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Abstrakt

Persistierende Entzindungsreaktionen sowie die Akkumulation von fibrotischem
Narbengewebe gelten als typische histopathologische Merkmale bei chronischen
Nierenerkrankungen. Das antifibrotische, antiinflammatorische und Resolution-
fordernde Protein Annexin Al wird in der Niere kraftig exprimiert. Die Funktion und
Regulation von Annexin A1 wahrend der Entwicklung chronischer Nierenerkrankungen
wurden jedoch bisher nicht systematisch untersucht.

Ziel dieser Arbeit war daher die Untersuchung der renalen Annexin Al-Expression in
der gesunden Niere sowie bei akuten und chronischen Nierenerkrankungen. Hierzu
wurden die akute anti-Thy-1 Nephritis als inflammatorisches und transgene Ratten mit
einer Uberexpression von humanem Renin und humanem Angiotensinogen (dTGR) als

chronisch fibrotisches Tiermodell gewahilt.

Die morphologische Analyse der renalen Parenchymschadigung erfolgte anhand von
PAS-gefarbten Gewebeschnitten. Annexin Al-exprimierende Zellen im renalen
Interstitium wurden durch immunhistochemische Doppelmarkierungen fir Annexin Al
und etablierten Markern fur die interstitiellen Zellen identifiziert. In den Tieren mit der
anti-Thy-1 Nephritis erfolgte zudem die Bestimmung der Annexin A1-mRNA mittels
guantitativer TagMan Real-Time Polymerase Kettenreaktion. In den dTGR erfolgte eine
Lokalisation Kollagen 1-exprimierender Fibroblasten mittels mMRNA in-situ-

Hybridisierungen.

Die Ergebnisse der Arbeit zeigten eine kraftige Annexin Al-Expression im gesunden
renalen Tubulointerstitium. Diese wurde zum gréf3ten Teil von Fibroblasten und
Makrophagen getragen. Endothelzellen der groReren Gefal3e wiesen ebenfalls eine
starke Annexin Al-Expression auf. Im Gegensatz dazu zeigten die Endothelzellen von
Arteriolen, Kapillaren und vendsen Geféal3e kein Annexin Al-Signal.

Im Verlauf der anti-Thy-1 Nephritis fand sich initial eine rapide Mesangiolyse und
tubulointerstitielle Inflammation, gefolgt von reparativen Prozessen und einer
Ruckbildung der Entzindungsreaktion (Resolution). Parallel fand sich ein rapider
Anstieg der Expression von Annexin A1-mRNA und von Annexin Al-immunreaktiven

Zellen im Interstitium der kranken Tiere. Lokalisationsstudien an Tag 5 und an Tag 15
4



nach Induktion der Nephritis zeigten eine zunehmende Anzahl Annexin Al-
exprimierender interstitiellen Makrophagen. Hiermit konnte erstmalig demonstriert
werden, dass interstitielle Makrophagen einen quantitativ relevanten Beitrag zur
gesteigerten Annexin Al-Expression in der Ausheilungsphase einer renalen
Inflammation leisten.

Auch in den dTGR konnte eine Zunahme der interstitiellen Annexin Al-Expression
nachgewiesen werden. Die Zunahme dieser Expression wurde hier primar durch alpha
smooth muscle actin-negative, ruhende Fibroblasten getragen. Alpha smooth muscle
actin-positive Myofibroblasten hingegen zeigten keine Annexin Al-Expression. Die
gesteigerte Annexin Al-Expression im Rahmen einer chronischen fibrotischen

Nierenerkrankung geht somit am ehesten von ruhenden Fibroblasten aus.

Die Resultate dieser Arbeit zeigen, dass die Expression von Annexin A1l im renalen
Interstitium bei Nierenerkrankungen mit unterschiedlicher Genese stimuliert wird. Hierzu
tragen Makrophagen und Fibroblasten mafRgeblich bei. Diese Ergebnisse stellen eine
Basis fur die Erforschung neuer antiinflammatorischer sowie Resolutions-férdernder

Therapien bei der Behandlung von Nierenerkrankungen dar.



Abstract

Unresolved inflammation and accumulation of fibrotic scar tissue present major causes
for the development of renal failure throughout the world. The intrinsic anti-fibrotic, anti-
inflammatory and resolution-promoting protein Annexin Al is abundantly expressed in
the kidney but it’s role during the development of renal disease has not been

elucidated.

Aim of this study was to investigate the renal expression of Annexin Al in animal
models for acute and chronic kidney diseases. Anti-Thy-1 nephritic rats and
hypertensive rats with an ubiquitous overexpression of the human genes for renin and
angiotensinogen (dTGR) were used as animal models for inflammatory and fibrotic

kidney disease, respectively.

Morphological studies were performed using PAS-stained kidney sections. Localization
studies were performed using double-labeling immunofluorescence for Annexin A1 and
established markers for renal interstitial cells. In animals with anti-Thy-1 nephritis
Annexin A1 mRNA abundance was determined by TagMan real-time polymerase chain
reaction. mRNA in-situ-hybridisation was used to investigate the expression of collagen
1indTGR.

The results of this study demonstrated abundant expression of Annexin Al in the
interstitium of the healthy rodent kidney. Fibroblasts and macrophages were the
principal Annexin Al expressing cells at this site. Endothelial cells of the larger arterial
vessels stained positive for Annexin Al, whereas those of the renal microvasculature
and veins did not.
Animals with anti-Thy-1 nephritis displayed rapid mesangiolysis and tubulointerstitial
inflammation followed by reparative processes. mMRNA for Annexin Al and the number
of macrophages were increased in the course of the nephritis. Increased Annexin Al
expression was detected in macrophages at d5 and, more pronounced, at d15. This
study thus showed for the first time that macrophages significantly contribute to the
increased abundance of Annexin Al during the resolution phase of nephritic disease.
An increased interstitial abundance for Annexin Al protein was also detected in the
kidneys of dTGR. Here, Annexin Al signal was primarily localized to alpha smooth
6



muscle actin negative dormant fibroblasts whereas alpha smooth muscle actin positive
myofibroblasts did not express Annexin Al. These findings indicate that the increased

expression of Annexin Al in renal fibrosis is attributable to the renal fibroblasts.

The results of this study allow the conclusion that the expression of Annexin Al is
stimulated during the course of kidney disease. In this context macrophages and
fibroblasts play a major role. This knowledge will serve as a foundation for the
investigation of novel anti-inflammatory and pro-resolving pathways during renal

diseases.



1. Einleitung

1.1 Entzindliche Nierenerkrankungen

Entziindliche Nierenerkrankungen (Nephritiden) bilden nach der diabetischen
Nephropathie die haufigste Ursache fir die Entwicklung chronischer Nierenschaden
(Vinen 2003). So konnte in epidemiologischen Studien gezeigt werden, dass
Nephritiden bei Uber 30% der Dialysepatienten in Deutschland fur die Ausbildung der
terminalen Niereninsuffizienz verantwortlich sind (Frei 2008). Zusatzlich weisen neuere
Daten darauf hin, dass Entzindungsvorgdnge auch bei der Pathogenese der
diabetischen und hypertensiven Nephropathie eine Schlisselrolle zur Entwicklung und
Progredienz der Nierenschaden einnehmen (Navarro-Gonzalez 2011).
Inflammatorische Prozesse spielen damit bei der Mehrzahl der Nierenerkrankungen
eine entscheidende Rolle. Entsprechend des pathomorphologischen Befundes werden
dabei  Erkrankungen mit einer bevorzugt glomeruldren  Beeintrachtigung
(Glomerulonephritiden) von Erkrankungen mit einer hauptsachlich interstitiellen
Beteiligung  (interstitielle  Nephritis)  unterschieden. Eine Beteiligung des
Tubulointerstitium ist hierbei bei allen zu verzeichnen (Bocker 2004).

Das mdglichst umfassende Verstandnis tber den Aufbau der gesunden Nieren und die
Veranderungen sowie Pathomechanismen der inflammatorischen Nierenerkrankungen
ist die Grundlage fur die Entwicklung neuer Therapieansatze. Aktuell werden u. a. die
Einstellung auf normotone Blutdruckwerte und spezielle Diaten auf der einen sowie
immunsupprimierende Therapien auf der anderen Seite zur weiteren Verhinderung der
Progression von Nephritiden durchgefuihrt (Fassett 2010). Mittels neuer Therapien
konnte in Zukunft moglicherweise die Progredienz entziindlicher Nierenerkrankungen
effektiver verhindert und somit die Zahl der terminalen Insuffizienzen verringert werden.
Dies gewinnt besonders im Hinblick darauf an Bedeutung, dass die Nachfrage fir
Spendernieren, bei gleichzeitig sinkendem Angebot, in den letzten Jahren deutlich
gestiegen ist (Klinger 2007, Siegmund-Schultze 2014).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Klinger%20M%22%5BAuthor%5D

1.2 Das renale Interstitium

Im gesunden Zustand stellt das renale Interstitium mit 4-9% der gesamten Nierenmasse
nur einen geringen Anteil des Nierenparenchyms dar (Kaissling 1996). Die Organisation
des Interstitums hat zum Ziel, dass die Diffusionsstrecke zwischen den
Tubulusepithelien und den Blutgefalen minimal bleibt und damit eine effiziente
N&ahrstoffversorgung sowie ein schneller Abtransport von reabsorbierten Soluten
gewahrleistet wird (Lemley 1991). Die Zelltypen des Interstitiums sind Fibroblasten,
dendritische Zellen und Endothelzellen. Makrophagen und Lymphozyten kommen nur in
geringem Ausmal’ vor (Kaissling 1996, 2008, Meran 2011, Grgic 2012).

Den quantitativ wichtigsten Anteil der interstitiellen Zellen stellen die Fibroblasten dar.
Diese bilden das Gerist der Niere und regulieren den Auf- und Abbau der
Extrazellularmatrix (Kaissling 2008, Meran 2011). Sie befinden sich in enger raumlicher
Nachbarschaft zu den Tubuluszellen und den anderen Zellen des Interstitiums. Durch
ihre enge Lagebeziehung und ihre Bedeutung fir die Funktion von Endothelzellen
werden Fibroblasten von einigen Autoren auch als Perizyten der Kapillaren im
kortikalen Interstitium bezeichnet. (Fligny 2013). Zudem produzieren sie das Enzym
ecto-5'-Nukleotidase (CD73), Uber das sie die Bildung von Adenosin regulieren. Im
Rahmen immunhistochemischer Untersuchungen wird CD73 als Markerprotein fur
interstitielle Fibroblasten verwendet (Kaissling 2008).

In enger Nachbarschaft zu den Fibroblasten befinden sich dendritische Zellen. Sie
ubernehmen die Funktion der Antigenprasentation und spielen eine wichtige Rolle fur
die Immunreaktion (Ferenbach 2007). Als Antwort auf einen inflammatorischen Stimulus
verlassen dendritische Zellen das Nierenparenchym und migrieren in die renalen
Lymphknoten (Banchereau 1998). Als antigenprasentierende Zellen exprimieren
dendritische Zellen groRe Mengen an Major histocompatibility complex 1l (MHC II),
welcher daher als Markersubstanz fur diese verwendet wird (Kaissling 2008).
Peritubulare Endothelzellen bilden den dritten quantitativ relevanten Zelltyp im renalen
Parenchym. Sie kleiden die interstitiellen Kapillaren aus und sind sowohl fur die
Versorgung der Tubulusepithelien als auch fur den Abtransport resorbierter Soluten
verantwortlich (de la Paz 2009). Eine zentrale Rolle kommt den Endothelzellen zudem
in der Modulation und Beeinflussung des Ablaufs von Entziindungsreaktionen zu, da
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immunologisch aktive Zellen wie z.B. Makrophagen, Lymphozyten oder dendritische
Zellen erst mittels Transmigration durch den Endothelzellverband hindurch in das
Gewebe einwandern mussen (Ringseis 2010). Endothelzellen in Ratten exprimieren
das Oberflachenantigen Rat endothelial cell antigen 1 (RECA), welches zur
immunhistochemischen ldentifizierung der Zellen genutzt wird (Duijvestijn 1992, Ulger
2002).

Eine Entzindungsreaktion im Rahmen einer akuten Nepbhritis ist durch das schnelle
Auftreten einer vitalen Reaktion des renalen Gewebes gekennzeichnet, die neben dem
direkt geschadigten Gewebe auch angrenzende Parenchymanteile und das
Gefallsystem betrifft (Bocker 2004). Diese erste Reaktion auf eine Noxe wird als
Initiationsphase einer Inflammation beschrieben (Anders 2003). Es folgt die Phase der
Amplifikation/Progression (Anders 2003). Hier kommt es durch eine lokale Aktivierung
von Endothelzellen durch vasoaktive Entzindungsmediatoren zu einer gesteigerten
Gefal3permeabilitat. Dies fuhrt einerseits zu einem Ausstrom von Flussigkeit und in
Folge dessen zu einem interstitiellen Odem, andererseits wird hierdurch die Infiltration
von mononuklearen Zellen beginstigt (Anders 2003, Bocker 2004, Kaissling 2008). Das
histologische Bild ist daher vor allem durch das vermehrte Vorkommen von
inflammatorischen Zellen wie Makrophagen, Lymphozyten, Monozyten und neutrophilen
Granulozyten im Nierenparenchym gekennzeichnet (Kaissling 2008, Meran 2011, Grgic
2012). Durch diese Infiltrate kommt es zu einer Volumenzunahme des Interstitiums und
zu einer Verlangerung der Diffusionsstrecke zwischen den BlutgefaRen und den
Tubulusepithelzellen (Lemley 1991).

Zudem werden durch die mononukledren Zellen proinflammatorische Mediatoren
gebildet. Hierzu zéhlen zum einen die Prostaglandine, welche mit Hilfe der
Phospholipase A2 sowie der induzierbaren Cyclooxygenase 2 produziert werden (Lim
2007). Des Weiteren tragen auch Tumor-Nekrose-Faktor alpha (TNF-a) sowie
profibrotische Mediatoren wie Transforming-growth-factor beta (TGF-B) zur weiteren
Progression der Nierenerkrankungen bei (Lim 2007, Mariotto 2007, Damazo 2011).

Im Idealfall kommt es als Erfolg der Entziindungsreaktion zu einer Entfernung der Noxe
und im Anschluss zu einer Rickbildung der Entziindungsreaktion (Resolution =
Ruckbildung einer Entziindungsreaktion). Wahrend der Resolution werden reparative
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Prozesse aktiv, welche zu einer partiellen oder vollstandigen Wiederherstellung der
Integritat des betroffenen Gewebes fuhren (Bdcker 2004). Die Mechanismen der
Resolution sind schon frihzeitig im Verlauf einer Inflammation nachzuweisen. Durch
Apoptose geschadigter Zellen und das Abraumen von Zellfragmenten sowie
Bindegewebe wird die Grundlage fiur den Ersatz der zerstorten Strukturen und einer
Proliferation gesunder Zellen gelegt (Bocker 2004, Scannell 2006). Des Weiteren
kommt es zu einem Rickgang von proinflammatorischen Mediatoren, wie TNF-a, und
einer Zunahme von antiinflammatorischen Mediatoren wie Interleukin 10, Lipoxin A4
und Resolvin D1 (Parente 2004, Scannell 2006, Ferenbach 2007).

Im Rahmen der Resolution spielen Makrophagen eine entscheidende Rolle. Im
Gesunden kommen Makrophagen in der Niere in geringer Zahl im perivaskularen
Bindegewebe sowie in der Nahe der Nierenkapsel und des Kelchsystems vor (Kaissling
1996). Diese residenten Makrophagen spielen eine wichtige Rolle in der
Aufrechterhaltung der interstitiellen Homo6ostase durch die Produktion von
Arachidonsaurederivaten, Eliminierung von Pathogenen, sowie Phagozytose von
zellularem Abfall (Hume 1983, Kaissling 1996, Sean Eardley 2005). Im Rahmen einer
Entziindungsreaktion kommt es zu einem erheblichen Einstrom weiterer monozytarer
Zellen in das Niereninterstitium, welche dort zu Makrophagen differenzieren. In der
Phase der akuten Inflammation werden Makrophagen u. a. durch TNF-a und Interferon
y zur Produktion von proinflammatorischen Zytokinen, reaktiven Sauerstoffspezies und
Stickstoffmonoxid aktiviert. Ziel ist es, eine schnelle Initierung und Aufrechterhaltung
der Entzindungsreaktion und so eine effiziente Immunantwort der Niere auf
verschiedene Pathogene zu gewahrleisten (Anders 2003, Mosser 2008, Martinez 2011,
Mikita 2011). Im weiteren Verlauf einer Inflammationsreaktion zeigen Makrophagen u.
a. durch die Phagozytose von zerstorten Zellen bzw. geschadigten
Gewebsbestandteilen und opsonierten Erregern wichtige antiinflammatorische
Eigenschaften. Hierdurch kénnen sie eine Uberaktivierung der Inflammationsreaktion
verhindern und die Resolution unterstitzen (Kawanishi 2010, Martinez 2011, Mikita
2011). Diese antiinflammatorischen Makrophagen werden u. a. durch IL-10 oder
Glukokortikoide aktiviert (Wang 2011).

Makrophagen wurden in dieser Arbeit durch den Marker CD68/ED1, welcher
ausschlief3lich von diesen exprimiert wird, identifiziert (Holness 1993, Kaissling 2008).
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Bei Persistenz der Noxe unterbleibt die Resolution und es resultiert eine chronische
Entzindung mit einer progredienten Gewebsdestruktion. Diese geht mit einer weiteren
Zunahme von proinflammatorischen Zellen und einer Aktivierung von Fibroblasten zu
Myofibroblasten einher. Auch der profibrotische TGF-3 spielt hier eine wichtige Rolle.
TGF-B stellt einen der wichtigsten Fibrose induzierenden Wachstumsfaktoren dar und
spielt eine zentrale Rolle in der Aktivierung ruhender renaler Fibroblasten und in der
Aktivierung der Extrazellularmatrixsynthese (Liu 2006, Koesters 2010). Myofibroblasten
stammen zum grof3ten Teil von Gewebsfibroblasten ab (Kis 2011). Im Rahmen ihrer
Differenzierung durch TGF-B oder weitere profibrotische Stimuli kommt es zu einer
vermehrten Expression des Strukturproteins Alpha smooth muscle actin (a-SMA),
welches zur Charakterisierung dieser Zellen genutzt wird (Barnes 2011, Meran 2011).
Des Weiteren besitzen sie durch Kalzium-abhangige, intrazellulare, kontraktile Aktin-
Myosin-Filamente die Eigenschaft sich aktiv bewegen und kontrahieren zu kdnnen
(Follonier Castella 2010). Myofibroblasten spielen eine entscheidende Rolle im Ablauf
von inflammatorischen Veradnderungen und Wundheilungsprozessen (Kis 2011). Sie
sind hier u. a. fur die Produktion der Extrazellularmatrix zustandig (Barnes 2011,
Sarrazy 2011). Des Weiteren sind sie in der Lage, durch Zytokinproduktion die
Inflammationsreaktion zu beeinflussen (Baum 2011). Anzahl und Aktivitdt der
Myofibroblasten unterliegen dabei einer exakten Steuerung. So gehen gegen Ende
eines physiologischen Wundheilungsprozesses Myofibroblasten durch Apoptose unter
(Follonier Castella 2010). Im Rahmen der chronischen Nierenerkrankung ist dieser
Mechanismus der Apoptose gestort (Kaissling 2008). Es kommt es zu einer Persistenz
der Myofibroblasten und dadurch zu einer vermehrten Produktion von extrazellularer
Matrix. Die daraus resultierenden Umbauvorgange fuhren zu einer zunehmenden
Vernarbung des Nierengewebes mit massiver Ausweitung des interstitiellen
Kompartimentes und munden letztendlich im Vollbild der Nierenfibrose (Follonier
Castella 2010, Barnes 2011, Meran 2011). Dieser narbige Umbau mit progressivem
Funktionsverlust des renalen Parenchyms bildet mit der terminalen Phase der
Inflammation  die  gemeinsame  Endstrecke aller  chronisch-progredienten
Nierenerkrankungen und fiihrt zum Verlust der Organfunktion (Anders 2003, Kaissling
2008, Barnes 2011, Meran 2011, Grgic 2012).
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Aus den bisher angefiihrten Punkten ergibt sich, dass der Prozess der Resolution ein
essentieller, aktiver Vorgang im Rahmen einer physiologischen Inflammationsreaktion
darstellt. Pharmakologisch kann eine aktive Forderung der Resolution durch den
Einsatz von Glukokortikoiden erreicht werden. Als Folge dieser Therapie kommt es
jedoch zu einer generellen Immunsuppression, welche zwar die Symptomatik der
Nephritis verbessert, jedoch mit erheblichen Nebenwirkungen verbunden sein kann. So
kann es im Rahmen einer dauerhaften Kortisontherapie zu Verlust von
Knochensubstanz, zZu Wachstumsstérungen und diabetogenen
Stoffwechselveranderungen sowie zu opportunistischen Infektionen kommen (Coskey
1986, Dahl 2006). Dies begrenzt die langerfristige Anwendbarkeit der Glukokortikoide
beim Menschen. Es ist daher notwendig, spezifischere Angriffspunkte einer
entziindungshemmenden Therapie zu finden.

Hierzu ist die genauere Charakterisierung der Signaltransduktionswege der
Glukokortikoide erforderlich. Insbesondere Annexin Al, welches weiter down stream in
diesen Signaltransduktionswegen eine entscheidende Rolle einnimmt, bietet Potenzial
fur die  Entwicklung solcher spezifischeren und nebenwirkungsarmeren

Therapieoptionen.

1.3 Annexin Al

Annexin Al ist ein Phospholipid- und Kalzium-bindendes Protein mit einer Masse von
37 kDa. Es spielt durch Steuerung von u. a. des Zellwachstums und -umsatzes sowie
der Endo- und Exozytose eine entscheidende Rolle in der Modulation der systemischen
Hamodynamik und Inflammation (Lim 2007, John 2008). Hierzu besitzt es
Bindungsstellen fir bis zu 8 Kalziumionen sowie Kalzium-abhangige und unabhangige
Bindungsstellen fir Lipide. Der N-Terminus ist bei niedriger Kalziumkonzentration in
einer Tasche des Proteins verborgen und damit inaktiv. Erst bei steigenden
Kalziumkonzentrationen wird der N-Terminus aus der Tasche freigesetzt und kann
anschlieRend mit Phospholipiden und Proteinen interagieren (Rosengarth 2003).

Annexin A1 kommt sowohl intra- als auch extrazellular vor (Lim 2007). Der genaue
Sekretionsmechanismus ist zurzeit noch nicht vollstandig aufgeklart, scheint jedoch
zellspezifisch zu sein. Eine Beteiligung von selektiven Phosphorylierungsschritten und
spezifischen ATP-binding-cassette-Transportern wird diskutiert (Coméra 1995, Castro-
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Caldas 2002, Solito 2003). Im extrazellularen Raum erfolgt eine partielle Proteolyse des
Proteins, welche in der Abspaltung des bioaktiven N-Terminus resultiert (Vergnolle
1995, Migeotte 2006, Rescher 2006). Sowohl das Gesamtmolekil als auch die N-
terminalen Fragmente wirken Uber Rezeptoren der Formyl-Peptid-Rezeptor-Gruppe
(FPR) und tragen so zur antiinflammatorischen Wirkung bei (Vergnolle 1995, Migeotte
2006).

Durch Flower und Blackwell konnte erstmals gezeigt werden, das Annexin Al in
peritonealen Makrophagen von Ratten vorkommt und durch Glukokortikoide induziert
wird. Sie wiesen zudem nach, dass Annexin Al als Mediator fur die
antiinflammatorische Wirkung der Glukokortikoide fungiert (Flower 1979). Des Weiteren
fordern Glukokortikoide die Sekretion von Annexin Al (Solito 1994, 2003, Philip 1997,
Castro-Caldas 2002). Ist die Expression von Annexin Al gestort, zeigte sich eine
verminderte Wirkung der Glukokortikoide (Lim 2007). Hierdurch wurde die essentielle
Rolle von Annexin Al als Vermittler der Glukokortikoidwirkung weiter bestatigt.

Nach dem heutigen Wissensstand besitzt Annexin Al eine SchlUsselfunktion in der
Vermittlung antiinflammatorischer Reaktionen, dessen Induktion zudem die Resolution
aktiv unterstttzt (Lim 2007). Diese antiinflammatorischen und protektiven Effekte von
Annexin Al konnten in Tiermodellen fir medikamentose Nierenschaden (Araujo 2010,
2012), Arthritiden (Yang 2004), Myokardinfarkt (Gavins 2005), Peritonitis (Damazo
2006), Systemic inflammatory response syndrome (Damazo 2005) und Schlaganfall

(Relton 1991, Gavins 2007) nachgewiesen werden.

Die antiinflammatorische Wirkung von Annexin Al beruht dabei auf verschiedenen
Mechanismen. So hemmt Annexin Al die Produktion proinflammatorischer Mediatoren,
v.a. der Prostaglandine, durch die Hemmung der Expression von Schlisselenzymen
wie der Phospholipase A2 und der Cyclooxygenase 2 (Migeotte 2006, Lim 2007). Die
Freisetzung antiinflammatorischer Zytokine wie Interleukin-10 wird hingegen geftrdert
(Scannell 2006). Des Weiteren wird durch Annexin Al die Adhasion und Diapedese von
Leukozyten durch die GefaRwande inhibiert (Migeotte 2006, Lim 2007). Zudem konnte
gezeigt werden, dass mononukledre Zellen mit einer hohen Expression von Annexin
Al, im Vergleich zu Zellen mit geringerer Expression, in geringerem Mal3e durch
proinflammatorische Zytokine wie TNF-a aktiviert werden (Lim 2007). Im Rahmen der
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Apoptose wirkt Annexin Al als Find me and eat me-Signal flir Phagozyten, indem es
sich an der Oberflache von apoptotischen Zellen anlagert. Hierdurch wird eine effiziente
Phagozytose mit einer schnellen Elimination von abgestorbenen Zellen gewahrleistet
(Parente 2004, Lim 2007, Dalli 2012). Annexin Al wird hierfir ebenfalls von
apoptotischen Zellen aktiv auf deren Oberflache exponiert (Weyd 2012).

Des Weiteren gibt es Hinweise, dass Annexin Al einen antiproliferativen Effekt auf
Fibroblasten und Epithelzellen austbt und deren Aktivierung hemmt (Kamal 2005,
Neymeyer 2013).

Durch seine stark antiinflammatorische Wirkung im Organismus stellt Annexin Al ein
vielversprechendes therapeutisches Schlisselprotein zur Verhinderung von Schaden im

Rahmen einer UberschieRenden oder chronischen Entziindung dar (John 2008).

Fehlt dieses Protein, wie in Annexin Al-knockout-Tieren, oder werden spezifische
antagonisierende Antikérper gegen Annexin Al in Tiere injiziert, unterbleibt, auch bei
Gabe von Glukokortikoiden, eine adaquate antiinflammatorische Antwort (Perretti 1994,
Damazo 2005, 2006, 2011). Induzierte Entzindungen verlaufen dann starker als bei
Kontrolltieren. In der Lunge konnte hierbei ein vermehrtes Vorkommen der
proinflammatorischen Mediatoren TNF-a und Interferon y sowie des profibrotischen
Mediators TGF- nachgewiesen werden, welche zu einer vermehrten Bildung von
extrazellularer Matrix mit konsekutiver Fibrose fihren (Damazo 2011). Auch in
systemischen Autoimmunerkrankungen, wie verschiedenen Formen des Lupus
erythematodes, konnten hohe Konzentrationen an anti-Annexin Al-Antikdrpern
nachgewiesen werden (Kretz 2010). Dies unterstreicht die wichtige Rolle von Annexin

Al im Rahmen immunologischer Vorgange.

Mehrere Arbeiten haben bereits die renale Expression von Annexin Al in der gesunden
und der geschadigten Niere untersucht. McKanna et al. zeigten, dass Annexin Al unter
Kontrollbedingungen in der Bowman'schen Kapsel, den Podozyten, der Macula densa,
dem dicken aufsteigenden Teil der Henle-Schleife sowie im Sammelrohr exprimiert wird
(McKanna 1992). Im Rahmen einer Inflammation der Niere bei Nephritiden oder bei
einer renalen Schadigung bei einer Reperfusion nach Ischamie kommt es zu einer
Zunahme der Gesamtproteinmenge von Annexin Al (McKanna 1992, Ka 2014). Das
Vorkommen von Annexin Al in den Zellen des renalen Interstitiums und dessen
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Expression im Verlauf einer Entzindungsreaktion wurde bisher jedoch noch nicht

untersucht.
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2 Zielsetzung

Im Rahmen von Nephritiden spielen entzindliche Vorgdnge wie die Zunahme und
Aktivierung von Makrophagen und Fibroblasten eine wichtige Rolle. Das Fortschreiten
der Schadigung fuhrt letzten Endes zu einer chronischen Nierenschadigung mit der
Notwendigkeit von Nierenersatzverfahren. Die derzeit bestehenden therapeutischen
Optionen sind teils ineffektiv oder fuhren bei langerfristiger Anwendung zu erheblichen
Nebenwirkungen. Mit in Zukunft steigender Patientenzahl sowie der zahlenmafligen
Abnahme von transplantierbaren Organen ist es daher zwingend erforderlich, neue
Therapien zu etablieren. Diese sollen helfen, frihzeitig die Progredienz der renalen
Schadigung einzudammen sowie die Resolution zu férdern um hierdurch die Funktion
der Nieren erhalten zu kénnen.

In tierexperimentellen Modellen fur Entziindungsreaktionen anderer Organe konnte das
endogene Protein Annexin Al als stark antiinflammatorisch und Resolutions-férdernd
beschrieben werden. Jedoch ist die Regulation von Annexin Al sowie dessen Funktion
in der Niere bzw. dem renalen Interstitum im Rahmen von entziindlichen Prozessen

unbekannt.

In dieser Arbeit sollten daher folgende Hypothesen geprift werden:

1. Annexin Al wird im gesunden renalen Tubulointerstitium exprimiert.

2. Im Verlauf von akuten und chronischen Nierenerkrankungen kommt es zu
einer Zunahme der Annexin Al-Expression.

3. Die Zunahme der Expression von Annexin Al wird in Nierenerkrankungen vor

allem durch Makrophagen und Fibroblasten getragen.

Hierzu sollte die Expression von Annexin Al in der gesunden Niere in der Ratte, mit
Blick auf das Tubulointerstitium untersucht werden. Zudem sollte die Expression von
Annexin Al im Verlauf der akuten, reversiblen anti-Thy-1 Nephritis mit besonderer
Berucksichtigung der Makrophagen analysiert werden. Das Modell kann sowohl fur die
Phasen der Inflammation (Initiation, Amplifikation und Progression) als auch fir die
Resolution der akuten Nephritis genutzt werden. Des Weiteren sollte die Expression

von Annexin Al, mit besonderer Beriicksichtigung der Fibroblasten, in einem Tiermodell
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mit einer chronisch-progredienten Nierenschadigung untersucht werden. Hierzu wurde
doppelt transgene Ratten fur humanes Renin und humanes Angiotensinogen (dTGR)
gewahlt, welche auf Grund einer ausgepragten Hypertonie u. a. eine chronische

fibrosierende Nierenschadigung ausbilden.

Die renale Morphologie und ihre Veradnderungen sollten in den Tiermodellen mittels
PAS-Farbungen untersucht werden. Zur Charakterisierung der tubulointerstitiellen
Zellen und zur Analyse der renalen Annexin Al-Expression sollten
immunhistochemische Farbungen durchgefiihrt werden. Im Rahmen der anti-Thy-1
Nephritis sollten die Proteinurie quantifiziert und die THY1-Antikbrperbindung in den
Glomeruli ermittelt werden. TagMan Real-Time Polymerase Kettenreaktion (RT-PCR)
sollte zur quantitativen Auswertung von Annexin A1-mRNA eingesetzt werden. Bei den

dTGR sollten die Analysen fur Kollagen 1a2 mittels in-situ-Hybridisierungen erfolgen.

Die Veranderung der Annexin Al-Expression in den pathologischen Modellen sowie die
genaue Charakterisierung der exprimierenden Zellen soll als Grundlage fur weitere
Forschungen dienen, die Annexin Al als Kandidat flr Therapien entzundlicher

Nierenerkrankungen beleuchten.
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3 Material und Methoden

3.1 Versuchstiere

Der Einsatz von Tiermodellen hat wesentlich zu dem heutigen Verstandnis von
Erkrankungen, auch der Nephritiden, des Menschen beigetragen. Zum einen
ermdglichen Tiermodelle das Etablieren neuer Fragestellungen, welche dann
zielgerichtet an, nur in begrenzten Mengen zur Verfligung stehendem, humanem
Material beantwortet werden konnen. Zum anderen sind Tiermodelle anderen Modellen,
wie Zellkulturen und theoretischen Modellen Uberlegen, da in einem lebenden
Organismus prinzipiell alle wichtigen Faktoren und Zellen vorhanden sind. Diese betrifft
auch die komplexe Entstehung einer Inflammation oder Resolution, wie sie in dieser
Arbeit untersucht wurde. Zudem bieten Tiermodelle die Mdglichkeit Pathologien gezielt
zu verschiedenen Zeitpunkten untersuchen zu kdnnen, da tierische Proben je nach
Protokoll und Zeitverlauf entnommen werden kénnen. Jedoch muss erwdhnt werden,
dass eine direkte Ubertragung von Tiermodellen auf den menschlichen Organismus
nicht immer mdoglich ist. Es bleibt daher zwingend notwendig, jede Erkenntnis aus

einem Tierversuch vor der Ubertragung auf den Menschen kritisch zu priifen.

Ziel der vorliegenden Arbeit war, es Expression und Lokalisation von Annexin Al in der
gesunden Niere sowie in verschiedenen Tiermodellen einer Nierenschadigung zu
untersuchen. Fir die Untersuchungen zur Lokalisation von Annexin Al im Gesunden
wurde dazu Nierenmaterial von perfusionsfixierten, adulten Sprague-Dawley-Ratten
(méannlich, Gewicht: 250g) verwendet, welches im Labor der Arbeitsgruppe von Prof. S.
Bachmann bereits vorlag. Die Versuche zur Lokalisation von Annexin Al im Verlauf
einer akuten anti-Thy-1 Nephritis wurden in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von
Prof. H. Peters (Medizinische Klinik mit Schwerpunkt Nephrologie der Charité) an 6
Wochen-alten Wistar-Ratten (mannlich, Gewicht: 200g) durchgefuihrt. Die Tierversuche
erfolgten entsprechend den ,Grundsatzen der Charité zur Sicherung guter
wissenschaftlicher Praxis® und wurden vor DurchfiUhrung durch die Berliner
Tierschutzbehorde (LAGESO) genehmigt (Projekt G 0010/08). Nieren der dTGR

(transgen fur humanes Renin und humanes Angiotensinogen) wurden uns
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freundlicherweise von Prof. F. Luft (Max-Delbruck-Centrum fur Molekulare Medizin) zur
Verfigung gestellt (Luft 1999).

3.1.1 Anti-Thy-1 Nephritis

Das anti-Thy-1 Nephritis Modell gilt als Tiermodell einer reversiblen,
antikorpervermittelten mesangioproliferativen  Glomerulonephritis und zeigt im
pathologischen Bild Ahnlichkeiten zur humanen IgA Nephropathie. Die Erkrankung wird
durch Gabe eines monoklonalen Antikdrpers gegen das Thy-1.1 Antigen von
Mesangialzellen der Ratte induziert und zeigt einen charakteristischen zeitlichen
Verlauf. Nach Gabe des Antikérpers bindet dieser spezifisch an sein Antigen auf der
Oberflache von Mesangialzellen und fuhrt innerhalb von 48 Stunden zu einer
Komplement- und Stickstoffmonoxid-abhangigen Mesangiumzelllyse (Initiationsphase).
Im weiteren Verlauf kommt es zu einer Infiltration mononukledrer Zellen in die
betroffenen Glomeruli sowie, zu einem spateren Zeitpunkt, auch in das umliegende
Tubulointerstitium (Amplifikationsphase). Parallel zur Ausbildung der mesangialen und
extraglomerularen  Schadigung lassen sich  bereits frihzeitig beginnende
Reparaturprozesse nachweisen. Diese nehmen im Lauf mehrerer Wochen quantitativ
zu, sodass es im weiteren Verlauf zu einer Ruickbildung (Resolution) der
Entzindungsreaktion mit einer Normalisierung der renalen Funktionen kommt
(Resolutions-Phase) (Peters 2000).

Um eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse mit friheren Studien aus der Arbeitsgruppe
von Prof. H. Peters zu gewahrleisten, wurden die Versuche an insgesamt 40 Ratten
durchgefuhrt. Die Tiere wurden von Charles River (Sulzfeld, Deutschland) bezogen und
im weiteren Versuchsverlauf im Tierstall des Charité Center for Cardiovascular
Research unter standardisierten Bedingungen bei 22 bis 24 °C, ca. 50% Luftfeuchtigkeit
und einem 12-stiindigen Tag-/Nachtrhythmus gehalten. Die Tiere hatten zu jedem
Zeitpunkt freien Zugang zu einem proteinreichen Zuchtfutter und Leitungswasser. Nach
einer Eingewbhnungszeit von 1 Woche wurden die Tiere nach dem Zufallsprinzip auf 4
Gruppen mit jeweils 10 Tieren (Tab. 1) aufgeteilt und entweder mit 5 mg/kg anti-Thy-1-
Antikorpers (Klon 1-22-3) in Phosphate buffered saline (PBS) (Merck, Darmstadt,
Deutschland) oder mit PBS ohne Antikorper behandelt (Wang 2005). Die Applikation
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des Antikdrpers erfolgte intravends uber die Vena dorsalis penis unter Isofluran-

Inhalationsnarkose.
Gruppe Intervention Zeitpunkt der Untersuchung
Kontrolle Injektion von PBS an Tag 0 15 Tage nach Injektion

24 Stunden | Injektion von 5 mg/kg 1-22-3 |24 Stunden nach Injektion
Antikdrper in PBS an Tag 14

5 Tage Injektion von 5 mg/kg 1-22-3 |5 Tage nach Injektion
Antikorper in PBS an Tag 10

15 Tage Injektion von 5 mg/kg 1-22-3 |15 Tage nach Injektion
Antikorper in PBS an Tag O

Tab. 1. Aufteilung der Ratten im Rahmen der anti-Thy-1 Nephritis

Die Injektionen wurden so terminiert, dass alle Tiere am gleichen Tag getttet wurden.
Die Zeitpunkte der Totungen wurden so gewdéhlt, dass die Resolution als aktiver
Prozess im Werden untersucht werden konnte. Kontrolltiere sowie die Tiere der 5- und
15-Tage-Gruppe wurden am Tag vor der Totung fur jeweils 24 Stunden in metabolische
Kafige gesetzt, um die Proteinurie laborchemisch bestimmen zu kénnen. Am Ende der
Versuchszeit wurden jeweils 5 Tiere jeder Gruppe fur morphologische Analysen nach
dem weiter unten detaillierten Protokoll perfusionsfixiert. Die restlichen Tiere wurden
nach tiefer Isofluran-Narkose durch Genickbruch getotet; die Nieren wurden
entnommen, mit einer sterilen Rasierklinge in Kortex, &uf3ere Medulla und innere
Medulla aufgeteilt und anschlieBend in flissigem Stickstoff schockgefroren. Die

Lagerung erfolgte bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C.

3.1.2 Doppelt transgene Ratten fur humanes Renin und humanes Angiotensinogen
(dTGR)

In einem weiteren Versuchsteil sollte der Einfluss einer chronisch-progredienten
Nierenschadigung auf die Expression von Annexin Al untersucht werden. Als Modell
hierfir wurde das Modell der TGR(hAOGEN-hRen) doppelt transgenen Ratte
verwendet. Diese Tiere wurden urspringlich durch die Arbeitsgruppe von Prof. Ganten
erzeugt und stellen ein wichtiges Modell fiir die Erforschung des humanen Renin-
Angiotensin-Systems und Hypertonie-assoziierter Endorganschaden dar (Luft 1999,
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Ganten 1992). Durch Uberexpression von humanem Renin und humanem
Angiotensinogen kommt es in diesen Tieren zu einer drastisch gesteigerten Bildung von
Angiotensin Il. In Folge entwickelt sich eine ausgepragte Hypertonie mit systolischen
Blutdruckwerten von ca. 200 mmHg. Die hypertensiven Endorganschaden umfassen
eine kardiale Hypertrophie, fibrinoide Nekrose von Widerstandsgefal3en und
myointimalen Umbau grofRerer Gefalle. Im Interstitium der Niere kommt es zur
Proliferation und Aktivierung von Fibroblasten und in Folge zur Ausbildung einer
ausgepragten Fibrosierung (Luft 1999). Sieben Wochen nach Geburt sterben die Tiere
auf Grund von Herz- und Nierenschadigung. Fur die vorliegende Studie wurde
Nierenmaterial von 5 Wochen-alten Tieren verwendet, welches freundlicherweise von

Dr. D. Muller zur Verfigung gestellt wurde.

3.2 Perfusionsfixierung

Die Perfusionsfixierung der Tiere (Sprague-Dawley-Ratten, Wistar-Ratten, dTGR)
erfolgte nach einem standardisierten Protokoll im Institut fir vegetative Anatomie der
Charité. Die Fixierung war fur den Gewebeerhalt sowie flir weitere
immunhistochemische und mRNA-basierte Darstellungsverfahren optimiert. Daflr
wurde zunadchst das Abdomen mittels medianer Laparotomie erdffnet und die Aorta
abdominalis mit einem dinnen Faden angeschlungen. Im néchsten Schritt wurde die
Aorta abdominalis mit einer Mikroklemme unmittelbar distal des Abgangs der
Nierenarterien ausgeklemmt und mit einer Mikroschere angeschnitten. In den
entstandenen Schnitt wurde nun ein mit Schlauchlosung geflllter Teflonschlauch
eingebracht und mit dem vorher platzierten Faden fixiert. Im Anschluss wurde die Vena
cava inferior mit der Mikroschere erdéffnet, die Klemme unterhalb der Nierenarterien
entfernt und die Perfusion mit einem Druck von 220 cm Wassersaule begonnen. Das
detaillierte Protokoll fur die Perfusion ist in Tabelle 2 angegeben. Nach erfolgter
Perfusion wurden die Nieren vorsichtig entnommen und in Hohe des Hilus halbiert. Fur
die Paraffineinbettung bestimmte Proben wurden fir mindestens 6 Stunden in 3% PFA
nachfixiert und anschlief3end in 300 mosmol Sukrose/PBS/0,02% Natriumazid (Merck,
Darmstadt, Deutschland) bei 4 °C gelagert. Die Einbettung erfolgte hiernach im Labor
der Kinderpathologie der Charité am Campus Mitte. Das fir die Kryoeinbettung
bestimmte Gewebe wurde zum Schutz vor Gefrierschaden Uber Nacht in 800 mOsm
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Sucroseldésung/PBS nachbehandelt und dann in Stickstoff-gekihltem Isopentan

eingefroren.

Losung Inhaltsstoffe Zeit

Schlauchlésung 2 ml 0,9% NaCl (Merck, Darmstadt, Deutschland), -
1 ml ProcainHClI 1% (Sigma, Minchen,
Deutschland)

1 ml CaCl, 16% (Sigma, Miunchen, Deutschland),

1 ml Heparin (Ratiopharm, Ulm, Deutschland)

Vorspulldsung 23,94 g Sucrose (Carl Roth GmbH & Co. KG,|30s
Karlsruhe, Deutschland)
100 ml 10xPBS,

Aqua dest. auf 1 I; pH 7,35

Fixierung 15 g PFA (Merck, Darmstadt, Deutschland) 5 min
(3% PFA/PBS) 50 ml 10x PBS
Aqua dest. auf 1 I; pH 7,35

Tab. 2. Protokoll fur die Perfusionsfixierung des Tierexperiments (Ratten)

3.3 PAS-Farbung

Die Analyse der morphologischen Veranderungen im Rahmen der anti-Thy-1 Nephritis
erfolgte an PAS-gefarbten Paraffinschnitten. Dazu wurden zundchst mit einem Paraffin-
Mikrotom (Leica RM2125RT, Wetzlar, Deutschland) 4 um Schnitte hergestellt und tber
Nacht bei 37 °C im Warmeschrank getrocknet. Fir die Farbung wurden die Schnitte
zunachst durch Inkubation in Xylol (3x30 min) (J.T. Baker, Griesheim, Deutschland)
entparaffiniert und anschlie3end in einer absteigenden Ethanolreihe (100%, 96%, 80%,
70%; jeweils 5 min) (Merck, Darmstadt, Deutschland) rehydriert. Nach erfolgter
Rehydrierung wurden die Schnitte in PBS Uberfihrt und bis zur Durchfiihrung der
Farbung darin gelagert. Fur die Farbung wurden die Schnitte fir 10 min mit 1%
Periodsaurelésung (Merck, Darmstadt, Deutschland) versetzt. In diesem Schritt werden
Glycolgruppen in Zuckern zu Aldehyden oxydiert und damit aktiviert. Nach einem
Waschschritt in 70% Ethanol wurden die Schnitte fir 10 min in Schiff’ schem Reagenz

(Merck, Darmstadt, Deutschland) inkubiert. Wahrend dieses Schrittes bindet
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fuchsinschwefelige Saure an die Zuckeraldehyde, welche dadurch eine rosa Farbung
annehmen. Im Anschluss an die PAS-Reaktion wurden die Schnitte fir 1 min in
destilliertem Wasser gewaschen und fur die Kernfarbung fir 2 min in Mayers Hamalaun
gefarbt. Mayers Hamalaun wurde aus 1 g Hamatoxylin (Sigma, Minchen, Deutschland),
1 | Aqua dest.,, 200 mg NalO3 (Merck, Darmstadt, Deutschland), 50 g KAI(SO4),
(Merck, Darmstadt, Deutschland), 50 g Chlorhydrat (Merck, Darmstadt, Deutschland)
sowie 1 g Zitronensaure (Merck, Darmstadt, Deutschland) hergestellt. Zur
abschlieBenden Farbentwicklung wurden die Schnitte dann far 10 min in
Leitungswasser geblaut, im Anschluss in einer aufsteigenden Alkoholreihe (70%, 80%,
96%, 100% Ethanol) und Xylol entwéssert und mit Eukitt (Carl Roth GmbH, Karlsruhe,
Deutschland) eingebettet. Die Auswertung und Fotodokumentation erfolgte mit Hilfe
eines Leica DMRB Mikroskops mit Interferenzkontrastmodul (Leica, Wetzlar,

Deutschland) und Zeiss Kamera (Axio Cam McR, Zeiss, Jena, Deutschland).

3.4 Immunfluoreszenz und Immunhistochemie

Die Lokalisation der verschiedenen Zelltypen in den gewonnenen Gewebeproben
erfolgte mittels Immunfluoreszenz bzw. Immunhistochemie. Zur Darstellung von
Fibroblasten wurde ein Antikérper benutzt, der gegen CD73 gerichtet ist (Kaissling
2008, Grgic 2012). Dieses Enzym katalysiert die Bildung von 5’AMP zu Adenosin. In der
Niere wird CD73 neben den Fibroblasten auch von Zellen des proximalen Tubulus und
den Schaltzellen des Sammelrohrs exprimiert (Kaissling 2008). Myofibroblasten wurden
durch einen Antikdrper gegen deren Strukturprotein a-SMA dargestellt (Kaissling 2008).
Die Darstellung von Makrophagen erfolgte mittels eines Antikdrpers gegen ED1/CD68
(Dijkstra 1985). Dendritische Zellen wurden in der gesunden Niere mittels eines
Antikorpers gegen MHC Il identifiziert (Kaissling 2008). Die Identifikation wvon
Endothelzellen erfolgte anhand eines Antikorpers, der gegen RECA gerichtet war, ein
Antigen, welches alle Endothelzellen exprimieren (Ulger 2002). Als Sekundarantikorper
wurden mit Carbocyanin 2 (Cy2), Carbocyanin 3 (Cy3) oder Horse-radish-peroxidase
(HRP) konjugierte Antikorper benutzt. Die verwendeten Antikdrper sind in Tabelle 3
dargestellt. In Vorversuchen wurde deren Konzentration austitriert und deren Funktion

gepruft.
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Zur Immunhistochemie und Immunfluoreszenz wurden sowohl Paraffin- als auch
Cryostatschnitte angefertigt. Paraffinschnitte (4 pm) wurden entparaffiniert und
rehydriert. Zur Verbesserung der Antigenverfugbarkeit folgte nun das Kochen der
Schnitte fir 6 min in Zitratpuffer mit anschlieBendem Abkuhlen der Schnitte in PBS. Der
Zitratpuffer war zuvor aus 7,65 g Zitronensaure und 48,2 g Natriumzitrat (Merck,
Darmstadt, Deutschland) auf 2 | Aqua dest. hergestellt worden. Cryostatschnitte (6 pm)
wurden mit Hilfe eines Cryostaten (Leica CM3050S, Wetzlar, Deutschland) geschnitten
und bei Raumtemperatur fir 5 min getrocknet.

Die weitere Aufbereitung der Préparate erfolgte nach Protokollen der
Immunhistochemie bzw. der Immunfluoreszenz, welche im Folgenden beschrieben

werden.

Fur die Immunhistochemie erfolgte zunachst eine Inkubation der Schnitte in 3% H,0- in
Methanol (12 min) (Merck, Darmstadt, Deutschland) zur Denaturierung endogener
Peroxidasen. Im Anschluss wurden die Praparate fir 5 min in PBS gewaschen, bevor
sie in 0,5% Triton X 100 (Merck, Darmstadt, Deutschland) fir 30 min inkubiert wurden.
Nach wiederholtem Waschen in PBS fir 5 min folgte die Inkubation in einer 5%
Milchpulverlésung (BD Difco™ Skim Milk, Heidelberg, Deutschland) in PBS zur
Absattigung unspezifischer Proteinbindungsstellen. Im Anschluss wurden die Schnitte
Uber Nacht mit den entsprechenden Priméarantikérpern inkubiert, welche zuvor in 5%
Milchpulverldsung verdinnt worden waren. Nach mehrmaligem Waschen mit PBS
erfolgte hierauf die Applikation des HRP-gekoppelten Sekundarantikdrpers, ebenfalls in
5% Milch verdinnt. Nach einer Stunde wurde die Schnitte wiederholt in PBS
gewaschen, um ungebundene Antikérper zu entfernen. Die Signalentwicklung erfolgte
durch Inkubation der Schnitte mit DAB (Diaminobenzidin-tetra-hydrochlorid; KemEnTec
Diagnostiks, Taastrup, Denmark) und H;O, (0,0003%). Dabei wurde die
Signalentwicklung unter dem Lichtmikroskop verfolgt und durch Waschen in PBS
abgestoppt, bevor eine unspezifische Hintergrundfarbung entstehen konnte. Im
Anschluss erfolgte die Inkubation in Mayers Hamalaun fir 1 min. Die eigentliche
Farbung der Kerne erfolgte dabei wieder durch Blauen mit Leitungswasser. Die Schnitte
wurden hiernach mit Eukitt eingedeckelt. Die Auswertung erfolgte wieder mit Hilfe eines

Lichtmikroskops mit Interferenzkontrastmodul.
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Die Aufbereitung der Schnitte fir die Immunfluoreszenz entsprach weitgehend dem
oben beschriebenen Protokoll der Immunhistochemie, wobei die Behandlung der
Schnitte mit 3% H,0, entfiel. Nach Behandlung mit 0,5% Triton X 100 erfolgte hier die
Inkubation mit Primar- und Cy3-gekoppeltem Sekundarantikdrper, jeweils verdinnt in
5% Milchpulverlosung. Nach Waschschritten in PBS erfolgte die mikroskopische
Kontrolle des Signals.

Fur die Doppelfarbungen wurden die mit dem ersten Antikorperpaar (Primar- und
Sekundarantikdrper) gefarbten Schnitte erneut der oben beschriebenen Prozedur
unterzogen. Zur Detektion des gebundenen zweiten Priméarantikbrpers wurde dann
jedoch ein Cy2-gekoppelter Sekundarantikérper verwendet. Nach erneutem Waschen in
PBS erfolgte eine Kernfarbung mit DAPI (4',6-Diamidino-2-phenylindol fir 10 min;
Sigma, Munchen, Deutschland). Die Schnitte wurde anschlieBend mit Glycerin (Carl
Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) und PBS im Verhaltnis 1:1 eingedeckt
und bis zur Auswertung bei 4 °C im Kihilschrank in Dunkelheit gelagert. Die
Auswertung erfolgte mit einem konfokalen Mikroskop (LMS5Exciter Zeiss, Jena,
Deutschland) und der dazugehoérigen ZEN-Software (Zen Version 8, Zeiss, Jena,

Deutschland).

Antikorper Hersteller Katalog-ID

Rabbit-anti-Annexin A1 | Lifespan Bioscience, Eching, | LS-C20640

Deutschland

Mouse-anti-CD73 Freundlicherweise durch -
Prof. Dr. Brigitte Kaissling,

Zirich, Schweiz bereitgestellt

Mouse-anti-a-SMA DAKO, Eching, Deutschland | M0851

Mouse-anti-ED1/CD68 | ABD Serotec, Dusseldorf, | MCA341R
Deutschland

Mouse-anti-MHC I Harlan Sera Lab, Rossdorf, | MAS 043
Deutschland
Mouse-anti-RECA ABD Serotec, Disseldorf, | MCA970GA

Deutschland

Donkey-anti-rabbit Cy3 | Jackson Immuno Research | 711-165-152
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Laboratories, Suffolk, UK

Donkey-anti-mouse Cy3 | Jackson Immuno Research | 715-165-150
Laboratories, Suffolk, UK

Donkey-anti-rabbit Cy2 | Jackson Immuno Research | 711-225-152
Laboratories, Suffolk, UK

Donkey-anti-mouse Cy2 | Jackson Immuno Research | 715-225-151
Laboratories, Suffolk, UK

Donkey-anti-rabbit HRP | Jackson Immuno Research | 711-035-152
Laboratories, Suffolk, UK

Donky-anti-mouse IgG | Jackson Immuno Research | 715-001-003
Laboratories, Suffolk, UK

Tab. 3. Ubersicht Uiber die bei der Immunhistochemie und Immunfluoreszenz
verwendeten Antikorper

3.5 TagMan Real-Time Polymerase Kettenreaktion (RT-PCR)

Annexin A1-mRNA wurde im renalen Kortex sowie im inneren und aufReren Nierenmark

mittels RT-PCR untersucht. Hierzu war die Praparation der cDNA notwendig.

3.5.1 RNA- und cDNA-Préaparation
Fur die mRNA Préaparation wurden tiefgefrorene Gewebsproben mit Hilfe eines Morsers

und flussigem Stickstoff gemdrsert und hierdurch homogenisiert. Die Praparation der
MRNA erfolgte anschlieRend mittels Trizol. Dazu wurden 500 pl Trizol (PEQLAB
Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland) sowie 100 pl Chloroform (Merck,
Darmstadt, Deutschland) zu dem homogenisierten Gewebe hinzugeflgt. Nach Mischen
der Probe durch Schitteln fur 15 min erfolgte das Zentrifugieren fiir 10 min bei 16000 g.
Nach dem Zentrifugieren wurde die obere Phase in ein neues Gefal3 tberfihrt und mit
250 pl Isopropanol (Merck, Darmstadt, Deutschland) fir 10 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Hiernach erfolgte das erneute Zentrifugieren der Probe mit 16000 g fir 20 min
bei 4 °C wodurch es zu einem Ausfallen der mRNA kam. Die gefallte mRNA wurde
nach Verwerfen des Uberstandes isoliert, mit 500 upl Ethanol 70% gewaschen und
erneut mit 7500 g bei 4 °C fur 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde erneut

verworfen, die Probe erneut mit 250 pl Ethanol 100% gewaschen und abermals fir 5
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min bei 4 °C mit 7500 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde wieder verworfen und die
isolierte mRNA bei 65 °C fur 10 min getrocknet. Hiernach erfolgte die Resuspension in
20 ul RNAse-freiem Wasser sowie die Inkubation bei 65 °C fir 10 min. Zur Lagerung
wurde die geléste mMRNA schockgefroren.

Im Rahmen der TagMan RT-PCR erfolgte in den nachsten Schritten die Transkription
der mRNA in stabile cDNA. Dies erfolgte mit Hilfe eines cDNA-Synthese Kit (Applied
Biosystems, Darmstadt, Deutschland) nach den Angaben des Herstellers. Nach

erfolgter Synthese wurde die fertige cDNA bei -20 °C gelagert.

3.5.2 Quantitative TagMan RT-PCR
Die Quantifizierung der Annexin A1-mRNA Menge Uber den zeitlichen Verlauf der anti-

Thy-1 Nephritis erfolgte mittels quantitativer TagMan RT-PCR. Diese Methode beruht
auf einem modifizierten PCR-Verfahren, in welchem neben den konventionellen
Primern ein weiteres Oligonukleotid zur Anwendung kommt. Die Sequenz dieser
sogenannten TagMan-Sonde ist komplementar zur jeweiligen Zielsequenz. Zuséatzlich
ist sie mit einem Donorfluorochrom (Reporter) und einem Akzeptorfluorochrom
(Quencher) markiert. Durch die groRe Nahe der beiden Fluochrome auf dem
Oligonukleotid kommt es nach Anregung des Donorfluorochroms zu einem Forster-
Resonanzenergietransfer auf das Akzeptorfluorochrom und damit zu einer Ausléschung
der Fluoreszenz des Reporters. Wahrend der PCR hybridisiert dieses Nukleotid mit der
Ziel-DNA und wird durch die Exonukleaseaktivitat der Tag-Polymerase abgebaut. Dabei
werden Quencher und Reporter voneinander getrennt und die Energietibertragung
unterbrochen. Durch Bestimmung der Fluoreszenzintensitat des Reporters kann nun die
Menge an ungebundenem Reporter-Fluochrom und damit die Menge der amplifizierten
DNA gemessen werden.

Das TagMan Genexpressions-System wurde von der Firma Applied Biosystems
bezogen (Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland). Die TagMan RT-PCR wurde
mit einer kommerziell erhaltlichen Sonde fir Annexin A1 (Rn01454280_m1; Applied
Biosystems, Darmstadt, Deutschland) nach Angaben des Herstellers durchgefuhrt. Die
Abundanz von GAPDH cDNA (Hs03929097 gl1; Applied Biosystems, Darmstadt,
Deutschland) wurde im gleichen Ansatz bestimmt und als Ladekontrolle verwendet.
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Hierzu wurde ein Mastermix nach Angaben des Herstellers aus dem spezifischen
TagMan Genexpressionsansatz und GAPDH angesetzt. 10 pl dieses Mastermix sowie
5 ul der praparierten cDNA wurden zusammen in ein Reaktionsgefald gegeben und im
Fast 7900 Cycler (Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland) gemessen. Hierbei
erfolgte zuerst das Erhitzen der Proben auf 95 °C fir 20 s. Danach folgten 40 Zyklen
mit Abkuhlen der Proben auf 60 °C fur 30 s und erneutem Erhitzen auf 95 °C fur 3 s.
Die Messwerte wurden mittels SDS 2.1 Software (Applied Biosystems, Darmstadt,
Deutschland) erhoben. Das Expressionsniveau wurde mittels 22°°T-Methode (Livak

2001) bestimmt und als x-faches der Kontrolle angegeben.

3.6 In-situ-Hybridisierung

Die in-situ-Hybridisierung fir Kollagen 1a2 erfolgte nach einem publizierten Protokoll.
Die Technik ist in unserem Labor etabliert (Weichert 2001, Serradeil-Le Gal 2002,
Campean 2003, Mutig 2007). Fur die Generierung der Sonde wurden zunachst nach
dem weiter oben detaillierten Protokoll cDNA aus dem Schwanzgewebe einer Ratte
generiert. AnschlieRend erfolgte die Amplifikation der Nukleotide 2256-2468 der cDNA
fur Kollagen 1a2 (NM_053356) mittels konventioneller Endpunkt-PCR.
Hiernach wurden je 300 ng des PCR-Produktes fur die Transkription zur Herstellung der
MRNA-Sonde verwendet. Die zur Transkription verwendeten Materialen wurden alle
von der Firma Roche bezogen (Roche, Mannheim, Deutschland). Mittels der DNA, 2 pl
Transkriptionspuffer und 2 pl mit Digoxygenin markiertem Nukleotidmix wurde ein
Ansatz hergestellt, welcher auf 20 pl mit DEPC Wasser aufgefillt wurde. Dieser Ansatz
wurde mit 2 ul RNA Polymerase (-20 °C) versetzt und im Brutschrank (Haraeus, Hanau,
Deutschland) bei 37 °C inkubiert. Die Reaktion wurde nach 135 min durch den Zusatz
von 2 ul 0,2 Mol EDTA, 2,5 pl Lithiumchlorid und 75 pl absolutem Ethanol (-20 °C)
gestoppt. Das Fallen der RNA erfolgte anschlieBend bei -20 °C fur 16 Stunden.
Hiernach erfolgte durch Zentrifugation das Trennen der gefallten RNA vom Uberstand,
das Waschen dieser in 80% Ethanol und die Resuspension in 100 pl DEPC Wasser.
Vor Durchfuhrung der in-situ-Hybridisierung wurden alle Kivetten und Instrumente bei
180 °C fur 6 Stunden gebacken, um eventuell vorhandene DNAsen/RNAsen zu
beseitigen. Hiernach wurden am ersten Tag die Schnitte in Xylol entparaffiniert und
dann durch eine absteigende Ethanolreihe (100%, 96%, 80%, 70%) und abschlie3end
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in PBS rehydriert. Anschlie3end erfolgte eine Nachfixierung mit 4% PFA in PBS (20
min, 4 °C). Mittels 0,2 M HCI (20 min, 4 °C) (Merck, Darmstadt, Deutschland), dem
Waschen in PBS und der nachfolgenden Inkubation mit Proteinase K (Roche,
Mannheim, Deutschland) fur 30 min bei 37 °C wurden vorhandene Proteine denaturiert.
Es erfolge eine erneute Inkubation in 4% PFA (20 min, 4 °C). Hieran schloss sich die
Dehydrierung der Schnitte in einer aufsteigenden Ethanolreihe (70%, 80%, 96%, 100%)
fur jeweils 5 min bei 4 °C an. Nachdem sie fir 20 min bei Raumtemperatur getrocknet
worden waren, erfolgte nun zuerst die Inkubation mit dem Prahybridmix (Grundmix 64
pl (Tab. 4) + 16 pl H,O pro Schnitt) fir 2 Stunden und hiernach die Inkubation mit dem
Hybridmix (Grundmix 32 ul (Tab. 4) + 4 ul Sonde in 50% Formamid gekocht + 4 pl H,O
pro Schnitt) fur 18 Stunden bei 40 °C. Im Anschluss erfolgte das Waschen der Schnitte
mit 50% Formamid in Saline-sodium-citrate-Losung (SSC) fir 30 min bei 40 °C zur
Entfernung ungebundener Sonden. Hierauf folgte eine Behandlung mit SSC in
absteigender Konzentration (2xSSC, 30 min, 40 °C; 2xSSC, 2x15min, Raumtemperatur;
1xSSC, 2x15 min, Raumtemperatur). Es schloss sich die Inkubation mit Puffer 1 (10
min, Raumtemperatur; Tab. 4) und Puffer 2 (30 min, Raumtemperatur; Tab. 4) an. Zur
Detektion der an die RNA gebundenen Sonden wurde der alkalische Phosphatase-
konjugierten anti-Digoxigenin Antikérper (1:50) (DAKO, Eching, Deutschland) appliziert
und die Schnitte fur 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Nach erneutem Waschen
mit Puffer 1 (15 min, Raumtemperatur; Tab. 4) wurden die Schnitte in Puffer 3 Uberfuhrt
(2 min, Raumtemperatur; Tab. 4). Die Generierung des lichtmikroskopisch
detektierbaren Signals erfolgte durch Inkubation der Schnitte mit Entwicklungspuffer
(Tab. 4). Der Fortschritt der Signalentwicklung wurde dabei in regelmaRigen Abstanden
unter dem Lichtmikroskop kontrolliert. Zum Abstoppen der Reaktion wurde Puffer 4
(2x15 min, Raumtemperatur; Tab. 4) benutzt. Nach dem Waschen mit PBS und dem
Abdecken mittels Glasplattchen erfolgte die Analyse und die Fotodokumentation des in-

situ-Signals mittels des Leica DMRB Mikroskops.

Ansatz Inhaltsstoffe Menge

Grundmix 50% Dextransulfat (Sigma, Minchen, Deutschland) 8 ml

100%  deionisiertes  Formamid (Sigma, Minchen, | 16 ml
Deutschland)
Milli Q Wasser (Merck, Darmstadt, Deutschland) 3,2ml
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5 M NaCl 2,4 ml
1 M Tris-Cl, pH 7,4 (Merck, Darmstadt, Deutschland) 0,8 mi
0,5 M EDTA, pH 8 (SERVA GmbH, Heidelberg, Deutschland) | 0,4 mi
50xDenhardt’s (Sigma, Minchen, Deutschland)
100 mg/ml Blockade tRNA (Roche, Mannheim, Deutschland) | 0,8 ml
0,4 ml
20xSSC NaCl 350,6 ¢
Natriumzitrat 176,4 g
Milli Q Wasser 1800 ml
--> pH auf 7,0 mittels 10 M NaOH (Merck, Darmstadt,
Deutschland) einstellen
--> Milli Q Wasser auf 2 Liter auffillen
Puffer 1 1 M Tris (Merck, Darmstadt, Deutschland) 20 ml
5 M NacCl 6 ml
Milli Q Wasser 200 mi
Puffer 2 1% Blocking Reagenz (Roche, Mannheim, Deutschland) in
Puffer 1 16sen
0,5% BSA nach dem Auskiihlen dazu
Puffer 3 1 M Tris 25 ml
5 M NacCl 5ml
1 M MgCl; (Merck, Darmstadt, Deutschland) 12,5 ml
Milli Q Wasser 250 mi
Puffer 4 1 M Tris 20 ml
0,5 M EDTA, pH 8,0 0,4 mi
Puffer Levamisol (Sigma, Minchen, Deutschland) 10 mg
Entwicklung | Nitroblau-Tetrazoliumchlorid (Roche, Mannheim, 45 ul
Deutschland)
X-Phosphat = BCIP (Roche, Mannheim, Deutschland) 35 ul
Puffer 3 10 mi

Tab. 4. Verwendete Losungen/Puffer fur die in-situ-Hybridisierung
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3.7 Prasentation der Daten und statistische Verfahren

Zur Quantifizierung der Makrophagen wurden alle klar als Makrophagen identifizierbare
Zellen ausgewertet. Die Auswertung erfolgte auf Grund der Hauptpathologie der anti-
Thy-1 Nephritis ausschlief3lich im renalen Kortex. Hier wurde des Weiteren zwischen
glomerularen sowie tubulointerstitiellen Makrophagen differenziert. Fur jedes Tier
wurden 2 Schnitte ausgewertet.

Die Veranderung der Anzahl der Makrophagen im Verlauf der anti-Thy-1 Nepbhritis
wurde mittels immunhistochemischer Farbung fur ED1 quantifiziert. Fur die Auszahlung
der glomerularen Makrophagen wurden 40 Glomeruli je Schnitt erfasst. Die Gesamtzahl
der glomerularen Makrophagen wurde zur Anzahl der gezahlten Glomeruli ins
Verhaltnis gesetzt und das Ergebnis als Makrophagen pro Glomerulum angegeben. Fur
die interstitiellen Makrophagen wurden 20 zusammenhangende Gesichtsfelder im
kortikalen Interstitium je Schnitt ausgewertet. Das Gesichtsfeld (40er Objektiv) des
Mikroskops wurde hierfir meanderférmig durch den renalen Kortex gefihrt, sodass von
einer reprasentativen Darstellung der Makrophagenverteilung auszugehen war. Die
Anzahl der gesamten ausgezéhlten Makrophagen wurde zur betrachteten Flache ins
Verhéltnis gesetzt und das Ergebnis als Makrophagen pro Gesichtsfeld angegeben.

Die Auswertung der Annexin Al-Expression von Makrophagen im Verlauf der anti-Thy-
1 Nephritis erfolgte an histologischen Schnitten, an denen zuvor eine Doppelmarkierung
mittels Immunfluoreszenz fur Makrophagen (ED1) und Annexin Al durchgefiihrt worden
war. Jeder ED1-positive Makrophage wurde anhand der Doppelfarbung auf die
Expression von Annexin Al untersucht. Fur die glomerularen Makrophagen erfolgte die
Auswertung von 40 Glomeruli je Schnitt. Die Gesamtzahl der Annexin Al-
exprimierenden glomerularen Makrophagen wurde zur Anzahl der Glomeruli ins
Verhéltnis gesetzt und das Ergebnis als Annexin Al-positive Makrophagen pro
Glomerulum angegeben. Die Auswertung der interstitiellen Annexin Al-exprimierenden
Makrophagen erfolgte anhand von 20 Gesichtsfeldern je Schnitt, welche wie oben
beschrieben meanderférmig durch das kortikale renale Interstitium geftihrt wurden.

Die Gesamtzahl der Annexin Al-exprimierenden interstitiellen Makrophagen wurde so
ermittelt und zur Anzahl der Gesamtmakrophagen (Annexin Al-negative interstitielle

Makrophagen + Annexin Al-positive interstitielle Makrophagen) ins Verhaltnis gesetzt.
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Das Ergebnis wurde als Fraktion (Annexin Al-positive

Makrophagen/Gesamtmakrophagen) angegeben.

Die Messwerte wurden als Mittelwert £ Standardfehler (Standard error of the mean)
angegeben. Die statistische Auswertung erfolgte mittels zweiseitiger ANOVA. Es wurde
von der Normalverteilung aller erzeugten Daten ausgegangen. Bei den Tierversuchen
lag die Anzahl je Gruppe bei n=5. Bei einem p<0,05 wurden die Nullhypothese

verworfen und die Unterschiede als signifikant angesehen.
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4 Ergebnisse

4.1 Lokalisation von Annexin Al in Kontrolltieren

Abb. 1.

Ubersichtsaufnahmen zur Darstellung der Annexin Al-
Expression in der gesunden Niere der Ratte.

Im Kortex (A) zeigt sich ein kréaftiges Annexin Al-Signal
in den Glomeruli sowie in Teilen des distalen
Tubulussystems. Auch interstitielle Zellen weisen eine
Annexin Al-Expression auf (Pfeile). Im &uf3eren (B)
sowie im inneren Mark der Niere (C) weisen
vorzugsweise epitheliale Strukturen eine starke
Signalintensitat fur Annexin Al auf. Immunhistochemie
an 4 um dicken Paraffinschnitten, urspriingliche
VergroBerung x100. Diese Abbildungen wurden von
Dr. A. Paliege zur Verfigung gestellt.

Die Immunhistochemie zeigte eine
glomerulare Expression von Annexin Al in
den Podozyten wund den Zellen der
Bowman'schen  Kapsel. Eine tubulare
Expression fand sich im dicken aufsteigenden
Teil der Henle-Schleife, der Macula densa
sowie dem Sammelrohr. Die deutliche
vaskulare Expression von Annexin Al zeigte
sich in den Endothelzellen der Arteriae
arcuatae. In den peritubularen Kapillaren liel3

sich kein Signal nachweisen (Abb. 1 und 2).

Im Interstitium des Nierenkortex wurden

regelmafiig Annexin Al-positive Zellen mit der Immunhistochemie dargestellt (Abb. 1
und 2). Um diese Zellen zu identifizieren, wurden Doppelfarbungen mit Antikérpern
gegen Annexin Al, ED1 (Makrophagen), MHC Il (dendritische Zellen), CD73
(Fibroblasten) und RECA (Endothelzellen) durchgefihrt.
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Abb. 2. Detailaufnahmen zur Darstellung der Annexin Al-Expression im renalen Kortex der Ratte.

In A weisen die Glomeruli, mit Podozyten und Bowman'scher Kapsel, und die angrenzende Macula
densa (Dreiecke) ein starkes Signal fir Annexin Al auf. Proximale Tubuli sind negativ (*). Periglomerular
und peritubular zeigen interstitielle Zellen, ein intensives Signal (Pfeile in A-C). Auch der dicke
aufsteigende Teil der Henle-Schleife (+ in C) weist ein kraftiges Annexin Al-Signal auf. Groliere Gefalle
(D), wie die Arteriae arcuatae, werden von schwach Annexin Al-positiven Endothelzellen ausgekleidet.
Immunhistochemie an 4 um dicken Paraffinschnitten, urspriingliche Vergré3erung x400 (A-D).

4.2 Identifizierung der Annexin Al-exprimierenden Zellen in Kontrolltieren

4.2.1 CD73
Die ldentifizierung von Fibroblasten erfolgte mittels Immunfluoreszenzfarbungen fur

CD73, welches von den Fibroblasten exprimiert wird (Kaissling 1994, 2008, Meran
2011). Der uberwiegende Teil der tubulointerstitiellen Zellen zeigte ein kraftiges Signal
fur CD73 (Abb. 3). Diese Zellen wiesen zudem typische Formen von Fibroblasten auf,
wie triangulare Zellkérper mit feinen Zellauslaufern, welche sich tber lange Distanzen
ausstrecken (Kaissling 1996). In der Doppelfarbung fir Annexin A1 und CD73 zeigten
alle CD73-positiven Zellen ebenfalls Annexin Al-Positivitait (Abb. 3). Ob die
Fibroblasten peritubular, perivaskular oder periglomerulér lokalisiert waren, schien

hierbei keinen Einfluss auf die Annexin Al-Expressionsstarke zu haben.
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Abb. 3. Doppelmarkierung fir Annexin A1 und CD73 in interstitiellen kortikalen Zellen der gesunden Niere
der Ratte.

Peritubulare (A) und perivaskulare interstitielle Zellen (D) zeigen eine Annexin Al-Expression. Die
gleichen Zellen zeigen in B und E ein ausgepragtes Signal fir CD73. Die Doppelmarkierung fir Annexin
Al (rot) und CD73 (grun) zeigt eine klare Kolokalisation beider Signale sowohl in peritubuléaren (C), als
auch perivaskularen Zellen (Pfeile in F). Arteriole durch * gekennzeichnet (D-F). Doppelfédrbung an 4 um
dicken Cryostatschnitten. Urspriingliche VergroRerung ca. 400x. Kernfarbung mit DAPI.

4.2.2 MHC Il und ED1
MHC 1l wird von antigenprasentierenden Zellen exprimiert. In der gesunden Niere sind

dies Uberwiegend dendritische Zellen, die im peritubularen Interstitium vorkommen und
ortstdndige Immunzellen darstellen. In weitaus kleinerer Anzahl kommen des Weiteren
einzelne Makrophagen vor allem in der Nahe von GefaRen oder in Glomeruli vor
(Kaissling 1996, 2008). Das Vorkommen dieser immunologisch aktiven Zellen im

renalen Interstitium wurde mittels Immunfluoreszenzfarbung fir MHC Il bestétigt.
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Abb. 4. Doppelmarkierung fiir Annexin A1 und major histocompatibility complex 1l (MHC II) (A-F), sowie
Annexin Al und ED1 (G-I) in interstitiellen kortikalen Zellen der gesunden Niere der Ratte.

Interstitielle Zellen zeigen in allen Schnitten (A, D, G) ein starkes zytoplasmatisches Signal fir Annexin
Al. Peritubulére Zellen zeigen ein zytosolisches Signal fur MHC Il (B). Die Doppelmarkierung fir Annexin
Al (rot) und MHC Il (gruin) in C zeigt die klare Separation beider Signale. Mehrere perivaskulare Zellen
weisen ein kraftiges Signal fur MHC Il auf (E). In F zeigt sich hingegen die klare Kolokalisation beider
Signale in den peritubuléaren Zellen (Arteriole durch * gekennzeichnet in D-F). Mehrere interstitielle Zellen
zeigen ein intensives Signal fur ED1 (H). In der Doppelmarkierung fur Annexin Al (rot) und ED1 (griin)
zeigt sich die klare Kolokalisation fast aller ED1-positiven Zellen mit dem Annexin Al-Signal (I). Eine
ED1-positive Zelle am unteren Bildrand zeigt jedoch keine Kolokalisation mit Annexin Al (+).
Doppelfdrbung an 4 um dicken Cryostatschnitten. Urspriingliche VergréBerung ca. 400x. Kernfarbung mit
DAPI.

Die Identifikation der dendritischen Zellen und Makrophagen erfolgte mittels
Immunfluoreszenzfarbung fiur MHC Il und ED1 (Abb. 4). Die grof3e Mehrzahl der MHC
ll-exprimierenden Zellen fand sich peritubuldar und zeigte charakteristische

Eigenschaften ortstandiger dendritischer Zellen, wie ein rundliches Perikaryon mit
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dendritischen Auslaufern. Vereinzelt zeigten perivaskulare und periglomerulare Zellen
ein Signal, die von der Form und Lokalisation her wahrscheinlich Makrophagen waren.
Mittels der Farbung fur MHC Il war jedoch keine sichere Differenzierung zwischen
dendritischen Zellen und Makrophagen mdoglich, da dieses von beiden Zelltypen
exprimiert wird. Es erfolgte daher eine weitere Farbung mit ED1, welches ein
spezifischer Makrophagenmarker ist (Abb. 4) (Dijkstra 1985). ED1-positive Zellen
kamen, im Gegensatz zu den MHC ll-positiven Zellen, nur in geringem Mal3e in dem
gesunden renalen Tubulointerstitium vor. Der grofdte Anteil dieser Zellen befand sich
periglomerular und perivaskular.

Zur weiteren Charakterisierung der dendritischen Zellen und Makrophagen beztglich
ihrer Annexin Al-Expression wurde eine Doppelfarbung fir Annexin A1 und MHC I
bzw. ED1 (Abb. 4) im kortikalen Interstitium durchgefihrt. Hier zeigte sich in der
uberwiegenden Mehrzahl keine Expression von Annexin Al in MHC ll-positiven Zellen.
Annexin Al-positive, MHC IlI-coexprimierende Zellen fanden sich in geringer Zahl
Uberwiegend im perivaskularen Interstitium sowie in unmittelbarer Nahe zu den
Glomeruli. Diese Zellen wurden mittels einer Doppelfarbung fir Annexin A1 und ED1
als Makrophagen identifiziert (Abb. 4). So scheint ein gewisser Anteil der renalen
Makrophagen Annexin Al zu exprimieren, dendritische Zellen eher nicht.

4.2.3 RECA
Anhand einer Immunfluoreszenzfarbung fir RECA wurden in dieser Arbeit

Endothelzellen identifiziert. Alle Endothelzellen unabhéngig der GefaRgroRe bzw. -art
zeigten eine kraftiges Signal fir RECA (Abb. 5).

Mittels Doppelfarbung fir Annexin Al und RECA wurde zudem die Annexin Al-
Expression von Endothelzellen untersucht. Hierdurch konnten die Ergebnisse unserer
ersten immunhistochemischen Versuche, in denen Endothelzellen der gro3en Gefale
Annexin Al exprimierten, bestétigt werden. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass
Endothelzellen der Kapillaren, peritubular oder glomerulér, der kleineren Arteriolen und
der Vasa recta keine Annexin Al-Expression aufweisen (Abb. 5). Venodse Gefalie
stellten sich unabh&ngig ihrer GroRe als Annexin Al-negativ dar (Daten nicht

dargestellt).
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Abb. 5. Doppelmarkierung fur Annexin Al und rat endothelial cell antigen 1 (RECA) im renalen Kortex der
gesunden Niere der Ratte.

Mehrere interstitielle Zellen weisen peritubular ein starkes Signal fur Annexin Al auf (A). Zellen der
groBen renalen GeféalRe zeigen ein Signal fur Annexin Al (D). Die Endothelzellen der kleine (B) und
groBen GefalRe (E) weisen eine Expression von RECA auf. Die Doppelmarkierung fiir Annexin Al (rot)
und RECA (gruin) zeigt in den kleinen peritubularen Gefal3en eine klare Separation beider Signale (C). In
den groRen GefalRen hingegen zeigt sich eine klare Kolokalisation beider Signale (F). Doppelfarbung an 4
um dicken Cryostatschnitten. Urspriingliche Vergré3erung ca. 400x. Kernfarbung mit DAPI.

Zusammenfassend zeigen diese Daten, dass Fibroblasten Annexin Al exprimieren.
Auch ein Teil der in der gesunden Niere vorkommenden Makrophagen exprimieren
Annexin Al. Dendritische Zellen hingegen exprimieren kein bzw. nur geringe Mengen
Annexin Al. Endothelzellen der grofR3eren Gefalle weisen wiederum eine Annexin Al-
Expression auf, wahrenddessen die der Arteriolen, Kapillaren und aller vendsen Geféalie

keine Expression zeigen.

4.3 Anti-Thy-1 Nephritis

In den vorangegangenen Versuchen konnte gezeigt werden, dass Makrophagen in der
gesunden Niere eine relevante Quelle fir Annexin Al darstellen. In einem nachsten
Versuchsschritt wurde die Verdnderung dieser Annexin Al-exprimierenden Zellen im

Verlauf einer Entziindungsreaktion untersucht. Hierzu wurden in Versuchstieren eine
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anti-Thy-1 Nephritis induziert und zu verschiedenen Zeitpunkten nach Induktion der
Nephritis die renalen Makrophagen beziglich deren Annexin Al-Expression analysiert

und quantifiziert.

4.3.1 Veranderung der Proteinurie im Verlauf der Nephritis

Zum Nachweis der glomerularen Schadigung erfolgte zunachst die Quantifizierung der
Proteinurie (Abb. 6). Die Ergebnisse zeigten, dass es im Rahmen der Nephritis zu einer
Zunahme der Proteinurie kam. So zeigte sich 5 Tage nach Induktion der Nephritis eine
signifikante Zunahme (Kontrolle: 2,4 + 0,6 mg/24h; 5d: 13,8 + 1,5 mg/24h; p<0,05).
Nach 15 Tagen kam es zu einer signifikanten Verminderung der Proteinurie im
Vergleich zu dem Wert nach 5 Tagen (6,6 + 0,7 mg/24h; p<0,05).

Proteinexkretion
p<0,05

I 1
p<0,05
1 6 - r 1 p<0,05

I 1

12 -
10 -

mg/ 24h

Kontrolle 5d 15d

Abb. 6. Proteinurie im Verlauf der anti-Thy-1 Nepbhritis.

Es zeigt sich eine signifikante Zunahme der Proteinurie nach 5 Tagen im Vergleich zu den Kontrollen.
Nach 15 Tagen ist die Exkretion im Vergleich zu den Kontrolle weiterhin signifikant erhéht. Jedoch ist es
im Vergleich zu den Werten nach 5 Tagen zu einem signifikanten Rickgang gekommen.

4.3.2 Glomerulare Ablagerung des THY1-Antikorpers im Verlauf der Nephritis
Zur Identifizierung der Antikorper-Ablagerung wurde eine direkte

Immunfluoreszenzfarbung fir den THY1-Antikérper im Verlauf der Nephritis (Kontrolle,

sowie 24h, 5d und 15d nach Antikorperinjektion) durchgefihrt. Die Ergebnisse zeigten
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die Ablagerungen des Antikorpers in den jeweiligen Stadien (Abb. 7): In der Kontrolle
konnte kein mesangiales Signal detektiert werden. Nach 24 Stunden konnte ein
ausgepragtes mesangiales Fluoreszenzsignal des Antikorpers feststellt werden. Diese
starke Signalintensitat zeigte sich im weiteren Verlauf der Nephritis mit dem Beginn der
Antikorperelimination abnehmend. Nach 5 Tagen war weiterhin ein deutliches, jedoch,
im Vergleich zu den 24 Stunden nach Injektion, schwacheres Signal zu detektieren.

Nach 15 Tagen zeigte sich kein Signal des Antikdrpers mehr.

Abb. 7. Direkte Immunfluoreszenzfarbung fir Maus-IlgG zum Nachweis des THY1-Antikorpers im Verlauf
der anti-Thy-1 Nepbhritis

In der Kontrollgruppe zeigt sich kein mesangiales Signal (A). 24 Stunden nach Injektion des Antikdrpers
zeigt sich ein starkes mesangiales Signal (B). Nach 5 Tagen zeigt sich eine Abschwachung des Signals
(C). 15 Tage nach Injektion ist kaum noch Signal zu erkennen (D). Fédrbung an 4 um dicken
Cryostatschnitten. Urspriingliche VergréRerung ca. 100x.

4.3.3 Morphologische Veranderungen im Verlauf der Nephritis

Zur Analyse der pathologischen glomerularen und interstitiellen Veranderungen im
Verlauf der anti-Thy-1 Nephritis und zum Beleg der Funktion des Tiermodells, wurden
im néachsten Schritt PAS-gefarbte Schnitte untersucht (Abb. 10 und 11).

Es zeigten sich in den Kontrolltieren gesunde Glomeruli mit einer normalen Architektur

und ohne Zeichen von Sklerose. Auch der periglomerulare Raum und das
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Tubulointerstitium zeigte keine pathologischen Aufféalligkeiten. 24 Stunden nach
Injektion des Antikodrpers konnten eine beginnende Mesangiolyse mit Volumenzunahme
des kapillaren GefaRknauels sowie hierbei vermehrt in das Lumen prolabierte
Podozyten dargestellt werden. 5 Tage nach Injektion zeigte sich eine hochgradig
veranderte Architektur der Glomeruli, welche mit einer weiteren Zunahme der
mesangialen Matrix einherging. Hierbei kam es vermehrt zur Bildung von sog.
mesangialen Ballonierungen, welche mit der fast vollstandigen Ausfiullung eines
Glomerulums mit mesangialer Matrix und einem starken Rlckgang der Kapillardichte
einhergingen. In selteneren Fallen zeigten sich sog. lobuldre Aneurysmen, welche
pathologische Aufdehnungen einzelner Abschnitte der Kapillaren in einem Glomerulum
entsprechen. Des Weiteren konnten vermehrt Adhéasionen zwischen Bowman'scher
Kapsel und dem Schlingenkonvolut festgestellt werden. 15 Tage nach Injektion zeigte
sich ein, verglichen zu den anderen Zeitpunkten, inhomogenes Bild von weit
fortgeschrittener Inflammation mit vollstandig zerstorten und atrophen Glomeruli bis hin
zu Glomeruli mit stattgefundener Defektheilung mit zentralen narbigen Residuen.
Wenige Glomeruli zeigten das Bild einer kompletten Remission.

Interstitiell konnte 24 Stunden nach Injektion des Antikdrpers im Gegensatz zu den
glomerularen Veranderungen nur eine minimale Reaktion auf die Nephritis festgestellt
werden. Weitestgehend zeigte sich ein physiologisches Tubulointerstitium wie in den
Kontrolltieren. Glomeruli und Tubuli waren in einem zarten Netzwerk aus interstitiellen
Zellen eingebettet. Nach 5 Tagen zeigten sich Veranderungen des renalen Interstitiums.
Es kam zu einer deutlichen Expansion des tubulointerstitiellen Raumes mit einer
Zunahme der zellularen Bestandteile, vornehmlich bedingt durch die Infiltration von
Leukozyten. Zudem zeigte sich neben der starken Zunahme der interstitiellen Zellzahl
auch ein signifikanter Anstieg der extrazellularen Matrix. Auch traten nun gehauft Areale
mit abgestorbenen Tubulusbestandteilen auf, in denen sich neben der extrazellularen
Matrix nur noch wenig vitale Zellen abgrenzen lieBen. Diese Ergebnisse
veranschaulichen den Ubertritt der anfanglichen rein glomerularen Inflammation zu
einer, welche auch das Interstitium betrifft. 15 Tage nach Injektion zeigte sich ein recht
inhomogenes Bild mit Gebieten der Inflammation und Gewebszerstérung neben

solchen mit komplett oder narbig regenerierten Parenchymstrukturen.
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4.3.4 Makrophagen im Verlauf der Nephritis
Zur Analyse der Veradnderung der Makrophagenanzahl im renalen Interstitium im

Verlauf der anti-Thy-1 Nephritis wurde eine immunhistochemische Féarbung fur ED1
durchgefthrt (Abb. 10 und 11).

In den Glomeruli der Kontrollgruppe (Abb. 8 und 10) zeigten sich nur wenige
Makrophagen (1,5 = 0,1 Makrophagen/Glomerulum). 24 Stunden nach Antikorper-
Injektion nahm die Anzahl der glomerularen Makrophagen im Rahmen der beginnenden
anti-Thy-1 Nephritis signifikant zu (8,9 + 0,7 Makrophagen/Glomerulum; p<0,05). Nach
5 Tagen zeigte sich diese Anzahl wiederum signifikant racklaufig (6,0 = 0,2
Makrophagen/Glomerulum; p<0,05). Zudem zeigten sich nun zunehmend Makrophagen
im periglomerularen Bereich im Rahmen der beginnenden Mitbeteiligung des
Tubulointerstitiums. 15 Tage nach Injektion stellte sich wie im letzten Absatz
beschrieben ein inhomogenes Bild mit starker glomerularer Schadigung einerseits und
regenerierten Glomeruli andererseits dar. In den stark geschadigten Glomeruli zeigten
sich die Makrophagen zahlenmaflig ahnlich stark vertreten wie 5 Tage nach
Antikorperinjektion. In Arealen ohne nekrotischer Parenchymanteile kam es zu einem
weiteren Riuckgang der Makrophagen, sodass Werte ahnlich denen der Kontrolle
erreicht wurden. Im Mittel zeigte sich eine signifikante Abnahme der Anzahl im
Vergleich zum Tag 5 (4,3 + 0,2 Makrophagen/Glomerulum; p<0,05).

Im Interstitium (Abb. 9 und 11) zeigte sich in den Kontrollen eine geringe Anzahl von
Makrophagen (30 = 2 Makrophagen/Gesichtsfeld, 40x). Mit Beginn der glomerularen
Inflammation zeigte sich hier eine signifikante Abnahme der Makrophagenanzahl (20 +
1 Makrophagen/Gesichtsfeld; p<0,05). Nach 5 Tagen kam es im Vergleich zu dem
Ausgangswert zu einem signifikanten Anstieg, welcher mit einer Affektion des
Interstitiums im Verlauf der Nephritis vereinbar ist (75 £ 3 Makrophagen/Gesichtsfeld;
p<0,05). Nach 15 Tagen zeigte sich ein weiterer signifikanter Anstieg der gesamten
interstitiellen Makrophagen (117 + 11 Makrophagen/Gesichtsfeld; p<0,05). In Bereichen
mit starker Inflammation wurden massive Ansammlungen der beschriebenen Zellen
nachgewiesen. In Gebieten mit fast vollstandiger eingetretener Resolution und
wiederhergestellter Architektur des Parenchyms zeigte sich hingegen ein Rickgang der

Anzahl der Makrophagen fast auf den Wert der Kontrolltiere.
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Insgesamt zeigte sich die Zahl der interstitiellen Makrophagen nach Antikdrperinjektion
mit Dauer der Nephritis ansteigend, die der glomerularen Makrophagen hingegen

fallend.

Glomerulare Makrophagen

12 - p<0,05
p<0,05

p<0,05

S BE

p<0,05

Makrophagen / Glomerulus

]

Kontrolle 24h 5d 15d

Abb. 8. Dynamik der glomeruléren Makrophagen im Verlauf der anti-Thy-1 Nephritis.

Es zeigt sich eine signifikante Zunahme der glomerularen Makrophagen 24 Stunden nach Injektion des
Antikorpers. Im weiteren Verlauf der Nepbhritis fallt die Anzahl der glomerularen Makrophagen stetig ab.
15 Tage nach Injektion befinden sich weiterhin signifikant mehr Makrophagen in den Glomeruli als in den
Kontrolltieren. Verglichen mit den Zahlen nach 5 Tagen sind diese jedoch signifikant ricklaufig. Die
Auszahlung erfolgte anhand der beschriebenen Farbung fir ED1 in histologischen Praparaten.
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Abb. 9. Dynamik der interstitiellen Makrophagen (ED1-positiv) im Verlauf der anti-Thy-1 Nephritis.

Bei den interstitiellen Makrophagen kommt es nach 24 Stunden zu einem signifikanten Rickgang. 5 Tage
nach Injektion hingegen kommt es zu einem signifikanten Anstieg der Makrophagen. 15 Tage nach
Induktion der Entziindung hat sich die Zahl der Makrophagen vervielfacht. Die Auszahlung erfolgte
anhand der Farbung fir ED1 in histologischen Praparaten.

4.3.5 Annexin Al-Expression im Verlauf der Nephritis
Zur Analyse der Annexin Al-Expression erfolgten Farbungen fir Annexin Al im Verlauf

der Nephritis (Abb. 10 und 11).

In den Kontrollen zeigten sich Annexin Al-Signale in den Podozyten, der
Bowman'schen Kapsel, dem dicken aufsteigenden Teil der Henle-Schleife, den
Maculae densae und den Sammelrohren. Zudem wies das Mesangium ein schwaches
Signal auf. Nach 24 Stunden kam es zu einem Ruckgang des Annexin Al-Signals im
Mesangium der affektierten Glomeruli. Die Annexin Al-Expression in den Podozyten
zeigte sich als unverédndert. Im weiteren Verlauf der Inflammation kam es nach 5 Tagen
in den Glomeruli zu einem erneuten Anstieg des Annexin Al-Signals. Neben den
Annexin Al-exprimierenden Podozyten wies nun auch das Mesangium ein deutliches
Annexin Al-Signal auf. Nach 15 Tagen zeigte sich in den regenerierten Glomeruli eine
weitestgehend normale Annexin Al-Expression verglichen mit den Kontrollen. In den
Bereichen mit fortgeschrittener Entziindung und Degeneration, sowie in den Bereichen

der Defektheilung blieb die erhéhte Annexin Al-Expression im Mesangium bestehen.
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Im Tubulointerstitium konnte fir die Mehrzahl der interstitiellen Zellen, vor allem
Fibroblasten, eine Annexin Al-Expression nachgewiesen werden. Mit Beginn der
Nephritis nach 24 Stunden zeigte sich keine Veranderung beziglich des Annexin Al-
Signals. Erst mit Beginn der inflammatorischen Affektion des Tubulointerstitiums nach 5
Tagen kam es zu einem Anstieg der Menge an Annexin Al besonders in den
pathologisch veranderten Bereichen mit den infiltrierenden Leukozyten. Auch in den
Bereichen mit abgestorbenen Tubulusbestandteilen zeigte sich ein signifikantes Signal
fur Annexin Al. Nach 15 Tagen zeigten Bereiche mit parallel ablaufender Inflammation
und Resolution weiterhin ein deutliches Signal fir Annexin Al. Im Vergleich zu dem
morphologischen Bild nach 5 Tagen war es nach 15 Tagen zu einer Zunahme dieser
Annexin Al-positiven Areale gekommen. In den Bereichen mit abgeschlossener
Resolution oder Defektheilung zeigten die interstitiellen Zellen ein Signal &hnlich der

interstitiellen Zellen in den Kontrollen.

Neben der immunhistochemischen Darstellung der Annexin Al-Expression konnten
durch die Bestimmung der Menge an Annexin A1-mRNA mittels TagMan RT-PCR
quantitative Aussagen zur Expression im Verlauf der Nephritis getroffen werden (Abb.
12). Dies erfolgte sowohl mit kortikalem als auch medullarem Gewebe.

Die Ergebnisse der kortikalen Proben zeigten innerhalb der ersten 24 Stunden eine
signifikante Zunahme an Annexin A1-mRNA (Kontrolle: 1,5 + 0,1; 24h: 2,9 + 0,2; x-
faches der Kontrollen; p<0,05). Nach 5 Tagen zeigte sich eine weitere Zunahme der
MRNA auf mehr als das Doppelte des Ausgangswertes der Kontrolltiere (3,4 + 0,3; x-
faches der Kontrollen; p<0,05). Nach 15 Tagen, mit Einsetzen der Resolution, zeigten
sich erste Anzeichen eines leichten Absinkens dieser Werte im Vergleich zu den 5
Tagen (2,6 £ 0,5; x-faches der Kontrollen; p>0,05). Die Menge an mRNA blieb jedoch
weiterhin signifikant erhéht, verglichen mit den Kontrollen (p<0,05).
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Abb. 10. Darstellung der Veranderungen der glomerularen Morphologie, der Makrophagenanzahl und der
Annexin Al-Expression im Verlauf einer anti-Thy-1 Nepbhritis.

In den Kontrollen zeigt sich eine gesunde renale Architektur mit intakten Glomeruli (A). Die Zahl der
glomerularen Makrophagen ist gering (B). Die Expression von Annexin Al findet sich in Podozyten, der
Macula densa und dem Mesangium (C). 24 Stunden nach Injektion erkennt man in das Lumen prolabierte
tropfenférmige Podozyten (D, Dreieck). Es kommt zu einer massiven Zunahme der Makrophagenzahl (E).
Es zeigt sich ein Ruckgang der Signalintensitit der Annexin Al-Expression im Mesangium, bei
unveranderter Expression in den Podozyten (F). 5 Tage nach Injektion zeigen sich vermehrt
inflammatorische Areale mit massiver Matrixansammlung (G). Die Zahl der glomeruldaren Makrophagen
nimmt ab (H), es zeigen sich jedoch nun auch zunehmend Makrophagen im periglomeruldren Bereich
(Pfeile). In den betroffenen Glomeruli zeigt sich eine erhdhte Expression von Annexin Al in den
mesangialen Zellen (I). Am 15. Tag zeigen sich neben stark geschadigten Glomeruli (M) jetzt auch
vermehrt solche mit anndhernd normaler Architektur (J). In den stark degenerierten Glomeruli zeigt sich
ein starkes Annexin Al-Signal (O), wahrenddessen es in den ausgeheilten zu einem Ruckgang
gekommen ist (L). Dies reflektiert sich auch in der Zahl der Makrophagen, deren Anzahl in den
entziindeten Glomeruli weiterhin vermehrt ist (N), in den Gebieten der Regeneration jedoch stark
zuruickgeht (K). In M ist eine Adhéasionen zwischen Bowman'scher Kapsel und dem Schlingenkonvolut zu
erkennen (+). PAS-Farbung (A, D, G, J, M) und immunhistochemische Farbung fir ED1 (B, E, H, K, N)
bzw. fur Annexin A1 (C, F, |, L, O) an 4 um dicken Paraffinschnitten, urspriingliche VergréBerung ca.
x400.

Die Ergebnisse des dulReren und inneren Markes unterschieden sich stark voneinander.
Nach 24 Stunden kam es im aufReren Mark zu einem signifikanten Anstieg der Annexin
A1l-mRNA, welcher Uber den gesamten gemessenen Zeitraum bis zum 15. Tag
signifikant erhéht blieb (Kontrolle: 1,8 + 0,1; 24h: 2,5 + 0,5; 5d: 2,7 + 0,3; 15d: 2,9 + 0,2;
x-faches der Kontrollen; p<0,05). Das innere Mark zeigte keine signifikanten
Veranderungen der mRNA-Menge im Verlauf der anti-Thy-1 Nephritis (Kontrolle: 5,6 +
0,3; 24h: 4,83 + 0,6; 5d: 4,7 + 0,4; 15d: 5,5 £ 0,6; x-faches der Kontrollen; p>0,05).
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Abb. 11. Darstellung der Veranderungen der renalen Morphologie, der Makrophagenanzahl und der
Annexin Al-Expression im Verlauf einer anti-Thy-1 Nephritis im renalen Tubulointerstitium.

Das Interstitium der Kontrolltiere zeigt eine gesunde Architektur (A). Auch die Zahl der ortsstandigen
Makrophagen ist gering (B). Es ist eine starke Annexin Al-Expression in den interstitiellen Zellen zu
erkennen (C). Nach 24 Stunden zeigt sich ein weitestgehend unverandertes Tubulointerstitium (D). Es
kommt zu einem signifikanten Rickgang der Makrophagenanzahl (E). Die Annexin Al-Expression
erscheint unverandert (F). 5 Tage nach Injektion kommt es zu einer Erweiterung des interstitiellen
Raumes durch Zunahme der dortigen Zellzahl (G). Es zeigt sich eine Zunahme der interstitiellen
Makrophagenanzahl (H). In den Bereichen dieser Zunahme (1) zeigt sich nun auch eine erhdhte Annexin
Al-Expression (Pfeile). Nach 15 Tagen zeigen sich neben den massiven interstitiellen Schaden, welche
mit Nekrosen- und Fibrosebildung einhergehen (M) auch Bereiche, in denen ein Rickgang der
Inflammation zu verzeichnen ist (J). In den stark geschédigten Bereichen finden sich weiterhin ein
Vielzahl von Makrophagen (N), wahrenddessen in den regenerierten Arealen ein Rickgang dieser zu
verzeichnen ist (K). In den Bereichen starker Inflammation zeigt sich zudem eine massiv gesteigerte
Expression von Annexin Al (O). In den schon regenerierten Arealen hingegen zeigt sich ein Signal
vergleichbar mit den Kontrollen (L). PAS-Farbung (A, D, G, J, M) und immunhistochemische Féarbung fir
ED1 (B, E, H, K, N) bzw. fir Annexin Al (C, F, I, L, O) an 4 um dicken Paraffinschnitten, urspriingliche
VergroRerung ca. x400.

4.3.6 Annexin Al-Expression in Makrophagen im Verlauf der Nephritis
Im Anbetracht der signifikanten Zunahme an Annexin A1l im Rahmen der Nephritis,

sowie der Zunahme an Makrophagen, wurde die Zahl der Annexin Al-exprimierenden
Makrophagen im Verlauf der Nephritis untersucht. Die obigen Ergebnisse bezulglich der
Zunahme der Anzahl der Makrophagen, sowie die morphologischen Veranderung des
Nierenparenchyms konnten in diesem Versuch bestétigt werden.

Die Expression von Annexin Al in den Makrophagen der Glomeruli und des
Interstitiums verhielt sich im Verlauf der Nephritis sehr verschieden. So wiesen die
glomerularen Zellen zu keiner Zeit eine Annexin Al-Expression auf. Auch nach
Zunahme der Zelldichte nach 24 Stunden oder der eintretenden Resolution nach 15
Tagen zeigte kein Makrophage ein Signal fur Annexin Al.

Die interstitiellen Makrophagen hingegen wiesen im Verlauf der Nephritis eine
dynamische Expression von Annexin Al auf (Abb. 13 und 14). Wie oben beschrieben
zeigten die Kontrolltiere nur wenige interstitielle Makrophagen. Weniger als die Halfte
dieser (41,6% + 1,5%) zeigten eine Expression fir Annexin Al. 24 Stunden nach
Injektion kam es zunéachst zu einem nicht signifikanten Rickgang dieses Verhéaltnisses
(39,6% * 4,4%; p>0,05).
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Abb. 12. TagMan RT-PCR von Annexin A1-mRNA im Verlauf der anti-Thy-1 Nepbhritis.

Im Verlauf der Nephritis kommt es im Kortex und dem &uferen Mark der Niere zu einer signifikanten
Zunahme der Annexin Al1-mRNA. Im inneren Mark hingegen zeigen sich keine signifikanten
Veranderungen der Annexin A1-mRNA.

Nach 5 Tagen, mit dem Beginn der Migration von Makrophagen in das renale
Tubulointerstitium, konnten erste Hinweise auf eine beginnende Zunahme von Annexin

Al-positiven Zellen/Gesamtmakrophagen gezeigt werden (45,6% + 1,7%; p>0,05). 15
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Tage nach Injektion des Antikorpers zeigte sich im Rahmen der nun bestehenden
ausgepragten Resolution eine signifikante Zunahme der Annexin Al-exprimierenden
interstitiellen Makrophagen/Gesamtmakrophagen (64,7% + 2,7%; p<0,05). Zu diesem
Zeitpunkt ergab sich in den Bereichen starkster Inflammation mit abgestorbenen
Parenchymanteilen und Narbenbildung die Schwierigkeit der Quantifizierung der
Makrophagen und deren Abgrenzung zu Zelldebris und apoptotischen Zellen, sodass
fur die Auszéhlung nur morphologisch klar zu erkennende, intakte Zellen in die
Auswertung aufgenommen wurden. Hierdurch ist mdéglicherweise eine leicht niedrigere
Anzahl der Annexin Al-positiven Makrophagen gemessen worden, als tatséchlich
vorhanden war.

Die Ergebnisse zeigen, dass es im Verlauf der anti-Thy-1 Nephritis zu einem
signifikanten Einstrom von Makrophagen, sowie einer deutlichen Zunahme der

Expression von Annexin Al in Kortikalen, interstitiellen Makrophagen kommit.
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Abb. 13. Expression von Annexin Al in den interstitiellen Makrophagen im Verlauf der anti-Thy-1
Nephritis.

Im Verlauf der Nephritis kommt es zu einer signifikanten Zunahme der Annexin Al-exprimierenden
interstitiellen Makrophagen. Nach 24 Stunden ist es zu keiner Anderung gekommen. Am 5. Tag zeigt sich
eine fokale Zunahme an Annexin Al-exprimierenden Makrophagen, welche sich jedoch als nicht
signifikant im Rahmen der Gesamtauswertung darstellt. Eine signifikante Zunahme zeigt sich erst am 15.
Tag.
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Abb. 14. Doppelmarkierung fiir Annexin A1 und ED1 des Tubulointerstitium der Niere im Verlauf der anti-
Thy-1 Nephritis.

In den Kontrolltieren (A-C) zeigen sich wenige interstitielle, meist Annexin Al-negative, Makrophagen
(Pfeile). Nach 24 Stunden (D-F) kommt es im Interstitium zu einem signifikanten Rickgang der
Makrophagenanzahl. Die Mehrzahl dieser zeigt weiterhin keine Expression von Annexin Al (Pfeil). 5
Tage nach Induktion kommt es zu einer signifikanten Zunahme der Makrophagenanzahl (G-l). Neben
Annexin Al-negativen Makrophagen (Pfeile), nehmen Annexin Al-positive Makrophagen (Dreieck) an
Zahl zu. Nach 15 Tagen befindet sich weiterhin eine grol3e Anzahl von Makrophagen im Interstitium (J-L).
Die Anteil der Annexin Al-positiven Makrophagen (Pfeile) steigt weiter. Doppelfarbung an 4 um dicken
Cryostatschnitten. Urspringliche Vergréf3erung ca. 400x.
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4.4 chronisch fibrosierende Nierenerkrankung

Im Rahmen der Charakterisierung der Annexin Al-exprimierenden interstitiellen Zellen
der Niere konnte gezeigt werden, dass Fibroblasten in der gesunden Niere Annexin Al
exprimieren. In den folgenden Versuchen wurden die Veranderungen der Annexin Al-
Expression dieser Zellen im Rahmen einer ausgepréagten Hypertonie-induzierten
Nephrosklerose untersucht. Hierzu wurden dTGR verwendet. Hier kommt es durch eine
maligne Hypertonie zu fibrotischen und sklerotischen Veranderungen des Parenchyms
(Pilz 2005, Luft 1999).

4.4.1 Kollagen l1la2 in doppelt transgenen Ratten fir humanes Renin und humanes
Angiotensinogen (dTGR)

Zur Charakterisierung des Modells der dTGR erfolgte in einem ersten Schritt eine in-
situ-Hybridisierung fur Kollagen l1la2, welches in grof3en Mengen in Myofibroblasten
produziert wird (Abb. 15).

In den Kontrolltieren zeigte sich kein Signal fir Kollagen 1a2. Zudem zeigte sich ein
normales Interstitium mit geringer Zelldichte. Im Modell der dTGR hingegen zeigte sich
eine Zunahme des tubulointerstitiellen Raumes. Hier kam es in Fibroblasten in der
Adventitia arterieller Gefal3e zu einer signifikanten Zunahme von Kollagen 1a2. Zudem
kam es gehauft zu zystischen Degeneration der Tubuli. Dies fihrte hier zu einem
Verlust der normalen Struktur und ebenfalls zu einer signifikanten Zunahme an
Kollagen 1a2 in diesen Bereichen. Die Zunahme des tubulointerstitiellen Raumes sowie
von Kollagen 1a2 in den Fibroblasten bestatigte unser Modell der dTGR und war mit

einer Zunahme der Kollagen 1a2 exprimierenden Myofibroblasten vereinbar.

4.4.2 Expression von Annexin Al in doppelt transgenen Ratten fir humanes Renin und
humanes Angiotensinogen (dTGR)

Um einen besseren Uberblick tber die interstitielle Expression von Annexin Al in den
Kontrollen im Vergleich zu den dTGR zu bekommen, folgte eine immunhistochemische
Farbung fur Annexin Al in diesen Tieren (Abb. 16). Hierbei zeigte sich eine Zunahme
des Annexin Al-Signals in den dTGR, insbesondere in den stark pathologisch

veranderten Gebieten des Tubulointerstitiums.
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Kontrollen

Abb. 15. Darstellung von aktivierten, Kollagen 1a2-exprimierenden Fibroblasten in doppelt transgenen
Ratten fir humanes Renin und humanes Angiotensinogen (dTGR).

In den Kontrollen stellen sich die Strukturen des renalen Parenchyms ohne jegliche Schadigungen dar (A,
C). Insbesondere die Arteriolen stellen sich unauffallig dar (* in A). Es zeigt sich kein Vorkommen von
Kollagen 1a2 in den Zellen des Interstitiums. In den dTGR hingegen zeigt sich eine pathologisch alterierte
Architektur mit einem starken Signal fir Kollagen 1a2 in fibrotischen Bereichen (B, D). Dies zeigt sich
insbesondere perivaskular (Pfeile in B; * markiert das Lumen des Gefaf3es). In-situ-Hybridisierung an
4um dicken Paraffinschnitten; urspriingliche VergrofRerung ca. 400x.

4.4.3 Annexin Al-Expression in Fibroblasten in doppelt transgenen Ratten fir humanes
Renin und humanes Angiotensinogen (dTGR)

Zur Analyse der Expression von Annexin Al in Fibroblasten in den dTGR erfolgten
Doppelfarbungen fur Annexin A1, a-SMA und CD73.

In der Doppelfarbung fur Annexin A1 und CD73 in den dTGR zeigte sich wie auch
schon in den Kontrolltieren ein starkes Signal fur Annexin Al in der weit Uberwiegenden
Mehrzahl der Fibroblasten, auch in den fibrotischen Arealen (Abb. 17). Es konnten
generell mehr Fibroblasten im peritubularen Raum als in den gesunden Tieren
identifiziert werden, welches durch die generell erhdhte peritubulare Zelldichte in den
dTGR zu erklaren ist.
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Kontrollen dTGR

Abb. 16. Darstellung der Annexin Al-Expression im renalen Kortex in doppelt transgenen Ratten fir
humanes Renin und humanes Angiotensinogen (dTGR).

In den Kontrolltieren zeigt sich in den interstitiellen Zellen sowie Teilen der Glomeruli das bekannte
Annexin Al-Signal (A, C). In den dTGR hingegen zeigt sich, besonders in Bereichen massiver Fibrose,
eine deutliche Zunahme der Annexin Al-Expression (B, D). Immunhistochemie an 4 um dicken
Paraffinschnitten. A, B ursprungliche VergréRerung 100 x; C, D urspriingliche Vergrof3erung 400x.

Zur Identifizierung der Myofibroblasten erfolgte eine Farbung flr a-SMA, welches einen
etablierten Marker dieser Zellen darstellt (Kaissling 2008). Im Rahmen der Auswertung
zeigten vor allem Zellen in den fibrotisch veranderten Arealen ein kraftiges Signal.
Inwieweit Annexin A1 von Myofibroblasten exprimiert wird und diese zu einem
gesteigerten Vorkommen von Annexin Al in den dTGR beisteuern, wurde mittels einer
Doppelfarbung fur Annexin A1 und a-SMA untersucht (Abb. 18). Es zeigte sich ein
starkes Signal fur Annexin A1 sowie fur a-SMA, insbesondere in fibrotisch
umgewandelten Arealen. In der Uberwiegenden Mehrzahl der Falle konnte hier jedoch
keine Kolokalisation der beiden Signale gezeigt werden.

So zeigen diese Ergebnisse, dass Myofibroblasten deutlich weniger Annexin Al als
ruhende Fibroblasten exprimieren. Fibroblasten hingegen weisen auch nach einem

fibrotischen Stimulus weiterhin eine hohe Annexin Al-Expression auf.
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Abb. 17. Doppelmarkierung fiir Annexin A1 und CD73 im fibrotisch veranderten Interstitium in doppelt
transgenen Ratten fur humanes Renin und humanes Angiotensinogen (dTGR).

Tubulointerstitielle Zellen zeigen ein deutliches Annexin Al-Signal (A). Durch die Farbung fir CD73 (B)
werden die Fibroblasten in den dTGR dargestellt. Bei der direkten Uberlagerung der beiden Signale (C)
wird deutlich, dass die groRe Mehrzahl der CD73-positiven Fibroblasten (griin) ein starkes Signal fur
Annexin Al (rot) aufweisen. Doppelmarkierung an 4 um dicken Cryostatschnitten. Urspriingliche
VergrofRerung 400x, Kernfarbung mit DAPI.

Abb. 18. Doppelmarkierung fir Annexin Al und alpha smooth muscle actin (a-SMA) im fibrotisch
veranderten Interstitium in doppelt transgenen Ratten fiir humanes Renin und humanes Angiotensinogen
(dTGR).

Tubulointerstitielle Zellen zeigen ein deutliches Annexin Al-Signal (A). Durch die Farbung fiir a-SMA (B)
werden die Myofibroblasten in den dTGR dargestellt. Bei der direkten Uberlagerung der beiden Signale
(C) wird deutlich, dass die groBe Mehrzahl der a-SMA-positiven Myofibroblasten (griin) kein Signal fur
Annexin Al (rot) aufweist (Pfeile). Nur selten zeigt sich eine Kolokalisation (Dreieck). Doppelfarbung an 4
um dicken Cryostatschnitten. Urspringliche VergroRerung 400x, Kernfarbung mit DAPI.
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5 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war eine Charakterisierung der Annexin Al-Expression im
Tubulointerstitium der gesunden Niere sowie im Rahmen einer akuten Nephritis und
einer chronisch fibrotischen Nierenerkrankung. Als Modell einer akuten Nephritis, bei
welcher es im weiteren Verlauf zu einer Resolution und Wiederherstellung der renalen
Funktionen und Architektur kommt, wurde die anti-Thy-1 Nephritis als ein etabliertes
Modell gewahlt. Eine Persistenz der Inflammation und ein Ausbleiben der Resolution
fuhrt hingegen zu einer weiteren Schadigung des renalen Parenchyms. Als ein Modell
solch einer chronisch fibrotischen Nierenschadigung wurde das Modell der dTGR
gewahlt. Die Ergebnisse dieser Arbeit sollen als Grundlage fir weitere Forschungen
dienen, die Annexin Al als Kandidat fur Therapien entztndlicher Nierenerkrankungen

beleuchten.

5.1 Annexin Al-Expression in der gesunden Niere

Die vorliegenden Ergebnisse zeigten, dass Annexin Al in der gesunden Niere in Teilen
des Nephrons sowie im Tubulointerstitium exprimiert wird.

Die Daten zur epithelialen Annexin Al-Expression bestatigen Ergebnisse einer Arbeit
von McKanna et al., die das Vorkommen von Annexin Al in glomerularen und tubuléren
Strukturen, d.h. der Bowman'schen Kapsel, den Podozyten, der Macula densa, dem
dicken aufsteigenden Teil der Henle-Schleife und dem Sammelrohr der gesunden Niere
beschrieben (McKanna 1992). In deren Arbeit bestanden zudem Hinweise auf eine
maogliche Expression von Annexin Al in den Zellen des renalen Interstitiums, welche
jedoch nicht weitere untersucht wurden. In anderen Arbeitsgruppen zeigten sich
ebenfalls weitere Hinweise auf eine Expression von Annexin Al in tubulointerstitiellen
Zellen, ohne dass eine konkrete Identifizierung vorgenommen wurde (Araujo 2010,
2012, Ka 2014).

In dieser Arbeit wurde daher eine Charakterisierung von Annexin Al-exprimierenden
Zellen im renalen Interstitium durchgefiihrt. Dabei zeigte sich, dass die Mehrzahl dieser
interstitiellen Zellen in den gesunden Tieren Annexin Al-positiv war. Den grof3ten Teil
dieser Zellen machten, wie durch Neymeyer et al. bestatigt werden konnte, Fibroblasten

aus (Neymeyer 2013). Sowohl perivaskulare als auch peritubulére Fibroblasten
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exprimierten Annexin Al. Auch Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen zu Fibroblasten in
anderen Organen (perivaskular, pulmonal) zeigten eine starke konstitutive Expression
von Annexin Al in diesen Zellen, wodurch die Eigenschaft von Fibroblasten, Annexin
Al zu exprimieren, bestatigt wurde (Guo 2010, Bizzarro 2012, Jia 2013).

Makrophagen der gesunden Nieren kamen in dieser Arbeit vor allem perivaskuldr und
periglomerular vor. Dies bestétigt Daten von Kaissling et al. (Kaissling 1996, 2008). Im
Gegensatz zu den renalen Fibroblasten zeigte jedoch nur ein Teil dieser Zellen eine
Annexin Al-Expression. Diese Ergebnisse sind mit den Daten anderer Arbeitsgruppen
vereinbar, in denen eine Annexin Al-Expression von Makrophagen auch in anderen
Organe, wie der Lunge, dem Peritoneum (Damazo 2006) oder dem Knochenmark (Dalli
2012), und in Blutmakrophagen (Perretti 1996) nachgewiesen werde konnte.
Blutmakrophagen zeigten hierbei eine geringere Annexin Al-Expression als
ortsstandige Gewebsmakrophagen (Perretti 1996).

Renale dendritische Zellen zeigten in der vorliegenden Arbeit nur vereinzelt eine
Expression von Annexin Al. Hierzu finden sich in der Literatur unterschiedliche
Resultate. Es wird angenommen, dass Annexin Al abhangig von dem Reifestadium der
dendritischen Zellen eine Rolle spielt und dementsprechend exprimiert wird (Huggins
2009). Eine gesteigerte Annexin Al-Expression kann hierbei eine Hemmung der
Zellaktivitat und -ausreifung bewirken (Min 2011). Eine genauere Charakterisierung der
Annexin Al-Expression dendritischer Zellen in pathologischen Modellen wurde in dieser
Arbeit nicht vorgenommen. Es sind daher zum besseren Verstandnis in Zukunft hier
weitere Studien notwendig.

Renale Endothelzellen zeigten in der vorliegenden Arbeit ein variables Bild der Annexin
Al-Expression. So waren Endothelzellen in den peritubuléren Kapillaren, kleineren
Arteriolen, Vasa recta und vendsen GefdlRe Annexin Al-negativ. In den grol3eren
arteriellen Gefal3e (z.B. Aa. arcuatae) hingegen zeigte sich ein deutliches Signal fur
Annexin Al. Diese Ergebnisse zur Expression von Annexin Al in peritubuléren
Kapillaren und vendsen Gefalie sind mit den Daten in der Literatur vereinbar (Dreier
1998, Damazo 2006). Im Gegensatz dazu beschreiben Dreier et al. auch die
Endothelzellen groRerer Gefal3e in anderen Organen, unabhéngig ihrer Lokalisation, als
Annexin Al-negativ (Dreier 1998). Auch Yi et al. bestétigten, dass Annexin Al auf der
Zelloberflache gesunder Endothelzellen nicht exprimiert wird (Yi 2009). Eine weitere
Charakterisierung der Annexin Al-Expression in Endothelzellen wurde in dieser Arbeit
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nicht vorgenommen. Zum weiteren Verstandnis sind hier daher auch hier weitere
Arbeiten notwendig.

Die bisherigen Ergebnisse zeigten, dass Makrophagen und Fibroblasten die primaren
Annexin Al-exprimierenden Zellen im gesunden renalen Interstitium sind und damit
eine Quelle fur antiinflammatorische und antifibrotische Signale darstellen kdnnten. Zur
besseren Charakterisierung der Expression von Annexin Al in diesen Zellen wurden

Studien an Tiermodellen fir humane Nierenerkrankungen durchgefihrt.

5.2 Annexin Al im akuten Nephritismodell

Zur Validierung der Kinetik der induzierten anti-Thy-1 Nephritis erfolgten eine
Quantifizierung der Proteinurie, der Nachweis des mesangial gebundenen THY1-
Antikdrpers sowie die Auswertung der morphologischen Veranderungen des renalen
Kortex. Hierbei zeigte sich im Verlauf der Nephritis initial eine Zunahme der Proteinurie,
des mesangial gebundenen Antikérpers und der mesangialen Zellularitat als Zeichen
der akuten glomerularen Inflammation. Morphologisch zeigte sich eine Zunahme der
mesangialen Matrix in Folge der Inflammationsreaktion. Im weiteren Verlauf folgte die
Elimination des Antikorpers im Rahmen der Resolution sowie ein Rickgang der
Proteinurie. Morphologisch zeigte sich ein zunehmend inhomogenes Bild von
vollstandig zerstorten Glomeruli bis hin zu Glomeruli mit stattgefundener Defektheilung.
Dieser Ablauf der anti-Thy-1-Nephritis ist mit den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen
vereinbar (Peters 2000, Anders 2003, Kriz 2003, 2005).

Im Tubulointerstitium zeigte sich im Verlauf der Nephritis eine zunehmende
Mitbeteiligung mit deutlicher Expansion des tubulointerstitiellen Raumes, vornehmlich
bedingt durch die Infiltration proinflammatorischer Zellen, sowie eine starke Zunahme
der extrazellularen Matrix. Zudem zeigten sich zunehmend Areale mit abgestorbenen
Nephronbestandteilen. 15 Tage nach Injektion zeigte sich wie bei den Glomeruli ein
inhomogenes Bild von inflammatorisch veranderten Arealen neben solchen mit komplett
oder inkompletter Regeneration der Parenchymstrukturen. Diese Mitbeteiligung des
Tubulointerstitiums der initial rein glomerularen Nephritis ist mit den Daten von Kriz et al
vereinbar (Kriz 2005). Die Mitbeteiligung ist demnach flie3end und entsteht zum einen
wahrscheinlich durch die direkte Schadigung des Tubulointerstitiums durch glomerulare
extrakapillare Lasionen. Zum anderen kdnnen geschéadigte Nephrone eine Infiltration
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von proinflammatorischen Zellen in das Tubulointerstitium auslosen. Auch wirde der
Ruckgang gesunder Nephrone im weiteren Verlauf zu einem Uberstrapazieren und
einer Schadigung der anderen noch funktionierenden Nephrone fihren. Mit
zunehmender Dauer stiege somit die Anzahl der zerstorten Nephrone und es wirde
konsekutiv zu einer Zunahme der |Infiltration proinflammatorischer Zellen und der
renalen Schéadigung kommen (Kriz 2005). Dies wirde die starke inflammatorische
Mitbeteiligung des gesamten Interstitiums und die Zunahme der interstitiellen Zellularitat

im Verlauf der Nephritis erklaren.

Es folgte die Untersuchung der Makrophagen im Verlauf der anti-Thy-1 Nephritis. Die
hdchste Anzahl an glomerularen Makrophagen war 24 Stunden nach Antikorperinjektion
im Rahmen der Initiationsphase zu verzeichnen. Mit Elimination des mesangialen
Antikérpers und beginnender tubulointerstitiellen Entziindung zeigte sich ein Ruckgang
der glomerularen Makrophagen. Diese Beobachtung ist am ehesten auf deren
Apoptose oder Migration in Lymphknoten zurtickzufuhren.

Tubulointerstitielle Makrophagen zeigten 24 Stunden nach Antikdrperinjektion einen
Ruckgang der Anzahl. Die Abnahme ist vermutlich durch deren Migration zu den
lokalen Lymphknoten und der dortigen Antigenprasentation zu erklaren. Dieser
Ruckgang konnte durch andere Arbeitsgruppen ebenfalls beschrieben werden
(personliche Kommunikation Prof. Stahl, UKE Hamburg). Im weiteren Verlauf der anti-
Thy-1 Nephritis zeigte sich jedoch eine stetige Zunahme der interstitiellen
Makrophagenanzahl. Das Ergebnis bestatigt Daten anderer Arbeitsgruppen
diesbeziiglich (Westerhuis 2000, Kriz 2003, 2005).

Die Zunahme der Anzahl an Makrophagen spielt fir den Verlauf einer Nephritis eine
entscheidende Rolle. Zum einen gewabhrleisten sie eine effiziente Immunantwort auf
den pathologischen Stimulus (Mosser 2008, Martinez 2011, Mikita 2011). Zum anderen
besitzen Makrophagen durch ihre Fahigkeit zur Phagozytose von Zelldebris und
Neutrophilen einen antiinflammatorischen und proregenerativen Effekt (Kawanishi 2010,
Martinez 2011, Mikita 2011). Die Ingestion von apoptotischen Zellen und Neutrophilen
stellt fur Makrophagen u. a. einen starken biologischen Stimulus dar, der eine
Differenzierung zu dem antiinflammatorischen Phanotyp bewirkt (Ferenbach 2007).
Zudem beschrieb Ferenbach et al., dass renale Makrophagen zu unterschiedlichen
Zeitpunkten einer Entztindung verschiedene Rollen einnehmen. Die Depletion von
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renalen Makrophagen in der Phase der Schadigung hatte einen protektiven Effekt und
fuhrte zu einer verbesserten renalen Morphologie und Funktion. In der Resolution
hingegen flihrte eine Depletion zu einem fehlerhaften Gewebsumbau und der
Persistenz von fibrotischem Material. Gegen Ende der Resolution werden die
Makrophagen entweder durch Migration zu den drainierenden Lymphknoten oder durch
Apoptose aus dem Gewebe eliminiert (Ferenbach 2007). Demnach spielen infiltrierende
Makrophagen zu Beginn einer renalen Entziindungsreaktion eine starke Rolle in der
Zerstorung des Gewebes, nehmen jedoch im weiteren Verlauf eine Schltsselrolle in der
Resolution ein. Westerhuis et al. konnten diese Beobachtung im Rahmen der anti-Thy-1
Nephritis bestatigen. Sie zeigten, dass ein verminderter Influx von Makrophagen in die
Glomeruli im Rahmen der Elimination apoptotischer Zellen und des THY1-Antikorpers
zu einer prolongierten Inflammation fihrt (Westerhuis 2000).

Die oben beschriebenen pro- als auch antiinflammatorischen Eigenschaften kdnnen
durch die Variabilitat der Makrophagen erklart werden. In einem vereinfachten Modell,
in dem die verschiedenen Polarisierungen der Makrophagen beschrieben werden, wird
der Phéanotyp der Makrophagen als Kontinuum angesehen. Im Rahmen dieses
Kontinuums kommen zum einen Makrophagen mit einem proinflammatorischen M1-
Phanotyp (M1-Makrophage) wund zum anderen Makrophagen mit einem
antiinflammatorischen M2-Phanotyp (M2a-, M2b-, M2c-Makrophage) vor (Martinez
2011, Stout 2005, 2004). Die genauen Funktionen der Subpopulationen und deren
Verbindung zueinander sind jedoch noch wenig erforscht. Alle drei M2-Phanotypen
(M2a, M2b, M2c) stellen antiinflammatorische Makrophagen dar, welche u. a. Uber eine
gesteigerte Phagozytoseaktivitat eine Inflammation einddmmen und die Resolution
foérdern zu kénnen. So erbrachte die Transfusion von M2-Makrophagen im Rahmen von
Nephritiden einen Ruckgang der pathologischen renalen Veranderungen und eine
Regeneration der Funktionen (Ferenbach 2007, Wang 2011). Die M2c-Makrophagen
zeigten hierbei eine grofl3ere protektive und Resolutions-fordernde Potenz als M2a-
Makrophagen (Wang 2011). Zhang et al. konnten demonstrieren, dass im Rahmen der
Ausheilung die Polarisierung von Makrophagen in Richtung M2-Makrophagen essentiell
fur den Regenerationsprozess ist. Eine Depletion dieser Makrophagen in der
Regenerationsphase fuhrte zu einer Verzdogerung der Heilung (Zhang 2012).

Ein besonderes Augenmerk liegt hierbei auf den M2c-Makrophagen, da diese u. a.
durch Glukokortikoide in ihrer Differenzierung gefordert werden. Da Glukokortikoide
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zudem die Expression von Annexin Al in Zellen induzieren, wére eine Beeinflussung
der M2c-Makrophagen durch Annexin Al denkbar. Hierdurch kdnnte Annexin Al durch
die  Polarisierung der Makrophagen zu einem  MZ2c-Phanotyp einen

antiinflammatorischen Effekt austben.

Es folgte die Untersuchung der Annexin A1-mRNA sowie -Expression im Verlauf der
Nephritis. In positiver Korrelation mit der Makrophagenzahl kam es im Verlauf der
Nephritis zu einer Zunahme der Menge an Annexin Al-mRNA sowie einer
zunehmenden Expression von Annexin Al in den kortikalen tubulointerstitiellen Zellen.
Die frihzeitige Zunahme der Annexin A1-mRNA ist wahrscheinlich durch infiltrierende
Leukozyten bedingt. Die Daten dieser Arbeit zeigten hierdurch, dass das
antiinflammatorische und Resolutions-fordernde Protein Annexin A1 demnach schon
frihzeitig im Rahmen einer Inflammationsreaktion produziert wird. Eine gesteigerte
interstitielle Expression des Proteins wurde 5 Tage nach Antikorperinjektion
nachgewiesen. Auch zeigte sich besonders in den entziindeten Bereichen eine erhéhte
Annexin Al-Expression. Die Menge an Annexin A1-mRNA sowie das Vorkommen des
exprimierten Annexin Al-Proteins blieben im gesamten Verlauf des Versuches erhoht.
In der inneren Medulla zeigte sich hingegen keine Veranderung der Annexin A1-mRNA.
Dieser Befund reflektiert die Abwesenheit des THY1-Antigens in diesem Bereich der
Niere.

Eine mogliche Beeinflussung der Annexin Al-Expression der Niere im Rahmen eines
akuten inflammatorischen Stimulus wird durch McKanna et al. in Teilen des Nephrons
beschrieben. Nach einer induzierten renalen Ischamie und einer Reperfusionszeit von
48 Stunden zeigte sich in deren Arbeit eine gesteigerte Expression von Annexin Al in
dem dicken aufsteigenden Teil der Henle-Schleife verglichen mit der Kontrollgruppe.
Die renale Gesamtproteinmenge von Annexin Al in der Niere verdreifachte sich zum
Ausgangswert (McKanna 1992). Diese Daten zeigten zum ersten Mal eine mdgliche
Beteiligung von Annexin A1 wahrend einer pathophysiologischen Veranderung in dem
tubularen System der Niere. Araujo et al. demonstrierten, dass es im Rahmen von
medikamentds induzierten Nierenschaden (Tacrolimus, Ciclosporin) ebenfalls zu einer
Zunahmen der endogenen Annexin Al-Expression in der Bowman'schen Kapsel, der
Macula densa sowie dem Sammelrohr kommt (Araujo 2010, 2012). Des Weiteren flhrte
die Gabe von exogenem Annexin Al zu einem Ruckgang der tubularen Schadigung
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sowie zur Hemmung der Infiltration inflammatorischer Zellen (Araujo 2010, 2012). Ka et
al. konnten zudem zeigen, dass die Menge an Annexin Al im Urin im Verlauf einer
Nephritis sowie im Rahmen der diabetischen Nephropathie zunimmt und mit dem Grad
der Schadigung korreliert (Ka 2014). Auch in anderen Organen wie der Lunge konnte
diese Zunahme der Annexin Al-Expression nach Induktion einer Inflammation
nachgewiesen werden (Damazo 2011).

Kretz et al. konnten demonstrieren, dass eine Inhibition von Annexin Al durch
antagonisierende Antikorper, wie dies beim Krankheitsbild des diskoiden Lupus
erythematodes der Fall ist, zu einer Verlangerung der Entziindungsreaktion fihrt (Kretz
2010).

Im Anschluss erfolgte die Analyse der Annexin Al-Expression in Makrophagen im
Verlauf der Nephritis. Innerhalb der ersten 24 Stunden nach Antikérperinjektion zeigten
interstitielle Makrophagen keine Verédnderung der Annexin Al-Expression. Diese
Beobachtung ist mit Ergebnissen zur unveranderten Annexin Al-Expression in
Makrophagen im frihen Verlauf einer Peritonitis vereinbar (Perretti 1996). Erst im
weiteren Verlauf der Inflammation kam es mit steigender interstitieller Annexin Al-
Expression zu einer Zunahme von Annexin Al-positiven Makrophagen im renalen
Tubulointerstitium. Zu diesem Zeitpunkt ergab sich in den Bereichen ausgepragter
inflammatorischer Veranderungen mit einhergehender Nekrose und Narbenbildung die
Schwierigkeit einer Quantifizierung der Makrophagen und einer Abgrenzung zu
Zelldebris und apoptotischen Zellen. Es wurden daher fur die Auszdhlung nur
morphologisch klar zu erkennende und intakte Zellen in die Auswertung aufgenommen.
Hierdurch ist mdglicherweise eine etwas niedrigere Anzahl an Annexin Al-positiven
Makrophagen gemessen worden, als tatsachlich vorhanden war.

Glomeruldre Makrophagen stellten sich im Gegensatz zu den interstitiellen
Makrophagen im gesamten Verlauf der Nephritis als Annexin Al-negativ dar. Diese
Beobachtung ist mit Ergebnissen vereinbar, dass Blutmakrophagen weniger Annexin
Al exprimieren als Gewebsmakrophagen (Perretti 1996, Damazo 2011). Somit tragen
interstitielle Makrophagen einen signifikanten Teil zur gesteigerten Annexin Al-
Expression in der Ausheilungsphase der Nephritis bei.

Eine mdgliche Zunahme der Annexin Al-Expression in Makrophagen ist mit
Ergebnissen anderer Arbeiten vereinbar. In einer Untersuchung von Damazo et al.
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wurde die Anderung der Expression von Annexin Al nach Induktion einer Peritonitis in
Gewebsmakrophagen uberpruft (Damazo 2006). In diesen Makrophagen konnte unter
normalen Bedingungen eine Expression von Annexin Al gezeigt werden. Nach
Induktion der Entziindung wurde ein drastischer Anstieg der Expression festgestellt. Die
gesteigerte Expression von Annexin Al fuhrt den Autoren zufolge zu einer gesteigerten
Phagozytose von abgestorbenen Zellen und auch Neutrophilen. Zudem wirkt sie
inhibierend auf die Infiltration weiterer proinflammatorischer Zellen in das
Entziindungsgebiet sowie auf die Produktion proinflammatorischer Zytokine (Damazo
2006). Die Bedeutung des antiinflammatorischen Effekts von Annexin Al konnte von
Damazo et al. in der gleichen Arbeit mit Annexin Al-defizienten Tieren beschrieben
werden. Hier zeigte sich eine gesteigerte Infiltration proinflammatorischer Zellen in das
Gewebe. Proinflammatorische Zytokine blieben in ihrer Produktion unbeeinflusst
gesteigert, sodass es zu einem protrahierten Entziindungsverlauf kam (Damazo 2006).
Die Storung der Phagozytosefahigkeit von Makrophagen bei Fehlen von Annexin Al
wurde durch andere Arbeitsgruppen bestatigt. Sie beschrieben eine Veranderung der
Oberflachenstruktur der Phagozyten, welche in einem veranderten
Phagozytoseverhalten dieser Zellen resultierte (La 2001, Yona 2005). Auch die
Aktivierung der Makrophagen war hierdurch gestort (Bist 2013).

In einer weiteren Arbeit induzierten Damazo et al. nach intraperitonealer Injektion von
bakteriellem Lipopolysaccharid ein Systemic inflammatory response syndrome
(Damazo 2005). Sie konnten demonstrieren, dass residente peritoneale Makrophagen
im Verlauf der so initiierten Inflammationsreaktion hierbei zu den ersten Zellen mit einer
gesteigerten Aktivierung des Annexin Al-Gens zahlten. Kurz darauf zeigten jedoch
auch in das Peritoneum infiltrierende Makrophagen eine erhdhte Annexin Al-
Biosynthese. Die Analyse von Gewebsmakrophagen in anderen Organe wie der Lunge
und von Blutmakrophagen erbrachte den Nachweis, dass das Auslosen eines Systemic
inflammatory response syndrome durch eine intraperitoneale Gabe einer Noxe auch in
diesen Makrophagen zu einer signifikanten Steigerung der Annexin Al-Genaktivitat
fuhrte (Damazo 2005). Des Weiteren wurde in Arbeiten zu einer durch Bleomycin
verursachten Lungenschadigung in alveolaren Makrophagen ebenfalls eine stark
erhéhte Annexin Al-Expression im Verlauf der Schadigung nachgewiesen (Damazo
2011). Die Abwesenheit von Annexin Al resultierte in diesem Modell in der bereits
beschriebenen erhdéhten Produktion proinflammatorischer Zytokine durch Makrophagen,

65


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22La%20M%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus

wie IFN-y und TNF-a, und einer Zunahme der Gewebeschadigung. Die Behandlung mit
einem Teilpeptid von Annexin Al (Ac2-26) fuhrte hier jedoch zu einer erneuten
Zunahme der Expression von Annexin Al in der Lunge sowie den dortigen
Makrophagen und Epithelzellen im Rahmen eines positiven Feedbacks (Damazo 2011).
Generell zeigt sich also auch in anderen Organen eine gesteigerte Expression von
Annexin Al in Makrophagen nach einem inflammatorischen Stimulus (Damazo 2005,
2006, 2011). Die Autoren der oben zitierten Arbeiten zeigten, dass die Steigerung der
Expression von Annexin Al in Makrophagen im Verlauf einer akuten Entziindung einem
antiinflammatorischen und Resolutions-férdernden Zweck dient. Es kommt durch
Makrophagen zu einem direkten Einfluss auf die Produktion von proinflammatorischen
Zytokinen wie auch auf die Migration und Apoptose von neutrophilen Granulozyten
sowie deren Phagozytose (Goulding 1998, Damazo 2006, Lim 2007).

Annexin Al kann zudem sezerniert werden und auch extrazellular vorkommen (Lim
2007). Der genaue Mechanismus der Freisetzung ist aktuell jedoch nicht geklart
(Coméra 1995, Castro-Caldas 2002, Solito 2003). Im extrazellularen Raum erfolgt durch
eine partielle Proteolyse die Abspaltung des N-Terminus des Proteins. Sowohl das
Gesamtmolekul als auch die N-terminalen Fragmente kdnnen Uber die Rezeptoren der
FPR wirken (Vergnolle 1995, Migeotte 2006, Rescher 2006). Makrophagen exprimieren
in diesem Zusammenhang FPR2, Uber deren Aktivierung extrazellulares Annexin Al
antiinflammatorisch wirken kann (Migeotte 2006, Ye 2009, Dalli 2012). Eine Aktivierung
dieser Rezeptoren inhibiert die Migration der Leukozyten durch Endothelzellverbande
(Migeotte 2006, Lim 2007). Zudem wird die Produktion proinflammatorischer
Prostaglandine durch Inhibition der Expression von Schlisselenzymen wie der
Phospholipase A2 und der Cyclooxygenase 2 effektiv gehemmt (Migeotte 2006, Lim
2007). Durch Pupjalis et al. konnte in diesem Zusammenhang gezeigt werden, dass
neben der aktiven Sekretion von Annexin A1 durch Makrophagen zudem apoptotische
Zellen Annexin Al freisetzen. Diese Sekretion von Annexin Al ist Bestandteil der
antiinflammatorischen Effekte apoptotischer Zellen und ermdglicht die entzindungsfreie
Eliminierung von abgestorbenem Zellmaterial. Die Phagozytose Annexin Al-haltiger
apoptotischer Zellbestandteile fihrt Gber FPRs auf den Makrophagen zu einer
signifikant verminderten Produktion von IL-6 und TNF-a. Hierdurch wird die
Inflammation eingedammt und die Resolution unterstitzt (Pupjalis 2011).
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Wie bereits erwahnt wirken Glukokortikoide stark antiinflammatorisch und fiihren zu
einer vermehrten Expression und Sekretion von Annexin Al in Makrophagen (Perretti
1996, Castro-Caldas 2002, Solito 2003, Damazo 2006). Zudem kann die Ausrichtung
von Makrophagen zu antiinflammatorischen M2c-Makrophagen durch Glukokortikoide
induziert werden (Wang 2011). Annexin Al kénnte daher in den verschiedenen
Phanotypen der Makrophagen differentiell exprimiert werden und zu deren
Polarisierung beitragen. Dies ware vereinbar mit der Madglichkeit einer direkten
Beeinflussung des Makrophagenphanotyps und dessen Eigenschaften durch Annexin
Al. So ware es mdoglich, dass die Mehrzahl der Makrophagen 24 Stunden und teils
auch noch 5 Tage nach Antikérperinjektion in unserem Modell der anti-Thy-1 Nephritis
dem Phanotyp der M1-Makrophagen entsprechen. Diese proinflammatorischen Zellen
wirden nur wenig Annexin Al exprimieren. Mit dem Einsetzen der Resolution 15 Tage
nach Antikorperinjektion wirde mit der steigenden Anzahl der Gesamtmakrophagen
und dem steigenden Verhdltnis von Annexin Al-exprimierenden interstitiellen
Makrophagen zu Gesamtmakrophagen die Anzahl an M2-Makrophagen zunehmen.
Durch eine erhbhte Expression von Annexin Al koénnten diese Makrophagen
antiinflammatorisch und Resolutions-fordernd wirken.

Durch Li et al. wurde ein Zusammenhang zwischen einem erhdhten Vorkommen von
Annexin Al und einer vermehrten Anzahl von M2-Makrophagen in Tumorgewebe des
hepatozellularen Karzinoms beschrieben (Li 2011). Sie konnten zeigen, dass
extrazellulares Annexin Al uUber den FPR2 durch die Modulation intrazellularer
Signalkaskaden die Polarisierung von Makrophagen zu M2-Makrophagen positiv
beeinflusst (Li 2011). Dies wird von den Ergebnissen von Wang et al. unterstitzt. Seine
Arbeitsgruppe konnte demonstrieren, dass speziell M2c-Makrophagen an der
Regulation der Resolution beteiligt sind (Wang 2011). Es konnte daher sein, dass die
gesteigerte Expression von Annexin Al in einer Subpopulation von Makrophagen eine
wichtige Rolle im Erhalt der Homodostase und der Begrenzung des inflammatorischen
Schadens spielt (Damazo 2005, 2006). Zum besseren Verstandnis sind diesbeziglich

in Zukunft weitere Studien notwendig.

Neben der ausfihrlich beschriebenen antiinflammatorischen Wirkung scheint Annexin
Al jedoch auch proinflammatorisch wirken zu kénnen (Tagoe 2008, D'Acquisto 2013).
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Diese proinflammatorischen Effekte werden vermutlich durch das C-terminale Peptid
nach Proteolyse des N-Terminus ausgeldst (Williams 2010). Die N-terminalen Peptide
und das gesamte Protein sind dagegen fir die antiinflammatorische Wirkung
verantwortlich (Vergnolle 1995, Migeotte 2006, Perretti 2009). Inwiefern diese
proinflammatorischen Effekte als eine "schlechte Seite" von Annexin Al gewertet
werden miissen, ist abhangig von der Inflammationsreaktion zu werten. Ahnlich wie
Fibroblasten und Makrophagen proinflammatorisch wirken und hierdurch die effektive
Elimination eines Pathogens bewirken kénnen, kénnte Annexin Al durch seine teils
proinflammatorischen Eigenschaften eine &hnliche Wirkung im Rahmen einer
Entziindungsreaktion spielen.

Mit diesen Experimenten konnte erstmalig gezeigt werden, dass interstitielle
Makrophagen einen signifikanten Teil zur gesteigerten Annexin Al-Expression in der
Ausheilungsphase einer renalen Inflammation beitragen kdnnen. Die Expression von
Annexin Al korreliert wahrscheinlich mit dem Phanotyp der Makrophagen und kdnnte
hierdurch eine entscheidende Rolle in der Resolution spielen. In Zukunft sind hierzu
weitere Studien notwendig, um diese funktionelle Relevanz weiter untersuchen und
effektiv Therapien etablieren zu kénnen. Auch die Rolle der FPRs sollte in diesem
Kontext weiter erforscht werden. Neben der Expression von Annexin Al in
Makrophagen, missen ebenfalls zur Expression in den Fibroblasten, dendritischen

Zellen, Granulozyten und Endothelzellen in Zukunft weitere Arbeiten erfolgen.
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5.4 Annexin Al im Modell einer chronischen Nierenerkrankung

Zur Validierung des Modells erfolgte eine in-situ-Hybridisierung fir Kollagen 1a2. Im
Rahmen der in-situ-Hybridisierung zeigten sich eine ausgepragte Fibrosierung und
konsekutive Zerstérung der normalen renalen Gewebsarchitektur mit Zunahme der
extrazellularen Matrix bei den dTGR im Vergleich zu Kontrolltieren. Diese
Veranderungen bestatigen Arbeiten von Luft et al., welche starke Endorganschaden in
den Nieren sowie auch den Gefa3en und dem Herz solcher Tieren beschrieben (Luft
1999). Zudem beschrieben Luft et al., dass es neben einer stark ausgepragten
Nephrosklerose und Schadigung der Gefalie, zu einem myointimalen Rearrangement
mit konsekutiver Fibrosierung kommt. Dieses geht mit der Aktivierung von Fibroblasten
zu Myofibroblasten einher (Luft 1999). Die Aktivierung der Perizyten mit der
darauffolgenden tubulointerstitiellen GefaRrarefizierung unterstitzt die Ausbildung
narbiger Areale im Rahmen einer chronischen Fibrosierung (Fligny 2013). Im
Gegensatz zu der chronischen Fibrosierung, stellt ein fibrotischer renaler Umbau im
Rahmen einer akuten Nephritis jedoch eher eine Stabilisierung und Schutz des renalen
Parenchyms dar (Kaissling 2013). Mittels der in-situ-Hybridisierung fir Kollagen l1a2
konnte des Weiteren gezeigt werden, dass es bei den dTGR mit dem fibrotischen
Umbau des Nierenparenchyms zu einer Zunahme der extrazellularen Matrix vor allem
in den geschadigten Bereichen, also insbesondere perivaskuldr, kommt. Auch in
anderen Versuchsmodellen wird diese Zunahme der extrazellularen Matrix im Rahmen
des fibrotischen Umbaus des Nierenparenchyms beschrieben (Kaissling 1996, Ts'ao
1997, Terashima 2010). Zudem konnten Terashima et al. im Rahmen eines fibrotischen
Modells demonstrieren, dass es schon frithzeitig zu einer Aktivierung der Fibroblasten

mit gesteigerter Transkription des Kollagen 1a2-Gens kommt (Terashima 2010).

Es folgte die Untersuchung der Fibroblasten in den dTGR. Hierbei konnte eine
generelle Zunahme der Fibroblasten und Myofibroblasten (aktivierte Fibroblasten, a-
SMA-positiv) in den dTGR nachgewiesen werden. Unsere Ergebnisse demonstrierten
des Weiteren die positive Korrelation zwischen der Anzahl der Myofibroblasten und dem
Vorkommen an Kollagen 1a2 sowie den fibrotischen Veranderungen in den dTGR.
Diese Korrelation ist mit den Ergebnissen zu aktivierten Fibroblasten von Kaissling et. al
zu vereinbaren (Kaissling 2008). Zudem konnten gezeigt werden, dass Myofibroblasten
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im Vergleich zu ruhenden Fibroblasten eine geringere Expression von CD73 und
Annexin Al aufweisen. Diese verminderte Expression von CD73 in Myofibroblasten

wird ebenfalls durch Kaissling et al. bestatigt (Kaissling 2008).

Hiernach folgte die Analyse der Annexin Al-Expression in Fibroblasten in den dTGR.
Es zeigte sich eine deutliche Zunahme der Annexin A1-Expression insbesondere in den
fibrotischen Arealen. Diese Ergebnisse sind mit denen von Neymeyer et al. zu
vereinbaren, welche eine signifikante Zunahme der Annexin Al-mRNA sowie
Expression im Rahmen einer chronischen Nierenschéadigung nachwiesen (Neymeyer
2013).

Des Weiteren konnte eine ubiquitdre Expression von Annexin Al in den Fibroblasten,
auch in den fibrotisch veranderten Arealen, beobachtet werden. Diese Ergebnisse sind
mit denen zur Expression von Annexin Al in der gesunden Niere in dieser Arbeit
vereinbar. Hierdurch konnte demonstriert werden, dass Fibroblasten an der Zunahme
der Expression von Annexin Al in den dTGR beitragen. Myofibroblasten hingegen
zeigten in der Uberwiegenden Mehrzahl kein Annexin Al-Signal.

Diese Ergebnisse sind mit denen anderer Arbeitsgruppen vereinbar. So konnte gezeigt
werden, dass in alten oder hypertensiven Tieren aktivierte Fibroblasten vornehmlich in
der Adventitia der GefalRe vorkommen (Hultstrom 2012, Skogstrand 2013). In einer
anderen Arbeit konnten Guo et al. demonstrieren, dass insbesondere perivaskulare
Fibroblasten in spontan hypertensiven Tieren, verglichen mit Fibroblasten in
Kontrolltieren, eine signifikant geringere Annexin Al-Expression aufwiesen. Eine
spezifische Identifikation der Myofibroblasten erfolgte durch sie jedoch nicht (Guo
2010). Werden die obigen Aussagen zusammengefasst, ergibt sich im Analogieschluss
die Aussage, dass aktivierte Fibroblasten, also Myofibroblasten, welche vornehmlich
perivaskular gelegen sind, eine verminderte Annexin A1-Expression aufweisen.
Neymeyer et al. beschrieben in diesem Zusammenhang, dass renale Fibroblasten
Annexin Al-defizienter Tiere ein signifikant erhdohtes Expressionsniveau von a-SMA
und Kollagen lal im Vergleich zu Kontrolltieren aufwiesen. Zudem &hnelten diese
Fibroblasten starker dem myofibroblastischen Phénotyp mit einer gesteigerten
Syntheseleistung an Kollagenen (Neymeyer 2013). Des Weiteren konnten sie zeigen,
dass auch die Hemmung des FPR2 auf Fibroblasten die Differenzierung zum
Myofibroblastenphanotyp mit einer gesteigerter Biosynthese von a-SMA fordert. Selbst
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ein vermehrtes Angebot an extrazellularem Annexin Al konnte nach Blockierung des
FPR2 die verstarkte a-SMA-Biosynthese nicht mehr beeinflussen (Neymeyer 2013).
Somit konnten sie demonstrieren, dass Annexin Al tUber den FPR2 die Aktivierung von
Fibroblasten modulieren kann.

Der inhibitorische Effekt von endogenem Annexin Al auf die Differenzierung von
ruhenden Fibroblasten zu Myofibroblasten konnte des Weiteren durch Arbeiten zu
perivaskularen (Guo 2010) und pulmonalen Fibroblasten (Jia 2013) demonstriert
werden. Auch Kamal et al. beschreiben, dass es durch Annexin Al zu einer
Suppression der phéanotypischen Verédnderung von Fibroblasten in Richtung
Myofibroblasten und deren Zellproliferation kommt (Kamal 2005). Fehlte Annexin Al in
pulmonalen Fibroblasten oder wurde es in seiner Expression gehemmt (small-
interfering-RNA gegen Annexin Al), zeigte sich eine schnellere Aktivierung zu
Myofibroblasten mit einer Zunahme der Produktion proinflammatorischer Mediatoren
sowie eine verminderten antiinflammatorischen Wirkung von Glukokortikoiden (Damazo
2005, Jia 2013). Zudem wurde in solchen Fibroblasten eine gesteigerte Aktivierung der
ERK- und NF-kB-Signalkaskaden, welche eine wichtige Rolle in der Aktivierung zu
Myofibroblasten spielen, beschrieben (Jia 2013). Auch zeigte sich eine vermehrte
Deposition extrazellularer Matrix und Ausbildung von Fibrose (Damazo 2011). Durch
Luft et al. konnte eine Zunahme der Produktion von proinflammatorischen Substanzen
durch renale aktivierte Fibroblasten in den dTGR bestatigt werden (Luft 1999).

Durch Jia et al. konnte des Weiteren gezeigt werden, dass auch eine Uberexpression
von Annexin Al in pulmonalen Fibroblasten deren Aktivierung entgegenwirkte (Jia
2013). Durch Neymeyer et al. wurde dieser inhibitorische Effekt von Annexin Al auch in
renalen Fibroblasten beobachtet, obwohl diese zuvor mit dem profibrotischen Zytokin
TGF-B behandelt worden waren (Neymeyer 2013).

Die zentrale Rolle von TGF-B in der Induktion fibrotischer Nierenschaden und hierdurch
dem Ausbilden eines chronischen Nierenversagens wurde durch andere
Arbeitsgruppen bestatigt (Isaka 1993, Liu 2006, Terashima 2010). Durch Neymeyer et
al. konnte in diesem Zusammenhang gezeigt werden, dass eine Behandlung mit TGF-f3
in Kontrolltieren in einem signifikanten Anstieg von a-SMA sowie einer gesteigerten
Produktion von Kollagenen resultierte. Jedoch wiesen diese mit TGF-B behandelten
Fibroblasten ebenfalls eine signifikant erhohte Expression von Annexin Al auf
(Neymeyer 2013). Diese Induktion der Annexin Al-Expression konnte die teils
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antiinflammatorischen Effekte von TGF-B erklaren, welche die Hemmung der
Proliferation und Extravasation von Makrophagen und Lymphozyten sowie die Inhibition
derer Zytokinantwort darstellen (Kehrl 1986a, 1986b). Zudem wird durch TGF-B die
Resolution von Inflammationsprozessen und Ausbildung der Immuntoleranz unterstitzt
(Li 2006). Zum genaueren Verstandnis des Zusammenhangs zwischen Annexin A1 und
TGF-B sind in Zukunft weitere Arbeiten notwendig.

Eine weitere wichtige Eigenschaft der Myofibroblasten stellt ihre Kalzium-abhangige
kontraktile Eigenschaft durch a-SMA dar, mit dessen Hilfe sie sich aktiv in
Zellverbanden bewegen konnen (Follonier Castella 2010). Eine ausgepragte
Expression von Annexin Al in Myofibroblasten, welches die Fahigkeit besitzt Kalzium
zu binden und zu puffern, kénnte zu einer Reduktion der Kontraktilitat dieser Zellen
fuhren. Dies wirde den inhibitorischen Effekt von intrazellularem Annexin Al auf den

myofibroblastischen Phé&notyp unterstreichen.

Diese Ergebnisse demonstrieren, dass die Zunahme der Annexin Al-Produktion in den
fibrotischen Gebieten nicht durch Myofibroblasten erfolgt. Vielmehr liegt die Ursache in
den ruhenden renalen Fibroblasten und den infiltrierenden interstitiellen Makrophagen,
welche jeweils im Rahmen eines chronischen Reizes wie in den dTGR an Zahl
zunehmen. In Zusammenschau der in dieser Arbeit gewonnen Ergebnisse und den
Studien durch andere Arbeitsgruppen an anderen Organen, kann angenommen

werden, dass Annexin Al eine hemmende Wirkung auf renale Myofibroblasten austibt.

Zusammenfassend ist durch die Charakterisierung der Annexin Al-Expression in der
gesunden Niere, sowie in Makrophagen und Fibroblasten im Rahmen von
Nierenerkrankungen der Grundstein fur weitere Forschung auf diesem Gebiet gelegt
worden. Insbesondere zum therapeutischen Einsatz von Annexin Al zur Verhinderung
und Behandlung terminaler Nierenschaden sind zum besseren Verstandnis der

Funktion von Annexin Al in der Niere in Zukunft daher weitere Studien notwendig.
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