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1. Einleitung

1.1 Medizinische und gesellschaftliche Aspekte der

chronischen Niereninsuffizienz in Deutschland

Seit 1997 hat die Inzidenz der dialysepflichtigen Niereninsuffizienz in der Bevdlkerung
jahrlich um ca. 5% zugenommen. Urs&chlich fir diesen deutlichen Anstieg sind, neben
der verénderten Altersstruktur der Gesamtbevdlkerung mit einem grofReren Anteil
alterer Menschen, die steigende Zahl von Patienten mit Diabetes mellitus und arterieller
Hypertonie als renale Risikofaktoren. Zum Jahreswechsel 2006/2007 wurden mehr als
66500 Patienten im chronischen Dialyseprogramm behandelt. 2006 wurden 2776
Nieren transplantiert, 2824 Patienten wurden erstmalig auf die Warteliste gesetzt. Damit
blieb 2006 die Anzahl von 8.473 Patienten auf der Warteliste fur eine Transplantation
nahezu konstant. Die durchschnittliche Wartezeit fur eine Nierentransplantation betragt
zurzeit 40 Monate und ist damit etwa vierfach so lang wie die Wartezeit fur eine
Herztransplantation (6-12 Monate) oder eine Lebertransplantation (10 Monate) (Frei, U.,
Schober-Halstenberg, H.-J.: Nierenersatztherapie in Deutschland. QuasSi-Niere
Jahresbericht 2006/2007).

Neben dem erheblichen Verlust an Lebensqualitat, den die dialysepflichtige
Niereninsuffizienz fur die betroffenen Patienten bedeutet, stellt die chronische
Dialysetherapie einen erheblichen Kostenfaktor fir das Gesundheitssystem dar. Die
Behandlung eines Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz kostet in Deutschland
jahrlich im Mittel etwa 57.000 Euro (Ray et al. 2005). Dadurch wird das
Gesundheitssystem pro Jahr mit Ausgaben in Hohe von etwa 3,5 Milliarden Euro
belastet. Intensive Forschung auf dem Gebiet der progredienten Niereninsuffizienz mit
dem Ziel der Entwicklung neuer Therapiestrategien ist daher nicht nur fiir den einzelnen

Patienten, sondern auch aus gesundheitsokonomischer Sicht von grol3er Bedeutung.



1.2 Mechanismen der renalen Schadigung

1.2.1 Glomerulare Schadigung

Ausgangspunkt aller Glomerulonephritiden (GN) ist die Schadigung des glomeruléren
Filters durch zirkulierende Immunkomplexe, Antikorper oder Toxine. Glomerular
gebundene Immunglobuline bewirken die Aktivierung des Komplementsystems mit
Bildung des C5b-9 Membran-Lysekomplexes. Die Schadigung der Zellmembran durch
aktiviertes Komplement fiihrt zur Freisetzung von Sauerstoffradikalen, Proteasen und
des Transforming Growth Factor-pf (TGF-f) durch die Epithelzellen des Glomerulums
(Couser 1998). Des weiteren werden Leukozyten Uber Bindung an Fc-Rezeptoren
gebundener Immunglobuline aktiviert und sezernieren inflammatorische und
chemotaktische Zytokine (Tarzi und Cook 2003). In Folge dieser inflammatorischen
Stimuli kommt es zu einer Schadigung der glomerularen Kapillaren und einer
Proliferation der Mesangiumzellen. Zudem kann es durch Schadigung der Podozyten
zur Ausbildung von Zellbriicken mit Anhaftung des glomerularen Kapillarknauels an das
Epithel der Bowman-Kapsel kommen. Das Resultat ist eine Sklerosierung des
Glomerulums. Das entscheidende pathophysiologische Ereignis im Rahmen dieser
Entzindungsreaktion scheint eine Degeneration der Podozyten mit der Folge einer
erhohter Durchlassigkeit des glomerularen Filters fur hochmolekulare Proteine zu sein
(Kriz und LeHir 2005).

In tierexperimentellen Studien, unter anderem an Ratten mit 5/6 Nephrektomie, konnte
gezeigt werden, dass es durch die Reduktion der Anzahl funktionsfahiger Nephrone in
noch intakten Glomeruli zu einer kompensatorischen Zunahme der glomerularen
Filtrationsrate (GFR) kommt. Der erhohte intraglomeruldre Druck mit konsekutiver
Hyperfiltration begulnstigt die Schadigung der glomeruléaren Filtrationsbarriere und fuhrt
zum Untergang weiterer Nephrone (sog. Overload- oder Brenner-Hypothese) (Hostetter
et al. 1981; Kriz und LeHir 2005). Der erhohte intraglomerulare Druck fuhrt zudem zu
einer vermehrten Angiotensin Il- Freisetzung. Angiotensin Il induziert eine Vielzahl
potentiell schadigender Mechanismen, unter anderem durch weitere Verstarkung der
glomerularen Hyperfiltration und Induktion der Synthese von TGF-B, Tumor Nekrose
Faktor-o (TNF-a) und Nuclear Factor kB (NFkB). Hierdurch kommt es zum Untergang

weiterer Nephrone und zu einem Fortschreiten der Niereninsuffizienz (Klahr 1999).



1.2.2 Entstehung und Progression der tubulointerstitiellen

Schéadigung

Heilt die glomerulare Schadigung nicht aus, so breitet sich im weiteren
Krankheitsverlauf die entziindliche Reaktion auf das Tubulointerstitium aus.

Der tubulointerstitiellen Fibrose kommt eine besondere Bedeutung fir die Entstehung
der chronischen Niereninsuffizienz zu, da sie die gemeinsame Endstrecke aller
chronisch verlaufenden Glomerulonephritiden darstellt und zudem starker mit der
Abnahme der Nierenfunktion korreliert ist als die glomerulare Schadigung (Nath 1992).
Welcher pathophysiologische Mechanismus das zentrale Ereignis fur die Entstehung
und das Fortschreiten der tubulointerstitiellen Schéadigung darstellt, ist weiterhin
Gegenstand kontroverser wissenschaftlicher Diskussionen. In der klinischen Praxis hat
sich die Ansicht durchgesetzt, dass die Megalin-vermittelte, Ubermalige
Proteinendozytose im proximalen Tubulus (PT) den zentralen Pathomechanismus bei
der Progression der tubulointerstitiellen Inflammation im Rahmen der GN darstellt. Dies
passt zu der Beobachtung, dass die Auspragung der Proteinurie mit dem Kklinischen
Krankheitsverlauf korreliert (Remuzzi und Bertani 1998; Zoja et al. 2003; Eddy 2004).
Andere Autoren werten die Proteinurie hingegen eher als Surrogat-Parameter flr den
Schweregrad der glomerularen Schadigung ohne eigenen Krankheitswert und stellen
andere Pathomechanismen in den Vordergrund (Kikuchi et al. 2000; Le Hir und Besse-
Eschmann 2003; Zandi-Nejad et al. 2004; Kriz und LeHir 2005). Bislang konnte diese
Fragestellung experimentell nicht abschliel3end beantwortet werden, da Modelle fehlten,
um die Auswirkungen der Proteinurie vergleichend in vivo untersuchen zu kdnnen.
Zudem waren die Ergebnisse aus in vitro- und in vivo- Studien diesbezuglich oft
widerspruchlich (Christensen und Gburek 2004; Zandi-Nejad et al. 2004). Im
Wesentlichen werden vier Mechanismen diskutiert, die zu einer tubulointerstitiellen

Schadigung unter proteinurischen Bedingungen fuhren kdnnen:

1.2.2.1 Fehlgeleitete Filtration

Der durch glomerulare Autoantikbrper oder Immunkomplexe verursachte
immunologische Reiz fuhrt zur Infiltration von Leukozyten und zu einer entzindlichen

Reaktion im Bereich des Bowman-Kapselraumes, die die Kapillarschlingen, die
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Podozyten und die Mesangialzellen mit einbezieht. Die geschéadigten Podozyten
entdifferenzieren, erwerben migratorische Eigenschaften und bilden Zellbriicken
zwischen der glomerularen Basalmembran (GBM) und der parietalen Basalmembran
(PBM) aus. Auf diesem Wege kommt es zur Anhaftung des glomerularen
Kapillarknduels an das proliferierende Epithel der Bowman-Kapsel (sog. Halbmond
(crescent) -Bildung). Durch die nachfolgende Schadigung der glomerularen
Basalmembran wird das proteinreiche Filtrat direkt in den Halbmond filtriert. Im weiteren
Verlauf kann es zur Kontinuitatsunterbrechung der PBM und Ansammiung des
glomerularen Filtrates auch im periglomerularen Interstitium kommen. (Kriz und LeHir
2005).

Halbmonde kénnen im Sinne einer segmentalen Glomerulosklerose narbig abheilen.
Persistiert die Fehlfiltration aber, so bildet sich an der AuRenseite des Glomerulums ein
gegen das Interstitium abgegrenzter, paraglomerularer Raum, der sich auf das gesamte
proximale Konvolut fortsetzen kann. Proteinreiches Filtrat gelangt in diesen Raum und
induziert zunéchst eine Verdickung der tubuldaren Basalmembran (TBM). In spateren
Stadien fiihrt die Separation der Epithelzellen von ihrer Basalmembran letztendlich zur
Degeneration des Tubulus. In der Umgebung degenerierender Tubuli kommt es zur
Inflammation und Fibrosierung des umgebenden Interstitiums im Sinne einer
abgrenzenden Reaktion. Diese Prozesse sind von Kriz und Mitarbeitern am Beispiel der
Fokal Segmentalen Glomerulosklerose (FSGS), sowohl im Tiermodell als auch beim
Menschen gut belegt, und spielen im Rahmen entzindlicher Glomerulonephritiden eine
Rolle (Kriz et al. 1998; Kriz et al. 2001).

1.2.2.2 Obstruktion des tubularen Lumens

Bei der tubularen Schadigung durch Obstruktion sind zwei Mechanismen von
Bedeutung. Zum einen kann sich der wachsende glomerulare Halbmond auf den
glomerulo-tubularen Ubergang ausbreiten, das initiale Segment des proximalen Tubulus
mit einbeziehen und diesen so verschlieRen (Bertani et al. 2002; Le Hir und Besse-
Eschmann 2003; Najafian et al. 2006). Zum anderen konnen die Tubuli infolge der
Proteinurie durch proteinhaltige Prazipitate (sog. casts) ausgegossen und obstruiert
werden (Bertani et al. 1986).



Mogliche Folgen der Obstruktion sind ein Kollaps der Tubuli mit Verlust ihrer
physiologischen Funktion und folgender Degeneration. Die atubularen Glomeruli
solcher Nephrone kollabieren oder werden -bei fortbestehender Filtration- zystisch
aufgetrieben (Kriz und LeHir 2005).

1.2.2.3 Tubulare Resorption filtrierter Proteine

Den Zellen des proximalen Tubulus wird eine zentrale Rolle als Mediator fur die
Progression der tubulointerstitiellen Inflammation unter proteinurischen Bedingungen
zugeschrieben. Die Arbeitsgruppe um Remuzzi fand bei Ratten mit altersbedingter
Proteinurie und Ratten mit Adriamycin-induzierter Nephrose eine signifikante
Korrelation zwischen Proteinurie und tubulointerstitiellem Schaden (Bertani et al. 1986;
Bertani et al. 1989). Dabei werden folgende pathologische Vorgange angenommen
(zusammengefasst von (Kriz und LeHir 2005):

- Schadigung der proximalen Tubuluszellen durch exzessive Aufnahme und

lysosomale Degeneration von Proteinen
- Direkte Schadigung der Tubuluszellen durch aufgenommene Toxine
- Sekundare Effekte durch die reaktive Ausschuttung proinflammatorischer und
profibrotischer Mediatoren durch die proximalen Tubuluszellen

Zahlreiche in vitro Studien an Zellkulturen zeigten, dass eine UbermafRlige Aufnahme
von Albumin, Transferrin sowie IgG-Leichtketten in den proximalen Tubuluszellen zur
vermehrten Expression des Wachstumsfaktors TGF-, der Zytokine Monocyte
Chemoattractant Protein-1 (MCP-1), Interleukin 8 (IL8), Endothelin-1 (ET-1), der
Adhé&sionsmolekile Inter Cellular Adhesion Molecule-1 (ICAM-1) und Vascular
Adhesion Molecule-1 (VCAM-1) sowie zur Apoptose-Induktion fiihren. Dabei spielt far
die Expression von ICAM-1, VCAM-1 und ET-1 die Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NFkB eine entscheidende Rolle. Die zellularen Reaktionen sind
dosisabhangig und in einem Grol3teil der Studien ab einer Albuminkonzentration von
0,01-1 g/dl im Zellmedium nachweisbar (Morigi et al. 2002; Zandi-Nejad et al. 2004;
Zoja et al. 2006).
Die parakrine Sekretion der oben genannten Zytokine fuhrt zur Infiltration des
Interstitiums vornehmlich durch Makrophagen und T-Lymphozyten. Diese Zellen tragen

gemeinsam mit proximalen Tubuluszellen und interstitiellen Fibroblasten zur weiteren
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Sekretion  inflammatorischer  Chemokine  bei und unterhalten so das
Entziindungsgeschehen, welches letztendlich Uber das Interstitium auf die umliegenden
Nephrone Ubergreift (sog. Fibrose-Hypothese) (Zoja et al. 2003). TGF- stimuliert
interstitielle Fibroblasten zur Synthese von extrazellularen Matrixproteinen, inhibiert
deren Abbau durch Metalloproteinasen und tragt so zur interstitiellen Fibrosierung bei.
Zudem wirkt TGF-B in hohen Konzentrationen Apoptose-induzierend auf Podozyten und
Tubuluszellen und fordert die Epithelial-Mesenchymale Transformation (EMT) (Bottinger
und Bitzer 2002). Song und Mitarbeiter zeigten, dass TGF-p Rezeptor defiziente Mause
nach Induktion einer Glomerulonephritis eine im Vergleich zu Kontrolltieren signifikant
geringer ausgepréagte renale Schadigung entwickeln (Song et al. 2007).

Ein weiterer tubulointerstitieller Schadigungsmechanismus besteht in der Aktivierung
des Komplementsystems. Filtrierte Proteine (insbesondere Transferrin) induzieren in
kultivierten proximalen Tubuluszellen die Biosynthese des Komplementfaktors C3 (Tang
et al. 2001). Zudem akkumulieren filtriertes C3 und der Komplementkomplex C5b-9 im
luminalen Zellkompartiment von proximalen Tubuluszellen der Ratte. Dies fuhrt zur
Freisetzung von Sauerstoffradikalen und Rekrutierung inflammatorischer Zellen und
tragt so zur interstitiellen Fibrosierung bei (Morita et al. 1997). Zudem konnte gezeigt
werden, dass sich bei C3-Knockout Mausen unter proteinurischen Bedingungen die C3-
Defizienz protektiv auf die Nierenschadigung auswirkte (Abbate et al. 2008). Umstritten
ist, ob vorrangig die lokale C3-Synthese durch das renale Epithel (Sheerin et al. 2008)
oder aus dem Plasma filtriertes C3 (Abbate et al. 2008) zur Schadigung beitragt. Auch
fur den Komplementfaktor C5 ist die durch TGF-p vermittelte Induktion einer

tubulointerstitiellen Fibrose nachgewiesen (Boor et al. 2007).

1.2.2.4 Tubulére Ischamie

Durch erhdhte Ausschittung von Angiotensin Il in der glomerulonephritischen Niere
kommt es zur Konstriktion der efferenten Arteriolen und infolgedessen zu einer
verminderten peritubuldren Kapillarperfusion. Zudem vermittelt Angiotensin |l
zusatzlichen oxidativen Stress und behindert die Sauerstoffutilisation in Tubuluszellen.
Der durch die exzessive Aufnahme filtrierter Proteine gesteigerte Metabolismus und die

folgende kompensatorische Hypertrophie der proximalen Tubuluszellen flihren



hingegen zu einem erho6hten Sauerstoffbedarf. Dieses Missverhaltnis wird durch die
zunehmende Kapillarschddigung im Rahmen der interstitiellen Fibrosierung weiter
aggraviert und kann zur fortschreitenden Tubulusschadigung beitragen (Ohashi et al.
2002; Nangaku 2006).

1.3 Der Megalin-Rezeptor

1.3.1 Molekulare Struktur des Megalin-Rezeptors

Erstmals beschrieben wurde Megalin 1982 von Kerjaschki und Farquhar als zentrales
Autoantigen der Heymann-Nephritis im Blrstensaum von Rattennieren (Kerjaschki und
Farquhar 1982). Den Namen Megalin erhielt das zunachst als gp330 bezeichnete
Protein aufgrund seiner molekularen Grof3e. Es ist ein 600 kDa grolies, aus 4660
Aminosauren bestehendes transmembranares Glykoprotein und gehért zur Familie der
Low Density Lipoprotein (LDL) -Rezeptoren (Saito et al. 1994). Daher ist auch die
Bezeichnung als Low density lipoprotein-related protein 2 (LRP2) gebrauchlich.

Die aus 4400 Aminosauren bestehende extrazellulare Domane enthélt vier Regionen
mit negativer Ladung, die reich an der Aminosaure Cystein sind und die Liganden-
Bindungsregionen darstellen. Zwischen diesen vier Regionen liegen Wachstumsfaktor
(GF)-Typ-Domanen, die eine Homologie zum Vorlaufer des Epidermalen
Wachstumsfaktors (EGF) aufweisen. Die GF-Typ Domanen werden wiederum durch
Verbindungsregionen mit der Aminosauresequenz  Tyr-Trp-Thr-Asp  (YWTD)
voneinander getrennt. (Saito et al. 1994). Die GF-Typ Domanen sind an der pH-
abhangigen Dissoziation von Rezeptor und Ligand in sauren endosomalen
Kompartimenten verantwortlich (Davis et al. 1987). Die zytoplasmatische Domaéane
beinhaltet das karboxyterminale Ende des Rezeptors sowie zwei Kopien des Asp-Pro-
Val-Tyr (NPXY)-Motives. Diese Region ist fur die Ausbildung einer Clathrin-umhillten
Einstulpung der Zellmembran (sog. clathrin coated pit) verantwortlich, Uber die der

Rezeptor internalisiert werden kann (Chen et al. 1990).
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Abbildung 1. Schematische Darstellung des Megalin-Cubilin Rezeptor Komplexes und seiner
Liganden nach Gelineau-van Waes et al. (Gelineau-van Waes et al. 2008). Blau dargestellt sind die vier
extrazellularen Ligandenbindungsregionen (1-4). Rosa dargestellt sind die GF-Typ-Doménen und YWTD-
Verbindungsregionen. Griin dargestellt die CUB-Doméanen des Cubilin-Rezeptors. Abkirzungen:
Apolipoprotein E (Apo E), Apolipoprotein M (Apo M), Apolipoprotein A1 (ApoAl), Retinol-bindendes
Protein (RBP), Transthyretin (Ttr). Folat-Rezeptor (Folrl), Sonic hedgehog (Shh). Disabled-2 (Dab2),
Myosin VI (Myo6), Rezeptor-assoziiertes Protein (RAP), Amnionless (AMN), Transferrin (Trf),
Intrinsischer Faktor (IF).

1.3.2 Funktion des Megalin-Rezeptors

Megalin wird von vielen Epithelien, unter anderem des Dunndarms, der Schilddruse, der
Lunge und des Uterus exprimiert und spielt eine wichtige Rolle bei der Proliferation des
Neuroepithels in der Embryogenese. Die hdchste Dichte an Megalin-Rezeptoren findet
sich aber im proximalen Tubulus der Niere (Christensen et al. 2009). Hier ist Megalin
der quantitativ wichtigste Endozytose-Rezeptor fiir die Ruckresorption filtrierter Proteine
aus dem Harn. So werden u.a. Albumin, 1gG- Leichtketten, Mikroglobuline und
Apolipoproteine via Megalin in die proximalen Tubuluszellen aufgenommen. Durch die
Resorption von Vitamin D-bindendem Protein (DBP), Retinol-bindendem Protein (RBP)



und Transcobalamin (TC) ist Megalin entscheidend an der Homdostase der
entsprechenden Vitamine beteiligt. Auch Eisen wird in Form von Transferrin und
Hamoglobin durch Megalin internalisiert (Christensen und Birn 2001). Megalin ist im
proximalen Tubulus funktionell eng mit Cubilin, einem peripheren Rezeptorprotein an
der AulRenseite der PT-Zellen, assoziiert. Cubilin weist ebenfalls Affinitaten fir einen
Teil der oben genannten Liganden auf. Da Cubilin nicht Gber eine transmembranéare
Domane verfigt, erfolgt die Internalisierung der durch Cubilin gebundenen Stoffe via
Megalin (Christensen et al. 2009).

Nach Bindung eines Liganden an Megalin akkumuliert der Komplex in einer Clathrin-
umbhiillten Einstilpung der Zellmembran (clathrin coated pit) und wird als Clathrin-
umhdilltes Vesikel abgeschniirt. So erreicht der Rezeptor-Ligand Komplex die zellularen
Endosomen, wo der Komplex dissoziiert. Megalin gelangt anschlielend in Recycling-
Endosomen des PT (dense apical tubules (DAT)) zurlick zur apikalen Zellmembran
(Czekay et al. 1997).

Auf die Verteilung des Megalin-Molekuls zwischen den Zellkompartimenten sowie auf
die Ruckfuhrung zur apikalen Plasmamembran (Rezeptor-Recycling) haben weitere, mit
Megalin assoziierte Proteine Einfluss. Dazu gehéren das Rezeptor-assoziierte Protein
(RAP), das Disabled-2 (Dab2) Adaptermolekil und Myosin VI (Myo6) (Birn et al. 2000;
Nagai et al. 2003; Nagai et al. 2005). Die detaillierten Zusammenhénge dieser
Interaktionen sind jedoch im Einzelnen noch nicht verstanden.

Zunehmend wird eine Rolle von Megalin bei der Beeinflussung der Genregulation im
proximalen Tubulus Uber intrazellulare Signalwege diskutiert (May et al. 2003). Es
konnte gezeigt werden, dass Megalin im proximalen Tubulus der regulierten
intramembranaren Proteolyse (RIP) unterliegt, ein Mechanismus, der am detailliertesten
fur den Notch-Signalweg beschrieben ist. Hierbei kommt es zur Abspaltung eines C-
terminalen Megalin-Fragmentes (MCTF). Dieser Prozess lauft sowohl konstitutiv, als
auch nach Bindung eines Liganden an Megalin ab. Die Autoren postulieren die
Freisetzung des C-terminalen Megalinendes und dessen Translokation zum Zellkern als
einen moglichen Transkriptionsfaktor. (Zou et al. 2004; Biemesderfer 2006). Eine
Bestatigung dieses Zusammenhanges wirde die direkte Verbindung von

Proteinresorption und Genregulation durch Megalin im proximalen Tubulus erlauben.



1.4 Die Megalin-defiziente Maus

Die in der vorliegende Arbeit verwendete Megalin-Knockout-Maus  mit

nierenspezifischer Megalindefizienz (Megalin''*

apoE-Cre), wurde am Max-Delbrick-
Centrum fur Molekulare Medizin, Berlin von Prof. Willnow und Mitarbeitern mit Hilfe der
Crel/lox Technologie generiert. Ebenfalls von Prof. Willnow wurde die ,erste Generation”
der Megalin-Knockout-Maus (Megalin-/-), mit einer den ganzen Organismus
betreffender Disrubtion des Megalin-Gens geschaffen. Beide Mausstamme und die

Methodik der genetischen Manipulation sollen im Folgenden kurz dargestellt werden.

1.4.1 Die Megalin-/- Maus

Als genetischer Knockout wird die gezielte Ausschaltung eines Gens bezeichnet. 1982
gelang es erstmals, durch homologe Rekombination eine zuvor isolierte und klonierte
Gensequenz in das Genom von Saugerzellen einzubringen und so bestimmte Genloki
gezielt auszuschalten (Folger et al. 1982). Diese Technik diente auch als Grundlage fur
die Generierung der ersten Megalin-Knockout-Maus (Megalin-/-) durch Prof. Willnow
und Mitarbeiter (Willnow et al. 1996).

Zur Erzeugung der Megalin-/- Maus wurde ein Zielvektor kloniert, der neben Exon- und
Intron-Abschnitten des Megalin-Gens eine Noemycin-Resistenz-Kassette und zwei
Kopien des Herpes Simplex Virus (HSV)-Thymidin-Kinase Genes enthielt. Nach
Elektroporation wurde der Vektor in murine embryonale Stammzellen (ES) eingebracht.
Die ES, in denen eine homologe Rekombination stattgefunden hatte, wurden durch lhre
Neomycinresistenz positiv selektiert. Als negativer Selektionsfaktor fir Zellen, in
welchen die Transfektion nicht Uber den Mechanismus der homologen Rekombination
erfolgte, stand zudem die HSV-Thymidin Kinase zur Verfigung. Die selektierten ES
wurden in frihe murine Embryonalstadien (Blastozysten) injiziert. Durch Einwanderung
der pluripotenten embryonalen Stammzellen in die polare Zellmasse der Blastozyte und
Ausdifferenzierung zu Keimzellen entstanden chimére Tiere, welche die eingebrachten
genetischen Manipulationen an die nachfolgenden Generationen weitergeben (Bradley
et al. 1984).

Nur etwa 2 Prozent der so erzeugten homozygoten Megalin-/- Mause erreichen das

Erwachsenenalter. Der Grol3teil stirbt innerhalb von Stunden postnatal aufgrund einer
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respiratorischen Insuffizienz infolge einer mangelnden Entfaltung und/oder
Emphysembildung der Lunge. Zudem weisen alle Megalin-/- Maéause eine
Holoprosenzephalie auf. Diese Befunde verdeutlichen die entscheidende Rolle von
Megalin fir die Ausdifferenzierung und Funktion der Lunge und des zentralen
Nervensystems (Willnow et al. 1996). Die Nieren sind hingegen normal entwickelt.
Allerdings zeigte sich eine, auch in der vorliegenden Arbeit festgestellte, geringere
Entwicklung des endozytotischen Apparates im proximalen Tubulus (siehe Kapitel
4.3.2). In weiteren Studien konnte gezeigt werden, dass die Ausschaltung der Megalin-
vermittelten Endozytose eine niedermolekulare Proteinurie mit dem Verlust lipophiler
Vitamine zur Folge hat. Durch die erhdhte Ausscheidung von 25-OH Vitamin D3 ist der
Vitamin D-Spiegel im Serum der Tiere erniedrigt. Dies fuhrt konsekutiv zur Entwicklung
einer Hypocalzamie und Osteomalazie, analog zu den Befunden bei Patienten mit

erworbenem Fanconi-Syndrom (Leheste et al. 1999; Nykjaer et al. 1999).

1.4.2 Die Megalin'"°*apoE-Cre Maus

Aufgrund der hohen Mortalitatsrate der Megalin-/- Mause und der damit verbundenen
Einschrankung der Studienmdglichkeiten wurden weitere Anstrengungen unternommen,
durch Einsatz der Cre/lox Technologie eine transgene Maus mit nierenspezifischer
Megalin-Defizienz zu generieren.

Die Grundlagen der Cre/lox-Technologie wurden erstmals 1981 beschrieben. Sternberg
und Hamilton beobachteten, dass die von dem Bakteriophagen P1 exprimierte
cyclization recombination (Cre)- Rekombinase in der Lage war, DNS spezifisch im
Bereich von ,loci of crossing” (lox)-Erkennungssequenzen zu schneiden. Diese
Eigenschaft kann dazu genutzt werden, einen vorher mittels lox-sites ,markierten®
Genabschnitt aus der DNS einer Zelle auszuschneiden (Sternberg et al. 1981).
Zunachst wurden drei Fragmente des murinen Megalin-Gens in einen pFlox-Vektor
einkloniert, der eine Neomycin-Resistenz-Kassette und drei ,loci of crossing over P1*

(loxP)-Erkennungssequenzen enthielt.
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Abbildung 2. Klonierungskarte des pFlox-Zielvektors. Dargestellt sind Introns (Linie), sowie mehrere
Exons (Kasten) des murinen Megalin-Gens. Der gestreifte Kasten stellt das fir den Megalin-Membran-
Anker kodierende Exon dar. Zudem enthalt der Vektor eine Neomycin-Resistenz-Kassette (NEO) und
drei loxP-Stellen (Pfeilkdsten) (nach Leheste, Melsen et al.2003).

Die Transfektion des Zielvektors in das Mausgenom geschah auch hier nach dem
Prinzip der homologen Rekombination. Nach Einschleusung des Zielvektors in
embryonale Stammzellen wurden diese positiv selektiert und in murine Blastozysten
injiziert. Durch Kreuzung der so entstandenen chiméren Tiere mit Wildtyp-Tieren traten

lox/-

in der F;-Generation heterozygote Nachkommen auf (Megalin™"). Durch Paarung der

F,-Tiere entstanden schliel3lich Mause, die fur den veranderten Genlokus homozygot

lox/lox

sind (Megalin ). Da keine Manipulation an kodierenden Sequenzen vorgenommen
wurde, sind diese Tiere vom Ph&notyp her unauffallig und fertil.

Parallel dazu wurde ein transgener Mausstamm geschaffen, der die Cre-Rekombinase -
abhangig von einem Fragment des humanen Apolipoprotein (apo) E-Promoter- nur in
der Niere exprimiert (apoE-Cre-Maus). Paart man die Megalin'®/® Mause mit dem
apoECre-Mausstamm, so wird das Megalin-Gen bei den Nachkommen selektiv in der
Niere disrubtiert (Megalin'/*apoE-Cre Maus) (Leheste et al. 2003).

lox/lox

Die Megalin apoE-Cre Mause entwickeln sich normal und sind fertil, insbesondere

die Lunge und das Gehirn sind nicht pathologisch verandert. Die Nieren sind
makroskopisch unaufféallig und von Gewicht und Grof3e gleich denen von Wildtyptieren.

Allerdings weisen die Megalin'™"°*

apoE-Cre Tiere nur eine renale Megalin-Teildefizienz
auf, von der etwa 70-90% der proximalen Tubuli betroffen sind. Die Ursache liegt
wahrscheinlich in einer unzureichenden Aktivitat der Cre-Rekombinase in einem Teil

der proximalen Tubuluszellen. Die Megalin'*

apoE-Cre Maus entwickelt, wie die
Megalin-/- Maus, eine niedermolekulare Proteinurie. Aufgrund der geringen Megalin-
Restexpression sind die den Vitamin D-Stoffwechsel betreffenden Auswirkungen im
Vergleich zu den Megalin-/- Tieren weniger gravierend. Allerdings zeigt auch die

lox/lox

Megalin apoE-Cre Maus Zeichen der erhdhten Knochenresorption und unter Vitamin

D-armer Diat auch ein signifikantes Absinken des Vitamin D-Plasmaspiegels im
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Vergleich zu Kontrolltieren. Unter kontinuierlicher Vitamin D Substitution sind die Tiere
aber in der Lage, den renalen Verlust vollstandig auszugleichen.

lox/lox

Die Megalin apoE-Cre Maus eignet sich daher gut fur eine Arbeit wie die
vorliegende, da die funktionelle Rolle von Megalin in der Niere untersucht werden soll,
ohne dass ein gravierender Phanotyp (wie im Falle der Megalin-/- Maus) Einfluss auf

die Ergebnisse nehmen kann.
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2. Zielsetzung der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Einfluss der Megalin-vermittelten
Proteinresorption in den PT auf die Entstehung und das Fortschreiten der
tubulointerstitiellen Fibrose zu untersuchen. Es sollte der kontrovers diskutierten Frage
nachgegangen werden, ob die Proteinurie nur als Surrogat-Parameter oder als
eigenstandiger  pathophysiologischer  Faktor  fiur das  Fortschreiten  der
Glomerulonephritis angesehen werden muss. Dazu stand in der vorliegenden Arbeit mit
der Megalin-teildefizienten Maus erstmals ein Tiermodell zur Verfugung, mithilfe
dessen, durch gezielte Ausschaltung des Megalin-Transportmolekiils, die funktionelle
Bedeutung dieses mdglicherweise zentralen Mechanismus fur den Krankheitsverlauf
untersucht werden konnte.

Nach Induktion einer rasch progredienten Glomerulonephritis (RPGN) sollten die
morphologischen Schaden auf licht-und elektronenmikroskopischer Ebene exakt erfasst
und mit denen einer Kontrollgruppe von Geschwistertieren mit normaler
Megalinexpression verglichen werden. Neben der quantitativen Auspragung der
Gewebsschadigung sollten insbesondere auch eventuelle Unterschiede in der Art der
entstandenen glomerularen- sowie interstitiellen Schéadigung in Abhangigkeit von der
Fahigkeit der PT zur Proteinresorption analysiert und somit der Einfluss der Proteinurie
auf die Qualitat und Quantitat der morphologischen Veranderungen erfasst werden.

Als weiterer, zentraler Aspekt sollte der direkte Effekt der Proteinresorption auf die
Zellen des Proximalen Tubulus untersucht werden. Zu diesem Zweck wurde die
Expression von immunologischen, profibrotischen sowie von Zellstress- assoziierten
Parametern durch den Proximalen Tubulus evaluiert. Im Fokus standen hierbei
insbesondere mogliche Unterschiede zwischen Megalin-positiven und Megalin-
defizienten PT. Dartber hinaus sollte evaluiert werden, ob die Proteinendozytose einen
Einfluss auf den Zellzyklus im Sinne eines Apoptose- oder Proliferationsstimulus hat. Es
sollte die Frage beantwortet werden, ob die ausbleibende Proteinresorption protektiv

auf die Megalin-defizienten Zellen wirkt.
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Zudem sollte untersucht werden, inwiefern ein Zusammenhang zwischen der
Expression der oben genannten Parameter und einer entzundlichen und/oder
fibrotischen interstitiellen Reaktion in der direkten Umgebung degenerierender Tubuli
bestand. Um die interstitielle Reaktion weiter zu spezifizieren, sollte sowohl das
Ausmal’ der interstitiellen Makrophageninvasion, als auch die Synthese von Kollagen |
im Bereich der Tubuli analysiert werden.
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3. Material und Methoden

3.1 Versuchstiere

Die in dieser Arbeit beschriebenen Experimente wurden mit weiblichen, 12 bis 15
Wochen alten und 25g bis 30g schweren Knockout M&usen mit nierenspezifischer

lox/lox

Megalin-Teildefizienz (Megalin apoE-Cre; n=12), folgend als Cre(+) bezeichnet, und

einer entsprechenden Kontrollgruppe mit nicht Megalin-defizienten Mausen
(Megalin®*: n=12), folgend als Cre(-) bezeichnet, durchgefiihrt. Die verwendeten
Méause wurden im Rahmen einer Forschungskooperation von Prof. Willnow, Max-
Delbrueck-Centrum fur Molekulare Medizin Berlin, zur Verfigung gestellt.

Der Grad der Megalin Restexpression im proximalen Tubulusepithel der Knockout
Mause wurde anhand der Hohe der Ausscheidung des Vitamin D—bindenden Proteins
(DBP) im Urin bestimmt (Leheste et al. 2003; Bachmann et al. 2004) und durch
lichtmikroskopische Auszahlung von zwei Gewebsschnitten pro Tier nach Anti-Megalin
Farbung verifiziert.

Die Haltung erfolgte bei einer Raumtemperatur (RT) von 20°-23°C und einer relativen
Luftfeuchtigkeit von ca. 50% und einem 12h/12h Hell-Dunkel Rhythmus. Wahrend der
Behandlung bekamen die Tiere Standardfutter und Wasser ad libitum. Die
Genehmigung der Tierschutzkommission zur Durchflihrung der Versuche lag vor (Reg

G 0178/03).

3.2 Versuchsdurchfihrung

3.2.1 Immunisierung und Induktion der Glomerulonephritis

Alle Tiere wurden zunachst durch subkutane Injektion von 0,2mg Kaninchen-lgG
(Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Baltimore, USA) in 0,2ml Freunds

Complete Adjuvant (Sigma, St. Louis, USA) primar immunologisch stimuliert.
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Sechs Tage spater wurde bei 4 Cre(+) und 4 Cre(-) Mausen 0,25ml Kaninchen anti-
Maus glomerulare Basalmembran (GBM)-Serum (freundlichst Gberlassen von Herrn PD
Le Hir) in die Schwanzvene appliziert und so eine RPGN induziert (Le Hir et al. 1998).
Diese Tiere werden folgend als Cre(+)/GN bzw. Cre(-)/GN bezeichnet. Vier weitere
Tiere jeder Gruppe erhielten eine Vehikel-Injektion ohne entsprechenden Antikdrper
(Tag 0). Nach weiteren 18 Tagen wurden alle Tiere im Rahmen der Perfusionsfixierung
getotet.

3.2.2 Urinanalyse

Zur standardisierten Uringewinnung wurden die Tiere zwischen dem 1 und dem 6 Tag
nach immunologischer Stimulation (aber vor Gabe des anti-GBM-Serums) sowie am 18.
Tag nach Induktion der RPGN fur 24 Stunden in einen metabolischen Einzelkafig
gebracht. Die Tiere hatten in dieser Zeit freien Zugang zu Wasser und Standardfutter.
Aus dem Uber 24 Stunden im metabolischen Kafig gesammelten Urin wurde
anschlieBend die Proteinkonzentration durch Biuret-Reaktion (Roche Diagnostics,
Mannheim) sowie die Kreatininkonzentration nach der kinetischen Methode nach Jaffé
(Roche Diagnostics) bestimmit.

Zur qualitativen Analyse der einzelnen Proteinfraktionen wurde eine SDS-PAGE
(Sodiumdodecylsulfate-Polyacrylamidgel-Elektrophorese) durchgefihrt. Diese spezielle
Form der Gelelektrophorese dient der Auftrennung eines Proteingemisches in
Abhéangigkeit von der Proteingrof3e. Die quantitative Proteinbestimmung im Urin wurde

standardisiert durch das Zentrallabor der Charité Berlin vorgenommen.

3.2.3 Perfusionsfixierung und Gewebeeinbettung

Zur Einleitung der Narkose wurde Isofluran verwendet. Anschliel3end wurde den Tieren
Sodium-Pentobarbital (Sanofi-CEVA, Bad Segeberg) intraperitoneal injiziert.

Nach Eroffnung des Bauchraumes und Freipraparation der Aorta abdominalis wurde
diese Uber einen Polyethylenschlauch mit dem Perfusionssystem verbunden. Zum
Druckausgleich wurde bei Perfusionsbeginn die untere Vena cava eroffnet und die

Nieren retrograd zuerst mit PBS (21°C, pH 7,35) vorgesptlt und anschlie3end mit 3%
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Paraformaldehyd (Merck, Darmstadt) in PBS (21°C, pH 7,35) initial mit 220mmHg fir 90
Sekunden, dann mit 60mmHg fur 3,5 Minuten perfusionsfixiert.

Zur Vermeidung von Gefrierartefakten beim Schneiden des Gewebes im Cryostat
wurde dieses bei 4°C Uber Nacht in einer Sucrose/PBS-L6sung (800 mosmol/kg, pH
7,35, 21°C) nachfixiert und dann schockgefroren und bei -80°C gelagert.

Das zur Paraffineinbettung vorgesehene Gewebe wurde Uber Nacht bei 4°C in 3%
Paraformaldehyd nachfixiert. Die Einbettung in Paraffin erfolgte automatisiert durch das
Institut fur Pathologie der Charité Berlin.

Zur Aufbereitung des Gewebes fir die Elektronenmikroskopie wurde dieses bei 4°C
Uber Nacht in einer Losung aus 1,5% Paraformaldehyd in PBS (pH 7,4), 0,05%
Pikrinsdure und 1,5% Glutaraldehyd (Merck, Darmstadt) nachfixiert. Es folgte die
Entwasserung in einer aufsteigenden Ethanolreihe (je 15 Minuten in 50%, 70%, 90%,
96% und 3x 20 Minuten in 100% Ethanol) und anschlie3end die Inkubation in einer
Propylenoxid/ Epon Losung (Fluka, Buchs, Schweiz) tiber Nacht. Nach Uberfiihrung
des Gewebes in BEEM-Kapseln (Roth, Karlsruhe) wurde es mit Epon (Serva,
Heidelberg) ausgegossen oder in LR-White (Science-Service, Minchen) eingebettet.

Zuletzt wurde das Gewebe Uber 3 Tage bei 60°C ausgehartet.

3.3 Morphologische Analyse

3.3.1 Gewebeaufbereitung fir die Lichtmikroskopie

An einem Rotationsmikrotom (Leica, Heidelberg) wurden 4 um dicke Paraffinschnitte
angefertigt, die in einer absteigenden Ethanolreihe (2x10 Minuten Xylol, jeweils 5
Minuten 2x100%, 2x96%, 80%, 70% Ethanol) entparaffiniert und in PBS uberfuhrt
wurden. Fur die PAS-Farbung wurden die Schnitte fir 10 Minuten in 0,5% Perjodséaure
behandelt. Nach Spilung mit Wasser fur 10 Minuten wurde sie fur 20 Minuten in
Schiffsches Reagenz gegeben. Es folgte die Inkubation flr 3x2 Minuten in Sulfitwasser
und erneute Spulung unter flieRendem Wasser. Nun wurden die Schnitte fir 3 Minuten
mit Hamatoxylin nach Mayer (Verdinnung 1:6) inkubiert und wieder flieRend gewassert.

Dann wurden die Schnitte unter Verwendung von PBS/Glycerin eingedeckt.
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Die Semidunnschnitte (1um) wurden aus dem in LR-White eingebetteten Gewebe mit
einem Ultramikrotom (LKB, Ultrotom 8800) angefertigt und auf alkoholgereinigte
Objekttrager aufgebracht. Um die Differenzierung zwischen Megalin-positiven und
Megalin-negativen proximalen Tubuli zu ermdéglichen, wurde zunachst eine
silberverstarkte  Goldmarkierung  durchgefuhrt (siehe  Abschnitt 3.4.4). Die
morphologische Gegenfarbung erfolgte mit Methylenblau-Azur (nach Richardson), dann
wurden die Schnitte mit Eukitt (Riedel-de-Haén, Seelze) eingedeckt.

Die Schnitte wurden an einem Lichtmikroskop der Firma Leica (Leica DMRB) beurteilt.
Die Fotos wurden mittels einer am Mikroskop montierten Digitalkamera (RTke
Diagnostic Instruments inc., USA) aufgenommen und anschliel3end mit der Software
Metaview 6.1 (Universal Imaging Corporation, West Chester, USA) verarbeitet. Analog
dazu erfolgte auch die Auswertung der unter Abschnitt 3.4.2 bis 3.6 beschriebenen

Farbungen.

3.3.2 Gewebeaufbereitung fur die Elektronenmikroskopie

Um die fur die elektronenmikroskopische Beurteilung relevanten Strukturen zu
identifizieren, wurden zunéchst von den in Epon eingebetteten Gewebeblockchen
Semidunnschnitte hergestellt. AnschlieBend wurden Ultradinnschnitte (60nm) mit
einem Ultracut-Mikrotom (Reichert-Jung/Leica) angefertigt und auf Formvar-
beschichtete Schlitznetze (Plano, Marburg) aufgebracht. Es folgte die Inkubation in 5%
Uranylacetat fur 15 Minuten und die Nachkontrastierung mit Bleicitrat (Merck) fur 2
Minuten. Zur Analyse und Beurteilung wurde ein Zeiss-Elektronenmikroskop (EM 900)

verwendet.
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3.3.3 Histopathologische Beurteilung

Zur morphologischen und histopathologischen Beurteilung der Nieren wurden die PAS-
gefarbten Paraffinschnitte, die Semidinnschnitte sowie die Ultradiinnschnitte im
Elektronenmikroskop ausgewertet.

Zur Bestimmung des Stadiums und AusmalRes der glomeruldren Schadigung erfolgte
die Auswertung der PAS-gefarbten Paraffinschnitte bei 40-facher Vergré3erung unter
dem Lichtmikroskop.

Als morphologische Schadigungskriterien galten: Sklerosierung der Glomerulus-
schlingen (teils mit, teils ohne hyaline Ablagerungen) bis hin zum vollstédndigen
Verschluss, Anheftung des Kapillarknduels an die Bowman-Kapsel, Bildung sog.
Halbmonde (crescents) durch Proliferation des Kapselepithels, podozytare
Degeneration und Ablésung der Podozyten von der glomeruldaren Basalmembran
(GBM) sowie Verdichtung der mesangialen Matrix.

Der Schweregrad der Sklerose wurde fur jedes einzelne Glomerulum unter Verwendung

einer semiquantitativen Schadigungseinteilung von 0 bis 4 bestimmt (siehe Tabelle 1).

Tabelle 1. Schweregrad der glomeruldaren Schadigung

0 |Keine Schadigung

1 | Sklerose betrifft weniger als 25% des
Glomerulus

2 | Sklerose betrifft 25% bis 50% des Glomerulus
Sklerose betrifft 50% bis 75% des Glomerulus

4 | Sklerose betrifft mehr als 75% des Glomerulus

Dieses Auswertungsverfahren ist bereits etabliert (Aldigier et al. 2005). Durchschnittlich
wurden pro Tier 100-150 Glomeruli ausgewertet. Durch Bildung des Mittelwertes wurde

der Schéadigungsgrad der Niere ermittelt und als Skleroseindex beschrieben.
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Der Grad der tubulointerstitiellen Schadigung wurde ebenfalls unter Verwendung einer
bereits etablierten, semiquantitativen Schadigungseinteilung von 0 bis 4 ermittelt
(Nangaku et al. 2002).

Tabelle 2. Schweregrad der tubulointerstitiellen Schadigung

0 |Keine Schadigung

1 |Tubulointerstitielle Schadigung in weniger als
25% des Gesichtsfeldes
2 | Tubulointerstitielle Schadigung in 25% bis 50%

des Gesichtsfeldes
3 | Tubulointerstitielle Schadigung in 50% bis 75%

des Gesichtsfeldes

4 | Tubulointerstitielle Schadigung in mehr als
75% des Gesichtsfeldes

Hier erfolgte die Auswertung der PAS-gefarbten Paraffinschnitte bei 20-facher
VergroRerung. Als morphologische Kriterien tubulointerstitieller Schadigung wurden
Kollaps der Tubuli, Ausguss (cast)-Bildung in Verbindung mit tubulérer Dilatation oder
Atrophie, Loslosung der Tubuluszellen von der Basalmembran, Hypertrophie der
tubuldren Basalmembran sowie die Zahl der interstitiellen Zellen und interstitielle
Fibrose gewertet. Pro Schnitt wurden 30 Gesichtsfelder beurteilt. Es wurde flr jedes
Tier ein Mittelwert gebildet und als tubulointerstitieller Skleroseindex beschrieben.

Die Auswertung der Semidunnschnitte in der silberverstarkten Goldmarkierung/
Methylenblau-Azur Gegenfarbung erlaubte eine zusatzliche, detaillierte Beurteilung der
Schadigung unter Berucksichtigung der Megalinexpression des einzelnen PT. Beurteilt
wurden die Zellzahl pro PT-Querschnitt und die jeweilige Perfusionssituation. Zur

genauen Einteilung wurden drei Kategorien beschrieben (siehe Tabelle 3).
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Tabelle 3. Schweregrad der tubularen Schadigung

1 |Normale Zellmorphologie; Tubuluslumen unauffallig

Erhéhte Anzahl von Zellkernen; Tubuluslumen unauffallig

3 | Erhdhte Anzahl von Zellkernen; Tubuluslumen eingeengt oder kollabiert,

hydroptisches Epithel

Die ultrastrukturelle Analyse erfolgte an ca. 100 elekronenmirkoskopischen Bildern pro
Niere der Cre(+) Gruppe (n=8) (VergroRerung 5000-fach bis 9000-fach). Beurteilt
wurden die Hohe des Epithels, die Dicke der Basalmembran, das Gesammtvolumen der
Mitochondrien sowie das Volumen von priméren als auch von frihen und spaten
sekundaren Lysosomen. All dies sind etablierte Parameter, die Hinweise auf eine
Zellschadigung geben konnen. Um die Auswertung tangential angeschnittener
Epithelien zu vermeiden, wurde auf die parallele Anordnung der Burstensaum-Mikrovilli
geachtet.

Megalin-positive Zellen wurden anhand der Anwesenheit von Recycling-Endosomen
(DAT) im apikalen Zytoplasmasaum identifiziert. DATs sind pathognomonisch fir
Megalin-positive Zellen und finden sich nicht in Megalin-defizienten Zellen (Leheste et
al. 1999; Leheste et al. 2003; Bachmann et al. 2004).

Die epitheliale Hohe, die Lange des Blrstensaumes und die Dicke der Basalmembran
wurden durch Berechnung der Mittelwerte mehrerer randomisierter Messungen eines
vorher bestimmten Zellareals ermittelt. Das Gesamtvolumen der Mitochondrien und der
Lysosomen wurde im Verhéaltnis zur Gro3e des entsprechenden Zellareals bestimmt
und in Volumenprozent (Vol%) angegeben.

Alle Parameter wurden mit Hilfe der Metaview-Analysesoftware (Metaview 6.1,
Universal Imaging Corporation, West Chester, USA) elektronisch analysiert. Unter
Zuhilfenahme eines elektronischen Zeichenbrettes (VisTablet, VisTablet Systems, San
Jose, USA) wurden zur Bestimmung der Epithelhéhe und Basalmembranbreite mehrere
Messpunkte gesetzt. Die Kontur der Mitochondrien und Lysosomen wurden elektronisch
umfahren und deren prozentuale Volumina im Verhdltnis zum analysierten

Zellkompartiment durch die Analysesoftware berechnet.
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3.4 Immunhistochemie

3.4.1 Primarantikorper

Folgende, bereits zuvor charakterisierte Primarantikdrper fanden Verwendung:

Tabelle 4. Ubersicht der verwendeten Priméarantikdrper

Spezifitat Spezies Firma Verdinnung
Anti-Maus Megalin, Schaf P. Verroust, 1:10000
polyklonal Paris, Frankreich

Anti-Maus ICAM-1, Ratte ImmunoContact, 1:4000
monoklonal; clone KAT-1 Abingdon, UK

Anti-Maus VCAM-1, Ratte BD Transduction, 1:200
monoklonal Heidelberg, Deutschland
Anti-PCNA, Kaninchen Santa Cruz Biotech., 1:50
polyklonal Santa Cruz, USA

Anti-Ki-67, Ratte Dako, 1:200
monoklonal Hamburg, Deutschland

Anti-Maus Kollagen |, Kaninchen RD Inc., 1:100
polyklonal Frankfurt, Deutschland

Anti-Maus HSP25 Kaninchen Calbiochem 1:200
monoklonal Schwalbach, Deutschland
Anti-Maus CD68 Ratte Serotec 1:50

monoklonal; clone ED1

Dusseldorf, Deutschland
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3.4.2 Fluoreszenzmarkierung

Zur histochemischen Analyse wurden sowohl Cryostat- als auch Paraffinschnitte von 3-
5um Dicke verwendet. Die Gefrierschnitte wurden auf Chromgelantine-beschichtete
Objekttrager (Kaliumchromsulfat-12-Hydrat, Riedel de Haen) aufgebracht, 20 Minuten
bei Raumtemperatur luftgetrocknet und anschlieBend in PBS aquilibriert. Die fur die
Inkubation mit den Antikdrpern gegen ICAM-1 und VCAM-1 vorgesehenen Schnitte
wurden nun fur 15 Minuten mit 0,5% Triton X-Losung (Boehringer, Mannheim) in PBS
verdunnt inkubiert und dann fiir 2x 5 Minuten in PBS-Puffer gewaschen. Zum Blocken
unspezifischer Proteinbindungen wurden als nachster Schritt alle Objekttrager fur 60
Minuten in 5% Milchpulver (Becton Dickinson Difco Magermilch) in PBS verbracht. Es
folgte die Inkubation der Schnitte mit dem jeweiligen Primé&rantikorper in der in Tabelle 4
angegebenen Verdinnung in PBS. Nach 60 mindtiger Inkubation bei Raumtemperatur
wurden die Schnitte bei 4°C Uber Nacht im Kuihlschrank gelagert. Es folgten drei
zehnminutige Waschschritte in PBS.

Anschlie3end wurde der Sekundarantikorper aufgetragen. Es handelte sich, abh&ngig
vom Primarantikérper, um mit Cy2 oder Cy3 gekoppelte IgG-Sekundarantikorper.
Verwendet wurden ein Cy3 Anti-Schaf-IgG- (Dako,Glostrup, Danemark, 1:250 in PBS),
Cy2 Anti-Ratte-IgG- (Dako,1:100 in PBS) und ein Cy2 Anti-Kanninchen-lgG-Antikdrper
(Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Baltimore, USA,1:100 in PBS).

Alle weiteren Arbeitsschritte erfolgten unter Lichtabschluss. Die Sekundarantikorper-
Inkubation erfolgte wiederum tber 60 Minuten bei Raumtemperatur. Danach wurden die
Schnitte 3x 10 Minuten gewaschen und mit 50% Glycerin (Merk) eingedeckt. Zur
Kontrolle wurde jeweils statt des verdiinnten Primarantikbrpers PBS aufgetragen. Auf
diesen Kontrollschnitten liel3 sich nach Sekundarantikdrper-Inkubation kein spezifisches
Antikorpersignal nachweisen.

Der Nachweis der Proteinaufnahme in die proximalen Tubuli erfolgte durch Darstellung
des mauseigenen IgG durch direktes Aufbringen eines Cy2-gekoppelten Anti-Maus IgG
Antikorpers (Dako, 1:100 in PBS) ohne Verwendung eines Primarantikorpers.

Die Paraffinschnitte wurden zunachst, wie in Abschnitt 3.3.1 beschrieben, in einer
absteigenden Alkoholreihe entparaffiniert und in PBS Uberflihrt. AnschlieRend wurde,
beginnend mit dem Blocken der unspezifischen Proteinbindungen, dasselbe Protokoll

wie fir die Cryostatschnitte verwendet.
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Bei der Durchfihrung von Doppelmarkierungen wurden die Prim&rantikGrper mit den
entsprechenden Sekundarantikbrpern nacheinander aufgetragen. Um Interaktionen
zwischen den Antikérpern auszuschliel3en und deren Spezifitat sicherzustellen, wurden
als Kontrolle parallel zu den Doppelmarkierungen die Antikorper einzeln auf
Serienschnitte aufgetragen. Die fluoreszenzmikroskopische Analyse erfolgte mit einem
Leica DMRB Lichtmikroskop mit HBO Fluoreszenzlampe.

3.4.3 PAP-Farbung

Zur Darstellung des Kollagen | Priméarantikdrpers und des Megalin Primarantikorpers
wurde die Peroxidase-Anti-Peroxidase (PAP)-Methode eingesetzt. Verwendung fanden
sowohl Paraffin- als auch Cryostatschnitte von 3-5um Dicke.

Wie in Abschnitt 3.4.2.1 beschrieben wurden die Schnitte zunéachst mit 5% Milch/PBS
(Becton Dickinson Difco Magermilch) geblockt und anschlieend in PBS-Puffer
gewaschen. Um endogene Peroxidasen zu blocken wurden die Schnitte fir 10 Minuten
bei RT mit 10% H202 (Merck) in 100% Methanol (J.T. Baker, Griesheim) behandelt. Es
folgten zwei Waschritte fir 5 Minuten in PBS, bevor die Primarantikdrper in den unter
3.4.1 angegebenen Verdinnungen aufgetragen, fur 1 Stunde bei RT auf dem Schuittler
inkubiert und Uber Nacht bei 4° C belassen wurden.

Am folgenden Tag wurden die Schnitte fur 3x 10 Minuten in PBS gewaschen und ein
Meerrettich-Peroxidase (HRP)-gekoppelter Schwein Anti-Kaninchen-lgG-Antikorper
(Dako, 1:80 in PBS) aufgetragen. Die Inkubation erfolgte fur 60 Minuten bei RT auf dem
Schiuttler, bevor nach drei Waschritten (3x 10 Minuten in PBS) die Farbreaktion durch
aufbringen von 0,1% Diaminobenzidin (Sigma) und 0,02% H202 in PBS entwickelt
wurde. Bei ausreichender Entwicklung des spezifischen Signals nach 25-30 Minuten
wurde die Reaktion durch waschen der Schnitte in PBS abgestoppt und selbige mit
50% Glycerin (Merck) eingedeckelt.

Als Kontrolle wurde anstatt der Primarantikorper PBS aufgetragen. In diesem Fall kam
es nicht zur Entwicklung eines spezifischen Signals.

Zum Nachweis der, den Tieren zuvor injizierten Kaninchen Anti-Maus GBM-Antikorper
(siehe Abschnitt 3.2.1), wurden die Schnitte nach oben beschriebenem Protokoll mit
einem HRP-gekoppelten Anti-Kaninchen Sekundarantikérper (1:100 in PBS) ohne
vorheriges Aufbringen eines Primarantikdrpers inkubiert.
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Die Auswertung erfolgte unter Durchlicht an einem Leica DMRB-Mikroskop.

3.4.4 Silberverstarkte Goldmarkierung

Die Technik der Silberverstarkten Goldmarkierung wurde im Rahmen der
morphologischen Analyse der Semidinnschnitte in der Methylenblau-Azur Farbung zur
Darstellung von Megalin eingesetzt (siehe Abschnitt 3.3.1).

Dazu wurden die Semidunnschnitte zunachst fir 30 Minuten mit 5% Milchpulver/PBS
zum Blocken unspezifischer Proteinbindungen beschichtet, bevor sie fur eine Stunde
mit dem Anti-Megalin-AK in einer feuchten Kammer inkubiert und tber Nacht bei 4°C
gelagert wurden. Kontrollschnitte wurden mit PBS anstatt des Priméarantikorpers
Uberschichtet.

Nach einem Waschschritt fir 3x 10 Minuten in PBS wurden die Schnitte mit einem im
Kaninchen generierten, an 12nm grol3e Goldpartikel gekoppelten Anti-Schaf-lgG-AK
(Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, 1:200 in 5% Milch/PBS) Uberschichtet und fur
90 Minuten inkubiert. Es folgte ein weiterer Waschschritt (2x 5 Minuten in PBS), dann
wurden die Schnitte mit 2% Glutaraldehyd (Merck) in PBS fur 15 Minuten nachfixiert.
Anschliel3end wurde die Silberverstarkungslosung (Amersham, Freiburg) aufgebracht
und die Reaktion nach 20 Minuten durch 3x 5 minltiges Waschen in PBS gestoppt. Die
Schnitte wurden anschlieBend mit Eukitt eingedeckt.

Die Auswertung erfolgte an einem Leica DMRB Lichtmikroskop mit und ohne

Verwendung von Interferenzkontrast.

3.5 TUNEL-Farbung

Die TUNEL- (Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated d UTP nick- end labeling)
Farbung wurde auf 4um dicken Paraffinschnitten unter Verwendung des In Situ Cell
Death Detection® Kits (Roche Diagnostics, Mannheim) durchgefthrt. Dazu wurden die
vorher entparaffinierten Schnitte fir 15 Minuten mit 0,002 %iger Proteinase K-L6sung
inkubiert, fur 5 Minuten in PBS gewaschen und dann fir eine Stunde bei 37°C mit

terminaler Deoxynucleotidyl-Transferase und Fluorescein-markiertem Deoxyuridin-
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Triphosphat (dUTP) inkubiert. Nach Spulung fir 3x 5 Minuten in PBS erfolgte die
Doppelmarkierung mit dem Anti-Megalin-AK wie in Abschnitt 3.4.2.1 beschrieben.
Anschlieend wurden die Objekttrager mit 50% Glycerin eingedeckelt. Die
fluoreszenzmikroskopische Analyse erfolgte mit einem Leica DMRB Lichtmikroskop mit

HBO Fluoreszenzlampe.

3.6 In situ-Hybridisierung

Die mRNA-Expression von TGF-f1, TGF-3, ET-1 und Osteopontin (OP) wurde durch

In situ-Hybridisierung untersucht.

3.6.1 Transformation der cDNA

Um eine ausreichende Menge des TGF-B1-cDNA-Vektors zu erhalten, wurde das
Plasmid zunachst auf einen Calcium-Chlorid kompetenten E-Coli Stamm (DH 5a)
Ubertragen.

Dazu wurde der bei —80°C in Flussigmedium/ 50% Glycerin gelagerte Stamm aufgetaut
und 1pl des TGF-B1-Plasmids hinzugegeben. Nach 10-mindtiger Inkubationszeit wurde
der Ansatz fiir 30 Sekunden bei 42°C inkubiert (Hitzeschockinkubation) und mit 500l
SOC-Medium (Roche) aufgefullt. Es folgte ein weiterer Inkubationsschritt fir 40 Minuten
bei 37°C auf dem Schiittler. Nach einem kurzen Zentrifugationsschritt (10 Sekunden bei
12g), wurde der Uberstand in 3ml flissiges LB/Amp-Medium (Roche,100 pg
Ampicillin/ml LB-Medium) angeimpft und fur 12 Stunden bei 37°C auf dem Schuttler
belassen. Am nachsten Tag wurden die angeimpften Flissigmedien fir eine Minute bei
11.000 rpm zentrifugiert und mit dem Miniprep- Kit (Macherey-Nagel, Duren)
aufgereinigt. Das aufgereinigte Plasmid wurde bis zu seiner Verwendung bei

-25°C gelagert.
3.6.2 Praparation der cDNA

Bei der Préparation der cDNA kamen zwei Methoden zum Einsatz: Zum einen die

Technik der Linearisierung, bei der die cDNA innerhalb des Plasmids transkribiert wird,
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zum anderen die PCR, bei der unter Verwendung von Primern ein PCR-Produkt erstellt
wird, welches den einklonierten cDNA-Abschnitt und die plasmideigenen
Transkriptionspromotoren umfasste.

Samtliche im Folgenden erwdhnte Transkriptionspolymerasen und Restriktions-
Endonukleasen stammen von der Firma Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland.

Die Plasmide mit den cDNAs fur TGF-f1 und TGF-f3 wurden dem Labor
freundlicherweise von E. Vuorio (Turku, Finnland) Gberlassen.

Die TGF-f1 cDNA bestand aus einem 407 Basenpaare langen Maus-TGF-B1-
Fragment, welches durch die Promotorstellen der Transkriptionspolymerasen T3 und T7
flankiert und subkloniert in die EcoRV site des pBlueskript KS Vektors (Stratagene, La
Jolla, USA) vorlag.

Zur Herstellung der Antisenseprobe wurde das Plasmid mit Hilfe von EcoR1 linearisiert.
Die Transkription erfolgte mit Hilfe der T3 Polymerase. Die Senseprobe wurde unter
Zuhilfenahme von Hindlll linearisiert und mit der T7 Polymerase transkribiert.

Die cDNA fur TGF-3 lag als 323 Basenpaare langes Fragment des murinen TGF-33-
Rezeptors in den pGEM-T Vektor (Promega, Madison, USA) subkloniert vor. Flankiert
wurde die TGF-B3-cDNA durch die Promotorstellen der Polymerasen Sp6 und T7. Die
Erstellung der Antisenseprobe erfolgte nach Linearisierung mit Apal und Transkription
mit der Sp6 Polymerase, die der Senseprobe unter Verwendung von Sacl zur
Linearisierung und T7 als Transkriptionspolymerase.

Zur Detektion von Osteopontin wurde ein 984 Basenpaare langes Stiick des 2ar-Gens,
subkloniert in die Hind Ill site des pBluescript KS (-) Vektors (Nomura et al. 1988)
verwendet. Flankiert wurde die cDNA von den Promotorstellen der
Transkriptionspolymerasen T3 und T7.

Mit Hilfe von vektorspezifischen Primern wurde aus dem Plasmid ein PCR-Produkt
erzeugt. Aus diesem wurde die Transkription unter Verwendung von T3 fur die
Antisensprobe und T7 fir die Senseprobe durchgefuhrt.

Die ET-1 cDNA war 317 Basenpaare lang und in die EcoRV site des pBlueskript KS
Vektors einkloniert. Wie fir Osteopontin beschrieben wurde ein PCR-Produkt erzeugt.
Bei der Transkription diente T7 zur Erstellung der Antisenseprobe und Sp6 zur
Erstellung der Senseprobe.

Zur Aufreinigung der cDNA-Proben wurden diese vor der Transkription mit
Natriumacetat und 100% Ethanol (J.T. Baker) gefallt. Zur Kontrolle der Qualitdt wurde
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eine Agarosegel-Elektrophorese (Seakem-ME Agarose, FCM, USA) durchgefthrt und
die DNA photometrisch quantitativ bestimmt (GenQuantll, Pharmacia Biotech,

Freiburg).

3.6.3 In vitro-Transkription

Fur alle Versuche wurden jeweils eine Antisense-Sonde und eine Sense-Sonde
generiert. Die Antisense-Sonde bildet das komplementére Stick zur zellularen mRNA
und dient dem Nachweis der selbigen in situ. Die Sense-Sonde fungiert hingegen als
Negativkontrolle.

Die fur die Transkription verwendeten Transkriptionspolymerasen wurden bereits im
vorhergehenden Abschnitt beschrieben.

Der Ansatz fur die Transkription bestand aus 1pg Restriktionsfragment oder 0,2ug
PCR-Produkt der entsprechenden cDNA, 2ul Transkriptionspuffer (Boehringer,
Mannheim), 2l eines Nukleotidgemisches mit Digoxigenin-markiertem
Uridintriphosphat (Boehringer, Mannheim), 1ul der entsprechenden RNA-Polymerase
(Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland) und wurde mit Diethyl-Pyrocarbonat (DEPC,
Sigma, St. Louis, USA) behandeltem Wasser auf 20ul aufgefullt.

Der Ansatz wurde fur 135 Minuten bei 37°C inkubiert. Die so erzeugten Digoxigenin-
markierten RNA-Sonden wurden wie oben beschrieben mit Natriumacetat in 100%
Ethanol gefallt, mit 80% Ethanol gereinigt und in 100ul DEPC-Wasser gegeben. Die
Menge der erzeugten RNA wurde wiederum durch photometrische Messung bestimmt,
die Qualitat der Sonden durch eine Agarosegel-Elektrophorese verifiziert.

3.6.4 Hybridisierung der RNA-Sonden

Um eine Verunreinigung der Ansatze mit fremd-RNA und RNAsen auszuschliel3en,
wurde zur Herstellung der Losungen ausschlieBlich autoklaviertes Milli Q Wasser
verwendet bzw. die gesamte Losung autoklaviert. Alle verwendeten Glasgeféalie wurden
vor Gebrauch mindestens zwei Stunden bei 180°C gebacken. Fur die In Situ-
Hybridisierung wurden 5um dicke Paraffinschnitte verwendet. Die Paraffinschnitte
wurden zunachst wie unter 3.3.1 beschrieben in einer absteigenden Alkoholreihe

entparaffiniert. Die im Folgenden beschriebenen Arbeitsschritte fanden auf Eis (4°C)
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statt, beginnend mit der Nachfixierung fir 20 Minuten in 4% Paraformaldehyd (pH 7,4).
Es folgte ein Waschschritt (2x 5 Minuten) in PBS, bevor die Schnitte zur Aufspaltung
von Proteinbindungen in 0,2 M HCL (40ml 1M HCL in 200ml Milli-Q Wasser) inkubiert
wurden, um das Eindringen der RNA-Sonde zu erleichtern. Nach einem weiteren
Waschschritt in PBS (2x 5 Minuten) wurden die Schnitte bei 37°C fur 30 Minuten mit
Proteinase K (Roche, 100ul Proteinase K / 200ml PBS) inkubiert. Dann wurden die
Schnitte in 4°C kaltem 4% Paraformaldehyd fur 5 Minuten nachfixiert und noch einmal
in PBS gewaschen, bevor sie in einer aufsteigenden Alkoholreihe (70%, 80%, 96%,
jeweils fur 5 Minuten bei 4°C) entwassert wurden. Nach 20 minutigem Trocknen bei
Raumtemperatur wurden die Gewebsschnitte mit jeweils 80ul Prahybridmix (50%
deionisiertes Formamid (Sigma), 50% DEPC-Wasser mit 2,5x Denhardt’s (Sigma),
0,5M EDTA (Roth) pH 8, 1M Tris-HCL (Trometamol (Merck)/HCL (J.T. Baker), pH 7,4),
0,5 mg/ml tRNA (Boehringer) und 20mM NaCl (Merck)) beschichtet und in einer
Kammer fur 2 Stunden bei 40°C inkubiert. Nach Absaugen der Gewebsschnitte wurde
der Hybridmix (50% deionisiertes Formamid, 40% DEPC-Wasser mit 10x Denhardt’s,
1ImMEDTA (pH 8), 200mM Tris-HCL (pH 7,4), 5mg/ml tRNA, 330mM NacCl, 1mg/ml
Heringssperma-DNA (Boehringer), 0,2M Dithiothreitol (Biomol, Hamburg), 10%
Dextransulfat (Sigma), und 4-10pg Digoxigenin-markierter Riboprobe) aufgebracht. Die
Inkubation erfolgte fur 16-22 Stunden bei 40°C in einer feuchten Kammer. Parallel zum
Aufbringen der Antisense-RNA-Sonde erfolgte als Kontrolle die Inkubation mit der
Sense-Probe. Hierbei zeigte sich in keinem Experiment ein Signal.

Im Anschluss an die Hybridisierung wurden die Objekttrager fir 30 Minuten bei 40°C in
einer 50%Formamid in 2x SSC-Ldsung (2x Standard Sodium Citrat: 15% Natriumcitrat
(Merck) und 18% Natriumchlorid in Milli Q Wasser) gewaschen. Es folgten drei weitere
Waschschritte (30 Minuten bei 40°C in 2x SSC, 2x 15 Minuten bei RT in 2x SSC, 2x 15
Minuten bei RT in 1x SSC), um nicht gebundene Sonden zu entfernen.

3.6.5 Sonden-Detektion mittels Anti-Digoxigenin-Antikorper

Zunachst wurden die Gewebsschnitte fur 10 Minuten bei RT in Puffer 1 (100mM Tris-
HCI (pH 7,4), 150mM NacCl in Milli Q Wasser) inkubiert. Es folgte die Beschichtung der
Objekttrager mit jeweils 80ul modifiziertem Blockingmedium (1% Blocking Reagenz

(Roche) und 0,5% bovines Serumalbumin in Puffer 1) und Inkubation fir 30 Minuten

30



bei RT. Die Objekttrager wurden anschlielend abgesaugt, ein an alkalische
Phosphatase gekoppelter Anti-Digoxigenin-Antikorper aufgebracht (1:100 in
modifiziertem Blockingmedium) und der Ansatz fur 2 Stunden bei RT in einer feuchten
Kammer auf dem Schittler belassen. Nach zwei 15 mindtigen Waschschritten in Puffer
1 wurden die Schnitte fir 2 Minuten in Puffer 3 (100mM Tris-HCI, 100mM NacCl, 50mM
MgCI2 in Mili Q Wasser, pH 9,5) a&quilibriert, abgesaugt, und mit 80ul
Entwicklungspuffer (45ul NBT (Roche Diagnostics), 35ul X-Phosphat (Roche
Diagnostics), 10mg Levamisol (Sigma) in 10ml Puffer 3) beschichtet. Je nach Intensitéat
der Signalentwicklung erfolgte das Abstoppen der Entwicklungsreaktion nach 1-4
Stunden in Puffer 4 (100mM Tris-HCI, 1mM EDTA in Milli Q Wasser, pH 8) fur 2x 15
Minuten. Die ausgewerteten Gewebsschnitte wurden jeweils simultan abgestoppt.

Die Doppelmarkierung mit dem Anti-Maus-Megalin Antikorper und dem Cy3 Anti-Schaf-
IgG Antikorper erfolgte im Anschluss an die In situ-Hybridisierung, nach dem in
Abschnitt 3.4.2 beschriebenen Protokoll. AbschlieRend wurden die Schnitte mit 50%
Glycerin in PBS eingedeckt. Die Auswertung erfolgte an einem Leica DMRB

Lichtmikroskop mit Interferenzkontrast.

3.7 Statistische Auswertung

Fir die statistische Auswertung der gewonnenen Daten wurde das Statistikprogramm
SPSS 12.0 (SPSS Inc., Chicago, USA) verwendet. Fur die quantitativen Daten wurden
jeweils der arithmetische Mittelwert und der Standardfehler bestimmt. Zur Ermittlung
des Signifikanzniveaus wurde der Mann-Whitney Rangsummentest verwendet. Dieser
eignet sich zur Ermittlung des Unterschiedes zwischen zwei unabhangigen Stichproben
hinsichtlich ordinal skalierter Variablen auch bei kleinen StichprobengréfZen. Als

statistisch signifikant wurde ein p-Wert kleiner 0,05 angenommen.
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4. Ergebnisse

4.1 Verifizierung des Modells

4.1.1 Expressionsmuster von Megalin in Cre(+) Mausen

Bei den von Prof. Willnow zur Verfiigung gestellten Megalin-teildefizienten Cre(+)
Mausen wurde Dbereits im Vorfeld der Grad der Megalin-Restexpression
naherungsweise anhand der DBP-Ausscheidung im Urin bestimmt. (siehe auch
Abschnitt 3.1). Zur exakten Ermittlung des Restexpressionsgrades wurden pro Tier zwei
Gewebsschnitte nach Anti-Megalin Farbung unter dem Lichtmikroskop ausgezahit.

Im Mittel wiesen 69.75% + 5.47% der PT-Querschnitte eine Megalindefizienz auf. Die
Cre(+) Tiere zeigten ein mosaikartiges Megalin-Expressionsmuster. Neben PT-
Querschnitten ohne Megalinexpression (Megalin(-)) gab es PT, in denen Megalin-
positive (Megalin(+)) und Megalin(-) Zellen direkt nebeneinander lagen (Abb. 1c), aber
auch PT ohne Megalindefizienz.

Durch dieses mosaikartige Expressionsmuster war, neben dem Vergleich zwischen
Cre(+) und Cre(-) Tieren, auch der direkte Vergleich von Megalin(+) und Megalin(-)
Zellen innerhalb des Cortex der Cre(+) Tiere hinsichtlich der in vivo Reaktion auf die

Proteinurie moglich.
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Abbildung 3. Ubersichtsbild des Cortex einer Cre(+) Niere. Nachweis von Megalin durch
Silberverstarkte Goldmarkierung in der Methylenblau-Azur Farbung. Die schwarz erscheinenden
Silberablagerungen an der Basis der Mirkovilli identifizieren Zellen mit Megalin-Expression. Die

schwarzen Balken markieren die Grenze zwischen Megalin(+) und Megalin(-) Zellen.

4.1.2 Funktionelle Aspekte der Glomerulonephritis-Induktion

Der Effekt der Behandlung mit dem Anti-GBM-Serum zur Induktion der
Glomerulonephritis  wurde unter Verwendung eines Anti-Kaninchen Antikérpers
bestatigt, welcher die an die GBM gebundenen Antikoérper erkannte. Es zeigte sich ein
typisches, lineares Ablagerungsmuster entlang der GBM im Sinne einer
Antibasalmembran-Antikdrper GN (extrakapillare GN), welches bei den nur mit Freunds

Complete Adjuvant behandelten Tieren fehlte.
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Abbildung 4. Immunhistochemischer Nachweis der Anti-GBM-Antikdrper. Nach Inkubation mit
einem HRP-gekoppelten anti-Kaninchen-1gG-AK zeigt sich die fur die extrakapillare GN typische lineare

Ablagerung der Antikdrper entlang der glomeruldren Basalmembran.

Die wichtigste funktionelle Annahme dieses Modells, wonach die induzierte GN eine
signifikante Proteinurie hervorruft und die Aufnahme der ausgeschiedenen Proteine nur
durch Megalin positive PT-Zellen erfolgt, wurde durch Doppelmarkierung mit einem
Anti-Maus-lgG-Antikdrper/Anti-Megalin-Antikrper sowie durch eine kombinierte
Richardsons blue Farbung/Silberverstarkte Goldmarkierung verifiziert.

79.1% + 13.2% der Megalin(+) Zellen zeigten eine signifikante I1gG- und
Proteinaufnahme, wobei bei den Megalin(-) PT-Zellen in keinem Fall eine
Proteinaufnahme nachweisbar war (p< 0.05). Zur Resorption von Proteinen aus dem

Harn waren somit nur Megalin positive Zellen fahig.
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Abbildung 5. Intrazellulare Proteinaufnahme in den Cre(+)/GN-Nieren nur durch Megalin(+) Zellen.
(a) Nachweis von Megalin durch Silberverstarkte Goldmarkierung in der Methylenblau-Azur Farbung als
schwarz erscheinende Punkte an der Basis der Mirkovilli. Die intrazellularen blauen Punkte zeigen die
Aufnahme filtrierter Proteine, welche nur in Megalin(+) Zellen nachweisbar ist. (b) Immunfluoreszenz-
Doppelféarbung von Maus-IgG (grun) und Megalin (rot). Die 1gG-Resorption in den PT ist strikt mit der
Megalin-Expression kolokalisiert. Die Balken markieren die Grenze zwischen Megalin(+) und Megalin(-)

Zellen.

4.2 Urinanalyse

Die in der Urinanalyse ermittelten Parameter lassen direkten Rickschluss auf die
Nierenfunktion zu und wurden vor Induktion der Glomerulonephritis (Tag 0) sowie vor
Entnahme der Nieren (Tag 18) jeweils in allen Gruppen bestimmt. Beide
Behandlungsgruppen zeigten einen signifikanten Anstieg des Urinzeitvolumens, der mit
dem Urin ausgeschiedenen Proteinmenge und des Protein/Kreatinin Verhéaltnisses,
wobei die Veranderung der Parameter in der Cre(+)/GN Gruppe deutlich ausgepragter
war.

Bei den unbehandelten Mausen zeigte sich ein moderat héheres Urinzeitvolumen in der
Cre(+) Gruppe (0,75ml + 0,43ml/Tag) im Vergleich zu der Cre(-) Gruppe (0,47ml £
0,11ml/Tag). Die Induktion der Glomerulonephritis fuhrte in beiden Gruppen zu einer
signifikanten Zunahme des Urinzeitvolumens (1,61ml + 0,43ml/Tag in der Cre(-)/GN
Gruppe im Vergleich zu 2,21ml £ 0,22ml/Tag in der Cre(+)/GN Gruppe).
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Urinzeitvolumen
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Abbildung 6. Urinzeitvolumen vor und nach GN-Induktion. Die Behandlung fiuhrte in beiden Gruppen
zu einer signifikanten Zunahme der Urinausscheidung. Arithmetische Mittelwerte + Standardfehler; n=4;

* = Signifikante Unterschiede zum Tag 0 (p<0,05).

Die qualitative Analyse der im Urin ausgeschiedenen Proteine mittels SDS-PAGE zeigte
eine physiologische Albuminurie in der Cre(-) Gruppe. Wie erwartet wies die Cre(+)
Gruppe zusétzlich die fur diese Mause charakteristische kleinmolekulare Proteinurie auf
(Leheste et al. 1999).

Im Vergleich der glomerulonephritischen Tiere waren die Albuminurie und die
grolBmolekulare Proteinurie in der Cre(+)/GN Gruppe deutlich ausgepragter als in der
Cre(-)/GN Gruppe.
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Abbildung 7. Coomassie-Farbung der Proteinfraktionen in der Urin-Elektrophorese. Im Vergleich zu
Cre(-) Mausen zeigen Cre(+) Mause eine niedermolekulare Proteinurie. Nach Induktion der
Glomerulonephritis zeigen beide Gruppen eine aggravierte Proteinurie mit der gréf3ten Fraktion im
Bereich von 65 kDa. Abkurzungen: M= Marker der Proteingréf3e, Bovines Serum Albumin (BSA) fungiert

als Positivkontrolle.
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Die quantitative Proteinausscheidung mit dem Urin Uber 24 Stunden war in der Cre(-)
Kontrollgruppe mit 1,57mg/Tag um 59% niedriger als in der Cre+ Kontrollgruppe
(2,73mg/Tag).

Sowohl die Cre(-)/GN, als auch die Cre(+)/GN Tiere zeigten einen signifikanten, wenn
auch unproportionalen Anstieg der Proteinurie (8,28mg/Tag in der Cre(-)/GN im
Vergleich zu 28,84mg/Tag in der Cre(+)/GN Gruppe).

Proteinausscheidung im Urin

BTag 0
BTag 18

mg/ 24h

Cre(-) Cre(+)

Abbildung 8. Proteinurie vor und nach GN-Induktion. Unproportional starkere Zunahme der

Proteinurie in der Cre(+) Gruppe am 18. Tag nach GN-Induktion. Arithmetische Mittelwerte =+

Standardfehler; n= 4; * = Signifikante Unterschiede zum Tag 0 (p<0,05).

Als weiterer Marker fir eine Nierenschadigung wurde die Proteinkonzentration im
Verhéltnis zur Kreatininkonzentration im Urin bestimmt (Protein/Kreatinin-Ratio). Dieser
Wert dient zum einen der Abschatzung der Proteinausscheidung tiber 24 Stunden (hier
also als Kontrollwert). Zudem ist ein Anstieg des Wertes mit einer Abnahme der GFR
und dem Fortschreiten der Nierenschadigung korreliert.

Die unbehandelte Cre(-) Gruppe zeigte mit einem Protein/Kreatinin Verhaltnis von 4,64
keinen signifikanten Unterschied zu der Cre+ Gruppe mit einem Wert von 6,84.

Nach Induktion der Glomerulonephritis betrug am 18. Tag das Protein/Kreatinin
Verhaltnis in der Cre(-) Gruppe 19,78 und war damit signifikant unterschiedlich von dem

Wert der Cre(+) Gruppe mit einem Verhaltniswert von 73,80.
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Abbildung 9. Protein/Kreatinin-Ratio vor und nach GN-Induktion. Vor Induktion der GN besteht kein
Unterschied des Protein/Kreatinin-Verhaltnisses im Vergleich der Gruppen. Am 18. Tag der GN zeigte
sich ein signifikant groRerer Anstieg des Verhéatniswertes in der Cre(+) Gruppe. Arithmetische Mittelwerte

+ Standardfehler; n= 4; * = Signifikante Unterschiede zum Tag 0 (p<0,05).

4.3 Histopathologische Auswertung

4.3.1 Lichtmikroskopische Auswertung

Die Ergebnisse stammen von Tieren, die am 18. Tag nach Induktion der GN getotet
wurden. Dieser Zeitpunkt wurde aus folgenden Grinden gewahlt: In Vorversuchen hatte
sich gezeigt, dass nach 18 Tagen alle Krankheitsstadien, von lichtmikroskopisch
unauffalligen Nephronen bis hin zu vollstdndig degenerierten Nephronen, zu finden
sind. Zudem war der klinische Zustand der Tiere der Cre(+) Gruppe aufgrund lhrer
hoheren Vulnerabilitdt gegentuber der Behandlung so schlecht, dass ein weiteres
Abwarten mit einem hohen Sterberisiko verbunden gewesen ware.

Signifikante morphologische Veranderungen waren bei allen Tieren, bei denen eine
Glomerulonephritis induziert wurde, sichtbar. Die Kontrollgruppen, die nur Freunds
Adjuvant, jedoch kein Anti-GBM Serum erhalten hatten, zeigten keine morphologischen

Veranderungen.
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Beide Behandlungsgruppen zeigten das typische Bild einer extrakapillaren GN (syn.
rasch progrediente GN (RPGN)). Es fanden sich sklerosierte, kollabierte
Glomerulumkapillaren mit hyalinen Ablagerungen und Anheftung des Kapillarknduels an
die Bowman-Kapsel, zum Teil auch dilatierte Kapillarschlingen. In vielen Fallen war eine
Proliferation des Bowman-Kapselepithels mit Halbmond- (crescent) Bildung, sowie eine
deutliche Zunahme der mesangialen Matrix nachweisbar. In einem Teil der Glomeruli
war eine Ausbreitung des glomeruldaren Halbmondes auf den glomerulo-tubularen
Ubergang mit Obstruktion desselbigen nachweisbar.

Bei der Auswertung der tubulointerstitiellen Veradnderungen fielen zwei tubulare
Schadigungsmuster auf: Zum einem Tubuli mit stark hypertrophen Epithelzellen und
eingeengtem oder kollabiertem Lumen, zum anderen Tubuli mit dilatiertem Lumen und
atrophischem, ,ausgefranst® wirkenden Epithel. In letzteren fanden sich zudem haufig
luminale Ausgussbildungen (casts).

Des Weiteren zeigten die Tiere beider Gruppen Zeichen einer fibrotischen Umwandlung
in Form einer zahlenmafligen Zunahme interstitieller Zellen, ausgepragter in der Cre(+)
als in der Cre(-) Gruppe. Die interstitielle Fibrose fand sich vornehmlich als
Umgebungsreaktion im Bereich degenerierter Nephrone, ohne dass ein Ubergreifen auf
umliegende, intakte Nephrone zu beobachten war. So war ein zum Teil sehr
heterogenes Bild zu beobachten, mit morphologisch unauffalligen Nephronen, welche
von einem Areal mit degenerierten Nephronen und ausgepragter Fibrose umgeben
waren, ohne dass diese auf das intakte Nephron Ubergriff.

Anders als erwartet war der Grad der Destruktion sowohl der Glomeruli, als auch des
Tubulointerstitiums bei den Megalin-teildefizienten Cre(+) Tieren signifikant starker als
bei den Cre(-) Tieren. Die Art der morphologischen Verdnderungen bzw. das
Schédigungsbild waren hingegen in beiden Gruppen gleich. Obwohl die Cre(+) Tiere
schwerer geschadigt waren, war das Schadensmuster lichtmikroskopisch nicht von dem
der Cre(-) Tiere zu unterscheiden.

Auch im direkten Vergleich von Megalin-positiven PT mit Megalin-defizienten PT im
Nierencortex der Cre(+) Tiere zeigte die Analyse keinen signifikanten Unterschied in
Bezug auf das Schadigungsmuster. Sowohl die PT, als auch das umgebende
Interstitium waren unabhéangig von der Megalinexpression der PT morphologisch

gleichartig geschéadigt.
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Abbildung 10. Vergleich der Morphologie nach GN-Induktion. Ubersicht (Semidiinnschnitte,
Methylenblau-Azur Farbung, Vergrof3erung: x80) und Detailaufnahme (Paraffinschnitte, PAS-Farbung,
VergréRerung: x100) des Nierenkortex einer Cre(-)/GN (a und c) im Vergleich zu einer Cre(+)/GN (b und
d). Glomerulosklerose, tubuldre Obstruktion- und Dilatation sowie tubulointerstitielle Fibrose sind im
gesamten Cortex der Cre(-)/GN Niere nachweisbar, im Cre(+)/GN Kortex aber deutlich starker
ausgepragt. Hier zeigen sich zystisch aufgetriebene, vollstdndig degenerierte Glomeruli, Tubuli mit

luminaler Ausgussbildung und eine vorangeschrittene Fibrosierung des Tubulointerstitiums.

Dieser morphologische Eindruck wird auch durch die Ergebnisse der Kollagen I-
Immunhistochemie unterstitzt (siehe Abschnitt 4.5).

Die Auspragung der morphologischen Veranderungen wurde unter Verwendung einer
semiquantitativen Schéadigungseinteilung von 1-4 erfasst. Fur jedes Tier wurden ein
glomeruléarer sowie ein tubulointerstitieller Skleroseindex (als Mittelwert der
ausgewerteten Glomeruli, respektive Gesichtsfelder) gebildet.

Der Mittelwert der glomerularen Skleroseindices bei den Cre(+)/GN Mausen lag mit 2,8
mehr als doppelt so hoch wie in der Cre(-)/GN Gruppe mit einem Mittelwert von 1,2 (p<
0.05).
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Bei den Cre(+)/GN M&ausen wies die prozentual grof3te Gruppe der Glomeruli (37%) den
Schadigungsgrad 4 auf, wahrend die Schadigungskategorien 1-3 etwa gleich héaufig
vertreten waren. Bei den Cre(-)/GN Tieren wiesen 84% der Glomeruli den
Schadigungsgrad 1 auf. Die Glomeruli der Cre(-)/GN Gruppe waren somit homogener

geschadigt als die der Cre(+)/GN Gruppe mit einer grél3eren Schadigungsvarianz.

Glomerulérer Schadigungsgrad
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Abbildung 11. Prozentuale Verteilung der Glomeruli auf die Schadigungskategorien 0 bis 4. Die
Prozentzahlen in Klammern geben den Sklerosegrad der Glomeruli in der jeweiligen
Schadigungskategorie wider. Arithmetische Mittelwerte + Standardfehler; n= 4; * = Signifikante

Unterschiede zur Cre(-)/GN Gruppe (p<0,05).

Der Mittelwert der tubulointerstitiellen Schadigungsindices lag bei den Cre(+)/GN
Mé&ausen bei 2,9 und damit mehr als 7-fach hoher als bei den Cre(-)/GN Mausen mit
einem Wert von 0.4 (p< 0,05).

Die Cre(-)/GN Tiere entwickelten nur tubulointerstitielle Schaden der Kategorie 0-1
(entsprechend einer maximalen Schéadigung von unter 25% eines Gesichtsfeldes). Die
Schaden der Cre(+)/GN Gruppe reichten von Grad 1 bis zu Grad 4.

Auch in Bezug auf das Tubulointerstitium waren die morphologischen Schéden in
beiden Gruppen qualitativ gleichartig. Die unbehandelten Cre(+) und Cre(-) Mause

zeigten keine Zeichen tubulointerstitieller Schadigung.
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Abbildung 12. Prozentuale Verteilung der ausgezahlten Gesichtsfelder auf die

Schadigungskategorien 0 bis 4. Die Prozentzahlen in Klammern geben die Schadigung pro
Gesichtsfeld in der jeweiligen Schadigungskategorie wider. Arithmetische Mittelwerte + Standardfehler;

n= 4; * = signifikante Unterschiede zur Cre- Gruppe (p<0,05).

4.3.2 Elektronenmikroskopische Auswertung

Zur Analyse der ultrastrukturellen Effekte der Proteiniberladung wurden
Veranderungen der Megalin-positiven (Megalin(+)) und Megalin-defizienten (Megalin(-))
Tubuluszellen der Cre(+)/GN Tiere im Vergleich zu den PT-Zellen unbehandelter Cre(+)
Tiere untersucht. In der Cre(+)/GN Gruppe wurden Nephrone mit mittelstarker
morphologischer Schadigung ausgewertet, welche Zeichen der glomerularen
Schadigung mit Halbmondbildung und endokapillarer Inflammation, aber keine
Obstruktion des glomerulo-tubularen Uberganges zeigten. So war sichergestellt, dass
die dazugehdrigen PT-Zellen einer Proteiniberladung ausgesetzt waren. Einen

Uberblick tiber die untersuchten feinstrukturellen Parameter gibt Tabelle 5.
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Tabelle 5. Numerische Auswertung der strukturellen Parameter

Megalin(-) Megalin(+) Megalin(-) Megalin(+)
Parameter ohne GN ohne GN mit GN mit GN
Epithelhéhe 5.50+0.81 5.73+0.35 5.03+0.25 7.64 + 0.56*
in um
Basalmembran- 0.09 + 0.02 0.08 + 0.02 0.22 + 0.05* 0.16 + 0.04*
Dicke in um
Mitochondrien 46.44 £ 8.41 42.04 £5.53 30.67 + 4.06* 22.89 + 3.12*
in vol%
Primére Lysosomen
in vol% 0.79 £ 0.22F 1.77+0.31 1.18 £ 0.49 11.08 + 2.19*
Sekundare
Lysosomen 1.36 = 0.53¢ 3.64+1.79 2.17 + 0.66* 9.51+ 2.67*
in vol%

Numerische Auswertung der strukturellen Parameter von proximalen Tubuluszellen in Cre(+) Mausen
ohne versus mit Glomerulonephritis. Megalin(-) Zellen haben einen im Vergleich geringer entwickelten
lysosomalen Apparat. Die Zellhdhe, die Basalmembran-Dicke sowie das mitochondriale Volumen
unterscheiden sich nicht signifikant. Nach GN-Induktion kommt es in Megalin(+) Zellen zu einer
deutlichen Zunahme der primaren und sekundéaren Lysosomen und der Hohe des Epithels. In beiden
Zellvarianten kommt es im Rahmen der GN zu einer Verbreiterung der Basalmembran und einer
Abnahme des mitochondrialen Volumens. n= 4; Arithmetische Mittelwerte + Standardfehler; Vol%=
Prozentualer Anteil am Zellvolumen; T= Signifikante Unterschiede Megalin(+) versus Megalin(-) Zellen
(p<0,05).; * = Signifikante Unterschiede zur entsprechenden Gruppe ohne GN (Kontrollgruppe versus

Behandlungsgruppe) (p<0,05).

Wie erwartet war der endozytotische Apparat in den Megalin(-) Zellen geringer
entwickelt als bei den Megalin(+) Zellen. Zudem fehlten in den Megalin-defizienten

Zellen die dense apical tubules (DAT) im subapicalen Zellkompartiment (siehe Kapitel
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3.3.3). Ansonsten waren die unbehandelten Megalin(-) Zellen im Vergleich
morphologisch unaufféallig; hinsichtlich der evaluierten Parameter Epithelhdhe,
Beschaffenheit des Birstensaumes, Basalmembran-Dicke und mitochondriales

Volumen ergaben sich keine signifikanten Unterschiede.

Die Proteinaufnahme durch die Megalin(+) Zellen nach Induktion der GN fuhrt zu einer
starken Aktivierung des Endozytoseapparates und einer deutlichen Zunahme von
primaren und sekundéaren Lysosomen im gesamten Zytosol. Ebenfalls kam es zu einer
signifikanten Zunahme der Epithelhohe im Sinne einer zellularen Hypertrophie. Das
prozentuale mitochondriale Volumen nahm hingegen signifikant ab. Die Mikrovilli des
Blrstensaumes zeigten in Bezug auf die Hohe und Dichte keine signifikanten
Veranderungen (Daten nicht dargestellt). Trotz der ausgepragten Aktivierung des
lysosomalen Apparates im Rahmen der Proteinliberladung in den Megalin(+) Zellen
waren keine hiermit assoziierten, destruktiven Veranderungen im Sinne  einer
Autophagie, Entdifferenzierung oder Atrophie der Zellen zu erkennen. Die Induktion der
GN fuhrte 0Uberraschenderweise bei beiden Zelltypen zu einer signifikanten
Verbreiterung der Basalmembran.

Die Megalin-defizienten Zellen zeigten nach Induktion der GN keine signifikante
Veranderung der Zellhéhe oder des Volumens der priméaren Lysosomen. Allerdings war
eine signifikante Reduktion des mitochondrialen Volumens sowie eine signifikante
Zunahme sekundarer Lysosomen zu beobachten, wenngleich der absolute Anteil der
sekundaren Lysosomen am Zytosol immer noch unter dem Wert der Megalin(+) Zellen
der unbehandelten Mausen lag (2.17 + 0.66 versus 3.64 + 1.79 Volumen%).
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Abbildung 13. Elektronenmikroskopische Morphologie. Glomeruli von Cre(-)/GN (a) und Cre(+)/GN
(b) Nieren. Beide Glomeruli zeigen inflammatorische Veranderungen wie Mirkovilli-Transformation
(Pfeile) und Halbmond (crescent)-Ausbildung (Stern). Bei beiden Glomeruli ist das initiale
Tubulussegment intakt. Der vergrof3erte Ausschnitt zeigt einen normal ausgebildeten endozytotischen
Apparat in der Cre(-) Zelle in (a). Hingegen fehlt dieser in der Cre(+) Zelle in (b). In (c) eine Cre(-)/GN
Zelle des S1-Segmentes eines PT. Im vergréRerte Ausschnitt der endozytotische Apparat mit den
pathognomonischen Recycling-Endosomen des PT (DAT), in denen Megalin zurtick zur apikalen
Zellmembran gelangt. In dem vergréRerten Ausschnitt der Megalin(-) Zelle des S1-Segmentes in (d)
fehlen die entsprechenden Zellorganellen. Zahlreiche primére und sekundéare Lysosomen befinden sich
im Zytoplasma in (c), nicht aber in (d). Zeichen der Autophagie, Entdifferenzierung oder Atrophie zeigt
keine der Zellen. VergroRerung: x450 in a und b; x4600 in ¢ und d.
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4.4 Immunhistochemische Auswertung

Bei der Auswertung der immunhistochemischen Parameter lag der Fokus auf dem
Vergleich zwischen Megalin-positiven (Megalin(+)) und Megalin-defizienten (Megalin(-))
PT-Querschnitten bzw. PT-Zellen. Die Auswertung erfolgte daher bei den
glomerulonephritischen, Megalin-teildefizienten Cre(+)/GN Tieren (n=4), da hier der
direkte Vergleich zwischen beiden Zelltypen méglich war. Die Cre(+) und Cre(-) Mause
der Kontrollgruppen sowie die Cre(-)/GN Mause dienten hier nur dem qualitativen
Vergleich. Es wurden pro Tier jeweils zwei Schnitte des gesamten Nierenkortex
ausgewertet.

Untersucht wurden Marker, denen immunologische, inflammatorische und profibrotische
Eigenschaften zugesprochen werden oder die als Stressproteine fungieren (siehe auch
Abschnitt 1.2.2.3): Die Analyse der Expression von Inter Cellular Adhesion Molecule-1
(ICAM-1), Transforming Growth Factor-p (TGF-f1 und -3), Endothelin-1 (ET-1),
Osteopontin  (OP) und Hitzeschockprotein 25 (HSP25) erfolgte jeweils in
Doppelmarkierung mit einem Megalin-Antikorper. Gezahlt wurden Megalin(+) und
Megalin(-) PT-Querschnitte hinsichtlich des simultanen Nachweises der o.g. Proteine.
Ahnlich erfolgte die Auswertung von Vascular Adhesion Molecule-1 (VCAM-1), des Kiel-
67 Antigen (Ki-67) und des Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA) sowie der
TUNEL-Farbung, nur dass die Auszahlung hier auf Zellebene erfolgte. Nach
Doppelmarkierung mit Megalin wurde jede einzelne PT-Zelle hinsichtlich der Expression
von Megalin und der gleichzeitigen Expression einer der beiden Parameter ausgezahlt.
Um eine Kreuzreaktion der Antikdrper auszuschlieBen, wurden parallel zu den
Doppelmarkierungen die Antikdrper einzeln auf Serienschnitte aufgetragen und diese
mit den doppelmarkierten Gewebsschnitten verglichen. Hierbei zeigten sich keine
Unterschiede im Expressionsmuster. Eine Ubersicht ber die Expression der

Untersuchten Parameter durch Megalin(+) und Megalin(+) PT-Zellen gibt Abbildung 14.
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100 Ubersicht der histochemischen Parameter
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Abbildung 14. Quantitative Ubersicht der histochemischen Parameter in Abhangigkeit von der
Megalin-Expression. Fir ICAM-1, TGF-B1/3, ET-1, Osteopontin und HSP25 ist der prozentuale Anteil
der exprimierenden PT-Querschnitte dargestellt. Fur Apoptose, Ki-67, PCNA und VCAM-1 ist der
prozentuale Anteil exprimierender PT-Zellen angegeben. Arithmetische Mittelwerte + Standardfehler;

n= 4; * = signifikante Unterschiede zu Megalin(+) PT-Querschnitten/Zellen (p< 0,05).

4.4.1 Adhasionsmolekile

4.4.1.1 Inter Cellular Adhesion Molecule-1

ICAM-1 wurde bei den Tieren beider Kontrollgruppen nur von vereinzelten PT-Zellen im
Bereich der Burstensaummembran, sowie von kapillaren Endothelzellen exprimiert. Die
Induktion der GN fuhrte zu einer starken Zunahme des Signals in der
BlUrstensaummembran der PT-Zellen und in den Kapillarendothelien. ICAM-1 erschien
als ein zeitlich ,fruher Marker tubularer Schadigung, da es auch von morphologisch nur
mafig geschéadigten PT gebildet wurde. Die ICAM-1 Expression war unabhangig vom
tubularen Schadigungsmuster (siehe 4.3.1), sowohl in hypertrophierten Tubuli mit

kollabiertem Lumen, als auch in atrophischen Tubuli zu finden.
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ICAM-1 wurde zunéchst in Korrelation mit der Megalinexpression durch die PT-
Querschnitte untersucht. Dazu wurden Doppelmarkierungen mit beiden Antikérpern
angefertigt.

Bei allen Tieren der Cre(+)/GN Gruppe zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang
zwischen ICAM-1 und Megalin-Farbeverhalten.

Von den Megalin(+) Tubuli waren 65,4% + 22,2% ICAM-1 positiv, wahrend nur 9,8% +
7,1% der Megalin(-) Tubuli ICAM-1 positiv waren (p< 0,01).

Abbildung 15. Immunfluoreszenz-Doppelfarbung von ICAM-1 und Megalin in Cre(+)/GN. ICAM-1
(griin) und Megalin (rot) sind im Burstensaum zum Grof3teil kolokalisiert. Im Bereich direkter Fusion
erscheint das Signal gelb. Die Balken markieren die Grenze zwischen Megalin(+) und Megalin(-) Zellen.
VergrofRerung: x200.

Um zu untersuchen, ob diese Korrelation auf die Proteinaufname durch die Megalin-
positiven Zellen zurtickzufuhren ist, wurde zusatzlich eine Doppelmarkierung mit ICAM-
1 und intrazellularem 1gG durchgefihrt.

Dabei konnte ebenfalls ein signifikanter Zusammenhang zwischen der Resorption von
IgG und der Bildung von ICAM-1 belegt werden.

80,6% = 8,2% der PT-Zellen mit deutlicher Proteinakkumulation im Zytoplasma waren
ICAM-1 positiv gegeniiber 40,4% + 16,0% der PT-Zellen ohne Proteinresorption (p<
0,05).
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4.4.1.2 Vascular Adhesion Molecule-1

In den Nieren der Kontrolltiere wurde VCAM-1 nur als schwaches Signal von
GefalRendothelien exprimiert. Die glomerulonephritischen Tiere zeigten ein deutliches
VCAM-1 Signal im basolateralen Kompartiment geschadigter PT-Zellen und im
Endothel kleinerer und gréRerer GefalRe. Zudem wurde ein VCAM-1 Signal in Bereichen
mit Halbmond (crescent-) Bildung durch das glomeruldre Kapselepithel gefunden.
Zeitlich war VCAM-1 als ,spater” Schadigungsmarker einzuordnen, da es uberwiegend
von morphologisch deutlich veranderten PT- Zellen vorgefunden wurde. Anders als
ICAM-1 wurde VCAM-1 daher vielfach nicht homogen innerhalb eines gesamten PT-
Querschnittes, sondern nur von den am starksten geschadigten PT-Zellen gebildet. Die
Auswertung erfolgte daher fur jede PT-Zelle innerhalb des PT-Querschnittes einzeln.
Die in der Cre+/GN Gruppe durchgefiihrte immunhistochemische Doppelmarkierung mit
VCAM-1 und Megalin zeigte eine signifikante Korrelation.

78,8% £ 25,1% der Megalin(+) Zellen synthetisierten VCAM-1, wohingegen nur 43,2% +
13,7% der Megalin(-) Zellen VCAM-1 positiv waren (p< 0,05).

Abbildung 16. Immunfluoreszenz-Doppelfarbung von VCAM-1 und Megalin in Cre(+)/GN. Eine
basolaterale VCAM-1 Expression (grin) findet sich vornehmlich in Megalin(+)-PT Querschnitten (#,
luminal rotes Signal). In den Megalin(-) PT-Querschnitten (*) ist kein VCAM-1 Signal nachweisbar.
VergrofRerung: x150.
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4.4.2 Zytokine

4.4.2.1 Transforming Growth Factor-1 und -B3

Als profibrotische Parameter wurden TGF-f1 und TGF-B3 untersucht. Mittels In-situ
Hybridisierung wurde die mRNA-Expression beider Parameter sichtbar gemacht. In
beiden Kontrollgruppen war nur im distalen Tubulus und im Sammelrohr ein Signal
nachzuweisen. Bei den Tieren der Glomerulonephritis-Gruppen wurden beide
Parameter in den Glomeruli und von den proximalen sowie distalen Tubuli gebildet. Es
bestand kein Unterschied hinsichtlich der Signalintensitat zwischen dem S1/2 und dem
S3 Segment der proximalen Tubuli.

Quantitativ ausgewertet wurden die Nieren der Cre(+)/GN Tiere, wiederum im Vergleich
von Megalin(+) und Megalin(-) Tubulus-Querschnitten.

Bei 84,4% * 7,21% der Megalin(+) Tubuli war TGF-f1-mRNA im Zytoplasma
nachweisbar, gegeniber 46,6% + 37,7% der Megalin(-) Tubuli (p< 0,05). TGF-3 wurde
von 75,1% + 6,7% der Megalin(+) Tubuli gebildet, aber nur von 24,8% * 6,6% der
Megalin(-) Tubuli (p< 0,05). Die Synthese von TGF-B1 und TGF-$3- mRNA korrelierte
somit signifikant mit der Expression von Megalin.

Die hohe Standardabweichung bei den Megalin(-)/TGF-B1 positiven PT-Querschnitten
erklart sich durch die unterschiedliche Auspragung der morphologischen Schaden bei
den Tieren der Cre(+)/GN Gruppe. Wahrend bei den schwacher geschadigten Nieren
kaum Megalin(-) Tubuli TGF-B1 exprimierten, so war bei den morphologisch starker
veranderten Tieren der Prozentsatz TGF-B1 exprimierender Megalin(-) PT deutlich
hoher. Der Anteil der TGF-Bl1 exprimierenden Megalin(+) PT zeigte hingegen,

unabhangig vom Schadigungsgrad der Nieren, nur eine geringe Varianz.
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Abbildung 17. Doppelfarbung von TGF-B und Megalin in Cre(+)/GN. TGF-B1 mRNA (a, In-situ
Hybridisierung) und TGF-B3 mRNA (c, In-situ Hybridisierung) finden sich vornehmlich in Megalin(+) PT-

Querschnitten (b und d, #, luminal rotes Signal) und nur vereinzelt in Megalin(-) PT (b und d, *).
VergréRerung: x200.

Analog zu ICAM-1 sollte auch hier die Korrelation zwischen der Ausschittung von TGF-
3 und der proximal-tubularen Proteinresorption direkt untersucht werden. In der
Doppelmarkierung von TGF-B3 und intrazellularem IgG exprimierten 91,2% + 4,9% der
IgG positiven PT TGF-$3, wéhrend nur 43,4% + 6,7% der PT ohne nachweisbare 1gG
Aufnahme TGF-B3- positiv waren (p< 0,05).
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4.4.2.2 Endothelin-1

Als weiterer profibrotischer Marker wurde ET-1 mittels In-situ Hybridisierung untersucht.
In den Nieren der Kontrolltiere wurde ET-1-mRNA nur schwach exprimiert. Das starkste
Signal fand sich hier in den distalen Tubuli. Die Induktion der Glomerulonephritis fihrte
zu einer Zunahme des Signals in den Glomeruli, dem Interstitium, sowie den distalen
und proximalen Tubulusquerschnitten.

Auch ET-1 zeigt eine signifikante Korrelation Megalin. In den glomerulonephritischen
Cre(+)/GN Mausen bildeten 70,5% + 6,0% der Megalin(+) Tubuli ET-1, 36,5% + 14,8%
der Megalin(-) Tubuli waren ET-1- positiv (p< 0,05).

Abbildung 18. Doppelfarbung von ET-1 und Megalin in Cre(+)/GN. ET-1 mRNA (a, In-situ
Hybridisierung) wird tberwiegend in Megalin(+) PT-Querschnitten (b, #, luminal rotes Signal), seltener in
Megalin(-) PT (b, *) exprimiert. VergroRerung: x150.

4.4.3 Zellulare Stressproteine

4.4.3.1 Osteopontin

OP wurde in den Nieren der Kontrolltiere im medullaren Sammelrohr synthetisiert. Nach
Induktion der Glomerulonephritis fanden sich zuséatzlich ein glomerulares Signal und ein
deutliches Signal in den proximalen- und distalen Tubuli. Im Unterschied zu den bisher
besprochenen Markern, wurde OP in den Cre(+)/GN Tieren mit 40,7% *= 0,5%
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signifikant haufiger von den Megalin(-) PT exprimiert als von den Megalin(+) PT mit
14,1% + 11,5% (p< 0,05).

Abbildung 19. Farbung von Osteopontin und Megalin in Cre(+)/GN. Serienschnitte mit Nachweis von
OP-mRNA (a, In-situ Hybridisierung) nur in Megalin(-) PT-Querschnitten (b, *), wahrend Megalin(+) PT
(b, #, braune Immunoperoxidase-Farbung) keine OP-mRNA bilden. Die Balken markieren die Grenze

zwischen Megalin(+) und Megalin(-) Zellen. Vergro3erung: x150.

4.4.3.2 Hitzeschockprotein 25

Die Cre(-) und Cre(+) Kontrolltiere exprimierten HSP25 im Sammelrohr, in interstitiellen
Zellen des Cortex und des Markes, sowie im Endothel kleiner Gefal3e. In den
glomerulonephritischen Nieren kam es zu einer starken Zunahme des Signals in den
Glomeruli und den proximalen Tubuli. Eine ebenfalls deutliche, aber im Vergleich
geringere Zunahme der Signalintensitat war in den distalen Tubuli zu beobachten.

Wie Osteopontin wurde auch HSP25 in den Cre(+)/GN Mausen signifikant haufiger von
Megalin(-) Tubuli exprimiert. 35,6% = 4,5% der Megalin(-) PT zeigten ein starkes
HSP25 Signal gegeniber 20,5% + 4,3% der Megalin(+) PT (p< 0,05).

53



Abbildung 20. Immunfluoreszenz-Doppelfarbung von Hitzeschockprotein 25 und Megalin in
Cre(+)/IGN. HSP25 (grin) wird haufiger von Megalin(-) PT-Querschnitten (*) als von Megalin(+) PT (#,
luminal rotes Signal) gebildet. Die Balken markieren die Grenze zwischen Megalin(+) und Megalin(-)
Zellen. VergrofRerung: x150.

4.4.4 Apoptose

Apoptotische Zellen wurden mit der TUNEL-Methode gefarbt. Es waren in den Cre(+)
Kontrolltieren 0,061% aller Nucleoli des Megalin(+) PT apoptotisch gegeniber 0,150%
in den Megalin(-) PT (p< 0,05). Nach Induktion der RPGN kam es in den Cre(+) Tieren
bei beiden Zelltypen zu einer Zunahme der Apoptoserate, welche mit 22,4% + 4,2% bei
den Megalin(-) Zellen signifikant gréRer war als bei den Megalin(+) Zellen mit 9,6% =+
2,6%. (p< 0,05, siehe auch Tabelle 6).
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Abbildung 21. Doppelfarbung von apoptotischen PT-Zellen und Megalin. In der Cre(+)
Kontrollgruppe (a) zeigt sich eine héhere Apoptosefraktion (TUNEL-Farbung, griines Signal) in den
Megalin(-) (*) als in den Megalin(+) (#) PT-Querschnitten. (b) Nach Induktion der GN kommt es zu einer

Zunahme apoptotischer Zellen vornehmlich in Megalin(-) PT. Vergrof3erung: x150.

4.4.5 Proliferation

Als Proliferationsmarker wurden die Antigene Ki-67 und PCNA mittels Antikorper
detektiert. In den Megalin(-) Zellen der unbehandelten Cre(+) Tiere wurden Ki-67 und
PCNA im Vergleich zu den Megalin(+) Zellen vermehrt exprimiert. Nach Induktion der
GN kam es in beiden Zelltypen zu einer vermehrten Expression beider Marker, wobei
die Wachstumsfraktion in den Megalin(+) Zellen signifikant hoher war, so dass fiur diese
Zellen ein starkerer Proliferationsstimulus postuliert werden muss (p< 0,05, siehe
Tabelle 6).
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Tabelle 6. Ubersicht tiber die Zellzyklus-Parameter

Cre(+)/Kontrolle Cre(+)/Kontrolle Cre(+)/GN Cre(+)/GN
Megalin(+) Zellen Megalin(-) Zellen® Megalin(+) Zellen® Megalin(-) Zellen®*
Ki-67 6.9 x 10° 3.9x10™ 3.4x107 1.5x 107
PCNA 1.0x 10™ 3.6x10™ 6.3 x 107 3.7x10%
Apoptose 6.1x 10" 1.5x10° 9.6 x 102 2.4x10"

Verglichen werden Megalin(+) und Megalin(-) Zellen des PT der Cre(+) Gruppen. Angegeben ist die
Anzahl der positiven Zellkerne bezogen auf die Gesamtzahl der Zellkerne des PT.

Signifikanz: ° =p< 0,05 fur Megalin(+) versus Megalin(-) Zellen; °=p< 0,05 fur Cre(+)/Kontrolle versus
Cre(+)/GN.

Abbildung 22. Doppelfarbung von Ki-67 und Megalin in Cre(+)/GN. (a) Expression von Ki-67 (grun) in
einer Megalin(-) PT-Zelle der Cre(+) Kontrollgruppe. (b) Nach Glomerulonephritis-Induktion kommt es zu
einer deutlichen Zunahme der Ki-67 Expression in Megalin(+) PT-Zellen (luminal rotes Signal).
VergréRerung: x150.
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4.5 Fibrose und interstitielle Makrophagen-Immigration

Die ausgewerteten inflammatorischen, chemotaktischen und profibrotischen Marker
sollten in lhrer funktionellen Bedeutung in diesem Modell weiter untersucht werden.
Dazu wurden als Indikator flr die Entwicklung eines interstitiellen Fibrose die Bildung
von Kollagen | mittels Immunhistochemie evaluiert. Um einen Effekt der exprimierten
Parameter auf die Makrophagen-Chemotaxis zu bestimmen, wurden zudem Féarbungen
mit einem CD68-Antikorper durchgefiihrt, welcher die Makrophagen markiert. Im Fokus
der Auswertung stand eine mogliche topographische Korrelation zu der Expression

von Megalin.

Die Bildung von Kollagen | war in den Cre(+)/GN Mausen im Vergleich zu den nicht
behandelten Cre(+) Mausen deutlich erhdht. Eine Zunahme der Kollagen | Synthese
war besonders in der Umgebung morphologisch stark veranderter Nephrone
festzustellen. Diese fibrotische Umgebungsreaktion hatte vom morphologischen Aspekt
einen abgrenzenden Charakter, ohne dass ein Ubergreifen auf benachbarte,
morphologisch unauffallige Nephrone zu beobachten war. Um einen Zusammenhang
zwischen der gesteigerten Kollagensynthese und des Vorhandenseins von Megalin zu
untersuchen, wurde eine immunhistochemische Doppelmarkierung mit Megalin und
Kollagen | durchgefiihrt. Eine topographische Korrelation zwischen Megalin-positiven
oder Megalin-defizienten PT und fibrotischen Arealen war dabei nicht herzustellen.
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Abbildung 23. Immunfluoreszenz-Doppelfarbung von Kollagen | und Megalin in Cre(+)/GN.
Kollagen (griin) wird vornehmlich in Bereichen glomerularer und tubulointerstitieller Degeneration
exprimiert, hier im Bereich eines Nephrons (gestrichelte Linie) mit vornehmlich Megalin(-) PT (*). In den

angrenzenden Megalin(+) PT (#) zeigt sich kein verstéarktes Kollagen | Signal. Vergrof3erung: x90.

Die Expression der Makrophagenmarkers CD68 war ebenfalls in den Cre(+)/GN
Mausen deutlich gesteigert, vornehmlich in stark fibrosierten Arealen. In den
unbehandelten Cre(+) Mausen waren nur einzelne CD68-positive Zellen vorhanden.
Auch mit CD68 wurde eine Doppelfarbung mit Megalin durchgefuhrt, um einen
moglichen Zusammenhang festzustellen. Auch hier konnte keine Korrelation gezeigt
werden. Die CD68-positiven Zellen waren in fibrotischen Arealen diffus im Interstitium
verteilt, ohne das eine Haufung im Bereich Megalin(+) oder Megalin(-) proximaler Tubuli

bestand.
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Abbildung 24. Immunfluoreszenz-Doppelfarbung von CD68 und Megalin in Cre(+)/GN. CD68-
positive Makrophagen (griin/gelbe Fluoreszenz, Pfeile weisen auf Zellanhdufungen sowie einzelne
Zellen) befinden sich diffus verteilt in Arealen mit tubulointerstitieller Fibrose, zeigen aber keine

topographische Assoziation zu Megalin(+) (#) oder Megalin(-) (*) PT-Querschnitten. VergroRerung: x100.
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5. Diskussion

5.1 Das Modell der RPGN in der Maus mit nierenspezifischer

Megalindefizienz

In der vorliegenden Arbeit wurde die Auswirkung der durch die nierenspezifische
Megalindefizienz aufgehobenen, proximal-tubularen Proteinendozytose auf den
Krankheitsverlauf in dem Modell einer anti-GBM-Antikorper Nephritis untersucht.

Die in dieser Arbeit verwendete Megalin-Knockout Maus mit nierenspezifischer

Megalindefizienz (Megannloxllox

apoE-Cre) wurde hinsichtlich Ihres Phé&notyps und
insbesondere der Nierenfunktion bereits umfassend charakterisiert (Leheste et al. 2003;
Bachmann et al. 2004). Die Mause entwickelten sich normal und zeigten unter
Standarderndhrung keine Einschrankung der Nierenfunktion im Sinne einer
Niereninsuffizienz. Damit war die Voraussetzung zur Verwendung dieses
Mausstammes gegeben, da eine a priori eingeschrankte Nierenfunktion die funktionelle
Aussage des Tiermodells beeintrachtigt hatte.

Die in Folge der Immunisierung mit einem anti-GBM-Antikorper ablaufenden
pathophysiologischen Prozesse sind im Mausmodell gut untersucht und mit denen in
der humanen Niere vergleichbar, wobei der klinische Verlauf dem einer rasch
progredienten Glomerulonephritis beim Menschen entspricht. (Borza und Hudson
2002; Le Hir 2004).

Es wurde ein Krankheitsbild erzeugt, das durch ein nephrotisches Syndrom mit
ausgepragter Albuminurie und grol3molekularer Proteinurie charakterisiert war.

Die Protein/Kreatinin-Ratio stieg in beiden Behandlungsgruppen signifikant an. Ein
Anstieg des Wertes ist mit einer Abnahme der GFR und dem Fortschreiten der
Nierenschadigung korreliert (Ruggenenti et al. 1998) Eine Protein/Kreatinin-Ratio >4
entspricht prognostisch einer durchschnittliche Zeit von weniger als einem Jahr bis zur

Dialysepflichtigkeit beim Menschen (Remuzzi und Bertani 1998).

60



Das in dieser Arbeit angewandte Protokoll sah eine Entnahme der Nieren am 18. Tag
der Behandlung vor. Dieser Zeitpunkt wurde zum einen gewahlt, weil Vorversuche
gezeigt hatten, dass nach diesem Zeitraum alle Krankheitsstadien -von
lichtmikroskopisch unauffalligen bis hin zu vollstandig degenerierten Nephronen- zu
finden sind. Zum anderen konnte so sichergestellt werden, dass im Vergleich zu
anderen Protokollen, die eine Perfusionsfixation bereits am 10. oder 14. Tag nach
Induktion der GN vorsehen, auch pathophysiologische Mechanismen in die Auswertung
eingingen, die erst zu einem spateren Zeitpunkt der Krankheitsentwicklung zum Tragen
kommen. Ein langeres Zuwarten tber den 18. Tag hinaus hétte hingegen insbesondere
in der Gruppe der Cre(+) Tiere aufgrund lhrer hoheren Vulnerabilitdt gegentber der
Behandlung eine zu hohe Letalitat zur Folge gehabt.

Vor dem Hintergrund des raschen Kklinischen Verlaufs in diesem Modell muss
berticksichtigt werden, dass in der Gruppe der chronisch verlaufenden
Glomerulonephritiden, wie der diabetischen Nephropathie oder der hypertensiven
Nephropathie, im Verlauf andere pathophysiologische Mechanismen eine Rolle spielen
kénnen bzw. die unterschiedlichen, parallel ablaufenden pathologischen Vorgange in
anderer Gewichtung zum Untergang des funktionellen Nierenparenchyms beitragen
(Bohle et al. 1990; Nath 1992).

Dennoch scheint eine partielle Ubertragung der Ergebnisse auch auf die chronisch
verlaufenden GN vertretbar, da letztendlich alle Glomerulonephritiden in einer
gemeinsamen Endstrecke, der tubulointerstitiellen Fibrose, miinden (Bohle et al. 1990;
Nath 1992).

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Induktion einer anti-GBM
Glomerulonephritis in den transgenen Cre(+) und Cre(-) Stammen zu den typischen
morphologischen Veranderungen fihrt, wie sie fur andere Mausstamme und
Rattenstamme beschrieben sind (Reynolds et al. 2003; Le Hir 2004).

Beide Gruppen zeigten das charakteristische Bild einer extrakapillaren GN, wobei in
den Nieren der Cre(+)/GN Tiere 79% der Glomeruli versus 13% der Glomeruli in den
Nieren der Cre(-)/GN Tiere einen Sklerosegrad uber 25% aufwiesen. In den
geschadigten Glomeruli fanden sich hyaline Ablagerungen in den sklerosierten und
kollabierten Glomerulumkapillaren, z.T. mit Anheftung des Kapillarknauels an die
Bowman-Kapsel. In vielen Glomeruli kam es zu einer Halbmond Bildung. Zudem war

eine Zunahme der mesangialen Matrix nachweisbar.
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Bei der Auswertung der tubulointerstitiellen Schadigung zeigten sich zum einen Tubuli
mit stark hypertrophen Epithelzellen und eingeengtem oder kollabiertem Lumen, zum
anderen Tubuli mit dilatiertem Lumen und atrophischem Epithel. In diesen fanden sich
zudem haufig luminale Ausgussbildungen.

Des Weiteren bestanden bei den Tieren beider Gruppen Zeichen einer fibrotischen
Umwandlung in Form einer zahlenméafRligen Zunahme interstitieller Zellen, ausgepragter
in der Cre(+)/GN als in der Cre(-))GN Gruppe. Die interstitielle Fibrose fand sich
vornehmlich als Umgebungsreaktion im Bereich degenerierter Nephrone, ohne dass ein
Ubergreifen auf umliegende, intakte Nephrone zu beobachten war. So war ein zum Teil
sehr heterogenes Schadigungsbild mit morphologisch unauffalligen Nephronen zu
beobachten, welche von einem Areal degenerierter Nephrone und ausgepragter
Fibrose umgeben waren. Dieser Befund entspricht den Ergebnissen anderer
histopathologischer Studien (Kriz et al. 1998). Auch Le Hir und Mitarbeiter beschrieben
in einem anti-GBM Glomerulonephritis Mausmodel eine peritubulare Infiltration von
Entzindungszellen nur in Assoziation zu bereits stark degenerierter Tubuli, die durch
Obstruktion des glomerulo-tubularen Ubergangs von dem zugehérigen Glomerulum
abgetrennt waren. Ein Ubergreifen der interstitiellen Inflammation auf intakte Nephrone
wurde hingegen nicht beobachtet und diese daher eher als Folge, denn als Ursache der
tubularen Degeneration angesehen (Le Hir und Besse-Eschmann 2003). Die Art der
morphologischen Schaden war in der vorliegenden Arbeit im Vergleich der Cre(+)/GN
Gruppe mit der Cre(-)/GN Gruppe qualitativ gleich.

Anders als erwartet, zeigten sich sowohl glomerulér als auch tubulointerstitiell in der
guantitativen Analyse trotz des identischen Behandlungsprotokolls deutlich hdhere
Schadigungsscores in der Cre(+)/GN Gruppe. Die Ursache fur die erhéhte Vulnerabilitat
der Megalin-teildefizienten Tiere gegeniber der Glomerulonephritis-Induktion ist unklar.
In diesem Zusammenhang sind die Ergebnisse der Arbeitsgruppe von Motoyoshi, die
ebenfalls in der Megalin-teildefizienten Maus ein nephrotisches Syndrom induzierten,
hochinteressant (Motoyoshi et al. 2008). In dieser Studie wurde durch Kreuzung der
Cre(+) Maus mit der transgenen NEP25-Maus die Megalin-KO/NEP25 Maus
erschaffen. Bei der Megalin-KO/NEP25 Maus wurde durch Injektion des Immunotoxins
LMB2, welches selektiv an ein transgenes Produkt in den Podozyten dieser Mause
bindet, ein nephrotisches Syndrom ausgelost. Die morphologischen Schaden im
Bereich der Glomeruli und des Tubulointerstitiums waren in diesem Modell nur gering

bis méaRig ausgepragt (glomerularer Schadigungsindex von 1.04), da die Nieren bereits
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am 10. Tag in einem frihen Krankheitsstadium entnommen wurden. Im Gegensatz zu
der hier untersuchten RPGN zeigten sich dabei keine Unterschiede in der Schwere der
morphologischen Schéaden im Vergleich mit der Kontrollgruppe. Somit scheint die
Vulnerabilitat der Megalin-teildefizienten Maus in einem friihen Krankheitsstadium des
nephrotischen Syndroms vergleichbar mit dem der Wildtyptiere. Mdglicher Weise
kommt erst in spateren Krankheitsstadien zum Tragen, dass Megalin tber die Funktion
als Endozytoseprotein hinaus Einfluss auf die Zellhomdostase hat. So konnte eine Rolle
spielen, dass Megalin im Rahmen der Proteinresorption gespalten wird, nach
Translokation in den Zellkern als Transkriptionsfaktor wirkt und dort adaptive Prozesse
steuert (Zou et al. 2004; Biemesderfer 2006). Das Megalin-Protein beinhaltet zudem
mehrere Src-Homologie-Doménen und PDZ-Doménen, die eine Rolle in der zellularen
Signaltransduktion vermuten lassen (Christensen und Birn 2001). Weiterhin wurde
beschrieben, dass Megalin in der Plasmamembran von PT-Zellen die Proteinkinase B
(PKB) in Abhangigkeit von der Albuminaufnahme bindet und aktiviert. Niedrige
Albuminkonzentrationen fuhren via Megalin zu einer Aktivierung der PKB, wéhrend
hohe Albuminkonzentrationen die Megalinexpression und somit auch die PKB-
Aktivierung vermindern. Die aktivierte PKB hat in PT-Zellen eine anti-apoptotische und
zellprotektive Funktion. Auch dieser Zusammenhang konnte die erhdhte Vulnerabilitat
des Cre(+) Mausstammes mitbedingen (Caruso-Neves et al. 2006).

Bezuglich dieser Erkenntnisse sind weitere Studien abzuwarten, um eine mdgliche

Bedeutung der beschriebenen Mechanismen detailliert zu verstehen.

5.2 Die Aufhebung der Proteinresorption in Megalin-
defizienten proximalen Tubuli verhindert nicht die

Ausbildung der tubulointerstitiellen Fibrose

Die klinische Beobachtung, dass der Grad der Proteinurie mit der
Progressionsgeschwindigkeit des chronischen Nierenversagens positiv korreliert ist
(Peterson et al. 1995; Burton und Harris 1996), wird in der Literatur kontrovers
interpretiert. Einige Autoren sehen dies als Beleg fir eine eigenstandige

pathophysiologische Rolle der Proteinurie (Remuzzi und Bertani 1998; Eddy 2004).
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Andere Autoren werten den Grad der Proteinurie nur als indirekten Ausdruck der
Schwere der glomerularen Schadigung ohne eigenstéandigen Krankheitswert (Kriz und
LeHir 2005). Christensen und Zandi-Nejad fassen in lhren Ubersichtsarbeiten
zusammen, dass diese Frage bislang nicht abschlieBend beantwortet werden konnte,
da experimentelle Modelle fehlten, um die Effekte der Proteinurie ohne interferierende
Einflussfaktoren und im direkten Vergleich in vivo untersuchen zu kdnnen. Zudem
waren die Ergebnisse aus in vitro- und in vivo-Studien diesbeziglich oft widersprichlich
(Christensen und Gburek 2004; Zandi-Nejad et al. 2004; Christensen und Verroust
2008).

In der vorliegenden Arbeit stand nun ein murines Knockout-Modell zur Verfugung, in
welchem der Einfluss der Proteinresorption in vivo untersucht werden konnte. Der
Hypothese folgend, dass die Proteinurie eine zentrale Rolle in der Entstehung der
tubulointerstitiellen Schadigung spielt, ware ein protektiver Effekt der Megalin-
Teildefizienz in der Cre(+)/GN Gruppe und eine starkere Schadigung in der nicht
Megalin-defizienten Cre(-)/GN Gruppe zu erwarten gewesen. Tatsachlich zeigte sich
aber ein qualitativ gleichartiges tubulointerstitielles Schadigungsmuster in der
Cre(+)/GN und der Cre(-)/GN Gruppe, bei insgesamt deutlich schwacher ausgepragter
Schadigung in der Cre(-)/GN Gruppe. Dies spricht gegen einen zentralen Einfluss der
proximaltubularen Proteinresorption auf den Verlauf der tubulointerstitiellen
Schadigung.

Im Vergleich zu anderen Tiermodellen erscheint die Aussagekraft des in dieser Arbeit
verwendeten, transgenen Modells gerade bezliglich der pathophysiologischen Rolle der
Proteinurie besonders hoch, da die Aussage nicht nur auf die Expression verschiedener
Mediatoren und Zytokine und deren angenommene Wirkung gestitzt werden kann,
sondern zudem eine direkte topographische Korrelation zwischen Proteinendozytose,
Zytokinexpression und den morphologischen Schaden als fassbares Endresultat der
abgelaufenen pathologischen Prozesse mdglich war.

Die lichtmikroskopische Analyse nach GN-Induktion ergab keine histopathologischen
Unterschiede zwischen Nephronen mit zur Proteinendozytose befahigtem PT und
Nephronen mit Kkeiner oder nur geringgradiger Megalinexpression respektive
Proteinresorption. Die fibrotische Umwandlung des Interstitiums der Cre(+)/GN Tiere
zeigte sich vornehmlich als Umgebungsreaktion im Bereich degenerierender Nephrone
mit aglomerularen, Kkollabierten Tubuli, korrelierte aber nicht mit dem Megalin-

Expressionsmuster der PT. In Annahme einer zentrale Rolle der Proteinurie bei der
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Entstehung der tubulointerstitiellen Inflammation, héatte sich die fehlende
Proteinresorption in 70% der PT in diesem Modell aber entscheidend auf die
Entwicklung und das Verteilungsmuster der tubulointerstitiellen Schadigung auswirken
missen. Somit lie@ sich  morphologisch kein Zusammenhang zwischen
Proteinresorption und tubulointerstitieller Schadigung nachweisen. In Ubereinstimmung
hiermit hatte auch bei der Megalin-KO/NEP25 Maus (siehe Abschnitt 5.1) die Megalin-
Teildefizienz keinen protektiven Effekt hinsichtlich der tubulointerstitiellen Schaden im
Vergleich zu den Wildtyptieren mit nephrotischem Syndrom (Motoyoshi et al. 2008).
Unterstutz werden die Ergebnisse der lichtmikrokopischen Auswertung von der
elektronenmikroskopischen Analyse.

Megalin(+) Zellen zeigten als Reaktion auf die Proteinurie eine starke Aktivierung des
endozytotischen Apparates und eine reaktive Zunahme der Epithelhbhe sowohl im
Vergleich zu den unbehandelten Kontrolltieren als auch im Vergleich zu Megalin(-)
Zellen nach GN-Induktion. Die Proteinaufnahme fiihrte hingegen nicht zu destruktiven
Prozessen im Sinne einer Autophagie, Entdifferenzierung oder Atrophie der Zellen.
Hinsichtlich der Abnahme des mitochondrialen Volumens, welche als Hinweis auf eine
zellulare Maladaption gewertet wird (Nielsen und Christensen 1983; Moller et al. 1984),
ergab sich auch unter proteinurischen Bedingungen kein signifikanter Unterschied

zwischen Megalin(+) und Megalin(-) Zellen.

Den Ergebnissen dieser Arbeit folgend muss somit die Bedeutung der
proximaltubularen Proteinresorption als pathophysiologischer Mechanismus in dem hier
untersuchten Modell relativiert und den vom Glomerulum ausgehenden Prozessen, wie
der fehlgeleiteten Filtration, der glomerularen crescent-Bildung und konsekutiven
tubularen Obstruktion, eine zentralere Rolle in der Pathogenese zugeschrieben werden.
Diese Schlussfolgerung stimmt mit den Thesen der Arbeitsgruppen um Kriz und Le Hir
Uberein, die in Ihren Studien die Schadigung des Glomerulums und das Uberwachsen
des glomerulo-tubularen Uberganges als das zentrale pathophysiologische Ereignis bei
der Schadigung des Nephrons beschreiben. (Le Hir und Besse-Eschmann 2003; Kriz
und LeHir 2005).

In einer Studie an Ratten, bei der die Auswirkungen der Proteinurie nach Induktion einer
anti-GBM Antikérper Nephritis Uber einen Zeitraum von 6 Monaten untersucht wurde,
konnte ebenfalls keine fortschreitende tubulointerstitielle Fibrose in Folge der

Proteinurie gezeigt werden (Kikuchi et al. 2000).
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Diese Beobachtungen passen zu den Befunden bei Patienten mit einem kongenitalen
nephrotischen Syndrom vom Finnischen Typ. In den Nieren dieser Patienten treten die
interstitielle Fibrose und Akkumulation inflammatorischer Zellen vornehmlich im Bereich
der Glomeruli auf. Die Tubuluszellen zeigen hingegen trotz der schweren Proteinurie
auch nach langerem Krankheitsverlauf keine phanotypischen Veranderungen
(Kuusniemi et al. 2005).

In Kontrast hierzu beschrieben Bertani und Mitarbeiter in dem Modell einer Adriamycin-
Glomerulonephritis Proteinurie-induzierte Briche in der tubuldaren BM mit Extravasation
des tubuléaren Inhaltes in das Interstitium und folgender Inflammation als wichtigsten
Mechanismus der renalen Schadigung. Die histopathologischen Schéden im Bereich
der Glomeruli waren in diesem Modell nur gering ausgepragt und wurden fir das
Fortschreiten der Nierenschadigung als nachrangig eingeschatzt (Bertani et al. 1986).
Ein Austreten des tubularen Filtrates durch Briche in der TBM konnte hingegen in der
vorliegenden Arbeit weder auf lichtmikrsokopischer, noch auf elektronen-
mikroskopischer Ebene verifiziert werden.

Weiterhin fand die Arbeitsgruppe um Remuzzi und Zoja in einem Rattenmodell nach
Induktion einer passiven Heymann Nephritis sowie bei Ratten nach 5/6 Nephrektomie
eine Infiltration von MHC-II Rezeptor-positiven Zellen in der Umgebung von 1gG- und
Albumin-tberladenen PT und postulierte eine schadigende Wirkung auf das
Tubulointerstitium (Abbate et al. 1998). Als limitierend bei der Interpretation der
Ergebnisse dieser Studie erscheint aber, dass keine detaillierte morphologische
Analyse durchgefuhrt wurde und eine topographische Korrelation tatsachlich
entstandener morphologischen Schaden im Bereich der interstitiellen, MHC-II -positiven
Zellinfiltrate nicht beschrieben wurde.

Wie bereits diskutiert ist einschrankend zu bertcksichtigen, dass im Rahmen dieser
Publikationen zum Teil andere Schadigungsmodelle mit einem chronischen
Krankheitsverlauf Verwendung fanden und somit ein Vergleich der Ergebnisse nur

bedingt moglich ist, bzw. diese nicht zwangsweise im Widerspruch stehen mussen.
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5.3 Expression immunmodulatorischer Mediatoren in Folge
der Ubermaligen Proteinendozytose durch den

proximalen Tubulus

Der Proteinurie-induzierten Expression immunmodulatorischer und profibrotischer
Mediatoren durch die Zellen des PT wurde in einer Reihe bisheriger Studien eine
zentrale Rolle in der Pathogenese der tubulointerstitiellen Fibrose zugeschrieben
(Remuzzi und Bertani 1998; Klahr 1999; Zoja et al. 2006).

In Zellkultur-Experimenten konnte gezeigt werden, dass es in Zellen des PT nach Gabe
hoher Konzentrationen von Albumin, IgG und/oder Transferrin zu einer Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NFKB kommt. NFkB induziert unter anderem die Ausschittung der
Chemokine ICAM-1, VCAM-1 und ET-1, denen eine Rolle bei der Entstehung und
Unterhaltung der tubulointerstitiellen Inflammation zugesprochen wird. Zudem fiihrte
eine Albumin-Exposition in der Zellkultur zu einer vermehrten Freisetzung von TGF-3
(Zoja et al. 2003; Wolf et al. 2004).

Es ist zu berlcksichtigen, dass diese in vitro-Zellstudien den methodenbedingten
Limitationen unterliegen. Zandy-Nejad et al. merken in diesem Zusammenhang an,
dass in bisherigen in-vitro Studien die PT-Zellen zum Teil Proteinkonzentrationen
ausgesetzt waren, welche die in vivo gemessenen Konzentrationen bei weitem
Ubersteigen und diese Zellen zudem in Zellkultur-Medien mit per se hoher
Proteinkonzentration gezlichtet werden. Somit kann nicht ausgeschlossen werden, dass
diese hohen Konzentrationen den Zellph&notyp und die Zellfunktion in
unphysiologischer Weise beeinflusst haben (Zandi-Nejad et al. 2004).

Das methodische Problem der eingeschrankten Ubertragbarkeit einer in vitro- Studie
auf die in vivo- Situation konnte in dieser Arbeit durch die Verwendung eines
Tiermodells umgangen werden. Die Megalin-teildefiziente Maus erlaubte einen direkten
in vivo Vergleich zwischen zur Proteinresorption befahigten PT und PT, die keine
filtrierten Proteine aufnehmen konnen, ansonsten aber den gleichen Einfliissen
ausgesetzt waren.

Ubereinstimmend mit bisherigen Ergebnissen konnte auch in der vorliegenden Arbeit
ein Zusammenhang zwischen der tubularen Proteinendozytose und der Expression von

Chemokinen gezeigt werden. Die zur Proteinresorption befahigten Megalin(+) PT
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zeigten im Vergleich zu den Megalin(-) PT eine signifikant vermehrte Expression von
ICAM-1, VCAM-1, ET-1 sowie TGF-B1 und TGF-B3.

Die zellularen Stressproteine Osteopontin und HSP25 wurden hingegen vornehmlich in
Megalin(-) PT nachgewiesen.

Auch Motoyoshi et al. beschreiben in dem Modell der Megalin-KO/NEP25 Maus infolge
der Proteinurie eine signifikant hohere Expression des inflammatorischen Chemokines
Monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) und eines Markers von oxidativem
Zellstress (Heme-Oxygenase-1) von Megalin(+) PT im Vergleich zu Megalin(-) PT. Die
Autoren interpretieren dies als Ausdruck einer frihen Schéadigung des proximalen
Tubulus (Motoyoshi et al. 2008).

In Kontrast zu den Schlussfolgerungen der oben zitierten Studien hatte die Expression
dieser Faktoren in der vorliegenden Arbeit keinen Einfluss auf das Ausmalf3 und die Art
der tubulointerstitiellen Inflammation und Fibrose in der vergleichenden
morphologischen Analyse. Zudem fand sich keine topographische Assoziation in Bezug
auf eine vermehrte interstitielle Kollagen | Synthese (im Sinne einer fibrotischen
Reaktion) oder die Immigration immunkompetenter, CD68-positiver Zellen in das
Interstitium. Hingegen zeigten sich in Zusammenhang mit der Proteinaufnahme eine
verstarkte Zellproliferation und eine verminderte Zellapoptose.

Zur Interpretation dieser Ergebnisse ist eine detaillierte Betrachtung der zum Tell
divergenten —und in der Literatur kontrovers diskutierten- Effekte der untersuchten

Mediatoren notwendig:

5.3.1 TGF-B

Die Folgen einer erhbhten TGF-B Synthese mussen differenziert betrachtet werden.
Einige Autoren gehen der Fibrose-Hypothese (siehe Abschnitt 1.2.2.3) folgend davon
aus, dass eine vermehrte TGF-p Expression per se durch eine Vermehrung der
extrazellularen Matrix zur interstitiellen Fibrose und konsekutivem Funktionsverlust des
Nierenparenchyms fuhrt (Border et al. 1990; Remuzzi und Bertani 1998). Andere
Autoren geben zu bedenken, dass es keine direkten experimentellen Hinweise gibt,

dass die alleinige Zunahme und/oder Veradnderung der extrazellularen Matrix zum
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Untergang differenzierter renaler Zellen und letztendlich zum Verlust der Organfunktion
fuhrt (Bottinger und Bitzer 2002).

Es konnte gezeigt werden, dass TGF- dosisabhéngig unterschiedlichen Einfluss auf
die Zellfunktion nehmen kann. So fuhrten hohe TGF-B Konzentrationen bei kultivierten
Podozyten zur Apoptose, wahrend niedrigere Dosen ein Zellwachstum und eine
Zelldifferenzierung bewirkten (Wu et al. 2005). Dieser Zusammenhang lief3 sich auch in
Ganglien zeigen, in denen TGF-B in niedrigerer Dosierung die Neurogenese stimuliert,
in héheren Konzentrationen aber Apoptosemechanismen induziert (Hagedorn et al.
2000).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lassen vermuten, dass die Proteinurie-
induzierte TGF-B-Synthese in dem untersuchten Modell keinen primar destruktiven
Charakter hat, sondern vielmehr Ausdruck eines adaptiven Prozesses ist. Fir diese
Annahme spricht zum einen der fehlende Einfluss der TGF-p Synthese auf die Art der
morphologischen Schadigung, zum anderen der fehlende Nachweis einer fibrotischen
Reaktion im Sinne einer vermehrten Kollagen | Synthese in der direkten Umgebung der
TGF-B exprimierenden Megalin(+) Tubuli. Gezeigt werden konnte hingegen eine
vermehrte Expression der Proliferationsmarker Ki-67 und PCNA als mdglicher Ausdruck
eines proliferativen bzw. adaptiven Stimulus von TGF-p auf die PT-Zellen.

Ein weiterer Effekt von TGF-B ist die von Gekle et al. in kultivierten PT-Zellen
beschriebene Hemmung der Megalin-vermittelten Proteinendozytose. (Gekle et al.
2003). Dies lasst eine Rolle von TGF-p als Effektor eines negativen Regelkreislaufes
der PT-Proteinaufnahme vermuten. Die tatsachliche Bedeutung dieses Mechanismus in
vivo ist allerdings noch nicht verstanden und bedarf weiterer Studien.

5.3.2ICAM-1, VCAM-1 und ET-1

ICAM-1 und VCAM-1 sind transmembrandre, zur Immunglobulin-Superfamilie
gehorende Moleklle, welche die Adhasion und Diapedese von Leukozyten und
Lymphozyten an Epithelzellen bewirken (Roy-Chaudhury et al. 1996; Kriegsman et al.
2000). Sie werden im Rahmen einer renalen Schadigung vermehrt exprimiert
(Kriegsman et al. 2000; Shappell et al. 2000).

ET-1 ist ein potentes endogenes Vasopeptid, welches ebenfalls in einer Vielzahl renaler

Erkrankungen tubular vermehrt exprimiert wird (Richter 2006).
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Ubereinstimmend mit Ergebnissen anderer Autoren (Ogawa et al. 1996; Hauser et al.
1997) konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die Proteinuberladung in den
Megalin(+) PT die basal nur geringe Bildung von ICAM-1, VCAM-1 und ET-1 signifikant
steigert. Dies geschieht im PT hauptsachlich tUber einen NFkB-abhéngigen Signalweg.
ICAM-1, VCAM-1 und ET-1 weisen in der Promotorregion ihrer Gene viele potentielle
Bindungsstellen fur den Transkriptionsfaktor NFkB auf (lademarco et al. 1992; Roebuck
und Finnegan 1999).

Unter proteinurischen Bedingungen wird so Uber die Aktivierung von NFkB die
Genexpression von ICAM-1, VCAM-1 und ET-1 induziert (Zoja et al. 2003; Zoja et al.
2009).

Dieser Vorgang wird in der Literatur vielfach als maladaptiver, pathologischer Prozess
angesehen (Zoja et al. 2004). Allerdings gibt es ebenso Hinweise darauf, dass es sich
bei dem NFkB-abhangigen Signalweg um eine adaptive Stressreaktion der Zellen
handeln konnte. So zeigten Yang et al.,, dass Uber NFkB Zell-protektive, anti-
apoptotische Mechanismen vermittelt werden (Yang et al. 2000).

Auch die Bedeutung von ET-1 muss differenziert betrachtet werden. Die funktionellen
Effekte von ET-1 werden Uber zwei Sub-Rezeptortypen vermittelt: Zum einen werden
Uber den ETa-Rezeptor pathophysiologische Mechanismen wie glomerulare
Hypertension, oxidativer Stress und Inflammation induziert, aufgrund derer die
vermehrte Ausschittung von ET-1 von einigen Autoren als Pradiktor fur das
Fortschreiten der renalen Schadigung angesehen wird (Zoja et al. 2003; Dhaun et al.
2006).

Andere Studien zeigen hingegen, dass ET-1 Uber den (auf Endothelien exprimierten)
ETs-Rezeptor Subtyp durch die Freisetzung von NO und Prostaglandinen vasodilatative
Effekte und dartiber hinausgehend eine renoprotektive, antiinflammatorische Wirkung
aufweist (Schneider et al. 2007; Ohkita et al. 2009). So entwickeln transgene, ETg-
Rezeptor-defiziente Ratten nach 5/6 Nephrektomie im Vergleich zu Wildtieren deutlich
schwerere glomeruléare und tubulointerstitielle Schaden (Tazawa et al. 2004). Auch eine
pharmakologische Blockade des ETg-Rezeptors wirkt sich negativ auf das Fortschreiten
der renalen Schadigung nach 5/6 Nephrektomie aus (Shimizu et al. 1999).

Die in dieser Arbeit nachgewiesene, Proteinurie-induzierte ET-1 Expression ist somit
moglicherweise als ein adaptiver, in Teilen renoprotektiver Mechanismus zu
interpretieren und nicht per se als Surrogat-Parameter einer renalen Schadigung

anzusehen.
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5.3.3 Hitzeschockprotein 25 und Osteopontin

Das HSP25 gehort zur Gruppe der Stressproteine und wird vermehrt von Zellen
exprimiert, die oxidativem Stress ausgesetzt sind (Joannidis et al. 1995; Samali et al.
2001; Kelly 2002; Erkan et al. 2005). HSP25 vermittelt zellprotektive Effekte, indem es
mit den Zytofilamenten interagiert und Einfluss auf die korrekte Faltung und
Renaturierung von Zellproteinen nimmt. Zudem ist der Einfluss auf den Zellzyklus
(Apoptose-Induktion) gut belegt (Aufricht et al. 1998; Benjamin und McMillan 1998).
Auch Osteopontin ist ein Protein, welches im Rahmen der zellularen Stressreaktion in
der Niere vermehrt ausgeschittet wird. OP ist an der Einwanderung von Makrophagen
in das Niereninterstitium beteiligt. Zudem wirkt OP anti-apoptotisch und vermittelt
potentiell protektive Effekte (Ophascharoensuk et al. 1999; Yoo et al. 2006). Die
funktionelle Bedeutung von Osteopontin in vivo wird in der Literatur kontrovers
bewertet. Einige Arbeiten beschreiben eine direkte Korrelation zwischen Osteopontin
und tubulointerstitieller Schéadigung, in anderen werden Osteopontin anti-
inflammatorische Effekte zugeschrieben (Denhardt et al. 2001).

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich kein direkter Zusammenhang zwischen der
Proteinendozytose im PT und der Expression von HSP25 und OP. Im Gegenteil wurden
beide Stressproteine signifikant haufiger von Megalin (-) PT synthetisiert. Somit scheint
die Expression beider Proteine in diesem Modell nicht direkt durch die Proteinurie
induziert, sondern Ausdruck einer unspezifischen zellularen Kompensationsreaktion auf
inflammatorische und oxidative Stimuli im Rahmen der GN, ohne kausal fur den
Krankheitsverlauf zu sein. Ubereinstimmend hiermit zeigten sich in dem Modell einer
RPGN bei OP-Knockout Mausen in der histomorphologischen Analyse sowie
hinsichtlich der Infiltration des Tubulointerstitiums mit mononuklearen Zellen im
Krankheitsverlauf keine Unterschiede zu den Wildtyp Tieren (Bonvini et al. 2000). In
nicht-immunologischen Modellen scheint OP hingegen eine andere Rolle zuzukommen.
So zeigten OP-Knockout M&ause nach urethraler Obstruktion im Vergleich zu Wildtyp-
Tieren eine verminderte interstitielle  Kollagen-Synthese und  geringere

Makrophagenimmigration (Ophascharoensuk , Giachelli et al. 1999).
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5.4 Einfluss der Proteinendozytose auf Apoptose und

Proliferation der Zellen des proximalen Tubulus

Erganzend zur morphologischen Analyse und der Auswertung immunmodulatorischer
Mediatoren wurde der Einfluss der Proteinendozytose auf den Zellzyklus mittels der
Proliferationsmarker Ki-67 und PCNA sowie anhand des TUNEL-Assays untersucht.
Ki-67 und PCNA werden von Zellen in der G1-, in der S-, in der G2- und in der M-Phase
des Zellzyklus, nicht aber in der GO-Phase exprimiert. Mittels Detektion dieser Antigene
kann die Wachstumsfraktion eines Gewebes bestimmt werden (Hall et al. 1990;
Duchrow et al. 1995). Die TUNEL-Farbung dient zur Darstellung apoptotischer Zellen
und beruht auf der Anfarbung von bei der Zellapoptose entstehenden,
charakteristischen DNA-Fragmenten (Gavrieli et al. 1992).

Nach Induktion einer RPGN wurde in der vorliegenden Arbeit eine erhéhte
Wachstumsrate in den Megalin(+) Zellen, sowohl im Vergleich zu den Kontrolltieren, als
auch im Vergleich zu den Megalin(-) Zellen gezeigt. Es ist daher anzunehmen, dass die
Proteinurie einen proliferativen Stimulus auf die PT Zellen hat. Wie bereits in Abschnitt
5.3.1 diskutiert, konnte dies den Einfluss von TGF- auf das Zellwachstum und die
Zelldifferenzierung widerspiegeln (Wu et al. 2005). Fur die signifikant geringere
Apoptoserate in den Megalin(+) Zellen im Verhaltnis zu den Megalin(-) Zellen der GN-
Tiere kommen drei, bereits zuvor diskutierte Mechanismen in Frage: Zum einen kdnnte
dies Ausdruck der Aktivierung eines NFkB- abhangigen Signalweges (mit konsekutiver
Expression von ICAM-1, VCAM-1 und ET-1) sein, fir den Yang und Mitarbeiter einen
zellprotektiven, anti-apoptotischen Effekt beschrieben (Yang et al. 2000). Zum anderen
spielt hier moglicherweise eine Rolle, dass Megalin in der Plasmamembran von PT-
Zellen die Proteinkinase B aktiviert, und so eine anti-apoptotische und zellprotektive
Funktion vermittelt (Caruso-Neves et al. 2006). Zudem muss in Betracht gezogen
werden, dass durch das Fehlen der Megalin-vermittelten Proteinendozytose die Zelle
vitale Molektle nicht aufnehmen kann und dies zu einer erhdhten Apoptoserate fiihrt.
Ein Hinweis hierauf konnte sein, dass auch in den Kontrolltieren ohne GN die
Apoptoserate in den Megalin(-) Zellen im Vergleich zu den Megalin(+) Zellen erhdht ist.
Im Kontrast hierzu weisen in der Megalin-KO/NEP25 Maus die Megalin(+) Zellen unter
proteinurischen Bedingungen eine héhere Apoptoserate als die Megalin(-) Zellen auf
(Motoyoshi et al. 2008).
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Eine relevante Anzahl an Publikationen, welche die funktionelle Bedeutung der
Apoptose bzw. Zellproliferation fir den Krankheitsverlauf und die Prognose
untersuchen, existieren momentan nur fir die Lupus erythematodes assoziierte
Nephritis und die Membranoproliferative Nephritis. Da es sich hierbei um
Krankheitsbilder anderer Entitat handelt, scheint ein Vergleich dieser Ergebnisse mit
dem hier fur die RPGN vorliegenden nicht zulassig. Es bedarf somit weiterer Arbeiten,
um die funktionelle Bedeutung von Apoptose und Proliferation in der Pathogenese der

RPGN einordnen zu kdnnen.

5.5 Schlussfolgerung

Das Modell der Megalin-defizienten Maus eignet sich durch das mosaikartige, renale
Megalin-Expressionsmuster und die Tatsache, dass eine Proteinresorption im PT
ausschlief3lich Gber Megalin(+) Zellen erfolgt, in idealer Weise, um die Auswirkungen
der Proteinurie in vivo zu untersuchen.

Aus den gewonnenen Erkenntnissen lasst sich schlussfolgern, dass die Rolle der
Proteinendozytose durch den PT bei der RPGN moglicherweise neu bewertet werden
muss. Sie hat in diesem Model keinen entscheidenden Einfluss auf den
Krankheitsverlauf respektive die Qualitat der morphologischen Schaden. Es scheinen
andere, primdr am Glomerulum ablaufende Prozesse die zentrale Rolle in der
Pathophysiologie der RPGN zu spielen. Einschrénkend ist zu bertcksichtigen, dass der
Grund fur die starkere Schadigung der Nieren der Megalin-defizienten Mause im
Vergleich zu den Kontrolltieren unklar ist und aktuell nur hypothetisch erklart werden
kann. Hier sind weitere Erkenntnisse Uber die Rolle von Megalin fur die zellulare
Homoostase Uber seine Funktion als Transportprotein hinaus abzuwarten, um ein
tieferes Verstandnis der ablaufenden Prozesse zu erlangen.

Die zweite, entscheidende Erkenntnis betrifft die Rolle der immunmodulatorischer
Mediatoren, welche in Folge der Proteinurie vermehrt durch den PT exprimiert werden.
Die in der Literatur oftmals vorgenommene Einordnung der hier untersuchten Faktoren
als Marker der renalen Schadigung erscheint zu einfach, und der Komplexitat der
ablaufenden immunologischen Prozesse nicht gerecht werdend. Vielmehr missen die

-zum Teil dosisabhéngigen- Effekte differenziert betrachtet werden. In der vorliegenden
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Arbeit scheint die Ausschuttung der Mediatoren in Folge der Proteinendozytose eher
einer adaptiven als einer destruktiven Reaktion zu entsprechen. Diese These wird durch
die den Zellzyklus betreffenden Erkenntnisse unterstitzt. Die Proteinendozytose stellte
fur die PT-Zellen einen Proliferationsreiz dar, fuhrt aber nicht zu einer erhdhten
Apoptoserate. Im Gegenteil war diese in den nicht zur Endozytose beféhigten Zellen
hoher und steht somit nicht in Zusammenhang mit der Proteinurie.

Ziel der weiteren Anstrengungen muss es sein, durch ein differenzierteres Verstandnis
der Kausalitdt der Ereignisse im Rahmen der tubulointerstitiellen Inflammation fir die
Zukunft spezifischere Therapieansatze zu entwickeln, um die Erkrankung effektiver
behandeln zu kénnen und den Ubergang in eine chronische Niereninsuffizienz zu

verhindern.
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6. Zusammenfassung

Die tubulointerstitielle Inflammation und Fibrose stellt die gemeinsame Endstrecke aller
chronisch verlaufenden Glomerulonephritiden dar. Die Mechanismen, die zum
Ubergreifen des Krankheitsprozesses vom Glomerulum auf das Tubulointerstitium
fuhren, sind weiterhin Gegenstand der wissenschaftlichen Diskussion. Der in Folge der
Schadigung der glomerularen Filtrationsbarriere auftretenden Proteinurie wird hierbei
eine zentrale Rolle zugeschrieben.

In der vorliegenden Arbeit konnte anhand des Tiermodells einer Maus mit
nierenspezifischer Megalin-Teildefizienz erstmals der Einfluss der aufgehobenen
Proteinendozytose im proximalen Tubulus auf den Krankheitsverlauf in vivo untersucht
werden. Hierzu wurde bei Knockout Mausen mit nierenspezifischer Megalin-
Teildefizienz und einer entsprechenden Kontrollgruppe nach einem etablierten Protokoll
durch Injektion eines anti-Maus GBM-Serums eine extrakapillare Glomerulonephritis
induziert. Die Gesamtdauer des Experiments betrug 18 Tage. Die Nieren wurden
anschlieBend histomorphologisch mittels Licht-und Elektronenmikroskop, sowie

immunhistochemisch und durch In situ-Hybridisierung analysiert.

Beide Behandlungsgruppen zeigten das typische Bild einer rasch progredienten
Glomerulonephritis (RPGN). Unerwarteterweise waren sowohl die Glomeruli, als auch
das Tubulointerstitium bei den Megalin-teildefizienten Tieren quantitativ starker
geschadigt als bei den Wildtyp-Mausen. Das Schadigungsmuster war hingegen sowohl
auf licht- als auch auf elektronenmikroskopischer Ebene in beiden Gruppen qualitativ
gleich. Auch im direkten Vergleich von Megalin-positiven und Megalin-negativen
proximalen Tubuli der teildefizienten Mause ergaben sich diesbeziglich keine
Unterschiede.

Megalin-positive proximale Tubuli reagierten auf die Proteiniberladung mit einer
signifikant erhdhten Expression von ICAM-1, VCAM-1, TGF-1, TGF-B3, und ET-1 im
Vergleich zu den nicht zur Proteinendozytose befahigten, Megalin-negativen proximalen
Tubuli. Es konnte somit ein Zusammenhang zwischen der tubularen Proteinendozytose

und der Expression der genannten Zytokine gezeigt werden. Hingegen bestand keine
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topographische Korrelation zu der Auspragung der morphologischen Schéadigung des
umgebenden Tubulointerstitiums. Auch lie3 sich keine Zunahme der interstitiellen
Kollagensynthese im Sinne einer fibrotischen Reaktion, oder eine vermehrte
Immigration CD68-positiver Zellen im Bereich Megalin-positiver proximaler Tubuli als
Folge der Zytokinausschuttung nachweisen.

Ein Zusammenhang zwischen der Proteinendozytose und der Expression der Proteine
HSP25 und Osteopontin konnte nicht gezeigt werden. Im Gegenteil wurden beide
Stressproteine  signifikant haufiger von Megalin-negativen proximalen Tubuli
synthetisiert.

Des Weiteren wurde der Einfluss der Proteinendozytose auf den Zellzyklus mittels der
Proliferationsmarker Ki-67 und PCNA und des TUNEL-Assays untersucht. Hier zeigten
sich in Folge der Proteinaufnahme eine verstarkte Zellproliferation und eine geringere

Zellapoptoserate des proximalen Tubulus.

Durch die vorliegende Arbeit wurden somit neue Erkenntnisse gewonnen, die zu einem
besseren Verstandnis der Pathogenese der RPGN beitragen, und so fir die Zukunft zu
einer Optimierung der Therapiestrategien beitragen kénnen.

Im Zentrum dieser Erkenntnisse steht, dass sich die Ausschaltung der Megalin-
vermittelten Proteinendozytose in dem Modell einer RPGN nicht protektiv auswirkte und
keinen Einfluss auf die Qualitat der morphologischen Schaden hatte. Es konnte gezeigt
werden, dass die Proteinendozytose die Ausschittung von Zytokinen durch den
proximalen Tubulus induziert, dies aber nicht kausal zu einer Schadigung des
Tubulointerstitiums fuhrt. Vielmehr kann die vermehrte Bildung der genannten Zytokine
in diesem Modell eher als adaptive Reaktion auf die Proteiniberladung, denn als
Ausdruck eines destruktiven, auf das Interstitium tGbergreifenden Prozesses verstanden
werden. Die Proteinresorption stellte in diesem Modell einen proliferativen Stimulus fur
die Zellen des proximalen Tubulus dar, resultierte aber nicht in einer interstitiellen
Fibrose.

Sowohl der Einfluss der Megalindefizienz auf den Zellzyklus, als auch die erhohte
Vulnerabilitéat der Knockout Mause lassen vermuten, dass Megalin Gber die Funktion als
Transportmolekdl hinaus Einfluss auf die Zellfunktion des proximalen Tubulus hat.
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/. Abklrzungsverzeichnis

AK Antikorper

Apo Apolipoprotein

Cre Cyclization recombination (-Rekombinase)

Cre(+) Megalin®/°*apoE-Cre Maus

Cre(-) Megalin®/°* Maus

Cre(+)/GN Megalin®'*apoE-Cre  Maus nach Glomerulonephritis-
Induktion

Cre(-)/GN Megalin®/°* Maus nach Glomerulonephritis-Induktion

Dab2 Disabled-2

DAT Dense Apical Tubules (Recycling-Endosomen des PT)

DBP Vitamin D-bindendes Protein

dUTP Deoxyuridin-Triphosphat

EGF Epidermaler Wachstumsfaktor

EMT Epithelial-Mesenchymale Transformation

ES Embyonale Stammzellen

ET-1 Endothelin-1

FSGS Fokal segmentale Glomerulosklerose

GBM Glomeruléare Basalmembran

GF Wachstumsfaktor

GFR Glomerulére Filtrationsrate

GN Glomerulonephritis

HRP Horse radish peroxidase (Meerrettich-Peroxidase)

HSP25 Hitzeschockprotein 25

HSV Herpes Simplex Virus

ICAM-1 Inter Cellular Adhesion Molecule-1

IL8 Interleukin 8

kDA Kilodalton

Ki-67 Kiel-67 Antigen

LDL Low Density Lipoprotein

LRP2 Low Density Lipoprotein-Related Protein 2
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MCP-1
Megalin(+)

Megalin(-)

Megalin-/-

lox/lox

Megalin

lox/lox

Megalin
Megalin-KO/NEP25

apoE-Cre

Myo6
NFkB
OoP
PBM
PCNA
lox
loxP
PBS
PKB
PT
RAP
RBP
RIP
RPGN

RT
SDS-PAGE
TBM

TC

TGF-B
TNF-o
VCAM-1

Monocyte Chemoattractant Protein-1
Megalin-exprimierend (bezogen auf eine Zelle oder
Querschnitt des Proximalen Tubulus)

Keine Megalin-Expression (bezogen auf eine Zelle oder
Querschnitt des Proximalen Tubulus)

Knockout -Maus mit generalisierter Disrubtion des Megalin-
Gens (,Erste Generation®)

Mausstamm mit homozygotem Genlokus fur die lox-
Erkennungssequenz im Bereich des Megalin-Gens

Knockout Maus mit nierenspezifischer Megalindefizienz
Kreuzung der Megalin'/®apoE-Cre Maus mit dem NEP25
Mausstamm

Myosin VI

Nuclear Factor kB

Osteopontin

Parietale Basalmembran

Proliferating Cell Nuclear Antigen

locus of crossing

locus of crossing over P1

Phosphate buffered saline

Proteinkinase B

Proximaler Tubulus

Rezeptor-assoziiertes Protein

Retinol-bindendes Protein

Regulierte intramembranare Proteolyse

Rasch progrediente Glomerulonephritis (engl. syn. rapid
progressive Glomerulonephritis)

Raumtemperatur
Sodiumdodecylsulfate-Polyacrylamidgel-Elektrophorese
Tubulare Basalmembran

Transcobalamin

Transforming Growth Factor-$3

Tumor Nekrose Faktor-a

Vascular Adhesion Molecule-1
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