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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die Niere: Aufbau und physiologische Funktionen

Die Niere ist ein retroperitoneal und paarig angelegtes Organ. Die hohe Leistung der Nieren
spiegelt sich in dem hohen Blutfluss (1,2 | pro Minute) und einer Filtrationsrate von 120 ml
Primarharn pro Minute wider. Pro Tag werden ca. 170 Liter Primdrharn gebildet. Die
Konzentrierung des Primarharns erfolgt im Tubulus-System. Hierbei werden fir den Koérper
wichtige  Substanzen rickresorbiert und harnpflichtige Stoffe sezerniert. Die Nieren
produzieren somit ca. 1,5 Liter Harn pro Tag.

Die Niere ist durch die Fulle ihrer Funktionen, exokrin und endokrin, ein lebenswichtiges
Organ. Zu den exokrinen Funktionen gehoren die Regulation des Wasser- und
Elektrolythaushaltes, die Steuerung des S&ure-Basenhaushaltes sowie die Ausscheidung von
giftigen Stoffwechselendprodukten mit dem Harn (z.B. Kreatinin, Arzneimittel, Harnséure,
Harnstoff). Die endokrinen Funktionen umfassen die Produktion von verschiedenen lokal
wirksamen und systemisch zirkulierenden Hormonen und die Blutdruckregulation Uber das
Renin- Angiotensin-Aldosteron-System. Die  systemisch  wirksamen  Hormone  sind
Erythropoetin und 1,25-Dihydroxycholecalciferol-Ds (1,25-(OH)2-D3). Das in der Nierenrinde
gebildete Erythropoetin ist fir die Reifung der Erythrozyten im Knochenmark essentiell.
Durch die Hydroxylierung von Calcidiol zum biologisch aktiven 1,25-(OH)2-D3 spielt die

Niere eine Schllsselrolle im Vitamin D- und Calcium- Stoffwechsel (Speckmann et al. 2005).

Das Nephron und seine Bestandteile

Das Nephron, zusammengesetzt aus Nierenkdrperchen und dem nachgeschalteten
Tubulussystem, bildet die kleinste funktionelle Einheit der Niere. Zusammengerechnet
besitzen menschliche Nieren ca. zwei Millionen dieser Einheiten. Im Nierenkdrperchen findet
die Ultrafiltration des Primdrharns statt. Das Tubulussystem ist fir die Konzentrierung des
Primarharns und somit fur die Zusammensetzung des Endharns zustandig. Die Glomeruli
haben einen typischen Aufbau: die afferenten Arteriolen treten am Gefalpol in das
Nierenkorperchen ein, verzweigen sich und bilden ein Kapillarkonvolut und treten als
efferente Arteriolen am Gefal3pol wieder aus. Dieses Konstrukt aus Kapillaren wird von der
sogenannten Bowman-Kapsel umgeben. Die Bowman-Kapsel wiederum wird aus zwei
Blattern gebildet, dem &uBeren (parietalen) Blatt und dem inneren (viszeralen) Blatt. Das

viszerale Blatt liegt an den glomerularen Kapillaren an und wird von den Podozyten gebildet.
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Das &uBere Blatt hingegen besteht aus einem einschichtigen Plattenepithel. Der Raum
zwischen viszeralem und parietalem Blatt enthdlt den Primérharn, welcher am Harnpol in den
proximalen Tubulus flieBt. Podozyten, das Endothel der glomeruldren Kapillaren und die
glomeruldre Basalmembran (GBM), die sich zwischen den beiden befindet, bilden zusammen
die Blut-Harn-Schranke. Alle drei Strukturen sind fur die Aufrechterhaltung der Barriere von
essentieller Bedeutung (Miner 2011, Speckmann et al. 2005).

Die Funktion der Blut-Ham-Schranke

Das Endothel der glomeruldren Kapillaren besitzt einen gefensterten Aufbau. Die Poren sind
ca. 25-50 nm klein. Dadurch werden zelluldre Bestandteile (Blutzellen und —Makromolekiile)
zuriickgehalten und koénnen nicht ins Ultrafittrat Ubertreten. Molekile ab einer bestimmten
GrolRe (70 kDa) sowie negativ geladene Molekile (z.B. Plasmaproteine) bleiben an der GBM
hdngen und werden nicht durchgelassen (GrofRen- und Ladungsselektivitat). Die von auRen
der Basallamina aufliegenden Podozyten bilden mit ihren Fortsdtzen die Schlitzmembran.
Diese stellt ebenfalls einen Filter dar, der Teilchen ab einem Molekulargewicht von 70 kDa
nicht in den Primérharn Ubertreten lasst (Speckmann et al. 2005). Die GBM entsteht durch die
Verschmelzung der Basallaminae von Endothelzellen und Podozyten. Durch die Fusion
zweier Basallaminae wahrend der embryonalen Genese ist die GBM im Gegensatz zu anderen
Basalmembranen besonders dick (Miner 2011, Rassow et al. 2008).

1.2 Das Alport-Syndrom

Das Alport-Syndrom ist eine hereditire Nierenerkrankung, die durch ein progressives
Nierenversagen und Nierenfibrose charakterisiert ist (Koepke et al. 2007). Aufgrund von
Mutationen im Kollagen Typ IV kommt es bei Alport-Patienten zu einer Vielzahl von
Klinischen Symptomen. Die Hamaturie und Proteinurie sind die Leitsymptome (Gross et al.
2012, Gross et al. 2003b). Typische extrarenale  Manifestationsformen  sind
Innenohrschwerhérigkeit und Augenverdnderungen (Gross et al. 2003a).

Im Jahr 1927 wurde das Alport-Syndrom erstmals in einer Veroffentlichung im British
Medical Journal beschrieben. Der Autor war Arthur Cecil Alport, ein stdafrikanischer Arzt.
Er beschrieb eine familidr gehdufte Erkrankung mit dem Leitsymptom einer Mikrohdmaturie.
Aus dem Fallbericht ging hervor, dass die Mikrohdmaturie z.B. im Zusammenhang mit
Infekten oder Stresssituationen wie einer Geburt oder nach dem Verzehr von schwarzen

Johannisbeeren in eine Makrohdmaturie umschlagen konnte. Betroffen waren hauptsachlich
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mannliche Familienmitglieder, die zwischen dem 15. - 30. Lebensjahr verstarben. Die
Lebenserwartung der weiblichen Familienmitglieder war trotz derselben Symptomatik jedoch
nicht eingeschrankt. Nebenbefundlich wurde bei fast allen Familienmitgliedern eine

Innenohrschwerhérigkeit beobachtet (Alport 1927).

Epidemiologie und Genetik

Das Vererbungsmuster des Alport-Syndroms ist sehr vielfaltig. In mehr als 80 % der Félle
liegt ein X-chromosomales (XLAS), in 15 % ein autosomal-rezessives (ARAS) und zu 5 %
ein autosomal-dominates Vererbungsmuster vor (Flinter et al. 1988). Die Pravalenz der X-
chromosomalen Form betragt ca. 1:5000, die der autosomalen Form wird auf ca. 1:50.000
geschatzt. Neben homozygoten Betroffenen gibt es auch heterozygote Anlagetrager, die in
etwa 1 % der Bevolkerung ausmachen (Gross et al. 2003b). Insgesamt haben ca. 0,3 — 2,3 %
der auf eine Nierenersatztherapie angewiesenen Patienten das Alport-Syndrom (Gubler 2008).
Auf molekularbiologischer Ebene finden sich verschiedene Arten von Mutationen in den
Kollagen-Genen, die zu einer defekten Kollagensynthese fiihren. Sie reichen von Missense-
und SpleiBmuationen Uber den vorzeitigen Einbau von Stop-Kodons bis hin zu Deletionen.
Beispielsweise sind Mutationen im COL4A5-Gen mit XLAS und COL4A4 bzw. CoMA3-
Mutationen mit der autosomal-rezessiven oder auch der dominanten Form assoziiert.
Zusétzliche Mutationen im COL4A6-Gen werden mit Leiomyomatose in Verbindung
gebracht. Alle diese Fehler verursachen letztendlich einen posttransitionellen Defekt in der
Protomerzusammensetzung des Kollagen Typ IV. Je nachdem, ob die Betroffenen homozygot
oder heterozygot sind, verlauft die Erkrankung leicht bis schwer. Das Geschlecht spielt dabei
ebenfalls eine wichtige Rolle. Weibliche Trager der XLAS-Form haben z.B. im Gegensatz zu
den mannlichen Trdgen eine sehr variable Penetranz. Sie ist stark von der Mutationsform,
dem Vorhandensein eines Mosaiks und der Inaktivierung des X-Chromosoms abhangig
(Hudson et al. 2003)

1.2.1 Licht- und elektronenmikroskopische Veranderungen der GBM

Elektronenmikroskopische Veranderungen sind im Vergleich zu den lichtmikroskopischen
Umbauten der Basalmembran pathognomonisch fir das Alport-Syndrom. Sie treten nicht

immer alle gemeinsam auf und kdnnen unterschiedlich ausgepragt sein.
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Lichtmikroskopische Veranderungen

Bei sehr jungen Alport-Patienten ist die gesunde Nierenarchitektur noch weitgehend erhalten.
Eine milde Hyperzellularitdt, Schaumzellen und glomeruldre Verdnderungen in Form fetal-
like Glomeruli kénnen unter dem Lichtmikroskop vorhanden sein. Diese sind charakterisiert
durch eine kranzartige Ansammiung von Epithelzellen mit auffallend grofRen Kernen sowie
einer scheinbaren Verminderung an funktionellen Kapillaren (Antonovych et al. 1969).

Mit zunehmendem Alter kommt es dann zu schwerwiegenderen Veranderungen (Pirson
1999). Hierbei sind eine Hypertrophie der Podozyten, eine Verdickung der Kapillarwande
und der tubuldren Basalmembran sowie eine diffuse Erweiterung des Mesangiums zu
beobachten (Heidet und Gubler 2009).

Interstitielle, meist in Gruppen liegende Schaumzellen sind in 40 % der Alport-Nieren zwi-
schen dem 2. und 41. Lebensjahr zu finden. Besonders in Nierenbiopsien alterer Kinder und
Erwachsener, die bereits chronische Nierenschaden aufweisen (glomerulare Sklerose, tubuldre
Atrophie und interstitielle Fibrose, Proteinurie), sind Schaumzellen héufiger anzutreffen
(Haas 2009). Diese Schaumzellen sind nicht Alport-Syndrom-spezifisch, koénnen aber
wegweisend sein. Mittel-  bis langfristiy kommt es somit zu einer glomerularen und
interstitiellen Fibrose (Flinter et al. 1988).

Elektronenmikroskopische Veranderungen

Die bei jungen Alport-Patienten zundchst dinne GBM nimmt an Durchmesser zu (verdickt
sich) und es kommt zu einer Zerstorung der trilamindren (zentrale Lamina densa mit zwei
Laminae rarae) Struktur (Hudson et al. 2003, Mazzucco et al. 1998). Die typischen Merkmale
sind eine Lamellierung und eine Korbgeflecht-artige Auflockerung der Lamina densa, in der
haufig elektronendichte Einschlusskorperchen zu finden sind (Kashtan 1993-2015). Neben
den unregelméRigen Verdickungen sind auffallend unregelmélige Innen- und AuRenkonturen
zu beobachten (Heidet und Gubler 2009). Die normale GBM ist ca. 350 nm dick. Sie kann bis
zu 1200 nm verdickt sein. Bei einem Querschnitt von ca. 100 nm spricht man von einer

dinnen Basalmembran (Pirson 1999).

1.2.2 Klinisches Bild und Diagnosekriterien

Bei unterschiedlicher Penetranz ist das Alport-Syndrom phénotypisch sehr heterogen.

Dennoch ist das erste Symptom bei allen Formen die Hamaturie. Andere Merkmale wie die



L 12
Einleitung

Proteinurie sind progredient und nehmen mit dem Alter zu. Die Geschwindigkeit der
Progression bis zum terminalen Nierenversagen sowie das Vorhandensein extrarenaler
Symptome variiert in Abhéangigkeit von der Mutationsart und dem Geschlecht. Selbst
innerhalb einer Alport-Familie kann das Klinische Erscheinungsbild variabel und heterogen
sein.

Das klassische Bild des AS ist definiert (ber Hamaturie, Proteinurie, progrediente
Nephropathie und eine Innenohrschwerhorigkeit (Heidet und Gubler 2009, Hudson et al.
2003). In der folgenden Tabelle sind die Diagnosekriterien und die Haufigkeit der Symptome

tabellarisch zusammengefasst.

Tabelle 1: Diagnosekriterien Alport-Syndrom, iibernommen aus Risler und Kuhn, p. 725-741

Diagnosekriterien des Alport-Syndroms: Haufigkeit der Symptome:

1 Positive Familienanamnese Familienanamnese 85 %
(Hamaturie) mit/ ohne Progression WEp— 100 %
zum terminalen Nierenversagen

2 Progrediente Innenohrschwerhdrigkeit 75 %

3 Augenverdnderungen (Lentikonus, 20-45%
Fundus albiunpunctatus)

4 Charakteristische ultrastrukturelle 100 %
Veranderungen der GBM
(Aufsplitterung/ Lamellierung,

Verdickung, Verdinnung)
5 Diffuse Leiomyomatose 1-2%
6 COL4A5-, COL4A3- Mutationen nachweisbar in 40-70 %

1.2.3 Extrarenale Manifestationen

Augenveranderungen

Die klassischen Augenveranderungen wurden erstmals von E. Sohar im Jahr 1954
beschrieben (Flinter 1997). Die mit dem Ophthalmoskop sichtbaren Verénderungen sind der
Lentikonus anterior, eine Makulopathie (weilliche oder gelbliche perimakulare Flecken)
sowie rezidivierende Hornhauterosionen und die hintere polymorphe Hornhautdystrophie.
Der Lentikonus anterior, eine konische Vorwdlbung des mittleren vorderen Anteils der Linse

in die vordere Augenkammer, welche zu Kurzsichtigkeit und einem verzerrten Sehen fiihrt, ist
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pathognomonisch fur das Alport-Syndrom und tritt zu 75 % bilateral auf. Die Inzidenz betragt
15 - 20 % in XLAS- sowie ARAS-Patienten. Das Manifestationsalter liegt zwischen dem 20.-
30. Lebensjahr (Kashtan 1993-2015).

Die Patienten konnen alle oder auch nur eine der oben beschriebenen Augenveranderungen
aufweisen. Eine chronisch progrediente  Niereninsuffizienz mit  Augenveranderungen in
Abwesenheit einer Innenohrschwerhdrigkeit ist selten, da Horprobleme i.d.R. Augen-

veranderungen vorausgehen (Flinter 1997).

Innenohrschwerhoérigkeit

Ein weiteres Symptom des Alport-Syndroms ist die Innenohrschwerhdrigkeit. Sie tritt haufig
bilateral auf und hat einen progredienten Verlauf (Flinter 1997). Die Audiometrie ermdglicht
bereits in frihen Stadien die Messung einer Horminderung um -30 dB im Frequenzbereich
von 2000 - 8000 Hz. Im Verlauf sind Horverluste von -50 bis -70 dB messbar die auch tiefere

Frequenzen sowie Frequenzen der Umgangssprache betreffen (Pirson 1999).

Die Horminderung ist nie von Geburt an vorhanden und wird bei ménnlichen XLAS-
Patienten in der Kindheit oder im frihen Erwachsenenalter symptomatisch. Bei Frauen ist der
Horverlust eher selten und tritt meist spater auf (Kashtan 1993-2015). Das Risiko, vor dem
40. Lebensjahr an einer Innenohrschwerhdrigkeit zu erkranken, liegt bei ménnlichen XLAS-
Patienten bei 80 % und bei XLAS-Frauen bei ca. 10 % (Jais et al. 2003).

Bei der autosomal-rezessiv vererbten Form des AS beginnen die Horprobleme bereits im
Kindesalter, und es existiert kein Unterscheid zwischen weiblichen und mannlichen Patienten
(Kashtan 1993-2015).

Seltene Manifestationsformen

Die juvenile Form des X-chromosomalen Alport-Syndroms ist in 1 - 2 % der Félle mit der
Leiomyomatose assoziiert. Die Leiomyomatose (ein benigner Tumor ausgehend von glatten
Muskelzellen) befallt den Osophagus, das Tracheobronchialsystem und den weiblichen
Genitaltrakt mit einer 100 % - igen Penetranz und Expressivitat (Gubler 2008).

Der zugrundeliegende Defekt ist eine terminale Deletion am 5°- Ende der Kopf an Kopf
gelegenen Gene COL4A5 und COL4A6. Bei Mannern ist die diffuse-Leiomyomatose ein

negativ-pradiktiver Faktor fir eine frihe terminale Niereninsuffizienz (Mothes et al. 2002).
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1.3 Die extrazellulare Matrix

Die extrazellulire Matrix (EZM) ist eine Substanz, die den Zellzwischenraum ausfiillt. Die
wesentlichen Bestandteile der EZM werden von Bindegewebszellen, den Fibroblasten bzw.
Fibrozyten synthetisiert und sezerniert. Auch Epithel- und Endothelzellen sowie glatte
Muskelzellen produzieren Basalmembranbestandteile.

Die Proteine der extrazellularen Matrix werden in vier verschiedene Gruppen unterteilt:
Kollagene, Elastin, Proteoglykane und nichtkollagene Glykoproteine. Zu den nichtkollagenen

Glykoproteinen gehéren Laminin und Fibronektin (Rassow et al. 2008).

1.3.1 Bestandteile der EZM

Kollagen und Kollagen Typ IV

Kollagene sind nicht nur die wichtigsten strukturellen Hauptbestandteile der EZM, sie haben
auBerdem eine wichtige Bedeutung in der Organisation der Gewebearchitektur und bei
zellularen Prozessen wie Adhésion und Migration. Die Wechselwirkungen von Kollagenen
mit Proteinen der extrazelluldaren Matrix sowie mit Zelloberflichen-Rezeptoren sind Dbei
Entwicklungs- und Wachstumsprozessen, Gewebeumbau und bei der Entstehung wvon

Krankheiten von grol3er Bedeutung.

Charakteristisch fur alle Kollagene ist die Tripelhelikale Konformation, die von drei
Polypeptidketten (o-Ketten) gebildet wird. Diese drei a-Ketten werden wiederum durch
Wasserstofforiicken zusammengehalten und bestehen aus den repetitiven Einheiten Glycin-X-
Y. An Position X steht meistens Prolin und an der Position Y Hydroxyprolin, Lysin oder
Hydroxylysin. Der Glycin-Rest ist das entscheidende Molekil in Bezug auf die Bildung der
Tripelhelix des Kollagens und ist Angriffspunkt von vielen Mutationen (Myllyharju und
Kivirikko 2004).

Derzeit sind 40 verschiedene Kollagenketten bekannt, die sich zu 27 differenzierbaren
trimeren  Kollagentypen zusammensetzen konnen. Diese Kollagene werden aulRerdem in
fibrillare und nicht- fibrillire Kollagene unterteilt. Hierbei unterscheiden sie sich in der Lange
der tripelhelikalen Abschnitte, durch kurze Unterbrechungen in der Trippelhelix und/oder
durch das Vorhandensein zusétzlicher globularer Domdnen. Die fibrillaren Kollagene
kommen Uberwiegend in Haut, Knochen, Knorpel Sehnen und B&ndern vor und besitzen eine

charakteristische Faserstruktur, durch die sie extrem druck- und zugbelastbar sind. Zu der
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Untergruppe der nicht-fibrilliren Kollagene gehdren transmembrandre Kollagene und das

Kollagen Typ IV.

Kollagen Typ IV ist die héufigste strukturelle Basalmembrankomponente bei Séugetieren.
Zurzeit sind sechs unterschiedliche o-1V-Ketten bekannt, die durch die Gene COL4ALl-
COL4AG6 codiert werden. Trotz der 56 madglichen Kombinationen sind nur drei verschiedene
Netzwerke (al/al/o2-1V, o3/04/a5-1V und a5/a5/06-1V) identifiziert. Jede o-Kette bestehet
aus einem langen Kollagenschwanz (>1000 Gly-XY-Wiederholungen) sowie einer
evolutiondr hochkonservierten globularen NC1-Doméne am C-terminalen Ende. Die
Unterbrechungen in der Tripelhelix des Kollagen Typ IV verleihen dem Molekdl ein hohes
MaR an Flexibilitat.

Die Organverteilung der Typ IV-Kollagennetzwerke ist sehr unterschiedlich. Das al/al/a2-
IV-Trimer kommt in fast allen Basalmembranen vor, wihrend das a3/04/a5-1V-Netzwerk in
der GBM, Lunge, Auge und der Linse lokalisiert ist. Letztere sind nicht durch al- oder o2-
Ketten ersetzbar. In der Bowmanschen Kapsel und in der Speiseréhre ist das aS/a5/a6 (V)
Trimer vertreten. Im Verlauf der embryonalen Entwicklung der GBM und des Hodens findet
ein Austausch des al/al/a2 (IV)-Netzwerks durch das a3/04/a5 (IV)-Netzwerk statt. Dieser
Prozess wird als sogenannter ,JIsotypwechsel“ bezeichnet. Somit erfolgt die Bildung der
a3/04/a5-1V- und aS/a5/06-1V-Ketten erst in der spateren Entwicklung (Gross 2008, Harvey
et al. 2006, Kalluri et al. 1997, Van Agtmael und Bruckner-Tuderman 2010). Auch wenn das
Kollagen den Hauptbestandteil der Basalmembranen darstellt, ist Kollagen Typ IV nicht fir
Basalmembranbildung, sondern auch fiur deren Homdostase von essentieller Bedeutung
(Poschl et al. 2004). Desweiteren vermittelt Kollagen Typ IV die Zelladhdsion an der
Basalmembran durch Bindung an Integrin- und Nicht-Integrin-Rezeptoren. Dabei interagiert
das Kollagen hauptsdchlich mit den B1-Integrin-Rezeptoren (Leitinger und Hohenester 2007).
Durch die Klinischen Folgen von Mutationen wird die Rolle des Kollagens im menschlichen
Korper erst deutlich. Die Mutationen, die zu dem Alport-Syndrom fuhren, betrefien die a3-,
a4- oder a5- IV-Ketten, die von den Genen COL4A3, COL4A4 oder COL4A5 kodiert
werden (Gross 2008).

Die al-(IV)- und a2-(IV)- Ketten sind in einer ausgereiften und gesunden GBM auf den
subendotheliaen Bereich beschrankt. In Alport-Nieren dagegen sind sie in der gesamten
Breite der GBM zu finden. Die Intensitit der GBM-Férbung fur diese Ketten steigt mit
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zunehmender Dauer der Erkrankung, obwohl die al (IV) und a2 (IV)-Ketten im Endstadium
der Erkrankung wverschwinden und durch Narbenkollagen | und Il ersetzt werden. Weitere
pathologische Ansammiungen betreffen Typ V- und Typ VI- Kollagen in der Alport-GBM.
Sie verbleiben nicht in ihrer physiologischen Position (Mesangium, subendothelial), sondern
nehmen wie al-(IV) und o2-(IV) Ketten die gesamte Breite der GBM ein.

Im Gegensatz zu den al (IV)- und o2 (IV)- Ketten, bleiben Kollagen Typ V und VI auch im
Endstadium des Alport-Syndroms in der GBM bestehen (Kashtan et al. 2001).

Laminin

Laminin ist ein wichtiges Zelladhdsionsmolekiil in den Basalmembranen und stellt die nicht-
kollagene Hauptkomponente aller Basalmembranen dar. Durch Wechselwirkungen mit
Rezeptoren an der Zelloberflache verbindet Laminin die BM mit der Zelloberfidche, wodurch
die Zell-Zell Kommunikation ermdglicht wird. Die Expression der Laminine ist stark
entwicklungs- und organspezifisch, wobei einzelne Isoformen sich gegenseitig nicht ersetzen
konnen. Ein Ausfall einer Kette wirde bereits embryonal letal verlaufen. Laminine sind
heterotrimere Glykoproteine bestehend aus einer a-, p- und y-Kette. Die bisher bekannten Sa-,
4B- und 3y- Ketten konnen sich zu zahlreichen Laminin Varianten zusammensetzen. Kodiert
werden sie durch die Gene LAMAL-5, LAMB1-3 und LAMC1-3 (Durbeej 2010, Rassow et
al. 2008). Laminin ist auBerdem fir die anfingliche BM-Bildung und friihe Entwicklung
erforderlich (Miner et al. 2004, Smyth et al. 1999).

Fibronektin

Fibronektin ist ein Heterodimer, welches aus zwei etwa 230 kDa groRen Polypeptidketten
besteht. Alternatives Spleiien am Fibronektin-Gen bewirkt die Produktion von Molekilen mit
verschiedenen Eigenschaften. Das Iosliche Plasma-Fibronektin wird in der Leber synthetisiert
und spielt eine wichtige Rolle bei der Wundheilung und der Blutgerinnung. Das unldsliche
Fibronektin wird in den Fibroblasten gebildet und die entstandenen unloslichen Fibrillen
werden in die EZM eingelagert. Einerseits bildet es eine Briickenfunktion zwischen den
Kollagenfibrillen  und  anderen  EZM-Molekilen,  andererseits  fungiert es  als
Adhésionsmolekul fir zahlreiche Zellen und dient somit zur Regulation von Wanderung und

Differenzierung (Rassow et al. 2008).
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1.4 Die Nierenfibrose

Die gemeinsame  Endstrecke  chronisch  progredienter  Nierenerkrankungen ist  die
tubulointerstitielle  Fibrose.  Fibrose ist definiert durch quantitative und qualitative
Veranderungen in der EZM. Das AusmaR der renalen Fibrose korreliert sehr eng mit dem
Fortschreiten einer chronischen Niereninsuffizienz. Daher ist eine Quantifizierung des
Fibrosegrades in renalen Biopsien ein wichtiger Bestandteil der histologischen Einschétzung
und der pathologischen Klassifizierung der Nierenfibrose (Zeisberg und Neilson 2010). Trotz
der vielfaltigen Ursachen gibt es morphologische Ahnlichkeiten im Fibrosierungsprozess
zwischen der renalen Fibrose und der in anderen Organen wie Leber, Herz und Lunge (Wynn
2008). Das Histomorphologische Bild speziell der Nierenfibrose ist gekennzeichnet durch
eine vermehrte Fibroblasten-Akkumulation, eine pathologische Ablagerung von EZM-
Proteinen im Interstitium, eine Infiltration durch mononukledre Zellen mit gleichzeitiger
Atrophie und eine Rarefizierung der Tubuli und Kapillaren. Die Folgen sind eine zunehmende
Verhédrtung und Vernarbung des Organs mit kontinuierlichem Funktionsverlust (ber einen
Zeitraum von mehreren Jahren (Zeisberg und Neilson 2010).

Glomeruldre Hypertension, systemischer und introglomeruldrer Bluthochdruck, glomeruldre/
tubulare Hypertrophie und tubulointerstitielle Veranderungen  sind sekunddre Faktoren,
welche die Progression der Nierenfibrose trotz Beseitigung des primdren Auslosern fordern
(Strutz und Muller 1999).

Die Fibrogenese ist mit der normalen Wundheilung vergleichbar. Eine Matrixakkumulation
ist unter physiologischen Bedingungen ein Reparaturversuch des verletzten Gewebes und
lokal auf den Ort der Schadigung begrenzt. Im gesunden Interstitium besteht ein
Gleichgewicht zwischen Matrixakkumulation und Matrixdegradation (Strutz und  Muller
1999). Das heiRt, zur Rekonstruktion der urspriinglichen Gewebearchitektur ist nicht nur eine
Wiederbesiedelung mit Parenchymzellen, sondern auch ein Umbau der EZM erforderlich.
Hierfir sind bestimmte Proteasen (Plasminogen-/ Plasmin- und Matrix-Metalloproteinasen)
erforderlich, die durch renale Myofibroblasten produziert werden (Meran und Steadman
2011).

Das Ziel der regenerativen Wundheilung ist also der Erhalt und die Normalisierung der
Organfunktion. Bei chronischen Nierenerkrankungen sind diese Vorgange gestort. Der
standige  Schadigungsreiz  fuhrt letztendlich zur Chronifizierung und dem Verlust der
Organfunktion (Strutz und Muller 1999).
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Pathogenese der Nierenfibrose

Das normale Interstitium besteht aus Kollagenen (Typ | und 1lI), Proteoglykanen und
verschiedenen interstitiellen Zellen wie z.B. ortsstdndige Fibroblasten, Makrophagen und
Endothelzellen (Strutz und Muller 1999). Ein wichtiger Schritt in der Entstehung der
Nierenfibrose ist die Infiltration des Parenchyms durch mononukledre Entzindungszellen wie
Lymphozyten und Makrophagen (Zeisberg und Kalluri 2013). Diese Zellen setzen Fibrose
fordernde Zytokine wie TGF-p frei, die wiederum zur Aktivierung und Proliferation der
ortsstandigen  Fibroblasten fiihrt.  Aktivierte Fibroblasten sind  verantwortlich fur die
vermehrte  Ablagerung von EZM-Proteinen im  Interstitium. Die  Uberproportionale
Ablagerung von Kollagen Typ- I/II/VI sowie Kollagen Typ IV- und Fibronektin fihrt zur
Erweiterung der intratubuldren Zwischenrdume und zerstdrt die renale Mikroarchitektur
(Strutz und Muller 1999). Neben profibrotischen Metaboliten, wie beispielsweise radikale
Sauerstoffspezies, Regeln  Parenchymzellen die  Fibrogenese durch  Sekretion von
Chemokinen und Wachstumsfaktoren, wie z.B. TGF-B (Zeisberg und Kalluri 2013). Aber
auch mechanischer Stress beginstigt die Umwandlung der Fibroblasten in kontraktile
Myofibroblasten (Meran und Steadman 2011).

TGF-B

Die Familie der TGF-B-Zytokine (transforming growth factor) wurde erstmals in den frihen
1980er Jahren beschrieben. Seither wurden zahlreiche Isoformen entdeckt (Loffler et al.
2007).

Die TGF-p-Isoformen regulieren eine Vielzahl biologischer Prozesse. Sie kontrollieren die
epitheliale und mesenchymale Zellproliferation und Differenzierung. Somit sind sie auch
essentiell fur die Embryonalentwicklung. Eine abnormale Regulation im TGF-B-Signalweg
kann beispielsweise zu entziindlichen Erkrankungen, Nieren- und pulmonale Fibrose,
Leberzirrhose, Glomerulonephritis und zu diabetischer Nephropathie fihren. TGF-B ist ein
entscheidender Regulator der Fibrogenese. Die Fibrose ist durch eine erhohte Produktion von
ECM-Komponenten, wie zB. Fibronektin, Kollagen und Laminin, sowie durch die
Proliferation, Migration und Akkumulation von mesenchymalen Zellen gekennzeichnet (Dif-
ferenzierung der aktivierten lokalen Fibroblasten in Myofibroblasten). Ein wichtiger Effektor
der TGF-B-induzierten Fibrose ist der sogenannte connective tissue growth factor (cTGF). Er
bindet direkt an TGF-p, was zur Steigerung der Aktivitdt fihrt. TGF-B induziert die cTGF-
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Expression in Fibroblasten, die Kollagen-Synthese und Myofibroblastendifferenzierung
(Santibanez et al. 2011).

1.5 Chronische Nierenerkrankungen

Zu Beginn des 20. Jahrhunderts zahlten Infektionskrankheiten noch zu den Haupttodesursa-
chen. Heute sind diese langst von den chronischen Erkrankungen abgeldst worden. Die
weltweit steigende Prévalenz  der chronischen Nierenerkrankungen und die daraus
resultierende terminale Niereninsuffizienz spiegelt diese Veranderung wider (Atkins 2005).
Weltweit wird die Anzahl an CKD betroffenen auf 50 Millionen eingeschatzt (Li 2010).

Die zwei wichtigsten Ursachen fur die Entstehung einer CKD sind die arterielle Hypertonie
und der Diabetes mellitus. Der Lebensstil in den Industrielandern, gekennzeichnet durch
Ubererndhrung und Bewegungsmangel, ist die fordernde Hauptursache dieser Erkrankungen
(Bakris und Ritz 2009). Tubulointerstitielle und glomerulare Schaden durch Infektionen,
Toxine und Medikamentenmissbrauch koénnen als weitere Ursachen aufgefuhrt werden
(Levey und Coresh 2012). Das kardiovaskuldre Risiko chronisch Nierenkranker ist zusatzlich
erhdht und konnte durch zahlreiche Studien belegt (Eckardt et al. 2012, Khosla und Bakris
2006).

Die stetige Zunahme an chronisch Nierenkranken stellt eine enorme finanzielle Belastung fur
das Gesundheitssystem dar. Aus medizinischer und Okonomischer Sicht ist es daher
notwendig, die Risikofaktoren fur die Entstehung einer chronischen Nierenerkrankung frih zu

erkennen, um dagegen vorzugehen (Atkins 2005).

Die chronische Nierenkrankheit ist definiert durch einen langsamen, (ber Monate bis Jahre
progredienten Verlust der Nierenfunktion sowie das Vorhandensein struktureller Nierenscha-
den. Die Klassifikation erfolgt nach der Grunderkrankung, der glomeruldren Filtrationsrate
(GFR) und Albuminurie. Zur Stadien-Einteilung wird die GFR herangezogen. Stadium | ist
definiert durch eine GFR von > 90 ml/min/1.73m?, Stadium Il mit 60 - 89 ml/min/1.73n?,
Stadium Il mit einer GFR von 30 - 59 mli/min/1.73m? und Stadium IV mit 15 - 29
mi/min/1.73m2. Im Stadium V ist die terminale Niereninsuffizienz erreicht. Hierbei kann es
durch eine stark vermehrte Ansammlung von harnpflichtigen Substanzen Uber den Normwert
hinaus zur einer Urdmie kommen. Spatestens hier ist hier der Beginn einer
Nierenersatztherapie in Form wvon Dialyse oder Nierentransplantation (berlebenswichtig
(Coresh et al. 2007, Levey und Coresh 2012).
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Ursachen

Der Begriff der ,chronischen Nierenkrankheit ist eine zusammenfassende Bezeichnung Afiir
eine dulerst heterogene Gruppe von Erkrankungen, die Struktur und Funktion von Nieren
negativ beeinflussen. Eine der Hauptursachen der chronischen Niereninsuffizienz ist der
Diabetes mellitus Typ 2 und die daraus resultierende diabetische Nephropathie. Sie ist
charakterisiert durch eine progrediente Proteinurie (vorwiegend Albumin), Bluthochdruck
und eine stetige Abnahme der glomeruldren Filtrationsrate. Die Anzahl an Diabetes-Patienten
wird weltweit auf Uber 240 Millionen geschatzt, mit steigender Tendenz. Ein weiterer
Risikofaktor, sowohl bei der Entstehung der nichtdiabetischen als auch der diabetischen
Nephropathie ist die arterielle Hypertonie (RR >140/90 mmHg). Patienten mit einer
hypertensiven Nephrosklerose koénnen bei reduzierter GFR eine Albuminurie aufweisen
(Levey und Coresh 2012). Niereninsuffizienz und ein erhthter Blutdruck bewegen sich dabei
in einem Teufelskreis: Die verminderte Nierenfunktion ist eine der Hauptursachen fir den
erhdhten Blutdruck, wahrend die Hypertonie wiederum ein Hauptfaktor fir die Entstehung
einer Niereninsuffizienz ist. Mit zunehmendem Alter steigt auch das Risiko, an
Bluthochdruck und Diabetes mellitus zu erkranken. Die Anzahl der Patienten mit arterieller

Hypertonie wird weltweit auf ca. 1 Billion geschétzt (Bakris und Ritz 2009).

Epidemiologie

Im Jahresbericht der Quasi-Niere wurden fur Deutschland fir das Jahr 2006 insgesamt 91.718
Patienten gemeldet die eine Nierenersatztherapie erhalten haben. Davon waren 66.508
dialysepflichtiy und 25.210 befanden sich in der Nachsorge nach einer Nierentransplantation.
Daraus ergibt sich eine Gesamtprdvalenz von 1.114 pro Million Einwohner. Im Vergleich
dazu betrug die Pravalenz im Jahr 1996 noch 713 pro Million Einwohner. Es zeigt sich also
auch eine deutliche Zunahme der Gesamtpravalenz fir Deutschland (Coresh et al. 2007, Frei
und Schober-Halstenberg 2006).
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1.6 Vitamin D3

Schon in den frihen 20er Jahren des 20. Jahrhunderts war Vitamin D als Anti-Rachitis- Faktor
im Lebertran bekannt. Die chemische Struktur wurde in den 30er Jahren aufgeklart und
wieder 30 Jahre spéter gelang die erste Synthese des Vitamins.

Der tagliche Vitamin-D-Bedarf eines Erwachsenen betragt ca. 2,5 pg/d. Kinder, Schwangere
und stillende Mitter haben mit 10 pg/d einen erhdhten Bedarf. Zum grofiten Teil wird der
Vitamin-D-Bedarf  durch  photochemische  Eigensynthese  gedeckt. In  den meisten
Lebensmitteln (Eier, Butter, Milch, Fleisch) ist nur wenig bis gar kein Vitamin D enthalten,
mit Ausnahme von Fischleberdlen. Die Féhigkeit des Organismus, den Vitamin-Ds-Bedarf
bei ausreichender Sonneneinstrahlung zu decken, zeigt, dass Vitamin D eigentlich kein
Vitamin ist. Vielmehr ist es ein Prohormon, das im Koérper durch diverse Zwischenschritte

zum biologisch aktiven Calcitriol umgewandelt wird (Nuhn 2009).

Calcitriol-Synthese und Calcitriol-Regulation

Das korpereigene Vitamin Ds wird auch als Cholecalciferol bezeichnet und ist zundchst
biologisch inaktiv. Aus dem in der Leber gebildeten 7-Dehydrocholesterol entsteht mittels
UVB-Bestrahlung in den Keratinozyten der Haut zunéchst Provitamin D und anschlieRend
durch Isomerisation Vitamin D3 (Holick 2007). Um den Transport zur Leber zu ermdglichen
und Photoisomerisierungen zu toxischen Produkten zu wverhindern wird Cholecalciferol an
DBP (Vitamin D-Bindeprotein) gekoppelt. In der Leber erfolgt anschlieBend durch diverse
Zytochrom-P-450-Enzyme die  Hydroxylierung zum 25-Hydroxycholecalciferol (Calcidiol).
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Calcidiol ist die Speicherform des Vitamin Ds. Seine Halowertzeit betrdgt ca. ein bis zwei
Monate. So kann in Zeiten mit weniger Sonneneinstrahlung die Vitamin D3z-Konzentration im
Blut weitgehend konstant gehalten werden. In der Niere wird schlieRlich im letzten Schritt
mittels der la-Hydroxylase die Bildung zur biologisch aktiven Form des Vitamin D3, dem
Calcitriol katalysiert. Diese Funktion ist bei chronischen Nierenerkrankungen beeintrachtigt
(Dusso et al. 2005, Nuhn 2009).

Die Regulation der la-Hydroxylase in der Niere unterliegt einem komplexen Regelkreis. Die
Aktivierung erfolgt tber einen erhdhten Parathormon-Spiegel sowie Ostrogen und Calcitonin
bei einem gleichzeitig erniedrigten Calcium- und Phosphatspiegel (Johal und Levin 2009).
Calcitriol wiederum hemmt durch negative Riickkopplung die 1a-Hydroxylase und aktiviert
die 24-Hydroxylase. Beide Hydroxylasen unterliegen dabei einem reziproken Mechanismus.
Neben der renalen Calcitriol-Synthese ist auch eine extrarenale Produktion bekannt. Die la-
Hydroxylase wurde in zahlreichen Organen einschlieRlich Prostata-, Brust-, Dickdarm-,
Lungen-, Pankreas- und Nebenschilddrisenzellen nachgewiesen. Das extrarenal gebildete
Calcitriol dient in erster Linie Uberwiegend als autokriner/ parakriner Faktor fur die
Zelifunktionen (Dusso et al. 2005).

Vitamin-D-Rezeptor-Signaltransduktion

Die Entdeckung des Vitamin-D-Rezeptors ist auf Houssler und Norman zurtickzufuhren. Sie
legten 1969 den Beweis fir die Existenz eines chromosomalen Proteins zur Bindung von
Calcitriol (1,25(0OH)2D3) mit hoher Affinitdt vor (Minghetti und Norman 1988). Der VDR-
Rezeptor gehort zur Familie der Steroidrezeptoren (Haussler et al. 1997) und wirkt als
Ligand-aktivierender Transkriptionsfaktor. 1,25(0OH)2Ds wirkt in den Zellen der Zielorgane
wie ein Steroidhormon. Uber die Bindung an den intrazelluliren Vitamin-D-Rezeptor wird
Calcitriol in den Zellkern transportiert. Im Zellkern erfolgt die Transkription verschiedener
Vitamin-Ds-sensitiver-Gene  und  fihrt zu  Verdnderungen in der Proteinsynthese mit
korrespondierenden Wirkungen (Dusso et al. 2005).

Klassisch-kalzamische Calcitriol Effekte

Fir die Aufrechterhaltung der Calcium-Hombostase ist ein Zusammenspiel verschiedener
Organsysteme  notwendig.  Calcitriol  reguliert die  Wechselwirkungen zwischen Niere,
Knochen, Nebenschilddrise und Darm. Fir die normalen zelluliren Funktionen und den

Knochenmetabolismus ist es von entscheidender Bedeutung, den extrazelluldren
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Calciumspiegel in engen Grenzen zu Halten (Dusso et al. 2005). Durch die VDR-Expression
in nahezu allen Organen werden diese zahlreichen Effekte ermdglicht (Li 2010). Die
klassischen Zielorgane des Vitamin-D-Stoffwechsels sind somit Darm, Knochen, Nieren und
Nebenschilddrise (Dusso et al. 2005). Die bekannteste Funktion des Vitamin-D-
Stoffwechsels ist die Regulation des Calcium/Phosphat-Haushaltes und die  damit
zusammenhangende Knochenmineralisierung. Fir die Absorption von Calcium und Phosphat
aus dem Dinndarm ist Vitamin D3 essentiell. Die vermehrte Transkription der Calciumkandle
(TRPV5 und TRPV6) wird durch den Calcitriol-VDR-Komplex induziert. Dafiir muss der
Komplex in ausreichender Menge zur Verfugung stehen. Nach Aufnahme in die
Dinndarmzellen wird Calcium, gebunden an Calbindin D, durch die Zelle transportiert und
anschlieRend Uber einen Na*/Ca?*-Austauscher in die Blutbahn abgegeben (Hoenderop et al.
2003). Zusétzlich erhoht 1,25(0OH).Dsz die aktive Phosphatabsorption Uber eine vermehrte
Expression der Na-Pi Ko-Transporter im Darmlumen. Uber die molekularen Mechanismen in
Bezug auf die Phosphatabgabe in den Blutkreislauf ist allerdings wenig bekannt (Brown et al.
1999). Im Knochen ist Calcitriol fir die Knochenmineralisierung von groRer Bedeutung. Ein
Mangel fihrt bei Kindern zur Rachitis und bei Erwachsenen zur Osteomalazie (Li et al.
1998). Die 1,25(0OH)2Ds- induzierte Knochenneubildung erfolgt nicht nur Uber die Erhéhung
von Calcium und Phosphat im Blut sondern auch die Knochenneubildung durch Induktion der
Synthese von Knochenmatrixproteinen und mineralischer Apposition (Brown et al. 1999).
Die Regulation der Nebenschilddrisen erfolgt Gber Parathormon (PTH) und Calcitriol. Die
Schlisselrolle  spielt dabei das PTH. Es stimuliert die Synthese wvon 1,25-
Dihydroxycholecalciferol durch Aktivierung der la-Hydroxylase und wverringert die 24-
Hydroxylasetatigkeit, wodurch indirekt auch die Calciumabsorption im Darm gesteigert wird
(Johal und Levin 2009). 1,25(0OH)2Ds hemmt die Synthese und Sekretion vom Parathormon
und steuert das Zellwachstum in der Nebenschilddriise. Bei der Pathogenese des sekundaren
Hyperparathyreodismus spielt der Vitamin-D-Mangel eine erhebliche Rolle (Brown et al.
1999, Li et al. 1998).

Die Niere ist fur die Aufrechterhaltung der Calcium- und Phosphat-Hombostase essentiell.
Calcium und anorganisches Phosphat werden in den Nierenkdrperchen filtriert und im
Tubulussystem resorbiert. Dies wird durch Calcitriol und PTH reguliert (Kumar et al. 2012).
Calcitriol supprimiert am Ort seiner Bildung gleichzeitig die 1o-Hydroxylase Aktivitat und
stimuliert die der 24-Hydroxylase. Sehr wahrscheinlich kommt es auch zu einer

Megalinexpression im proximalen Tubulussystem (Liu et al. 1998). Die Calciumresorption
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im proximalen Nierentubulus wird analog zum Darm durch Aktivierung der Transkription des
renalen TRPV5 und Calbinin erhéht. Weiterhin  beschleunigt Calcitriol die PTH-abhangige
Calciumresorption im distalen Tubulus und verbessert die Phosphatresorption in Gegenwart
von PTH (Dusso et al. 2005, Hoenderop et al. 2003).

Pleiotrope Calcitrioleffekte

In den vergangenen Jahrzehnten konnten durch zahlreiche Studien nichtklassische Vitamin D-
Zielorgane identifiziert werden (Li 2010). Unter Verwendung von Tiermodellen konnten
Effekte wie die Hemmung der Tumorprogression, diverse Auswirkungen auf das Herz-
Kreislaufsystem und Haut sowie die Modulation des angeborenen Immunsystems
nachgewiesen werden (Christakos et al. 2013). Was die Auswirkungen von Calcitriol auf die
Pathogenese der Nierenfibrose betrifft, ist hier die Erforschung des RAAS und des NF-«B-

Signalweges besonders hervorzuheben.
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1.7 Das RAA-System und seine Auswirkungen auf die Niereninsuffizienz

N
s
s -

Pro-fibro -
sowie oxidativer Stress

I

Abbildung 2: Mechanismen der nephroprotektiven Wirkung von Vitamin D und seinen
Analoga (modifiziert von Li 2010).

Das RAAS und die Aktivierung des NF-kB-Signalwegs spielen eine wichtige Rolle bei der
Entstehung von Nierenschaden. Sie fordern die Produktion wvon profibrotischen und
proinflammatorischen Faktoren, erhéhen den oxidativen Stress und schadigen die Podozyten.
H&mody namische Wirkungen von ANG Il auf die Glomeruli begilinstigen die Proteinurie. ANG
Il kann NF-xB aktivieren, was wiederum die Expression von Angiotensinogen stimuliert.
Vitamin D und seine Analoga hemmen die Renin-Expression und supprimieren die NF-«xB-
Aktivierung auf molekularer Ebene. Angiotensinogen wird ebenfalls durch die Beeinflussung
des NF-kB-Signalweges supprimiert.

Das  Renin-Angiotensin-Aldosteron-System  spielt  eine  zentrale  Rolle in  der
Blutdruckregulation und Steuerung des Wasser- und Elektrolythaushaltes. Es ist ein
Regelkreis in dem die Komponenten in enger Wechselwirkung zueinander stehen. Das
physiologisch wirksame Endprodukt ist Angiotensin Il (Speckmann et al. 2005). Renin ist
eine Protease, die in den Epitheloidzellen des juxtaglomeruldren Apparates gebildet wird und
ist die geschwindigkeitsbestimmende Komponente im RAAS (Li et al. 2002). Die Freisetzung
unterliegt dabei einer Reihe von verschiedenen Faktoren. Beispielsweise wird durch [a-
adrenerge  Stimulation, Blutdruckabfall, verminderte glomerulare Durchblutung und eine
niedrige. NaCl-Konzentration im Harn eine vermehrte Reninausschiittung bewirkt. Faktoren
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wie Angiotensin Il (negative Rickkopplung), Endothelin, Vasopressin und Adensoin
bewirken eine Renininhibition (Hackenthal et al. 1990).

Renin spaltet das in der Leber synthetisierte Glykoprotein Angiotensinogen zu Angiotensin I.
Das Angiotensin-Converting Enzym (ACE) Kkatalysiert anschlieend die Umwandlung von
Angiotensin 1 zu dem biologisch aktiven Angiotensin 1. Uber die Bindung an seine
Rezeptoren kann Angiotensin 1l nun seine Wirkung in Bezug auf den Wasser- und
Elektrolythaushalt und dem Blutdruck entfalten (Hackenthal et al. 1990, Speckmann et al.
2005). Eine inaddaquate Stimulation des RAAS wird hdufig mit einem hohen Risiko fiir
arterielle Hypertonie, Herzinfarkt und Schlaganfall in Verbindung gebracht (Li 2003). Neben
seinen  physiologischen  Aufgaben hat Angiotensin Il auch diverse pathologische
Auswirkungen wie beispielsweise die Vasokonstriktion, die Induktion von oxidativem Stress,
die Zellproliferation sowie die Entziindung und Fibrose. In der Niere fOrdert es durch
verschiedene Mechanismen die Progression des Nierenschadens bis hin zur terminalen
Niereninsuffizienz. Zu den entscheidenden Faktoren gehdren der erhdhte glomeruldre Druck,
die Freisetzung von Fibrose und entziindungsfordernden Zytokinen sowie von TGF-f.
Weitere Aspekte sind die Forderung der Infiltration durch Zellen der Immunabwehr,
Hypertrophie, vermehrte Synthese von EZM und die Schadigung der Podozyten (Brewster
und Perazella 2004, Ruster und Wolf 2006).

Aufgrund der entscheidenden zentralen Rolle von Renin im RAAS ist eine strenge Regulation
der Renin-Synthese und -sekretion wvon wesentlicher Bedeutung (Li 2003). Viele
epidemiologische und klinische Studien deuten auf einen Zusammenhang zwischen einem
niedrigen Vitamin-D-Spiegel und einer erhthten Plasma-Renin-Aktivitdit hin  (Dusso 149,
151). Li et. al 2002 konnten bei VDR -/- knock out Mausen eine deutliche Zunahme der
Reninexpression und  damit  verbundene  vermehrte  Angiotesin  Il-Produktion  mit
Bluthochdruck und einer erhéhten Flissigkeitsaufnahme  feststellen. Die Inhibition der
Calcitriol-Biosynthese in Wildtypmdusen fiihrte ebenfalls zu einer erhthten Renin Synthese.

Die Therapie mit Calcitriol wiederum supprimierte die Reninproduktion (Li et al. 2002).

Angiotensin-Converting-Enzym (ACE)

Das ACE ist eine Dipeptidylcarboxypeptidase und wird hauptséchlich in der Lunge, aber auch
in den Epithelzellen des proximalen Nierentubulus gebildet (Santos et al. 2012). ACE spielt
eine entscheidende Rolle in der Hydrolyse von AT | in AT Il und es inaktiviert
gefaBerweiternde Peptide wie Bradykinin. Die gefalerweiternde Wirkung von Bradykinin
beruht auf Freisetzung von Stickstoffmonoxid und Prostacyclin.
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Vitamin-D-Mangel und seine Auswirkungen

Ein Vitamin-D-Mangel ist bei Patienten mit chronischen Nierenerkrankungen schon in den
frihen Stadien zu beobachten. Wie schon erwahnt, nimmt Calcitriol eine bedeutende Rolle in
der Entstehung und Progression chronischer Nierenerkrankungen ein. Zum einen fihrt die
verminderte 1a-Hydroxylierung von Calcidiol und die zusétzliche Supprimierung des Enzyms
durch erhohte Phosphatwerte zum Vitamin D-Mangel. Auch die verminderte Megalin-
vermittelte Resorption von Calcidiol ist stark beeintrachtigt. Sie ist insbesondere auf die
Proteinurie  und den daraus folgenden Mangel an Vitamin-D-bindenden Proteinen
zuriickzufiihren (Li 2010).
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Geréate und Programme

Tabelle 2: Verwendete Gerate und Programme

Produkt Hersteller

Analyseautomat Cobas®8000 Modular Analyzer,
Roche® (Basel, Schweiz)

Photometer BioTek Synergy™ HAT (Bad Friedrichshall,
Deutschland)

Gefrierschrank Vip Serie -86° Sanyo (Bad Nenndorf,
Deutschland)

Heizblock Liebisch TRL-288 (Bielefeld, Deutschland)

Mikrotom Autocut Mikrotom

Reichert-Jung 2040, AutoCut 2040 (Nussloch,
Deutschland)

Mikropipetten

Eppendorf Research® (Hamburg,
Deutschland)

Mikroskop (Axciovert S100 TV)

Zeiss Axiovert S100 TV (Oberkochen,
Deutschland)

UV-Analyzer BioDoc Analyze (Hannover, Deutschland)
Pipetierhilfe Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Programm zur densitometrischen Image J

Auswertung

Scanner Hewlett Packard Office Jet R 45

Steril Werkbank HERA Safe

Heraeus HERA Safe (Hanau, Deutschland)

Blotting-Kammer

Bio-Rad, Mini Protean ™ (Miinchen,

Deutschland)

Blotting-Netzteil

Bio-Rad, Mini Protean™ (Minchen,

Deutschland)

Thermo Cycler

Biometra T Professional (Gottingen,
Deutschland)
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Homogenisator

Ultra-Turrax®, Jahnke und Kunkel (Staufen

im Breisgau)

Graph Pad Prism

GraphPad Software, Inc., (San Diego, USA)

Thermo Cycler

\ortexer IKA® Labortechnik (Staufen im Breisgau,
Deutschland)

Wasserbad Vieth, Mikrotome GmbH (Wiesmoor,
Deutschland)

Western Blot Kassette IKA® Labortechnik (Staufen im Breisgau,
Deutschland)

Elektrophoresekammer X Cell Sure Lock™, Invitrogen (Darmstadt,
Deutschland)

Zentrifuge Mikro 200R Hettich Mikro 200 R (Tuttlingen,
Deutschland)

Wippe Heidolph Duomax 1030 (Schwabach,
Deutschland)

Programm Mikroskopie

Olympus Cell D (Shinjuku, Japan)

Entwasserung Leica TP 1020 (Wetzlar, Deutschland)

Paraffingus Medite Tissue Block Dispenser PAG 12

Thermoplatte Schitt (Géttingen, Deutschland)

Trockenofen Sanyo Convection Oven (Morigucho, Japan)

Entwick ler Konica SRX 101 A (Langenhagen,
Deutschland)

Programm Extinktionsbestimmung BioTek KC4™™ (Bad Friedrichshall,
Deutschland)

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 3: Verwendete Verbrauchsmaterialien

Produkt Hersteller

Eppendorf-ReaktionsgefalRe

Eppendorf Research® (Hamburg, Deutschland)

Reaktionsgefale

Biozym, 1,5 ml (Hess. Oldendorf, Deutschland)
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Pipettenspitzen

Sarstedt (NiUmbrecht, Deutschland)

Einmalkantlen

Sterican 26 G (Kronberg/Taunus, Deutschland)

Einwegspritzen

Transcojet (Neumiinster, Deutschland)

Reaktionsgefale

Falcon® Blue Max™(Becton Dickinson, USA)

ELISA Platte

Greiner bio-one, 96-well (Frickenhausen,
Deutschland)

Whatmann-Papier

Bio-Rad Filter Paper™ (Miinchen, Deutschland)

PVDF-Membran

Bio-Rad Immun-Blot (Minchen, Deutschland)

Einmalhandschuhe

Meditrade (Kiefersfelden, Deutschland)

Einbettkassette

Kabe Labortechnik (Numbrecht -Eisenroth,
Deutschland)

Einmalpipetten

Greiner bio-one (Frickenhausen, Deutschland)

Polyacrylamid-Fertiggel

Invitrogen™ 4 - 12 % Tris-Glycine Gel 1,5mm x
10 oder 15 well (Darmstadt, Deutschland)

Rontgenfilm Fuji Safelight (Minato, Japan)

Rontgenkasette Fuji (Minato, Japan)

Objekttrager Menzel Superfrost 75x25 mm (Braunschweig,
Deutschland)

Deckglaser Menzel 24x24 mm (Braunschweig, Deutschland)

2.1.3 Antikorper und Medikamente

Tabelle 4: Verwendete Antikdrper und Medikamente

Produkt

Hersteller

TGF-Primérantikdrper

Monoklonaler Antikérper aus Maus, R&D
Systems, MAB 240 (Minneapolis, MN)

CTGF-Primarantikdrper

Polyklonaler rabbit-anti-mouse Antikorper,
Biovision, 5553R (Cambridge, England)

Aktin-Primarantikd rper

Polyklonaler rabbit-anti-mouse Antikorper,
Sigma-Aldrich, A2103 (Steinheim, Deutschland)

TGF-Sekundarantikrper

HRP-rabbit-anti-mouse, DAKO P0161 (Glostup,
Déanemark)

CcTGF-Sekundarantikérper

HRP-goat-anti-rabbit, DAKO P0448 (Glostrup,
Danemark)
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Aktin-Sekundarantikdrper

HRP-goat-anti-rabbit, DAKO P0448 (Glostrup,
Déanemark)

Primérantikorper Laminin

Abcam, Rabbit-1gG, 11575v (Cambridge,
England)

Primarantikdrper Fibronektin

Acris, Mouse-1gG, BM 422 (Herford,
Deutschland)

Normalserum

Invitrogen™, Goat-Serum (Darmstadt,
Deutschland)

Sekundérantikérper Laminin

Jackson IT, Goat-anti-rabbit-Cy3 (West Grove,
PA)

Sekundarantikrper Fibronektin

Jackson IT, Goat-anti-mouse-Cy3 (West Grove,
PA)

Calcitriol (0,03pg/kg, 5 x/Woche, i.p.)

Abbott (Chicago, Illinois, USA)

Ramipril Batch N205; MW 416,51
(40g Ramipril wurden in 1 ml absolut Ethanol
aufgeldst und auf einen Liter mit Leitungswasser

ausgefillt.)

Sanofi-Aventis (Paris, Frankreich)

2.1.4 Reagenzien, Losungen und Chemikalien

Tabelle 5: Verwendete Reagenzien und Lésungen sowie Chemikalien

Produkt Hersteller

Agarose Biozym LE Agarose (Hess. Oldendorf,
Deutschland)

Chloroform Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)

Ethanol Merck (Darmstadt, Deutschland)

Methanol Merck (Darmstadt, Deutschland

Coomassie-Farbelosung

Roth, Roti Blue 5x (Karlsruhe,
Deutschland)

Chemolumineszenz-Reagenz A

PerkinElmer, Western Lightning®
Enhanced Luminol Reagent Plus
(Massachusetts, USA)

Chemolumineszenz-Reagenz B

PerkinElmer, Western Lightning®
Oxidizing Reagent Plus (Massachusetts,
USA)
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Magermilch

Merck (Darmstadt, Deutschland)

Molekulargewichtsmarker

Invitrogen™ SeeBlue® Prestained
Standard (Darmstadt, Deutschland)

DNA-Extraktion

Qiagen DNeasy® Blood & Tissue Kit
(Hilden, Deutschland)

Nukleotide

Invitrogen™ dATP, dCTP, dGTP, dTTP (je
100 mM), (Darmstadt, Deutschland)

Ethidiumbromid

0,06 %, Roth (Karlsruhe, Deutschland)

COL4A3 forward Primer

Eurofins MWG Operon (Ebersberg,
Deutschland) (Sequenz: 5-CCT-GCT-
AAT-ATA-GGG-TTC-GAG-A-3")

COLA4AS3 reverse Primer

Eurofins MWG Operon (Ebersberg,
Deutschland) (Sequenz: 5 -CCA-GGC-
TTA-AAG-GGA-AAT-CC-3)

COL4A3 mutant Primer

Eurofins MWG Operon (Ebersberg,
Deutschland)

(Sequenz: 5°-AAT-CGC-CAA-TGA-CAA-
GAC-G-3")

Marker DNA-Bandengrofie

Fermentas Gene Ruler™ 100bp Plus DNA
Ladder (St. Leon-Rot, Deutschland)

Tween Merck (Darmstadt, Deutschland)
DNA-Polymerase Finnzymes F-100L (Vantaa, Finnland)
EDTA Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
EGTA Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)

Magnesiumchlorid

Merck (Darmstadt, Deutschland)

Natriumvandat Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Brij-35 Roth (Karlsruhe, Deutschland)
PMSF Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)

Kaliumphosphat

Merck (Darmstadt, Deutschland)

Glycerin

Roth (Karlsruhe, Deutschland)
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Bromphenolblau Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)

Ethidiumbromid Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)

Natriumchlorid Merck (Darmstadt, Deutschland)

Bradford-Reagenz Bio-Rad Protein Assay (Mdunchen,
Deutschland)

Proteinkinase K Qiagen, > 600 mAU/ml (Hilden,
Deutschland)

Einbettungsmedium DAKO Fluorescent Mounting Medium
(Glostrup, Dénemark)

2.1.5 Puffer

Tabelle 6: Verwendete Puffer

Produkt Hersteller

Probenpuffer Invitrogen™ NuPage® LDS Sample Buffer, 2x
(Darmstadt, Deutschland)

Citrat-Puffer Losung. A: 4,2 g Citroennsduremonohydrat ad

200 ml dH20, Lésung. B: 14,7 g Tri-Natrium-
Citrat-Dihydrat ad 500 ml dH20; 9 ml Lsg. A +
41 ml Lésung B + 450 ml dH20 (pH 6,0)

PCR-Probenpuffer 10 mM Tris-HCI (pH 7,6), 0,03%
Bromphenolblau, 60% Glycerol, 60 mM EDTA

Laufpuffer Invitrogen™ NuPage® MOPS SDS Running
Buffer (Darmstadt, Deutschland)

Reduktionspuffer Invitrogen™ NuPage® Sample Reducing Agent
10x (Darmstadt, Deutschland)

Stripping Puffer Thermo Scientific, Restore Western Blot
Stripping Buffer (Waltham, Massachusets, USA)

Transferpuffer Invitrogen™ NuPage® Transfer Buffer

(Darmstadt, Deutschland)

Tris-Puffer 50 mM, pH 7,74

TAE 50x, 2 mM Tris, 50 MM EDTA, 1m Essigséure
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TBST 10x, 50 mM Tris, 150 mM NaCl, 0,05 % Tween
20, HCI bis pH 7,6
Lysepuffer 10 mM Kaliumphosphatpuffer (pH=7,0), 10mM

EDTA, 5mM EGTA, 10mM MgClz, 50mM f -
Glycerophosphat, 1mM Natriumvanadat, 0,5 %
NP-40, 0,1 % Brij-35, 1mM PMSF, 10uM
Pepstatin,

10pM Leupeptin

2.1.6 Versuchstiere
Fur alle Experimente wurde der Mausstamm 129/ Sv] (COL4A3 -/- knock out) der Firma

Jackson Laboratory (Bar Harbor, Maine, USA) verwendet. Der Tierversuchsantrag wurde
regelrecht gestellt und genehmigt. Das Aktenzeichen des Tierversuchsantrages lautet: 33.9.-
42502-04-10/0163. Die Zucht, Pflege und Versorgung der Tiere erfolgte in der Zentralen

Tierexperimentellen Einrichtung der Universitdtsmedizin Gottingen.

2.2 Methoden

2.2.1 DNA-Isolation aus Méauseschwanzbiopsien

Die DNA-Préparation erfolge mit dem DNeasy® Blood & Tissue Kit von der Firma Qiagen.
Das Kit enthielt alle Reagenzien, aufler 100 % Ethanol. Die Isolation erfolgte nach dem
Qiagen Spin - Column Protokoll (Purification of total DNA from animal Tissues).

Die in den Reaktionsgefalen befindlichen Biopsien wurden mit jeweils 180 pl ATL Puffer
und 20 Pl Proteinkinase K (ber Nacht bei 56 °C inkubiert. Am ndchsten Tag wurden die
Proben zentrifugiert und der Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR tberfiihrt. Im Anschluss
wurden die Proben mit 200 pl AL-Puffer und der identischem Menge 100 % Ethanol
gemischt und auf eine S&ule pipettiert. Der Ansatz wurde eine Minute bei 8000 rpm
zentrifugiert und der Sé&ulendurchfluss verworfen. Anschlieend wurde auf die Sé&ule 500
AW1 Puffer gegeben und nochmals eine Minute bei 8000 rpm zentrifugiert. Der Durchfluss
wurde wieder verworfen. Danach wurde die Probe mit 500 pl AW2 Puffer versetzt und drei

Minuten bei 13500 rpm zentrifugiert. Die S&ule wurde auf einen neuen Durchfluss gesetzt mit
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200 pl AE-Puffer gemischt, eine Minute inkubiert und noch einmal eine Minute bei 8000 rpm

zentrifugiert. Die isolierte DNA wurde tUber Nacht im Kuhlschrank aufbewahrt.

2.2.2 Genotypisierung/ COL4A3 PCR

Die PCR wurde in einem Volumen von 25 W angesetzt. Der PCR-Mix bestand aus folgenden
Komponenten:

e 100 pM CoMA3 forward Primer (5°- CCT-GCT-AAT-ATA-GGG-TTC-GAG-A- 3)
e 100 pM ColA3 reverse Primer (5"-CCA-GGC-TTA-AAG-GGA-AAT-CC-3")
e 100 pM CoMA3 mutant Primer (5"-AAT-CGC-CAA-TGA-CAA-GAC-G-3")
e 5 U/J Taq - Polymerase
e 10X PCR-Puffer
e 10 mM dATP, dGTP, dCTP, dTTP
Die Amplifizierung der DNA erfolgte in 45 Zyklen (2,5 Minuten bei 72 °C, eine Minute bei

95 °C, eine Minute bei 58 °C).

2.2.3 Agarose — Gelelektrophorese
Fur das Agarose-Gel (1,5 %) wurden 0,45 g Agarose mit 30 ml 1x TAE Puffer in der

Mikrowelle aufgekocht und mit 0,2 % Ethidiumbromid wversetzt und anschlielend in eine
Gelkammer gegossen. Danach wurden die PCR-Produkte mit 6x Probenpuffer gemischt, auf
das Gel aufgetragen und bei 70 V fir eine Stunde aufgetrennt. Die Visualisierung der PCR
erfolgte unter UV-Licht mit Hilfe des BioDoc Analyze.

2.2.4 Chloroform-Methanol-Protein-Fallung

Von den aufgetauten Urinproben wurden zundchst 20 pl Urin mit 80 pl dH20 gemischt.
Schrittweise wurde dem Gemisch 400 pl Methanol, 100 pl Chloroform und 300 pl dH2.0 da-
zugegeben. Vor jedem Schritt wurden die Proben gemischt und eine Minute bei 14000 ¢
zentrifugiert. Die obere Phase (ca. 900 W) wurde vorsichtig abgenommen. Das zu isolierende
Protein befand sich unter der ersten Phase. Zum Waschen des Proteins wurde der Probe 400
W Methanol zugefiigt und zwei Minuten bei 14000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgenommen und die Probe erneut mit 400 pl Methanol gewaschen. Das Uberschiissige Me-
thanol wurde erneut abgenommen und die Proben mit offenem Deckel unter der Sterilbank

getrocknet.
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2.2.5 Urin- Elektrophorese

Nach der Trocknung der isolierten Proteine wurden diese in 15 Wl NuPage 2x Probenpuffer
aufgenommen. Anschlielend erfolgte die Denaturierung fir funf Minuten bei 95 °C, auf
einem dafur vorgesehenen Heizblock. Danach wurden die Proben fir funf Minuten auf Eis
gestellt.

In die Elektrophoresekammer wurden Polyacrylamid - Fertiggele eingesetzt und die Kammer
zwischen den Gelen zu % mit dem Laufpuffer aufgefullt. Nach Uberprifung der Dichte wurde
die Kammer zu 2/z mit dem Laufpuffer aufgefilit. In die Probentaschen wurde je 15 pl der
vorbereiteten Proben pipettiert. In die erste Tasche wurden insgesamt 10 pl des Molekularge-
wichtsmarkers pipettiert. AnschlieBend wurde die Elektrophoresekammer an das Stromgerét
angeschlossen. Zunéchst fir 30 Minuten bei 80 V, danach 60 Minuten bei 120 V. Nach
Ablauf der Elektrophorese wurden die Gele aus den Platten gelost und Uber Nacht in einer
funffach verdinnten Coomassie-Blue-Losung inkubiert. Um die Uberschissige Farbe zu
entfernen, wurden die Proben am ndchsten Tag reichlich mit Leitungswasser gespllt. Zur
Auswertung der Banden wurden die Gele eingescannt und mit dem Programm Image J

ausgewertet.

2.2.6 Nephrektomie

Die COL4A3-Méuse wurden zu den entsprechenden Zeitpunkten durch kranio-kaudale
Dislokation getdtet. Anschlielend erfolgte die Nephrektomie. Beide Nieren wurden
longitudinal in zwei Halften geteilt. Eine Niere wurde fir die histologischen Untersuchungen
entsprechend weiterverarbeitet. Die 2zweite Niere wurde zur Proteingewinnung fir den

Western Blot zunéchst bei -80 °C eingefroren.

2.2.7 Herstellung der Lysate

Fur die Herstellung der Lysate wurden die eingefrorenen Nieren zundchst aufgetaut. Pro
Versuchstier wurden 1/4 Niere mit 500 pl Lysepuffer in einem 5 ml Rohrchen mit Hilfe eines
Massenhomoegenisators fir 30 Sekunden homogenisiert und auf Eis gestellt. Schlief3lich
wurde das Lysat in ein 1,5-ml-Reaktionsgefal? Uberfihrt und zehn Minuten bei 16500 rpm
zentrifugiert.  AnschlieBend wurde der Uberstand entnommen und bis zur weiteren

Verwendung bei -80 °C eingefroren.
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2.2.8 Proteinbestimmung

Zur Bestimmung des Proteingehalts wurde die Bradford-Methode verwendet. Dazu wurden
die Lysate zundchst 1:10 mit Wasser verdinnt. AnschlieRend wurde mit BSA eine Standard-
reihe mit 0,25; 0,5; 0,75; 1,0; 1,5; und 2 mg/ml hergestellt. Je 10 pl der Proteinldsung und
Standardlosung wurden mit 200 pl Quick Start Reagenz in einer 96-well Platte gemischt. Die
optische Dichte wurde im Photometer (Shimadzu, UV-120-01) bei 595 nm gegen einen
Leerwert gemessen (10 Wl H2O + 200 Wl Quick Start Reagenz). Die Proteinkonzentration
wurde anschlieBend aus der Eichkurve abgelesen, die aus den Messwerten der Standardreihe

erstelit wurde.

2.2.9 Western Blot

Je 10 W Lysat (Proteinkonzentration von 40 pg/10 ) wurden in dem Master-Mix (1 Wl
Reduktionspuffer + 2,5 W Probenpuffer) aufgenommen und fir finf Minuten bei 95 °C
inkubiert. Die Auftrennung erfolgte schlieBlich nach dem Eiskihlen der Proben. Die
Polyacrylamid-Gele wurden in die Elektrophoresekammer eingelegt. Die Handhabung der
Kammer erfolgte wie bei der Urinelektrophorese. Die Taschen wurden mit je 13,5 ul
Lysatgemisch gefillt. In die erste Tasche wurden 10 pl des Molekulargewichtsmarkers
pipettiert. AnschlieRend wurde die Elektrophoresekammer an das Stromgerdt angeschlossen.
Die Auftrennung erfolgte zundchst 30 Minuten bei 80 V, danach 60-75 Minuten bei 100 V.
Fur das Blotten der aufgetrennten Proteine wurde zundchst das Blotting-Sandwich aufgebaut.
Dazu wurden die Schwédmme und das Filterpapier sorgfaltig in Transferpuffer getrankt, die
PVDF-Membran fiur zehn Sekunden in Methanol aktiviert und in Transferpuffer aquilibriert.
AnschlieBend wurde das Sandwich folgendermaRen aufgebaut: Halterung, Schwamm, Filter-
papier, Gel, PVDF-Membran, Filterpapier, Schwamm und Halterung. Das Sandwich wurde in
den Tank-Blot eingebaut, mit Transferpuffer aufgefillt und unter Kihlung fir 60 Minuten bei
100 V auf die PVDF Membran transferiert. Nach dem Transfer wurde die PVDF-Membran
kurz mit TBST-Puffer gewaschen. Das Blocken der unspezifischen Bindungsstellen erfolgte
fur eine Stunde in 5 % Magermilch/TBS-Puffer. AnschlieBend erfolgte die Inkubation mit
dem Primérantikbrper gegen das zu detektierende Protein. Der Antikorper wurde 1:1000 in 5
% Magermilchlosung verdinnt und Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Am ndchsten Tag wurde
die Membran 4 x 15 Minuten in TBST-Puffer gewaschen und der Sekundarantikérper fur eine
Stunde auf die Membran gegeben. Danach wurde die Membran wieder 4 x fur 15 Minuten mit

TBST gewaschen. Zur Detektion der gebundenen Antikdrper wurde die Membran fur eine
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Minute in einem Chemoliumineszenz-Reagenz inkubiert. Die PVDF-Membran wurde in einer
Rontgenkassette zwischen zwei Folien fixiert, in einer Dunkelkammer fir 20-120 Sekunden
gegendber der Membran exponiert und anschlieRend entwickelt. Die Auswertung erfolgte
densitometrisch. Die korrekten Banden konnten anhand des Molekulargewichtsmarkers und
des Molekulargewichts identifiziert werden. Nach der Detektion wurde die Membran mit
dH20 gewaschen. Um die gebundenen Antikérper wieder zu entfernen, wurde die Membran
fur 15 Minuten in einem Stripping-Puffer inkubiert. Nach diesem Schritt konnten geméR der
oben beschriebenen Methode weitere Proteine detektiert werden. Folgende Antikorper
wurden fur den Western Blot in der aufgefiihrten Reihenfolge eingesetzt:

Primarantikorper: TGF-B, cTGF, Aktin

Sekundarantikdrper: TGF-f, cTGF, Aktin

2.2.10 Fixierung und Einbettung der Nieren

Die Nieren wurden zundchst, gleich nach der Entnahme, in einer 4 %-Formalin-Losung fur
24-48 h fixiert. Danach erfolgte in der Pathologie die weitere Verarbeitung. Hierzu wurden
sie als erstes in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwassert. AnschlieRend wurde der
Alkohol durch Xylol aus dem Gewebe entfernt und das Xylol wiederum durch heiles
Paraffinwachs ersetzt. Der ganze Vorgang erfolgte in einem Einbettgerat (ber Nacht.

Am ndchsten Tag wurden die Gewebestiicke in Giel’schdlchen gelegt und mit heilem Paraffin
Uberschichtet um einen Paraffinblock herzustellen. Mit Hilfe eines Mikrotoms wurden

schlieBlich 5 pm dunne Schnitte fir die Immunhistochemie hergestelit.

2.2.11 Immunhistochemie

Die 5 pm dunnen Paraffinschnitte wurden zundchst 30 Minuten bei 80 °C erwédrmt. Danach
wurden die Paraffinschnitte 2 x fir 15 Minuten in Xylol gebadet. Anschlieend erfolgte die
Waésserung mit Hilfe einer absteigenden Alkoholreihe (100 %, 90 %, 80 % und 70 % Ethanol)
fur jeweils funf Minuten. Zum Schluss wurden die Schnitte fur drei Minuten mit \Wasser
Uberschichtet.

Die Paraffinschnitte fir die Laminin-Farbung wurden anschlieRend zehn Minuten bei 37 °C
mit 10 pl Proteinkinase K + 990 gl 50 mM Tris-Puffer (pH 7,5) angedaut. Fir die
Fibronektinfirboung wurden die Schnitte 6 x 5 min in Citratpuffer gekocht. Bei dem
Kochvorgang musste zwischendurch mit Wasser aufgeflillt werden. Nach dem Andauen der

Paraffinschnitte wurden diese 3 x 10 Minuten in TBS gewaschen und bei Raumtemperatur fiir
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60 Minuten in 5 % BSA/TBS-LOsung geblockt. Danach erfolgte die Inkubation mit 100
des Primar- Antikorpers Uber Nacht bei 4 °C (Anti-Laminin 1:25, Anti-Fibronektin 1:100).

Am nachsten Tag wurden die Schnitte wieder 3 x 10 Minuten in TBS gewaschen und erneut
geblockt. Die Blockung erfolgte diesmal mit 5 % Normalserum (Goat) in 0,8 % BSA/ TBS
fur 30 Minuten.

2.2.12 Fibrose — Score

Zur Bestimmung des Fibrose-Scores wurden von den mit Laminin und Fibronektin gefarbten
Parafinschnitten jeweils 6 Bilder angefertigt die das gesamte Prdparat abdeckten. Um den
Grad der Fibrose zu bestimmen, wurden die Bilder von drei Personen ausgewertet. Die Bilder
wurden vorher verblindet. Der Score fur die glomeruldren Veranderungen wurde bei einer
Auflosung von 40 x 10 bestimmt, die der tubulointestinellen bei 10 x 10. Es wurde, je nach
Grad der Fibrose, ein Score zwischen 0 - 3 definiert (0= keine vermehrte Ablagerung von
Fibronektin oder Laminin, 1= leicht erhdhte Ablagerungen, 2= stark erhthte Ablagerung, 3=

sehr stark erhohte Ablagerung von Fibronektin und Laminin).

2.2.13 Harnstoffbestimmung

Die Harnstoffoestimmung erfolgte photometrisch in Routinelabor mit Hilfe des Cobas®8000
der Firma Roche®. Der Test beruht auf dem Prinzip der kinetischen UV-Messung unter
Verwendung des gekoppelten Enzymsystems Urease/ Glutamat-Dehydrogenase (GLDH). Das
Enzym Urease spaltet den Harnstoff zu Ammonium- und Carbonat- lonen. Die Glutamat-
Dehydrogenase wiederum setzt die freigewordenen Ammonium lonen mit 2-Oxoglutarat
unter Oxidation von NADH zu Glutamat um. Die Geschwindigkeit der Abnahme von NADH
ist proportional zur Harnstoffkonzentration (Talke und Schubert 1965).

2.2.14 Statistik

Die statistische Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit dem Programm GraphPad Prism. Die
Diagramme und Tabellen wurden mit den Programmen Open Office und Graph Pad Prism
erstelit. Dargestellt sind die Mittelwerte mit der Standardabweichung SEM. Fir die Analyse
unserer Hypothese, ob die Kombinationstherapie einer Monotherapie Uberlegen ist, wurde der

ungepaarte t-Test (One-tailed Student t-Test) fir die Auswertung der Nierenfunktionsparame-
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ter (Proteinurie und BUN) verwendet. Alle anderen in dieser Arbeit erwéhnten statistischen
Analysen wurden mit der two-way analysis of variance (ANOVA) und Log-Rank (Uberle-
benszeiten) untersucht.

Die statistischen Ergebnisse wurden in dieser Dissertation folgendermaRen ausgewertet:
schwach signifikant 0,01 < p < 0,05; signifikant 0,001 < p < 0,01 und hoch signifikant p <
0,001.

Die statistische Beratung erfolgte in der Abteilung fir Medizinische Statistik der Universitét
Gottingen.
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3 Ergebnisse

3.1 Mausgruppen

Zum Vergleich der verschiedenen Behandlungsmodalititen wurden die COL4A3-

Versuchstiere in verschiedene Gruppen unterteilt.

Gruppe I: Homozygote COL4A3-Mause als Placebokontrolle ohne
Medikamentdse Intervention (N=24)

Gruppe II: Homozygote COL4A3-Méuse, medikamenttse Intervention ab der 4.
Woche mit dem ACE - Hemmer Ramipril im Trinkwasser (N= 34)

Gruppe lI: Homozygote COL4A3-Méuse, medikamentdse Intervention ab der 6.
Woche nach Ausbruch der Nierenerkrankung mit Calcitriol i.p. (N= 12)

Gruppe 1V: Homozygote COL4A3-Méuse, medikamentdse Intervention ab der 4.
Woche mit dem ACE-Hemmer Ramipril im Trinkwasser und ab der 6.
Woche mit Calcitriol wie in Gruppe Il (N=12)

Zur Bestimmung der Uberlebenszeiten und Proteinurie wurden aus jeder Gruppe jeweils acht
Tiere der Uberlebensgruppe zugewiesen. Fir die zur Bestimmung der TGF-B-Expression
sowie fir die immunhistochemische Darstellung von Laminin und Fibronektin und die
Messung des Harnstoffs wurden jeweils 4 Tiere aus jeder Gruppe in die Totungsgruppe
verteilt.

Die medikamentdse Intervention mit Calcitriol in den Gruppen 11l und IV erfolgte ab Beginn
der 6. Lebenswoche bis zur vollendeten 12. Lebenswoche bzw. bis zum Tod durch terminales
Nierenversagen. Den Tieren der Totungsgruppe wurde bis zum Alter von 9 Wochen Calcitriol
in einer Konzentration wvon 0,03 mg/kg/KG gespritzt. Das Ramipril (ACE-Converting
Enzyme Inhibitor) bekamen die Tiere aus den entsprechenden Gruppen ab der 4,5

Lebenswoche im Trinkwasser verabreicht. Die Uringewinnung erfolgte zu vier verschiedenen

Zeitpunkten:

Zeitpunkt 1: 4,5 Lebenswoche

Zeitpunkt 2: 6. Lebenswoche, Beginn der Proteinurie

Zeitpunkt 3: 7,5 Lebenswoche, Vollbild des nephrotischen Syndroms

Zeitpunkte 4: 9,5 Lebenswoche, terminale Niereninsuffizienz
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Die Tiere der Totungsgruppe wurden in der 9,5 Lebenswoche durch Genickbruch getdtet. Ein
Teil der Nieren wurden fir die Immunhistochemie in Formalin fixiert. Der andere Teil wurde
bei -80 °C fur den Western Blot zur Messung der TGF-B-Expression eingefroren sowie Blut
und Urin fir die Harnstoffbestimmung bei -20 °C gelagert.

Tabelle 7: Gruppeneinteilung
In folgender Tabelle sind die Anzahl der Versuchstiere der Totungsgruppe und der Uberlebensgruppe abgebildet.

Placebo Ramipril Calcitriol Calcitriol+Ramipril
Totungsgruppe N=4 N=4 N=4 N=4
Uberlebensgruppe | N=8 N=8 N=8 N=8

3.2 Uberlebenszeiten

In den folgenden Abbildungen ist die Uberlebenszeit der Versuchstiere von Geburt bis zum
Tod durch terminales Nierenversagen in Form einer Kaplan-Meyer-Kurve graphisch
dargestellt. Den Versuchstieren aus den Gruppen Il bzw. IV wurde mit Beginn der sechsten
Lebenswoche bis einschlieBlich zur 12. Lebenswoche bzw. bis zum Tod durch terminales

Nierenversagen das Medikament Calcitriol i.p verabreicht.

3.2.1 Uberleben nach Monotherapie
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Abbildung 3: Kaplan-Meyer-Kunve.

Uberlebenszeiten der Placebogruppe sowie in den Gruppen mit Ramipril- und Calcitriol-Monotherapie (p < 0,001
Ramipril vs. Placebo)

In der Kaplan-Meyer-Kurve (siehe Abbildung 3) ist das durchschnittiche Uberleben der

unbehandelten Alport-Mause im Vergleich zur Ramipri- und Calcitriol-Monotherapie
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graphisch dargestelit. Die Versuchstiere aus der Placebogruppe zeigten im Durchschnitt ein
Uberleben von 66,3 + 6,7 Tagen. Die Monotherapie mit Calcitriol fihrte im Vergleich zur
Placebogruppe zu einer mittleren Uberlebenszeit von 66,6 + 5,3 Tagen.

3.2.2 Kombinationstherapie mit Calcitriol und Ramipril
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Abbildung 4: Kaplan-Meyer-Kunwe.

Uberlebenszeiten der Gruppen: Placebo (Plac), Ramipril (R) Monotherapie und Calcitriol (C) plus Ramipril (R), p <
0,0001 C+R vs. Plac.

In Abbildung 4 sind die Uberlebenszeiten der Behandlungsgruppen I, 11 und IV abgebildet.
Aus der Kaplan-Meyer-Kurve ist zu entnehmen, dass Ramipril behandelte COL4A3-knock-
out-Tiere im Unterschied zu den unbehandelten Alport-Mdusen mit 102 = 19,10 Tagen (p
<0,001 vs. Placebo) ein um 53 % verkingertes Uberleben zeigten. Die Gruppe unter der
Kombinationstherapie mit Calcitriol plus Ramipril wies ein mittleres Uberleben von 113 +
14,34 Tagen (p< 0,0001 vs. Placebo) auf. Dies entspricht im Vergleich zur Placebo-Gruppe
einem Unterschied von 70 %. Bei der Gegentberstellung der Kombinationstherapie mit der
Ramipril Monobehandlung ist eine Differenz von 10 % messbar, dieser Unterschied ist jedoch
statistisch nicht signifikant.
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Abbildung 5: Uberlebenszeiten Boxplot.
Als weitere Darstellung fiir die Verbesserung des Uberlebens wurden in diesem Boxplot die Uberlebenszeiten aller
Behandlungsgruppen abgebildet (Plac= Placebo; R= Ramipril; C= Calcitriol; C+R= Calcitriol + Ramipril).

3.3 Urin - Elektrophorese

Die Proteinurie in  den unterschiedlichen Behandlungsmodalititen wurde im Verlauf
gemessen. Hierzu wurde in den entsprechenden Lebenswochen (4,5/ 6 / 75 / 95
Lebenswochen) Urin gesammelt. Die Auftrennung der Proteine erfolgte mittels einer
Elektrophorese auf einem Polyacrylamidgel. Zur densitometrischen Quantifizierung der
aufgetrennten Banden wurden diese mit Coomassie-Blau angefarbt. Die Proteine wurden in
drei Gruppen unterteil: hochmolekulare Proteine >90 kDa, Albumin 70 kDa und

niedermolekulare Proteinurie <50 kDa.

3.3.1 Proteinurie in Relation zum Wildtyp

In den folgenden Balkendiagrammen ist die Ausscheidung fur hoch- und niedermolekulare
Proteine sowie fur Albumin in den verschiedenen Stadien der Niereninsuffizienz graphisch
dargestelt. Der Proteingehalt der Behandlungsgruppen wurde in Relation zum Wildtyp
gesetzt und die Proteinausscheidung der Behandlungsmodalititen im Vergleich zur

unbehandelten Alport-Gruppe prozentual berechnet.
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300 kDa
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Marker WT Plac 45W 6W 75W 95w 45W 6W 75W 95w 45W 6W 75W 95w

Abbildung 6: Urin-Gelelektrophorese zur Demonstration der Proteinurie der
Behandlungsgruppe Calcitriol plus Ramipril in unterschiedlichen Lebenswochen. Wildtyp
(WT) als Negativkontrolle und Placebo (Plac) als Positivkontrolle.

300kba —
250 kDa —
170 kDa
140 kDa

100 kDa
70 kDa

55kDa
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Marker 45W 6W 75W 95w 45W 6W 75W 95w 45W 6W 75W 95w wT Plac

Abbildung 7: Urin-Gelelektrophorese zur Demonstration der Proteinurie bei Calcitriol -
Monotherapie in unterschiedlichen Lebenswochen (4,5/ 6/ 7,5/ 9,5). Wildtyp (WT) als
Negativkontrolle und Placebo (Plac) als Positivkontrolle.
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Abbildung 8: Hochmolekulare Proteinurie > 90 kDa

Dargestellt ist die hochmolekulare Proteinausscheidung in Relation zum Wildtyp. Die Placebo (Plac) Tiere stehen
im Vergleich zu den Calcitriol (C) bzw. Calcitriol + Ramipril (C+R) behandelten Tieren die sich in verschiedenen
Stadien der Niereninsuffizienz befinden (7,5 Wochen und 9,5 Wochen).
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Abbildung 9: Albuminurie (70 kDa).

Die Albuminausscheidung in den verschiedenen Stadien der Niereninsuffizienz (7,5 Lebenswoche Beginn des
nephrotischen Syndroms; 9,5 Lebenswoche terminales Stadium des terminalen Nierenversagens). WT=Wildtyp,
Plac= Placebo, C= Calcitriol, C+R= Calcitriol + Ramipril.
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niedermolekulare
Proteinurie
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Abbildung 10: Niedermolekulare Proteinurie (< 50 kDa).

Darstellung der niedermolekularen Proteinurie in den unterschiedlichen Behandlungsmodalitdten sowie in
verschiedenen Stadien der Niereninsuffizienz im Vergleich zur unbehandelten Alport-Maus. Plac= Placebo, C=
Calcitriol, C+R= Calcitriol + Ramipril, WT= Wildtyp.

Bei der Untersuchung in der den 7,5 Lebenswoche zeigten sich folgende Ergebnisse: Im
Vergleich zur gesunden Wildtyp-Maus wurde in den Urinproben der unbehandelten Alport-
Mause eine 18-fach hohere Ausscheidung an hochmolekularen Proteinen (vorwiegend
Immunglobuline), eine 14-fach hohere Albuminausscheidung sowie eine 2-fach erhohte
niedermolekularen Proteinurie gemessen.

In den Urinproben der Versuchstiere aus der Gruppe Ill (Calcitriol Monotherapie) wurde im
Vergleich zu den unbehandeltem Tieren ein 20 % niedrigerer Gehalt an hochmolekularen
Proteinen und ein 35 % niedrigerer Albumingehalt ermittelt. Hinsichtlich der niedermolekula-
ren Proteine ergab sich kein Unterschied. Die Urinproben der Alport-Mduse aus der Gruppe
IV préasentierten einen 44 % niedrigeren Albumingehalt. Der Gehalt an hochmolekularen
Proteinen im Urin fiel um 68 %. Hinsichtlich der niedermolekularen Proteinurie war kein
Unterschied messbar. Die Untersuchungen in der 9,5 Lebenswoche ergaben folgendes: In der
Gruppe I wurde im Vergleich zu der Gruppe | ein um 50 % niedrigerer Wert fur alle drei
Proteinfraktionen gemessen. Die Mé&use aus der Gruppe IV présentierten einen Abfall der

hochmolekularen Proteinurie um 68 % und einen 63 % niedrigeren Albumingehalt im Urin,
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Tabelle 8: Prozentuale Verteilung der Proteinurie im Vergleich zur unbehandelten Alport-Maus.
In folgender Tabelle ist der prozentuale Abfall der Proteinurie in den Behandlungsgruppen Calcitriol
bzw. Calcitriol + Ramipril im Vergleich zu den unbehandelten Alport-Mause zu finden.

> 90 kDa 70 kDa <50 kDa
Calcitriol/ 7,5 -20% -35% -0%
Lebenswochen
Calcitriol + -44 % - 65 % - 0%
Ramipril/ 7,5
Calcitriol/ 9,5 -51% -52% -52%
Lebenswochen
Calcitriol + - 68 % - 63 % -0%
Ramipril/ 7,5

3.3.2 Proteinurie im zeitlichen Verlauf

In den folgenden Verlaufsdiagrammen ist die Proteinausscheidung der drei Fraktionen (hoch-

und niedermolekulare Proteine und Albumin) im zeitlichen Verlauf graphisch dargestellt.
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34 TGF-# und cTGF-Expression im Western Blot

Die Nierenfibrose bildet sich durch eine pathologisch erhohte Ablagerung von Proteinen der
extrazelluldaren Matrix im Interstitium. Die Synthese der Matrixproteine wird durch Zytokine
gesteuert. TGF-B und cTGF sind solche Zytokine, die an der Regulation beteiligt sind. Die bei
-80 °C eingefrorenen Nieren der COL 4A3 Versuchstiere wurden zur Quantifizierung der
TGF-B Expression mittels Western-Blot in Lysepuffer homogenisiert.
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Abbildung 12: TGF-B-Expression
Dargestellt ist die TGF-p-Expression wvom Wildtyp (WT), Placebo-Gruppe (Plac), Calcitriol (C)
behandelter Tiere und unter Kombinationsbehandlung Calcitriol + Ramipril (C+R)

relarive cTGF Expression

WT Plac C C+R

Abbildung 13: cTGF-Expression
Dargestellt ist die cTGF-B-Expression vom Wildtyp (WT), Placebo- Gruppe (Plac), Calcitriol (C)
behandelter Tiere und unter Kombinationsbehandlung Calcitriol + Ramipril (C+R)
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. . 25 kDa
WT Plac C+R C+R C+R C C C

Abbildung 14: TGF-B Expression, Western-Blot

28 kDa
26 kDa

WT Plac C+R C+R C+R C C C

Abbildung 15: cTGF-Expression, Western Blot

Unbehandelte Alport-Mduse zeigten im Vergleich zu den Wildtypen >10 Fach erhéhte TGFf-
Expression. Durch die Behandlung der Alport-Mé&use mit Calcitriol und Calcitriol + Ramipril

wurde eine niedrigere TGF-B-Expression gemessen (Wildtyplevel).

3.5 Immunhistochemische Darstellung chronisch glomeruldarer und
interstitieller Nierenfibrose

Der Nachweis fir die vermehrte tubulointerstitielle und periglomeruldre Ablagerung von
Matrixproteinen konnte anhand der immunhistochemischen Methode an den Nierenschnitten
Nachgewiesen werden. Hierzu wurden zuerst 5 um diinne Paraffinschnitte der Nieren
angefertigt und anschlielend, wie im ,Material und Methoden -Teil beschrieben, fir
Laminin  bzw. Fibronektin angefirbt. Die Auswertung fir die tubulointerstitiellen
Ablagerungen erfolgte anhand wvon Bildern, die in 200-facher VergroRerung von den
gefarbten Schnitten angefertigt wurden und die Beurteilung der periglomeruldren Fibrose

anhand von 400-fach vergrof3erten Bildern.

3.5.1 Glomeruldre Ablagerungen von Laminin und Fibronektin

In den folgenden Abbildungen ist das MaR fir die glomerularen Ablagerungen in Form eines

Balkendiagramms graphisch dargestellt.
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Abbildung 16: Laminin-Score, 400-fache VergroRerung
**p <0,01; *** p <0,001

Der Score fir die glomeruldren Veradnderungen der Wildtypen betrug 0,16. Unbehandelte
Alport-Mause zeigten in der 400-fachen VergroBerung mit einem Score von 2,1 eine sehr
hohe Ablagerung von Laminin in den Glomeruli (p <0,001 vs. Wildtyp). Die Monotherapie
mit  Calcitriol reduzierte die glomerularen Matrixablagerungen auf 1,36 (p <0,01
unbehandelte Alport-Méause). Die Kombinationstherapie (Calcitriol und Ramipril) verringerte
die Ablagerungen von Laminin um 50 % auf einen Score von 1,09 (p <0,001 vs. unbehandelte
Alport-Mause).
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Abbildung 17: Fibronektin-Score, 400-fache VergrofRerung
* p <0,05; *** p< 0,001

Die Fibronektin-Ablagerungen in den Paraffinschnitten der Wildtyp-Gruppe waren sehr
gering (Glomerulosklerose-Score 0,31). Unbehandelte Alport-M&use zeigten mit einem Score
von 1,94 (p <0,001 vs. Wildtyp) einen hohen Anteil an Fibronektin-Ablagerungen in den

Glomeruli. Die Monotherapie mit Calcitriol reduzierte die Ablagerungen auf einen Score von
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1,7 (ns. versus unbehandelte Alport-Mause). Die Kombinationstherapie mit Calcitriol +
Ramipril ergab fir die Glomerulosklerose einen Score von 1,5 (n.s versus unbehandelte
Alport-Mause).

3.5.2 Tubulointerstitielle Veranderungen

Die tubulointerstitiellen Laminablagerungen bei den Wildtyp-Méusen (Score 0,35) waren
gering. Im Gegensatz dazu zeigten die unbehandelten Alport-Mduse einen Score von 2,03
(p<0,001 vs. Wildtyp). Der Fibrose-Score fir die Behandlungsgruppe mit Calcitriol betrug
1,92. Die Kombinationstherapie mit Calcitriol und Ramipril ergab einen Score von 1,31 (p

<0,05 vs. unbehandelte Alport-Méause). eine um 35 % niedrigere Laminin Ablagerung.
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Abbildung 18: Laminin-Score, 100-fache VergroRerung.

Eine Vermehrung von extrazellularer Matrix im tubulointerstitiellem Raum bestand fiir die unbehandelten Alport-
Mause (Plac) und fur die Calcitriol (C) behandelten Tiere. Die Fibrosemarker in den Behandlungsgruppen Ramipril
(R) und Calcitriol + Ramipril (C+R) waren im Gegensatz zu den unbehandelten Alport-M&usen geringer, * p <0,05;
**p <0,01; *** p< 0,001.

Im unten abgebildeten Balkendiagramm ist der Score fir die Fibronektinablagerungen in den
Nierenschnitten graphisch dargestellt. Aus dem Diagramm ist zu entnehmen, dass die Gruppe
der Wildtyp-Mé&use einen geringen Anteil von Fibronektin-Ablagerungen im interstitiellen
Raum zeigten (Score 0,12). Fur die unbehandelten Alport-M&use wurde ein Score von 2,19
(p<0,001 vs. Wildtyp) ermittelt. Die Behandlung mit Calcitriol erzielte im Vergleich zu den
unbehandelten  Alport-Mé&usen, einen Score von 2,08. Die Kombinationstherapie —mit
Calcitriol + Ramipril ergab einen Score von 1,22 (p<0,001 vs. unbehandelte Alport-Ma&use).
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Abbildung 19: Fibronektin-Score in 100-facher VergréfRerung.

Im Gegensatz zur Placebo-Gruppe (Plac) zeigten die Individuen der Behandlungsgruppen Ramipril (R), Calcitriol +
Ramipril (C+R) eine verminderte Ablagerung an extrazelludren Matrixproteinen *** p< 0,001. Der Score fir die
Calcitriol (C)-Monotherapie war im Unterschied zur Placebo-Gruppe nicht signifikant.

3.6 Harnstoff

Die Harnstoffoestimmung erfolgte aus dem Serum der Versuchstiere aus der Tétungsgruppe.
Die BUN Messung in der Wildtypgruppe (9,5 Lebenswoche) ergab einen Wert von 27 + 2,9
mg/dl (Abbildung 14). Placebo Mause dagegen présentierten einen BUN von 53 + 9,6 mg/dl.
Alport-Méuse die mit Calcitriol behandelt wurden, zeigten gegeniber den unbehandelten
Alport-Mé&usen keinen Unterschied bezuglich der Harnstoffwerte. In der Therapiegruppe
Calcitriol + Ramipril waren dhnliche Werte wie bei der Therapiegruppe Ramipril messbar (65
+5,6).

200+
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o]
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Abbildung 20: BUN (9,5 Lebenswochen)
Wildtyp (WT), Placebo (Plac), Ramipril (R), Calcitriol (C), Calcitriol + Ramipril (C+R)
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Abbildung 21: Wildtyp, Laminin, Abbildung 22: Wildtyp, Fibronektin,
200-fache VergroRerung 200-fache VergroRerung

Abbildung 23: Placebo, Laminin, Abbildung 24: Placebo, Fibronektin,
200-fache VergroRerung 200-fache VergroRerung

Abbildung 25: Calcitriol, Laminin,
200-fache VergroRerung 200-fache VergroRerung

Abbildung 26: Calcitriol, Fibronektin,
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Abbildung 27: Calcitriol und Ramipril, Laminin, 200-
fache VergroRerung

Abbildung 28: Calcitriol und Ramipril, Fibronektin,
200-fache VergroRerung
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4 Diskussion

4.1 Auswirkungen der Kombinationstherapie mit Ramipril und Calcitriol

Epidemiologische Studien trugen dazu bei, ein Bewusstsein fir das Problem der nicht
diagnostizierten chronischen Nierenerkrankung (CKD) zu wecken. Sie deuten darauf hin, dass
eine frihe Behandlung der chronischen Nierenerkrankungen die Anzahl der dialysepflichtigen
Patienten deutlich reduzieren konnte. Voraussetzung hierfir wdre die frihzeitige Erkennung
der chronischen  Niereninsuffizienz.  Mit  Hilfe von prospektiven  Studien  konnten
Risikofaktoren fir die CKD in der Allgemeinbevilkerung sowie Progressionsfaktoren bei
Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz identifiziert werden.

Zu diesen Progressionsfaktoren gehdren die intraglomeruldre Hypertonie, die glomeruldre
Hypertrophie und die Proteinurie. Diese drei Faktoren sind fur die Hyperfiltration und die
Glomerulosklerose  verantwortlich (Taal und Brenner 2006). Wird die Anzahl der
funktionsfahigen Nephrone durch die Grunderkrankung reduziert, erhohen die verbleibenden
kompensatorisch ihre Filterleistung, was wiederum zur Erh6hung des intraglomeruldren
Drucks fuhrt. Kurzfristig kann dadurch die Filterleistung erhalten werden, auf lange Sicht
jedoch ist eine Sklerosierung nicht abwendbar. Die Progression ist neben der individuellen
Variabilitdt von zusétzlichen Faktoren wie z.B. arterielle Hypertonie, Hyperglykdmie,
Hyperlipiddmie, Andmie und der Einnahme nephrotoxischer Substanzen anhdngig (Keller und
Geberth 2010). Die aktuellen Therapieoptionen beschranken sich auf die Symptomkontrolle.
Leider kann bislang selbst bei optimaler Einstellung (beispielsweise Blutzucker und
Blutdruck) bestenfalls eine Reduktion bzw. die Verlangsamung der Progressionsrate erreicht
werden.

Die nephroprotektive Wirkung vom ACE-Hemmern und AT1-Anatagonisten wurde in
zahlreichen Kklinischen Studien und tierexperimentellen Versuchen nachgewiesen. Die ersten
Ergebnisse hierzu lieferte eine Placebo-kontrollierte  Studie mit Captopril bei Typl-
Diabetikern. Im Vergleich zur Placebo-Gruppe wiesen die Captopril-behandelten Patienten
ein um 50 % verringertes Mortalitatsrisiko auf (Lewis et al. 1993). In einer anderen Studie,
diesmal mit dem AT1-Antagonisten Irbesartan, wurde (im Vergleich zum Calcium-
Antagonisten Amlodipin) eine Risikoreduktion von 23 % beziglich der Progredienz des
Nierenversagens (Lewis et al. 2001) ermittelt. Ansonsten existieren nur wenige Studien, die
beim Menschen die Wirkung von ACE-Inhibitoren und AT1-Antagonisten vergleichen. Zu
diesen gehort die Studie der Arbeitsgruppe Remuzzi und Kollegen. Sie stellten ein dhnliches
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Potenzial beider Medikamente in  Bezug auf Proteinurie, Mikroalbuminurie  und
Albuminausscheidung fest (Remuzzi et al. 1999). Ein Vorteil der Gruppe der ACE-
Inhibitoren ist ihre Eigenschaft, die MMP-Aktivitit (Matrixmetalloproteasen) bei Patienten
mit Glomerulonephritis zu reduzieren (Lods et al. 2003). Selbst Patienten mit einer
fortgeschrittenen  schweren Niereninsuffizienz  profitieren von der progressionshemmenden
Wirkung der ACE-Hemmer (Hou et al. 2006).

Mit der COL4A3 -/- Maus konnte nicht nur ein Tiermodel fir das humane Alport-Syndrom
etabliert werden, sondern auch ein Modell fir die chronisch glomeruldre und interstitielle
Fibrose. Die Tiere entwickeln das Volbild des Alport Syndroms und versterben letztendlich
an Nierenversagen. Es handelt sich um ein nicht entzindliches Tiermodell, das nicht an
arterieller Hypertonie oder Diabetes mellitus erkrankt (Cosgrove et al. 1996). Somit besteht
durch die genetischen Eigenschaften der COL4A3 -/- Maus kein kardiovaskuldres Risiko als
Storfaktor. Die nierenschitzende Wirkung durch ACE-Inhibitoren und Vitamin D kann in
diesem Fall nicht auf die Verringerung des kardiovaskuldren Risikos zurtickgefuhrt werden.
Der anti-fibrotische und nephroprotektive Effekt von Ramipril wurde durch die Arbeitsgruppe
Gross und Kollegen bereits eindeutiy nachgewiesen. Eine préemptive Gabe des ACE-
Hemmers Ramipril verzogerte das Auftreten von Proteinurie sowie deren Schweregrad.
AuRerdem verlingerte sich das Uberleben der behandelten Tiere um tber 100%. Parallel zu
diesen positiven Veranderungen kam es zu einer signifikanten Abnahme der glomeruldren
und tubulointerstitiellen Fibrose Uber eine Herunterregulierung der TGF-B-Expression (Gross
et al. 2003a, Gross et al. 2012). Tierexperimentell zeigte sich hierbei der ACE-Hemmer der
Gruppe der AT1-Antagonisten Uberlegen (Gross et al. 2004).

In der vorliegenden Arbeit wurden die Versuchstiere mit Calcitriol allein oder in Kombination
mit dem ACE-Hemmer (ber einen definierten Zeitraum behandelt, um synergistische Effekte
von Calcitriol mit dem ACE-Hemmer auf die Uberlebenszeit, Proteinurie und die Progression
der Nierenfibrose zu erzielen. Da sich der Fokus dieser Arbeit primdr auf die additiven
Effekte von Calcitriol konzentrierte, begannen wir statt mit einer sehr frihen ACE-Hemmer
Therapie ab der dritten Lebenswoche mit einer ab der vierten Lebenswoche. Den Tieren
wurde also erst ab der vierten Lebenswoche der ACE-Hemmer Ramipril ins Trinkwasser
beigemischt. Setzt man dies zum menschlichen Alter bei Alport-Patienten gleich entspricht
dies einer frihen ACE-Behandlung bei Kindern ab dem Grundschulalter. In der 6.
Lebenswoche der Mause starteten wir dann mit der i.p. Calcitriolgabe. Dies kommt beim
humanen  Alport-Syndrom dem klinischnen Bild einer fortscheitenden Proteinurie  mit

zunehmender Nierenfibrose sehr nah. Unser Ergebnis beziglich der Wirkung der alleinigen
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Therapie mit Ramipril unterschied sich, wie zu erwarten, nicht wesentlich von den
Ergebnissen vorheriger Studien. Eine signifikant verlangerte Lebensdauer konnte unter der
Calcitriol-Monotherapie nicht erreicht werden. Ein additiver Effekt bei der gleichzeitigen
Gabe von Calcitriol und Ramipril verlangerte die Uberlebensrate um 10 %. Diese Werte
verfehiten jedoch knapp die Signifikanzgrenze. Anders verhielt es sich mit der Gabe vom
Vitamin D-Analogon Paricalcitol. Hier war ein signifikant verlangertes Uberleben der
Versuchstiere im Vergleich zur ACE-Monotherapie mit einer hoheren Uberlebensrate von 18
% (p<0,01) messbar (Rubel et al. 2013). Die zugrundeliegende Hypothese dieser Arbeit war,
dass die Kombination von Calcitriol und Ramipril das Fortschreiten der Niereninsuffizienz
Uber synergistische Effekte, nadmlich durch die Herunterregulierung des RAAS, hinauszdgern
wirde. Entgegen unserer Hypothese konnte kein signifikanter Calcitriol-Effekt beziiglich der
Lebenserwartung  erzielt  werden. Interessanterweise erzielte die parallel laufende
Monotherapie  mit  Paricalcitol ~ einen  signifikanten ~ Unterschied  bezlglich  der
Uberlebenszeiten. Auch wenn Calcitriol beziiglich der Uberlebenszeiten nur knapp die
Signifikanzgrenze unterschritten hatte, ist eine positive Tendenz auf die Nephroprotektion
nicht abzustreiten. Bei unserem Maus-Modell lag die Zeitspanne zwischen Beginn der
Proteinurie bis zum Erreichen der terminalen Niereninsuffizienz bei 3,5 Wochen (6. - 9,5.
Lebenswoche). Durch die nephroprotektiven Eigenschaften des ACE-Hemmers wird zwar das
Therapiefenster fur Calcitriol vergroRert, dies reicht aber mdglicherweise nicht aus. Unter
Umstanden konnte ein friherer Therapiebeginn mit Calcitriol ein signifikantes Ergebnis
erzielen, so z.B. in einem weniger rapide verlaufendem Tiermodell.

Die Bestimmung des Serumharnstoffs als Parameter fur die Nierenfunktion bestétigte die
Ergebnisse hinsichtlich der Lebenserwartung. Die héchste BUN Konzentration wurde in den
Gruppen fir Placebo, Calcitriol- und Paricalcitol gemessen. In allen Ramipril-Gruppen war

eine deutlich niedrigere Harnstoff-BUN Konzentration messbar.

4.2 Aktives Vitamin und seine Analoga senken die Mortalitatsrate bei
Patienten mit chronischer Nierenerkrankung

Der fortschreitende Verlust der Nierenfunktion fihrt zu einer verminderten Synthese wvon
Calcitriol. Zudem mangelt es Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz hdufig an Vitamin
D (LaClair et al. 2005). Unter physiologischen Bedingungen erfolgt die Synthese wvon
Calcitriol  i.d.R.  bedarfsgerecht und unterliegt einem Regelkreis. Die Calcitriol-

Serumkonzentration liegt etwa 100-fach niedriger als die Calcidiol-Konzentration. Calcitriol
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und seine Analoga sind nun seit fast 30 Jahren die Therapie der Wahl bei der Behandlung des
sekundéren HPT (Dusso und Tokumoto 2011).

Die Folgen eines Vitamin-D-Mangels sind vielfaltig und reichen von bekannten Effekten wie
beispielsweise einer Erhdhung des Parathormons bis hin zu einer gesteigerten Mortalitatsrate.
Der Vitamin-D-Mangel hat nicht nur bei Patienten mit chronischen Nierenerkrankungen einen
negativen Effekt auf die Mortalitatsrate. Ein niedriger 25(OH)D Spiegel (<17,8 ng/ml) fihrt
auch bei Patienten mit einer normalen Nierenfunktion zu einer Mortalitatssteigerung von bis
zu 26 % (Melamed et al. 2008). Studien belegen, dass die Art des zugefihrten Préparates sich
auf die Mortalitatsrate auswirken kann. Teng et. al. beobachteten in einer ersten Studie 68 000
Héamodialysepatienten Uber einen Zeitraum wvon drei Jahren. Patienten die Paricalcitol
erhielten hatten im Gegensatz zu mit Calcitriol behandelten Probanden eine um 16 % verbes-
serte Mortalitdtsrate (Teng et al. 2003). In einer zweiten retroperspektiven Studie wurden
Hamodialysepatienten, die eine Vitamin-D-Therapie in Form von Calcitriol oder Paricalcitol
erhielten, sowie Patienten ohne Vitamin-D-Substitution beobachtet. Patienten mit Vitamin-D-
Substitution (ob nun Paricalcitol oder Calcitriol) zeigten im Gegensatz zu der unbehandelten
Gruppe eine um 20-25 % verbesserte Mortalitdtsrate. Auch hohe Serum Calcium-, Phosphat-
und PTH-Spiegel wurden mit einer erhdhten Mortalititsrate assoziiert (Teng et al. 2005).
Retrospektive Studien an nicht dialysepflichtigen Patienten berichten Uber eine statistisch
signifikante Senkung des Mortalitatsrisikos bei mit Calcitriol behandelten im Vergleich zu
unbehandelten Patienten (Kowvesdy et al. 2008, Shoben et al. 2008). In einer
Querschnittsstudie an 825 inzidenten Hamodialysepatienten war die Therapie mit Calcitriol
oder  aktiven  Vitamin-D-Analoga  unabhdngiy der 25(OH)D  oder  Calcitriol-
Serumkonzentration mit einer besseren Prognose assoziiert. Ohne eine Vitamin D-
Substitution war die Uberlebenschance umso héher, je hoher die 25(0OH)D- oder Calcitriol
Serum-Konzentration war (Wolf et al. 2007). Durch normwertige Calcitriolspiegel wird die
Anzahl der Vitamin-D-Rezeptoren im Zielgewebe aufrechterhalten, denn die Bindung von
Calcitriol an seinen Rezeptor schitzt diesen vor einem proteosomalem Abbau. 25 (OH)D-
Spiegel im Referenzbereich sorgen bei noch erhaltener Hydroxilierungseigenschaft der Niere

fur entsprechende Calcitriolkonzentrationen im Serum (Wiese et al. 1992).

4.3 Senkung der Proteinurie unter Vitamin D

Eine persistierende Proteinurie ist ein Parameter fur den Schweregrad einer Nierenerkrankung

und gehdrt zu den wichtigsten progressionsfordernden Risikofaktoren der chronischen
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Nierenerkrankungen. Zudem ist die Proteinurie mit einer erhOhten Mortalitdt verbunden
(Hallan et al. 2012). Durch eine erhthte Aktivitit des RAAS wird die Eiweillausscheidung
verstarkt. Die glomeruldre Hypertonie fuhrt zur Erhohung der glomeruldaren Permeabilitdt und
somit zur vermehrten Proteinausscheidung (Remuzzi und Bertani 1998). Ein weiterer
Mechanismus der zur einer pathologischen Proteinausscheidung fiihrt ist eine verminderte
Nephrin-Expression. Denn Nephrin ist fir die Aufrechterhaltung der Integritit der
Schilitzmembran verantwortlich und limitiert den Eiweilverlust Uber die Glomeruli (Brewster
und Perazella 2004).

Proteine im Urin sind nephrotoxisch. Die erhdhte tubulare Absorption induziert eine
tubulointerstitielle  Entziindung Uber eine Stimulation pro-inflammatorischer Zytokine und
eine vermehrte EZM Produktion, was schlieBlich zur tubuldren Atrophie, zur interstitiellen
Fibrose und somit dem Verlust der Nierenfunktion fihrt (Remuzzi et al. 2006). Demnach
wirkt eine Reduktion der Eiweilausscheidung nephroprotektiv.

Trotz ausdosierter Blockade des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems und optimaler
Blutzuckereinstellung  leiden  viele CKD-Patienten  weiterhin -~ unter  der  Proteinurie
(vorwiegend Albuminurie). Ein Grund hierfur kann unter anderem das lokale RAAS der
Niere sein, welches unabhéngig vom klassischen endokrinen RAAS funktioniert. Denn
interessanterweise ist die systemische Blockade der ANG-II-Produktion durch ACE-Hemmer
nicht in der Lage, die lokale ANG-II-Produktion signifikant zu senken (Nishiyama et al.
2002). Alle Komponenten des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems sind auch in den
proximalen Tubuluszellen der Niere anzutreffen (Ruster und Wolf 2006). Eine weitere
Maoglichkeit fur die Aufnahme von ANG Il (nach Bindung an den ATL1-Rezeptor) in die
Tubuluszellen  erfolgt  wahrscheinlich ~ Uber ~ Oberflachenrezeptoren  oder  durch
rezeptorvermittelte Endozytose (Gonzalez-Villalobos et al. 2005, Navar und Nishiyama
2004).

Proteinurie und Hyperglykdmie fuhren zu einer verstarkten Synthese von ANG Il in den
Tubuluszellen (Wolf et al. 2003). Neben der Induktion der glomeruldaren Hyperfiltration fuhrt
ANG Il zur Aktivierung von Fibroblasten, die wiederum Uber eine gesteigerte Bildung von
EZM den Fibrosierungsprozess fordern. Zu den pleiotropen Effekten des ANG Il gehdren
auch die Aktivierung entziindungs- und fibrosefordernder Faktoren wie z.B. TGF-B1 (Ruster
und Wolf 2006) sowie die Supprimierung der Nephrin-Expression in den Podozyten
(Macconi et al. 2006).

Zahlreiche Studien belegen die blutdrucksenkende Wirkung von Calcitriol. In mehreren

Féllen wurde z.B. Uber eine verminderte Plasma-Renin und ANG Il Aktivitdt berichtet. Der
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genaue Mechanismus ist noch nicht bekannt (Li 2003).

Angesichts der wichtigen Rolle des RAAS bei der Regulation des Blutdrucks, insbesondere
der gegenseitigen Beziehung zwischen dem Vitamin-D-Spiegel und der Plasma-Renin-
Aktivitdt, ging die Arbeitsgruppe von Li und Kollegen von einer reziproken Beziehung
zwischen Vitamin D und der Renin-Expression aus. Mit Hilfe von VDR -/- Mausen konnte
die suppressive Wirkung des aktiven Vitamin D3 (Calcitriol) in Bezug auf die Renin-
Expression im RAAS nachgewiesen werden (Li 2003).

Die nephroprotektive Wirkung von Calcitriol, tber die Vitamin-D-Rezeptor Aktivierung, die
letztendlich zur Herunterregulation des RAAS fihrt, wurde auch schon von Zhang et. al
beschrieben.

Ein positiver Effekt von Calcitriol auf die Albuminurie wurde 2004 in subtotal
nephrektomierten Ratten gezeigt (Zhang et al. 2008). Eine weitere Studie zeigte bei IgA-
Nephritis-Patienten einen signifikanten Rickgang der Proteinurie (Liu et al. 2012) sowie
einen gleichzeitigen Abfall der TGF-B Konzentration im Serum (Szeto et al. 2008). Bei
Patienten mit diabetischer Nephropathie brachte die orale Calcitrioltherapie einen Abfall der
Proteinurie um 18,7 % (Krairittichai et al. 2012). Niedrige Calcitriolkonzentrationen
stimulieren die Renintranskription, begleitet von einem lokalen Anstieg von ANG II (Wolf et
al. 2003). In dieser Arbeit konnte mit der ip Calcitriolgabe in der 7,5. Lebenswoche eine
Reduktion der hochmolekularen Proteinurie um 20% und ein Albuminabfall um 35 % im
Vergleich zu unbehandelten COL 4A3 -/- Méusen erzielt werden. Durch die Kombination mit
dem ACE-Hemmer Ramipril erzielten wir einen weiteren RUckgang der Proteinurie auf der
Ebene der hochmolekularen Proteine um 68 % und der Albuminurie um 44 %. Der schon
zuvor in Kklinischen Studien erzielte gunstige Effekt auf die EiweiBausscheidung wurde hier
bestatigt.

44 Renale Fibrose und TGF-g

Hohe Angiotensin 1l-Spiegel fordern die Produktion von pro-inflammatorischen sowie pro
fibrotischen  Faktoren. Die im Rahmen der Entziindungsreaktion eingewanderten
mononukledren Zellen sezernieren eine Reihe von Zytokinen wie z.B. den TGF-B und cTGF
und den ,fibroblast growth factor 2" (FGF-2) (Boor und Floege 2011). Durch die Stimulation
von Angiotensin 1l kommt es zur Proliferation von renalen Fibroblasten in der Zellkultur

sowie zu einer erhdhten TGF-B mRNA-Expression, cTGF, Fibronektin und Kollagen Typ |
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(Ruster und Wolf 2006). Eine interessante Beobachtung ist, dass Renin in der Lage ist, Uber
spezifische Rezeptoren TGF- 1 in mesangialen Zellen zu aktivieren (Ruster und Wolf 2006).
ACE-Hemmer und AT1-Antagonisten erh6hen bekanntlich den Renin-Spiegel. Vielleicht
beginstigt die Blockade des RAAS auch zum Teil Uber diesen Weg die Entstehung der
Fibrose (Rodriguez-Vita et al. 2005). Die Suppression des RAAS fihrt aber auch zu einer
Herunterregulation von z.B. TGF-B und TNF-Alpha, was sich in einer reduzierten Expression
von Laminin und Fibronektin wiederspiegelt (Ryu und Rando 2001). In einer friheren Studie
konnte bereits gezeigt werden, dass Ramipril die TGF-B-Expression um ca. 85 % reduziert
(Gross et al. 2003a). Calcitriol und die Kombination aus Calcitriol + Ramipril fuhrten zu
einer Reduktion der TGF-f Expression bis auf Wildtyplevel. Hinsichtlich der cTGF-

Expression war in keinen Behandlungsgruppen ein Effekt zu verzeichnen.

Obwohl das Calcitriol in der Lage war, die TGF-B-Expression auf ein normales Niveau zu
senken, spiegelt sich dieses Ergebnis nicht in den histologischen Untersuchungen wieder. Der
Grund hierfir kénnte sein, dass fur die Quantifizierung des TGF-B das Lysat einer ganzen
Niere genutzt wurde, in dem unterschiedliche Mengen an TGF produzierenden Zellen
enthalten waren. Aufgrund der niedrigen Uberlebenszeit in der Calcitriol-Gruppe konnte man
davon ausgehen, dass die Nieren schon soweit geschadigt waren, dass eine Produktion von

TGF-B nicht mehr mdglich war.

Betrachten wir die Ergebnisse der histologischen Untersuchungen wird deutlich, dass durch
die alleinige Behandlung mit Ramipril, die Ablagerung von EZM und die interstitielle Fibrose
deutlich reduziert werden. Diese Effekte sind auf die verminderte TGF-B-Expression
zurlickzuftihren. Die Therapie mit Calcitriol erzielte im Vergleich zur Placebokontrolle auf
glomeruldarer Ebene signifikante Unterschiede in der EZM-Akkumulation und dem Grad der
Fibrose. Auf tubulointerstitieller Ebene blieb ein positiver Effekt jedoch aus. Zwischen der
alleinigen Calcitriol und der Kombinationstherapie war keine Signifikanz messbar. Die
Ergebnisse aus der Kombination mit Ramipril und Calcitriol erzielten nicht noch bessere

Resultate als die Behandlung mit dem ACE-Hemmer allein.
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45 Vitamin D und seine Analoga: Wirkungsweisen, die der Progression
der Niereninsuffizienz entgegenwirken

Die meisten pleiotropen Effekte von Vitamin D und seinen Analoga werden bekanntlich
durch spezifische VDR’s vermittelt. Neueste Studien belegen den positiven Effekt der VDR-
Aktivierung und tierexperimentelle Studien beweisen den nephroprotektiven Effekt durch
Reduktion der Proteinurie sowie Glomerulosklerose (Agarwal et al. 2005, Jorgensen et al.
2012).

2005 wurde in einer Placebo-kontrollierten Studie der Nutzen von Paricalcitol bei sHPT
ermittelt. Die Proteinurie konnte in der Paricalcitol-Gruppe um 51 % wund in der
Placebogruppe um 25 % gesenkt werden (Agarwal et al. 2005). In einer single-center Studie
wurde die orale Paricalcitol Substitution ber sechs Monate mit einer Placebo-Gruppe
verglichen. Der Protein/Kreatinin-Quotient sank bei Paricalcitol behandelten Patienten im
Urin um 17,6 % (Fishbane et al. 2009). In der VITAL-Studie, einer grofReren Placebo
kontrollierten und doppelblinden, randomisierten Studie mit Diabetes mellitus Typ 2
Patienten wurden die Ergebnisse von Fishbane et. al. bestitigt (de Zeeuw et al. 2010). Alle
Studienteilnehmer wurden mit RAAS blockierenden Medikamenten behandelt. Zudem
bekamen die Patienten das Paricalcitol in unterschiedlichen Dosierungen (1 pg und 2 pg) Uber
einen Zeitraum von sechs Monaten. In der Gesamtgruppe der Paricalcitol behandelten
Patienten sank im Vergleich zu der Placebo-Grupp der Albumin/Kreatinin Quotient um 16 %
ab. Die hohere Dosis von 2 g erzielte sogar einen Abfall des gesamten Quotienten um 20 %.
Fazit der Autoren war, dass ein Kleiner Anteil der Reduktion des Albumin/Kreatinin
Quotienten auf die direkte Senkung des Blutdruckes und der Uberwiegende Teil auf die Gabe
von Paricalcitol zuriickzufuhren ist.

Auch fir Calcitriol wurden positive Auswirkungen in Bezug auf die Proteinausscheidung
berichtet (siehe 3.2).

Die genauen Mechanismen der nephroprotektiven Wirkung von Vitamin D konnten jedoch
noch nicht verstanden werden. Es wird davon ausgegangen, dass multiple Vorgange daran
beteiligt  sind. Dazu gehéren die bereits erwédhnte Suppression des RAAS,
immunmodulatorische  Eigenschaften (Zhang et al. 2012), anti-proliferative und anti-
fibrotische Effekte (Zhang et al. 2010) und eine Reduktion der Podozytenschédigung
(Kuhlmann et al. 2004).

Calcitriol und Paricalcitol besitzen unterschiedliche Potentiale in Bezug auf die Inhibition der
Renin mRNA-Expression (Fryer et al. 2007). In der LURIC-Studie (Ludwigshafen Risk and
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Cardiovascular Health Study) wurde erstmals in einer klinischen Studie gezeigt, dass die
Konzentrationen an 25-Hydroxyvitamin D und 1,25-Dihydroxyvitamin D invers mit der
Renin-Konzentration assoziiert sind. Die Arbeitsgruppe von Li et al. publizierte in ihrer
Arbeit, dass die Plasma-ANG-2 Produktion in VDR -7- Mdusen erhoht ist und die Gabe von
Calcitriol in der Lage ist, Renin zu supprimieren (Li et al. 2002). Dieser Effekt scheint
unabhdngiy von Calcium und PTH zu funktionieren (Kong et al. 2008). Auf
molekularbiologischer Ebene bindet Calcitriol an seinen Rezeptor. Dadurch wird die Bindung
des CREB-CBP-Komplexes (cyclic adenosine monophosphate-response element-binding
protein) in der Promotorregion des Renin Gens blockiert und infolgedessen die Renin-
Expression reduziert (Yuan et al. 2007).

Renin supprimierende Eigenschaften wurden auch fur Paricalcitol nachgewiesen. Freundlich
et. al studierten an teils nephrektomierten Ratten die Auswirkungen einer Therapie mit
Paricalcitol. Sie fanden heraus, dass bei mit Paricalcitol behandelten Ratten die mMRNA-
Konzentration von Komponenten des RAAS im Vergleich zu unbehandelten Ratten niedriger
war. Glomeruldre und tubuldre Verdnderungen, Bluthochdruck und Proteinurie waren
ebenfalls vermindert (Freundlich et al. 2008).

Das histologische Korrelat zur Niereninsuffizienz ist die interstitielle Fibrose mit tubuldrer
Atrophie. Das Verstandnis fir die Entwicklung einer Nierenfiorose hat wichtige
therapeutische Konsequenzen. Viele tierexperimentelle wie auch Kklinische Studien belegen
den positiven Effekt einer Vitamin-D-Substitution im Sinne einer verminderten Fibrose und
verbesserten Nierenfunktion. Dabei ist die Rolle des Vitamin D in der Entstehung von der
Nierenfibrose relativ ungeklart. Fur die Forschung an der tubulointerstitiellen Fibrose ist das
UUO-Mausmodell (unilateral ureteral obstruction) am besten geeignet. Tan et. al zeigten in
diesem Tiermodell, dass durch die Substitution von Paricalcitol eine ausgeprégte
Abschwdachung der tubulointerstitiellen Fibrose erreicht werden konnte (Tan et al. 2006).
Paricalcitol supprimierte die Induktion der EZM-Proteine wie Fibronektin, Kollagen Typ |
und Il sowie TGF-B. Li et. al untersuchten direkte Wirkungen von Vitamin-D auf
Myofibroblasten. Aktivierte Fibroblasten (Myofibroblasten) sind gekennzeichnet durch alpha-
SMA (alpha-smooth muscle actin). Es stellte sich heraus, dass Calcitriol in der Lage war, die
Aktivierung der Fibroblasten Uber die Supprimierung der TGF-p vermittelten alpha-SMA-
Expression zu unterdriicken. Frihere Studien aus den Jahren 1998 (Schwarz et al. 1998) und
2001 (Makibayashi et al. 2001) zeigten die positive Wirkung von Calcitriol auf die
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Glomerulosklerose,  Albuminurie  und  die  verminderte  Podozytenschddigung  in

nephrektomierten Ratten.

4.6 NF-kB unddieNierenfibrose

Eine wichtige Rolle bei der Entstehung von Nierenerkrankungen spielt die Aktivierung des
NF-xB-Signalwegs (Guijarro und Egido 2001). Uber diesen Signalweg wird die Produktion
von profibrotischen und proinflammatorischen Faktoren (z.B. TNF-alpha, MCP-1) reguliert.
So fordert MCP-1 beispielsweise die Infiltration der Nieren durch Makrophagen. Diese
wiederum sezernieren Faktoren, welche die Progression der Nierenerkrankungen fordern.
Erhdhte Blutglukosespiegel und Lipopolysaccharide sind bekanntlich NF-«B-Aktivatoren im
Nierenparenchym. Interessant ist, dass Ang Il NF-xB aktiviert, wahrend NF-xB bei hohen
Blutglukosespiegeln die Angiotensinogen-Expression stimuliert (Deb et al. 2009). Vitamin D
und seine Analoga sind auf molekularer Ebene nicht nur in der Lage die Renintranskription
sondern auch den NF-kB-Signalweg zu hemmen (Sun et al. 2006, Yuan et al. 2007). Bei
UUO-Méusen gelang es zB. durch die Behandlung mit Paricalcitol die renale
Entziindungsreaktion durch die Blockade des NF-«xB-Signalweg zu senken (Tan et al. 2008).
Fur eine Vielzahl von Nierenerkrankungen konnte eine umgekehrt proportionale Beziehung
zwischen dem Plasma Vitamin-D-Spiegel und der renalen Entzindungsreaktion festgestelit
werden (Zehnder et al. 2008). Calcitriol hemmt wiederum die Expression von MCP-1 und
Angiotensinogen, die tber erhohte Blutglukosespiegel induziert werden (Deb et al. 2009).

4.7 Bedeutung furdie kiinftige Forschung

Weltweit steigt die Anzahl an chronisch Nierenkranken Patienten. Global wird die Anzahl an
von CKD betroffenen Menschen auf 50 Millionen eingeschatzt (Li 2010).

Die zwei wichtigsten Ursachen fir die Entstehung einer CKD sind die arterielle Hypertonie
und der Diabetes mellitus. Der Lebensstil in den Industrielandern, gekennzeichnet durch
Uberernahrung und Bewegungsmangel, ist die fordernde Hauptursache dieser Erkrankungen
(Bakris und Ritz 2009). Tubulointerstitielle und glomerulare Schaden durch Infektionen,
Toxine und Medikamentenmissbrauch konnen als weitere Ursachen aufgefihrt werden
(Levey und Coresh 2012). Zudem ist das kardiovaskuldre Risiko chronisch Nierenkranker
zusétzlich erhoht und konnte durch zahlreiche Studien belegt werden (Eckardt et al. 2012,
Khosla und Bakris 2006).
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Die derzeitigen Behandlungsmdglichkeiten erschopfen sich in einer Symptomkontrolle umso
das Fortschreiten einer Niereninsuffizienz hinauszuzégern. Fur terminal niereninsuffiziente
Patienten besteht aktuell keine andere therapeutische Option als die Nierenersatztherapie. Die
Etablierung innovativer Behandlungsstrategien ist daher wvon grofer Bedeutung. Eine
mogliche Ansatzstelle ist die Blockade des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems zur
Vermeidung der Progression von Nierenschaden. Die Aufrechterhaltung der Vitamin D
Homdostase ist ein weiterer wichtiger Aspekt, denn es besteht eine reziproke Beziehung
zwischen dem Vitamin-D-Blutplasmaspiegel und der Aktivitit des RAAS. Eine weitere
Ansatzstelle fir weitere Studien stellt der NF-xB-Signalweg dar, der wie in der in dieser
Arbeit erwahnt, auf molekularer Ebene in der Lage ist, Komponenten des RAAS zu

inhibieren.

In einem weniger rapide verlaufenden Tiermodell kdnnte mdglicherweise eine durch friiheren

Therapiebeginn eine bessere Wirkung von Calcitriol erzielt werden.
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5 Zusammenfassung

Die erbliche Typ IV-Kollagen-Erkrankung Alport-Syndrom filhrt zur chronisch progressiven
Niereninsuffizienz. Das Syndrom wird durch Mutationen im Typ-1V-Kollagen verursacht.
Diese Mutationen filhren dazu, dass die glomeruldre Basalmembran letztendlich nicht mehr
aus stabileren a3/04/a5-Ketten, sondern nur aus den al- und o2-Ketten vom Typ 1V-Kollagen
aufgebaut wird. Durch diese Verénderungen ist die glomerulare Basalmembran instabil und
anfélliger fir Endoproteolyse. Im Verlauf der Erkrankung kommt es zur einer Verdickung
und Spaltung der glomeruldren Basalmembran, welche zur H&maturie und Proteinurie fuhrt.

Daraus resultiert eine renale Fibrose mit Verlust der Nierenfunktion.

Die COL4A3 -/- Alport-Mduse haben den gleichen Gendefekt wie Patienten mit Alport-
Syndrom und ermdglichen die Untersuchung der Nierenfunktion im Tiermodell. In der
vorliegenden Arbeit wurden Wirkungen der aktiven Form des Vitamin D, Calcitriol, des
ACE-Hemmers Ramipril und die Kombinationen beider Stoffe in Alport-Mausen getestet.
Ziel dieser Arbeit war es, im Tierversuch mdgliche synergistische Effekte zwischen aktivem

Vitamin D und dem ACE-Hemmer Ramipril aufzuzeigen.

Andere Arbeitsgruppen lieferten bereits Hinweise darauf, dass Calcitriol und seine Analoga
eine wichtige Rolle in der Beeinflussung der Progressionsfaktoren von Nierenerkrankungen
wie Proteinurie und Fibrose einnehmen. Der genaue Mechanismus und die Frage, wie

Vitamin D diese Prozesse beeinflusst, sind noch nicht volistindig geklart.

In der vorliegenden Arbeit betrachteten wir zunachst die Uberlebensrate der Versuchstiere,
die mit Calcitriol-Monotherapie und CalcitrioHRamipril in Kombination behandelt wurden.
Die Calcitriol-Monotherapie zeigte keinen Einfluss auf die Lebenserwartung der Alport-
Méuse bis zum Tod am Nierenversagen. Die Kombination aus Calcitriol und Ramipril erzielte
im Vergleich zur Ramipril-Monotherapie ein um 10 % verlangertes Uberleben, jedoch war

dieser Unterschied nicht signifikant.

Histologisch wurden die Nieren der Versuchstiere auf tubulointerstitielle und glomeruldre
Veranderungen in Bezug auf extrazellulire Matrix-Akkumulation und Fibrose (Laminin und
Fibronektin) untersucht. Calcitriol zeigte hierbei im Vergleich zur Placebo-Kontrolle eine
signifikant geringere Akkumulation der glomeruldaren Matrix (p<0,01) ohne signifikante

Unterschiede in den tubulointerstitiellen Veranderungen.
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Die Kombinationstherapie mit Calcitriol und Ramipril zeigte einen signifikanten Effekt auf
die tubulointerstitielle  Matrix-Akkumulation  (p<0,05). Zwar konnte die Calcitriol-
Behandlung die glomeruldre Fibrosierung reduzieren, allerdings ohne eine statistische
Relevanz im Vergleich zu der Placebo-Kontrolle. Auf die tubulointerstitielle Fibrosierung

hatte Calcitriol keinen positiven Effekt.

TGF-B und CTGF als Marker fiir profibrotische und proinflammatorische Aktivitat wurden
mittels der Western Blot-Technik bestimmt. In Bezug auf die TGFpB-Expression in den
Behandlungsgruppen zeigte sich im Vergleich zur Placebo-Kontrolle ein Abfall auf Wildtyp-
Level. Die CTGF-Expression zeigte keinen relevanten Unterschied zu den Kontrollen.

Die Calcitriol-Monotherapie konnte die Proteinurie der Alport-Mé&use leicht reduzieren
(<35 % Albuminurie, <20 % hochmolekulare Proteinurie). Die Kombination mit dem ACE-
Hemmer erzielte deutlich bessere Werte. Die Albuminurie konnte um 44 % und die

hochmolekulare Eiweilausscheidung sogar um 68 % gesenkt werden.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass die Calcitriolsubstitution als aktives Vitamin-D sich bei
chronisch nierenkranken Mausen mit Alport-Syndrom durchaus positiv auf die chronische
progrediente  Niereninsuffizienz auswirken kann. Dies koénnte in  Zukunft auch beim

Menschen in Therapieregistern bei Patienten mit Alport-Syndrom genauer untersucht werden.
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