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1 Abstract

11 Deutsche Version

Einleitung: Aufgrund des demographischen Wandels und der steigenden Pravalenz
von Diabetes mellitus und vaskularen Erkrankungen werden immer mehr Patienten mit
der Diagnose einer terminalen Niereninsuffizienz behandelt. Es hat sich gezeigt, dass
die Nierentransplantation im Vergleich zu Hamodialyse und Peritonealdialyse die beste
Therapieoption ist, da sie den beiden Dialyseverfahren sowohl in Bezug auf die Le-
benserwartung als auch in Bezug auf die Lebensqualitat Uberlegen ist. Die weitere Ver-
langerung des Transplantatiberlebens bleibt ein wichtiges Ziel der aktuellen Forschung.
Die chronische Transplantatschadigung mit resultierender Fibrosierung des Organs ist
eine der Hauptursachen des vorzeitigen Transplantatverlustes. Hierfur ist die immun-
suppressive Erhaltungstherapie mit Calcineurin-Inhibitoren zumindest teilweise mitver-
antwortlich. In zahlreichen Untersuchungen an Transplantatnieren und an Eigennieren
wurde der profibrotische Effekt von Transforming Growth Factor-p1 (TGF-p1) belegt. In
der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von Tacrolimus auf die Synthese von TGF-
1 und der beiden Rezeptoren Typ |-Rezeptor (TBRI) und Typ lI-Rezeptor (TPRII) an
Mesangiumzellen untersucht.

Methodik: Verschiedene Kulturen von Mesangiumzellen aus Sprague-Dawley-Ratten
wurden in Anwesenheit von 10, 50 oder 100 ng/ml Tacrolimus bzw. ohne Tacrolimus
uber unterschiedliche Zeitraume inkubiert. Die Messung der mRNA von TGF-g1, TpRI
und TPRIIl erfolgte durch kompetitive reverse Transkription-Polymerasekettenreaktion
(rT-PCR). Das TGF-p1-Protein im Zellkulturiberstand wurde mittels Enzyme Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) bestimmt. Die Proteine TBRI und TBRII in Mesangium-
zellen wurden mittels Western Blot gemessen.

Ergebnisse: Im Vergleich zur Inkubation ohne Tacrolimus zeigte sich nach 72stindiger
Inkubation mit Tacrolimus eine vermehrte Expression von TGF-f1-mRNA in einigen
Mesangiumzellkulturen (10 ng/ml: 1,86-fach, 50 ng/ml: 1,70-fach, 100 ng/ml: 1,48-fach
vs. 0 ng/ml Tacrolimus). Ubereinstimmend fand sich eine vermehrte Produktion von
TGF-p1-Protein in den Kulturiberstanden nach 96 Stunden Inkubation mit Tacrolimus
(0 ng/ml Tacrolimus: 380,91 ng/ml, 10 ng/ml: 591,30 ng/ml, 50 ng/ml: 573,64 ng/ml,
100 ng/ml: 625,87 ng/ml). Der Effekt war nicht dosisabhangig und nicht in allen Mesan-
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giumzellkulturen reproduzierbar. Im Gegensatz dazu kam es nach Inkubation der Me-
sangiumzellen mit Tacrolimus weder auf mMRNA- noch auf Protein-Ebene zu einer ver-
mehrten Synthese der beiden Zielrezeptoren TERI und TERII.

Schlussfolgerung: Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass
kultivierte Mesangiumzellen von Sprague-Dawley-Ratten bei Inkubation mit Tacrolimus
vermehrt TGF-R1 synthetisieren. Dieser Effekt war jedoch nicht bei allen Mesangium-
zellkulturen zu beobachten. Genetische Polymorphismen konnten eine mogliche Erkla-
rung fur dieses Phanomen sein. Die durch Tacrolimus induzierte Zunahme der TGF-31-
Synthese von Mesangiumzellen konnte bei der Fibrosierung der Transplantatniere im
Rahmen der chronischen Transplantatschadigung eine Rolle spielen.

1.2 Englische Version

Introduction: Due to demographic changes and the increasing prevalence of diabetes
mellitus and vascular diseases the number of patients with end stage renal disease is
increasing. Renal transplantation is the best therapeutic option compared to hemodialy-
sis and peritoneal dialysis, as it was shown to be superior to both dialysis modalities
concerning life expectancy and the quality of life. Further improvement of renal allograft
survival remains an important goal of current research. Chronic allograft injury with re-
sulting organ fibrosis is one of the main causes of premature graft loss. At least in part
maintenance immunosuppression with calcineurin-inhibitors is responsible for this phe-
nomenon. In numerous studies investigating transplanted kidneys and native kidneys
the profibrotic effect of transforming growth factor-g1 (TGF-1) has been shown. In this
dissertation, the effect of tacrolimus on the synthesis of TGF-1 and its receptors type |
(TPRI) and type Il (TBRII) was investigated in cultured mesangial cells.

Methods: Different mesangial cell cultures derived from Sprague-Dawley rats were in-
cubated in the presence of 10, 50, 100 ng/ml tacrolimus or in the absence of tacrolimus
over different periods of time. TGF-p1-, TBRI- and TRRI-mRNA were measured by
competitive reverse transcription polymerase chain reaction (rT-PCR). TGF-f1-protein
in cell culture supernatants was measured by enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA). TBRI- and TPRII-protein in mesangial cells were measured by Western blot.
Results: Compared to incubation in the absence of tacrolimus, an increased expression
of TGF-B1-mRNA was found in some mesangial cell cultures following 72 hours of incu-

bation in the presence of tacrolimus (10 ng/ml: 1,86-fold, 50 ng/ml: 1,70-fold, 100 ng/ml:
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1,48-fold). In agreement, an increased production of TGF-1-protein was observed in
cell culture supernatants after 96 hours of incubation with tacrolimus (0 ng/ml tac-
rolimus: 380,91 ng/ml, 10 ng/ml: 591,30 ng/ml, 50 ng/ml: 573,64 ng/ml, 100 ng/ml:
625,87 ng/ml). The effect was not dose-dependent and could not be reproduced in all
mesangial cell cultures. In contrast, incubation of mesangial cells with tacrolimus had no
effect on TBRI- and TPRII-synthesis, neither at the mRNA level nor at the protein level.
Conclusion: In summary, this dissertation shows that incubation of cultured rat mesan-
gial cells from Sprague-Dawley rats with tacrolimus increase TGF-31 synthesis. How-
ever, the effect was not reproducible in all mesangial cell cultures. Genetic polymor-
phisms may be a possible explanation for this phenomenon. Tacrolimus-induced in-
crease of mesangial TGF-31-synthesis may play a role in renal allograft fibrosis in the
course of chronic allograft injury.



2 Einleitung

2.1 Terminale Niereninsuffizienz

211 Definition und Klassifikation

Die Definition einer chronischen Niereninsuffizienz ist erfillt, wenn entweder ein Uber
mindestens drei Monate bestehender struktureller oder funktioneller Nierenschaden
oder eine Uber mindestens drei Monate bestehende Reduktion der glomerularen Filtra-
tionsrate (GFR) auf weniger als 60 ml/min/1,73 m? vorliegt. Ein struktureller oder funk-
tioneller Nierenschaden liegt vor, wenn histopathologische Veranderungen der Nieren-
struktur, Marker des Nierenschadens wie eine Proteinurie oder Veranderungen der Nie-
ren in bildgebenden Verfahren nachweisbar sind [1].

Die Stadieneinteilung der chronischen Niereninsuffizienz erfolgt nach den K/DOQI-
Guidelines (Richtlinien der Kidney Dialysis Outcomes Quality Initiative). Die dem Stadi-
um V entsprechende terminale Niereninsuffizienz ist definiert durch eine GFR
<15 ml/min/1,73 m? [1].

Stadium Nierenschaden mit GFR (ml/min/1,73 m?)
I normaler GFR =90
Il gering erniedrigter GFR 60 - 89
1] moderat erniedrigter GFR 30 - 59
\Y stark erniedrigter GFR 15-29
Vv Nierenversagen <15

Tabelle 1: Stadien der chronischen Niereninsuffizienz nach den K/DOQI-Richtlinien [1].
2.1.2 Inzidenz, Pravalenz

Im Stadium der terminalen Niereninsuffizienz ist die Einleitung einer dauerhaften Nie-
renersatztherapie indiziert. Im Jahre 2006 wurde in Deutschland bei 17.548 Patienten
eine chronische Nierenersatztherapie begonnen. Insgesamt befanden sich 91.718 Pati-
enten in einer chronischen Nierenersatztherapie, was einer Inzidenz von 213 pro eine

Million Einwohner und einer Pravalenz von 1.114 pro eine Million Einwohner entspricht.
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Fur die chronische Nierenersatztherapie stehen drei etablierte Verfahren zur Verfugung:
Hamodialyse, Peritonealdialyse und Nierentransplantation. In Deutschland erhielten
zum Stichtag 31.12.2006 von den in chronischer Nierenersatztherapie befindlichen Pa-
tienten 69 % eine Hamodialysebehandlung, 3,5 % eine Peritonealdialysebehandlung
und 27,5 % befanden sich in der Nachsorge mit einem funktionierenden Nierentrans-
plantat [2]. Aktuellere Daten liegen nicht vor, da die Tatigkeit von QuaSi-Niere Uber die-
sen Zeitraum hinaus nicht fortgefuhrt wurde.

In den letzten Jahren kam es zu einem stetigen Anstieg von Inzidenz und Pravalenz der
terminalen Niereninsuffizienz bedingt durch den demographischen Wandel der Bevolke-
rungsstruktur und die steigende Pravalenz von Diabetes mellitus und vaskularen Er-

krankungen [2].

2.1.3 Atiologie und Pathogenese

Die drei Hauptursachen der terminalen Niereninsuffizienz sind die diabetische Nephro-
pathie, die vaskulare Nephropathie sowie die Gruppe der Glomerulopathien [2].

Hereditar/Kongenital
Systemerkrankungen
Verschiedene
Zystennieren
Unbekannte Genese

Interstitielle Nephritis

Glomerulonephritis

Vaskulare Nephropathie

Diabetes mellitus

0 5 10 15 20 25 30 35 40

%

Abbildung 1: Prozentuale Darstellung der Ursachen der terminalen Niereninsuffizienz zu Beginn einer
chronischen Nierenersatztherapie in Deutschland im Jahre 2006 [2].

Das progrediente Wesen der chronischen Niereninsuffizienz wird u. a. durch die Hyper-
filtrationstheorie erklart [3]. Nach dem Untergang einzelner Nephrone kommt es zur
kompensatorischen Erhohung der Filtrationsleistung der vitalen Nephrone. Dadurch
bleibt die Gesamtnierenfunktion voribergehend erhalten. Langfristig kommt es dadurch
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jedoch zur Schadigung und Sklerosierung der vitalen Nephrone und zum weiteren
Funktionsverlust. Histopathologisch kommt es zur Glomerulosklerose und zur intersti-
tiellen Fibrose [3, 4].

214 Pathophysiologie

Durch die fortschreitende Niereninsuffizienz kommt es zu einer verminderten Exkretion
von Stoffwechselabbauprodukten, Storungen im Saure-Basen-Haushalt, einer gestorten
Ausscheidung von Elektrolyten und Wasser sowie zu einer Beeintrachtigung der endo-
krinen Funktionen der Niere. Daraus entwickeln sich sekundar Probleme wie arterielle
Hypertonie, Hyperkaliamie, Hypokalzamie, Hyperphosphatamie, metabolische Azidose,
renale Anamie, Vitamin D-Mangel, sekundarer Hyperparathyreoidismus und renale
Osteopathie. Mit fortschreitender Uramie kommt es zu Blutungsneigung, peripheren und
zentralen neurologischen Storungen, dermatologischen Erkrankungen sowie zu Ent-

zundungen der serdsen Haute (z. B. Perikarditis) und der Schleimhaute (z. B. Gastritis)

[4].

2.1.5 Therapie

An erster Stelle steht die Diagnostik hinsichtlich einer therapierbaren Grunderkrankung.
In vielen Fallen impliziert dies die Durchfuhrung einer Nierenpunktion. Soweit sich hier-
aus eine spezifische Therapieoption ergibt, steht diese im Vordergrund.

Neben der Grunderkrankung mussen Faktoren, die eine Progression der chronischen
Niereninsuffizienz fordern, therapiert werden. Der systemische Blutdruck muss normali-
siert werden. Hierfur sollten vorzugsweise Antihypertensiva eingesetzt werden, die auch
den intraglomerularen Filtrationsdruck senken wie ACE-Hemmer oder Angiotensin-
Rezeptor-Blocker. Nephrotoxische Medikamente sollten strikt vermieden werden. Ront-
genkontrastmittel durfen nur restriktiv und mit adaquater Vorbereitung angewendet wer-
den. Eine Korrektur von Fettstoffwechselstorungen und eine Nikotinkarenz sind
anzustreben [5].

Im Falle einer progredienten Verschlechterung der Nierenfunktion mussen die Therapie
der oben genannten Komplikationen sowie die Aufklarung Uber die verschiedenen For-
men der Nierenersatztherapie und die daraus resultierenden vorbereitenden Mal3nah-
men erfolgen. Eine Nierenersatztherapie sollte im Stadium V der chronischen Nierenin-
suffizienz begonnen werden [5]. Nach den K/DOQI-Richtlinien sollte die Entscheidung
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zur Einleitung einer Dialysetherapie in Abhangigkeit von der wochentlichen Harnstoff-
Clearance (K*t/Vust) getroffen werden. Bei Unterschreitung einer wochentlichen Harn-
stoff-Clearance von 2,0 besteht die Indikation zur dauerhaften Nierenersatztherapie [6].
Bei stabilem Korpergewicht, adaquat ernahrtem Patienten ohne Vorliegen relevanter
Odeme, einem Serum-Albumin im Normbereich und fehlenden klinischen Zeichen der
Uramie ist ein Zuwarten maoglich [5, 6].

2.1.5.1 Hamodialyse

Unter dem Oberbegriff "Hamodialyse" werden verschiedene Therapieformen zusam-
mengefasst. Die Hamodialyse im engeren Sinne basiert auf dem Prinzip der Diffusion
durch eine semipermeable Membran. Durch den Konzentrationsgradienten zwischen
Blutkreislauf und Dialyseflissigkeit kommt es zum Ubertritt der Uréamietoxine (z. B.
Kreatinin und Harnstoff) vom Blut in die Dialyseflussigkeit. AuRerdem passen sich die
Elektrolytkonzentrationen im Blut an das Dialysat an (z. B. Natrium, Kalium, Phosphat
und Kalzium) [7].

Das zweite Grundprinzip ist die Hamofiltration. Die Entgiftung erfolgt nach dem Prinzip
der Konvektion, wobei geloste Teilchen den Kreislauf mit dem Filtrat (Plasmawasser)
verlassen und durch eine Substitutionslosung ersetzt werden. Im Filtrat befinden sich
Uramietoxine und Elektrolyte. Das Substituat ist toxinfrei und enthalt Elektrolyte in vari-
ierbarer Konzentration. Der Entzug von Wasser bei der Hamodialyse und der Hamo-
filtration erfolgt durch Ultrafiltration Uber einen Druckgradienten. Auch in den ca. zwei
bis drei Litern Ultrafiltrat pro Dialysebehandlung sind Uramietoxine enthalten. Fir die
Gesamtentgiftung ist diese Menge jedoch ohne Bedeutung. Zum Ausgleich der metabo-
lischen Azidose ist im Dialysat die Puffersubstanz Bikarbonat in hoherer Konzentration
als im Blut enthalten [7].

Kombinationen der beiden Grundprinzipien Hamodialyse und Hamofiltration fuhren zu
verschiedenen Verfahren (HD - Hamodialyse, HF - Hamofiltration, HDF - Hamodiafiltra-
tion), die kontinuierlich (vor allem auf Intensivstationen) oder intermittierend (vor allem
im ambulanten Bereich) angewendet werden.

In einer systematischen Meta-Analyse von 20 Studien mit insgesamt 657 ambulant be-
handelten Patienten wurde hinsichtlich Mortalitat und Morbiditat kein signifikanter Un-
terschied zwischen diesen drei Verfahren gefunden [8].
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2.1.5.2 Peritonealdialyse

Das Prinzip der Peritonealdialyse beruht auf der Nutzung des Peritoneums als Dialyse-
membran. Die Bauchhohle wird Uber einen permanent implantierten Kunststoffkatheter
mit Dialyseflissigkeit gefullt. Nach einer vom jeweiligen Verfahren abhangigen Verweil-
zeit, wahrend der die Austauschvorgange zwischen den Kapillaren des Peritoneums
und der Dialyseflussigkeit stattfinden, wird die Dialyseflissigkeit erneuert. Der Entzug
von Flussigkeit (Ultrafiltration) erfolgt durch den Zusatz von osmotisch wirksamer Glu-
kose oder Polyglukose zum Dialysat. Als Puffer werden Bikarbonat und Laktat benutzt.
Die Peritonealdialyse kann manuell als kontinuierlich ambulante Peritonealdialyse
(CAPD) durchgefuhrt werden oder als maschinell kontrolliertes Verfahren, das als au-
tomatische Peritonealdialyse (APD) bezeichnet wird. Da die Peritonealdialyse ein
Heimdialyseverfahren ist, bedarf sie einer hoheren Motivation und Mitarbeit des Patien-
ten als die Hamodialyse im Zentrum. Kontraindikationen fur die Peritonealdialyse sind
unter anderem chronisch entzundliche Darmerkrankungen, ein Verwachsungsbauch,
ein kunstlicher Darmausgang und schwere korperliche oder geistige Behinderungen,
die eine Durchfuhrung des Verfahrens bei Fehlen einer entsprechenden Hilfsperson
unmoglich machen [9].

Patienten an Peritonealdialyse haben insbesondere nach mehrjahriger Therapie eine
hohere Lebensqualitat im Vergleich zu Patienten an Hamodialyse im Zentrum [10]. Pa-
tienten an Peritonealdialyse haben eine ahnliche Lebenserwartung wie Patienten an
Hamodialyse [11].

2.1.5.3 Nierentransplantation

Bereits Anfang des 20. Jahrhunderts erfolgten Versuche Nierentransplantationen
durchzufuhren. Chirurgisch war das auch maoglich. Durch andere, zu dieser Zeit nicht
bekannte Faktoren kam es aber zum Versagen der transplantierten Organe. Die erste
Nierentransplantation mit einem langfristigen Transplantatiberleben von Uber einem
Jahr gelang J. Hartwell Harrison, John P. Merrill und Joseph E. Murray am Peter Bent
Hospital in Boston am 23. Dezember 1954 bei eineiigen Zwillingen [12, 13]. Aufgrund
der Erkenntnis, dass immunologische Vorgange bei der AbstoRung transplantierter
Organe eine wesentliche Rolle spielen, versuchte man zunachst durch Behandlung der
Empfanger mit Rontgenstrahlen AbstoRungsreaktionen zu verhindern. Der
entscheidende Durchbruch in der Transplantationsmedizin gelang durch die Einfuhrung
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von Azathioprin, das in Kombination mit hochdosierten Kortikosteroiden als
immunsuppressive Therapie erstmals Anfang der 60er Jahre bei Transplantation
eingesetzt wurde [14]. In den Folgejahren kam es zu einer sprunghaften Zunahme der
Nierentransplantationen. Heutzutage ist die Nierentransplantation ein Standard-
verfahren [13].

Ein Hauptproblem ist nach wie vor das vorzeitige Transplantatversagen. Hierbei wird
zwischen akuten und chronischen Rejektionen sowie dem nicht-immunologisch beding-
ten Transplantatversagen unterschieden. Durch die Einfuhrung moderner Immun-
suppressiva, verbesserter Operationstechniken und die Beherrschung von relevanten
Komplikationen sowie intensive Nachbetreuung der Patienten konnte insbesondere die
Rate der akuten Rejektionen massiv gesenkt werden. Hariharan et al. zeigten anhand
von Daten der in den USA zwischen 1988 und 1996 erfolgten Transplantationen einen
Anstieg des 1-Jahres-Transplantat-Uberlebens bei Lebendspenden von 89 auf 94 %
und bei postmortalen Nierenspenden von 76 auf 88 % [15].

Die damit verbundene Hoffnung auf eine Verbesserung des Langzeit-
Transplantatiberlebens wurde von Meier-Kriesche et al. durch Nachbeobachtung die-
ser Patienten relativiert. Tatsachlich konnte ein Anstieg des mittleren Transplantatuber-
lebens um ca. zwei Jahre nachgewiesen werden. Diese Verbesserung war aber vor
allem auf ein verlangertes Transplantatuberleben nach Re-Transplantation und Verbes-
serungen in der Fruhphase nach erfolgter Transplantation zurickzufuhren. Nach dem
ersten Jahr kam es bei erstransplantierten Patienten nur noch zu einer geringen Ver-
langerung des Transplantatuberlebens [16].

Im Jahre 2011 fanden in Deutschland 2.850 Nierentransplantationen statt, davon waren
795 (27,9 %) Lebendnierenspenden. In den vergangenen zehn Jahren nahm die Anzahl
an Nierentransplantationen zu, in den letzten Jahren v. a. die Anzahl der Lebendnieren-
transplantationen. Die Anzahl der Patienten auf der aktiven Warteliste hat in den ver-
gangenen zehn Jahren um fast 2000 Patienten abgenommen, unter anderem verur-
sacht durch die zunehmende Anzahl an Transplantationen aber auch dadurch, dass
jahrlich 300 bis 400 auf der Warteliste stehende Patienten versterben [17, 18].

2.1.5.4 Vergleich Dialyse/Transplantation

Beim Vergleich der Mortalitdt zwischen Dialysepatienten und transplantierten Patienten

muss der Selektionsfehler beachtet werden. Patienten, die eine Transplantation erhal-
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ten, haben bereits vor der Intervention eine hohere Lebenserwartung als Patienten, die
fur eine Transplantation nicht geeignet sind. Wolfe et al. haben unter Ausschluss dieses
Selektionsfehlers in einer groRen Longitudinalstudie mit 46.164 auf der Warteliste zur
Transplantation befindlichen Patienten gezeigt, dass transplantierte Patienten nach ei-
nem kurzen interventionsbedingten Anstieg der Mortalitat einen deutlichen Uberlebens-
vorteil gegenuber Dialysepatienten besitzen [19].

Die bessere Lebensqualitat nach erfolgter Nierentransplantation im Vergleich zu Dialy-
sepatienten wurde in mehreren Studien nachgewiesen [20]. Liem et al. bestatigten dies
in einer Metaanalyse mit insgesamt 36.582 Patienten mit der Einschrankung, dass ein
Teil des Effektes durch das an Dialyse befindliche "krankere" Patientenkollektiv erklart
ist [21].

Hinsichtlich Lebenserwartung und Lebensqualitat ist die Nierentransplantation fur die in
Frage kommenden Patienten also die optimale Therapie. Deshalb muss eine Verkur-
zung der Wartezeit auf ein Spenderorgan angestrebt werden. Die Ressourcen hinsicht-
lich einer Erhdhung der Anzahl der Organspender scheinen derzeit in Deutschland wei-
testgehend ausgeschopft zu sein. Nicht zuletzt deshalb muss die Verlangerung des
Transplantatiberlebens weiterhin ein Forschungsschwerpunkt in der Transplantations-

medizin sein.
2.2 Chronische Transplantatnephropathie

2.21 Definition

Das 10-Jahresuberleben transplantierter Nieren lag in den letzten Jahren in Abhangig-
keit von der Herkunft der Spenderniere (postmortale Spenderniere oder Lebendspen-
derniere) zwischen 50 und 70 % [22]. Fur das chronische Transplantatversagen wurde
ursprunglich der Begriff chronische Rejektion verwendet, da man von einer anhaltenden
Immunreaktion als Ursache ausging. Im Laufe der Jahre wurde jedoch klar, dass auch
nicht-immunologische Prozesse fur den chronischen Funktionsverlust einer Transplan-
tatniere mafigeblich mitverantwortlich sind. Im Jahre 1997 wurde daher der Begriff
chronische Rejektion durch den Begriff chronische Transplantatnephropathie (CAN:
chronic allograft nephropathy) ersetzt. Gleichzeitig wurden histopathologische Kriterien
zur Einteilung in unterschiedliche Schweregrade festgelegt [23].
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Grad Histologische Veranderungen

Geringgradige interstitielle Fibrose und tubulare Atrophie ohne (a) oder mit (b)

spezifische(n) Veranderungen fur eine chronische AbstoRung

Mittelgradige interstitielle Fibrose und tubulare Atrophie ohne (a) oder mit (b)
spezifische(n) Veranderungen fur eine chronische AbstoRung

" Hochgradige interstitielle Fibrose und Tubulusuntergang ohne (a) oder mit (b)

spezifische(n) Veranderungen fur eine chronische AbstoRung

Tabelle 2: Urspriingliche Banff 97-Klassifikation der chronischen Transplantatnephropathie [23].

Im Laufe der Jahre wurde in vielen Publikationen der Eindruck erweckt, es handele sich
bei dem Begriff CAN um eine spezifische Erkrankung. Da dieser aber nur unspezifisch
die chronische Vernarbung der Transplantatniere ohne Hinweis auf die bestehende Ur-
sache beschreiben sollte, wurde bei der Banff 05-Konferenz stattdessen der Begriff
chronische Transplantatschadigung (CAl: chronic allograft injury) neu eingefuhrt und
versucht, die einzelnen Ursachen der chronischen Transplantatschadigung histopatho-
logisch besser zu definieren. Aullerdem kam es zur Wiedereinfuhrung des Begriffs
chronische Rejektion fur die immunologisch bedingte chronische AbstoRungsreaktion
im engeren Sinne [24, 25].

2.2.2 Atiologie

Wiederholte AbstoRungsreaktionen sind ein wesentlicher Risikofaktor fur die Entwick-
lung einer chronischen Rejektion [26]. Ein weiterer Risikofaktor sind subklinische Rejek-
tionen, die durch Messungen der Nierenfunktionsparameter nicht erfasst werden, aber
in Protokollbiopsien, d.h. Biopsien ohne klinischen Anlass, als auffallige histologische
Veranderungen (SCR: subclinical rejection) gefunden werden [27].
Histopathologisch kann die chronische Rejektion in eine chronische T-Zell vermittelte
Rejektion, die durch eine chronische Transplantat-Arteriopathie mit Intimafibrose, mo-
nonukledren Infiltraten und Bildung einer Neo-Intima gekennzeichnet ist, und eine chro-
nisch humorale, also durch Antikorper vermittelte Rejektion unterteilt werden. Fur die
Diagnose einer chronisch humoralen Rejektion miussen histopathologische Kriterien
(Doppelkonturen an der glomerularen Basalmembran und/oder Aufsplitterung der Ba-
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salmembran der peritubularen Kapillaren und/oder interstitielle Fibrose mit Tubulus-
atrophie und/oder arterielle Intimafibrose), immunhistochemische Kriterien (Ablagerung
des Komplementproduktes C4d in den peritubularen Kapillaren) und der Nachweis do-
nor-spezifischer Antikorper im Empfangerserum erfullt sein [24, 25]. In den letzten Jah-
ren hat sich herauskristallisiert, dass insbesondere die chronisch humorale Rejektion
einen grolRen Einfluss auf das Langzeit-Transplantatiberleben hat [28].

Neben diesen immunologischen Faktoren wurden weitere Risikofaktoren fur die Ent-
wicklung einer chronischen Transplantatschadigung identifiziert. Dabei handelt es sich
auf der einen Seite um Faktoren wie das Alter des Spenders [29], Vorerkrankungen des
Empfangers wie Hyperlipidamie und arterielle Hypertonie [26] sowie Infektionen des
Empfangers nach Transplantation wie die Zytomegalievirusinfektion [30]. Auf der ande-
ren Seite spielen als methodische Faktoren der Ischamie-Reperfusionsschaden und die
immunsuppressive Behandlung insbesondere mit Calcineurin-Inhibitoren eine Rolle [31,
32].

Fir einige dieser Faktoren bzw. Erkrankungen wurden histologische Kriterien in die
Banff-Klassifikation aufgenommen. Beispielsweise finden sich im Falle einer Virusinfek-
tion Einschlusskorperchen in der Histologie, Immunhistologie oder Elektronenmikrosko-
pie [24]. Auf die histologischen Kriterien der Calcineurininhibitor-Nephrotoxizitat wird im

Kapitel 2.4.4 detailliert eingegangen.

223 Pathophysiologie

Trotz zunehmender Kenntnis Uber einzelne Schritte der im Vordergrund stehenden
Fibrosierung sind die genauen pathophysiologischen Mechanismen der Entwicklung
einer CAl nur teilweise geklart. Im Verlauf kommt es zu folgenden Prozessen, deren
Endpunkt die Fibrose und damit der Verlust der Funktionsfahigkeit der transplantierten
Niere ist [22]:

* Aktivierung des GefalRendothels mit nachfolgender Organdysfunktion durch Koa-
gulation, Gefalllecks und Vasokonstruktion sowie Freisetzung proinflamma-
torischer Zytokine, Chemokine und Wachstumsfaktoren

* Immigration und Infiltration von neutrophilen Granulozyten, Monozyten, Makropha-

gen und T-Lymphozyten

17



* GefalRmuskelzellen werden migrationsfahig, Mesangiumzellen werden aktiviert

und Fibroblasten transformieren zu Myofibroblasten

Das Resultat ist eine Veranderung der extrazellularen Matrix (ECM) mit Zunahme von
Glykoproteinen und Proteoglykanen sowie Veranderungen in der Kollagenzusammen-
setzung. Eine wichtige Rolle in der Regulation der Zusammensetzung der ECM spielen
Matrixmetalloproteinasen, deren eigene Inhibitoren (TIMPs: tissue inhibitor of metal-
loproteinases), eine Genfamilie von Metalloproteinase-Disintegrinen (die als ADAMs
bezeichnet wird) und die Urokinase-Plasmin-Kaskade [22].

Der histologische Schweregrad der chronischen Transplantatschadigung ist unabhangig
von der Hohe des Serum-Kreatinins ein Pradiktor fur das Transplantatiberleben [33].
Klinisch manifestiert sich die chronische Transplantatschadigung durch einen fortschrei-
tenden Ruckgang der Nierenfunktion mit stetigem Anstieg des Serum-Kreatinins
und/oder eine neu auftretende oder zunehmende Proteinurie und/oder eine Neuent-
wicklung oder Verschlechterung eines vorbestehenden arteriellen Hypertonus. End-

punkt ist der irreversible Funktionsverlustverlust der Transplantatniere [22].

23 Transforming Growth Factor-8 (TGF-£)

TGF-B ist der Prototyp einer Superfamilie von Zytokinen, die als strukturelle Gemein-
samkeit zum einen in der aktiven Form als Dimer vorliegen und zum anderen 3-Strange
besitzen, die untereinander Uber drei Disulfidbricken als "cystine knot" verbunden sind
[34]. Erstmals beschrieben wurde es 1980 aufgrund der Fahigkeit, verschiedene isolier-
te Gewebetypen von Mausen, unter anderem Fibroblasten aus der Niere, zum Wachs-
tum zu stimulieren [35].

Bei Saugetieren wurden bereits Uber 30 Mitglieder der TGF-3-Superfamilie identifiziert.
Neben den drei Isoformen TGF-B1, TGF-2 und TGF-B3 gehodren das Protein "nodal”,
zehn "bone morphogenetic proteins" (BMPs), vier Activine und elf Wachstums- und Dif-
ferenzierungshormone sowie das Anti-Muller-Hormon dazu. Neben der Regulation ver-
schiedener Zellfunktionen wie Zellwachstum, Adhasion, Migration, Differenzierung und
Apoptose im adulten Organismus spielen Mitglieder der Familie eine Rolle bei der Em-

bryonalentwicklung [36].
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2.3.1 TGF-1

Von den drei Isoformen des TGF- im menschlichen Organismus ist TGF-1 nach der-
zeitigem Stand die wichtigste Isoform und wird von den drei Isoformen in der Niere am
hochsten exprimiert. Das humane TGF-B1 wird auf Chromosom 19q13.1 kodiert. TGF-
B1 wird mit einer Pradoméane, die als "latency associated protein" (LAP) bezeichnet
wird, synthetisiert und liegt dadurch als inaktive Form vor. Nach der Sekretion kommt es
extrazellular zum Anlagern an ein Matrixprotein, das "latent TGF-B binding protein”
(LTBP). Gemeinsam wird dieser inaktive Komplex (LAP-TGFB1-LTBP) als "large latent
complex" (LLC) bezeichnet. Diese Komplexbildung ist ein Ansatzpunkt zur Regulation
der biologischen Aktivitat von TGF-B1. Durch Anlagerung von Proteasen an einer defi-
nierten Stelle der Pradoméane LAP kommt es zur Konformationsanderung des Kom-
plexes und damit zur Abspaltung und Aktivierung des TGF-31. Als Aktivatoren hat man
bisher Thrombospondin, Plasmin und Cathepsin D identifiziert. Die genaue Regulation
ist noch nicht geklart. Das aktive TGF-31 ist ein Dimer aus zwei 12,5 kDa schweren bio-
logisch aktiven Untereinheiten, die durch Disulfidbricken zusammengehalten werden
[37, 38].

2.3.2 Signalkaskade

Bindung von TGF-B an Rezeptoren der Zelloberflache:

Fur die Ubertragung von Signalen der TGF-B-Superfamilie in die Zelle spielen haupt-
sachlich zwei Rezeptorklassen eine Rolle. Es sind bisher sieben Typ I- und funf Typ II-
Rezeptoren bekannt, wobei fur die Signalubertragung von TGF-B1 der Typ |-Rezeptor
ALK 5 (TBRI) und der Typ lI-Rezeptor TBRIl von entscheidender Bedeutung sind. So-
wohl die Typ |- als auch die Typ II-Rezeptoren sind transmembranare Glykoproteine
und besitzen die Funktion einer Serin-Threonin-Kinase. Die Mitglieder beider Rezeptor-
klassen bestehen jeweils aus ca. 500 Aminosduren mit einer extrazellularen N-
terminalen Bindungsdomane, einem transmembranaren Anteil und einer intrazellularen
C-terminalen Serin-Threonin-Kinase-Domane [39].

Aktiviertes TGF-B1 bindet an TBRIIl, wodurch es zur Interaktion mit TBRI kommt. Die
TBRII-Kinase phosphoryliert Serine und Threonine in der intrazellularen Region von
TBRI, wodurch das katalytische Zentrum von TBRI aktiviert wird und seinerseits zur
Phosphorylierung bereit ist [36]. Unterstutzt wird dieser Prozess durch den TGF-§-
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Rezeptor Ill, auch Betaglykan genannt, der keine eigene Signalfunktion besitzt aber bei
der Bindung von TGF-31 an TBRII als Kofaktor fungiert [39].

Intrazelluladre Informationsverarbeitung durch SMADs:

1995 wurden in der Drosophila melanogaster erstmals intrazellulare Mediatoren der
TGF-B-Signalkaskade entdeckt. Man bezeichnet sie als "Mother against decapentaple-
gic" (MAD)-Proteine [40]. In der Folge wurden orthologe Proteine in humanen Zellen
nachgewiesen, die als SMAD-Proteine bezeichnet werden. Die Einteilung der SMADs
erfolgt in drei Gruppen: R-SMADs interagieren direkt mit den Rezeptoren der TGF-B-
Superfamilie, Co-SMADs fungieren als Kofaktoren und I-SMADs wirken inhibitorisch auf
die Signalkaskade.

mTGF-m

TBRI

TBRII

Zellmembran

<
- SMAD4

N
N

\

SMAD2

SMAD3

Zellkern O Kofaktor

<=m= Genregulation
DNA

Abbildung 2: TGF-B1-Signaltransduktion: Durch Bindung von TGF-B1 an seinen Rezeptor TRRII erfolgt
die Aktivierung des Rezeptors TBRI. Dies fihrt zur Phosphorylierung von SMAD 2/3, anschlieRender
Komplexbildung mit SMAD 4 und Translokation in den Zellkern. Durch Bindung an die DNA mit Hilfe ei-
nes Kofaktors erfolgt die Regulation der Transkription der Zielgene [36].

Die SMAD-Proteine bestehen aus ca. 500 Aminosauren und besitzen als strukturelle
Gemeinsamkeit die N-terminale MH1-Doméane und die C-terminale MH2-Domane. Zwi-
schen diesen beiden Domanen befindet sich die Linkerregion, in der durch Phosphory-

lierung regulierend in die Signalverarbeitung eingegriffen werden kann. Fur die Signal-
verarbeitung von TGF-B sind SMAD2, SMAD3 und SMAD4 von entscheidender Bedeu-
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tung. Die beiden R-SMADs SMAD2 und SMAD3 binden uber ihre MH2-Domane an den
aktivierten TBRI und werden am C-terminalen Ende phosphoryliert. Dadurch werden sie
in die Lage versetzt, eine Komplexbildung mit dem Co-SMAD SMAD4 einzugehen. Die-
ser Komplex transloziert in den Zellkern, bindet an die DNA und reguliert die Transkrip-
tion von Zielgenen [41].

Es sind mittlerweile Uber 100 genetische Antworten nach Stimulation mit TGF-B in ver-
schiedenen Zellen bekannt. Fur die Interaktion mit der DNA ist insbesondere die MH1-
Domane von SMAD4 verantwortlich. Uber die MH2-Region findet neben der Kommuni-
kation mit TBRI die Interaktion mit weiteren SMADs, Transkriptionsfaktoren und Koakti-
vatoren statt [36, 41].

Die Regulation der einzelnen Schritte der SMAD-Signalkaskade und die Interaktion mit
anderen Signalkaskaden sind aktuell Bestandteil der Arbeit vieler Forschungsgruppen
und werden an dieser Stelle nicht weiter detailliert aufgeschlusselt.

2.3.3 Biologische Funktionen

Die Aufgaben von TGF- im menschlichen Organismus sind vielfaltig. Die drei bedeu-
tendsten Effekte sind die Wachstumsinhibierung verschiedener Zellreihen, die Stimula-
tion der Produktion von extrazellularen Matrixproteinen und die Immunsuppression bzw.
-modulation.

Ein Schwerpunkt der bisherigen Forschung ist die Wachstumshemmung von epithelia-
len, endothelialen, hamatopoetischen und neuralen Zellen in der G1-Phase des Zellzyk-
lus [42]. Daruber hinaus kann TGF-B auch die Apoptose von Zellen induzieren [43].
Aufgrund der tumorsuppressiven Eigenschaften ist es nicht Uberraschend, dass in Zel-
len aus Pankreas- und Kolonkarzinomen Mutationen gefunden wurden, die die TGF-(3-
Signaltransduktion betreffen. Diese Mutationen zeigten sich sowohl auf Rezeptorebene
als auch auf der Ebene der SMAD-Proteine [44].

Die Hauptfunktion von TGF- im Immunsystem ist die Aufrechterhaltung einer immuno-
logischen Toleranz durch Regulation von Proliferation, Differenzierung und Uberleben
der Lymphozyten. Da TGF-f3 als ein wichtiger Faktor in der Regulation des Immunsys-
tems betrachtet wird, ist die Untersuchung seiner Wirkung auf die verschiedenen Zell-
reihen des Immunsystems Bestandteil der Arbeit vieler Forschungsgruppen. Li et al.
haben 2006 die bisher bekannten Wirkmechanismen in einer Ubersichtsarbeit zusam-
mengefasst [45]. TGF-B wirkt demnach durch eine SMAD3-vermittelte Blockade der
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Interleukin-2 (IL-2)-Transkription hemmend auf die Proliferation von T-Zellen und spielt
unabhangig davon auch eine Rolle bei der Differenzierung von T-Zellen und ihren Funk-
tionen. Auf B-Zellen wirkt TGF-3 ebenfalls modulierend, wobei u. a. die Proliferation von
B-Zellen gehemmt wird [46]. Naturliche Killerzellen werden in ihrer zytolytischen Aktivi-
tat und der IFN-y-Produktion abgeschwacht [47]. Die modulierende Wirkung von TGF-f3
lasst sich am Beispiel der Makrophagen besonders gut verdeutlichen. Wahrend ruhen-
de Makrophagen stimuliert werden, werden aktivierte Makrophagen gehemmt [48]. Die
Funktion von TGF-B im Immunsystem ist somit komplex und nach wie vor im Detail
nicht komplett entschlusselt. Insbesondere durch die Bedeutung bei der Lymphozyten-
regulation scheint TGF-B eine kritische Rolle bei der Entwicklung verschiedener Auto-
immunerkrankungen zu spielen [45, 49, 50].

Die Stimulation der extrazellularen Matrixproduktion ist eine herausragende Funktion
von TGF-B. Sie erfolgt auf mehreren Ebenen. Zum einen stimuliert TGF- direkt die
Produktion von Kollagenen, Fibronektin und Proteoglykanen in Fibroblasten, Myo-
blasten und verschiedenen Epithelzellen. Zum anderen kommt es zur vermehrten Bil-
dung von Integrinen, die bei der Vernetzung der ECM wichtig sind, zur verminderten
Bildung von Proteasen, die Matrixproteine abbauen, und zur Stimulation von Protease-
Inhibitoren wie PAI-1 [51, 52]. Border et al. konnten zeigen, dass es in Mesangiumzel-
len unter Einwirkung von TGF-B zur vermehrten Produktion von Proteoglykanen kommt
[53].

234 Die Rolle von TGF-f bei der Entwicklung einer CAN/CAI

Im Verlauf von chronischen Nierenerkrankungen kommt es zur pathologischen Akkumu-
lation von extrazellularer Matrix und zur Fibrosierung der Niere. TGF- wird dabei ne-
ben weiteren Faktoren eine zentrale Rolle zugesprochen [54]. In vitro wurde nachge-
wiesen, dass TGF-$ als Einzelfaktor Mesangiumzellen und interstitielle Fibroblasten
stimulieren sowie Epithelzellen zur Transformation in Myofibroblasten anregen kann
(EMT: Epithelial-to-Mesenchymal Transdifferentiation) [54, 55]. Daneben scheinen
durch TGF- ausgeloste Apoptosevorgange mitverantwortlich zu sein. Durch diese Pro-
zesse kommt es zur tubulointerstitiellen Fibrose und Glomerulosklerose mit einem letzt-
endlich resultierenden Nephronenuntergang [55].

Der nahe liegende Verdacht, dass TGF-f3 auch eine wesentliche Rolle bei der Entwick-
lung einer chronischen Transplantatnephropathie (CAN/CAI) spielt, konnte in zahlrei-
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chen Studien untermauert werden. Sharma et al. fanden 1996 eine signifikante Erho-
hung der TGF-B-mRNA in Nierenbiopsien von Patienten, die eine chronische
Transplantatnephropathie entwickelt hatten [56]. Harris et al. fanden 2007 eine signifi-
kante Korrelation zwischen erhdhten TGF-3-Plasmaspiegeln in den ersten zwei Jahren

nach erfolgter Transplantation und der Entwicklung einer CAN [57].

24 Immunsuppressive Therapie nach Nierentransplantation

241 Ubersicht

In der immunsuppressiven Erhaltungstherapie nach Nierentransplantation kommen im
Wesentlichen vier Wirkstoffklassen zum Einsatz.

Die erste Klasse bilden die Glukokortikoide, die ihre immunsuppressive Wirkung Uber
mehrere Mechanismen entfalten, in dem sie nach erfolgter Penetration durch die Zell-
membran und Bindung an zytoplasmatische Rezeptoren mit spezifischen DNA-
Sequenzen interagieren. Sie Uben ihre Wirkung auf viele verschiedene Zellen aus, unter
anderem auf Makrophagen, T-Zellen und Endothelzellen [58].

Die zweite Klasse besteht aus den antiproliferativen Substanzen Azathioprin und My-
cophenolsaure (MPA). Das seit 1962 eingesetzte Azathioprin spielt heute bei Neueinlei-
tung einer immunsuppressiven Therapie nach Nierentransplantation praktisch keine
Rolle mehr. Die Hauptwirkung von MPA beruht auf einer Hemmung der Inosinmo-
nophosphat-Dehydrogenase, einem Schlisselenzym der de novo-Purin-Biosynthese,
wodurch die Synthese von Guanosinmonophosphat (GMP) inhibiert wird. Da der "sal-
vage pathway" zur Produktion von Purinbasen aus den Abbauprodukten derselbigen in
Lymphozyten praktisch nicht zur Verfiugung steht, kommt es zu einem Mangel an GMP
und damit durch Inhibition der RNA- und DNA-Synthese zur antiproliferativen Wirkung
auf Lymphozyten [59].

Die dritte Klasse bilden die Calcineurin-Inhibitoren mit ihren Prototypen Cyclosporin A
und Tacrolimus, auf die in Kapitel 2.4.2 gesondert eingegangen wird.

Das zuerst eingefuhrte Praparat der vierten Wirkstoffklasse, der mTOR-Inhibitoren, ist
Sirolimus, auch Rapamycin genannt, das seit 2001 als Immunsuppressivum fur die Nie-
rentransplantation zugelassen ist. Inzwischen ist auch Everolimus zur Prophylaxe von
AbstoRungsreaktionen nach Nierentransplantation zugelassen. Die Vertreter dieser
Klasse binden an das Immunophilin FK-Binding Protein (FKBP). Der entstandene Kom-
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plex bindet an das zytoplasmatische Protein mTOR (mammalian target of rapamycin)
und unterbindet dadurch die T-Zell-Stimulation durch IL-2. Es kommt zum Verharren der
T-Lymphozyten in der spaten G1-Phase des Zellzyklus [60, 61].

In der Induktionstherapie (Verhinderung der akuten Rejektion perioperativ) werden dar-
Uber hinaus depletierende und nicht-depletierende mono- und polyklonale Antikorper

gegen Lymphozyten und deren Rezeptoren eingesetzt.

242 Calcineurin-Inhibitoren (CNI)

Ca. 90 % aller nierentransplantierten Patienten werden im Rahmen der immunsuppres-
siven Erhaltungstherapie mit einem Calcineurininhibitor behandelt. Der zuerst entdeckte
Prototyp dieser Substanzklasse ist das Cyclosporin A. Es ist ein lipophiles Polypetidan-
tibiotikum, das von dem Pilz Tolypocladium inflatum Gams gebildet wird. Das in den
fruhen 80er Jahren eingefuhrte Cyclosporin A wurde schnell zur Standardmedikation
und zeigte bereits 1992 eine Verbesserung der 5-Jahres-Transplantatiberlebensrate
um uber 10 % [62]. Auf das 1984 entdeckte und seit 1994 in der Transplantationsmedi-
zin zugelassene Tacrolimus wird in Kapitel 2.4.3 gesondert eingegangen.

Die Praferenz fur Tacrolimus oder Cyclosporin A ist regional unterschiedlich, wobei ins-
besondere in den USA der Anteil an Patienten, die initial mit Tacrolimus behandelt wer-
den, von 1994 bis 2011 von 6,7 % auf 86 % angestiegen ist (Tabelle 3).

USA (2011)  Australien (2007) Neuseeland (2007)

Cyclosporin A 3% 48 % 74 %
Tacrolimus 86 % 49 % 26 %

Tabelle 3: Darstellung des Anteils an Patienten, die in der Initialtherapie nach erfolgter Nierentransplan-
tation mit Cyclosporin A oder Tacrolimus behandelt wurden [63, 64].
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2421 Calcium-Calmodulin-Calcineurin-NFAT-Signalkaskade

Im Rahmen der AbstoRungsreaktion gegen ein Transplantat kommt es zur antigenspe-
zifischen Aktivierung von T-Lymphozyten uber den T-Zell-Rezeptor, wodurch unter an-
derem die Phospholipase C aktiviert wird (Abbildung 3). Eine Kostimulation tUber den
Rezeptor CD28 unterstitzt diesen Prozess [65]. Die Phospholipase C bildet aus
Phosphatidylinositol-4,5-Diphosphat (PIP2) die Sekundarbotenstoffe Diacylglycerol
(DAG) und Inositol-1,4,5-Triphosphat (IP3). Die Bindung von IP3 an spezifische Rezep-
toren am Endoplasmatischen Retikulum fuhrt zur Entleerung der intrazellularen Kalzi-
umspeicher ins Zytosol. Die Erhohung der zytoplasmatischen Kalziumkonzentration
bewirkt, dass zusatzlich Kalzium-abhangige transmembranare Kalziumkanale (CRAC:
Ca2+ release activated Ca2+ channel) geodffnet werden und die intrazellulare
Kalziumkonzentration weiter steigt [66, 67].

Aufgrund der erhohten Kalziumkonzentration kommt es zur Anlagerung von
Kalziumionen an Calmodulin, das dadurch eine Konformationsanderung erfahrt. Das
veranderte Calmodulin bindet an die Serin-Threonin-Phosphatase Calcineurin (CN).
Das so aktivierte Calcineurin dephosphoryliert den Transkriptionsfaktor NFAT (nuclear
factor of activated T-cells), der dann in den Zellkern transloziert und die Transkription
spezifischer Gene ermdglicht. Calcineurin ist das Schlisselenzym dieser
Signalkaskade. Die Inhibition dieses Enzyms verhindert die T-Zellaktivierung [68].
NFAT spielt bei der Regulation der Expression vieler immunregulatorischer Gene eine
Rolle. Eine besondere Bedeutung kommt dabei der Initilerung der IL-2-Transkription zu.
Die de novo-Synthese des Zytokins IL-2 bildet das schnellste Ergebnis einer effektiven
T-Zellaktivierung nach antigenspezifischer Stimulation. IL-2 ist ein essentieller Faktor fur
T-Zell-abhangige Prozesse wie Proliferation, Differenzierung, Apoptose und Toleranz
[69].
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2.4.2.2 Wirkmechanismus der Calcineurin-Inhibitoren

Trotz ihrer strukturellen Unterschiede bewirken sowohl Cyclosporin A als auch Tacroli-
mus eine Unterbrechung der zuvor beschriebenen Signaltransduktion (Abbildung 3).
Beide gehen Komplexe mit je einem Immunophilin ein und binden dadurch hochaffin an
Calcineurin. Cyclosporin bindet an Cyclophilin (Cyp), Tacrolimus an das FK 506 bin-
dende Protein (FKBP). Durch diese Bindung wird Calcineurin sterisch blockiert und ist
nicht mehr in der Lage, seine Substrate zu dephosphorylieren. Bei den Immunophilinen
handelt es sich um Peptidyl-Prolin-cis-trans-Isomerasen (PPlasen) [68, 70].
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Abbildung 3: Wirkmechanismus der Calcineurin-Inhibitoren Gber Hemmung von Calcineurin (CN) als
Schllisselenzym der antigenspezifischen T-Zellaktivierung. FK 506 (Tacrolimus) bildet einen Komplex mit
dem FK-Binding Protein (FKBP) und Cyclosporin A (CyA) mit Cyclophilin (Cyp). Durch Blockierung der
Phosphatase CN bewirken die Calcineurin-Inhibitoren, dass der Transkriptionsfaktor NFAT nicht
dephosphoryliert wird und damit nicht in den Zellkern translozieren kann. Die durch eine Antigen (Ag)-
spezifische T-Zellaktivierung Uber den T-Zell-Rezeptor (TCR) ausgeltste Signalkaskade mit Erhdhung
der intrazellularen Kalziumkonzentration und Aktivierung von CN tber Calmodulin (CM) wird somit unter-
brochen [68].
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243 Tacrolimus / FK 506

Abbildung 4: Strukturformel Tacrolimus

Tacrolimus ist ein 23-gliedriges Makrolidantibiotikum,
das erstmals 1984 in Japan aus dem Pilzstamm

Streptomyces tsukabaensis isoliert wurde. Durch

seinen oben beschriebenen Wirkmechanismus ist es
ein potentes Immunsuppressivum, das seit 1994 in der Transplantationsmedizin
zugelassen ist, aber auch bei der Behandlung von Autoimmunerkrankungen eingesetzt
wird. Aufgrund seiner lipophilen Eigenschaften mit nahezu nicht vorhandener
Wasserloslichkeit ist die orale Absorption niedrig, und die orale Bioverfugbarkeit variiert
zwischen 5 % und 95 %. Tacrolimus wird Uber das Cytochrom P 450-System der Leber
metabolisiert und besitzt ca. 15 Metabolite, wobei insbesondere M-Il eine noch nahezu
identische pharmakologische Aktivitat aufweist. Da Tacrolimus im Blut an Erythrozyten
bindet, liegen gemessene Vollblutkonzentrationen ca. 20fach Uber der
Plasmakonzentration. Die Ausscheidung von Tacrolimus und seiner Metabolite erfolgt
zu uber 90 % biliar. Aufgrund dieser pharmakologischen Eigenschaften ist zum einen
ein Monitoring der Medikamentenspiegel unerlasslich und zum anderen eine
Dosisanpassung bei gleichzeitiger Gabe von Medikamenten, die Uber das Cytochrom P
450-System metabolisiert werden, notwendig [71, 72, 73].
Im Rahmen von Medikamentenspiegelkontrollen hat sich eine gute Korrelation zwi-
schen Talspiegel, Effektivitat und Toxizitat gezeigt [73]. Deshalb werden im klinischen
Alltag die Talspiegel bestimmt. In einer bereits 1996 von Laskow et al. veroffentlichten
Studie wurde nachgewiesen, dass der optimale Vollblutspiegel in Bezug auf Wirksam-
keit und auftretende Nebenwirkungen zwischen 5-15 ng/ml liegt [74]. Da die Nebenwir-
kungen meist dosisabhangig auftreten, wird nach der Initialtherapie eine Dosisreduktion
mit Zielspiegeln von 5-8 ng/ml angestrebt.
Wichtige Nebenwirkungen sind neben der Nephrotoxizitat u.a. die Entwicklung eines
Diabetes mellitus, das Auftreten eines arteriellen Hypertonus, neurologische Symptome
wie Tremor und Schlaflosigkeit, gastrointestinale Symptome wie Diarrhd und Ubelkeit,
Elektrolytstorungen wie Hyperkaliamie und Hypomagnesiamie sowie Haarausfall und
Juckreiz [72].
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244 Die Rolle von Tacrolimus bei der Entwicklung einer CAN/CAI

Durch die Einfuhrung des Cyclosporin A als Prototyp der Calcineurin-Inhibitoren konnte
wie vorbeschrieben eine drastische Senkung der Rate an akuten Rejektionen erreicht
werden. In der Folge zeigten sich aber auch erhebliche mit der Therapie einhergehende
Nebenwirkungen wie zum Beispiel die akute und die chronische Nephrotoxizitat. Die
akute Nephrotoxizitat ist prinzipiell beherrschbar, da sie funktionell, dosisabhangig und
reversibel ist. Die chronische, irreversible Nephrotoxizitat mit sichtbaren pathologischen
Veranderungen wurde sowohl in Transplantatnieren als auch in den Eigennieren von
Herz-, Lungen- [75] oder Leber- transplantierten Patienten beschrieben [76]. Die primar
unter Cyclosporin A-Therapie entdeckten histologischen Veranderungen konnten im
Verlauf auch bei Patienten nachgewiesen werden, die mit Tacrolimus behandelt wurden
[32], so dass der Begriff CNI-Nephrotoxizitat gepragt wurde. Die typischen histopatho-
logischen Veranderungen der chronischen CNI-Nephrotoxizitat sind Arteriohyalinose,
Tubulusatrophie mit streifenformiger interstitieller Fibrose und Glomerulosklerose [24,
77,78].

Die Behandlung mit Tacrolimus stellt somit einen eigenstandigen Risikofaktor fur die
Entwicklung einer chronischen Transplantatnierenschadigung dar. Aufgrund dieser po-
tentiell nephrotoxischen Eigenschaft werden die Calcineurin-Inhibitoren auch als Achil-
lesferse der modernen immunsuppressiven Therapie bezeichnet [77].
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3 Herleitung der Aufgabenstellung

Die Calcineurin-Inhibitoren Cyclosporin A und Tacrolimus sind trotz der Entwicklung
neuerer Immunsuppressiva weiterhin fester Bestandteil der immunsuppressiven Erhal-
tungstherapie bei ca. 90 % aller nierentransplantierten Patienten (Tabelle 3). Die akute
AbstoRungsreaktion nach Nierentransplantation ist heute relativ gut beherrschbar (Kapi-
tel 2.1.5.3). Unzureichend beherrscht ist dagegen die Entwicklung einer chronischen
Transplantatschadigung, weshalb sich das Langzeit-Transplantatiberleben nicht ent-
sprechend verbessert hat. Die Therapie mit Calcineurin-Inhibitoren ist ein unabhangiger
Risikofaktor fur die Entwicklung einer chronischen Transplantatschadigung. Der Begriff
CNI-Nephrotoxizitat / -Nephropathie umschreibt die im Zusammenhang mit der Gabe
von Calcineurin-Inhibitoren zu beobachtenden histopathologischen Veranderungen (Ka-
pitel 2.4.4).

Im Verlauf der chronischen Transplantatschadigung kommt es zu einer Veranderung
der Zusammensetzung der extrazellularen Matrix der Niere und letztendlich zu einer
Fibrosierung des Organs (Kapitel 2.2.3). TGF-B beeinflusst die Zusammensetzung der
extrazellularen Matrix auf verschiedenen Ebenen entscheidend und hat insgesamt eine
profibrotische Wirkung (Kapitel 2.3.3). Dementsprechend spielt TGF- eine wichtige
Rolle bei der Entwicklung einer chronischen Transplantatnephropathie (Kapitel 2.3.4).
Die vermehrte Synthese von TGF-B unter Cyclosporin A-Einwirkung konnte bereits an
T-Zellen [79], proximalen Tubuluszellen und tubulointerstitiellen Fibroblasten nachge-
wiesen werden [80]. Mesangiumzellen sind auf der einen Seite in der Lage, TGF-3 zu
produzieren [81]. Auf der anderen Seite produzieren Mesangiumzellen unter TGF-[3-
Einwirkung vermehrt extrazellulare Matrixproteine [53]. Waiser et al. zeigten, dass es
unter der Einwirkung von Cyclosporin A sowohl zu einer vermehrten Produktion von
TGF-B als auch zu einer vermehrten Expression seiner Rezeptoren TBRI und TBRII in
der Mesangiumzelle kommt [82]. Am Tiermodell wurde nachgewiesen, dass es unter
der Behandlung mit Tacrolimus zu einem deutlichen Anstieg der TGF-B-Produktion in
der Niere kommt [83]. Khanna et al. beobachteten bei nierentransplantierten Patienten
mit der histologischen Diagnose einer CNI-Nephrotoxizitat eine erhohte mRNA-
Expression von TGF- und anderen profibrotischen Faktoren [84].
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Daraus ergab sich das Ziel dieser Arbeit, die Pathogenese der Entwicklung einer
chronischen Transplantatschadigung unter immunsuppressiver Erhaltungstherapie mit
Tacrolimus weiter zu untersuchen. Im Einzelnen sollten folgende Fragen beantwortet

werden:

1. Kommt es unter der Einwirkung von Tacrolimus zur vermehrten Produktion

von TGF-B in der Mesangiumzelle?

2. Kommt es unter der Einwirkung von Tacrolimus zur vermehrten Expression

der TGF-B-Rezeptoren TRRI und TRRII in der Mesangiumzelle?
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4

4.1

4.2

Materialien

Zellen, Materialien und Nahrmedien flir die Zellkultur

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) - 3,7 g/l NaHCO3, 1 g/l D-Glukose,
w/o L-Glutamin (Biochrom, Berlin, Deutschland-DE)

Fetal Calf Serum (FCS) (Biochrom)

Glutamin (Biochrom)

Hungermedium: 500 ml DMEM + 5 ml Penicillin + 5 ml Glutamin

PBS - Phosphat Buffer Saline (Biochrom)

Trypsin - 2,5 % in PBS gelost (Biochrom)

Mesangiumzellkulturen aus Nierenglomeruli von ausgewachsenen Sprague-
Dawley-Ratten (Tierzucht Schonwalde, Berlin, DE)

Vollmedium: 500 ml DMEM + 50 ml FCS (10 %) + 5 ml Penicillin + 5 ml Glutamin

Gerate

Abzug Laminair HB 2448 (Heto-Holten, Kopenhagen, Danemark-DK)

Brutschrank Cell House 200 (Heto-Holten)

Digitalkamera Kodak DC 40 (Kodak, Rochester, Vereinigte Staaten von Amerika-
USA)

Elektrophoresekammer Minnie Horizontal Submarine Unit HE 33 (Hoe-
fer/Amersham, Little Chalfont, GroR3britanien-GB)

ELISA-Auslesegerat MRX-Microplate Reader (Dynatech, Billinghurst, GB)

Image Scanner (Amersham)

Lichtmikroskop (Leica, Bensheim, DE)

PCR-Gerat T3-Thermocycler (Biometra, Gottingen, DE)

Spannungsgeber Electrophoresis Power Supply EPS200/300/3500 (Amersham)
Thermoschuttler Thermomixer compact (Eppendorf, Hamburg, DE)
Tischzentrifuge Biofuge (Heraeus, Hanau, DE)

Transferkassette TE Series Transpher Electrophoresis Unit (Hoefer/Amersham)
Neubauer-Zahlkammer (Fein-Optik, Bad Blankenburg, DE)

UV-Spektograph Macro Vue (Hoefer/Amersham)

Vakuumzentrifuge Power Heater UNIVAPO 100 H (UNIEQUIP, Martinsried, DE)
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4.5

Vortexmixer G560-E (Scientific Industries, Bohemia, New York, USA)
Wasserbad Master Shake COMFORT (Heto-Holten)
Zentrifuge Makrofuge (Heraeus)

Computerprogramme

1D Image Analysis Software Kodak Digital Science (Kodak)

Adobe Photoshop 5.0 (Adobe, Uppsala, Schweden-S)

ELISA Software Biolinx Assay Management Software Version 2.20 (Biolinx, Frank-
furt, DE)

Scanner-Software Image Master Version 1.0 Totallab (Amersham)

SPSS Version 17.0 fur Windows (SPSS Inc., Chicago, USA)

Glas- und Plastikwaren

21G Einmalkanulen (Terumo/Neolus, Leuven, Belgien-B)

96 Well-Mikrotiterplatte U96 Maxisorp Immuno-Platte (Nunc, Wiesbaden, DE)
Pipetten (Eppendorf, Hamburg, DE)

Pipettenspitzen (Eppendorf)

Sterile Pipetten 1, 2, 5, 10 und 25 ml (Falcon, Franklin Lakes, USA)
Zellkulturflaschen (Nunc)

Zentrifugenrohrchen 15 und 50 ml (Falcon)

Zentrifugenrohrchen 1, 2 und 5 ml (Eppendorf)

Fertigprodukte und Wirkstoffe

Bicinchoninic acid assay (BCA) Protein Assay Kit (Pierce / Thermo Scientific,
Rockford, USA)

ECL-System (Amersham)

ELISA-Duo Set® (R&D Systems, Wiesbaden, DE)

FK 506 / Tacrolimus (Fujisawa GmbH, Muanchen, DE)

Filme - Lumi-Film Chemiluminescent Detection Film (Roche, Mannheim, DE)
GeneAmp RNA PCR Kit ® (Perkin EImer, Branchburg, USA)

Insulin Actrapid (NovoNordisk, Kopenhagen, DK)

Penicillin / Streptomycin (Biochrom)
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PVDF-Membran Immobilon-P-membrane (Serva, Heidelberg, DE)
Qiaquick Gel Extraction Kit® (Quiagen, Hilden, DE)
Riboprobe T7 system Kit® (Promega, Madison, USA)

Losungen und Puffer

Acrylamid - Rotiphorese Gel A 3037.1 (Roth, Karlsruhe, DE)

BCA Reagenz A aus dem BCA Protein Assay Kit (Pierce / Thermo Scientific)

BCA Reagenz B aus dem BCA Protein Assay Kit (Pierce / Thermo Scientific)
Bisacrylamid - Rotiphorese Gel B 3039.1 (Roth)

DBS 1,4 % (delipidized bovine serum 1,4 %) Opticlear (Biocell Laboratories, Ran-
cho Dominguez, USA)

DEPC-H,0: 0,5 ml Diethylpyrocarbonat + 500 ml destilliertes Wasser

Entwickler Readymatic Dental Developer and Replenisher KP 93247-B (Kodak)
Fixierer Readymatic Dental Fixer and Replenisher KP 93248-B (Kodak)

Phosphat Buffer Saline (PBS) Dulbecco w/o Ca?* und Mg?* (Biochrom)
PCR-Puffer (10x) aus dem GeneAmp RNA PCR Kit® (Perkin Elmer)

Ponceau S-Losung: 1 ml Essigsaure + 0,5 g Ponceau S + 100 ml destilliertes
Wasser

Puffer PE, Q6 und QG aus dem Qiaquick Gel Extraction Kit® (Quiagen)
Stopplosung (ELISA) - 2 NH,SO,4 aus dem ELISA-Duo Set® (R&D Systems)
Streptavidin-HRP  (streptavidin ~ conjugated to  horseradish-peroxidase)
Nr. 890803 aus dem ELISA-Duo Set® (R&D Systems)

Substratlosung (ELISA): 1:1 Mischung aus dem Farbreagenz A (H2O2) und dem
Farbreagenz B (Tetramethylbenzidin) aus dem ELISA-Duo Set® (R&D Systems)
oder als Alternative: Peroxidase Substrate TMB Microwell (KPL, Guilford, GB)
TBST: 0,1 % Tween 20 auf 500 ml tris buffered saline (TBS)-Puffer

Transcription optimized 5fach Puffer aus dem Riboprobe T7 system Kit ® (Prome-
ga)

Trizol® (Life Technologies, Karlsruhe, DE)

Western Blot-4xTris / sodium dodecylsulfate (SDS) pH 8,8: 18,2 g Tris-Base + 50
ml destilliertes Wasser mit 1 N HCI auf pH 8,8 justieren und anschliel3end auf 100
ml mit destilliertem Wasser auffullen und 0,4 g SDS hinzugeben
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4.7

Western Blot-4xTris / SDS pH 6,8: 6,05 g Tris-Base + 40 ml destilliertes Wasser
mit 1 N HCI auf pH 6,8 justieren und anschlieRend auf 100 ml mit destilliertem
Wasser auffullen und 0,4 g SDS hinzugeben

Western Blot-Blockpuffer: 0,4 | TBS-Puffer, 0,5 ml Tween 20 (0,1 % v/v), 25 g
Milchpulver und Auffullen mit TBS-Puffer zu insgesamt 0,5 |

Western Blot-Elektrophoresepuffer 5xSDS: 15,1 g Tris-Base, 72 g Glycine, 5 g
SDS auf 1000 ml mit destilliertem Wasser auffullen

Western Blot-Lysispuffer: 50 mM Tris-CI (pH 8.0), 150 mM NaCl, 100 ug PMSF/ml,
30 wl Aprotinin/ml, 1 % Triton X-100

Western Blot-Probenpuffer 2xSDS: 250 mM (0,6 g) Tris-Cl (pH 6,8), 4 % SDS
(0,8 g), 20 % Glycerin (4 g), 2 mM Ethylendiamintetraacetat (EDTA)-Lsg., 40 mM
Dithiothreitol (DTT) und Bromphenolblau mit destilliertem Wasser auf 20 ml auffal-
len

Western Blot-Probenpuffer 6xSDS: 7 ml 4xTris / SDS pH 6,8, 3 ml Glycerol (bzw.
3,8 9), 19 1xSDS (1 %), 0,93 g DTT (0,5 M), 1,2 mg Bromphenolblau auf 10 ml
mit destilliertem Wasser auffillen

Western Blot-TBS-Puffer 5xTBS: 79 g Tris-Cl + 900 ml destilliertes Wasser auf pH
7,5 justieren und anschlieBend Zugabe von 45 g NaCl und Auffullen mit destillier-
tem Wasser auf 1000 ml

Western Blot-Transferpuffer: 3 g Tris-Base, 14,42 g Glycine und 150 ml Methanol
mit destilliertem Wasser auf 1 Liter auffullen und pH-Justierung auf pH 8,3-8,4

Chemikalien

Agarose (ICN Biochemicals, Aurora, USA)
Ammoniumperoxodisulfat (APS) (Roth)

Bromphenol-Blau B-5525 (Sigma chemical Co., St. Louis, USA)
Chloroform (Merck, Darmstadt, DE)

Dithiothreitol (DDT) D-0632 (Sigma chemical Co.)
Diethylpyrocarbonat (Sigma chemical Co.)

Essigsaure (J.T. Baker, Derenter, Niederlande-NL)

Ethanol (J.T. Baker)

Ethidiumbromid (Sigma chemical Co.)

Glycerol - ACG Reagent (Sigma chemical Co.)
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Glycine (Roth)

HCI (Merck)

2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-ethansulfonsaure (HEPES) (Serva)
HPLC-H,0 - Baker HPLC analyzed Water (J.T. Baker)

Isobutylalkohol (Sigma chemical Co.)

Isopropanol (J.T. Baker)

Methanol (J.T.Baker)

Magnesiumchlorid 25 mM aus dem GeneAmp® RNA PCR Kit (Perkin Elmer)
Milchpulver (non fat dry milk 5 % w/v) Skim Milk Powder Pasteurized (ICN Bio-
chemicals)

NaCl (Merck)

NaOH (Merck)

N,N,N,N-Tetramethylethylendiamin (TEMED) plus one (Amersham)
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) (ICN Biomedicals)

Ponceau S (Serva)

Sodium Dodecyl Sulfat-C12H25NaO4S (SDS) ultrapure (Roth)

Sucrose 5 % - Sucrose Ultrapure (ICN Biomedicals)

Tris-Base - Tris-(hydroxy)-aminoethan (Merck)

Tris-Cl - Tris-(hydroxymethyl)-aminomethanhydroxychlorid (Merck)

Triton X-100 - C14H20(C2H40), (Boehringer, Mannheim, DE)

Tween 20 - Polyoxyethylen(20)-sorbitan-monolaurat (Serva)

Primer, Enzyme, Substrate

Ampli-Tag-Gold®-Polymerase (Perkin Elmer)

ATP, CTP, GTP und UTP aus dem Riboprobe T7 system® (Promega)

dNTP aus dem GeneAmp RNA PCR Kit® (Perkin Elmer)

MULV Reverse Transkriptase aus dem GeneAmp RNA PCR Kit® (Perkin Elmer)
Random-Hexamer-Primer aus dem GeneAmp RNA PCR Kit® (Perkin Elmer)
Ribonukleaseinhibitor Recombinant RNasin® aus dem Riboprobe T7 system®
(Promega)

RNAse-Inhibitor aus dem GeneAmp RNA PCR Kit® (Perkin Elmer)

T7 RNA-Polymerase aus dem Riboprobe T7 system Kit ® (Promega)
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4.9

Sense und Antisense-Primer (TIB MOLBIOL, Berlin, DE):

Primer Artikelnummer
TGF-31 T7-s 102085
TGF-31 T7-as 102086
TGF-31 S 153568
TGF-31 as 153569
GAPDH T7-s 106478
GAPDH T7-as 106480
GAPDH S 170151
GAPDH as 170152
TBRRI T7-s 73116
TBRI T7-as 72360
TRRI S 162384
TBRI as 162385
TRRII T7-s 72963
TRRII T7-as 72362
TRRII S 158505
TRRII as 158506

Antikorper, Antigene, Marker, Markerleitern und Proteine

1. Antikorper TBR1 sc-9048 (Santa Cruz, Heidelberg, DE)

1. Antikorper TBR2 sc-220 / sc-400 (Santa Cruz)

2. Antikorper TBR1/TBR2 sc-2030 (Santa Cruz)

100bp-Leiter (Rapidozym, Berlin, DE)

Albumin als Albumin-Standard aus dem BCA Protein Assay Kit (Pierce / Thermo
Scientific) oder alternativ als Albumin, Bovine A-6003 (Sigma chemical Co.)
Aprotinin A-6279 (Sigma chemical Co.)

Capture-Ak Nr. 840116 aus dem ELISA-Duo Set® (R&D Systems)

Detection-Ak Nr. 840117 aus dem ELISA-Duo Set® (R&D Systems)

ECL (Elektrochemische Lumineszenz)-Marker sc-2035 (Santa Cruz)
Positivkontrolle TBRIl sc-4122 WB (Santa Cruz)

Rainbow-Marker (Amersham)

Standard (rekombinantes humanes TGF-1) Nr. 840118 aus dem ELISA-Duo Set®
(R&D Systems)
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5 Methoden

5.1 Mesangiumzellkultur

Die Mesangiumzellkultur ist eine etablierte Methode im nephrologischen
Forschungslabor der Charité, Campus Mitte. Glomeruli von ausgewachsenen Sprague-
Dawley-Ratten wurden nach einem standardisierten Verfahren durch Zerkleinerung der
Nierenrinde und mehrfaches Sieben mit unterschiedlicher Porengrofe isoliert und
anschlie3end mit bakteriellen Kollagenasen inkubiert, wodurch die Epithelzellen zerstort
wurden. Die aus Endothel- und Mesangiumzellen bestehenden Kulturen wurden
anschliel3end in einem Nahrmedium (DMEM + 10 % FCS + 100 ug/ml Streptomycin +
2 mM L-Glutamin + 0,2 IU/ml Insulin) inkubiert, in dem es zum Anwachsen von
Mesangiumzellen kam. Nach mehreren Zellpassagen resultierte eine reine
Mesangiumzellkultur. Zur Beurteilung der Zellen wurden sowohl morphologische als
auch immunhistochemische Kriterien angewendet. Die Zellen wurden nach Waschen
und vorsichtigem Kuhlen auf -80 °C in Flussigstickstoff zur weiteren Verwendung
dauerhaft gelagert [82, 85, 86]. Fur die Untersuchungen in der vorliegenden Arbeit

wurden Zellreihen von bereits im Labor etablierten Zellkulturen verwendet.

5.1.1 Kultivierung und Passagieren der Mesangiumzellen

Die Mesangiumzellen wurden in Zellkulturflaschen mit 20 ml Vollmedium bei 37 °C und
5 % CO,-Gehalt inkubiert. Es fand eine regelmalige Beurteilung hinsichtlich morpholo-
gischer Kriterien und alle drei Tage ein Vollmediumwechsel statt. Fur die Passagierung
wurde der Uberstand abpipettiert. Danach fand ein Waschschritt unter Zugabe von
10 ml PBS und vorsichtigem Schwenken statt. Nach erneuter Abnahme des Uberstan-
des wurden 2 ml Trypsinldsung zugegeben, was zur Ablosung der Zellen vom Unter-
grund fuhrte. Nach funfminutigem Zentrifugieren der in 8 ml Vollmedium aufgenom-
menen Zellen bei 1200 U/min und 4 °C wurde der Uberstand verworfen und 10 ml fri-
sches Vollmedium zugegeben. Nach Resuspension der Zellen erfolgte die Bestimmung
der Zellzahl durch Auszahlung mit der Neubauer-Zahlkammer. Fur die FortfUhrung der
Zellkultur wurden jeweils 2 x 10° Zellen in zwei Zellkulturflaschen gegeben und mit
Vollmedium auf je 20 ml aufgefullt [82].
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51.2 Versuchsbedingungen und Durchfuhrung

Fiar die Versuche wurden Zellen zwischen der 7. und 13. Passage verwendet. Nach
erfolgter Auszahlung wurden in vier Kulturflaschen jeweils 1,6 x 10° Zellen mit 20 ml
Volimedium inkubiert. Anschliel3end erfolgte eine engmaschige Beobachtung der Zel-
len. Bei einer Konfluenz von 70-100 % wurden die Zellen dreimalig mit 10 ml PBS ge-
waschen. Dann erfolgte die Zugabe von 20 ml Hungermedium, um die Zellen im
Wachstum zu stoppen. Unabdingbare Voraussetzung fur die Versuche war eine anna-
hernd gleiche Konfluenz in allen vier Versuchsflaschen. Nach 24 bis 48 Stunden wurde
bei mikroskopisch gesunden Zellen ohne Mitosen der Versuch gestartet. Hierfir wurde
zunachst der Uberstand in den vier Zellkulturflaschen abpipettiert und dann je 20 ml
Hungermedium mit Tacrolimus in einer Konzentration von 0, 10, 50 oder 100 ng/ml zu-
gegeben. AnschlieRend fand eine Inkubation fur 8, 24, 48, 72 oder 96 Stunden statt.
Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Proben fur die Bestimmung der mRNA (5.2)

und der Proteinmenge im ELISA (5.3) oder im Western Blot (5.4) aufbereitet.
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5.2 Kompetitive reverse Transkription-Polymerasekettenreaktion

5.21 Allgemeines Prinzip

Die kompetitive reverse Transkription-Polymerasekettenreaktion (rT-PCR) ist eine Me-
thode zum quantitativen Nachweis von spezifischer RNA. Dabei wird die zu messende
RNA zunachst in cDNA umgewandelt. In mehreren gemeinsamen PCR-Ansatzen kon-
kurriert die zu messende cDNA dann mit verschiedenen, definierten Mengen an kon-
struierter Standard-cDNA, wodurch letztendlich eine indirekte Quantifizierung erfolgen

kann.

Test-Mesangiumzellen (5.2.2) Mesangiumzell-cDNA (5.2.4.2)
e S — — =

RNA-Extraktion (5.2.2) PCR mit T7-Primern (5.2.4.4)
e S — =
Quantifizierung der RNA (5.2.2) Transkription mit T7-Polymerase (5.2.4.5)
e S — — =

Reverse Transkription (5.2.3) Reverse Transkription (5.2.4.5)
e S = s =——

Quantifizierung Test-cDNA (5.2.4.5) Quantifizierung Standard-cDNA (5.2.4.5)

Kombination der Test-cDNA mit definierten
Mengen der Standard-cDNA (5.2.5)

PCR (5.2.5)

Gelelektrophorese (5.2.5)
] [

Photographie + Auswertung (5.2.5)

Abbildung 5: Schematische Darstellung der kompetitiven rT-PCR: 1) Linker Pfad: Extraktion und Quanti-
fizierung der Gesamt-RNA aus den Test-Mesangiumzellen mit anschlielender Umwandlung in Komple-
mentar-DNA (cDNA) und erneuter Quantifizierung der cDONA-Menge. 2) Rechter Pfad: Durchfiihrung einer
PCR mit cDNA aus unbehandelten Mesangiumzellen (Herstellung wie im linken Pfad beschrieben) und
T7-Primern zur Herstellung einer "verklrzten" Version der Ziel-DNA. AnschlieBend Umschreibung in RNA
per Transkription und erneute Umwandlung in cDNA durch eine reverse Transkription. Die so erstellte
Standard-cDNA wird quantifiziert. 3) Gemeinsamer Pfad: Herstellung von mehreren PCR-Ansatzen mit
jeweils der gleichen Menge an Test-cDNA und verschiedenen, bekannten Mengen der Standard-cDNA.
Damit erfolgen die Durchfiihrung der kompetitiven PCR und anschlieBend die Auftrennung der Produkte
durch eine Gelelektrophorese, die Photographie der Banden und die graphische Auswertung.
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522 RNA-Extraktion und -Quantifizierung

Nach Inkubation in An- oder Abwesenheit verschiedener Tacrolimus-Konzentrationen
wurden die Zellen unter dem Mikroskop begutachtet, das Kulturmedium abgesaugt und
die Zellen zweimal gewaschen. AnschlieRend wurden pro Zellkulturflasche 3 ml Trizol®
zugegeben. Nach einer Einwirkzeit von funf Minuten und vollstandiger Ablosung des
Zellrasens wurde dreimal je 1 ml der Zellsuspension in ein 1,5 ml Eppendorf-Rohrchen
uberfuhrt. Nach viermaligem Aufziehen und Abgeben des Zelllysates durch eine 21G-
Kanule wurden die Proben mit je 0,2 ml Chloroform versetzt oder fur eine spatere Wei-
terverarbeitung bei —80 °C tiefgefroren. Nach kraftigem Schutteln und einer Inkuba-
tionszeit von drei Minuten bei Raumtemperatur wurden die Proben bei 12.000 g und
4 °C fur 15 Minuten zentrifugiert. Durch die Zentrifugation trennte sich das Gemisch in
eine rote Phenol-Chloroform-Phase, eine Zwischenphase und eine obere wassrige
Phase, in der sich die RNA befand. Diese Phase wurde jeweils in ein neues Eppendorf-
Roéhrchen Uberfuhrt und mit 0,5 ml Iso-Propanol versetzt. Die Rohrchen wurden vorsich-
tig geschuttelt und anschlielRend fur zehn Minuten bei 30 °C inkubiert, bevor sie erneut
bei 12.000 g und 4 °C fur zehn Minuten zentrifugiert wurden. Daraufhin lag die RNA als
Pellet auf dem Grund des Rohrchens vor. Der Uberstand wurde verworfen und das Pel-
let mit 1 ml Ethanol 75 % gewaschen. Nach funfminutiger Zentrifugation bei 7.500 g und
4 °C wurde der Uberstand verworfen und die Pellets wurden in der Vakuumzentrifuge
vorsichtig, d.h. nicht bis zur volligen Austrocknung, getrocknet. Danach wurden die Pel-
lets in je 30 yl DEPC-HO gelost und bei 55 °C fur zehn Minuten auf dem Thermo-
schattler inkubiert. Nach Abkuhlung wurden aus jedem Ansatz dreimal 2 pl enthommen.
Mit jeweils einer der 2 pl-Proben wurde zur Kontrolle der Effizienz der Extraktion eine
Agarose-Gel-Elektrophorese mit nachfolgender Ethidiumbromidfarbung durchgefuhrt.
Mit den zwei anderen Proben wurde nach Verdinnung mit DEPC-H,O eine UV-
Spektrographie bei 260 nm zur Messung der Gesamt-RNA vorgenommen.

523 Reverse Transkription

Die Umwandlung der RNA in einzelstrangige cDNA wurde mit Produkten und einem
Protokoll der Firma Perkin Elmer durchgefuhrt. Dabei enthielt ein 20 yl-Reaktionsansatz
1 ug Gesamt-RNA, 1 pl Random-Hexamer-Primer, 2 ul 10x-PCR-Puffer (500 mM KCl,
100 mM Tris-HCI, pH 8,3), 4 yl 25 mM-MgCl,, 0,8 pl 100mM-dNTP, 1 pl MULV Reverse
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Transkriptase (2,5 U/ul) und 1 pl RN-ase Inhibitor (1 U/ul) in einer entsprechenden
Menge DEPC-H,0. In einem Thermozykler wurden die Reaktionsansatze zunachst fur
zehn Minuten bei 25 °C und anschliel3end fur 45 Minuten bei 42 °C inkubiert. Das Stop-
pen der Reaktion erfolgte durch funfminutiges Erhitzen auf 95 °C mit anschlieliendem
Abkuhlen auf 4 °C. Die Proben wurden sofort weiterverarbeitet oder bei —20 °C aufbe-

wahrt.

524 Herstellung der kompetitiven Referenzstandards

Die Herstellung der kompetitiven Referenzstandards erfolgte, wenn nicht anders ange-
geben, nach im nephrologischen Forschungslabor etablierten und bereits veroffentlich-
ten Protokollen [82].

5.2.41 Anforderungen an die Referenzstandards

* Referenzstandards und Wildtyp-cDNA (WT-cDNA) mussen exakt die gleiche Ziel-
sequenz fur die Primer der rT-PCR besitzen.
* Die PCR-Produkte von Referenzstandards und WT-cDNA mussen sich anschlie-
Rend durch eine Gelelektrophorese auftrennen lassen.
Deshalb wurde fur die Herstellung der Referenzstandards die WT-cDNA des Zielgens

verwendet und aus dieser ein Stuck ,herausgeschnitten®.

5.2.4.2 Umwandlung der WT-RNA in WT-cDNA

Fur die Generierung von Referenzstandards wurden Gesamt-RNA-Proben von unbe-
handelten Mesangiumzellen verwendet. Zunachst wurde die WT-RNA durch eine Re-
verse Transkription (5.2.3) in Einzelstrang-WT-cDNA umgewandelt, um sie einer PCR

zufuhren zu kbnnen.

5.2.4.3 Primerkonstruktion

Um interne Referenzstandards herzustellen, die den oben genannten Anforderungen
genugen, wurden von der Firma TIB MOLBIOL hergestellte Primer gewahlt, deren Kon-

struktion am Beispiel von TGF-B1 erlautert wird:

1. Wahl zweier mRNA-Sequenzen (Angabe der Sequenzen im Folgenden immer in
5°-3’-Richtung) die spezifisch fur das TGF-B1-Gen sind und ca. 400 Basen einschliel3en
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(hier: Base 712-733 und 1103-1126). Die Spezifitat wurde durch einen Suchlauf in einer
Genkartei bestatigt. Diese Sequenzen bildeten die Grundlage fur die Primerkonstrukti-
on.

2. Primer 1 (mit T7-sense benannt) erhielt als ersten Teil die spater erlauterte so ge-
nannte T7-Promoter-Sequenz (5-AAT TTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG A-3") und
als zweiten Teil die erste der beiden "spezifischen” Sequenzen (hier: 5'-GGC GGA CTA
CTA CGC CAAAGAA-3).

3. Primer 2 (T7-antisense) wurde komplementar konstruiert. Er erhielt als ersten Teil
das Komplement der zweiten "spezifischen" Sequenz (5-CCC ATT GAT TTC CAC
GTG GAG TAC-37) und als zweiten Teil das Komplement einer ca. 70 Basen oberhalb
liegenden Zielsequenz (5-GGT TCA GCC ACT CCG GAC A-3’), die im Folgenden als

Klrzungssequenz bezeichnet wird.

. 1 5"-accgcctceccce gcaaagactt caccccaaag ctggggcgca ccccttgcac gccaccctcce
. 61 ccccagcectg cttcecttgagt cccccgcatc ccaggaccct ctctcecctcectg ggaggccgat
. 121 ctccctcgga cctgctggca atagcttcct atttaagaac accccacttt tgggtcccag
. 181 agagcgctca tctcgatttt tatcccggtg gcatactgag acactctggt gtcagagcgt
. 241 caccgcgact cctgctgctt tctccctcaa cctcaaatta ttcaggacta tcacctacct
. 301 ttccttggga gaccccaccc caccccacaa gccctgcagg ggcggggcct ccgcatccca
. 361 cctttgcccg gggttcgecge tctccgaagt tccgtggggce gccgcecctccc ccatgeccgec
. 421 ctcggggctg cggctgctgc cgcttctgct cccactcccg tggcttctag tgctgacgec
. 481 cgggaggcca gccgcgggac tctccacctg caagaccatc gacatggagc tggtgaaacg
. 541 gaagcgcatc gaagccatcc gtggccagat cctgtccaaa ctaaggctcg ccagtccccc
. 601 gagccagggg gaggtaccgc cgggcccgct gcccgaggcg gtgctcgcectt tgtacaacag
. aatttaatacgactcactataggga ggcggacta
. 661 cacccgcgac cgggtggcag gcgagagcgc tgacccggag cccgagcccg aggeggacta
. ctacgccaaa gaa

. 721 ctacgccaaa gaagtcaccc gcgtgctaat ggtggaccgc aacaacgcaa tctatgacaa
. 781 aaccaaagac atcacacaca gtatatatat gttcttcaat acgtcagaca ttcgggaagc
. 841 agtgccagaa cccccattgc tgtcccgtgc agagctgcgc ctgcagagat tcaagtcaac
. 901 tgtggagcaa cacgtagaac tctaccagaa atatagcaac aattcctggc gttaccttgg
. 961 taaccggctg ctgaccccca ctgatacgcc tgagtggctg tcttttgacg tcactggagt
L]

° 1021 tgtccggcag tggctgaacc aaggagacgg aatacagggc tttcgcttca gtgctcactg
. catgaggt gcacctttag ttaccc

* 1081 ctcttgtgac agcaaagata atgtactcca cgtggaaatc aatgggatca gtcccaaacg
° 1141 tcgaggtgac ctgggcacca tccatgacat gaaccgaccc ttcctgctcc tcatggccac
* 1201 ccccctggaa agggctcaac acctgcacag ctccaggcac cggagagccc tggataccaa
° 1261 ctactgcttc agctccacag agaagaactg ctgtgtacgg cagctgtaca ttgactttag
° 1321 gaaggacctg ggttggaagt ggatccacga gcccaagggc taccatgcca acttctgtct
° 1381 ggggccctgc ccctacattt ggagcctgga cacacagtac agcaaggtcc ttgccctcta
° 1441 caaccaacac aacccgggtg cttccgcatc accgtgctge gtgccgcagg ctttggagcc
° 1501 actgcccatc gtctactacg tgggtcgcaa gcccaaggtg gagcagttgt ccaacatgat
* 1561 cgtgcgctcc tgcaagtgca gctga-3°

Abbildung 6: TGF-B1-mRNA-Sequenz und Primer fir die PCR mit T7-Primern; blau-rot: Primer 1 (T7-
sense 5’ -aatttaatacgactcactataggga ggcggacta ctacgccaaa gaa) aus T7-Promotor (blau) und erster spezi-
fischer Sequenz (schwarz bzw. rot); griin-orange: Primer 2 (T7-antisense 5’-cccattgatttccacgtggagtac
ggttcagccactgccggaca) aus Komplement der 2. spezifischen Sequenz (violett) und Komplement der Kiir-
zungssequenz (braun).
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5244 PCR mit T7-Primern

Mit diesen Primern wurde die PCR zur exponentiellen Vervielfaltigung der cDNA durch-
gefuhrt. Fur die Herstellung von 20 ul PCR-Reagenz wurden PCR-Puffer, 2 ul cDNA,
1,25 U Ampli-Tag-Gold®-Polymerase, die beiden Primer in einer Konzentration von je-
weils 1 uM, freie Nukleotide (ANTP) in einer Konzentration von 0,5 mM und Magnesi-
umchlorid in einer Konzentration von 2,5 mM verwendet.

Im Thermozykler wurde zunachst ein initialer Denaturierungsschritt von zwolf Minuten
bei 95 °C durchgefuhrt, in dem moglicherweise noch durch Wasserstoffbricken ver-
bundene cDNA-Strange voneinander getrennt wurden. Anschliel3end erfolgten 35 Zyk-
len, die jeweils aus einem Denaturierungsschritt von 30 Sekunden bei 94 °C, einem
Schritt zur Primerhybridisierung (Annealingschritt) von 45 Sekunden bei einer von den
jeweiligen Primern abhangigen Temperatur sowie einem Elongationsschritt von 60 Se-
kunden bei 72 °C bestanden.

Im Annealingschritt kommt es zur Anlagerung der Primer an die cDNA. Die dafur ge-
wahlte Temperatur ist insbesondere von der Lange der Primersequenzen abhangig. Bei
zu niedrig gewahlter Temperatur konnten die Primer auch an nicht komplementare
Strange binden und es kame in der Folge zu nicht erwlinschten Produkten. Bei zu hoch
gewahlter Temperatur binden die Primer nicht stabil genug und die Produktbildung ist
ineffizient.

Im Elongationsschritt fullt die DNA-Polymerase die fehlenden Strange beginnend an
den 3’-Enden mit freien Nukleotiden auf. Nach dem letzten Zyklus folgte eine Verlange-
rung des Elongationsschritts um sieben Minuten und anschliefend eine Abkuhlung auf
4 °C. Die differierenden Annealingtemperaturen und die Primersequenzen sind nachfol-
gend in Tabelle 4 aufgefihrt.
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TGF-B1

T7-sense-Primer 5-AAT TTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG AGG CGG ACT ACT ACG CCA AAG AA-3’

T7-antisense-Primer 5-CCC ATT GAT TTC CAC GTG GAG TAC GGT TCA GCC ACT GCC GGA CA-3’

Annealingtemperatur 71 °C

TBRI

T7-sense-Primer 5-AAT TTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG AGC TGT GGT TGG TGT CGG ATT AT-3’

T7-antisense-Primer 5-CCA GAA TAC TAA GCC CAT TTA CCT TTT AGT GCC TA-3°

Annealingtemperatur 62 °C

TBRII

T7-sense-Primer 5-AAT TAA ATA CGA CTC ACT ATA GGG AGC GTG GCC GTG TGG AGG AAG AA-3’

T7-antisense-Primer 5-GGG CAG CAG TTC CGT ATT AGG ATG ATG GCG CAG TT-3"

Annealingtemperatur 65 °C

GAPDH

T7-sense-Primer 5-AAT TTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG ACG TCT TCA CCA CCATGG AGA A-3’

T7-antisense-Primer 5-CCA GTG AGC TTC CCG TTC AGC TCC GGC CAT CAC GCC ACA GCT TT-3’

Annealingtemperatur 70 °C

Tabelle 4: Primersequenzen und Annealingtemperaturen fir die T7-PCR.

Um den so konstruierten Referenzstandard von den ubrigen DNA-Anteilen der Probe zu
trennen, erfolgte eine Gelelektrophorese. Nach Herstellung eines zweiprozentigen Aga-
rosegels wurden die 40 ul-Taschen jeweils mit dem PCR-Produkt und 18 ul Ethidi-
umbromid als Farbemittel geflllt. Eine Tasche enthielt die Negativkontrolle und eine
Tasche die Markersubstanz (Leiter fur Basenanzahl). Nach Auftrennung mit Hilfe der
Elektrophoresekammer wurde das fluoreszierende Produkt aus dem Trenngel heraus-
geschnitten und gewogen.

5.2.4.5 Extraktion, Transkription und Reverse Transkription

Da fur die abschlieBende PCR Referenzstandards in Form von Einzelstrang-cDNA be-
notigt wurden, erfolgte eine entsprechende Umwandlung in drei Schritten. Zunachst
erfolgte die Extraktion der cDNA aus dem Gel. Dies geschah mit Hilfe des Quiagen Gel
Extraction Kit® und zugehorigem Protokoll.

Auflosung des Gels: Zum ausgeschnittenen Gel, das die cDNA beinhaltete, wurden pro

ug Gel 3 ul gelber Puffer QG zugegeben und zehn Minuten bei 50 °C im Wasserbad
inkubiert. Dadurch kam es zur Verflissigung des Gels. AnschlieRend wurde 1 ul Iso-

propanol pro ug ursprunglichem Gel zugegeben.
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Bindung der cDNA: Das Produkt wurde auf die im Sammelrohrchen plazierte Qiaquick-

Saule gegeben und fur eine Minute bei 4 °C und 13.000 U/min zentrifugiert. Dadurch
kam es zur Bindung der cDNA an die Saule. Die Restflussigkeit wurde verworfen.
Waschen: A) Gabe von 0,5 ml Puffer Q6 auf die Saule und erneutes Zentrifugieren fur
eine Minute bei 4 °C und 13.000 U/min. Dadurch wurden Reste der Agarose entfernt.
B) Gabe von 0,75 ml Puffer PE auf die Saule und erneutes Zentrifugieren. C) Nach Ent-
fernung der Restflussigkeit nochmaliges Zentrifugieren. Dadurch wurden die Pufferreste
entfernt.

cDNA-Gewinnung: Die Saule wurde in ein 1,5 ml Eppendorf-Rohrchen platziert, mit

30 ul HPLC-Wasser beladen und erneut zentrifugiert. Im Eluat befand sich nun aus-
schlieBlich die in HPLC-Wasser geloste cDNA. Die "gereinigte" cDNA wurde sofort wei-
terverarbeitet oder bei -20 °C aufbewahrt.

Im zweiten Schritt wurde die cDNA mit Hilfe des Riboprobe T7 system®-Kit in cRNA
transkribiert. Hierfir war die Konstruktion der T7-Komponente wichtig, da die RNA-
Polymerase diese als Startsequenz bendétigt. Es wurden folgende Komponenten zu-
sammengegeben: 10 ul Transcription optimized 5fach Puffer, 5 ul DTT (Zielkonzentra-
tion 10 mM), 1,25 ul Ribonukleaseinhibitor (50 U), 1 ul T7 RNA-Polymerase (20 U), je-
weils 2,5 ul ATP, GTP, CTP und UTP als Substrate fur die T7 RNA-Polymerase, 2 ul
der in HPLC-Wasser gelosten cDNA und 20,75 ul Nuklease-freies Wasser. Dieser An-
satz wurde fur zwei Stunden bei 39 °C im Thermoschuttler inkubiert. Zweimal wurden
je 2 ul des Ansatzes in DEPC-Wasser verdiunnt und es wurde eine UV-Spektrographie
bei 260 nm zur Messung der gewonnenen cRNA-Menge durchgefuhrt. Der Rest wurde
entweder sofort weiterverwendet oder bei -80 °C aufbewahrt.

Im dritten Schritt erfolgte die Umwandlung der cRNA in Einzelstrang-cDNA wie unter
5.2.3 beschrieben. Entsprechend der Methode zur quantitativen Messung der RNA er-
folgte nach Verdunnung mit HPLC-Wasser eine UV-Spektrographie bei 260 nm zur Be-
stimmung der Menge an gewonnener Referenzstandard-cDNA.

5.2.5 Kompetitive PCR

Nach Aufbereitung der Versuchsproben und Herstellung der Referenzstandards von
TGF-1, TBRI, TBRIl und GAPDH konnten die eigentlichen Messungen erfolgen. Zuvor
wurden Test-PCRs zur Optimierung folgender Parameter durchgefuhrt [87]:

1. Ausgangskonzentration und Verdunnungsreihe der Referenzstandards
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2. Anzahl der PCR-Zyklen (Messung im exponentiellen Bereich)

3. Annealingtemperatur

Unter den jeweils optimalen PCR-Bedingungen erfolgten dann je Probe sieben PCR-
Ansatze. Jeder PCR-Ansatz enthielt die jeweiligen Primer (sense und antisense) in ei-
ner Konzentration von 1 uM, 2 ul 10x-PCR-Puffer, 2 ul MgCl, (Zielkonzentration
0,2 mM), 0,1 ul dNTP (0,5 mM), 0,25 ul Tag-Gold-Polymerase® (1,25 U), eine von der
zu messenden DNA abhangigen Menge an Test-cDNA und je 3 ul einer vorher erstell-
ten 1:3-Verduinnungsreihe des jeweiligen Referenzstandards oder 3 ul HPLC-Wasser
als Negativkontrolle. Anschlieend wurde mit HPLC-Wasser auf 20 ul erganzt. Far alle
Ansatze gleich waren der erste Denaturierungsschritt von 12 Minuten bei 95 °C, der
Denaturierungsschritt von 30 Sekunden bei 94 °C pro Zyklus, der Elongationsschritt von
einer Minute bei 72 °C, der letzte verlangerte Elongationsschritt von 7 Minuten bei 72
°C und die abschliel3ende Abkuhlung auf 4 °C.

Die variablen Parameter sind nachfolgend in Tabelle 5 aufgefuhrt:

TGF-B1
sense-Primer 5-GGC GGA CTA CTA CGC CAA AGA A-3°
antisense-Primer 5°-CCC ATT GAT TTC CAC GTG GAG TAC-3’
Verdiinnungsreihe des Referenzstandards in g 1,6/1,6*3"/1,6*3%/1,6*3°%/1,6*3%/1,6*3°
Menge an Test-cDNA pro PCR-Ansatz 1ul
Zyklenanzahl 30
Annealingtemperatur 60 °C
TBRI
sense-Primer 5-GCT GTG GTT GGT GTC GGATTAT-3’
antisense-Primer 5-CCA GAA TAC TAA GCC CAT T-3°
Verdiinnungsreihe des Referenzstandards inpg ~ 0,8/0,8*3™/0,8*32/0,8*3°/0,8*3*/0,8*3°
Menge an Test-cDNA pro PCR-Ansatz 2yl
Zyklenanzahl 28
Annealingtemperatur 54 °C
TBRII
sense-Primer 5-GCG TGG CCG TGT GGA GGA AGA A-3’
antisense-Primer 5-GGG CAG CAG TTC CGT ATT-3’
Verdiinnungsreihe des Referenzstandards in g 8/8*3"/8*3%/8*3°%/8*3"%/8*3°
Menge an Test-cDNA pro PCR-Ansatz 2yl
Zyklenanzahl 28
Annealingtemperatur 60 °C
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GAPDH

sense-Primer 5-CGT CTT CAC CAC CAT GGA GAA-3’
antisense-Primer 5-CCAGTG AGC TTC CCG TTC AGC TC-3’
Verdiinnungsreihe des Referenzstandards in g 8/8*3"/8*3%/8*3°%/8*3%/8*3°
Menge an Test-cDNA pro PCR-Ansatz 0,25 ul
Zyklenanzahl 26
Annealingtemperatur 60 °C

Tabelle 5: Sense- und antisense-Primer, Verdinnungsreihe des Referenzstandards, Menge an Test-
cDNA aus dem jeweiligen Versuch pro PCR-Ansatz, Zyklenzahl und Annealingtemperatur fur die kompe-
titive PCR von TGF-B1, TBRI, TBRII und GAPDH.

Die entstandenen PCR-Produkte wurden anschlieRend in die Taschen eines zweipro-
zentigen Agarosegels Uberfuhrt und mit Ethidiumbromidlosung als Farbemittel erganzt.
In die achte Tasche wurde als Marker eine 100bp-Leiter als Standard pipettiert. Nach
elektrophoretischer Auftrennung wurden die sichtbaren Banden mit der Digitalkamera
photographiert und deren Intensitat mit Hilfe der 1D Image Analysis Software densito-
metrisch gemessen. Das Prinzip der Auswertung dieser Messergebnisse ist exempla-
risch in Kapitel 6.2.1.1 dargestellt.

5.3 TGF-B1-ELISA

5.3.1 Allgemeines Prinzip

Der ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) ist eine Methode zur quantitativen
Messung von Proteinen, Hormonen und anderen Substanzen. Der Nachweis erfolgt
uber Antigen/Antikorper-Bindungen und eine Farbreaktion. Zunachst wird eine Mikroti-
terplatte mit einem spezifischen Antikorper gegen TGF-B1 beschichtet. AnschlielRend
wird die Testsubstanz auf die Platte gegeben.

Nach einem Waschschritt wird ein zweiter biotinylierter Antikorper (in diesem Fall ein
Huhnerantikorper) auf die Platte gegeben, der ebenfalls an TGF-B1 bindet, aber an eine
andere Teilstruktur als der erste Antikorper. Nun wird Streptavidin-HRP zugegeben.
Das Peroxidase-gekoppelte Streptavidin bindet Biotin. Nach einem erneuten Wasch-
schritt wird der Peroxidase ein Substrat angeboten, so dass es bei vorhandenem TGF-
B1 zu einer Farbreaktion kommt. Indem definierte TGF-p1-Standardkonzentrationen
mitgetestet werden, kann die densitometrisch gemessene Farbreaktion der Testsub-

stanz quantifiziert werden.
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5.3.2 Probenaufbereitung

Nach Inkubation in An- oder Abwesenheit verschiedener Tacrolimus-Konzentrationen
und mikroskopischer Begutachtung der Zellen wurde der Uberstand der Zellkulturfla-
schen mit Hilfe einer Pipette gemischt. Danach wurden je Versuchsflasche 2 ml in ein
Eppendorf-Réhrchen Uberfuhrt und auf Eis gestellt. Es folgte eine Zentrifugation mit
10.000 U/min bei 4 °C fur sieben Minuten. Die von Zellresten befreite Flussigkeit wurde
anschliel3end in ein 2 ml-Eppendorf-Rohrchen tberfuhrt. Nach nochmaligem Mischen
mit dem Vortexmixer wurden je 0,5 ml in drei neue Eppendorf-Réhrchen uberfuhrt und

bei -80 °C fur die spatere Messung aufbewahrt.

5.3.3 ELISA

Die Messung der TGF-B1-Konzentration erfolgte mit dem ELISA-Duo Set® Development
System nach dem zugehorigen Protokoll.

Erster Antikorper (Capture-AntikOrper Nr. 840116): Zunachst wurde die 96-Loch-
Mikrotiterplatte mit dem ersten anti-TGF-1-Antikorper prapariert. Dafur wurden in jede

Vertiefung 100 ul des in einer Konzentration von 2 ug/ml in PBS geldsten Antikorpers
gegeben. AnschlielRend wurde die Platte abgedeckt und Uber Nacht bei Raumtempera-
tur inkubiert. Wahrenddessen wurden die fur die nachsten Schritte benotigten Losungen
hergestellt: 500 ml Waschpuffer (0,05 % Tween 20 in PBS), 50 ml Blockpuffer (5 %
Tween 20 + 2,5 % Sucrose (w/v) in PBS), 50 ml Verdinnungsreagenz (DBS 1,4 % +
0,05 % Tween 20 in PBS), 100 ml 1 N HCl und 100 ml 1,2 N NaOH / 0,5 M HEPES. Die
Flassigkeit wurde nun abgekippt und die Platte vorsichtig trocken geklopft. Anschlie-
Rend fand dreimalig ein Waschschritt mit jeweils 300 ul Waschpuffer pro Vertiefung
statt, um Reste von nicht gebundenen Antikorpern zu entfernen.

Blockierung: Durch Zugabe von 300 ul Blockpuffer pro Vertiefung und Inkubation far
eine Stunde wurden freie Bindungsstellen auf der Platte blockiert, um spater eine un-
spezifische Bindung des Antigens zu verhindern.

Proben und Standard (Antigen): Es wurde eine Standard-1:2-Verdunnungsreihe aus

dem rekombinanten humanen TGF-B1 und dem Verdinnungsreagenz mit einer An-
fangskonzentration von 2 ug/ml hergestellt. Die Proben wurden durch Zugabe von
100 ul 1 N HCI und Mischen mit dem Vortexmixer zunachst aktiviert und anschliel3end

durch Zugabe von 1,2 N NaOH / HEPES wieder neutralisiert. Durch diesen Vorgang
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lagen die Proben jetzt mit einem Verdinnungsfaktor von 1,4 vor. Nach einem erneuten
Waschschritt wurden die Vertiefungen folgendermal3en jeweils doppelt bestickt und
zugedeckt fur zwei Stunden inkubiert:

B B HM |HM | P8 P8 P16 | P16 | P24 | P24 | P32 | P32
S1 S1 P1 P1 P9 P9 P17 | P17 | P25 | P25 | P33 |P33
S2 S2 P2 P2 P10 |P10 | P18 | P18 | P26 | P26 | P34 | P34
S3 S3 P3 P3 P11 |P11 | P19 | P19 | P27 | P27 | P35 |P35
S4 S4 P4 P4 P12 |P12 | P20 | P20 | P28 | P28 | P36 |P36
S5 S5 P5 P5 P13 | P13 | P21 | P21 | P29 | P29 | P37 |P37
S6 S6 P6 P6 P14 | P14 | P22 |P22 | P30 | P30 | P38 |P38
S7 S7 P7 P7 P15 | P15 | P23 | P23 | P31 | P31 | P39 |P39

Abbildung 7: 96-Loch-Platte. B: 100 ul Verdiunnungsreagenz, HM: 100 ul Hungermedium,
S1-7: 100 ul Standard als Verdunnungsreihe, P1-39: 100 ul Proben (mit Verdinnungsfaktor 1,4)

Zweiter AntikOrper (Detection-Antikorper Nr. 840117): Nach einem erneuten Wasch-

schritt wurden in jede Vertiefung 100 ul des zweiten Antikorpers in einer Konzentration
von 300 ng/ml gegeben und erneut fur zwei Stunden inkubiert.

Streptavidin-Peroxidase: Nach einem erneuten Waschschritt wurden in jede Vertiefung

100 wl Streptavidin-HRP (1:200 in Verdlinnungsreagenz) pipettiert. AnschlieRend fand
eine Inkubation fur 20 Minuten im Dunkeln statt.

Substrat: Nach einem erneuten Waschschritt zur Entfernung von nicht gebundener
Streptavidin-HRP wurden pro Vertiefung 100 ul Substratidsung zugegeben. Nach weite-

ren 20 Minuten wurde die Reaktion durch Zugabe von 50 ul Stoppldsung beendet.

5.3.4 Auswertung

Die Auswertung erfolgte direkt nach Beendigung der Reaktion durch eine Messung im
ELISA-Auslesegerat. Dabei wurde eine Doppelfiltermessung mit 450 nm als Testfilter
und 570 nm als Referenzfilter gewahlt, um bei der Messung Hintergrundstérungen her-
auszufiltern. Fur die Proben wurde ein Verdunnungsfaktor von 1,4 eingestellt. Das zu-
gehorige Computerprogramm berechnete aus den vorgegebenen Standardkonzentra-
tionen eine Eichkurve, mit deren Hilfe die Konzentration von TGF-B1 in den Proben be-

rechnet werden konnte.
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5.4 TBRI/TBRII - Western Blot

541 Allgemeines Prinzip

Durch einen Western Blot (oder Immunoblot) erfolgt der spezifische Nachweis von Pro-
teinen durch Antigen/Antikorper-Erkennung. Dabei werden die Proteine einer zu unter-
suchenden Probe zunachst nach |hrem Molekulargewicht (Grofie) durch eine Gele-
lektrophorese aufgetrennt, um anschliellend auf eine Membran ubertragen (,geblottet®)
zu werden. Im letzten Schritt findet dann durch Inkubation mit spezifischen Antikorpern
die ldentifizierung statt.

54.2 Probenaufbereitung

Nach Inkubation in An- oder Abwesenheit verschiedener Tacrolimus-Konzentrationen
und mikroskopischer Begutachtung der Zellen wurde der Zellrasen dreimal mit PBS
gewaschen und anschlielend mit einem Milliliter Lysispuffer unter Mithilfe eines Zell-
schabers vom Boden der Zellkulturflasche gel6st. Zur Homogenisierung wurde das Zell-
lysat noch viermal durch eine 21G-Kanule aufgezogen und wieder abgegeben. Nach
einer Inkubationszeit von 60 Minuten auf Eis wurden die Proben bei 10.000 g und 4 °C
fir zehn Minuten zentrifugiert. Anschlieend erfolgte die Uberfiihrung der Uberstande in

ein neues Eppendorf-Réhrchen.

543 Proteinmessung

Da fur die Durchfuhrung eines Western Blots die Gesamtproteinkonzentration der jewei-
ligen Probe bendtigt wird, erfolgte zunachst die Messung der Proteinkonzentration mit
Hilfe des BCA-Proteinassay-Kits. In diesem standardisierten Verfahren wird ausgenutzt,
dass Proteine im alkalischen Milieu zweiwertige zu einwertigen Kupferionen reduzieren
und einwertige Kupferionen mit Bicinchoninsaure einen Komplex bilden, der farbme-
trisch gemessen werden kann [88].

Zunachst wurde eine Standardverdinnungsreihe aus Rinderalbumin in einer Konzentra-
tion von 2000 wg/ml bis 25 ug/ml hergestellt. Aullerdem wurde die ReaktionslOsung aus
BCA-Reagenz A und BCA-Reagenz B im Verhaltnis 50:1 angesetzt. In jede Vertiefung
einer 96 Loch-Mikrotiterplatte wurden entweder 25 ul der zu messenden Probe oder

25 ul Standard in doppelter Ausfuhrung pipettiert. Dann wurden 200 ul Reaktionslosung
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in jede Vertiefung gegeben, die Platte fir 30 Sekunden vorsichtig geschuttelt und fur
weitere 30 Sekunden bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Nach Abkuhlung auf Raum-
temperatur erfolgte die densitometrische Messung im ELISA-Auslesegerat bei 570 nm
und die graphische Auswertung in gleicher Weise wie unter 5.3.4 beschrieben.

54.4 SDS-Gelelektrophorese

5441 Konstruktion des Lammli-Gels

Zunachst wurde das Trenngel gegossen. Hierfur wurden 6 ml Acrylamidlésung 30 %,
2,4 ml Bisacrylamidlosung 2 %, 3,75 ml 4xTris / SDS (pH 8,8), 2,85 ml destilliertes
Wasser sowie 50 ul APS und 10 wl TEMED in ein 50 ml Falcon-Rohrchen gegeben und
gemischt. AnschlieRend wurde das Gel in die vorbereitete Kammer gegossen und mit
Isobutylalkohol Uberschichtet.

Nach einer Stunde Aushartungszeit wurde der Alkohol abgegossen. Nach einem
Waschschritt mit 1xSDS wurde das Sammelgel (15 ml Falcon-Rohrchen: 0,65 ml Acryl-
amidlosung 30 %, 0,25 ml Bisacrylamidlosung 2 %, 1,25 ml 4xTris / SDS (pH 6,8),
2,8 ml destilliertes Wasser sowie 25 ul APS und 5 ul TEMED) auf das Trenngel gegos-
sen und ein Kamm zur Konstruktion der Substrattaschen eingeklemmt. Die zweite Aus-

hartungszeit betrug ebenfalls eine Stunde.

5.4.4.2 Elektrophorese

Zunachst wurden die Proben vorbereitet. Zu jeder Probe (40 ug Gesamtprotein) wurde
Ya des Probenvolumens an 6xSDS gegeben. Zu 10 ul des Regenbogen-Markers wur-
den 10 ul 2xSDS gegeben. Die Positivkontrolle von TBRII wurde im Verhaltnis 1:160 mit
2xSDS verdunnt. Diese Ansatze wurden jeweils funf Minuten bei 95 °C erhitzt und an-
schlieend wieder auf Raumtemperatur abgekuhlt. Der ECL-Marker lag gebrauchsfertig
vor und musste nicht erhitzt werden.

Nach erfolgtem Aufbau der Elektrophoresekammer, Einspannen des Gels und Fullung
der Kammer mit 1xSDS wurden die Taschen mit den jeweiligen Proben und Markern
beladen und die Kuhlung sowie der Spannungsgeber (40 mA, 120 V) gestartet. Nach
Beendigung der Elektrophorese (erkennbar durch das Erreichen des Gelendes der mit
dem Bromphenolblau markierten Fuhrungsbande) wurde das Trenngel in eine Schale
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mit Transferpuffer Uberfuhrt und vom Sammelgel getrennt. Anschlielend erfolgte die

Aquilibrierung im Transferpuffer fiir 30 Minuten.

54.5 Blot

Die fur den Blot bendtigte Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran wurde zunachst zuge-
schnitten, dann in destilliertem Wasser befeuchtet, in Methanol tberfuhrt und far 15 Mi-
nuten im Transferpuffer aquilibriert. AnschlieBend wurde die Transferkassette
(Abbildung 8) in einer Schale mit Transferpuffer aufgebaut, wobei die jeweiligen Be-
standteile vorher mit Transferpuffer befeuchtet wurden, und in den komplett mit Trans-
ferpuffer geflllten Tank eingesetzt. Nach 70 Minuten bei 100 V, 380 mA und laufender
Kihlung wurde die Membran (mit den darauf transferierten Proteinen) in eine Schale
mit TBS gegeben. Zur Kontrolle des erfolgreichen Transfers erfolgte eine Farbung mit
Ponceau S.

Kathodenseite der Kassette
Schwamm
Filterpapier

Trenngel
PVDF-Membran
Filterpapier
Schwamm
Anodenseite der Kassette

Abbildung 8: Aufbau der Transferkassette flir den Western Blot.
54.6 Immundetektion

Zunachst wurde die PVDF-Membran mit den auf ihr befindlichen Proteinen mindestens
60 Minuten im Blockpuffer inkubiert, um freie Membrananteile fur unspezifische Bin-
dungen zu blockieren. AnschlieRend fand eine Inkubation mit dem in Blockpuffer ver-
dunnten 1. Antikorper uber 90 Minuten statt (die Konzentration des AntikOrpers wurde
nach den Vorgaben des Herstellers jeweils angepasst). Bei dem ersten Antikorper han-
delte es sich entweder um einen Kaninchenantikorper gegen eine extrazellulare Doma-
ne von TRRI oder gegen eine Peptidstruktur der carboxyterminalen Domane von TBRII.
Die Marker und die Positivkontrolle von TBRII wurden mitinkubiert. Die Negativkontrol-

len wurden nur mit Blockpuffer inkubiert.
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Es folgte ein viermaliger Waschschritt mit TBST Uber jeweils zehn Minuten auf dem
Schuttler und dann die Inkubation mit dem zweiten in Blockpuffer verdinnten Antikorper
uber 60 Minuten. Bei dem zweiten Antikdrper handelte es sich um einen polyklonalen,
mit einer Peroxidase konjugierten Ziegenantikorper gegen Kaninchenantikorper. Nach
dreimaligem Waschen mit TBST und einmaligem Waschen mit TBS wurde die Mem-
bran gleichmafRig mit dem ECL-System beschichtet. Dabei wurde ausgenutzt, dass es
in Anwesenheit des Enzyms Peroxidase im ECL-System zu einer Chemilumineszenz-
Reaktion kommt.

Nach der Reaktionszeit von funf Minuten fand eine Belichtung von Filmen mit mehreren
Belichtungszeiten statt. Die Bandintensitaten auf den entwickelten Filmen wurden mit
Hilfe der 1D Image Analysis Software densitometrisch ausgewertet.

5.5 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Untersuchungsergebnisse erfolgte mit dem Statistik-
programm SPSS Version 17.0 far Windows.

Die Verteilung von TGF-B1 und der Rezeptoren TBRI und TBRIl in Mesangiumzellen
kann als annahernd normal verteilt angenommen werden, weshalb in den graphischen
Darstellungen eine Mittelwertangabe inklusive Standardabweichung als Fehlerindikator
erfolgte. Es ist auRerdem davon auszugehen, dass eine lineare Beziehung zwischen
der Anzahl der Zellen und dem produzierten TGF-31 bzw. dem Vorhandensein der Re-
zeptoren TRRI und TRRII besteht. Da bei den Ausgangsbedingungen fur die Versuche
mit gleicher Inkubationszeit methodenbedingt lediglich ein Unterschied in der Zellzahl
der Kultur bestand, durfte eine Normierung der Ausgangskonzentration erfolgen.

Die Testung von Unterschieden zwischen zwei Gruppen erfolgte mit dem Mann-
Whitney-U-Test, da Abweichungen in der Normalverteilung nicht ausgeschlossen wer-
den konnten. Die Testung von Unterschieden zwischen mehreren Gruppen erfolgte mit
einer einfaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA) und nachfolgender auf dem T-Test basie-
render multipler Vergleichstestung nach Bonferroni, da die ANOVA gegenuber Abwei-
chungen von der Normalverteilung ebenfalls robust ist [89, 90, 91, 92, 93].
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6 Ergebnisse

6.1 Vorbemerkungen zu den Zellkulturversuchen

Far die Versuche wurden Mesangiumzellkulturen verwendet, die zu vier unterschied-
lichen Zeitpunkten von Sprague-Dawley-Ratten gewonnen wurden und im Folgenden
mit den Buchstaben A, B, C und D abgekurzt werden. Die Versuche wurden mit einer
siebenstelligen Kodierung versehen, wobei der Buchstabe die Mesangiumzellkultur, die
Ziffern 1 und 2 die Inkubationszeit in Stunden und die Ziffern 3 bis 6 das Datum der Be-

endigung des Versuchs (Tag und Monat) bezeichnen.
6.2 Wirkung von Tacrolimus auf die TGF-B1-Synthese

6.2.1 TGF-B1-mRNA-Expression

Die Mesangiumzellkulturen wurden in Anwesenheit verschiedener Tacrolimus-
Konzentrationen (10, 50 und 100 ng/ml) oder ohne Tacrolimus Uber unterschiedliche
Zeitraume (24, 48, 72 und 96 Stunden) inkubiert. Anschliel3end erfolgten die Isolierung
der RNA und die Bestimmung der TGF-f1-mRNA-Menge mit Hilfe der kompetitiven rT-
PCR. Nachfolgend findet sich unter 6.2.1.1 eine exemplarische Darstellung der Auswer-
tung von Versuch C721310 und unter 6.2.1.2 die Zusammenfassung aller Versuche zur
Messung der TGF-B1-mRNA.

6.2.1.1 Exemplarische Auswertung

Das Versuchsergebnis wurde als Relation der Menge an TGF-f1-mRNA in den mit
Tacrolimus inkubierten Mesangiumzellen zur Menge an TGF-f1-mRNA in den ohne
Tacrolimus inkubierten Mesangiumzellen angegeben.

Die Berechnung erfolgte in folgenden Schritten:

1) Densitometrische Messung der Bandintensitaten der elektrophoretisch aufgetrennten
rT-PCR-Produkte (siehe Abbildung 9).
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A BCDEFGH A BCDEFGH

B1
RSp1

IIIABCDEFGH IVABCDEFGH

Abbildung 9: Photographische Ablichtungen I-IV der elektrophoretisch aufgetrennten Produkte der kom-
petitiven rT-PCR fur TGF-g1 aus dem Versuch C721310. In den Spalten B-G finden sich die PCR-
Produkte aus dem Ansatz mit jeweils einer konstanten Menge von 1 ul der Versuchsprobe (nach Inkuba-
tion der Mesangiumzellen ohne (), mit 10 (Il), mit 50 (lll) und 100 ng/ml Tacrolimus (IV)) und einer stan-
dardisierten Menge an TGF-p1-Referenz-Standard-cDNA (Spalte B: 0,2 ug, Spalte C: 1/3 x 0,2 ug, Spalte
D: (‘I/3)2 x 0,2 ug, usw.). Die obere Bande besteht jeweils aus der TGF-B1-cDNA (B1) der Versuchsprobe
und die untere (kleinere und damit schneller laufende) Bande aus der konkurrierenden TGF-B1-Referenz-
Standard-cDNA (RSB1). In Spalte A findet sich die Negativkontrolle und in Spalte H die 100bp-Leiter.

2) Berechnung des Logarithmus des Quotienten aus Densitat der TGF-31-Referenz-

Standard-cDNA-Bande und Densitat der TGF-$1-cDNA-Bande (siehe Tabelle 6).

Tacrolimus Bande B c D 2 E 3 F 4 G 5
V=1 Vf=1/3 | Vf=(1/3)" | Vf=(1/3)" | Vf=(1/3)" | Vf=(1/3)
B1 4858,24 | 6327,79 | 9790,57 | 12823,57 | 15904,02
0 ng/ml RSpB1 15338,71 | 11433,25 | 8414,01 | 5581,53 | 4153,98
Ilg (RSB1/p1) 0,4993 0,2569 -0,0658 | -0,3613 | -0,5830
B1 4747,89 | 7485,32 | 12086,96 | 14042,61 | 16953,00
10 ng/ml RSpB1 17989,11 | 16461,26 | 13890,03 | 8585,26 | 5922,00
Ilg (RSB1/p1) 0,5785 0,3423 0,0604 -0,2137 | -0,4568
B1 5517,50 | 8026,34 | 12488,48 | 16754,26 | 18757,45
50 ng/ml RSpB1 21356,00 | 18009,18 | 14929,75 | 10440,08 | 6861,29
Ilg (RSB1/p1) 0,5878 0,3510 0,0775 -0,2054 | -0,4368
B1 3899,22 | 5371,44 | 7785,22 | 11869,33 | 13857,74
100 ng/ml RSpB1 16414,00 | 12755,00 | 9635,30 | 7151,13 | 4836,49
Ilg (RSB1/p1) 0,6242 0,3756 0,0926 -0,2201 -0,4572

Tabelle 6: Gemessene Densitaten der TGF-B1-cDNA-Banden aus dem Versuch C721310. Die Densitat
der in Abbildung 9 dargestellten Banden der TGF-$1-cDNA (B1) und der TGF-p1-Referenz-Standard-
cDNA (RSB1) wurde mit der 1D Image Analysis Software bestimmt. Im Anschluss an die Messung wurde
vom Quotienten RSB1/p1 der Logarithmus zur Basis 10 (Ig) berechnet. Aufgrund zu geringer Bandintensi-
taten von TGF-B1-cDNA in Spalte B (Verdinnungsfaktor Vf der TGF-1-Referenz-Standard-cDNA = 1)
bei Inkubation ohne Tacrolimus und der TGF-f1-Referenz-Standard-cDNA in Spalte G (Vf = (1/3)5) bei
Inkubation mit 10, 50 und 100 ng/ml Tacrolimus konnte keine Messung mit der Software erfolgen, wes-
halb die entsprechenden Felder leer blieben.

95



3) Graphische Darstellung der Messergebnisse und Berechnung einer Regressionsge-
raden, deren Schnittpunkt mit der x-Achse (Verdunnungsfaktor der TGF-p1-Referenz-
Standard-cDNA) denjenigen Punkt darstellt, an dem die Menge an TGF-31-cDNA und
die Menge an TGF-p1-Referenz-Standard-cDNA im PCR-Ansatz gleich groR3 sein wur-
den (siehe Abbildung 10).

0 ng/ml Tacrolimus 10 ng/ml Tacrolimus
0,8 0,8
= 04 Y = 04 /
s / s /
Y 0,0 w w o 0,0 ; ; ‘
@ 25 ) 0,5 0,5 2 25 /15/ -0,5 0,5
D 04 D 04 @
0.8 - 0,8
g (Vf) lg (V)
50 ng/ml Tacrolimus 100 ng/ml Tacrolimus
0,8 0,8
= 04 / o 04
a / a
a 0,0 \ w w a 0,0 T T i
g -2,5 -1 -0,5 0,5 &) -2,5 ;i/ -0,5 0,5
9 '014 9 -0,4 ./
-0,8 - -0,8
g (V) lg (Vf)

Abbildung 10: Die vier Graphen entsprechen den vier eingesetzten Tacrolimus-Konzentrationen 0, 10,
50 und 100 ng/ml im Versuchsansatz. Der Verdinnungsfaktor (Vf) der TGF-p1-Referenz-Standard-cDNA
ist jeweils gegen den Quotienten aus der Densitat der TGF-p1-Referenz-Standard-cDNA-Bande (RSp1)
und der Densitat der TGF-p1-cDNA-Bande (1) aufgetragen. Da es in der PCR zu einer exponentiellen
Vervielfachung des Ausgangsproduktes kommt und die Verdinnung der TGF-B1-Referenz-Standard-
cDNA exponentiell erfolgte, sind beide logarithmisch aufgetragen. Die aus den Werten interpolierte Reg-
ressionsgerade schneidet die x-Achse an dem Punkt, an dem die Menge der aus der Versuchsprobe
gewonnenen TGF-B1-cDNA und die bekannte Menge der TGF-B1-Referenz-Standard-cDNA gleich sein
wirden.
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4) Angabe der Ergebnisse als Relation (R) der Menge an TGF-f1-mRNA in den Me-
sangiumzellen, die mit Tacrolimus inkubiert wurden und der Menge an TGF-1-mRNA

in den Mesangiumzellen, die ohne Tacrolimus inkubiert wurden (Tabelle 7).

5) Durchfuhrung der Schritte 1, 2 und 3 fur die Messung der GAPDH-mRNA. GAPDH
dient als Kontrollenzym, das von Zellen in konstanter Menge gebildet wird.

6) Fehlerkorrektur der Messergebnisse (R’) durch den jeweiligen GAPDH-Faktor
(Tabelle 7).

6.2.1.2  Ubersicht TGF-31-mRNA

Insgesamt wurde die TGF-f1-mRNA aus neun verschiedenen Versuchsansatzen be-
stimmt (Tabelle 7). Dabei wurden drei verschiedene Mesangiumzellkulturen ("A", "B"
und "C") eingesetzt. Die Inkubationszeit betrug 24, 48, 72 oder 96 Stunden.

Versuch MO M10 M50 M100 | R10 R50 R100|R10 R'50 R'100
noa2iog | GAPDH [0,087 0,081 0073 0073|093 084 084

TGF-B1 | 0,060 0,057 0,053 0,059 | 0,95 0,88 098 | 1,02 105 117
8242106 | GAPDH | 0,153 0,162 0,167 0,145 106 1,09 0,95

TGF-B1 | 0,045 0,043 0,059 0,049 | 0,96 1,31 1,09 | 0,90 1,20 115
8482206 | GAPDH | 0042 0051 0052 0053|121 124 1.26

TGF-p1 | 0,067 0,082 0,078 0,088 | 1,22 1,16 131|101 094 104
541107 | GAPDH | 0,066 0062 0,049 0050|094 074 076

TGF-p1 | 0,081 0,072 0068 0072|089 084 089|095 113 117
5723006 | GAPDH | 0122 0097 0,102 0,106 [ 080 084 0,87

TGF-p1 | 0,042 0,035 0,038 0,033|083 090 0,79 | 1,05 1,08 0,90
GAPDH | 0,283 0,257 0,251 0,299 | 0,91 0,89 1,06
TGF-p1 | 0,139 0,121 0,140 0,147 | 0,87 1,01 1,06 | 0,96 1,14 1,00
GAPDH | 0,091 0,105 0,109 0,109 | 1,15 1,20 1,20
TGF-g1 | 0,075 0,080 0,075 0,069 | 1,07 1,00 092|092 083 0,77
GAPDH | 0,098 0,107 0,116 0,116 | 1,09 1,18 1,18
TGF-p1 | 0,045 0,087 0,081 0,080 | 193 180 1,78 |1,77 1,52 1,50
GAPDH | 0,126 0,127 0,131 0,130 | 1,01 1,04 1,03
TGF-1 | 0,045 0,088 0,088 0,068 |19 19 151|194 1,88 1,46

B720707

B961306

C721310

C722010

Tabelle 7: TGF-p1-rT-PCR-Ergebnisse. In der ersten Spalte ist die Kodierung der neun durchgefiihrten
Mesangiumzellkultur-Versuche aufgefihrt. Nach Durchfihrung der rT-PCR mit anschlielRender elek-
trophoretischer Auftrennung und graphischer Darstellung wurden die Verdliinnungsfaktoren MO - M100 (in
Abhangigkeit der eingesetzten Tacrolimus-Konzentrationen 0, 10, 50 und 100 ng/ml) der Referenz-
Standard-cDNA fir TGF-g1 und GAPDH, bei denen die Menge an Referenz-Standard-cDNA und TGF-
B1-, bzw. GAPDH-cDNA aus der Versuchsprobe im PCR-Ansatz gleich sein wirde, berechnet. In den
Spalten R10 - R100 sind die errechneten Relationen Mx/MO fir TGF-$1 und GAPDH aufgefihrt. In den
Spalten R™10 - R™100 sind fur TGF-B1 die mit dem GAPDH-Quotienten korrigierten Relationen aufgefihrt.
GAPDH dient als Kontrollenzym, das von Zellen unabhangig in konstanter Menge gebildet wird.
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AusschlieBlich bei "C"- Mesangiumzellen kam es zu einer Zunahme der TGF-f1-
Expression nach 72-stundiger Inkubation mit Tacrolimus (Tabelle 7). Dabei war die
Hohe der Zunahme der TGF-f1-mRNA-Expression unabhangig von der eingesetzten
Tacrolimus-Konzentration. Statistisch signifikant (p < 0,05, ANOVA-Schatzung mit
nachfolgender Bonferroni-Testung) liel sich dies fur die Inkubation mit 10 und 50 ng/ml
Tacrolimus bestatigen (Abbildung 11). In allen anderen Versuchsansatzen mit anderen
Mesangiumzellkulturen ("A"+"B") kam es unabhangig von der Inkubationszeit und der
eingesetzten Tacrolimus-Konzentration zu keiner Zunahme der TGF-g1-mRNA-

Expression.
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Abbildung 11: TGF-g1-rT-PCR. Graphische Darstellung der Versuchsergebnisse der rT-PCR nach 72-
stindiger Inkubation von "C"-Mesangiumzellkulturen in Anwesenheit verschiedener Tacrolimus-
Konzentrationen. Abgebildet sind die Mittelwerte der mit dem GAPDH-Quotienten korrigierten Relationen
R" der Menge an TGF-$1-mRNA in den mit Tacrolimus inkubierten Mesangiumzellkulturen zur Menge an
TGF-B1-mRNA in den ohne Tacrolimus inkubierten Mesangiumzellen inklusive der einfachen Standard-
abweichung als Fehlerindikator. #: p < 0,05, ANOVA-Schatzung mit nachfolgender Bonferroni-Testung.
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6.2.2 Ubersicht TGF-B1-Protein im Zellkulturiiberstand

Die Mesangiumzellkulturen wurden mit verschiedenen Tacrolimus-Konzentrationen
uber unterschiedliche Zeitraume inkubiert. Nach Beendigung der Inkubationszeit wurde
der Kultur-Uberstand abgenommen und die TGF-B1-Protein-Konzentration mit Hilfe
eines ELISA gemessen. Jeder ELISA erfolgte zweimalig und jeweils im Zweifachansatz
mit nachfolgender Berechnung des Mittelwertes. In Tabelle 8 sind die Mittelwerte der
Versuchsergebnisse inklusive der Berechnungen von  Mittelwerten und
Standardabweichungen aus der Zusammenfassung mehrerer Versuche aufgefuhrt. In
frGheren Untersuchungen hat sich bei Inkubation mit Cyclosporin A unter sonst gleichen
Versuchsbedingungen eine maximale Zunahme der TGF-$1-mRNA-Expression nach
72 Stunden und eine maximale Zunahme des TGF-p1-Proteins im Kulturiberstand
nach 96 Stunden gezeigt (82). Da auch fur Tacrolimus eine Zunahme der TGF-p1-
MRNA-Expression nach 72 Stunden gezeigt werden konnte (6.2.1.2) und aufgrund der
noch notwendigen Translation ein um ca. 24 Stunden verzogerter Proteinanstieg zu
erwarten war, wurde fur die meisten Versuche ebenfalls eine Inkubationszeit von 96

Stunden gewahlt.
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Versuch TGF-B1 in pg/ml nach Stimulation mit x ng/ml Tacrolimus
x=0 x=10 x=50 x=100
) A721805 201,15 186,01 165,36 203,26
B723006 76,15 87,48 79,44 93,11
B720707 124,32 148,30 116,71 150,96
133,87 £ 63,04 | 140,60 = 49,72 | 120,50 = 43,09 | 149,11 = 55,10
1)) C721310 187,41 383,02 311,91 317,59
C722010 87,11 193,13 172,08 199,55
137,26 + 70,92 | 288,08 + 134,27 | 242,00 + 98,87 | 258,57 + 83,47
I  A961109 1283,94 1126,43 1059,40 1087,54
A961809 934,46 910,23 938,43 1015,07
A961806 951,63 782,23 691,19 690,08
A962012 365,02 424,45 431,58 455,83
B961306 748,50 725,56 606,74 731,16
B962706 242,34 258,56 287,39 223,97
754,31 + 391,31 | 704,58 = 317,53 | 669,12 = 293,72 | 700,61 = 327,64
V)  C962409 335,28 536,57 482,19 518,06
C960910 473,67 738,19 749,22 929,84
C961912 246,01 390,97 396,92 484,63
D960910 372,88 736,11 702,92 675,99
D961610 389,09 518,56 503,30 550,28
D962310 468,53 627,41 607,26 596,46
380,91 + 85,67 | 591,30 + 135,85 | 573,64 = 136,54 | 625,87 + 163,13

Tabelle 8: Ergebnisse der TGF-B1-ELISA-Messungen nach 72 und 96 Stunden. In der ersten Spalte ist
die Kodierung der 17 durchgefiihrten Mesangiumzellkultur-Versuche aufgefiihrt. In den anderen Spalten
finden sich die Messergebnisse der TGF-31-Protein-Konzentration nach Inkubation der Mesangiumzellen
mit verschiedenen Tacrolimus-Konzentrationen (0, 10, 50 und 100 ng/ml). Die Versuche wurden in vier
Gruppen I-IV zusammengefasst, da aufgrund der Erkenntnisse aus den Untersuchungen der TGF-B1-
mMRNA keine Erhéhung des TGF-B1-Proteins bei "A"- und "B"-Mesangiumzellen zu erwarten war (I: 72
Stunden Inkubationszeit, "A"- und "B"-Mesangiumzellen; II: 72 Stunden Inkubationszeit, "C"-
Mesangiumzellen; Ill: 96 Stunden Inkubationszeit, "A"- und "B"-Mesangiumzellen; IV: 96 Stunden Inkuba-
tionszeit, "C"- und "D"-Mesangiumzellen). Bei anzunehmender annadhernder Normalverteilung des TGF-
B1-Proteins wurde in den vier Gruppen jeweils der Mittelwert mit zugehdriger Standardabweichung be-
rechnet.

Ausschliel3lich in der Gruppe der "C"- und "D"- Mesangiumzellen kam es zu einer
Zunahme der TGF-B1-Protein-Produktion nach Inkubation mit Tacrolimus (Tabelle 8).
Statistisch signifikant (p < 0,05, Mann-Whitney-U-Test) lie3 sich dies fur die Inkubation
uber 96 Stunden mit 10, 50 und 100 ng/ml Tacrolimus bestatigen. Dabei war die Hohe
der Zunahme unabhangig von der eingesetzten Tacrolimus-Konzentration. Fur die
Inkubation Uber 72 Stunden erreichte die zu beobachtende Zunahme keine statistische
(Abbildung 12). anderen

Signifikanz In allen anderen Versuchsansatzen mit
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Mesangiumzellkulturen ("A" und "B") kam es zu keiner Zunahme der TGF-1-Protein-

Produktion.
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Abbildung 12: TGF-B1-ELISA. Mittelwerte der gemessenen TGF-B1-Protein-Konzentrationen mit den
zugehdrigen einfachen Standardabweichungen als Fehlerindikator. Die blauen Saulen zeigen die Mittel-
werte der "C"- Mesangiumzellen nach 72stiindiger Inkubation mit 0, 10, 50 und 100 ng/ml Tacrolimus. Die
griinen Saulen zeigen die Mittelwerte der Gruppe der "C"- und "D"- Mesangiumzellen nach 96stiindiger
Inkubation mit 0, 10, 50 und 100 ng/ml Tacrolimus (#: p < 0,05; ##: p < 0,01; Mann-Whitney-U-Test).

6.3 Wirkung von Tacrolimus auf die Expression von TBRI und TRRII

6.3.1 Ubersicht TBRI- und TRRII-mRNA

Mesangiumzellen wurden mit verschiedenen Konzentrationen Tacrolimus (0, 10, 50 und
100 ng/ml) Uber unterschiedliche Zeitintervalle (24, 48, 72 und 96 Stunden) kultiviert.
Anschliellend erfolgten die Isolierung der RNA und die Bestimmung des Gehaltes an
TBRI- und TRRII-MRNA mit der kompetitiven rT-PCR. Die Versuchsergebnisse (Tabelle
9) wurden als Relation der Menge an TBRI- bzw. TBRII-mRNA in der mit Tacrolimus
inkubierten Probe zur Menge an TBRI- bzw. TBRII-mRNA in der ohne Tacrolimus inku-

bierten Probe angegeben (siehe 6.2.1.1).
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Versuch MO M10 M50 M100 | R10 R50 R100| R10 R’'50 R’100
GAPDH | 0,087 0,081 0,073 0,073 | 0,93 0,84 0,84
A242108 | TpRI | 0,039 0,031 0,031 0,032 | 0,79 0,79 082|085 095 0,98

TBRII | 0,037 0,034 0,036 0,040 | 092 097 108|099 1,16 1,29
GAPDH | 0,153 0,162 0,167 0,145 | 1,06 1,09 0,95
B242106 | TBRI | 0,027 0,031 0,034 0,029 1,15 126 107|108 1,15 1,13

TpRII | 0,029 0,031 0,038 0,047 | 1,07 131 162|101 120 1,71
GAPDH | 0,042 0,051 0,052 0,053 | 1,21 1,24 1,26
B482206 | TBRI | 0,066 0,056 0,056 0,046 085 085 0,70|0,70 069 0,55

TpRII | 0,700 0,074 0,089 0,078 | 0,74 089 078|061 0,72 0,62
GAPDH | 0,066 0,062 0,049 0,050 | 0,94 0,74 0,76
B481107 | TBRI | 0,029 0,023 0,015 0,023 | 0,79 0,52 0,79 |084 0,70 1,05

TpRII | 0,069 0,063 0,061 0,062 | 091 088 090|097 119 1,19
GAPDH | 0,122 0,097 0,102 0,106 | 0,80 0,84 0,87
B723006 | TBRI | 0,037 0,033 0,033 0,033 | 0,89 089 089|112 1,07 1,03

TpRII | 0,039 0,038 0,040 0,040 | 097 1,03 103|123 123 1,18
GAPDH | 0,283 0,257 0,251 0,299 | 0,91 0,89 1,06
B720707 | TBRI | 0,069 0,059 0,074 0,078 | 0,86 1,07 113|094 121 1,07

TpRII | 0,220 0,168 0,190 0,210 | 0,76 0,86 095|084 0,97 0,90
GAPDH | 0,091 0,105 0,109 0,109 | 1,15 1,20 1,20
B961306 | TBRI | 0,059 0,059 0,056 0,055 1,00 095 093|087 0,79 0,78

TpRII | 0,090 0,077 0,111 0,090 | 0,86 1,23 1,00| 0,74 1,03 0,83
GAPDH | 0,098 0,107 0,116 0,116 | 1,09 1,18 1,18
C721310 | TpRI | 0,088 0,071 0,094 0,076 | 081 1,07 086|074 090 0,73

TpRII | 0,080 0,117 0,113 0,124 | 1,46 141 155|134 119 1,31
GAPDH | 0,126 0,127 0,131 0,130 | 1,01 1,04 1,03
C722010 | TPRI | 0,052 0,057 0,069 0,064 | 1,10 133 123|109 128 1,19
TBRII | 0,084 0,099 0,095 0,100 | 1,18 1,13 119|117 1,09 1,15

Tabelle 9: Ergebnistbersicht TBRI- und TRRII-rT-PCR. In der ersten Spalte ist die Kodierung der neun
durchgefiihrten Mesangiumzellkultur-Versuche aufgefihrt. Nach Durchfihrung der rT-PCR mit anschlie-
Render elektrophoretischer Auftrennung und graphischer Darstellung wurden die Verdinnungsfaktoren
MO - M100 (in Abhangigkeit der eingesetzten Tacrolimus-Konzentrationen 0, 10, 50 und 100 ng/ml) der
Referenz-Standard-cDNA fir TBRI, TBRIlI und GAPDH, bei denen die Menge an Referenz-Standard-
cDNA und TBRI-, bzw. TBRIIl-, bzw. GAPDH-cDNA aus der Versuchsprobe im PCR-Ansatz gleich sein
wirde, berechnet. In den Spalten R10 - R100 sind die errechneten Relationen Mx/MO fir TBRI, TARII und
GAPDH aufgefihrt. In den Spalten R"10 - R"100 sind fur TBRI und TBRII die mit dem GAPDH-Quotienten
korrigierten Relationen aufgefiihrt. GAPDH dient als Kontrollenzym, das von Zellen unabhangig in kon-
stanter Menge gebildet wird.

Eine Anderung der TPRI- oder der TRRII-mRNA-Expression in Mesangiumzellen, die
mit Tacrolimus inkubierten wurden, lie} sich nicht nachweisen. In Abbildung 13 ist die
TPRI- und TPRII-MRNA-Expression von "C"-Mesangiumzellen nach 72stundiger Inku-
bation mit Tacrolimus dargestellt. Zu diesem Zeitpunkt wurde bei diesen Mesangiumzel-
len ("C") eine erhohte TGF-p1-mRNA-Expression (siehe Abschnitt 6.2.1.2) beobachtet.

Auch in dieser Sub-Gruppe zeigte sich jedoch keine statistisch signifikante Anderung
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der TPRI- und TPRI-MmRNA-Expression nach Inkubation mit Tacrolimus (ANOVA-

Schatzung mit nachfolgender Bonferroni-Testung).

TBR-mMRNA (Relation R")

10 50 100
Tacrolimus-Konzentration (ng/ml)

ETRRI ETRRII

Abbildung 13: TBR-rT-PCR nach 72-stiindiger Inkubation von "C"-Mesangiumzellkulturen in Anwesen-
heit verschiedener Tacrolimus-Konzentrationen. Abgebildet sind die Mittelwerte der mit dem GAPDH-
Quotienten korrigierten Relationen R” der Menge an TBRI-mRNA (bzw. TBRII-mRNA) in den mit Tacroli-
mus inkubierten Mesangiumzellkulturen zur Menge an TRRI-mRNA (TBRII-mRNA) in den ohne Tacroli-
mus inkubierten Mesangiumzellen inklusive der einfachen Standardabweichung als Fehlerindikator. Eine
statistisch signifikante Zunahme (ANOVA-Schatzung mit nachfolgender Bonferroni-Testung) lieR sich
nicht nachweisen.

6.3.2 Ubersicht TBRI- und TBRII-Protein in der Mesangiumzelle

Mesangiumzellkulturen wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen Tacrolimus Uber
96 Stunden inkubiert. Nach Beendigung der Versuchszeit erfolgte die Messung der Pro-
teine TPRI und TPRII in den Zellen mittels Western Blot. Die anschlieRende Chemilumi-
neszenz-Reaktion wurde mit mindestens zwei verschiedenen Belichtungszeiten fest-
gehalten, so dass nach densitometrischer Messung der Bandintensitaten die Bestim-
mung eines Mittelwertes erfolgen konnte. Die Versuchsergebnisse wurden als Relation
der Menge an TBRI- bzw. TBRII-Protein in den mit Tacrolimus inkubierten Mesangium-
zellen zur Menge an TBRI- bzw. TRRII-Protein in den ohne Tacrolimus inkubierten Me-
sangiumzellen angegeben (Tabelle 10). Als Inkubationszeit wurde 96 Stunden gewahlt,
da sich in friheren Untersuchungen bei Inkubation mit Cyclosporin A und sonst glei-
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chen Versuchsbedingungen zu diesem Zeitpunkt eine signifikante Zunahme sowohl des
TPRI- als auch des TpRII-Proteins in den Mesangiumzellen gezeigt hat (82).

A) TBRI
Versuch DO D10 D50 D100 R10 R50 R100
A961109 18.463 18.297 17.560 18.502 0,99 0,95 1,00
A961809 10.082 8.406 8.185 9.254 0,83 0,81 0,92
C962409 11.720 11.091 9.971 12.837 0,95 0,85 1,10
C960910 15.905 16.635 15.509 15.179 1,05 0,98 0,95
D960910 9.186 7.198 8.233 8.348 0,78 0,90 0,91

B) TRRII
Versuch DO D10 D50 D100 R10 R50 R100
A961109 4.201 4.312 4777 4770 1,03 1,14 1,14
A961809 40.584 38.702 33.888 40.586 0,95 0,84 1,00
C961912 76.783 72.196 70.810 66.383 0,94 0,92 0,86
C962409 81.375 89.134 104.836 1,10 1,29
D962310 81.388 86.893 81.115 64.622 1,07 1,00 0,79

Tabelle 10: TBR-Westernblot. Ergebnisse der TBRI- und TB-RIl-Protein-Messungen in den Mesangium-
zellen nach 96 Stunden Inkubation. In der ersten Spalte ist die Kodierung der zehn durchgefiihrten Me-
sangiumzellkultur-Versuche aufgefiihrt. In der mittleren Spalte sind die Absolutwerte der densitometri-
schen Messungen DO, D10, D50 und D100 (nach Mittelwertbildung) dargestellt. In der rechten Spalte
finden sich die Relationen der Absolutwerte (R10, R50 und R100: Inkubation mit 10, 50 oder 100 ng/ml
Tacrolimus / Inkubation ohne Tacrolimus). Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen
Gruppen lieBen sich nicht nachweisen (ANOVA-Schatzung mit nachfolgender Bonferroni-Testung). Im
Versuch C962409 gab es bei der Messung von T@RIl nach Inkubation mit 50 ng/ml Tacrolimus mittels
Western Blot einen technischen Fehler, so dass keine Auswertung erfolgen konnte.

Eine Zunahme der Proteine TBRI und TBRII in Mesangiumzellen, die mit Tacrolimus
inkubiert wurden, lie® sich nicht nachweisen. In Abbildung 14 ist exemplarisch die Men-
ge an TPRI- und TPRRII-Protein von "C"- und "D"-Mesangiumzellen nach 96stundiger
Inkubation mit Tacrolimus dargestellt. Zu diesem Zeitpunkt wurde bei "C"-
Mesangiumzellen eine Zunahme von TGFp1 im Zellkulturiberstand nachgewiesen (sie-
he Abschnitt 6.2.2). Auch in dieser Sub-Gruppe zeigte sich jedoch keine statistisch sig-
nifikante Anderung des TPRI- und TRRII-Proteins in Mesangiumzellen nach Inkubation

mit Tacrolimus (ANOVA-Schatzung mit nachfolgender Bonferroni-Testung).
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Abbildung 14: TgR-Westernblot. Graphische Darstellung der Mittelwerte der Relationen der TgRI- und
TBRII-Proteinkonzentrationen (mit x ng/ml Tacrolimus inkubierte Zellen / ohne Tacrolimus inkubierte Zel-
len) in den "C"- und "D"-Mesangiumzellen mit den zugehorigen einfachen Standardabweichungen als
Fehlerindikator. Die blauen Saulen zeigen die Mittelwerte von TBRI nach 96stiindiger Inkubation mit O,
10, 50 und 100 ng/ml Tacrolimus. Die griinen Saulen zeigen die Mittelwerte von TBRIl nach 96stiindiger
Inkubation mit 0, 10, 50 und 100 ng/ml Tacrolimus. Ein statistisch signifikanter Unterschied in den Grup-
pen zeigte sich nicht (ANOVA-Schatzung mit nachfolgender Bonferroni-Testung).
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6.4 Unterschiede in der TGF-B1-Synthese

In den Versuchen zeigte sich ein auffallig differierendes Ansprechen der Mesangium-
zellkulturen, die von unterschiedlichen Sprague-Dawley-Ratten gewonnenen worden
waren, auf die Inkubation mit Tacrolimus. Deshalb wurde eine statistische Untersu-
chung durchgefuhrt, in der die Ergebnisse der Gruppe der "A"- und "B"-Zellkulturen mit
den Ergebnissen der "C"- und "D"-Zellkulturen bezlglich der TGF-p1-Produktion auf

mRNA-Ebene und auf Proteinebene verglichen wurden.
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Abbildung 15: TGF-$1-rT-PCR. Vergleich der Mittelwerte der mit dem GAPDH-Quotienten korrigierten
Relationen R” der Menge an TGF-31-mRNA in den mit Tacrolimus inkubierten Mesangiumzellkulturen zur
Menge an TGF-p1-mRNA in den ohne Tacrolimus inkubierten Mesangiumzellen inklusive der einfachen
Standardabweichung als Fehlerindikator in der Gruppe der "B"-Mesangiumzellen mit der Gruppe der "C"-
Mesangiumzellen im 72 Stunden-Versuch nach Inkubation mit 10, 50 oder 100 ng/ml Tacrolimus
(zugrunde liegende Messwerte in Tabelle 7). Ein statistisch signifikanter Unterschied (ANOVA-Schatzung
mit nachfolgender Bonferroni-Testung) lie3 sich nicht nachweisen.

Nach 72 Stunden Inkubation mit Tacrolimus wurden keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Gruppen in Bezug auf die TGF-f1-mRNA-Produktion gefunden
(Abbildung 15).
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Abbildung 16: TGF-$1-ELISA. Vergleich der Mittelwerte der normierten TGF-B1-Konzentrationen (TGF-
B1°) der Gruppe der "A"- und "B"-Mesangiumzellen mit "C"-Mesangiumzellen nach 72stindiger Inkubati-
on (zugrunde liegende Messwerte in Tabelle 8). B) Vergleich der Mittelwerte der normierten TGF-$1-
Konzentrationen (TGF-B1°) der Gruppe der "A"- und "B"-Mesangiumzellen mit "C"- und "D"-
Mesangiumzellen nach 96stlindiger Inkubation (zugrunde liegende Messwerte in Tabelle 8). ##: p < 0,01;
Mann-Whitney-U-Test.

Auf Proteinebene waren die Unterschiede in der TGF-p1-Produktion zwischen den
Gruppen nach 72 Stunden statistisch nicht signifikant. Nach 96 Stunden Inkubationszeit
zeigten sich dagegen signifikante Unterschiede nach Stimulation mit Tacrolimus

(Abbildung 16).
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7 Diskussion

71 Zellkulturversuche

Im Verlauf der durchgefuhrten Zellkulturversuche zeigte sich ein unterschiedliches An-
sprechen der verschiedenen Mesangiumzellkulturen auf die Inkubation mit Tacrolimus,
weshalb an dieser Stelle eine kritische Bewertung der Methode erfolgt.

Die Versuche erfolgten mit verschiedenen Mesangiumzellkulturen, die zu unterschied-
lichen Zeitpunkten aus Nieren von Sprague-Dawley-Ratten isoliert wurden. Die Isolie-
rung der Mesangiumzellen ist eine seit Jahren etablierte, mehrfach beschriebene und
veroffentlichte Methode [85, 86, 94]. Im Verlauf der Zellkulturpassagierungen erfolgten
regelmaiige morphologische Beurteilungen der Zellen. Die Beurteilung der Zellen er-
folgte parallel durch Frau Dr. Kerstin Dell, die eine langjahrige Erfahrung im Arbeiten mit
Mesangiumzellkulturen besitzt [82]. Bei dem geringsten Anhalt fur das Auftreten von
Veranderungen der Zellen oder dem Vorhandensein anderer Zellen wurde die Kultivie-
rung der Mesangiumzellen abgebrochen.

Insgesamt ist somit ein methodischer Fehler unwahrscheinlich, womit von einem echten
Effekt ausgegangen werden muss, der in 7.4 diskutiert wird. Zunachst soll aber auf die
Versuche mit denjenigen Mesangiumzellen eingegangen werden, bei denen sich eine
signifikante Anderung der TGF-B1-Synthese nach Inkubation mit Tacrolimus nachwei-
sen liel3 (7.2 und 7.3).

7.2 Wirkung von Tacrolimus auf die TGF-B1-Synthese

Sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene zeigte sich eine gesteigerte TGF-31-
Synthese nach Inkubation der Mesangiumzellen mit Tacrolimus. Die Tatsache, dass der
Effekt auf mMRNA-Ebene bei einer Konzentration von 100 ng/ml nicht signifikant war, ist
vermutlich darauf zurickzufuhren, dass die Zunahme der TGF-B1-Synthese in Relation
zur Anzahl der Versuche zu gering war. Somit wurde gezeigt, dass zumindest ein Tell
der systemisch [95] und in der Niere [83, 96] nachgewiesenen Erhohung von TGF-31
unter immunsuppressiver Therapie mit Tacrolimus durch eine gesteigerte Synthese von
TGF-B1 in Mesangiumzellen erklart werden kann.

Eine Dosisabhangigkeit konnte in dieser Arbeit nicht gezeigt werden. Die Ursache hier-

fur ist vermutlich eine bereits bei einer Konzentration von 10 ng/ml bestehende maxima-
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le Wirkung von Tacrolimus auf Mesangiumzellen. Tacrolimus liegt in vivo zu 95 % an
Erythrozyten gebunden vor. Da nur die freie Fraktion von Tacrolimus im Plasma phar-
makologisch aktiv ist, hatten die eingesetzten Tacrolimus-Konzentrationen retrospektiv
niedriger gewahlt werden mussen. So wurden in nachfolgenden Arbeiten zum profibro-
tischen Effekt von Tacrolimus auf Mesangiumzellen vergleichsweise niedrigere Tacroli-

mus-Konzentrationen (0,8 bis 8 ng/ml) gewanhlt [97].

7.3 Wirkung von Tacrolimus auf die Expression von TBRI und TRRII

Weder auf mRNA- noch auf Proteinebene zeigte sich nach Inkubation mit Tacrolimus
eine erhohte Expression der beiden Rezeptoren TRRI und TBRIl in Mesangiumzellen.
Daraus lasst sich folgern, dass die Wirkung von TGF-B1 an der Mesangiumzelle nicht
durch eine erhohte Expression der Zielrezeptoren potenziert wird.

Auf der anderen Seite fanden Bing et al. bei Untersuchungen von Ratten, die mit Tacro-
limus behandelt worden waren, eine vermehrte renale Expression von TERI und TBRII
mittels in situ-Hybridisierung und Immunhistochemie [96]. Dabei wurde allerdings nicht
darauf eingegangen von welchen Zellen die Rezeptoren exprimiert wurden. Die ver-
mehrte renale Expression von TRRI und TBRII in vivo kdnnte somit entweder durch an-
dere Zellen verursacht sein oder durch in vivo-Interaktionen, die in der isolierten Me-

sangiumzellkultur nicht abgebildet werden konnen.

74 Unterschiedliches Ansprechen von Mesangiumzellen auf Tacrolimus

In den Versuchen zeigte sich ein unterschiedliches Ansprechen der Mesangiumzellen
auf die Inkubation mit Tacrolimus. Da die Mesangiumzellkulturen aus verschiedenen
Sprague-Dawley-Ratten zu unterschiedlichen Zeitpunkten isoliert worden waren, liegt
die Vermutung nahe, dass genetische Faktoren ursachlich fur das unterschiedliche An-
sprechen waren.

Zahlreiche Forschungsgruppen befassen sich aktuell mit der Suche nach genetischen
Risikofaktoren fur die Entwicklung von chronischen Nierenerkrankungen im Allgemei-
nen und fur die Entwicklung einer chronischen Transplantatschadigung im Besonderen.
Aufgrund der wichtigen Rolle von TGF-B1 bei der Entwicklung von Fibrosevorgangen
haben Awad et al. die genetische Regulation von TGF-31 untersucht [98]. Sie identifi-
zierten funf Polymorphismen im TGF-31-Gen, zwei in der Promotorregion, eine in einer

nicht-translatierten Region und zwei in der Signalsequenz (Kodon 10 und Kodon 25).
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Bei der anschlielienden Untersuchung von Leukozyten-Kulturen von gesunden Proban-
den mit Polymorphismen im Kodon 25 zeigten sich signifikante Unterschiede in der
TGF-p1-Produktion. Zudem waren Polymorphismen im Kodon 25 mit der Ausbildung
einer Lungenfibrose vor und nach Lungentransplantation und Polymorphismen im Ko-
don 10 mit der Auspragung einer Lungenfibrose vor Transplantation assoziiert [98].
Nach der Entdeckung der verschiedenen TGF-f1-Polymorphismen erfolgten zahlreiche
Untersuchungen mit der Fragestellung, ob der TGF-f1-Genotyp ein unabhangiger Risi-
kofaktor fur die Entwicklung einer chronischen Nierenschadigung ist, nicht zuletzt vor
dem Hintergrund einer immunsuppressiven Erhaltungstherapie mit Calcineurin-
Inhibitoren.

Van de Wetering et al. untersuchten 465 Patienten, die zwischen 1984 und 2005 eine
Herztransplantation erhalten hatten. Alle Patienten wurden mit einer Calcineurininhibi-
tor-basierten immunsuppressiven Erhaltungstherapie behandelt. Es zeigte sich, dass
Patienten mit einem bestimmten Polymorphismus im Kodon 10 (Leu — Pro) und im Ko-
don 25 (Arg — Pro) signifikant haufiger bzw. friher ein chronisches Nierenversagen
entwickelten [99]. Baan et al. untersuchten 168 Patienten, die ebenfalls eine Herztrans-
plantation erhalten hatten und anschlielend mit Cyclosporin A behandelt wurden. Sie
wiesen nach, dass Patienten mit einem Polymorphismus im Kodon 10 (Leu — Pro) sig-
nifikant haufiger eine hohergradige Niereninsuffizienz (definiert durch einen Kreatinin-
wert grofder 250 umol/l) entwickelten [100].

Mytilineos et al. untersuchten Blutproben von 2298 Patienten nach Erstnierentransplan-
tation und 1901 Patienten nach Retransplantation im Hinblick auf TGF-p1-
Polymorphismen im Kodon 10 und 25. Dabei zeigte sich kein Unterschied im Langzeit-
Transplantatiberleben zwischen den verschiedenen Genotypen [101]. In einer Meta-
analyse von Thakkinstian et al., die den Zusammenhang zwischen Polymorphismen im
TGF-p1-Gen und dem Outcome nach Nierentransplantation (chronische Transplantat-
schadigung, Transplantatversagen, Rejektion) untersuchte, zeigten sich ebenfalls keine
statistisch signifikanten Unterschiede [102].

Die dargestellten Studien zur Rolle von Polymorphismen im TGF-$1-Gen bei der Ent-
wicklung einer chronischen Transplantatschadigung zeigen somit differierende Ergeb-
nisse. Die Tatsache, dass TGF-p1 einerseits immunsuppressive Eigenschaften besitzt,
andererseits aber durch seine profibrotischen Effekte wesentlich zur chronischen

Transplantatschadigung beitragen kann, ist zumindest teilweise eine Erklarung fur diese
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widerspruchlichen Beobachtungen. Zudem wurden die genetischen Untersuchungen
ausschlieBlich bei den Empfangern durchgefuhrt. Die gemachten Beobachtungen und
die daraus resultierenden Ergebnisse sollten dazu fuhren, dass bei zukunftigen Unter-
suchungen sowohl Spender als auch Empfanger auf genetische Polymorphismen un-
tersucht werden. Daraus resultieren konnte eine weitere Individualisierung der immun-
suppressiven Therapiestrategie.

FuUr die Interpretation der in dieser Arbeit gefundenen Unterschiede zwischen den Me-
sangiumzellkulturen bzgl. der Produktion von TGF-f1 ist die Kenntnis von relevanten
Polymorphismen im TGF-$1-Gen entscheidend. Um einen moglichen Zusammenhang
zwischen Polymorphismen im TGF-p1-Gen und der Produktion von TGF-1 nachzuwei-
sen, mussen Versuche mit Mesangiumzellkulturen, deren Polymorphismen im TGF-p1-

Gen bekannt sind, durchgefuhrt werden.

7.5 Vergleich mit Cyclosporin A

Seit der Einfuhrung von Tacrolimus wurden zahlreiche Untersuchungen an Zellkulturen
und Nierenbiopsien sowie klinische Studien durchgefuhrt, die insbesondere den Ver-
gleich mit Cyclosporin A betrafen. Aufgrund der bekannten profibrotischen Wirkung von
TGF-p1 erfolgten insbesondere experimentelle Vergleiche der Wirkung von Cyclosporin
A und Tacrolimus auf die Regulation von TGF-$1 und seiner Rezeptoren TBRI und
TBRII. Mohamed et al. zeigten mittels Immunhistochemie an humanen Transplantatnie-
ren-Biopsien, dass unter Therapie mit Cyclosporin A signifikant mehr TGF-1 exprimiert
wird als unter Therapie mit Tacrolimus [103]. Esposito et al. inkubierten humane Glo-
meruli mit Tacrolimus oder Cyclosporin A. Dabei konnten sie auf mMRNA-Ebene zeigen,
dass es unter Inkubation mit Cyclosporin A im Gegensatz zu Tacrolimus zu einer ge-
steigerten Expression von TGF-$1 kommt [104]. Bicknell et al. fanden dagegen keinen
Unterschied in der TGF-f1-mRNA-Expression zwischen Nierenbiopsien von Patienten,
die mit Tacrolimus oder Cyclosporin A behandelt worden waren [105].

Waiser et al. zeigten am Zellkulturmodell, dass es nach Inkubation von
Mesangiumzellen mit Cyclosporin A zu einer gesteigerten Expression der Rezeptoren
TBRI und TRRII kommt [82]. Passend zu der in Kapitel 6.3 gezeigten fehlenden
Zunahme der Expression von TRRI und TBRII in Mesangiumzellen nach Inkubation mit
Tacrolimus zeigten Baan et al., dass es nach Therapiewechsel von Cyclosporin A auf

Tacrolimus zu einer signifikanten Senkung der Expression von TBRI in peripheren
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Lymphozyten und Monozyten kommt [106]. Bing et al. behandelten Sprague-Dawley-
Ratten 35 Tage mit Tacrolimus oder Cyclosporin A und untersuchten anschliel3end
semiquantitativ die Expression von TBRI und TBRIl im Nierengewebe. Zwar fand sich
auch nach Tacrolimus-Behandlung eine vermehrte Expression von TBRI und TBRII,
allerdings war diese signifikant niedriger als nach Behandlung mit Cyclosporin A [96].
Zusammenfassend kann aufgrund der Datenlage vermutet werden, dass unter Therapie
mit Cyclosporin A TGF-p1 und seine Rezeptoren TBRI und TRRII in der Niere starker
exprimiert werden als unter Therapie mit Tacrolimus. Ob sich dieser Unterschied in ei-
nem besseren Transplantatuberleben widerspiegelt, wurde in vielen klinischen Studien
untersucht.

Webster et al. fuhrten 2005 eine Metaanalyse mit 30 Studien und 4102 eingeschlosse-
nen Patienten durch [107]. Dabei zeigte Tacrolimus in Bezug auf das Auftreten akuter
und steroidrefraktarer Rejektionen nach einem Jahr einen signifikanten Vorteil gegen-
uber Cyclosporin A. Auch in Bezug auf das Transplantatuberleben (zensiert fur "Tod mit
funktionierendem Transplantat") und das Auftreten einer chronischen Transplantat-
schadigung war Tacrolimus Uberlegen (Beobachtungszeitraum der untersuchten Stu-
dien: 3 Monate bis 5 Jahre). Andererseits fand sich unter Therapie mit Tacrolimus ein
signifikant haufigeres Auftreten von Diabetes mellitus sowie gastrointestinalen und neu-
rologischen Nebenwirkungen [107].

In der Folge veroffentlichten Shihab et al. eine Studie mit 197 nierentransplantierten
Patienten, deren immunsuppressive Erhaltungstherapie zu Studienbeginn auf Cyc-
losporin A basierte [108]. Bei zwei Drittel der Patienten wurde die Therapie von Cyc-
losporin A auf Tacrolimus umgestellt, wahrend das andere Drittel weiter Cyclosporin A
erhielt. Ausschlusskriterium war der histologische Nachweis einer moderaten oder
schweren akuten Rejektion wahrend der letzten sechs Monate. Die Patienten unter
Therapie mit Tacrolimus wiesen signifikant niedrigere Kreatininspiegel, ein signifikant
selteneres Auftreten von Hyperlipidamien und signifikant niedrigere Raten von kardialen
Ereignissen auf. Im eigentlichen Endpunkt, namlich der 5-Jahres-Transplantat-
Uberlebensrate, zeigten sich jedoch keine signifikanten Unterschiede [108]. Jevnikar et
al. fuhrten eine ahnliche Studie mit 106 Patienten durch, die ebenfalls keinen Unter-
schied im 5-Jahres-Transplantat-Uberleben zwischen der Cyclosporin A-basierten und
der Tacrolimus-basierten Therapie erbrachte [109].
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Opelz und Dohler untersuchten retrospektiv Daten von 51.303 Patienten, die zwischen
1998 und 2007 in Europa, Nordamerika oder in Australien transplantiert worden waren.
Dabei zeigten sich bei den mit Tacrolimus behandelten Patienten zwar niedrigere Krea-
tininspiegel im Vergleich zu den mit Cyclosporin A behandelten Patienten, erneut aber
fand sich kein Unterschied im 5-Jahres-Transplantat-Uberleben [110].

Der zwischenzeitlich vermutete Therapievorteil von Tacrolimus gegenuber Cyclosporin
A in Bezug auf das Langzeit-Transplantatiberleben kann somit aufgrund der bestehen-
den Datenlage nicht bestatigt werden. Allerdings konnten die signifikant niedrigeren
Kreatininspiegel ein Hinweis daflr sein, dass sich die fibrotischen Umbauvorgange in
der Niere erst bei langeren Beobachtungszeitraumen auf das Transplantatiberleben
auswirken. Deshalb mussen die Ergebnisse von Studien mit noch langeren Nachbeo-

bachtungszeitraumen abgewartet werden.
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8 Abkurzungsverzeichnis

Abkiirzung

ACE

ADAMs

Ag

ALK
ANOVA
APD
APS
ATP
Arg
Banff
BCA
BMPs

bp
C4d
CAl
CAN

CAPD
CD

cDNA

CM

CN

CNI

CO,
Co-SMAD

Bedeutung

Angiotensin-konvertierendes Enzym (englisch: angiotensin converting
enzyme)

Bezeichnung einer Genfamilie von Metalloproteinasen (engl.: a disin-
tigrin and metalloproteinase)

Antigen

Aktivin-Rezeptor-ahnliche Kinase (engl.: activin receptor-like kinase)
einfaktorielle Varianzanalyse (engl.: analysis of variance)

automatische Peritonealdialyse

Ammoniumpersulfat

Adenosintriphosphat

Arginin

Ort in der kanadischen Provinz Alberta

Bicinchoninsaure (engl.: bicinchoninic acid)

knochenmorphogenetische Proteine (engl.: bone morphogenetic prote-
ins)

Basenpaar

Komplementspaltprodukt

chronische Transplantatschadigung (engl.: chronic allograft injury)
chronische Transplantatnephropathie (engl.: chronic allograft nephro-
pathy)

kontinuierlich ambulante Peritonealdialyse

Gruppen immunphanotypischer Oberflachenmerkmale von Zellen
(engl.: cluster of differentiation)

Komplementar-DNA

Calmodulin

Calcineurin

Calcineurininhibitor

Kohlendioxid

kooperative SMAD-Proteine
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CRAC

cRNA
CTP

CyA

Cyp

DBS

DAG
DEPC-H,0
DMEM

DNA
dNTP
DSO
DTT
ECL
ECM
EDTA
ELISA

EMT
ER
FCS
FK
FKBP
GAPDH
GFR
GMP
GTP
HCI
HD
HDF
HEPES
HF

Kalzium-abhangige Kalziumkanale (engl.: Ca?* release activated Ca*
channel)

Komplementar-RNA

Cytosintriphosphat

Cyclosporin A

Cyclophilin

lipidfreies Rinderserum (engl.: delipidized bovine serum)
Diacylglycerol

mit Diethylpyrocarbonat vorbehandeltes Wasser
Dulbecco's Modifizierte Medien (engl.: Dulbecco's modified eagle's me-
dium)

Desoxyribonukleinsaure
Desoxyribonukleosidtriphosphat

Deutsche Stiftung Organtransplantation

Dithiothreitol

Elektrochemilumineszenz

extrazellulare Matrix

Ethylendiamin-Tetraessigsaure

antikorperbasiertes Nachweisverfahren (engl.: enzyme linked immuno-
sorbent assay)

epithelial-mesenchymale Transformation
endoplasmatisches Retikulum

fetales Kalberserum (engl. Fetal Calf Serum)

Fermentek Katalog

FK 506-bindendes Protein

Glyceraldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase

Glomerulare Filtrationsrate

Guanosinmonophosphat

Guanosintriphosphat

Salzsaure

Hamodialyse

Hamodiafiltration
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-Piperazinyl)-Ethansulfonsaure

Hamofiltration
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HLA
HPLC

HRP
HST
IL-2
INF-y
IP3
I-SMAD
K
K/DOQ
K*t/Vust
LAP
Leu

g

LLC
LTBP
M-Il
Mann-
Whitney-U
MAD

MgCl,
MH1/MH2
MMF
MPA
mTOR

mRNA
MULV
MW
NaCl
NaOH

humanes Leukozytenantigen
Hochleistungsflussigkeitschromatographie (engl.: high-performance
liquid chromatography)

Meerrettichperoxidase (engl.: horseradish peroxidase)

Harnstoff

Interleukin 2

Interferon Gamma

Inositol-1,4,5-Triphosphat

inhibitorische SMAD-Proteine

Clearance

Kidney Dialysis Outcomes Quality Initiative

Harnstoff-Clearance

Pradomane von TGF-f (engl.: latency associated protein)

Leucin

Logarithmus zur Basis 10

grofRer latenter TGF-B1-Komplex (engl.: large latent complex)
latentes TGF-B-Bindungsprotein (engl.: latent TGF-f binding protein)
Metabolit von Tacrolimus

Rangsummenparameter beim Mann-Whitney-U-Test

Eigenname einer Gruppe von Proteinen, der sich aus dem englischen
Begriff mother against decapentaplegic ableitet

Magnesiumchlorid

Domanen der MAD-Proteine

Mycophenolatmofetil

Mycophenolsaure

Ziel des Rapamycins im Saugetier (engl.: mammalian target of Rapa-
mycin)

Boten-RNA (engl.: messanger RNA)

Mause-Leukamie-Virus (engl.: murine leukemia virus)

Mittelwert

Natriumchlorid

Natronlauge
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NFAT

PAI

PBS

PCR

PIP2

PLC

PMSF
PPlasen

Pro

PVDF
QuaSi-Niere

RNA
R-SMAD
rT

SCR
SDS
SMAD

SPSS
STABW
TBRI/ TRRII
TBS

TBST

TCR
TEMED
TGF-B

TIMPs

Tris

Tween
UTP

Gruppe von Transkriptionsfaktoren in T-Zellen (engl.: nuclear factor of
activated T-cells)

Plasminogen-Aktivator-Inhibitor

phosphatgepufferte Salzlosung (engl.: phosphate buffered saline)
Polymerase-Kettenreaktion

Phosphatidylinositol-4,5-Diphosphat

Phospholipase C

Phenylmethylsulfonylfluorid

Peptidyl-Prolin-cis-trans-Isomerasen

Prolin

Polyvinylidenfluorid

gemeinnutzige Gesellschaft zur Forderung der Qualitatssicherung
in der Nierenersatztherapie

Ribonukleinsaure

Rezeptor-SMAD-Proteine

reverse Transkription

subklinische Rejektion (engl.: subclinical rejection)

Natriumlaurylsulfat (engl.: sodium dodecylsulfat)

Eigenname einer Gruppe von Proteinen, der sich aus dem englischen
Begriff mother against decapentaplegic ableitet

Muanchner Firma fur analytische Software

Standardabweichung

TGF-p-Rezeptor | und Il

tert.-Butyldimethylsilyl

Tris-gepufferte Losung mit 0,05 % Tween

T-Zell-Rezeptor

Tetramethylethylendiamin

transformierender Wachstumsfaktor (engl.: transforming growth factor-
beta)

Gewebeinhibitor von Metallproteinasen (engl.: tissue inhibitor of metal-
loproteinases)

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Handelsname von Polyoxyethylen(20)-sorbitan-monolaurat
Uridintriphosphat
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uv
Wilcoxon-W
WT

Z

ultraviolett

Rangsummenparameter beim Mann-Whitney-U-Test

Wildtyp

TestgroRe fur die Irrtumswahrscheinlichkeit beim Mann-Whitney-U-

Test
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