ml n-Propanol

ad 10 ml mit Aqua bidest

PBS (10x) 80,0 g Natriumchlorid ad 1 | mit Aqua bidest
14,5 g Di-Natriumhydrogen- pH 7,4 eingestellt
phosphat-Dihydrat
2,0 g Kaliumchlorid
2,0 g Kaliumdihydrogenphosphat

PBS (1x) 200 ml PBS (10x) ad 2 | mit Aqua bidest

PBS-Tween20 0,01 %

200 pl Tween 20

in 2 | PBS (1x)

Pikrosiriusrot-Ldsung
0,01 %

0,1 g Sirius Red

in 100 ml kalter Pikrinsaure-

Lésung, pH 2,0 eingestellt

TBS (10x) 121 g Tris ad 2 | mit Aqua bidest
175 g NaCl pH 7,5 eingestellt
TBS (1x) 200 mI PBS (10x) ad 2 | mit Aqua bidest

TBS 0,01 % Tween20

200 pl Tween 20

in 21 TBS (1x)

2.1.3 Primar-Antikorper

Tab. 2: Primar-Antikérper

Epitop Spezies Firma

PCNA Maus Invitrogen, Carlsbad, CA USA

aSMA Maus Dako, Glostrup, DK

BMP-7 Ziege Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA USA
PAI1 Kaninchen | Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA USA
AQP1 Kaninchen Alpha Diagnostic, San Antonio, TX USA

AQP2 Kaninchen | CalBiochem, San Diego, CA USA

S100A4 Kaninchen Dako, Glostrup, DK
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2.1.4 Sekundar-Antikorper

Tab. 3: Sekundar-Antikérper

Epitop Spezies Konjugat Firma

IgG-Maus Ziege Biotin Vector, Burlingame, CA USA
IgG-Kaninchen | Ziege Biotin Vector, Burlingame, CA USA
IgG-Maus Kaninchen HRP Dako, Glostrup, DK

IgG-Ziege Kaninchen | Alkal. Phosphatase | Chemicon, Temecula, CA USA
IgG-Kaninchen | Ziege Alexa Fluor® 488 Molecular Probes, Eugene, OR USA
IgG-Maus Ziege Alexa Fluor® 555 Molecular Probes, Eugene, OR USA

2.1.5 Oligonukleotid-Primer

Tab. 4: Oligonukleotid-Primer

Primer Sequenz 5 — 3 Tm Fragment-
lange

Oligonukleotid-Primer fiir RT-PCR von Primer Design, Southampton, GB:

mCOL1A1 | for TCGTGGCTTCTCTGGTCT C 56,4 °C 141 bp
rev CCGTTGAGT CCGTCTTTGC 56,9 °C

Oligonukleotid-Primer fiir RT-PCR von Eurofins MWG Operon, Ebersberg:

mGAPDH | for GCC TCC CGT GTT CCT ACC 60,5 °C 101 bp
rev GCC TGC TTC ACC ACC TCC 60,5 °C

mBMP-7 | for CTGACG CCGACATGGTCAT 58,8 °C 75 bp
rev GGT GGT ATC GAG GGT GGA AGA 61,8 °C

mPAI-1 for TTC ATCGCT GCACCCTTTG 56,7 °C 75 bp
rev TCT GAT GAG TTC AGC ATC CAA GA 58,9 °C

muPAR for CCATAG CAACCAGACCTTTCACTT | 61,0°C 94 bp
rev ATT CGG TGG AAA GCT CTG AAG 58,4 °C

mALK-3 for GGA CAT GCG TGA GGT TGT GT 59,4 °C 65 bp
rev CGC TGT TCC AGC GGT TAG AC 61,4 °C

Oligonukleotid-Primer fiir das Genotyping von Invitrogen, Carlsbad, CA USA:

COL4A3 for CCA GGC TTA AAG GGA AAT CC 58,4 °C 926 bp
rev CCT GCT AAT ATA GGG TTC GAG A 60,1 °C

COL4A3neo-muta | ATT CGC CAATGA CAAGACG 55,0 °C langer
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2.1.6 Multikomponentensysteme

Produkt Firma

DNeasy® Blood & Tissue Kit Qiagen, Hilden
QIlAshredder Qiagen, Hilden
RNase-free DNase Set Qiagen. Hilden
RNeasy® Mini Kit Qiagen, Hilden

Vectastain ABC-Kit Elite Standard

2.1.7 Gebrauchswaren

Vector, Burlingame, CA USA

Produkt

Firma

Einbettkasetten

Einmalhandschuhe

Einmalskalpelle: Techno Cut

Dako Pen

Deckglaschen

Kunststoff-Kivetten

Kunststoff-Petrischalen

Laborgeschirr

Objekttrager Superfrost Plus

Pipetten verschiedener Grof3en
Pipettenspitzen: Biosphere Filter Tips
Praparierscheren und -pinzetten verschiedener Grofien
Reaktionsgefafie: Falcons 25 ml und 50 ml
ReaktionsgefalRe: Mikro-Schraubréhre 1,5 ml
Reaktionsgefalte: E-Tubes 1,5 ml und 2,0 ml
Reaktionsgefalie: Tubes 0,2 ml und 0,6 ml
Reaktionsgefalie: Optical Tube & Cap, 8x Strip

Kanilen und Spritzen verschiedener Grélien

2.1.8 Software

Kabe-Labortechnik, Nimbrecht
Hartmann, Heidenheim

HMD Healthcare, Horsham, GB
Dako, Glostrup, DK
Menzel-Glaser, Braunschweig
Sarstedt, Nimbrecht

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Menzel-Glaser, Braunschweig
Greiner Bio-One, Kremsmiunster
Eppendorf, Hamburg

B. Braun, Melsungen

Greiner Bio-One, Kremsmiunster
Sarstedt, Nimbrecht
Eppendorf, Hamburg

Biozym, Hess. Oldendorf
Stratgene, Santa Clara, CA USA

B. Braun, Melsungen

Produkt

Firma

Analysis

Sigma Stat

Sigma Plot

MxPro QPCR Software
Multi-Analyst™

UV WinLab
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Soft-lmaging System, Minster
Systat Software, Chicago, IL USA
Systat Software, Chicago, IL USA
Stratagene, Santa Clara, CA USA
Bio-Rad, Miinchen

Perkin Elmer, Waltham, MA USA



2 Material und Methoden

2.1.9 Geratschaften

Produkt

Firma

Digitalkamera Camedia C-3040 Zoom
Elektrophorese-Spannungsgerat E741
Feinwaage Precisa 180A
Fluor-S™ Multi Imager
Gelelektrophorese-Kammer
Kreisschuttler Titramax 100T
Kihl- und Tiefkihlschranke
Laborwaage E2000D
Mastercycler personal

Mikroskop Axiovert S100TV
Mikrotom 2040

Mikrowelle

PCR-Cycler T Professional
pH-Meter MP220

Photometer Gene Quant
Pipettierhilfe Pipetus
Pipettierhilfen fir 0,1 bis 1000 pl
Plattformschuttler Duomax 1030
Reinstwasseranlage Milli-Q RG
RT-PCR-Cycler Stratagene Mx3000P
Rihrgerat RCT basic
Thermomixer 5436

Thermostat 5320

Thermostat

Tischschittler Lab Dancer
Utra-Turrax T25
UV/Vis-Spektrometer Lambda 25
Vakuum-Zentrifuge
Warmeschrank

Wasserbad

Zentrifuge 5402
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Olympus, Hamburg

Consort, Turnhout, B

Precisa Instruments, Dietikon, CH
Bio-Rad, Minchen
Universitatsmedizin, Géttingen
Heidolph Instruments, Schwabach
verschiedene Firmen

Sartorius, Géttingen

Eppendorf, Hamburg

Carl Zeiss Mikrolmaging, Géttingen
Reichert-Jung, Nussloch

Bosch, Gerlingen

Biometra, Gottingen

Mettler Toledo, Giel3en

Pharmacia, San Francisco, CA USA
Hirschmann Laborgerate, Eberstadt
Eppendorf, Hamburg

Heidolph Instruments, Schwabach
Millipore, Schwalbach

Stratagene, Santa Clara, CA USA
IKA-Werke, Staufen

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Liebisch, Bielefeld

IKA-Werke, Staufen

IKA-Werke, Staufen

Perkin Elmer, Waltham, MA USA
Bachofer, Reutlingen

Heraeus Instruments, Hanau
Medax, Neumtinster

Eppendorf, Hamburg
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2.2 Tiermodell und Studiendesign

2.2.1 Tiermodell

Die Kollagen-4A3-defizienten Méause (COL4A3™) mit 129/SvJ-Hintergrund wurden
freundlicherweise von der Arbeitsgruppe Dr. Oliver Gross, Abteilung Nephrologie und
Rheumatologie, Universitatsmedizin Goéttingen zur Verfigung gestellt. Kollagen-4A3-
defiziente Mause dienen als Tiermodell flir das autosomal rezessiv vererbte Alport-Syndrom

und fir die Alport-Nephritis (Cosgrove et al. 1996).

2.2.2 Genotyping der Versuchstiere

Die Genotypisierung der Versuchstiere erfolgte ebenfalls durch die Arbeitsgruppe Gross, wie
in der Literatur beschrieben (Gross et al. 2003). Als Biopsie diente ein ca. 5 mm langes
Schwanzstiick des jeweiligen Versuchstiers. Die Mausbiopsien wurden nach Zugabe von
180 ul ATL-Puffer und 20 pl Proteinase K, beides enthalten im DNeasy® Blood & Tissue Kit,
Uber 5 h bei 56 °C unter konstantem Schitteln verdaut. Die DNA-Extraktion erfolgte mittels
des DNeasy® Blood & Tissue Kits. Im Anschluss wurde die PCR mit den unter 2.1.5 (S.26)
angegebenen COL4A3-Primern durchgeflihrt (1. Aktivierung und Denaturierung: 2 min 30
sec bei 95 °C, 2. Primerhybridisierung 40 sec bei 55 °C, 3. Elongation 1 min 20 sec bei 68
°C, 4. Denaturierung: 45 sec bei 95 °C, 2.-4. 37x). Daflir wurden pro Tube 1,7 pl der
extrahierten DNA und 23,8 ul des Mastermixes pipettiert.

Mastermix fur das Genotyping: 20 pl NFW
0,75 i 50 mM MgCl,
2,5 ul PCR Buffer 10x
0,5 ul dNTP Mix
0,5 ul Primer COL4A3fwd (10 pmol/ul)
0,5 ul Primer COL4A3rev (10 pmol/pl)
0,5 ul Primer COL4A3neo-muta (10 pmol/ul)
0,18 ul Platinum® Taq DNA Polymerase

10 pl des PCR-Produkts wurden zusammen mit 1 pl Loading Dye auf ein 1,5 %iges
Agarose-Gel Ubertragen und bei 70 Volt aufgetrennt. Die DNA-Banden wurden unter dem
Fluor-S™ Multi Imager sichtbar gemacht und fotografisch dokumentiert. Das
Amplifikationsprodukt zeigte sich bei Wildtyptieren als einzelne Bande auf Hohe von 926 bp,
bei homozygoten Kollagen-4A3-defizienten Tieren als einzelne Bande auf einer Hohe
oberhalb derjenigen bei Wildtyptieren. Bei heterozygoten Tieren finden sich beide Banden.

Als Vergleich lief das Amplifikationsprodukt eines bekannten heterozygoten Tieres mit.
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COL4A3-Genotyp: Knockout Wildtyp

-1+ -+ -[- -+ -+ #[+ -+

1000 bp

500 bp

Abb. 10: Elektrophorese-Gel zum Genotyping der Versuchtiere: Zwei Banden finden sich bei
heterozygoten Versuchstieren, eine untere Bande bei Wildtyptieren und eine obere Bande bei
homozygoten COL4A3-defizienten Tieren.

2.2.3 Studiendesign

Die vorliegende Studie wurde von der Bezirksregierung Braunschweig nach § 8 Abs. 3 des
Tierschutzgesetzes geprift und genehmigt und nach den entsprechenden Vorgaben des
Tierschutzgesetzes  durchgefiihrt. COL4A3"-Versuchstiere mit  129/SvJ-Hintergrund
bekamen ab dem 20. Lebenstag fiir insgesamt 50 Tage entweder Placebo (COL4A3™), 10
mg/kg KG/Tag Enalapril (EN-COL4A3™) oder 50 mg/kg KG/Tag Irbesartan (IB-COL4A3™)
Uber das Futter verabreicht. Der durch Vorversuche bestimmte mittlere Futterverbrauch pro
Tag diente als Grundlage fir die Arzneistoffdosierung bzw. die Herstellung der Futterpelletts.
Als Kontrolle dienten COL4A3"*-Tiere mit 129/SvJ Hintergrund. Alle COL4A3"-Tiere wurden
nach 70 +/-5 Tagen getotet. Die Haltung der Tiere erfolgte unter konstanter Temperatur und
Luftfeuchtigkeit bei einem 12-Stunden-Tag-Nacht-Zyklus mit maximal 5 Tieren pro Box. Die
Geschlechtsverteilung innerhalb der COL4A3"-, EN-COL4A3"- und IB-COL4A3"-Gruppe
betrug annahernd 1:1. Alle Tiere der Wildtyp-Gruppe waren Weibchen.

2.2.4 Berechnung der Medikamenten-Dosierung

Die angestrebten Medikamentendosierungen betrugen 10 mg/kg KG/Tag Enalapril und 50
mg/kg KG/Tag Irbesartan und entsprachen damit den maximalen therapeutischen
Dosierungen bei Mausen, sodass bei beiden Substanzen ein maximaler therapeutischer
Effekt erwartet wurde.

Aus Vorversuchen wurde eine durchschnittliche Fressmenge der Tiere von 3,22 g Futter pro
Tag und ein durchschnittliches Tiergewicht von 20 g ermittelt. Die Enalapril-Dosierung von
10 mg/kg KG/Tag entspricht 0,2 mg/20 g KG/Tag. Daraus berechnet sich eine Konzentration

von 0,2 mg Enalapril in 3,22 g Futter. Das entspricht 62,11 mg Enalapril pro kg Futter. Die
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Irbesartan-Dosierung von 50 mg kg/KG/Tag entspricht 1 mg/20 g KG/Tag, d.h. es berechnet

sich eine Konzentration von 1 mg Irbesartan in 3,22 g Futter. Das entspricht 310,55 mg

Irbesartan pro kg Futter.

2.3 Gewinnung organischen Materials

2.3.1. Praparation der Versuchstiere

Zunachst erfolgte eine Narkose des entsprechenden Versuchstieres in einer Kammer mittels
Isofluran. Nach Eintreten absoluter Bewegungslosigkeit des Tieres wurde es sofort aus der
Kammer entfernt und auf einer Alufolie platziert, sodass Urin mit einer 200 Mikroliterpipette
aufgenommen werden konnte. Dieser wurde direkt in ein weiteres E-Tube Uberfihrt und
kryokonserviert. AnschlieRend wurde das Herz transkutan punktiert, mit einer 5-ml-Spritze
vorsichtig Blut aspiriert und dieses ebenfalls in ein E-Tube Uberflhrt. Daraufhin erfolgte die
Eréffnung des Abdomens und Thorax und nach erneuter Punktion des Herzens die
transkardiale Perfusion mit 4° C kalter 0,9 %iger NaCl-Lésung. Anschliefend wurden beide
Nieren und weitere Organe, deren Gewebe fur verschiedene Methoden als Kontrolle dienten,

entnommen und aufbereitet.

2.3.2 Materialaufbereitung

Die rechte Niere wurde in flissigem Stickstoff kryokonserviert. Die linke Niere wurde Uber
Nacht in 4 %igem Formalin fixiert und danach in Paraffin eingebettet. Alle anderen Organe
wurden ebenfalls in 4 %igem Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet. Das Einbetten der
entnommenen Organe in Paraffin wurde in der Abteilung fir Pathologie der
Universitatsmedizin Gottingen durchgefiihrt. Die Blutproben wurden bei 10.000 rpm
zentrifugiert, das Serum abpipettiert und in ein neues E-Tube Uberfihrt, welches im
Anschluss ebenfalls kryokonserviert wurde. Die Lagerung aller kryokonservierten Proben
erfolgte bei -80° C.

2.3.3 Anfertigung von Gewebeschnitten

Die in einem Paraffinblock eingebetteten Nieren wurden zunachst fir einige Minuten auf
einer Kalteplatte herunter gekihlt und anschlieBend in ein Mikrotom eingespannt. Die
eingestellte Schnittdicke betrug 1,5 Mikrometer. Zur Vermeidung dickerer Schnittdicken
aufgrund Ausdehnung des Paraffinblocks bei Zimmertemperatur wurde der erste Schnitt
verworfen und direkt anschlieRend der nachste angefertigt, der zunachst in ein Wasserbad
(40 °C) dberfihrt und nach ca. zwei Minuten mit einem Superfrost-Objekttrager
aufgenommen wurde. Zur besseren Adhasion des Gewebes an den Objekttrager erfolgte die

Trocknung der Gewebeschnitte Gber Nacht bei 37 °C.
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2.4 Biochemische Analysen

2.4.1 Bestimmung der Kreatinin- und Harnstoff-N-Konzentration im Serum
Die Bestimmung der Kreatinin- und Harnstoff-N-Konzentrationen im Serum der
Versuchstiere erfolgte im Zentrallabor in der Abteilung fir Klinische Chemie der

Universitatsmedizin Goéttingen mittels eines Cobas Modular Analyzers der Firma Roche.

2.4.2 Bestimmung des Gesamt-Kollagen-Gehaltes mittels Hydroxyprolin-Assay
Zunachst wurden mit einem sterilen Skalpell ca. 3 x 2 x 1 mm grol’e Gewebestlicke von den
kryokonservierten Nieren entfernt, in ein Réhrchen mit Schraubverschluss Uberfihrt und die
Masse des Gewebes auf einer Feinwaage bestimmt, nachdem zuvor das jeweilige Réhrchen
auf 0 mg austariert wurde. Anschlielsend wurden jeweils [Mgewene X 19] I 6 N HCI aufgefillt
(c =1 mg Gewebe / 20 ul). Die Proben wurden bei 100 °C fir 24 h inkubiert, sodass die
vollstandige Hydrolyse des Gewebes erfolgte. Von jeder Probe wurden 50 pl (entspricht 2,5
mg eingesetzten Gewebes) in ein E-Tube Uberfuhrt und fir 2 h in einer Vakuumzentrifuge
getrocknet. AnschlieBend wurden jeweils 400 pl Acetat-Citrat-Puffer aufgefullt und diese auf
2 E-Tubes a 200 pl (entspricht 1,25 mg eingesetzten Gewebes) verteilt. Zur Bestimmung der
Standardkurve wurden mehrere Standardproben (mit mye = 0; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,5; 0,7;
0,8; 0,9; 1 ug Hydroxyprolin) jeweils doppelt pipettiert, indem das entsprechende Volumen
einer Hydroxprolin-Stocklésung (¢ = 0,01 mg/ml) in ein E-Tube Uberfihrt und mit Acetat-
Citrat-Puffer auf 200 pl aufgefullt wurde. Nach Zugabe von 400 pl Chloramin-T-Reagenz zu
den Proben und Standardproben erfolgte die Inkubation fiir 25 min bei Raumtemperatur und
im Anschluss nach Zugabe von 400 ul Ehrlich’s Reagenz die Inkubation fir 20 min bei 60
°C. Die Reaktion wurde in Eiswasser abgestoppt und die Proben wurden in Dunkelheit
gelagert, sodass das Chromophor bis zu 3 h stabil ist. Das Gesamtvolumen von 1 ml wurde
in eine Klvette Uberfuhrt und die Absorption der jeweiligen Probe sowie der Standardproben
bei 550 nm in dem UV/Vis-Spektrometer Lambda 25 gemessen (Edwards und O'Brien 1980).
Die Standardprobe mit 0 ug HP diente als Blank. Da die Proben und Standardproben jeweils
doppelt pipettiert wurden, wurde aus den Messwerten jeweils der Mittelwert gebildet. Unter
der Annahme, dass die Standardkurve linear verlauft, wurde die Absorption der
Standardproben durch die jeweils eingesetzte HP-Masse dividiert und der Mittelwert der
Quotienten gebildet, der die Steigung der Standardkurve von 0,7 ergibt.

Der Hydroxyprolin-Gehalt der Proben wurde aus der Standardkurve wie folgt ermittelt:
Muyaroxyprolin = Absorption : 0,7. Der Kollagen-Gehalt der Proben ergibt sich aus der Formel
Ckollagen = Muydroxyprolin X 6 [M@/mg Gewebe] unter der Annahme, dass der Hydroxyprolin-
Gehalt des Kollagens 13 % (Faktor 7,5) betragt und 1,25 mg Gewebe pro Probe fir die
Reaktion eingesetzt wurden (7,5 : 1,25 = 6).
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2.5 Histologische Methoden

2.5.1 Vorbereitung der Gewebeschnitte

Zu Beginn der histologischen Farbungen wurden die Gewebeschnitte zunachst fir zweimal
10 min in 100 % Xylol entparaffiniert und anschlieend in einer absteigenden Alkoholreihe
(zweimal 2 min EtOH 100 %, einmal 2 min EtOH 90 % und einmal 1 min EtOH 70 %) und fur

5 min unter flieRendem Aqua dest rehydriert.

2.5.2. Methylgriin-Pikrosiriusrot-Farbung

Da sich bei der Durchfihrung der Pikrosiriusrot-Farbung nach einem herkémmlichen
Protokoll zeigte, dass sich die Kollagenfasern zwar deutlich rot anfarben, aber die Zellkerne
des Nierenparenchyms v.a. die interstitieller Zellen sich auch blassrot darstellen, wurde die
Methode mit einer Gegenfarbung mittels Methylgrin wie folgt kombiniert. Nach
Entparaffinieren und Rehydrierung der Gewebeschnitte (siehe 2.5.1, S. 33) erfolgte der erste
Farbeschritt in einer Kivette mit Methylgriin-Lésung (pH = 4,2) fir 15 min. Danach wurden
die OT einzeln jeweils zweimal kurz unter flieRendem Aqua dest gespult. Anschlielend
erfolgte der zweite Farbeschritt in einer Kivette mit Pikrosiriusrot-Losung fir 45 min,
woraufhin die OT dreimal mit 0,01 N HCI gespdlt und nach Entwassern fir dreimal 2 min in
100 % Ethanol und dreimal 2 min in Xylol mit Vitro-Clud® eingedeckt wurden. Kollagenfasern
werden deutlich rot angefarbt. Zellkerne interstitieller sowie glomerularer Zellen und sowohl
die Zellkerne als auch das Zytoplasma der Tubulusepithelzellen stellen sich dagegen
blassgrun bis grin dar. Man erhalt einen guten farblichen Kontrast zw. Kollagenfasern und
den Zellen des Nierenparenchyms, wodurch sich die Farbemethode zur Quantifizierung der
Fibrose mittels Flachenanteilbestimmung der Kollagenfasern tber den Farbschwellenwert

eignet.

33



2 Material und Methoden

2.5.3 Immunhistochemie

2.5.3.1 Immunhistochemie: aSMA-IH, S100A4-IH, PCNA-IH

Im Anschluss an Entparaffinieren und Rehydrieren der Gewebeschnitte (siehe 2.5.1, S. 33)
erfolgte eine Antigendemaskierung in Antigen-Unmasking-Solution oder Citrat-Puffer (siehe
Tab. 5) fur 5x 3 min in der Mikrowelle bei 700 Watt. Nach dem Abkuhlen wurde die
endogene Peroxidase mittels 3 % H,O, (15 min) geblockt. Zur Vermeidung unspezifischer
Antikérper-Bindungen erfolgte die Inkubation der Gewebeschnitte mit BSA-Lésung flir 30 min
bei RT. Nach Abklopfen der BSA-Lésung wurden 50 pul des Primarantikoérpers (Verdinnung
siehe Tab. 5) aufgebracht und flir 60 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach und
zwischen allen nachfolgenden Schritten wurden jeweils drei Waschschritte a 3 min in PBS +
0,01 % Tween20 durchgefuhrt. Die Inkubation mit je 50 pl der biotinylierten
Sekundarantikérper (Verdiunnung siehe Tab. 5) erfolgte fur 45 min bei RT. Anschlielend
wurde durch Inkubation mit 50 ul eines ABC-Kits (35 pl von Lésung A + 35 ul Lésung B in 2
ml PBS) Gber 30 min eine Peroxidase an den Sekundarantikérper gekoppelt. Der gebundene
Antikorper-Enzym-Komplex wurde unter dem Mikroskop mit den Chromogenen AEC oder
HistoGreen (siehe Tab. 5) entwickelt, bis sich das gewiinschte Farbeergebnis zeigte. Nach
der Gegenfarbung in Hamalaun fir 4 min wurden die Gewebeschnitte 6 min unter warmem
flieBRendem Leitungswasser differenziert und daraufhin wasserléslich eingedeckt. Nach
Gegenfarbung in Kernechtrot fir 5 min wurden die Gewebeschnitte 1 min mit Aqua dest
gespllt, in einer Ethanolreihe mit aufsteigender Konzentration entwassert und nach 3x 2 min

in Xylol mit Vitro-Clud® eingedeckt.

Tab. 5: aSMA-IH, S100A4-IH, PCNA-IH

Farbung aSMA-IH S100A4-IH PCNA-IH
Antigen- Antigen-Unmasking- | Antigen-Unmasking- | Citrat-Puffer
demaskierung Solution Solution

Primar-AK Anti-aSMA Anti-S100A4 Anti-PCNA
Spezies Maus Kaninchen Maus
Verdiinnung des 1:50in 1:50in vorverdunnt
Primar-AK BSA-Ldsung BSA-L6sung

Sekundar-AK Anti-lgG-Maus Anti-IlgG-Kaninchen | Anti-lgG-Maus
Konjugat Biotin Biotin Biotin
Verdiinnung des 1:200 in 1:500 in 1:200 in
Sekundar-AK BSA-L6sung BSA-L6sung PBS+Tween20
Chromogen HistoGreen AEC AEC
Gegenfarbung Kernechtrot Hamalaun Hamalaun
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2.5.3.2 BMP-7-PCNA-Doppelimmunhistochemie

Im Anschluss an Entparaffinieren und Rehydrieren der Gewebeschnitte (siehe 2.5.1, S. 33)
erfolgte eine Antigendemaskierung in Citrat-Puffer fur 5x 3 min in der Mikrowelle bei 700
Watt. Nach dem Abkuhlen wurde die endogene Peroxidase mittels 3 % H,O, (15 min)
geblockt. Zur Vermeidung unspezifischer Antikérper-Bindungen erfolgte die Inkubation der
Gewebeschnitte mit AB-Diluent fir 30 min bei RT. Nach Abklopfen wurden 50 pl des 1.
Primarantikérpers Anti-PCNA/ Maus (vorverdiinnt) aufgebracht und fir 60 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Danach und zwischen allen nachfolgenden Schritten wurden
jeweils drei Waschschritte & 3 min in TBS + 0,01 % Tween20 durchgefuhrt. Die Inkubation
mit 50 pl des 1. Sekundarantikérpers Anti-lgG-Maus/ Kaninchen/ HRP (1:200 in AB-Diluent)
erfolgte fir 45 min bei RT. Der gebundene Antikérper-Enzym-Komplex wurde unter dem
Mikroskop mit dem Chromogen AEC entwickelt, bis sich ein zufriedenstellendes
Farbeergebnis zeigte. Im Anschluss erfolgte die Inkubation mit 50 pl des 2.
Primarantikérpers Anti-BMP-7/ Ziege (1:25) Uber Nacht bei 4°C. Die Inkubation mit 50 ul des
2. Sekundarantikérpers Anti-lgG-Ziege/ Kaninchen/ AP (1:250 in AB-Diluent) erfolgte fur 45
min bei RT. Der gebundene Antikérper-Enzym-Komplex wurde mit dem Chromogen NBT-
BCIP entwickelt. Durch die Zugabe von Levamisol zum Chromogen wurde die endogene
Phosphatase geblockt. Nach der Gegenfarbung in Hamalaun fir 4 min wurden die
Gewebeschnitte 6 min unter warmem flieRendem Leitungswasser differenziert und

schlieRlich wasserloslich eingedeckt.

2.5.3.3 aSMA-PCNA-Doppelimmunhistochemie

Im Anschluss an Entparaffinieren und Rehydrieren der Gewebeschnitte (siehe 2.5.1, S. 33)
erfolgte eine Antigendemaskierung in Antigen-Unmasking-Solution fir 5x 3 min in der
Mikrowelle bei 700 Watt. Nach dem Abkuhlen wurde die endogene Peroxidase mittels 3 %
H,O, (15 min) geblockt. Zur Vermeidung unspezifischer Antikérper-Bindungen erfolgte die
Inkubation der Gewebeschnitte mit BSA-Lésung fir 30 min bei RT. Nach Abklopfen wurden
50 ul des 1. Primarantikérpers Anti-PCNA/ Maus (vorverdunnt) aufgebracht und fir 60 min
bei RT inkubiert. Danach und zwischen allen nachfolgenden Schritten wurden jeweils drei
Waschschritte @ 3 min in PBS + 0,01 % Tween20 durchgeflihrt. Die Inkubation mit 50 pl des
1. Sekundarantikdrpers Anti-lgG-Maus/ Kaninchen/ HRP (1:200 in BSA-Ldsung) erfolgte flr
45 min bei RT. Der gebundene Antikdrper-Enzym-Komplex wurde unter dem Mikroskop mit
dem Chromogen DAB entwickelt, bis sich ein zufriedenstellendes Farbeergebnis zeigte. Im
Anschluss erfolgte die Inkubation mit 50 pl des 2. Primarantikérpers Anti-aSMA/ Maus (1:50
in BSA-L6sung) fir 60 min bei RT. Die Inkubation mit 50 yl des 2. Sekundarantikérpers Anti-
IgG-Maus/ Kaninchen/ HRP (1:200 in BSA-Ldsung) erfolgte fir 45 min bei RT. Der

gebundene Antikérper-Enzym-Komplex wurde unter dem Mikroskop mit dem Chromogen
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HistoGreen entwickelt, bis sich ein zufriedenstellendes Farbeergebnis zeigte. Nach der
Gegenfarbung in Hamalaun fur 4 min und Differenzierung fir 6 min unter warmem
flieRendem Leitungswasser wurden die Gewebeschnitte in einer Ethanolreihne mit
aufsteigender Konzentration entwassert und nach dreimal 2min in Xylol mit Vitro-Clud®

eingedeckt.

2.5.4 Immunfluoreszenz

2.5.4.1 PAI-1-Immunfluoreszenz

Im Anschluss an Entparaffinieren und Rehydrieren der Gewebeschnitte (siehe 2.5.1, S. 33)
erfolgte eine Antigendemaskierung in Antigen-Unmasking-Solution (1:100 in Aqua bidest) flr
5x 3 min in der Mikrowelle bei 700 Watt. Zur Vermeidung unspezifischer Antikorper-
Bindungen erfolgte die Inkubation der Gewebeschnitte fir 30 min mit BSA-Lésung. Nach
Abklopfen der BSA-Losung wurden 50 ul des Primarantikdrpers Anti-PAl-1/ Kaninchen (1:50
in BSA-L6sung) aufgebracht und fir 60 min bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss
erfolgte die Inkubation mit dem Sekundarantikorper Anti-lgG-Kaninchen/ Alexa488 (1:200 in
BSA-Lésung) fir 45 min. Zwischen den einzelnen Schritten erfolgten jeweils drei
Waschschritte @ 3 min in PBS + 0,01 % Tween2 auf dem Schuttler. Alle Inkubations- und
Waschschritte der Immunfluoreszenz erfolgten unter Lichtausschluss. Zum Abschluss
wurden die Gewebeschnitte fir 10 min mit DAPI inkubiert und danach mit

Immunofluorescence Mounting Medium eingedeckt.

2.5.4.2 PAI-1- und AQP-1/2-immunfluoreszenz angrenzender Gewebeschnitte

Zur Farbung angrenzender Gewebeschnitte wurden drei Gewebeschnitte, deren Abtrennung
vom Paraffinblock mit dem Mikrotom direkt nacheinander erfolgte, mit der gleichen
Ausrichtung in einer Reihe auf dem OT platziert. Der erste Gewebeschnitt diente dabei der
PAI-1-IF, der zweite der AQP-1- oder AQP-2-IF und der dritte der Negativkontrolle. Die PAI-
1-Immunfluoreszenz wurde, wie unter 2.5.5.1 beschrieben, durchgefiihrt. Die AQP-1- bzw. —
AQP-2-IF wurde, wie unter 2.5.5.1 beschrieben, durchgefiihrt, allerdings mit Anti-AQP-1/

Kaninchen bzw. Anti-AQP-2/ Kaninchen als Primarantikérper (jeweils 1:50 in BSA-LOsung).
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2.5.4.3 Doppelimmunfluoreszenz: aSMA-PAI-1-, aSMA-S100A4- und PCNA-S100A4-DIF

Im Anschluss an Entparaffinieren und Rehydrieren der Gewebeschnitte (siehe 2.5.1, S. 33)
erfolgte eine Antigendemaskierung in Citrat-Puffer oder Antigen-Unmasking-Solution (siehe
Tab. 6) fur 5x 3 min in der Mikrowelle bei 700 Watt. Zur Vermeidung unspezifischer
Antikoérper-Bindungen erfolgte die Inkubation der Gewebeschnitte fur 30 min mit BSA-
Lésung. Nach Abklopfen der BSA-Lésung wurden 50 ul des Primarantikdrper-Gemisches
(siehe Tab. 6) aufgebracht und fir 60 min bei RT bzw. Gber Nacht bei 4 °C inkubiert. Im
Anschluss erfolgte die Inkubation mit dem 1. Sekundarantikérper (siehe Tab. 6) und danach

die Inkubation mit dem 2. Sekundarantikdrper (siehe Tab. 6) jeweils flir 45 min bei RT.

Zwischen den einzelnen Schritten erfolgten jeweils drei Waschschritte a 3 min in PBS + 0,01

% Tween20 auf dem Schittler. Alle Inkubations- und Waschschritte der Immunfluoreszenz

erfolgten unter Lichtausschluss. Zum Abschluss wurden die Gewebeschnitte flir 10 min mit

DAPI inkubiert und danach mit Immunofluorescence Mounting Medium eingedeckt.

Tab. 6: aSMA-PAI-1-, aSMA-S100A4- und PCNA-S100A4-DIF

Farbung aSMA-PAI-1-DIF aSMA-S100A4-DIF | PCNA-S100A4-DIF
Antigen- Antigen-Unmasking- | Citrat-Puffer Citrat-Puffer
demaskierung Solution

1. Priméar-AK / Anti-aSMA / Anti-aSMA / Anti-PCNA /
Spezies Maus Maus Maus
Verdiinnung des 1:50 in 1:50in vorverdinnt

1. Primar-AK BSA-L6sung BSA-L6sung

2. Primar-AK / Anti-PAI-1 / Anti-S100A4 / Anti-S100A4 /
Spezies Kaninchen Kaninchen Kaninchen
Verdiinnung des 1:50in 1:50in 1:50 in der L6ésung
2. Primar-AK BSA-Ldsung BSA-Ldsung des 1. Primar-AK
Inkubationsdauer Uber Nacht 60 min 60 min

und -temperatur bei 4 °C bei RT bei RT

1. Sekundar-AK Anti-lgG-Kaninchen | Anti-lgG-Maus Anti-lgG-Maus
Konjugat Alexa488 Alexa555 Alexa555
Verdiinnung des 1:200 in 1:200 in 1:200 in

1. Sekundar-AK BSA-LOsung BSA-L6sung BSA-LOsung

2. Sekundar-AK Anti-lgG-Maus Anti-lgG-Kaninchen | Anti-lgG-Kaninchen
Konjugat Alexa555 Alexa488 Alexa488
Verdiinnung des 1:200 in 1:200 in 1:200 in

2. Sekundar-AK BSA-LGsung BSA-L6sung BSA-Ldsung
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2.5.5 Anfertigung histologischer Abbildungen

Die Fotografien der mittels Pikrosiriusrot und Immunhistochemie gefarbten Gewebeschnitte
wurden am Mikroskop Axiovert S100TV mit der installierten Digitalkamera Camedia C-3040
Zoom in den unter den Abbildungen angegebenen VergréRerungen aufgenommen. Zur
Anfertigung der IF-Abbildungen wurde der entsprechende Gesichtsfeldbereich durch
Verschieben eines Filters nacheinander mit Licht unterschiedlicher Wellenlangen angeregt
und mittels einer installierten Fluoreszenz-Kamera fotografiert. Im Anschluss wurden die
dadurch erhaltenen zwei bzw. drei verschiedenen Schwarz-Weil3-Fluoreszenz-Fotografien je
nach Wellenlange, mit der der angeregte AK-gekoppelte Fluoreszenzfarbstoff fluoresziert,
mittels des Programms Analysis von Soft-Imaging digital gefarbt (DAPI: blau; Alexa555: rot;
Alexa488: griin) und zu einer mehrfarbigen IF-Abbildung digital Ubereinander gelegt.

2.5.6 Quantitative Auswertung der histologischen Farbungen

2.5.6.1 Quantifizierung der Fibrose liber Flachenanteilbestimmung der Kollagenfasern

Pro Gewebeschnitt wurden drei Bilder der Nierenrinde und drei Bilder des Nierenmarks mit
der am Mikroskop installierten Digitalkamera Camedia C-3040 Zoom aufgenommen
(Einstellungen am Mikroskop Axiovert S100TV: Vergroferung 100x, Helligkeit Stufe 5,
Verwendung des Blaufilters). Im Anschluss erfolgte die morphometrische Auswertung durch
das Programm Analysis. Das Farbschwellenwertintervall wurde von 300 bis 45 gesetzt,
sodass der Anteil intensiv rot geféarbter Flache und damit der Anteil der Flache angefarbter
Kollagenfasern an der Gesamtflache berechnet wurden. Der Fibrosierungsgrad ergab sich

aus den Mittelwerten aller 6 Aufnahmen eines Gewebeschnittes.

2.5.6.2 Quantifizierung der PCNA-Immunhistochemie

Zur quantitativen Bestimmung der Zellproliferation in den Glomeruli, den Tubuli und dem
Interstitium wurde die Anzahl der mittels PCNA-IH braunrot sowie die nur mit Hamalaun
angefarbten Zellkerne ausgezahlt und daraus der Anteil der proliferierenden, d.h. PCNA-
positiven glomerularen, tubularen und interstitiellen Zellen an der jeweiligen Gesamtzellzahl
bestimmt. Die Bestimmung des Anteils PCNA-positiver Zellen im Glomerulus erfolgte pro
Gewebeschnitt anhand von 12 zufallig ausgewahlten Glomeruli. Zur Bestimmung des Anteils
PCNA-positiver Zellen der Tubuli und im Interstitium wurden pro Gewebeschnitt 5 zufallig
ausgewahlte Gesichtsfelder im Bereich der Nierenrinde ausgezahlt. Anhand der ermittelten
Werte konnte zusatzlich die mittlere Gesamtzellzahl pro Glomerulus als Parameter fiir einen
glomerularen Schaden und der Anteil der interstitiellen Zellzahl an der tubulointerstitiellen

Gesamtzellzahl als Parameter flr die interstitiellen Fibrosierung bestimmt werden.
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2.6 Expressionsanalysen

2.6.1 Vorbereitung der Gewebeproben fiir die mRNA-Isolation

Zunachst wurde von dem kryokonservierten nativen Nierengewebe unter sterilen
Bedingungen ein ca. 3 x 3 x 3 mm grof3es Stlick abgetrennt und in ein Falconréhrchen mit 1
ml Lysis-Puffer  Uberflhrt und anschlieBend mit dem Ultra-Turrax fur ca. 1 min
homogenisiert. Bevor eine neue Gewebeprobe homogenisiert wurde, erfolgte die Reinigung
des Ultra-Turrax-Messers in 70 % EtOH und NFW. Die Suspension wurde 10 min auf Eis
inkubiert.

2.6.2 Kombinations-Isolationsverfahren mit der Isolation nach Chomczynski und
RNeasy® Mini Kit von Qiagen

Nach griindlicher Reinigung des Arbeitsplatzes mit Ethanol und RNase Zap® wurden
zunachst 500 ul der Probe auf die lila Schreddersaule gegeben und bei 10.000 U/min fir 2
min zentrifugiert. Die Schreddersaule wurde verworfen und dem Durchfluss 1 ml 70 % EtOH
hinzugefligt. Die Suspension wurde anschlieBend in drei Schritten in eine rosa Spin-Saule
Uberfihrt und bei 10.000 U/min fir 15 Sekunden zentrifugiert, woraufhin der Durchfluss
verworfen wurde. Es folgte ein Waschschritt mit 350 yl des Wasch-Puffers RW1 bei 10.000
U/min fur 15 Sekunden. Im Anschluss erfolgte ein DNA-Verdau mittels DNase, wobei 80 pl
DNase-L6sung (10 yl RNase-freie DNase + 70 yl RDD-Puffer, beides im RNase-free DNase
Set) direkt auf den Filter der Spin-Saule gegeben wurden. Nach 45 Minuten Inkubation
erfolgten weitere Waschschritte zunachst mit 350 yl RW1 und danach zweimal mit 500 pl
RPE, jeweils bei 10.000 U/min fur 20 sec. Nach Trockenzentrifugation fir 2 min bei 15.000
U/min erfolgte die Eluierung der DNA, indem 30 pl 43 °C heiRes NFW auf den Filter der
Spin-Saule pipettiert, fir 5 min bei 43 °C stehen gelassen und schliellich fir 3 min bei

14.000 U/min zentrifugiert wurden. Die Proben wurden anschlieRend auf Eis gelagert.

2.6.3 Konzentrationsbestimmung

Die Bestimmung des mRNA-Gehaltes der Proben erfolgte mit dem RNA/DNA-Calculator
Gene Quant Il. Zunachst wurde die Quarz-Kiivette (QS1000) mit EtOH und mit Aqua bidest
gespult. AnschlieBend erfolgte die Bestimmung des Leerwertes, indem die Absorption von
NFW gemessen wurde. 5 pl der Probe wurden mit 995 pyl NFW verdinnt und anschliel3end
kurz gevortext. Zur Messung der mRNA-Konzentration wurde die Absorption bei 260 nm

bestimmt.
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2.6.4 Umschreiben der Gesamt-mRNA zu cDNA

Die Umschreibung der mRNA-Proben zu cDNA erfolgte mit Hilfe des Eppendorf-
Mastercyclers mit dem Programm KatRT. Zunachst wurde der Arbeitsplatz grindlich mit 70
% EtOH und RNase Zap® gereinigt. Flur die Umschreibung wurden jeweils Mgesamt-mrna = 3
Mg, bzw. das entsprechende Volumen eingesetzt, welches mit der folgenden Formel

berechnet wurde:

VGesamt-mRNA = (mGesamt-mRNAX 1000) / CGesamt-mRNA

Das eingesetzte Volumen wurde mit NFW auf 10 ul aufgeflllt. Anschlie®end wurden pro

Tube 7 pl Mastermix | pipettiert.

Mastermix | fur einen Ansatz: 5 ul NFW
1 ul Oligo dt
1 yul dNTP-Mix (10 mM)

Daraufhin wurden die Proben im Thermocycler fur 10 min bei 70 °C erhitzt und fur 3 min auf

4 °C abgekuhlt. AnschlieRend wurden pro Tube 5,5 ul Mastermix Il pipettiert.

Mastermix Il fiir einen Ansatz: 4 ul First Strand Buffer
1ulDTT
0,5 pl Ribonuklease Inhibitor RNaseOUT™

Daraufhin wurden die Proben im Thermocycler flir 5 min bei 42 °C erwarmt. Anschliel3end
wurde 1 pl der Reversen Transkriptase Superscript™ Il hinzugefiigt, bei 42 °C fiir 50 min ein
mRNA-cDNA-Hybrid gebildet und daraufhin die Reverse Transkriptase bei 70 °C flir 15 min
inaktiviert. Nach Zugabe von 1 yl RNase H wurde bei 37 °C flr 20 min der RNA-Strang des
mRNA-cDNA-Hybrids verdaut und dann die Proben auf 4 °C heruntergekuhlt. Im Anschluss
wurde die Reaktion mit NFW auf 200 ul aufgeflllt, sodass die cDNA-Endkonzentration im
Optimalfall 7,5 ug/ml betrug. Um fir die im Folgenden beschriebene RT-PCR eine NoRT-
Kontrolle zu erhalten, wurde zusatzlich eine beliebige mRNA Probe wie beschrieben
pipettiert, aber ohne Hinzufliigen der Reversen Transkriptase, sodass diese Probe nicht in
cDNA umgeschrieben wurde und demzufolge keine Amplifikation in der RT-PCR zu erwarten

war.
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2.6.5 Vorbereitung der RT-PCR-Ansatze

Zu Beginn wurde der Arbeitsplatz grindlich mit 70 % EtOH und RNase Zap® gereinigt. Die
RT-PCR-Ansatze wurden auf Eis pipettiert. Dem SYBR® Green Supermix wurden zunachst
3,3 pl ROX Passive Reference Dye zugesetzt. Anschlieliend wurden jeweils der Mastermix
fur das untersuchte Gen und das Haushaltsgen wie folgt pipettiert, wobei die angegebenen

Volumina mit der Ansatzanzahl multipliziert wurden.

Mastermix fir das untersuchte Gen: 13 ul  SYBR® Green Supermix (+ROX)
0,5 pl Primer fwd (10 pmol/ul)
0,5 pl Primer rev (10 pmol/pl)
11yl NFW

Mastermix fur das Haushaltsgen: 13 ul  SYBR® Green Supermix (+ROX)
0,5 pl Primer mGAPDH fwd (10 pmol/ul)
0,5 pl Primer mGAPDH rev (10 pmol/ul)
11yl NFW

Die Proben wurden nach einem festen Schema in 8-Tube-Streifen pipettiert (siehe Abb. 11),
wobei sich in den letzten beiden Zeilen die NFW- und die NoRT-Probe als Kontrolle
befanden. Nach dem Pipettieren wurden die 8-Tube-Streifen in der gleichen Anordnung wie
auf der Halterung in die vorgesehenen Lécher der Heizplatte des Real-Time-PCR-Cyclers

gestellt.
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3. =p OO0 0 0000000

Abb. 11: RT-PCR-Pipettierschema

1. Platzieren der 8-Tube-Streifen in der Halterung
2. 23 yl Mastermixes des untersuchten Gens

3. 2 pl der cDNA-Proben jeweils in 3 Tubes

4.: Schritt 1.-3. (Schritt 2. mit GAPDH-Mastermix)
5.: Schritt 1.-4. fir die restlichen cDNA Proben
(maximal 14 cDNA-Proben pro RT-PCR)

41



2 Material und Methoden

2.6.6 Ablauf der RT-PCR

Die Steuerung des RT-PCR-Cyclers und die Auswertung der Messwerte erfolgten durch das
Programm MxPro. Vor jedem RT-PCR-Lauf wurde die Belegung der Well-Platze auf der
Heizplatte in das Programm eingegeben und die Temperatur fir die Primerhybridisierung
festgelegt. Die jeweilige Temperatur fur die Primerhybridisierung wurde so gewahlt, dass sie
zwischen den optimalen Temperaturen fur die Primerhybridisierung der beiden Primer des
untersuchten Gens und der beiden Primer des Haushaltsgens lag. Die Temperaturen fir die
Hybridisierung der Primer sind unter 2.1.5 (S. 26) angegeben. Der Ablauf einer RT-PCR st
in Tab. 7 dargestellt. Der Bio Rad Mastermix enthdlt SYBR® Green, einen
Fluoreszenzfarbstoff, der mit doppelstrangiger DNA interkaliert. Dadurch kommt es infolge
der exponentiellen Zunahme des PCR-Produkts zu einer parallel verlaufenden Zunahme der

Fluoreszenz, die am Ende der Elongationsphase gemessen wird.

Tab. 7: Ablauf der RT-PCR

RT-PCR-Phase Dauer Temperatur
1. | Aktivierung 10 min 95 °C
Denaturierung 30 sec 95 °C
Primerhybridisierung 1 min RT-PCR: mCOL1A1 57 °C
RT-PCR: mBMP-7 60 °C
RT-PCR: mALK-3 60 °C
RT-PCR: mPAI-1 58 °C
RT-PCR: muPAR 60 °C
4. | Elongation 30 sec 72 °C
Messung der Fluoreszenz
Schritt 2. bis 5. 45x

2.6.7 Berechnung der relativen Expression

Die gemessene Fluoreszenz einer RT-PCR nimmt proportional mit der Menge des PCR-
Produkts zu. Aus den gemessenen Fluoreszenzwerten erstellt das Programm MxPro fur
jeden RT-PCR-Ansatz eine Fluoreszenzkurve des untersuchten Gens und eine
Fluoreszenzkurve des Haushaltgens mGAPDH. Die Kopienanzahl des PCR-Produkts und
damit die Fluoreszenz zu einem bestimmten Zyklus der PCR verhalten sich direkt
proportional zur Kopienanzahl der eingesetzten cDNA vor Beginn der PCR. Die
Kopienanzahl der eingesetzten cDNA zu Beginn der Reaktion ist wiederum proportional zur
relativen Expression dieses Gens, wenn man davon ausgeht, dass die Menge der

eingesetzten Gesamt-cDNA flr jede Probe konstant ist. Um die allerdings nicht
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vermeidbaren Variationen in der Ausgangsmenge der eingesetzten Gesamt-cDNA bei der
Berechnung der relativen Expression auszugleichen, wird fir jede Probe parallel eine RT-
PCR fur das Haushaltgen mGAPDH durchgefihrt. Die mGAPDH-Expression wird nicht
reguliert und ist daher in allen Zellen konstant, sodass die Kopienanzahl der mGAPDH-cDNA
zu einem bestimmten Zyklus proportional zur Menge der eingesetzten Gesamt-cDNA ist.

Die Berechnung der Relativen Expression erfolgte mittels der AACt-Methode. Ct steht fur
,Crossing treshold“. Der Ct-Wert gibt den x-Wert an, bei dem die Fluoreszenzkurve einen
bestimmten Fluoreszenz-Schwellenwert kreuzt, d.h. Ubersteigt. Der Fluoreszenz-
Schwellenwert wurde fir alle Proben auf 2000 festgelegt, sodass dieser innerhalb des
exponentiellen Bereichs der Kurve liegt. Durch Subtraktion des Ct-Wertes des untersuchten
Gens einer Probe vom Ct-Wert des Haushaltsgens derselben Probe ergibt sich der ACt-
Wert. Der AACt-Wert wurde berechnet, indem der Mittelwert der AACt-Werte der
Wildtypgruppe vom AACt-Wert der jeweiligen Probe subtrahiert wurde. Die Relative

Expression ergibt sich aus der Formel:

Relative Expression = 274
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2.6 Statistische Analysen

In den Ergebnistabellen wurden die Mittelwerte (MW), die Anzahl der Versuchstiere pro
Gruppe (n), die Standardabweichung (SD), der Standardfehler (SEM) und die P-Werte der
statistischen Auswertung angegeben. Die statistische Auswertung der Ergebnisse dieser
Doktorarbeit erfolgte mit dem Programm Sigma Stat Version 3.5 von Systat Software.

Mittels ANOVA wurde untersucht, ob die Unterschiede der Mittelwerte zwischen den vier
Gruppen signifikant sind. Der P-Wert dieses Globaltests wurde in den Ergebnistabellen als
Panova angegeben. Lag allerdings keine Normalverteilung der Einzelwerte der jeweiligen
Gruppen vor, erfolgte die Berechnung des P-Wertes mittels Kruskal-Wallis-Test und wurde
als Pxw in den Ergebnistabellen angegeben.

Anschliellend wurden die Gruppen paarweise miteinander verglichen und die Signifikanz des
Unterschiedes der Mittelwerte zweier miteinander verglichener Gruppen mittels t-Test nach
Bonferroni berechnet. War die Berechnung mittels Bonferroni-t-Test nicht mdglich, erfolgte
der Vergleich der Ergebnisse zweier Gruppen miteinander nach der Methode nach Dunn.
Das Signifikanzniveau wurde dabei auf P = 0,05 festgelegt.

In den Ergebnistabellen wurden die P-Werte des statistischen Vergleichs der Mittelwerte der
EN-COL4A3"-Gruppe und der IB-COL4A3"-Gruppe miteinander P(EN vs IB) und jeweils mit
den Mittelwerten der COL4A3"*-Gruppe P(vs WT) und den Mittelwerten der COL4A3™-
Gruppe P(vs COL4A3™) angegeben.

Die Balkendiagramme wurden mit dem Programm Sigma Plot erstellt. Die Sternchen in den
Balkendiagrammen stellen die Signifikanz gegeniiber der COL4A3"-Gruppe dar. Bei knapp
nicht signifikanten Unterschieden wurde der P-Wert im Diagramm angegeben. In den
Balkendiagrammen ist der Standardfehler als Strichindikator oberhalb der Balken dargestellt.
Die statistische Auswertung der Ergebnisse dieser Dissertation erfolgte mit Hilfe statistischer
Beratung durch Dr. Klaus Jung aus der Abteilung flr Medizinische Statistik der

Universitatsmedizin Géttingen.
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3 Ergebnisse

3.1 Retentionswerte: Kreatinin und Harnstoff-N im Serum

Tab. 8: Konzentration von Kreatinin und Harnstoff-N im Serum

Gruppe COL4A3™"* COL4A3" EN-COL4A3™ IB-COL4A3™
n 8 13 12 12
Kreatinin im Serum (Pxw < 0,001)
MW [mg/dl] 0,50 1,20 0,54 0,43
SD 0,25 0,54 0,22 0,31
SEM 0,09 0,15 0,06 0,09
P(vs WT) - < 0,001 1,000 1,000
P(vs COL4A3™) < 0,001 - < 0,001 < 0,001
P(EN vs IB) - 1,000
Harnstoff-N im Serum (Pxw < 0,001)
MW [mg/dlI] 21,60 267,87 162,70 86,72
SD 4,98 129,32 76,80 75,37
SEM 1,76 35,87 22,17 21,76
P(vs WT) - < 0,001 0,008 0,711
P(vs COL4A3™) < 0,001 - 0,033 < 0,001
P(EN vs IB) - 0,263
Kreatinin im Serum Harnstoff-N im Serum
2.5 1 500 1
2.0 A 400 A
1.5 A 300 4
5 5 I
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Abb. 12: Balkendiagramm zur Darstellung der Mittelwerte der
Kreatinin-Konzentration im Serum in den einzelnen Gruppen.

Die Gruppe der Kollagen-4A3-defizienten Tiere zeigt im Vergleich zum Wildtyp eine

signifikant erhdhte Konzentration der Retentionswerte im Serum, bzgl. Kreatinin auf das

COL4A3+/+ COL4A3-/- EN-COL4A3-/- IB-COL4A3-/-

COL4A3+/+ COL4A3-/- EN-COL4A3-/- IB-COLAA3-/-

Abb. 13: Balkendiagramm zur Darstellung der Mittelwerte der
Harnstoff-N-Konzentration im Serum in den einzelnen
Gruppen.

Doppelte und bzgl. Harnstoff auf das Zehnfache (siehe Tab. 8, Abb. 12 und 13).

Mit Enalapril bzw.
signifikanten Unterschiede der Kreatinin-Konzentration im Serum im Vergleich zum Wildtyp.
EN-COL4A3™ und IB-COL4A3" weisen im Vergleich zu unbehandelten Kollagen-4A3-
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3 Ergebnisse

defizienten Tieren eine signifikant verminderte Kreatinin-Konzentration als auch eine

signifikant verminderte Harnstoff-N-Konzentration im Serum auf. Die Unterschiede der

Kreatinin-Konzentration bzw. der Harnstoff-N-Konzentration im Serum der EN-COL4A3"-

Gruppe und der IB-COL4A3"-Gruppe im Vergleich miteinander zeigen keine Signifikanz.

3.2 Tubulointerstitielle Fibrosierung

3.2.1 Quantitative Bestimmung des Fibrosierungsgrades

Tab. 9: Flachenanteil mit Pikrosiriusrot gefarbter Kollagenfasern und Kollagengehalt

Gruppe COL4A3™ COL4A3" EN-COL4A3™ IB-COL4A3™
Methylgrun-Pikrosiriusrot-Farbung: Flachenanteil der Kollagenfasern (Pxw < 0,001)
MW [%] 0,09 7,44 7,09 4,55
SD 0,10 4,53 4,09 5,60
SEM 0,04 1,10 1,09 1,62
n 8 17 14 12
P(vs WT) - 0,002 0,004 0,177
P(vs COL4A3™) 0,002 - 1,000 0,507
P(EN vs IB) - 0,872
Hydroxyprolinassay: Kollagengehalt (Panova < 0,001)
MW [mg/g] 1,96 4,27 3,30 2,94
SD 0,29 0,91 0,67 0,79
SEM 0,12 0,24 0,18 0,23
n 6 15 14 12
P(vs WT) - < 0,001 0,004 0,077
P(vs COL4A3™) < 0,001 - 0,008 < 0,001
P(EN vs IB) - 1,000
Flachenanteil Pikrosiriusrot-gefarbter Kollagengehalt
Kollagenfasern
12 4 7 A
10 61
5 4
5 T
— T S 4 : ** *kk
S T ® T .
= 3 * k%
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COL4A3+/+

Abb. 14: Balkendiagramm zur Darstellung der Mittelwerte des
mittels Farbeschwellenwertanalyse ermittelten Flachenanteils
Pikrosiriusrot-gefarbter Kollagenfasern in den einzelnen

Gruppen.

COL4A3-/- EN-COL4A3-/- IB-COL4A3-/-
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COL4A3+/+ COL4A3-/- EN-COL4A3-/-IB-COL4A3-/-

Abb. 15: Balkendiagramm zur Darstellung der Mittelwerte der
mittels Hydroxyprolinassay ermittelten Kollagengehalte des
Nierengewebes in den einzelnen Gruppen.
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Die Gruppe der unbehandelten Kollagen-4A3-defizienten Tiere zeigt im Vergleich zum
Wildtyp einen signifikant erhdhten Flachenanteil der mittels Pikrosiriusrot angefarbten
Kollagenfasern sowie einen mittels HP-Assay gemessenen signifikant erhohten
Kollagengehalt des Nierengewebes (siehe Tab. 9, Abb. 14 und 15, S. 46).

Mit Enalapril behandelte Kollagen-4A3-defiziente Tiere zeigen einen signifikant niedrigeren
Kollagengehalt im Vergleich zu unbehandelten Kollagen-4A3-defizienten Tieren. Mit
Irbesartan behandelte Kollagen-4A3-defiziente Tiere weisen einen um 38 % niedrigeren
Flachenanteil angefarbter Kollagenfasern und einen signifikant niedrigeren Kollagengehalt im
Vergleich zu unbehandelten Kollagen-4A3-defizienten Tieren auf.

Die Unterschiede des Kollagengehaltes bzw. des Flachenanteils der mittels Pikrosiriusrot
angefarbten Kollagenfasern der EN-COL4A3"-Gruppe und der IB-COL4A3"-Gruppe im

Vergleich miteinander zeigen keine Signifikanz.

3.2.2 RT-PCR: Maus-Prokollagen Typ 1A1

Tab. 10: Relative Expression des mCOL1A1

Gruppe COL4A3™ COL4A3" EN-COL4A3™ IB-COL4A3™
n 8 17 14 11
RT-PCR: mCOL1A1 (Panova < 0,001)
MW rel. Expr. 1,09 72,27 91,85 55,83
SD 0,47 33,79 61,36 53,15
SEM 0,17 8,20 16,40 16,03
P(vs WT) - 0,004 < 0,001 0,078
P(vs COL4A3™) 0,004 - 1,000 1,000
P(EN vs IB) - 0,335

Kollagen-4A3-defiziente Tiere zeigen im Vergleich zum Wildtyp eine signifikant um das fast
70-fache erhohte relative Expression von Maus-Prokollagen Typ 1A1 im Nierengewebe
(siehe Tab. 10). Die Gruppe der mit Enalapril bzw. Irbesartan behandelten Kollagen-4A3-
defizienten Tiere zeigen keine signifikanten Unterschiede bzgl. der Mittelwerte der relativen
Expression von mCOL1A1 im Vergleich zur Gruppe der unbehandelten Kollagen-4A3-

defizienten Tiere und im Vergleich miteinander.
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3.2.3 Exemplarische histologische Darstellung der Fibrosierung

Die Abbildungen 24 - 26 (S. 55 - 57) des Kapitels 3.6 des Ergebnisteils zeigen zur
Darstellung der Unterschiede der tubulointerstitiellen Fibrosierung in den verschiedenen
Versuchsgruppen Gewebeschnitte, bei denen Kollagenfasern mittels Pikrosiriusrot,
Myofibroblasten durch a-Glattmuskelaktin-lmmunhistochemie (aSMA-IH) und FSP-1-positve
Fibroblasten durch S100A4-Immunhistochemie angefarbt wurden.

Dabei weisen Wildtyptiere (siehe Abb. 24, A, S. 55) keine Anfarbung von Kollagenfasern,
Myofibroblasten (siehe Abb. 25, A, S. 56) und FSP-1-positven Fibroblasten (siehe Abb. 26,
A, S. 57) im Interstitium auf. Im Gegensatz dazu zeigen unbehandelte Kollagen-4A3-
defiziente Mause eine ausgepragte Akkumulation von interstitieller Matrix (siehe Abb. 24, B,
S. 55), a-Glattmuskelaktin-positiven Myofibroblasten (siehe Abb. 25, B, S. 56) und FSP-1-
positven Fibroblasten (siehe Abb. 26, B, S. 57). Mit Enalapril behandelte Kollagen-4A3-
defiziente Tiere zeigen ebenfalls eine deutliche Anfarbung von Kollagenfasern (siehe Abb.
24, C, S. 55), die bei einzelnen Tieren aber geringer ausfallt als bei unbehandelten Kollagen-
4A3-defizienten Tieren (siehe Abb. 24, D, S. 55). Bei EN-COL4A3™"-Tiere lassen sich
zahlreiche Myofibroblasten (siehe Abb. 25, C, S. 56) und FSP-1-positive Fibroblasten (siehe
Abb. 26, C, S. 57) im Interstitium anfarben, wobei auch hier einzelne Tiere eine geringere
Auspragung zeigen (siehe Abb. 25, D, S. 56).

Nach Irbesartan-Medikation weisen Kollagen-4A3-defiziente Tiere im Vergleich zu
unbehandelten Kollagen-4A3-defizienten Tieren eine deutlich geringere Anfarbung von
Kollagenfasern mittels Pikrosiriusrot im Interstitium (siehe Abb. 24, E und F, S. 55), eine
geringere Akkumulation von Myofibroblasten (siehe Abb. 25, E und F, S. 56) und FSP-1-
positven Fibroblasten (siehe Abb. 26, D, S. 57) auf. Neben FSP-1-positven Fibroblasten im
Interstitium lassen sich bei Kollagen-4A3-defizienten Tieren auch FSP-1-positive
Tubuluszellen mittels S100A4-Immunhistochemie (siehe Abb. 26, E und F, S. 57) und
S100A4-Immunfluoreszenzfarbung (siehe Abb. 27, D, S. 58) darstellen. Die a-
Glattmuskelaktin-S100A4-Doppelimmunfluoreszenz des Nierengewebes Kollagen-4A3-
defizienter Tiere stellt dar, dass die Fibroblasten keine Doppelexpression von a-
Glattmuskelaktin und S100A4 zeigen und daher die beiden Fibroblastenpopulationen der
Myofibroblasten und FSP-1-positve Fibroblasten deutlich voneinander abgrenzbar sind
(siehe Abb. 27, B, C, Eund F, S. 58).
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3.3 Proliferation tubuldrer, interstitieller und glomerularer Zellen

3.3.1 Quantitative Auswertung der PCNA-Immunhistochemie

Tab. 11: Ergebnisse der quantitativen Auswertung der PCNA-IH

Gruppe COL4A3™ COL4A3" EN-COL4A3™ IB-COL4A3™
n 9 17 14 12
Anteil PCNA-positiver glomerularer Zellen an der glom. Gesamtzellzahl (Panova = 0,422)
MW [%] 25,77 26,09 21,78 20,60
SD 9,37 8,43 11,41 11,79
SEM 3,12 2,05 3,05 3,40
P(vs WT) - - - -
P(vs COL4A3™) - - - -
P(EN vs IB) - -
glomerulare Gesamtzellzahl pro Glomerulus (Pxw < 0,001)
MW 38,44 68,93 68,63 46,49
SD 4,61 8,95 15,10 18,10
SEM 1,54 2,17 4,04 5,22
P(vs WT) - < 0,001 < 0,001 0,986
P(vs COL4A3™) < 0,001 - 1,000 < 0,001
P(EN vs IB) - < 0,001
Anteil PCNA-positiver tubularer Zellen an der tubularen Gesamtzellzahl (Panova < 0,001)
MW [%] 2,01 11,52 10,04 6,90
SD 1,10 3,77 5,27 6,82
SEM 0,37 0,91 1,41 1,97
P(vs WT) < 0,001 0,002 0,153
P(vs COL4A3™) < 0,001 - 1,00 0,084
P(EN vs IB) - 0,618
Anteil PCNA-positiver interstitieller Zellen an der interst. Gesamtzellzahl (Pxy = 0,039)
MW [%] 7,61 15,44 12,46 11,75
SD 2,71 5,86 8,53 9,62
SEM 0,90 1,42 2,28 2,78
P(vs WT) - < 0,050 > 0,050 -
P(vs COL4A3™) < 0,050 - - > 0,050
P(EN vs IB) - -
Anteil der interstitiellen Gesamtzellzahl an der tubulointerst. Gesamtzellzahl (Pxw < 0,001)
MW 0,25 0,53 0,43 0,36
SD 0,01 0,05 0,06 0,12
SEM 0,00 0,01 0,02 0,03
P(vs WT) - < 0,001 < 0,001 < 0,007
P(vs COL4A3™) < 0,001 - 0,002 < 0,001
P(EN vs IB) - 0,130
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Gesamtzellzahl pro Glomerulus
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COL4A3+/+ COL4A3-/- EN-COL4A3-/- IB-COL4A3-/-

Abb. 16: Balkendiagramm zur Darstellung der Mittelwerte der

durch Auszahlung ermittelten glomeruldren Gesamtzellzahl in
den einzelnen Gruppen.

Anteil tubularer PCNA-positiver Zellen

P =0,084
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COL4A3+/+ COL4A3-/- EN-COL4A3-/- IB-COL4A3-/-

Abb. 18: Balkendiagramm zur Darstellung der Verteilung der
Einzelwerte des durch Auszahlung ermittelten Anteils PCNA-
positver tubularer Zellen an der interstitiellen Gesamtzellzahl
in den einzelnen Gruppen
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Abb. 17: Balkendiagramm zur Darstellung der Mittelwerte
des durch Auszahlung ermittelten Anteils der interstitiellen
Gesamtzellzahl an der tubulointerstitiellen Gesamtzellzahl in
den einzelnen Gruppen.
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Abb. 19: Balkendiagramm zur Darstellung der Verteilung der
Einzelwerte des durch Auszahlung ermittelten Anteils PCNA-
positver interstitieller Zellen an der interstitiellen
Gesamtzellzahl in den einzelnen Gruppen

Die quantitative Auswertung der PCNA-Immunhistochemie ergibt keine signifikanten
Unterschiede des Anteils der PCNA-positiven glomeruldaren Zellen an der glomerularen
Gesamtzellzahl zwischen den einzelnen Gruppen (siehe Tab. 11, S. 49, Diagramm nicht
gezeigt), obwohl die PCNA-Immunhistochemie bei Kollagen-4A3-defizienten Tieren eine
ausgepragte Proliferation auch in den Glomeruli zeigt (siehe Abb. 28, B, S. 59). Aufgrund
einer im Vergleich zu Wildtyptieren signifikant erhdéhten glomerularen Gesamtzellzahl pro
Glomerulus bei Kollagen-4A3-defizienten Tieren ergibt sich daher trotz der absolut erhdhten
Anzahl proliferierender glomerularer Zellen rechnerisch kein Unterschied des Anteils der
PCNA-positiven glomerularen Zellen. Nach Irbesartan-Behandlung findet sich wie bei
Wildtyptieren eine signifikant niedrigere glomeruldare Gesamtzellzahl pro Glomerulus im
Vergleich zu unbehandelten Kollagen-4A3-defizienten Mausen (siehe Tab. 11, S. 49; Abb.
16, S. 50). Kollagen-4A3-defiziente Tiere zeigen im Vergleich zu Wildtyp-Tieren einen
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signifikant erhdhten Anteil PCNA-positiver Tubulus-Zellen und interstitieller Zellen (siehe
Tab. 11, S. 49; Abb. 18 und 19, S. 50). Nach Enalapril-Medikation zeigt sich nur ein
geringfugig verminderter Anteil PCNA-positiver Tubulus-Zellen und PCNA-positiver Zellen im
Interstitium im Vergleich zu unbehandelten Kollagen-4A3-defizienten Tieren.

Die IB-COL4A3"-Gruppe weist einen um 40 % geringeren Anteil PCNA-positiver Tubulus-
Zellen und einen um 24 % geringeren Anteil PCNA-positiver interstitieller Zellen im Vergleich
zu unbehandelten Kollagen-4A3-defizienten Tieren auf. Allerdings zeigen die Unterschiede
des Anteils tubularer bzw. interstitieller PCNA-positiver Zellen zwischen den behandelten
und unbehandelten COL4A3™"-Tieren und zwischen den EN- und IB-COL4A3"-Tieren im
Vergleich miteinander keine Signifikanz.

Die Auszahlung von interstitiellen Zellen und Tubuluszellen im Nierenparenchym zeigt bei
Kollagen-4A3-defizienten Tieren einen signifikant hdheren Anteil interstitieller Zellen an der
tubulointerstitiellen Gesamtzellzahl im Vergleich zu Wildtyptieren (siehe Tab. 11, S. 49; Abb.
17, S. 50). Die EN-COL4A3™- und v.a. die IB-COL4A3"-Gruppe weisen einen im Vergleich
zu unbehandelten Kollagen-4A3-defizienten Tieren signifikant niedrigeren Anteil interstitieller
Zellen an der tubulointerstitiellen Gesamtzellzahl auf. Zwischen EN- und IB-COL4A3"-Tieren
im Vergleich miteinander zeigt der Unterschied des Anteils interstitieller Zellen an der

tubulointerstitiellen Gesamtzellzahl keine Signifikanz.

3.3.2 Exemplarische histologische Darstellung proliferierender Zellen

Die Abbildungen 28 - 30 des Kapitels 3.6 (S. 59 - 60) des Ergebnisteils zeigen zur
Darstellung der Unterschiede der Zellproliferation in den verschiedenen Versuchsgruppen
Gewebeschnitte, bei denen die Zellkerne proliferierender Zellen durch PCNA-
Immunhistochemie angefarbt wurden.

Dabei weisen Wildtyptiere (siehe Abb. 28, A, S. 59) nur vereinzelt proliferierende Zellen in
den Tubuli und im Interstitium auf. Im Gegensatz dazu zeigen unbehandelte Kollagen-4A3-
defiziente Mause eine ausgepragte Anfarbung sowohl tubularer als auch interstitieller PCNA-
positiver Zellen (siehe Abb. 28, B, S. 59).

Bei EN-COL4A3"-Tieren finden sich ebenfalls zahlreiche proliferierende tubuldre und
interstitielle Zellen (siehe Abb. 28, C, S. 59), wohingegen nach Irbesartan-Medikation
Kollagen-4A3-defiziente Tiere im Vergleich zu unbehandelten Kollagen-4A3-defizienten
Tieren einen geringeren Anteil PCNA-positiver Zellen in den Tubuli und im Interstitium
aufweisen (siehe Abb. 28, D, S. 59).

Die  a-Glattmuskelaktin-PCNA-Doppelimmunfluoreszenz  und die = S100A4-PCNA-
Doppelimmunfluoreszenz des Nierengewebes Kollagen-4A3-defizienter Tiere zeigen, dass
sowohl die Myofibroblasten als auch die FSP-1-positven Fibroblasten in der fibrotischen
Niere proliferieren (siehe Abb. 29 und 30, S. 60).
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3.4 Expression des BMP-7 und des ALK-3

3.4.1 mBMP-7- und mALK-3-RT-PCR und BMP-7-Immuhistochemie

Tab. 12: Relative Expression von mBMP-7 und mALK-3

Gruppe COL4A3™" COL4A3" EN-COL4A3™ IB-COL4A3™
n 8 17 14 12
RT-PCR: mBMP-7 (Panova < 0,001)
MW rel. Expr. 1,02 0,52 0,60 1,06
SD 0,21 0,34 0,44 0,36
SEM 0,08 0,08 0,12 0,10
P(vs WT) - 0,014 0,076 1,000
P(vs COL4A3™) 0,014 - 1,000 0,001
P(EN vs IB) 0,014
RT-PCR: mALK-3 (Pxw = 0,011)
MW rel. Expr. 1,08 1,06 1,92 2,42
SD 0,49 0,84 1,41 1,02
SEM 0,17 0,20 0,38 0,29
P(vs WT) - 1,000 0,438 0,039
P(vs COL4A3™) 1,000 - 0,158 0,006
P(EN vs IB) 1,000
RT-PCR: mBMP-7 RT-PCR: mALK-3
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Abb. 20: Balkendiagramm zur Darstellung der Mittelwerte der
mittels RT-PCR gemessenen relativen Expression von

mBMP-7 in den einzelnen Gruppen.

Die RT-PCR auf mBMP-7 zeigt eine signifikant verminderte relative Expression von mBMP-7
bei Kollagen-4A3-defizienten Tieren im Vergleich zum Wildtyp (siehe Tab. 12, Abb. 20 und
21). Der Unterschied ist nach Enalapril-Medikation weniger stark ausgepragt. IB-COL4A3™-
Tiere weisen keinen Unterschied der relativen Expression von mBMP-7 im Vergleich zum

Wildtyp auf, dagegen eine signifikant starkere mBMP-7-Expression im Vergleich zu

COL4A3+/+ COL4A3-/- EN-COL4A3-/- IB-COL4A3-/-

3 in den einzelnen Gruppen.

unbehandelten Tieren und im Vergleich zur EN-COL4A3"-Gruppe.
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COL4A3+/+ COL4A3-/- EN-COL4A3-/- IB-COL4A3-/-

Abb. 21: Balkendiagramm zur Darstellung der Mittelwerte der
mittels RT-PCR gemessenen relativen Expression von mALK-
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Die geringere Expression von mBMP-7 lasst sich auch mittels Immunhistochemie darstellen
(siehe Abb. 31, C - E, S. 61). Mittels RT-PCR auf mALK-3 stellt sich zwischen Wildtyp-Tieren
und Kollagen-4A3-defizienten Tieren kein Unterschied der relativen Expression von mALK-3
dar, wohingegen diese bei EN-COL4A3"- und IB-COL4A3™-Tieren im Vergleich zu Wildtyp-
und Kollagen-4A3-defizienten Tieren signifikant erhoht ist und keinen signifikanten
Unterschied zwischen der EN- und der IB-COL4A3"-Gruppe aufweist.

3.5 Expression des PAI-1 und des uPAR

3.5.1 mPAI-1- und muPAR-RT-PCR

Tab. 13: Relative Expression von mPAI-1 und muPAR

Gruppe COL4A3™ COL4A3" EN-COL4A3™ IB-COL4A3™
n 8 16 14 12
RT-PCR: mPAI-1 (Pxw < 0,001)
MW rel. Expr. 1,19 39,21 17,84 13,61
SD 0,85 39,52 12,89 14,35
SEM 0,30 9,88 3,44 4,14
P(vs WT) - 0,005 0,802 1,000
P(vs COL4A3™) 0,005 - 0,131 0,054
P(EN vs IB) - 1,000
RT-PCR: muPAR (P« < 0,001)
MW rel. Expr. 1,17 7,53 9,21 5,55
SD 0,73 2,94 4,53 5,39
SEM 0,26 0,73 1,21 1,56
P(vs WT) - 0,003 < 0,001 0,115
P(vs COL4A3™) 0,003 - 1,000 1,000
P(EN vs IB) - 0,138

RT-PCR: mPAI-1

RT-PCR: muPAR
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Abb. 22: Balkendiagramm zur Darstellung der Mittelwerte der Abb. 23: Balkendiagramm zur Darstellung der Mittelwerte der
mittels RT-PCR gemessenen relativen Expression von mPAI-1  mittels RT-PCR gemessenen relativen Expression von muPAR

in den einzelnen Gruppen.

in den einzelnen Gruppen.
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Kollagen-4A3-defiziente Tiere weisen im Vergleich zu Wildtyp-Tieren in der RT-PCR eine
signifikant um das Vielfache erhéhte relative Expression von mPAI-1 und muPAR auf (siehe
Tab. 13, Abb. 22 und 23, S. 53). Im Vergleich zu unbehandelten Kollagen-4A3-defizienten
Tieren zeigen EN-COL4A3"-Tiere eine um 54 % und IB-COL4A3"-Tiere eine um 65 %
geringere mPAI-1-Expression knapp an der Signifikanzgrenze. Der Unterschied der mPAI-1-
Expression der EN- und der IB-COL4A3"-Gruppe im Vergleich miteinander weist keine
Signifikanz auf. Die muPAR-Expression zeigt bei behandelten Kollagen-4A3-defizienten
Tieren im Vergleich miteinander und im Vergleich zu unbehandelten keine signifikanten

Unterschiede.

3.5.2 PAI-1-Immunfluoreszenz

Die Abbildungen 32 und 33 des Kapitels 3.6 (S. 62 - 63) des Ergebnisteils zeigen
Gewebeschnitte, die mittels PAI-1-Immunfluoreszenz und PAIl-1-a-Glattmuskelaktin-
Doppelimmunfluoreszenz zur Darstellung der Unterschiede der PAI-1-Expression zwischen
den einzelnen Versuchsgruppen angefarbt wurden.

In der PAIl-1-Immunfluoreszenz zeigt sich eine verstarkte Expression von PAI-1 im
fibrotischen Nierenparenchym Kollagen-4A3-defizienter Tiere im Vergleich zu Wildtyp-Tieren
(siehe Abb. 32, B, S. 62), welche v.a. nach Irbesartan-Medikation geringer ausgepragt ist
(siehe Abb. 32, D, S. 62). Eine verstarkte PAI-1-Expression in fibrotischen Nieren Kollagen-
4A3-defizienter Tiere wird auch durch die PAI-1-a-Glattmuskelaktin-
Doppelimmunfluoreszenz dargestellt (sieche Abb. 32, F, S. 62).

PAI-1- und AQP-1- bzw. AQP-2-IF angrenzender Schnitte zeigt, dass sich eine vermehrte
PAI-1-Expression im fibrotischen Nierenparenchym Kollagen-4A3-defizienter Tiere v.a. in
proximalen Tubuli findet (siehe Abb. 33, S. 63). Es zeigt sich aul’erdem, dass neben
Tubuluszellen PAI-1 auch in randstandigen, morphologisch Podozyten entsprechenden

Zellen des Kapillarkonvolutes der Glomeruli exprimiert wird (siehe Abb. 32, E, S. 62).
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3.6 Histologische Abbildungen
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Abb. 24: Methylgriin-Pikrosiriusrot-Farbung

VergroRerung: 100x. Kollagenfasern wurden rot angefarbt. Es findet sich bei Wildtyptieren (A) kaum eine Anfarbung von
Kollagenfasern. Unbehandelte Kollagen-4A3-defiziente Mause zeigen eine ausgepragte Akkumulation von interstitieller Matrix
(B), nach Enalapril-Behandlung findet sich ebenfalls eine deutliche Anfarbung von Kollagenfasern (C, D), dagegen nur
geringfligig nach Irbesartan-Gabe (E, F).
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3.6.2 a-Glattmuskelaktin-ilmmunhistochemie (aSMA-IH)
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E: IB-COL4A3™ (Tier 76) F: IB-COL4A3™ (Tier 90)

Abb. 25: a-Glattmuskelaktin-immunhistochemie

VergroRerung: 100x. a-Glattmuskelaktin exprimierende Zellen wurden griin angefarbt. Interstitielle Myofibroblasten stellen sich
blassgriin und glatte Muskelzellen der Gefal3e intensiv grin dar (= Positivkontrolle). Negativkontrolle in (A) gezeigt. Es finden
sich bei Wildtyptieren (A) keine Myofibroblasten. Unbehandelte Kollagen-4A3-defiziente Mause zeigen eine deutliche
Akkumulation von Myofibroblasten (B), die nach Enalapril-Medikation z.T. gleich stark (C), z.T. geringer (D) und nach
Irbesartan-Gabe nur geringfligig ausgepragt ist (E, F).
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3.6.3 S100A4-Immunhistochemie
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E: COL4A3™ (Tier 14) F: COL4AT
Abb. 26: S100A4-Immunhistochemie

VergroRerung: 200x (A - D) und 1000x (E, F). S100A4 exprimierende Zellen farben sich braunrot an. Negativkontrolle in (B)
gezeigt. Es finden sich bei Wildtyptieren keine S100A4-positiven interstitiellen Zellen (A). Unbehandelte Kollagen-4A3-defiziente
Tiere zeigen eine ausgepragte Akkumulation S100A4 exprimierender Fibroblasten (B), ebenso nach Enalapril-Medikation (C).
Nach Irbesartan-Gabe finden sich bei Kollagen-4A3-defizienten Tieren nur wenige S100A4 exprimierende Fibroblasten (D). Im
fibrotischen Nierenparenchym Kollagen-4A3-defizienter Tiere lassen sich auch S100A4-positive Tubuluszellen darstellen (E, F).

" (Tier 15)
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3.6.4 a-Glattmuskelaktin-S100A4-Doppelimmunfluoreszenz

E: COL4A3™ (Tier 29) F: COL4A3™ (Tier 29)

Abb. 27: a-Glattmuskelaktin-S100A4-Doppelimmunfluoreszenz

VergréRerung: 200x (A, B, C) und 1000x (D, E, F). a-Glattmuskelaktin exprimierende Zellen zeigen eine rote und S100A4
exprimierende Zellen eine griine Fluoreszenz. Negativkontrolle in (B) gezeigt. Es finden sich bei Wildtyptieren kaum S100A4-
positive interstitielle Zellen (A). Kollagen-4A3-defiziente Tiere zeigen eine ausgepragte Akkumulation sowohl von a-
Glattmuskelaktin exprimierenden Myofibroblasten als auch von S100A4 exprimierenden Fibroblasten, aber keine interstitiellen
Zellen, die eine Doppelexpression beider Markerproteine aufweisen (B-F). Im fibrotischen Nierenparenchym Kollagen-4A3-
defizienter Tiere lassen sich S100A4-positive Tubuluszellen darstellen (D).
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Abb. 28: PCNA-Immunhistochemie

VergroRerung: 400x. Zellkerne PCNA exprimierender, d.h. proliferierender Zellen stellen sich braunrot dar. Negativkontrolle (E)
und Darmschleimhaut als Positivkontrolle (F). Im Gegensatz zu Wildtyptieren (A) finden sich bei unbehandelten Kollagen-4A3-
defizienten Mause zahlreiche im Zellkern PCNA exprimierende, d.h. proliferierende tubulare und interstitielle Zellen, ebenfalls
nach Enalapril-Behandlung (C), dagegen nur vereinzelt nach Irbesartan-Gabe (D).
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3.6.6 PCNA-a-Glattmuskelaktin-Doppelimmunhistochemie

celll 7 A S

’ @ : 3 ek N ‘
A: COL4A3™ (Tier 11) B: COL4A3% (Tier 11)
Abb. 29: PCNA-a-Glattmuskelaktin-Doppelimmunhistochemie
VergroRerung: 1000x. Die Zellkerne proliferierender PCNA-positiver Zellen stellen sich braunrot, a-Glattmuskelaktin

exprimierende Myofibroblasten stellen sich griin dar. Dabei zeigen einige interstitielle Zellen Doppelexpression von PCNA und
a-Glattmuskelaktin.

3.6.7 PCNA-S100A4-Doppelimmunfluoreszenz

A: COL4A3™ (Tier 7) B: COL4A3™ (Tier 7)

Abb. 30: PCNA-S100A4-Doppelimmunfluoreszenz
VergréRerung: 1000x. Die Zellkerne proliferierender Zellen stellen sich rot, S100A4 exprimierende Fibroblasten stellen sich grin
dar. Dabei zeigen einige interstitielle Zellen eine Doppelexpression von PCNA und S100A4.
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3.6.8 PCNA-BMP-7- Doppellmmunhlstochemle

F: Negatlvkontrolle COLAAZ" (Tier 26)

E: COLAA3" (Tier 26)

Abb. 31: BMP-7-PCNA-Doppelimmunhistochemie

VergréRerung: 200x (A - D, F) und 400x (E). BMP-7 stellt sich schwarz, Zellkerne PCNA exprimierender, d.h. proliferierender
Zellen stellen sich braunrot dar. Negativkontrolle (F). Bei Wildtyptieren finden sich zahlreiche luminal BMP-7 exprimierende
Tubuli (A, B). Unbehandelte Kollagen-4A3-defiziente Tiere weisen eine deutlich geringere Anzahl BMP-7 exprimierender Tubuli
auf (C, D), zeigen aber vereinzelt auch BMP-7-Expression im Interstitium (E).
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3.6.9 PAI-1-Immunfluoreszenz und PAI-1-a-Glattmuskelaktin-Doppelimmunfluoreszenz

A: COL4A3"™ (Tier 20) B: COL4A3™ (Tier 19)

C: EN-COL4A3™ (Tier 93) D: IB-COL4A3™ (Tier 77)

E: COL4A3™ (Tier 7) Glomeruli F: PAI-1-aSMA-DIF: COL4A3™ (Tier 15

Abb. 32: PAI-1-Immunfluoreszenz (A - E) und PAI-1-a-Glattmuskelaktin-Doppelimmunfluoreszenz (F)

VergréRerung: 200x (A - D, F) und 1000x (E). PAI-1 stellt sich leuchtend griin dar. Negativkontrolle in (B) gezeigt. Im Gegensatz
zu Wildtyptieren (A) zeigen unbehandelte Kollagen-4A3-defiziente Tiere eine ausgepragte Anfarbung von PAI-1 in den
Glomeruli und luminal in den Tubuli, ebenfalls nach Enalapril-Behandlung (C), aber nur geringfiigig nach Irbesartan-Medikation
(D). In den Glomeruli Kollagen-4A3-defizienter Tiere wird PAI-1 in histomorphologisch Podozyten entsprechenden Zellen
vermehrt exprimiert (E). Die PAI-1-a-Glattmuskelaktin-Doppelimmunfluoreszenz stellt ebenfalls die vermehrte PAI-1-Expression
tubularer Zellen im fibrotischen Nierenparenchym Kollagen-4A3-defizienter Tiere dar (F).
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3.6.10 PAI-1-, AQP-1- und AQP-2-Immunfluoreszenz angrenzender Gewebeschnitte
iy N A

f 7

A2: AQP-1-IF COL4A3™ (Tier 14) B2: AQP-2-IF COL4A3™ (Tier 11)

A3: Negativkontrolle COL4A3™ (Tier 14) B3: Negativkontrolle COL4A3™

Abb. 33: PAI-1- und AQP-1- bzw. AQP-2-Immunfluoreszenz angrenzender Gewebeschnitte

VergroRerung: 200x. PAI-1, AQP-1 und AQP-2 stellen sich leuchtend griin dar. Es wurden angrenzende Schnitte gefarbt
(A1/2/3 und B1/2/3). Dabei zeigen sich eine PAI-1- und eine AQP-1-Expression in denselben Tubuli (A1/2), dagegen eine PAI-
1- und AQP-2-Expression in verschiedenen Tubuli (B1/2).

(Tier 11)
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4 Diskussion

4.1 Progressionsminderung der chronisch progredienten Niereninsuffizienz durch

Blockade des lokalen Angiotensinsystems

Die ausgepragten renoprotektiven Effekte infolge Blockade des Renin-Angiotensin-Systems
bei Patienten mit chronisch progredienter Niereninsuffizienz sind seit den 1980er Jahren
bekannt und mittlerweile unbestreitbar. Klinische randomisierte Studien innerhalb der letzten
zehn Jahre, wie z.B. die REIN-Studie flir Ramipril und die RENAAL-Studie flir Losartan,
konnten zeigen, dass die antihypertensiven Medikamentenklassen sowohl der ACE-Hemmer
als auch der AT:-Rezeptor-Antagonisten die klinischen Endpunkte, wie terminale
Niereninsuffizienz oder Tod, hinauszégern (Brenner et al. 2001; Ruggenenti et al. 2001).
Allerdings lasst sich die Renoprotektion nicht allein durch die Blutdrucksenkung erklaren.
Vielmehr wirken diese Medikamente auch direkt antifibrotisch durch Blockade des lokalen
Renin-Angiotensin-Systems der Nieren, wobei die genauen Mechanismen noch nicht
komplett aufgeklart sind. Klinische Studien, die das Potential beider Substanzgruppen zur
Progressionsminderung des chronischen Nierenversagens direkt miteinander vergleichen,
sind selten und legen das Hauptaugenmerk meist auf Surrogatparameter, wie Proteinurie
und Retentionswerte. Einige Autoren berichten diesbeziiglich keinen Unterschied
(Gansevoort et al. 1994; Remuzzi et al. 1999), andere zeigen tendenziell eine etwas bessere
Wirkung der ACE-Hemmer gegeniiber AT,-Rezeptor-Antagonisten (Lacourciere et al. 2000;
Mogensen et al. 2000). Die ONTARGET-Studie, eine klinische Studie an Uber 20.000
Patienten, resultierte in einem vergleichbaren renalen Outcome nach Telmisartan- wie nach
Ramipril-Medikation (Mann et al. 2008). Eine starkere Progressionsminderung der
chronischen Niereninsuffizienz durch die Medikation mit einem AT-Rezeptor-Inhibitor im
Vergleich zu einem ACE-Hemmer konnte bei der diabetischen Nephropathie durch eine
retrospektive klinische Studie gezeigt werden, wobei hier die Rate der Patienten vor
Erreichen der terminalen Niereninsuffizienz zu einem bestimmten Zeitpunkt analysiert wurde
(Robles et al. 2009).

Es existieren allerdings nur wenige Studien, die die antifibrotischen Effekte beider
Substanzgruppen anhand der Histologie direkt gegenlberstellen. In der vorliegenden Arbeit
sollten der ACE-Hemmer Enalapril und der AT;-Rezeptor-Antagonist Irbesartan miteinander
verglichen werden bzgl. der Wirkung, die Progredienz des chronischen Nierenversagens und
die renale Fibrosierung im Rahmen der Alport-Nephritis zu verlangsamen. Es konnte bereits
gezeigt werden, dass ACE-Hemmer und ATq-Rezeptor-Antagonisten in der Lage sind, eine
Uberlebenszeitverlangerung im Tiermodell der Kollagen-4A3-defizienten Tiere zu bewirken,
wobei die Substanzen Ramipril und Candesartan angewandt wurden und der ACE-Hemmer

Ramipril sich als effektiver erwies. In der gleichen Studie wurde gezeigt, dass die

64



4 Diskussion

Unterschiede bei der Progressionsminderung der Alport-Nephritis durch ACE-Hemmer und
AT;-Rezeptor-Antagonisten nicht auf die antihypertensiven Effekte dieser Substanzklassen
zurickzufuhren sind (Gross et al. 2004), da sowohl behandelte als auch unbehandelte
Kollagen-4A3-defiziente Tiere gleiche Blutdrucklevel zeigten und eine arterielle Hypertension
beim Alport-Syndrom zu Beginn der Erkrankung im Allgemeinen nicht zu finden ist.

In der vorliegenden Studie wurde am Tiermodell der Kollagen-4A3-defizienten Mause
bestatigt, dass eine Progressionsminderung der chronisch progredienten Niereninsuffizienz
aufgrund einer Alport-Nephritis mittels Blockade des Angiotensinsystems erreichbar ist.
Dabei zeigte sich zunachst, dass die Medikation sowohl mit dem ACE-Hemmer Enalapril als
auch mit dem AT;-Rezeptor-Antagonisten Irbesartan bei Kollagen-4A3-defizienten Mausen
zu einer signifikanten Verminderung der Retentionswerte Kreatinin und Harnstoff-N im
Serum im Vergleich zu unbehandelten Tieren flhrt. Dies bestéatigt, dass sich die
Einschrankung der Nierenfunktion aufgrund der Alport-Nephritis durch Blockade des
Angiotensinsystems verlangsamen lasst, wobei sich hier ein starkerer Effekt des AT4-
Rezeptor-Antagonisten im  Vergleich zum  ACE-Hemmer zeigte. Neben der
Nierenfunktionseinschrankung verzogert die Blockade des Angiotensinsystems im
Tiermodell der Kollagen-4A3-defizienten Mause auch die renale Fibrosierung, welche als
morphologisches Korrelat des chronischen Nierenversagens gilt. Im Rahmen der Alport-
Nephritis wurde dies bereits fir die Substanzen Ramipril und Candesartan eindrucksvoll
gezeigt (Gross et al. 2004). Auch in der vorliegenden Dissertationsarbeit flihrte die
Medikation mit dem AT-Rezeptor-Antagonisten Irbesartan zu einer deutlichen Reduktion der
tubulointerstitiellen Fibrose bei Kollagen-4A3-defizienten Tieren, wohingegen der ACE-
Hemmer Enalapril nur bei einzelnen Versuchstieren eine Verzogerung der Fibrosierung
bewirkte. Dabei zeigte sich, dass es v.a. nach Irbesartan-Medikation neben der verminderten
Anhaufung von Kollagenfasern im Interstitium auch zu einer Reduktion der Akkumulation von
Myofibroblasten und FSP-1-positiven Fibroblasten sowie des Anteils interstitieller Zellen an
der tubulointerstitiellen Gesamtzellzahl kommt. FSP-1-positve Fibroblasten zahlen neben
Myofibroblasten zu der fir die Kollagenproduktion und damit flr die Fibrosierung
verantwortlichen interstitiellen Zellpopulation (Bruneval et al. 2005). Obwohl die Messung
des Kollagengehaltes des Nierengewebes mittels Hydroxyprolinassay und die histologischen
Methoden deutliche Unterschiede bzgl. des Fibrosierungsgrades zwischen den einzelnen
Gruppen der Kollagen-4A3-defizienten Tiere zeigten, wies die RT-PCR keine signifikanten
Unterschiede der Kollagenexpression, d.h. der Bildung von Kollagenfasern auf. Dies lasst
den Schluss zu, dass in der EN- COL4A3™" bzw. IB-COL4A3"-Gruppe der vermehrte Abbau
von interstitieller Matrix durch verschiedene Proteinasen moéglicherweise eine entscheidende

Rolle bei der Progressionsminderung der renalen Fibrosierung spielt.
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Obwohl glomeruldre Veranderungen weniger mit der Einschrankung der Nierenfunktion
korrelieren als die renale Fibrosierung, fuhrte die Blockade des Angiotensinsystems zu einer
Reduktion des Ausmales der Glomerulosklerose und des Anteils sklerotischer Glomeruli bei
Kollagen-4A3-defizienten Tieren (Gross et al. 2004). In der vorliegenden Arbeit wiesen
Kollagen-4A4-defiziente Tiere eine deutlich erhdhte glomeruldre Gesamtzellzahl, die als
Parameter fir die glomerulare Schadigung bestimmt wurde, auf. Die Irbesartan-Medikation
Kollagen-4A3-defizienter Tiere bewirkte im Vergleich zu unbehandelten Knockout-Tieren
eine Reduktion der glomerularen Gesamtzellzahl. Eine Studie der 5/6-Nephrektomie zeigte
nach Monotherapie sowohl mit 80 mg Losartan als auch mit 200 mg Enalapril eine starkere
Reduktion der Glomerulosklerose im Vergleich zur Kombinationstherapie beider Substanzen
in der gleichen Dosis wie bei der jeweiligen Monotherapie. Dabei wurde der kleinste
Glomeruloskleroseindex durch den AT,-Rezeptor-Antagonisten Losartan erreicht und nur der
AT -Rezeptor-Antagonist fihrte zu einer Reduktion der Glomerulosklerose im Zeitraum
zwischen der Biopsie nach 8 Wochen und der Autopsie nach 12 Wochen (Ma LJ et al. 2005).
Allerdings war nach Kombinationstherapie mit beiden Substanzen der Unterschied der
Proteinurie gegentiber unbehandelten Tieren zum Endpunkt der Studie am ausgepragtesten,
wobei sich auch die Losartan-Monotherapie, nicht aber die Enalapril-Monotherapie durch
eine deutlich geringere Proteinurie gegenuber der Kontrolle auszeichnete.

Weitere charakteristische histomorphologische Kennzeichen der chronisch progredienten
Niereninsuffizienz sind neben der tubulointerstitiellen Fibrosierung auch die Einwanderung
von Entzindungszellen und eine verstarkte Proliferation sowohl interstitieller als auch
tubularer Zellen. In der vorliegenden Studie wurde gezeigt, dass Kollagen-4A3-defiziente
Tiere eine vermehrte Proliferation von Tubuluszellen und interstitieller Zellen aufweisen.
Unter den interstitiellen Zellen zeigten sowohl Myofibroblasten als auch FSP-1-positve
Fibroblasten eine vermehrte Proliferation. Der Anteil proliferierender interstitieller Zellen im
Nierenparenchym Kollagen-4A3-defizienter Tiere war sowohl nach Enalapril- als auch nach
Irbesartan-Medikation geringfiigig verringert im Vergleich zu unbehandelten Tieren. Eine
deutliche Reduktion des Anteils proliferierender Tubuluszellen bei Kollagen-4A3-defizienten
Tieren fand sich dagegen nur nach Irbesartan-Medikation.

Die tubulointerstitielle Fibrosierung ist gekennzeichnet durch eine vermehrte Produktion von
Bestandteilen interstitieller Matrix, wie v.a. Kollagen, durch aktivierte Fibroblasten. Dabei
stellt sich die Frage nach der Herkunft dieser aktivierten Zellpopulation. Man fand, dass
ungefahr ein Drittel der aktivierten Fibroblasten durch Epithelial-Mesenchymale
Transformation entstehen (lwano et al. 2002). Die EMT fihrt zur Umwandlung von
Tubulusepithelzellen in Fibroblasten und ist durch die Expression von FSP-1 in
Tubulusepithelzellen gekennzeichnet (Zeisberg und Neilson 2009), bzw. wird durch die

Expression von FSP-1 erméglicht (Strutz et al. 1995). In der vorliegenden Arbeit konnte das
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Fibroblast Specific Protein-1  mittels S100A4-Immunfluoreszenz  und  S100A4-
Immunhistohistochemie in Tubuluseptihelzellen nachgewiesen werden. Dies lasst den
Schluss zu, dass die Epithelial-Mesenchymale Transformation eine Rolle bei der
tubulointerstitiellen Fibrosierung auch im Rahmen der Alport-Nephritis spielt.

In Zusammenschau der Ergebnisse dieser Dissertationsarbeit unter den hier verwendeten
Dosierungen und unter den hier zugrundeliegenden Bedingungen zeigte der AT -Rezeptor-
Antagonist Irbesartan gegeniber dem ACE-Hemmer Enalaprii eine starkere
Progressionsminderung des chronischen Nierenversagens im Rahmen der Alport-Nephritis
anhand der Retentionswerte im Serum, der tubulointerstitiellen Fibrosierung und der
Zellproliferation. Klinische und tierexperimentelle Studien, die beide Substanzgruppen direkt
vergleichen bzgl. ihrer Wirkung das chronische Nierenversagen zu verzdgern, sind selten
und die Ergebnisse je nach Atiologie verschieden. Eine friihere Studie, in der das
antifibrotische Potential eines ACE-Hemmers mit dem eines AT;-Rezeptor-Antagonisten
anhand des Tiermodells der Kollagen-4A3-defizienten Mause verglichen wurde, zeigte eine
deutlich bessere Renoprotektion mittels ACE-Hemmer (Gross et al. 2004). Allerdings wurden
in dieser Studie Ramipril und Candesartan verglichen, wahrend in der vorliegenden
Dissertationsarbeit die Kollagen-4A3-defizienten Tiere mit Enalapril bzw. mit Irbesartan
behandelt wurden. Wesentliche pharmakologische Unterschiede zwischen den beiden ACE-
Hemmern bzw. zwischen den beiden AT-Rezeptor-Antagonisten bestehen bzgl. der
Eliminations-Halbwertszeiten. Wahrend Ramipril eine mittlere effektive HWZ von 15 h
aufweist, ist das in der vorliegenden Studie verwendete Enalapril mit einer HWZ von 11 h
kirzer wirksam als Ramipril. Dagegen ist das in der vorliegenden Arbeit verwendete
Irbesartan mit einer mittleren effektiven HWZ von 13 h langer wirksam als Candesartan mit
einer HWZ von 9 h. Des Weiteren unterscheiden sich beide Studien hinsichtlich der
Applikationsform der ACE-Hemmer und der AT R-Antagonisten. Obwohl Candesartan
praktisch wasserunléslich ist (Merck 2006), wurde es mit dem Trinkwasser den
Versuchstieren zugefiihrt (Gross et al. 2004). Das koénnte mdglicherweise die geringere
Wirksamkeit des AT R-Antagonisten in dieser Studie mit hervorgerufen haben. Im
Tierexperiment der vorliegenden Studie wurden der ACE-Hemmer Enalapril und der AT,R-
Antagonist Irbesartan mit dem Futter verabreicht.

Hypothesen, weshalb eine der beiden Substanzengruppen der ACE-Hemmer und AT;-
Rezeptor-Antagonisten einen Vorteil in der Verzégerung der chronisch progredienten
Niereninsuffizienz gegeniber der anderen aufweisen koénnte, sind vielfaltig. Beide
Medikamentenklassen flhren hauptsachlich zu einer verminderten Stimulation des AT4-
Rezeptors durch Angiotensin Il. Wahrend ACE-Hemmer die verfugbare Konzentration von
Angiotensin 1l reduzieren, hemmen AT-Rezeptor-Blocker komplementar die Bindung von

Angiotensin Il an dessen Rezeptor. Neben anderen Angiotensin Il bildenden Enzymen, wie
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die Mastzellchymase, sind auch die Effekte von Bradykinin und des AT,-Rezeptors als
mogliche Faktoren, welche zu Unterschieden des renoprotektiven Potentials fihren kénnten,
postuliert wurden.

Es wurde gezeigt, dass durch die Chymase im Herzgewebe mehr Angiotensin Il gebildet
wird als durch das Angiotensin Converting Enzyme (Urata et al. 1991). ACE-unabhangige
Angiotensin-lI-Synthese aufgrund erhdhter Chymase-Aktivitat konnte auch tierexperimentell
in ischamischem Nierengewebe nachgewiesen werden (Sadjadi et al. 2005) und eine
erhdhte Chymase-Expression findet sich in  Myofibroblasten bei der diabetischen
Nephropathie (Huang XR et al. 2003) sowie bei der Glomerulonephritis (Togawa et al. 2009).
Eine effektive Beteiligung der Chymase an der Angiotensin-lI-Bildung in der Niere wirde
eine starkere Blockade des Renin-Angiotensin-Systems durch AT;-Rezeptor-Blocker
erwarten lassen im Vergleich zu ACE-Hemmern (Hollenberg et al. 1998). Eine Beteiligung
der Chymase an der intrarenalen Angiotensin-lI-Synthese konnte auch in einer Studie an
Hamstern, die nach unilateraler Ureterobstruktion entweder einen Chymase-Inhibitor oder
den AT;-Rezeptor-Blocker Olmesartan erhielten, gezeigt werden. Dabei flihrten beide
Medikamente zu einer Reduktion der tubulointerstitiellen Fibrosierung (Fan et al. 2009).
Gleichzeitig konnte festgestellt werden, dass die Konzentration des Angiotensin Converting
Enzyme im fibrosierten Nierenparenchym vermindert ist.

ACE-Hemmer fihren aufgrund der Hemmung des Angiotensin Converting Enzyme zu einem
verminderten Abbau von Bradykinin, welches durch Bindung an den B,-Rezeptor eine
verstarkte Vasodilatation zur Folge hat und dadurch die antihypertensive Wirkung der ACE-
Hemmer unterstitzt. Klinische Studien zeigten, dass bis zu 50 % der sofortigen
antihypertensiven Wirkung einer ACE-Hemmer-Dosis auf die Wirkung von Kininen
zurlckzufiihren ist (Gainer et al. 1998). Eine verstarkte Vasodilatation der efferenten
Arteriole der Glomeruli durch ACE-Hemmer-Medikation aufgrund der Wirkung der Kinine
konnte tierexperimentell, nicht aber am Menschen bestatigt werden (Gainer et al. 1998; Kon
et al. 1993). Die Wirkung des Bradykinins kénnte die in einigen klinischen Studien
festgestellte starkere Senkung der Proteinurie durch ACE-Hemmer im Vergleich zu AT;-
Rezeptor-Antagonisten bei Patienten mit chronischem Nierenversagen erklaren (Lacourciere
et al. 2000; Mogensen et al. 2000). Allerdings konnte gezeigt werden, dass AT;-Rezeptor-
Antagonisten, wenn auch in geringerem Male, ebenfalls zu einer vermehrten Bradykinin-
Freisetzung in BlutgefaRen und der Niere fuhren kénnen (Siragy et al. 1999; Tsutsumi et al.
1999). Durch AT R-Antagonisten bleibt im Gegensatz zu ACE-Inhibitoren die Bindung von
Angiotensin Il an den AT,-Rezeptor unbeeinflusst. Die Stimulation der Bradykinin-Synthese
durch Bindung von Angiotensin Il an den AT,-Rezeptor konnte an AT,R-defizienten bzw.

Uberexprimierenden Tieren nachgewiesen werden (Siragy et al. 1999; Tsutsumi et al. 1999).
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Abb. 34: Schematische Darstellung der unterschiedlichen Effekte der ACE-Hemmer und der AT;-Rezeptor-Antagonisten auf
das Renin-Angiotensin- und das Bradykinin-System. Modifiziert nach Hilgers und Mann (2002, S. 1102). Verstarkt aktive
Signalwege sind griin, weniger aktive grau dargestellt. ACE-Hemmer reduzieren die Angiotensin-II-Bildung und den Abbau von
Bradykinin, wodurch ATs- und AT,-Rezeptoren weniger, Bs- und B,-Rezeptoren dagegen vermehrt aktiviert werden. Sowohl
durch AT;-Rezeptor-Antagonisten als auch durch ACE-Hemmer kommt es zu einer reaktiven Zunahme der Renin- und
Angiotensin-l-Konzentration im Plasma. Allerdings fiihren AT;-Rezeptor-Antagonisten im Gegensatz zu ACE-Hemmern zu einer
Zunahme der Angiotensin-ll-Konzentration. Infolgedessen wird der AT.-Rezeptor vermehrt aktiviert, da AT;-Rezeptor-
Antagonisten nur den AT -Rezeptor blockieren. Die AT,-Aktivierung fiihrt zu einer verstarkten Bradykinin-Freisetzung.

Ob dieser Effekt der AT,R-Antagonisten auf den Menschen Ubertragbar ist und in welchem
Verhaltnis er zur vermehrten Bradykininsynthese infolge ACE-Hemmer-Medikation steht, ist
unklar und bedarf weiterer Untersuchungen. Allerdings ist die AT.-Rezeptor-vermittelte
Vasodilatation  nicht  Bradykinin-abhangig. = An  Bradykinin-Rezeptor-B,-defizienten
Mausenwurde nachgewiesen, dass die Vasodilatation infolge Stimulation des AT,-Rezeptors
auch durch NO-Freisetzung direkt hervorgerufen werden kann (Abadir et al. 2003). Aufgrund
des kompetitiven Antagonismus der AT,-Rezeptor-Blocker am AT;-Rezeptor, nicht aber am
AT,-Rezeptor, stehen dem AT,-Rezeptor sogar noch mehr Moleklile des Liganden
Angiotensin Il zur Verfigung. Tierexperimentelle Studien zeigten, dass der AT.-Rezeptor die
vasokonstriktiven und proliferativen Effekte des AT;-Rezeptor antagonisiert (Siragy et al.
1999; Stoll et al. 1995). Es konnte nachgewiesen werden, dass der AT,-Rezeptor den AT;-
Rezeptor direkt inhibiert (AbdAlla et al. 2001). Wahrend die AT4-Rezeptor-Aktivierung durch
Proteinphosphorylierung bestimmte Signalkaskaden in Gang setzt, die u.a. zur vermehrten
TGF-B1-Expression fuhren, fihrt der AT,-Rezeptor zur Aktivierung von Phosphatasen, die
diese Signalkaskaden durch Dephosphorylierung unterbrechen (Siragy 2007). In

tierexperimentellen Studien fiihrte die pharmakologische Blockade des AT,-Rezeptors und
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der Knockout des AT,-Rezeptor-Gens zu einer verstarkten Fibrosierung nach unilateraler
Ureterobstruktion (Ma J et al. 1998; Morrissey und Klahr 1999). Eine mdgliche Ursache stellt
die verringerte AT,-Rezeptor-vermittelte Apoptose interstitieller Fibroblasten dar. Dies konnte
am Tiermodel der AT,-Rezeptor-defizienten Mause nachgewiesen werden (Ma J et al. 1998).
Des Weiteren flihrte die pharmakologische Blockade des AT,-Rezeptors im Tiermodell der
5/6-Nephrektomie zu einer Zunahme der Glomerulosklerose im Vergleich zu unbehandelten
Tieren (Naito et al.). Die genannten Studien zeigten, dass die Bindung von Angiotensin Il an
den AT.-Rezeptor antifibrotische Effekte im Rahmen des chronisch progredienten
Nierenversagens bewirkt, wodurch AT,-Rezeptor-Antagonisten im Vergleich zu ACE-
Hemmer mdglicherweise ein hdheres Potential, die tubulointerstitielle Fibrosierung im
Rahmen der chronischen Niereninsuffizienz zu verlangsamen, aufweisen. Jedoch werden
Uber den AT,-Rezeptor mdglicherweise auch proinflammatorische Signale vermittelt (Wolf et
al. 1997).

Neben der Diskussion, welche der beiden Wirkstoffklassen zur Behandlung der chronischen
Niereninsuffizienz geeigneter ist, stellt sich auch die naheliegende Frage, ob eine
Kombinationsmedikation aus ACE-Hemmer und AT-Rezeptor-Antagonist einen Vorteil
gegenuber der Monotherapie ergibt. Kleinere klinische Studien =zeigten, dass eine
Kombinationstherapie aus ACE-Hemmer und AT R-Antagonist zu einer starkeren Reduktion
der Proteinurie im Vergleich zur Monotherapie im Rahmen des chronischen Nierenversagens
fuhrt (Krairittichai und Chaisuvannarat 2009; Tan et al.). Dies konnte auch durch
tierexperimentelle Studien bestatigt werden, die allerdings bzgl. der histopathologischen
Parameter, wie Glomerulosklerose, keinen Vorteil der Kombinationstherapie gegentber der
Monotherapie aufzeigten (Ma LJ et al. 2005). Die ONTARGET-Studie zeigte, dass Patienten,
die eine Kombinationstherapie erhielten, eine weitere Reduktion der Proteinurie im Vergleich
zu jenen, die nur einen ACE-Hemmer verabreicht bekamen, aufwiesen. Trotzdem erreichte
diese Patientengruppe eher einen der Endpunkte wie Tod oder Dialyse. Daher scheint die
Kombinationstherapie keinen Benefit gegentiber der Monotherapie zu bringen (Messerli und
Yuzefpolskaya 2009). AufRlerdem muss man bedenken, dass sich durch eine
Kombinationstherapie das Risiko fir das Auftreten bestimmter Nebenwirkungen, wie z.B.
Hyperkaliamie oder Hypotonie, erhéhen kann. Daher sollte zunachst festgestellt werden,
welche Substanzgruppe, d.h. ACE-Hemmer oder Angiotensin-Rezeptor-Blocker, je nach
Atiologie die optimale Monotherapie zur Verzdgerung der chronisch progredienten
Niereninsuffizienz darstellt.

Tatsache ist, dass tierexperimentelle und klinische Studien unterschiedliche Ergebnisse
diesbezuglich lieferten, welche der beiden Substanzgruppen einen Vorteil gegenuber der
anderen bringt. Um diese Frage zu klaren, werden weitere tierexperimentelle sowie

randomisierte klinische Studien an groRen Patientenkollektiven bendtigt. Aullerdem ist es

70



4 Diskussion

fraglich, ob sich die Hypothese, dass generell ACE-Hemmer oder AT;-Rezeptor-
Antagonisten zu einer starkeren Progressionsminderung fuhren, in dieser einfachen Form
aufstellen lasst. SchlieBlich spielen zahlreiche weitere Faktoren eine Rolle, die das
Ansprechen und die Wirksamkeit der beiden Substanzgruppen bei der chronisch
progredienten Niereninsuffizienz beeinflussen. Neben der dem chronischen Nierenversagen
zugrunde liegenden Atiologie und den pharmakologischen Unterschieden der einzelnen
Wirksubstanzen der beiden Medikamentenklassen sind auch genetische Varianten der
Komponenten des RAS-Systems nicht aulder Acht zu lassen, da diese die Unterschiede der
Wirksamkeit der beiden Medikamentenklassen am einzelnen Individuum erklaren kénnen.

Der Insertion (I)/ Deletion (D)-Genpolymorphismus, welcher 1990 von Rigat et al.
beschrieben wurde (Rigat et al. 1990), ist hauptverantwortlich fiir die phanotypische Varianz
des ACE-Gens. Es zeigte sich, dass Patienten mit dem D-Allel im Vergleich zu homozygoten
[-Allel-Tragern eine deutlich erhdhte ACE-Konzentration, sowohl im Blutkreislauf, als auch in
der Niere aufweisen (Jacobsen 2005). Klinische Studien deuten darauf hin, dass sich der II-
Genotyp protektiv gegentiber der Inzidenz einer Makroalbuminurie und dem Erreichen der
terminalen Niereninsuffizenz aufgrund einer diabetischen Nephropathie auswirkt, wahrend
hetero- und homozygote Trager des D-Allels mit Diabetes mellitus ein héheres Risiko fir die
Entwicklung einer diabetischen Nephropathie aufweisen (Ng DP et al. 2005; Wang Y et al.
2005). Auch bei der chronischen Niereninsuffizienz anderer Ursache zeigt sich ein
schnelleres Voranschreiten der Erkrankung bei homozygoten Tragern des D-Allels (Lovati et
al. 2001). Bei der IgA-Nephropathie besteht ebenfalls ein deutlicher Einfluss des ACE-
Genpolymorphismus sowohl auf die Inzidenz als auch auf die Progression der Erkrankung
(Yong et al. 2006). Der ACE-Genpolymorphismus beeinflusst neben der Inzidenz und der
Progression der chronischen Niereninsuffizienz auch die Wirksamkeit der RAS-Blockade
mittels ACE-Hemmern oder AT -Rezeptor-Antagonisten. Dabei zeigten zwei groRle
randomisierte klinische Studien, dass bei homozygoten Tragern des I-Allels eine
pharmakologische RAS-Blockade die Progression der chronischen Niereninsuffizienz nicht
oder nur sehr geringfligig beeinflusst, wahrend bei Patienten mit dem DD-Genotyp das
Erreichen der terminalen Niereninsuffizienz deutlich verzégert wird (Parving et al. 2008;
Perna et al. 2000). Die fehlende therapeutische Effizienz der RAS-Blockade bei Patienten
mit dem I[I-Genotyp findet sich sowohl bei der diabetischen Nephropathie als auch bei
chronischem Nierenversagen infolge nichtdiabetischer Ursachen und zeigte sich unabhangig
von der zur RAS-Blockade angewandten Medikamentenklassen der ACE-Hemmer oder AT-
Rezeptor-Antagonisten (Ruggenenti et al. 2008). Die reduzierte Progression der chronischen
Niereninsuffizienz einerseits und die fehlende therapeutische Effizienz der RAS-Blockade bei
Individuen mit dem II-Genotyp lassen sich moglicherweise durch eine reduzierte ACE-

Aktivitat infolge des II-Genotyps bei diesen Patienten erklaren (Ruggenenti et al. 2008).
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Seit einigen Jahren existiert unter den RAS-Inhibitoren die neue Substanzklasse der Renin-
Hemmer. Bisher exisistieren nur wenige Studien, die eine Progressionsminderung der
chronischen Niereninsuffizienz infolge Medikation mit Renin-Hemmern belegen. Dabei stellt
sich die Frage, ob sich durch die in der Signalkaskade frihere und umfassendere Blockade
des Renin-Angiotensin-Systems infolge Renin-Inhibition eine vergleichbare oder sogar
bessere renoprotektive Wirkung erreichen lasst wie durch ACE-Hemmer oder AT -Rezeptor-
Antagonisten. Letztendlich stellen beide Substanzgruppen der ACE-Hemmer und AT;-
Rezeptor-Antagonisten zwar bewahrte Medikamentenklassen dar, um das Voranschreiten
des chronischen Nierenversagens zu verlangsamen, allerdings kdnnen beide trotz einer
deutlichen Verzbégerung das Erreichen der terminalen Niereninsuffizienz und die
Notwendigkeit einer Nierenersatztherapie nicht verhindern. Daher sind weitere
tierexperimentelle Studien notwendig, um neue therapeutische Ansatzpunkte zu finden, die
den Prozess der renalen Fibrosierung und damit verbundenen chronisch progredienten
Niereninsuffizienz nicht nur verlangsamen, sondern ganzlich stoppen bzw. umkehren

konnen.
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4.2 Bedeutung_des Bone Morphogenetic Protein-7 und dessen Rezeptor ALK-3 im

Rahmen der chronisch progredienten Niereninsuffizienz

In der vorliegenden Studie konnte am Tiermodell der Kollagen-4A3-defizienten Mause
bestatigt werden, dass die renale Fibrosierung im Rahmen der Alport-Nephritis mit einer
verminderten BMP-7-Expression im Nierenparenchym assoziiert ist. Dieses Ergebnis zeigt
sich sowohl mittels RT-PCR, als auch in der immunhistochemischen Farbung von
Gewebeschnitten. Eine verminderte BMP-7-Expression in Tubulusepithelzellen infolge
Nierenschadigung konnte bereits anhand verschiedener Tiermodelle des akuten und
chronischen Nierenversagens nachgewiesen werden (Simon et al. 1999; Wang SN et al.
2001). Anhand der Tiermodelle der unilateralen Ureterobstruktion und der Streptozotocin-
induzierten diabetischen Nephropathie wurde gezeigt, dass die exogene Zufuhr von
rekombinantem BMP-7 die tubulointerstitielle Fibrosierung und damit die Progression des
chronischen Nierenversagens hemmt bzw. zu einer Reparation des geschadigten
Nierenparenchyms durch Wiederherstellung der normalen Gewebearchitektur fihrt (Hruska
et al. 2000; Wang S et al. 2003). Wie am Tiermodell der Kollagen-4A3-defizienten Mause
nachgewiesen, ist die Niere durch die Verabreichung von rekombinantem BMP-7 auch im
Rahmen der Alport-Nephritis vor der tubulointerstitiellen Fibrosierung geschitzt (Zeisberg et
al. 2003 a).

In der vorliegenden Arbeit lie® sich mittels RT-PCR zeigen, dass die Medikation Kollagen-
4A3-defizienter Tiere mit dem ACE-Hemmer Enalapril oder dem AT;-Rezeptor-Antagonisten
Irbesartan zu einer vermehrten BMP-7-Expression im Nierenparenchym im Vergleich zu
unbehandelten Tieren flihrt. Die relative BMP-7-Expression entsprach dabei nach Irbesartan-
Medikation derjenigen in der Wildtypgruppe. Ob die Blockade des Renin-Angiotensin-
Systems die tubulare BMP-7-Expression direkt beeinflusst und dadurch die
Gewebearchitektur des Nierenparenchyms schitzt, oder die konstante BMP-7-Expression im
Nierenparenchym der IB-COL4A3"-Tiere eine Folge der verhinderten Tubulusatrophie
darstellt, bleibt dabei unklar. Allerdings ist seit langem bekannt, dass Angiotensin Il Gber den
AT:-Rezeptor zur vermehrten Expression von profibrotischen Wachstumsfaktoren, wie
PDGF, CTGF und v.a. TGF-B1 fuhrt (Border und Noble 1998; Mezzano et al. 2001). TGF-31
wiederum kann Uber eine verminderte PAX-2-Expression die BMP-7-Expression reduzieren,
da der Transkriptionsfaktor PAX-2 als Aktivator am BMP-7-Promotor wirkt und TGF-31 die
PAX-2-Expression in proximalen Tubuluszellen vermindert (Liu et al. 1997; Oxburgh 2009).
Somit kann eine RAS-Blockade auch auf die BMP-7-Expression Einfluss nehmen und zur
BMP-7-vermittelten Homoostase der Gewebearchitektur des Nierenparenchyms beitragen.
Inwieweit dieser Mechanismus bei der Progressionsminderung des chronischen

Nierenversagens infolge Blockade des Renin-Angiotensin-Systems mittels eines ACE-
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Hemmers oder Angiotensin-Rezeptor-Antagonisten eine Rolle spielt, ist ungeklart und bedarf
weiterer experimenteller Untersuchung.

Die Wirkungen des Morphogens BMP-7 auf die Zelle werden Uber einen Rezeptor-Komplex,
bestehend aus zwei Typ-I- und zwei Typ-1I-Rezeptoren, vermittelt, wobei der Typ-lI-Rezeptor
BMPRII konstitutiv exprimiert wird, die Expression des Typ-I-Rezeptors ALK-3 allerdings von
verschiedenen Regulationsmechanismen abhangig ist (Bosukonda et al. 2000; Zeisberg
2006). Daher wurde in der vorliegenden Dissertationsarbeit die Expression des ALK-3-
Rezeptors, auch BMP-Rezeptor-1A genannt, im Nierenparenchym Kollagen-4A3-defizienter
Mause untersucht. Dabei zeigten die Wildtyp-Gruppe und die unbehandelten Kollagen-4A3-
defizienten Tiere keinen Unterschied, wahrend die mit Enalapril bzw. die mit Irbesartan
behandelten Kollagen-4A3-defizienten Tiere eine signifikant hohere Expression des ALK-3-
Rezeptors im Vergleich sowohl zu Wildtyptieren als auch zu unbehandelten Knockout-
Mausen aufwiesen. Die Expression des ALK-3-Rezeptors im Nierengewebe stellt einen
wichtigen Bestandteil der BMP-7-Signalkaskade dar und ist daher entscheidend fir die
protektive Wirkung von BMP-7 auf das Nierenparenchym gegenlber akuten oder
chronischen pathologischen Stimuli (Zeisberg und Kalluri 2004). Man nimmt an, dass die
Wirkung von BMP-7 auf das Tubulusepithel Uber die Expression seines Rezeptors ALK-3
reguliert wird (Zeisberg 2006). Daher fiihrt eine Uberexpression des ALK-3-Rezeptors
maoglicherweise zu einer verstarkten protektiven Wirkung von bereits vorhandenem BMP-7
auf das Tubulusepithel und erhéht infolgedessen das regeneratorische Potential des
Nierenparenchyms. In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass eine RAS-Blockade zu
einer erhdhten ALK-3-Expression im Rahmen der Alport-Nephritis flihrt ohne die genauen
dafur verantwortlichen Mechanismen zu kennen. Dies stellt mdglicherweise einen weiteren
Effekt der RAS-Blockade dar, der fur die Progressionsminderung der tubulointerstitiellen
Fibrosierung infolge ACE-Hemmer- bzw. AT;R-Antagonisten-Medikation mitverantwortlich
ist. Die Relevanz der erhdhten ALK-3-Expression fir die renoprotektive Wirkung infolge
RAS-Blockade bleibt allerdings unklar. Des Weiteren erfordert die Aufklarung der genauen
Signalkaskade, Uber den die ALK-3-Uberexpression ausgeldst wird, weitere experimentelle
Studien.
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4.3 Bedeutung des PAI-1 und des uPAR im Rahmen der chronisch progredienten

Niereninsuffizienz

Neben der vermehrten Bildung von Bestandteilen der Extrazellularmatrix, wie Kollagen und
Fibronektin, spielt auch der verminderte Abbau dieser Proteine eine wichtige Rolle fiir den
Vorgang der Fibrosierung des Nierenparenchyms und Sklerosierung der Glomeruli
(Schnaper 1995). AuBer verschiedener Matrixmetalloproteasen ist das Plasmin-
Plasminogen-System entscheidend daran beteiligt, da Plasmin nicht nur die Bestandteile der
interstitiellen Matrix spalten kann, sondern auch Matrixmetalloproteasen proteolytisch
aktiviert (Eddy 2002). Der Plasminogen Activator Inhibitor-1 PAI-1 und dessen Beitrag zur
tubulointerstitiellen Fibrosierung haben in den letzten Jahren zunehmend das Interesse der
Forschung erlangt. Im Rahmen verschiedener pathologischer Zustdande der Niere kommt es
zu einer vermehrten Expression dieses Inhibitors (Eddy und Fogo 2006). Eine
Uberexpression fiihrt im Tiermodell zu einer Beschleunigung, ein Knockout dagegen zu einer
Abschwachung der renalen Fibrosierung (Matsuo et al. 2005; Oda et al. 2001). Der Einsatz
von ACE-Hemmern und AT R-Antagonisten ist ein wichtiger Bestandteil bei der Behandlung
der chronisch-progredienten Niereninsuffizienz, allerdings ist wenig bekannt Uber den
Einfluss der Blockade des Renin-Angiotensin-Systems auf das Plasminogen-Plasmin-
System. Daher untersuchten wir die Expression von PAI-1 und dessen Rezeptor uPAR im
Rahmen der Alport-Nephritis und den Effekt des ACE-Hemmers Enalapril und des AT4-
Rezeptor-Antagonisten Irbesartan auf die PAI-1- und uPAR-Expression im Tiermodell der
Kollagen-4A3-defizienten Mause.

Im Vergleich zum Wildtyp zeigten COL4A3"-Tiere eine signifikant erhdhte PAI-1- und uPAR-
Expression. Diese Unterschiede waren auch mittels Immunfluoreszenz nachweisbar. Mittels
PAI-1- und Aquaporin-1- und -2-Immunfluoreszenz konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt
werden, dass in der fibrotischen Niere Kollagen-4A3-defizienter Mause PAI-1 v.a. in
proximalen Tubuli und im Glomerulus in Podozyten exprimiert wird. Diese Ergebnisse
decken sich mit anderen Studien, die eine PAI-1-Expression u.a. durch proximale
Tubuluszellen und Podozyten berichteten (Huang Y und Noble 2007). Die verstarkte
Expression von PAI-1 im Rahmen der Alport-Nephritis ist von Bedeutung, da es sich bei
diesem Tiermodell um ein atraumatisches Tiermodell handelt und bei einer Traumatisierung,
wie z.B. im Rahmen der 5/6-Nephrektomie, schon per se zu einer Erhéhung des PAI-1-
Spiegels kommt.

Die Blockade des Renin-Angiotensin-Systems iber 6 Wochen resultierte in der vorliegenden
Studie in einem geringeren Expressionsanstieg von PAI-1 um 54 % nach Enalapril- und um
65 % nach Irbesartan-Medikation. Man sieht, dass die Reduktion der PAI-1-Expression nach
Medikation mit dem AT;-Rezeptor-Antagonisten starker ausgepragt war als bei den Tieren,

die einen ACE-Hemmer erhielten. Die uPAR-Expression zeigte bei behandelten Kollagen-
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4A3-defizienten Tieren im Vergleich zu unbehandelten Tieren keine signifikanten
Unterschiede.

Diese Ergebnisse belegen, dass die Blockade des Angiotensin-Systems im Tiermodell der
chronisch-progredienten Niereninsuffizienz zu einer verminderten PAI-1-Expression flhrt.
Der Einfluss der RAS-Blockade auf die PAI-1-Expression wurde bereits in einem Tiermodell
der unilateralen Ureterobstruktion gezeigt, wobei die Reduktion der tubulointerstitiellen
Fibrosierung infolge der Medikation mit einem AT;-Rezeptor-Blocker ebenfalls mit einer
verminderten PAI-1-Expression assoziiert war (Han et al. 2010). In einem Tiermodell der 5/6-
Nephrektomie fiihrte die Medikation mit Losartan und/oder Enalapril zu einer signifikanten
Reduktion der Glomerulosklerose und zeigte gleichzeitig eine verminderte PAI-1-Expression
in den Glomeruli (Ma LJ et al. 2005). Ahnliche Ergebnisse lieferten die Tiermodelle der
strahlungsinduzierten und der altersbedingten Glomerulosklerose (Ma LJ et al. 2000; Oikawa
et al. 1997). Des Weiteren kann Angiotensin Il Gber den AT -Rezeptor die PAI-1-Expression
direkt induzieren (Brown et al. 2002; Nakamura et al. 2000). Aufgrund dieser Tatsache und
der Daten vorliegender und anderer tierexperimenteller Studien lasst sich die Hypothese
untermauern, dass die mittels RAS-Blockade erreichte Progressionsminderung der
tubulointerstitiellen Fibrosierung und der Glomerulosklerose nicht nur aufgrund einer
verzdgerten Produktion interstitieller Matrix, sondern auch durch einen vermehrten
proteolytischen Um- und Abbau der Extrazellularmatrix zustande kommt. Die Férderung des
Abbaus der Extrazellularmatrix durch Proteinasen infolge der Hemmung von PAI-1 scheint
dabei eine Schllsselrolle zu spielen und stellt daher eine weitere moégliche Ursache der
antifibrotischen Wirkung von ACE-Hemmern und AT;-Rezeptor-Antagonisten dar. Dies lasst
den Schluss zu, dass Patienten mit chronisch progredienter Niereninsuffizienz von einer
direkten pharmakologischen Hemmung des Plasminogen Activator Inhibitor-1 profitieren
kénnten. In den letzten Jahren konnten einige Molekiile, die eine PAIl-1-antagonistische
Wirkung aufweisen, synthetisiert werden (El-Ayache et al. 2010; Gorlatova et al. 2007;
Miyazaki et al. 2009). Einige zeigten im Tiermodell ausgepragte antithrombotische Effekte
(Hennan et al. 2005; Hennan et al. 2008) und protektive Effekte gegenlber der Entwicklung
eines metabolischen Syndroms (Lijnen et al. 2006; Schalkwijk und Stehouwer 2006). Die
Wirkung auf die renale Fibrosierung wurde bisher nicht getestet. Allerdings ist es eine
interessante  Fragestellung, inwieweit diese Substanzen zur pharmakologischen
Verzoégerung der chronisch progedienten Niereninsuffizienz geeignet sind.

In der vorliegenden Arbeit fand sich neben der erhdhten PAI-1-Expression eine erhohte
uPAR-Expression im Nierenparenchym Kollagen-4A3-defizienter Mause, wobei die RAS-
Blockade mittels ACE-Hemmer oder AT,-Rezeptor-Antagonisten mit einer geringeren uPAR-
Expression einherging. Knockout-Studien zeigten, dass die uPAR-Defizienz im Tiermodell

die renale Fibrosierung beschleunigt und daher uPAR den Abbau der Extrazellularmatrix
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eher positiv beeinflusst (Zhang et al. 2003 a). Die antifibrotischen Mechanismen des uPAR-
uPA-Komplexes umfassen neben Verstarkung der Zelladhasion uber Integrine und der
Initialisierung einer perizellularen Proteolyse Uber Plasmin auch die Endozytose des
Komplexes nach PAI-1-Bindung und damit die Clearance von PAI-1 (Czekay et al. 2003;
Zhang et al. 2003 b). Die Mechanismen, die die Expression von uPAR regulieren, evtl.
reaktiv Uber die hohe lokale PAI-1-Konzentration, sind allerdings noch weitgehend ungeklart.
Ebenfalls ungeklart ist die Frage, inwieweit das Renin-Angiotensin-System die uPAR-

Expression beeinflusst.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Dissertationsarbeit konnte am Tiermodell der Kollagen-4A3-defizienten
Mause bestatigt werden, dass eine Verzdgerung der chronisch progredienten
Niereninsuffizienz im Rahmen der Alport-Nephritis mittels pharmakologischer Blockade des
Renin-Angiotensin-Systems erreichbar ist. Die Medikation mit Enalapril oder Irbesartan
fuhrte zu einer Verzégerung der Nierenfunktionseinschrankung, welche anhand des
geringeren Anstiegs der Retentionswerte Kreatinin und Harnstoff im Serum nachgewiesen
werden konnte. Die quantitative Auswertung histologischer Farbungen zeigte bei
behandelten Tieren eine weniger ausgepragte tubulointerstitielle Fibrosierung und
Proliferation im Vergleich zu unbehandelten Kollagen-4A3-defizienten Tieren. Die
renoprotektiven Effekte des AT;-Rezeptor-Antagonisten Irbesartan waren im Vergleich zu
dem ACE-Hemmer Enalapril in der vorliegenden Arbeit wesentlich ausgepragter. Trotzdem
I&sst sich die Frage, welche der beiden Substanzklassen sich besser zur pharmakologischen
Verzdgerung der chronisch progredienten Niereninsuffizienz eignet, nicht beantworten.
Selbst klinische Studien mit groRen randomisierten Patientenkollektiven zeigten
diesbezliglich unterschiedliche Ergebnisse.

Beide Substanzgruppen, die ACE-Hemmer und die AT;-Rezeptor-Antagonisten, sind in der
Lage, die Progression des chronischen Nierenversagens zu verlangsamen. Jedoch kénnen
beide langfristig das Erreichen der terminalen Niereninsuffizienz und die Notwendigkeit einer
Nierenersatztherapie nur verzdégern, nicht aber verhindern. Um letztendlich den Prozess der
renalen Fibrosierung ganzlich zu stoppen bzw. umzukehren und das terminale
Nierenversagen zu verhindern, sind neue Therapiestrategien notwendig, die Gber eine reine
RAS-Blockade hinausgehen.

Ein neuer Therapieansatz ist moglicherweise die Verabreichung von rekombinantem BMP-7.
In der vorliegenden Arbeit konnte bestatigt werden, dass die Alport-Nephritis mit einer
verminderten BMP-7-Expression im Verlauf einhergeht. Nach RAS-Blockade zeigte sich die
Reduktion der BMP-7-Expression signifikant weniger stark ausgepragt. Des Weiteren flhrte
die RAS-Blockade bei Kollagen-4A3-defizienten Tieren zu einer Uberexpression des BMP-7-
Rezeptors ALK-3. Die Signalwege, mittels derer Angiotensin Il die BMP-7- und die ALK-3-
Expression beeinflusst, und die Relevanz dieser Effekte fir die Progressionsminderung der
tubulointerstitiellen Fibrosierung infolge RAS-Blockade sind noch ungeklart und bedurfen
weiterer experimenteller Untersuchung.

Einen weiteren neuen Therapieansatz stellt die pharmakologische Inhibierung von PAI-1 dar.
In der vorliegenden Studie konnte nachgewiesen werden, dass die tubulointerstitielle
Fibrosierung im Rahmen der Alport-Nephritis mit einer erhéhten PAI-1- und uPAR-
Expression im Nierenparenchym einhergent und die durch RAS-Blockade bewirkte

Progressionsminderung der tubulointerstitiellen Fibrosierung mit einer verminderten
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5 Zusammenfassung

Expression v.a. von PAI-1 assoziiert ist. Die Reduktion der PAI-1-Expression stellt einen
moglichen antifibrotischen Effekt der ACE-Hemmer bzw. AT,-Rezeptor-Antagonisten dar.
Tierexperimentelle Studien, die den Effekt einer direkten pharmakologischen Hemmung des
Plasminogen Activator Inhibitor-1 auf die Progredienz der renalen Fibrosierung untersuchen,
fehlen bisher, waren aber eine interessante Mdglichkeit, um die evtl. antifibrotische Wirkung
einiger neuer PAIl-1-antagonistischer Substanzen zu testen. Die Mechanismen, die die
Expression von uPAR regulieren, sind noch weitgehend ungeklart und bedirfen ebenfalls

weiterer experimenteller Untersuchung.
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A Antagonist

Abb. Abbildung

AB-Diluent Antibody Diluent

Abs. Absatz

ACE Angiotensin Converting Enzyme
AEC 3-Amino-9-Ethylcarbazol

AGEs Advanced Glycation Endproducts
ALK Activin Receptor-Like Kinase
ANOVA Analysis of Variance

AQP Aquaporin

Aqua bidest doppelt destilliertes Wasser
Aqua dest einfach destilliertes Wasser

AS Alport-Syndrom

aSMA a-Smooth Muscle Actin = a-Glattmuskelaktin
AT{R Angiotensin-lI-Rezeptor Subtyp 1
AT,R Angiotensin-lI-Rezeptor Subtyp 2
BCIP 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-Phosphat
BMP Bone Morphogenetic Protein
BMPR Bone Morphogenetic Protein Receptor
Bp Basenpaare

BSA Bovines Serumalbumin

bzw. beziehungsweise

ca. circa

cDNA complementary DNA

COL4A3 Kollagen-4A3

Ct Crossing Treshold

CTGF Connective Tissue Growth Factor
DAB 3,3'-Diaminobenzidin

DIF Doppelimmunfluoreszenz

DIH Doppelimmunhistochemie

DNA Desoxyribonukleinsaure

DNase Desoxyribonuklease

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat
DTT Dithiothreitol

EDTA Ethylen-Diamino-Tetraessigsaure
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EMT
EN
EtOH
EZM
FBH
FGF-2
FSP-1
GDF
GFR
HGF
HRP
HWZ

KO
MMP
mALK-3
mBMP-7
mPAI-1
mRNA
muPAR
MW
NBT
NFW
NNR

NO
NoRT
Nr.
ONTARGET

OoP
oT
PAI-1
PAX
PBS

Epithelial-Mesenchymale Transformation

Enalapril

Ethanol

Extrazelludrmatrix
Familiare Benigne Hamaturie
Fibroblast Growth Factor-2
Fibroblast Specific Protein-1
Growth Differentiation Factor
glomerulare Filtrationsrate
Hepatocyte Growth Factor
Horseradish Peroxidase
Halbwertszeit

Irbesartan

Inhibitor of DNA-binding
Immunfluoreszenz
Immunhistochemie
Kérperoberflache
Matrixmetalloproteinase
Maus-ALK-3

Maus-BMP-7

Maus-PAI-1

messenger RNA
Maus-uPAR

Mittelwert

4-Nitroblue Tetrazolium Chloride

Nukleasefreies Wasser
Nebennierenrinde

Stickstoffmonoxid

Probe ohne Reverse Transkriptase

Nummer

Ongoing Telmisartan alone and in combination

with Ramipril Global Endpoint Trial

Osteogenic Protein

Objekttrager

Plasminogen Activator Inhibitor-1

Paired Box

Phosphate Buffered Saline
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PCNA
PCR
PDGF
RAS
REIN
RENAAL

RNA
RNase
RT

S.

SD
SEM
SERPIN
Tab.
TAE
TBR
TBS
TGF-B1
tPA
u.a.
uPA
uPAR
USA
uuo
v.a.
z.B.
Z0-1

Proliferating Cell Nuclear Antigen
Polymerase Chain Reaction

Platelet Derived Growth Factor
Renin-Angiotensin-System

Ramipril Efficacy in Nephropathy
Reduction of Endpoints in NIDDM with the
Angiotensin Il Antagonist Losartan
Ribonukleinsaure

Ribonuklease

Raumtemperatur

Seite

Standardabweichung

Standardfehler

Serine Protease Inhibitor

Tabelle

Tris-Acetat-EDTA

Transforming Growth Factor-3 Receptor
Tris Buffered Saline

Transforming Growth Factor-31
Tissue-type Plasminogen Activator
unter anderem

Urokinase-type Plasminogen Activator
Urokinase-type Plasminogen Activator Receptor
Vereinigte Staaten von Amerika
Unilaterale Ureterobstruktion

vor allem

zum Beispiel

Zonula-Occludens-Protein-1
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