Aus dem Medizinischen Zentrum fur Innere Medizi8chwerpunkt Nephrologie
Direktor: Univ.-Prof. Dr. med. Joachim Hoyer

des Fachbereichs Medizin der Philipps-Universitariirg

DIE ROLLE
KALZIUM -ABHANGIGER KALIUMKANALE
BEI UUO-INDUZIERTER

NIERENFIBROSE

Inaugural-Dissertation

zur Erlangung des Doktorgrades der gesamten Hundinime

dem Fachbereich Medizin der Philipps-Universitatriag

vorgelegt von
Julia Sautter aus Heidelberg

Marburg
2010



Angenommen vom Fachbereich Medizin der Philippsversitat Marburg
am: 14. Oktober 2010

Gedruckt mit Genehmigung des Fachbereichs.
Dekan: Herr Prof. Dr. Matthias Rothmund

Referent: Herr Prof. Dr. Ralf Kohler

Korreferent: Herr Prof. Dr. Dominik Oliver



INHALTSVERZEICHNIS |

| NHALTSVERZEICHNIS

INHALTSVERZEICHNIS ..ottt I
ABKURZUNGSVERZEICHNIS ......cviviiiiiciecieiet et v
ABBILDUNGSVERZEICHNIS ... ..o IX
TABELLENVERZEICHNIS ...t Xl
1 EINLEITUNG .ottt e e 1

11 PHYSIOLOGISCHEBEDEUTUNG DERNIERE..........cciiiiiiiiiiiiininreereeeee e 1

1.2 TERMINALES NIERENVERSAGEN— EPIDEMIOLOGISCHEDATEN........ccovieiiaiieenens 1

1.3 NIERENFIBROSE ...ttt ttteattesteesteesteesteeneeasaeaneeaneesseanseasseaneesnessaeesseenneessessneansens 2
1.3.1 Allgemeiner Pathomechanismus der NierenfibroSe...............ccccvvvvveeennn. 2
1.3.2 Herkunft der (Myo)fibroblasten...........cccooeiiei e 4

1321 Aktivierung residenter Fibroblasten ... 5
1322 Epitheliale-Mesenchymale Transition - EMT ..o, 6
1323 Endotheliale-Mesenchymale Transition (ENAMT) cceeeeeoiiveiiaiiiiiiiiiiiieeeeen. 6
1324 Mesenchymale Vorlauferzellen aus dem Knochenmark..............cceeeee. 7
1.3.25 Periadventitielle Zellen (Perizyten, PerivaskulBiferoblasten)...................... 7

1.3.3 Molekulare Mechanismen der FiDroSe ... oo 7
1.4 KALIUMKANALE IN DER NIERE........uuuttiiiiiiiiiiiiiiieeieeee e e e 9
15 CAZ*-AKTIVIERTE KALIUMKANALE .....cocvviveveeeeeeeeeteeeieeeeeieieeeiesesesesenesenenenas 10

151  Kca3.1 (IKCA-KANGIE) . .....eieeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 11

151.1 Molekularer Aufbau des K3.1-Kanals............cocuvveevviivevernnnnss e eeeeenns
1512 Gewebeexpression und Eigenschaften dg8.K-Kanals
1513 Pharmakologie desd{3.1-Kanals ............ceveeiiiiiiiiiieiese s e

1514 Bedeutung des &3.1 bei Proliferation und Migration von Zellen........... 16

1.5.2  Kcal.1 (BKCA-KANEAIE). ... .. eiiiiiiiiiiiiii et 17
1.6 Ka2 X (SKCA-KANALE) ..ceeiiiiiieiieaee ettt a e e e e e 19

1.7 ERFORSCHUNG PATHOPHYSIOLOGISCHEX ORGANGE IN DERNIERE UNTER
VERWENDUNG DESUUO-MODELLS SOWIEK c,3.1-DEFIZIENTERMAUSE....................... 20

1.8 A | =] = 74| N[ 21
2 MATERIAL UND METHODEN...... .ot 23

2.1 CHEMIKALIEN UND GERATE.....cuttiiiiieiiiee ittt ettt 23
2.1.1  Chemikalien/ Pharmaka...........cccccovreiiiimeeniiieniiee e 23
2.1.2  Gerate/ ZUDENOI......cooiiii e 26

2.2 TIERE. 1ttt ettt ettt re e 27
2.2.1 Genotypisierung der transgenen MAUSE ........coeeeieeieeeaieeiiniiiinecennn. 28

2.3 UNILATERALE URETEROBSTRUKTION (UUO) — ERZEUGUNG EINER
NIERENFIBROSE ... ittittttresseesee ittt e et e e e e e e e s s s s e e et e et te e e e e e e e e e s ae s s aennbrnnane e 31

2.3. 1 OPEIAtION c.ceeiiieee et e e r e e e e e e e e e e e e e e e e e aenee 31
2.3.2  NACNSOIGE ..ottt e s 31



INHALTSVERZEICHNIS I

2.3.3 Praparation des Untersuchungsmaterials .......ccccoc.oooooiiiiiiiiiiiiiiiiinnee. 32
2.4 HISTOLOGISCHEANALYSE ....uuuiiriiriririeiieieretieeaeeesseess s s sssssnnseeeeeeeneeneeeeaeanens 33
2.4.1 Histologische Aufarbeitung des Untersuchungsmateria....................... 33
2.4.2  HistologisChe FArbUNGEN..........uuuiiiiiiiiieeeeeiiiiriieieee e e e e e e e e e e e e e e e 34
2.4.3 Morphometrische Fibrosequantifizierung.......cccceevvvveveeeee i, 35
25 IMMUNHISTOCHEMISCHEANALYSE DESASMA- UND COLLAGEN I/IlI-
EXPRESSIONSMUSTERS IN FIBROTISCHEMIERENGEWEBE .......cuvteitiieiieenieienieeenieeenieeens 37
2.5.1 Morphometrische Auswertung der Immunhistochemie........................ 41
2.6 MOLEKULARBIOLOGISCHE ANALYSE DESK ,3.1-EXPRESSIONSMUSTERS IN
FIBROTISCHEMNIERENGEWEBE .....0cvvvviittiietieeteeeeeassesssesiirsnnneeeeenaeeee e e e s e s s e s nnssinees 41
2.6.1  MRNA-ISOIAtION. .....uuiiiiiiiiiiiiiiiiii et e e e e e e eeeeeeenn A2
2.6.2  CDNA-TransKription ..........eeeiiiiiiiiaaa e 42.
2.6.3 Quantitative Tag-Man™-real time-RT-PCR.......ccccccccciiiiiiiiiiiiiis 43
2.7 NACHWEIS DESK ¢,3.1-FROTEINS MITTELSWESTERNBLOT .......covviiiiieeinnne. 48
2.8 PHARMAKOKINETIK VON TRAM-34 IN MAUSEN MITTELS
FLUSSIGKEITSCHROMATOGRAPHIE MASSENSPEKTROMETRIE ....vveeiveesineesiiee e niee e 49
2.9 STATISTISCHEANALYSEN ....utvtiiiieitreesteteteeasieeesieeebeeasbeesaneesieeesneeenbneannee e 50
3 ERGEBNISSE ..ottt a e 51
3.1 HISTOLOGISCHEAUSWERTUNG DERMAUSENIEREN NACHFIBROSEINDUKTION
DURCH UUO IM KNOCK-OUT-MODELL ......tttiutiiiiieeiieetee et e et nne e 51
3.1.1 Tubulointerstitielle SChAIGUNG ............. e 51
3.1.2 Immunhistochemie der Fibrosemarker Kollagen I/hduSMA................ 53
3.1.3 Morphometrische Analysen zu Differenzierungsgrad Barenchymbreite
57
3.2 HISTOLOGISCHEAUSWERTUNG DERMAUSENIEREN NACHFIBROSEINDUKTION
BEI PHARMAKOLOGISCHERBLOCKADE VON Kp3.1 ..eviiiiiiiiiiiiie e e 59
3.2.1 Pharmakokinetik vVONn TRAM-34 ...........ccoiimimmmmme e 59
3.2.2  Tubulointerstitielle SChAAIGUNG ... e eeeeee e 60
3.2.3 Immunhistochemie der Fibrosemarker Kollagen I/hduSMA................ 62
3.3 MOLEKULARBIOLOGISCHEANALYSE DESK ¢,3.1-EXPRESSIONSMUSTERS...... 66
3.3.1 Genexpressionsmuster UUO-behandelter Wildtypendrgl¥ich zur
(] a1 0] | O PUUURUPURRPR 66
3.3.2 Genexpressionsmuster UUO-behandeltg3<L Knock-out Mause im
Vergleich Zu WIlAtYPEN.........uueei et 67
3.4 UNTERSUCHUNG DERK c,3.1-TRANSLATION MITTELS WESTERNBLOT ............ 69
4 DISKUSSION ..ottt a e e e e e e e et 71
4.1 HISTOLOGISCHEANALYSE — EINFLUSS DESK ¢, 3.1-KANALS AUF DEN
FIBROSIERUNGSPROZESS INMAUSENIEREN. ......eetveiirteteeateeanieeesieeabeesbeesneessieeeneeas 71
4.1.1  Untersuchungen im Knock-out-Modell..........cccoee oo 71
4.1.2 Pharmakotherapeutische Suppression der Nierenfédusch einen K3.1-
Blocker 72
4.2 MOLEKULARBIOLOGISCHEANALYSE ....cciuviiiitieniteesiteesiieesireesireesieeeeeesenee e 74

4.2.1  Korrelation von Ik 3.1-Expression und Fibroseausmal............co.. 74



INHALTSVERZEICHNIS 11}

4.2.2 Kca3.1-Expression in Korrelation zu profibrotischenkaren .................. 74
4.3 FUNKTIONELLE BEDEUTUNG DERK ,3.1-EXPRESSION IN DERNIERENFIBROSE/S
5 ZUSAMMENFASSUNG.....cccttiiiiiiiiiiieiiesies s smmmeeeeeeeee e eeneeeee e e s ssssnnnnnneeed 1
6 LITERATURVERZEICHNIS ..ottt 79
7 VERZEICHNIS DER AKADEMISCHEN LEHRER/-INNEN ......... .occoceeeenns 101

8 DANKSAGUNG .....oooiiiiiiiiiiie ettt 105



ABKURZUNGSVERZEICHNIS v

ABKURZUNGSVERZEICHNIS

a-SMA
Aqua dest
bFGF-2
BKca(Kcal.1)
BMFZ
BMP-7

bp

BSA
ca*
CaM
CBF-A
[Ca e
[Ca™];
cDNA
CLT

Ct
CTGF
CTX
CyP450
DAB
DCEBIO

DEPC
DHS |
DNA
DNase
dNTPs
DTT
1-EBIO
EC

alpha-smooth muscle actin

destilliertes Wasser
basic fibroblast growth factor-2

C&*-aktivierter K'-Kanal mit hoher Leitfahigkeit
Biomedizinisches Forschungszentrum Marburg
bone morphogenic protein 7

Basenpaare

bovines Serumalbumin

Kalzium

Calmodulin
CArg box-binding factor-A
freie Kalzium-Konzentration

intrazellulare Kalzium-Konzentration
komplementéare Desoxyribonukleinsaure
Clotrimazol = 1-[(2-Chlorophenyl)diphenylmethyl
1H-imidazol
cycle of threshold= Schwellenzyklus
connective tissue growth factor

Charybdotoxin

Cytochrom P450, Oxidoreduktase
3,3’-Diaminobenzidin
5,6-Dichloro-1-ethyl-1,3dihydro-2H-benzimizta-2-
one

Diethylpyrocarbonat

Dehydrosoyasaponin |
Desoxyribonukleinsaure

Desoxyribonuklease
Desoxyribonukleosidtriphosphate
Dithiothreitol

1-Ethyl-2-benzimidazolinon

endothelial cell(s)Endothelzelle



ABKURZUNGSVERZEICHNIS

ECso

ECM
EDTA
EGF
EMT

E6

ER
ERK
ESRD
ET-1
EZR
FIK
FRET
FSP-1
FTS-1

g
GAPDH
GFR
G-Protein

HCl
HGF
HPF
HPLC
ICs0

IgG
IHC

|KCa (KCa3-1)

I-xB
IL-1
I.p.

hier: C&*-Konzentration, bei der die
Kanaloffenwahrscheinlichkeit halbmaximal ist
extrazellulare Matrix
Ethylendiamin-tetraacetat

epidermal growth factor
epithelial-to-mesenchymal transition

mit Erdnussol behandelte Gruppe
Endoplasmatisches Retikulum
extracellular signal-regulate&inase

end stage renal diseagerminals Nierenversagen
Endothelin-1

Extrazellul&rraum

| KceKanal in Fibroblasten
Fluoreszenz-Energie-Transfer

fibroblast specific protein-1

fibroblast transcription site-1

Gramm
Glycerinaldehyd-3-phosphatdehydrogenase
Glomerulére Filtrationsrate
Guaninnucleotid-bindendes Protein zur
Signaltransduktion

Salzsaure

hepatocyte growth factor

high power field

high performance liquid chromatography
Konzentration eines Inhibitors, bei welcher der
Kanalstrom halbmaximal geblockt ist
Immunglobulin G

Immunhistochemie

C&*-aktivierter K'-Kanal mit intermediarer
Leitfahigkeit

inhibitor of kappa B

Interleukin-1

intraperitoneal



ABKURZUNGSVERZEICHNIS

IP3
ITX
IvC

K2p
KAP-1
Kca
KG
Ki-67
Kir

KO

Kv

LC
MAPK

MDCK-FC

MEK
MET
MG
MgCl,
Min
MMP-2
MMP-9
MS

mV
MRNA
n

NaCl
NaOH
NF-«xB
NS1619

S'NT

Inositol(1,4,5)-trisphosphat

Iberiotoxin

individually ventilated cages

Kalium

K'-Kanal mit 2 Kanalporen
KRAB-associated protein-1
Cd*-aktivierter K'-Kanal
Kdrpergewicht

Proliferationsmarker
einwarts rektifizierender kKanal
Knock-out
spannungs-aktivierter KKanal

liquid chromatography
mitogen-activated protein kinase
(Signaltransduktionsweg mit p38)
Madin-Darby canine kidney focus cells
(Tubulusepithelzellen)
MAPK/ERK-Kinase
mesenchymal-to-epithelial transition
Masson-Goldner, Farbung
Magnesiumchlorid

Minuten

Matrix Metalloproteinase 2 (Gelatinase)
Matrix Metalloproteinase 9 (Typ IV Kollagess)
Massenspektrometrie

Millivolt

messengeRibonukleinsaure

Anzahl der Versuche

Natriumchlorid

Natronlauge

nuclear factor-kappa B
1-(2’-Hydroxy-5-trifluoromethylphenyl)-5-
trifluoromethyl-2(3H) benzimidazolon

Ecto-5'-Nucleotidase



ABKURZUNGSVERZEICHNIS VI

OoP
oT
p38
PA
PAI-1
PAS
PBS
PCR

PDGF
PMSF
pS
Raf
Ras

RhoA
RNA
ROCK

RNase

rpm

SR

RT
RT-PCR
SCF

SDS
SDS-PAGE

Sek

SKca (Kca2.X)
Smad-Proteine
Std

TAE

TBM

Operation
Objekttrager
p38-Signaltransduktionsweg (Apoptose)
plasminogen activator
plasminogen activator inhibitor-1
Periodic acid-SchiffFarbung
phosphate buffered salinBhosphatpufferlésung
polymerase chain reactigiPolymerase-
Kettenreaktion
platelet-derived growth factor
Phenylmethylsulfonylfluorid
pico Sievert
rat fibrosarcoma, Proteinkinase (Signaltransduktion)
rat sarcoma, monomeres G-Protein
(Signaltransduktion)
small GTPasegRas Familie (Signaltransduktion)
Ribonukleinsaure
Serine/Threonin Protein Kinase
(Signaltransduktionsweg mit Rho)
Ribonuklease
rounds per minuteUmdrehungen pro Minute
Sarkoplasmatisches Retikulum
Raumtemperatur
Reverse Transkription-Polymerase-Ketterni@ak
stem cell factor
sodium dodecylsulfate
sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel
electrophoresis
Sekunden
C&"-aktivierter K'-Kanal mit niedriger Leitfahigkeit
Transkriptionsfaktoren zur Genregriat
Stunden
Tris EDTA Acetat

tubular basement membrane



ABKURZUNGSVERZEICHNIS

TBST
TEA
TGFB1
TIMP-1
TNFa

Tr

TRAM
TRAM-34

TrisHCI
UE
uPA
uuo
uv
VEGF
VSMC

WT
ZNS

Tris-buffered saline tween-20
Tetraethylammonium

transforming growth factofl

tissue inhibitor of metalloproteinase-1
tumor necrosis factod

mit TRAM-34 behandelte Gruppe
Triarylmethan

Triarylmethan-34 = 1-
[(Chlorophenyl)diphenylmethyl]-1H-pyrazol
Tris(hydroxymethyl)aminomethan-hydrochlorid
Untereinheit

urokinase-type plasminogen activator
unilateral ureteral obstruction

Ultraviolett (Strahlung)

vascular endothelial growth factor
vascular smooth muscle cell(g)atte
GefalBmuskelzelle

Wildtyp

Zentrales Nervensystem

Vil



ABBILDUNGSVERZEICHNIS IX

ABBILDUNGSVERZEICHNIS

ABBILDUNG 1: SKIZZE ZUR UMSTRITTENENHERKUNFT DERMYOFIBROBLASTEN ALS
MATRIXPRODUZIERENDEZELLE. DIE ABBILDUNG WURDE MODIFIZIERT NACH GRANDE
& LOPEZNOVOA, 2009, . ouiiiiiiiiiiiiiei e st s et e st e et e st e s e e et e s b e eanesbaeen 5

ABBILDUNG 2: SCHEMATISCHE DARSTELLUNG MOLEKULARER MECHANISMEN DERFIBROSE
ABGEBILDET IST EINEUBERSICHT EINIGER INTRAZELLULARERAUSWIRKUNGEN DES

ABBILDUNG 3: MOLEKULARER AUFBAU DESKCA3.1-KANALS IN SCHEMATISCHER
DARSTELLUNG. ABGEBILDET SIND DIE FUR SEINEFUNKTIONSWEISE UND
CHARAKTERISIERUNG WICHTIGENELEMENTE. AUF GANZ AHNLICHE WEISE IST AUCH
DER AUFBAU DES VERWANDTENK A2 X-KANALS. ....coviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 13

ABBILDUNG 4: INTERAKTIONSMODELL ZURVERANSCHAULICHUNG DERFUNKTIONSWEISE
VON CALMODULIN MIT DEN C-TERMINALEN ENDEN DESK,3.1-KANALS. ... 14

ABBILDUNG 5: ABGEBILDET SIND DIE STRUKTURFORMELN VON ZWEIK ¢,3.1-BLOCKERN DER
TRIARYLMETHAN -KLASSE. DAS ANTIMYKOTIKUM CLOTRIMAZOL (CLT) INTERAGIERT
GLEICHZEITIG MIT DEM CYTOCHROM-P450-§STEM, DAS VERWANDTE MOLEKUL
TRAM-34 ZEICHNET SICH DURCHUNABHANGIGKEIT VON CYP450SOWIE HOHE
SELEKTIVITAT UND EFFIZIENZ AUS UND KANN ALS POTENTERERSATZ FURCLT
EINGESETZT WERDEN ... ctttttueeeiettieeetettieeesestaaaeeseesanaeesastaseesestanteesestnnaaearsrnnnns 15

ABBILDUNG 6: DARGESTELLT IST EIN HEURISTISCHES/MODELL DER PORENREGION DES
Kca3.1-KANALS SOWIE ANGEDEUTET DIEINTERAKTIONSWEISE MIT DEM
ANTAGONISTENTRAM-34. DAS SCHAUBLID DIENT ZUR RAUMLICHEN
VERANSCHAULICHUNG DES PUTATIVENBLOCKIERUNGSMECHANISMUS DEK ¢,3.1-
KANALS DURCHTRAM-34. ...ttt 16

ABBILDUNG 7: ABGEBILDET IST DER MOLEKULAREAUFBAU DESK,1.1-KANALS IN
SCHEMATISCHERDARSTELLUNG MIT FUR SEINEFUNKTIONSWEISE WICHTIGEN
CHARAKTERISTIKA . 1etttuitetettteteeeettiaeeaeetaaaeeaesassaeaaasnstan s aasestan s aesestansaesessnneeeeesnnns 9.1

ABBILDUNG 8: A: SCHEMATISCHE DARSTELLUNG DESABLAUFS EINERGELELEKTROPHORESE
MIT BESCHREIBUNG DER EINZELNENSCHRITTE. B: MULTIPLEX-PCRFUR DIE
ROUTINEMARIGEK ¢, 3.1-GENOTYPISIERUNG DEN WILDTYP (+/+) ERKENNT MAN AN
DER 160BP BANDE, DIE KNOCK-OUT-MAUS (-/-) AN DER 320BP BANDE.
HETEROZYGOTEMAUSE (-/+) WEISEN BEIDEBANDEN AUF........cuuviriiiiiriieereerieaaaaeennnns 30

ABBILDUNG 9: SCHEMATISCHE DARSTELLUNG DER ABLAUFENDENSCHRITTE IN DERIHC.
BILD 1: BINDUNG DESPRIMARANTIKORPERS AN DASANTIGEN. BILD 2: BINDUNG DES
BIOTINYLIERTEN SEKUNDARANTIKORPERS AN DENPRIMARANTIKORPER. BILD 3:
BINDUNG DESABC-KOMPLEXES MITTELSAVIDIN AM BIOTINYLIERTEN
SEKUNDARANTIKORPER. BILD 4: BINDUNG DESCHROMOGENSDAB AN DER
BIOTINYLIERTEN PEROXIDASE UNDSICHTBARMACHUNG (BRAUNE FARBUNG) DURCH
ENZYMATISCHE REAKTION. «1.ittiitiiitiiii et ie ettt e et e e e s e s s e e s s st s ab e st s st e s esneeanes 40

ABBILDUNG 10: FUNKTIONSWEISE DERTAQMAN-SONDE ,IM REAGENZGLAS MIT
ERLAUTERUNGEN ZU DEN EINZELNENBILDABSCHNITTEN. ..uuivniiiniiiniiieiieiieeineenneenns 46

ABBILDUNG 11: DIAGRAMM CHRONISCHER TUBULOINTERSTITIELLERSCHADEN BEI
WILDTYPEN (Kca3.1+/+) UND K, 3.1 DEFIZIENTEN MAUSEN (K c43.1-/-), ANGEGEBEN
IN SCOREWERTEN .....ceetteeeeeeeieeieieeetsarterreeeeeeeeeeeeeseessaessssssssrssssssnnereeeeeesaeeeaes 52.

ABBILDUNG 12: HISTOLOGISCHEABBILDUNG CHRONISCHER TUBULOINTERSTITIELLER
SCHADEN IN NIEREN VONK ¢,3.1-WILDTYPEN. PAS-FARBUNG. ....eceveeeeeereeeeeeanen, 52

ABBILDUNG 13:HISTOLOGISCHEABBILDUNG CHRONISCHER TUBULOINTERSTITIELLER
SCHADEN IN Kcx3.1-DEFIZIENTEN MAUSENIEREN PAS-FARBUNG. ........cevvniivnnnnnnn. 53

ABBILDUNG 14: DIAGRAMM DER IMMUNHISTOCHEMISCH NACHWEISBARENK OLLAGEN |-
UND IlI-E XPRESSION INNIEREN VONK ¢, 3.1-WILDTYPEN UND K ,3.1-KNOCK-OUT-
Y 7N S =1 PN 54



ABBILDUNGSVERZEICHNIS X

ABBILDUNG 15:HISTOLOGISCHEABBILDUNG DER IMMUNHISTOCHEMISCHEN
ANFARBBARKEIT VON KOLLAGEN | UND III IN NIERENGEWEBE VONK ,3.1-
AL AT 1 == RN 54

ABBILDUNG 16: HISTOLOGISCHEABBILDUNG DER IMMUNHISTOCHEMISCHEN
ANFARBARKEIT VON KOLLAGEN | UND 11l IN NIERENGEWEBEK ¢,3.1-DEFIZIENTER

ABBILDUNG 17:DIAGRAMM DER IMMUNHISTOCHEMISCH NACHWEISBARENASMA-
EXPRESSION INNIEREN VON K, 3.1-WILDTYPEN UND K¢, 3.1-KNOCK-OUT-M AUSEN.

.......................................................................................................................... 55
ABBILDUNG 18:HISTOLOGISCHEABBILDUNG DER IMMUNHISTOCHEMISCHEN

ANFARBBARKEIT VON ASMA IN MAUSENIEREN VONK ,3.1-WILDTYPEN................. 56
ABBILDUNG 19: HISTOLOGISCHEABBILDUNG DER IMMUNHISTCHEMISCHEN

ANFARBBARKEIT VON ASMA IN NIEREN VONK ,3.1-KNOCK-OUT-MAUSEN. ........... 56

ABBILDUNG 20: D DIAGRAMM ZUR DARSTELLUNG DES PROZENTUALENANTEILS PROXIMALER
DIFFERENZIERTERTUBULI IN NIEREN VONK c,3.1-WALDTYPEN UND K,3.1-KNOCK-
[ 108 e -V S = 58

ABBILDUNG 21: DIAGRAMM ZUM VERGLEICH DER DURCHSCHNITTLICHEN
NIERENPARENCHYMBREITE INUM BEI K, 3.1-WILDTYPEN UND K,3.1-KNOCK-OUT-
XU 1 N PO P TP 58

ABBILDUNG 22: PHARMAKOKINETIK DER TRAM-34 PLASMA-KONZENTRATION IN NM IN
MAUSEN, UNTERSUCHT UBER EINEZEITSPANNE VON24 STUNDEN. .....ccvvvivninniinnens 60

ABBILDUNG 23: DIAGRAMM CHRONISCHER TUBULOINTERSTITIELLERSCHADEN IN
MAUSENIEREN ANGEGEBEN INSCOREWERTEN, IN DER KONTROLLGRUPPE NACH
BEHANDLUNG MIT DEM PURENVEHIKEL ERDNUSSOL SOWIE IN DER
BEHANDLUNGSGRUPPE NACHBEHANDLUNG MIT DEM K¢,3.1-BLOCKERTRAM-34..61

ABBILDUNG 24:HISTOLOGISCHEABBILDUNG CHRONISCHER TUBULOINTERSTITIELLER
SCHADEN IN MAUSENIEREN DERKONTROLLGRUPPE NACHBEHANDLUNG MIT DEM
REINENVEHIKEL. PAS-FARBUNG. ....ceitiiiiiiiiiiiiititbee ettt e e e e e e s e s s eee e 61

ABBILDUNG 25: HISTOLOGISCHEABBILDUNG CHRONISCHER TUBULOINTERSTITIELLER
SCHADEN IN MAUSENIEREN DERBEHANDLUNGSGRUPPE NACHBEHANDLUNG MIT
TRAM-34. PAS-FARBUNG. .....ccoittteiiieiiiineete e sirree e e enneeee s s n e e s s e e e e 62

ABBILDUNG 26: DIAGRAMM DER IMMUNHISTOCHEMISCH NACHWEISBARENK OLLAGEN |-
UND IlI-E XPRESSION INMAUSENIEREN IN DERKONTROLL- SOWIE IN DER
BEHANDLUNGSGRUPPE . ... .ctuiitiiittiitetteiteeasetiette e st ssasesnestaeean st san et esterassteras 63

ABBILDUNG 27:HISTOLOGISCHEABBILDUNG DER IMMUNHISTOCHEMISCHEN
ANFARBBARKEIT VON KOLLAGEN | UND Il IN MAUSENIEREN DERKONTROLLGRUPPE
NACH BEHANDLUNG MIT DEM REINENVEHIKEL. .u.cvuiivniiiniiiiiiieieeieeie it e eae v eenns 63

ABBILDUNG 28: HISTOLOGISCHEABBILDUNG DER IMMUNHISTOCHEMISCHEN
ANFARBBARKEIT VON KOLLAGEN | UND Il IN MAUSENIEREN DER
BEHANDLUNGSGRUPPE NACHBEHANDLUNG MIT TRAM-34.....cccoiviiiiiiiiiiiiiiiiiies 64

ABBILDUNG 29: DIAGRAMM DER IMMUNHISTOCHEMISCH NACHWEISBARENASMA-
EXPRESSION INMAUSENIEREN DERBEHANDLUNGS- SOWIE DERKONTROLLGRUPPE 64

ABBILDUNG 30:HISTOLOGISCHEABBILDUNG DER IMMUNHISTOCHEMISCHEN
ANFARBBARKEIT VON ASMA IN MAUSENIEREN DERKONTROLLGRUPPE NACH
BEHANDLUNG MIT DEM REINENVEHIKEL. «.cvuiitniiuiiiiiieiiieiiiesesetseeieesnsssansesnsssnnees 65

ABBILDUNG 31:HISTOLOGISCHEABBILDUNG DER IMMUNHISTOCHEMISCHEN
ANFARBBARKEIT VON ASMA IN MAUSENIEREN DERBEHANDLUNGSGRUPPE NACH
BEHANDLUNG MIT TRAM-34. o e e st e s s e s b s aaees 65

ABBILDUNG 32: DIAGRAMM ZUM VERGLEICH DERGENEXPRESSION AUSGEWAHLTERSENE
(KALZIUM -ABHANGIGE KALIUMKANALE SOWIE PROFIBROTISCHEMARKER) IN
MAUSENIERENUUO-BEHANDELTER WILDTYPEN UND IN KONTROLLTIEREN OHNE
UNILATERALE URETEROBSTRUKTION. ...ctttttttttieeaeeeasaasassassnisnnirnnnnnereeeeeaeseesasnnnas 67



ABBILDUNGSVERZEICHNIS Xl

ABBILDUNG 33: DIAGRAMM ZUR VERGLEICHENDEN DARSTELLUNG DERGENEXPRESSION
PROFIBROTISCHERMARKER IN UUO-BEHANDELTEN NIEREN VONK ,3.1-KNOCK-
OUT-MAUSEN UNDWILDTYPEN. .etuititnteitiieeteeeeieeeteeeeteeeesesssannesseneeeaneesanneesennns 68

ABBILDUNG 34: AUFTRAGUNG DERGENEXPRESSION PROFIBROTISCHERIARKER IN UUO-
BEHANDELTEN NIEREN VONK ¢,3.1-KNOCK-OUT-MAUSEN IM VERHALTNIS ZUR
JEWEILIGEN EXPRESSION INWILDTYPEN (LINKSSEITIG AA-CT-WERT, RECHTSSEITIG
PROZENTUALERANTEIL). .....veuveueeteiteeteeeeseeteeteseseeseeteesesaesseseesssteesessesessessessessaseasens 69

ABBILDUNG 35: QUALITATIVE UND QUANTITATIVE ABBILDUNG DER TRANSLATION DES
Kca3.1-FROTEINS INMAUSENIEREN NACHUUO-BEHANDLUNG SOWIE IN
KONTROLLNIEREN MITTELSWESTERNBLOT. EINE QUALITATIVE AUSSAGE KANN AM
VVORHANDENSEIN EINE QUANTITATIVE AUSSAGE ANHAND DERINTENSITAT (DICKE)
DER BANDEN GETROFFEN WERDENALS ENDOGENERSTANDARD WURDE B-ADAPTIN

AV =1 ALY N 5] = N 70



TABELLENVERZEICHNIS Xl

TABELLENVERZEICHNIS

TABELLE 1: ANSATZ DERGEBRAUCHSLOSUNGEN ZUR ROUTINEMARIGENGENOTYPISIERUNG
DER TRANSGENENV AUSE. ....uittiiitiitiii ittt e et e esae s s s e s s st e st e e s st e s ssnessnaes 28

TABELLE 2: OBEN. VERWENDETEPRIMER FUR DIE ROUTINEMARIGEGENOTYPISIERUNG DER
TRANSGENENMAUSE. UNTEN PCR-MASTERMIX ZUR ROUTINEMARIGEN
GENOTYPISIERUNG DER TRANSGENEMWIAUSE. .....ucivniitiiiiiiiciieeiiie e e eeieeanees 29

TABELLE 3: OBEN. STOCKLOSUNG DERNARKOSE MIT GLEICHZEITIGER
SCHMERZMEDIKATION. UNTEN VERABREICHUNGSSCHEMA DERNARKOSE FUR DIE
INTRAPERITONEALE (1.P.) APPLIKATION. 1oeeettiiteiieseieettentrnseeeeeeeeeeaeesessssssnnnnnnnnnnnes 31

TABELLE 4: MENGENVERHALTNISSE ZURHERSTELLUNG DERTRAM-34/ ERDNUSSOL=
LOSUNG SOWIE DASVERABREICHUNGSSCHEMA MITL20MG/KG KG JE NACH
GEWICHTSKATEGORIE DERMAUS. ....cciiiiiiiiiiiiiiiitit ettt e e e e e e s e e e st eeeee e 32

TABELLE 5: ANSATZ DERGEBRAUCHSLOSUNGEN FUR DI RICHROM-FARBUNG (MASSON
GOLDNER-FARBUNG).....ctttiieeeei e ettt e ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e s e e eeeas 34

TABELLE 6: ANSATZ DERGEBRAUCHSLOSUNGEN FUR DIFPAS-FARBUNG (PERIODIC ACID
SCHIFF STAIN - ¢t tttttteeeae e e et et e et et bbbttt et ee e et e e eteaeaaaaaaaaaaesaaaaaannnsbnbbeseneeeeaaaaaanans 35

TABELLE 7: ANSATZ DER NOTIGENGEBRAUCHSLOSUNGEN FUR DIE IMMUNHISTOCHEMISCHE
F AN Y S T 37

TABELLE 8: SCHEMA DER ABSTEIGENDENALKOHOLREIHE FUR DIEDEPARAFFINIERUNG UND
REHYDRIERUNG DERGEWEBESCHNITTE INKLUSIVE DESPEROXIDASEBLOCKS .......... 38

TABELLE 9: SCHEMA DER AUFSTEIGENDENALKOHOLREIHE ZUR DEHYDRIERUNG DER
GEWEBESCHNITTE NACHABSCHLUSS DERMMUNHISTOCHEMIE. ......ccooiiiiiiiiiiiiieee 41

TABELLE 10:NAMEN UND SEQUENZEN DER FUR DIETAQMAN ™-REAL TIME-RT-PCR
VERWENDETENPRIMER. ....cetttttutiis e e e eeee et eeeneiniss s e s e e e e e e e e e eeeennnnsn s e s e e e e e e e eeennnnnes 44



EINLEITUNG 1

1 EINLEITUNG

1.1 Physiologische Bedeutung der Niere

Die Niere spielt eine zentrale Rolle in der Aufrechaltung
lebenswichtiger Funktionen. Dazu z&hlen die Regurader Elektrolyt- und
Volumenhomaoostase sowie des Saure-Basen-Haustmt#yusscheidung
von Stoffwechselprodukten und korperfremden Sulzstan
(Entgiftungsfunktion) sowie die Synthese und Sedretverschiedener
Hormone und Faktoren, welche unter anderem derdRlokregulation
dienen. Dariber hinaus fungiert sie als Zielorgatraeenal gebildeter
Hormone (Classen et al., 2004; Silbernagel & Desplms, 2001).
Versagen die zahlreichen Funktionen, so hat diessivia Auswirkungen
auf Gesundheit, Morbiditat und Mortalitat.

1.2 Terminales Nierenversagen — Epidemiologische Daten

In Deutschland mussten laut Jahresbericht der QNiEge 2005/2006 Ende
2005 insgesamt 63.427 Patienten mit einem Nieratemsrfahren versorgt
werden. Verglichen mit den epidemiologischen Dates den Jahren zuvor
lasst sich seit 1997 im Schnitt ein jahrlicher Zate der Pravalenz mit
4,8% und der Inzidenz mit 5,2% an Patienten mit ERnd Stage Renal
Disease) und Nierenersatztherapie verzeichnenebDgesteigerte Zuwachs
lasst sich jedoch nicht alleine auf den demograpieis Wandel

zurtckfuhren, sondern erfordert einen Blick auf diagnoseverteilung bei
Nierenersatztherapie. Hierbei stellt die diabetsdtephropathie auf der
Basis eines Diabetes mellitus (Typ Il > Typ 1) -tminer Pravalenz von
28% und einer Inzidenz von 35% - den gréf3ten Ardail, gefolgt von

vaskularen Nephropathien, Glomerulonephritiden, erstitiellen

Nephritiden u.a. (Frei & Schober-Halstenberg, 20086). Es handelt sich
hierbei zumeist um chronische Nierenerkrankungeniider kurz oder lang

zu einer fortschreitenden und unwiderruflichen Reidm der
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Nierenfunktion fiihren und somit haufig in ein temales Nierenversagen
munden, welches die Notwendigkeit einer lebenslange
Nierenersatztherapie nach sich zieht. Terminalesrediversagen und
Nierenersatztherapie stellen dabei ungeachtet ihdesache einen
Risikofaktor fir Folgeerkrankungen insbesonderalikaaskularer Genese
dar und gehen mit erh6hter Mortalitat einher. Za #Haupttodesursachen
zahlen dabei in allen Altersgruppen kardiovaskul@reignisse (53,1%),
gefolgt von Infektionen (12,1%) und Malignomen ()8 (QuaSi Niere
2005/2006). Neben der verkirzten Lebenserwartuzigtsder Leidensdruck
der Patienten bedingt durch lebensnotwendige Deabgahren oder durch
eine zwingende Immunsuppression nach Nierentranigpilan in
erheblichem Maf3e. Die kumulativen Kosten der Niersatztherapie
belaufen sich schatzungsweise auf gut 3 Mrd € piw,Jwas erhebliche
soziobkonomische Auswirkungen nach sich zieht (BdwWanner, 2003).
Das terminale Nierenversagen stellt folglich meaigénder Bedeutung ein

klinisches und volkswirtschaftliches Problem dar.

1.3 Nierenfibrose

Erkrankungen der Niere - ausgehend von leichtekfiramseinschrankung
bis hin zum kompletten Ausfall der Nierenfunktiogehen allesamt einher
mit mehr oder weniger deutlichen Auswirkungen auhrei

multifunktionellen Aufgaben (Classen et al., 2004Die gemeinsame
Endstrecke der Nierenerkrankungen ist das chronigrbgressive

Nierenversagen mit der Nierenfibrose als pathotigis Korrelat (Strutz &

Neilson, 2003).

1.3.1 Allgemeiner Pathomechanismus der Nierenfibrose

Die zugrunde liegenden Erkrankungen, die zu einérorgschen
Niereninsuffizienz fuhren kénnen, sind mannigfaltignabhangig von der
auslosenden Ursache geht dem Funktionsverluseatgigsame Endstrecke
ein fortschreitender und irreversibler Vernarbumggpss voraus. Die
Pathogenese der Nierenfibrose lasst sich in vidikiwiche Phasen
einteilen (Eddy et al, 2000): Zu Beginn steht dihase der
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Tubuluszellaktivierung und Schadigung peritubulékapillaren, was das
Einwandern mononuklearer Zellen und die interdi&i®esiedelung durch
aktivierte  Fibroblasten oder Myofibroblasten bedigjts Auch
persistierende glomerulare Schaden werden als hirdddeschrieben mit
der Folge lokaler Hypertension, Anstieg der Einephlron-GFR und
schwerer glomerularer Proteinurie. Es folgt demtzindungsbedingte
Signalphase zur Fibrogenesenit der Freilassung fibroseférdernder
Wachstumsfaktoren und Cytokine, darunter BGETGF, Angiotensin II,
EGF, ET-1, PDGF, bFGF, TNFund IL-1. In derdritten Phasesteht die
Fibrosierungim Vordergrund mit der Akkumulation extrazellulatdatrix
(ECM; bestehend aus fibrillarem Kollagen, Fibromekt Proteinen,
Glykoproteinen und Proteoglykanen), bedingt durdstgigerte ECM-
Synthese und gestorten ECM-Abbau. Ein HauptmerldaalNierenfibrose
ist, dass sich auch in dieser postentziindlichensé’tthe Proliferation
matrixproduzierender Zellen sowie ihre Matrix-Syedgh nicht selbst
limitiert, sondern vielmehr autonom weiterlauft, ked eine
Aufrechterhaltung durch auto- bzw. parakrine Stetioh, direkte Zell-Zell-
Kontakte, Integrine der ECM oder Umgebungsbedingangwie
Hyperglycamie und Hypoxie diskutiert werden (Str&tieilson, 2003). Es
entsteht ein Ungleichgewicht mit einerseits gestegy Matrix-Synthese
und andererseits gestortem Matrix-Abbau (Eddy 208(3)letzte Folgedes
fortgeschrittenen Vernarbungsprozesses kommt es imaversiblen
Zerstorung der Nierenarchitektur und -funktioEddy, 2000; Harris &
Neilson, 2006; Strutz & Neilson, 2003; Zeisbergakt 2000). Die Anzahl
intakter Nephrone sowie die GFR nehmen kontinulerliab, wobei
insbesondere die morphologischen Veranderungenm deslointerstitiums
die Funktionsabnahme der Niere gut reflektierenisghien Ausmald der
tubulointerstitiellen Beteiligung und Restfunktiater Niere besteht eine
inverse Korrelation. Das Ausmald der tubulointaeskéin Schadigung
erlangt somit einen bedeutenden prognostischen {&rutz & Miiller,
2006; Strutz & Zeisberg, 2006). Der Fibrosierunggpss ist zweifelsohne
hochkomplex und wird von zahlreichen Faktoren niitth@sst. So wird
Ausmalfld und Reversibilitat des Schadens mituntevdisie bestimmt durch

die Balance oder Imbalance zwischen renalen Pagem(MMP-2, MMP-
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9, uPA, lysosomale Cathepsine), endogenen Pro&ifabitoren (TIMP-1,

PAI-1) und molekularem Aufbau der fibrotischen Mbatmit Fibronektin,

fibrillarem Kollagen, interstitiellen und basalmerabdsen Proteinen,
Proteoglycanen und Glycoproteinen bis hin zur eratisohen

Quervernetzung (Eddy, 2005).

1.3.2 Herkunft der (Myo)fibroblasten

Ein Hauptcharakteristikum der tubulointerstitielleibrose ist das Auftreten
von aktivierten Fibroblasten oder Myofibroblasten iTubulointerstitium
der Niere, welche sich durch eine ausgepragte 8gathvon ECM
auszeichnen (Strutz & Zeisberg, 2006). Als klassscMerkmal dieser
Myofibroblasten gilt eine de-novo Expression voatghuskularem Aktin
(alpha smooth muscle actimSMA), wodurch sie morphologisch und
funktionell glatten Muskelzellen ahneln (Majno ét 4971).aSMA verleiht
den Zellen kontraktile Eigenschaften und damitkidigkeit zum Gewebs-
Remodelling bei Wundheilung (Tomasek et al., 2008)Interstitium einer
gesunden Niere kommen Myofibroblasten normalerwaisht vor (Ina et
al., 2002). Diverse Studien fanden bereits Korr@fsmuster beziiglich
Fibroblasten und erkranktem Gewebe, darunter etablenmaliig erhéhten
Fibroblastenanteil in fibrosiertem Gewebe verglithenit gesundem
Nierengewebe (Strutz, Renziehausen et al.,, 200ljeM& Rodemann,
1991) oder einen durch Myofibroblastenanteil defiten mdglichen
pradiktiven Aussagewert bezuglich Stadium und FRsgion des
Nierenversagens (Roberts et al., 1997; Qi et @06

Umstritten bleibt bis heute die Frage nach der Hieftk der
Myofibroblasten. Im Wesentlichen werden derzeit ffimerschiedene
Moglichkeiten diskutiert: erstens die Aktivierungsidenter Fibroblasten,
zweitens die Epitheliale-Mesenchymale TransitiorM{E, drittens die
Endotheliale-Mesenchymale Transition (EndMT), e die Migration
hamatopoetischer oder mesenchymaler Stammzelledesmd<nochenmark
und funftens die Rekrutierung aus periadventérelellen (s. auch Abb. 1)
(Strutz & Muller, 2006; Qi et al., 2006). Mittlenile gibt es Hinweise auf
eine Beteiligung aller Quellen, abhangig vom Zaitguder Schadigung
(Grande & Lopez-Novoa, 2009).
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Herkunft der Myofibroblasten

Residenter Fibroblast

> = Myofibroblast oder
~ Aktivierter Fibroblast
\I
'
.

& Akkumulation
Mesenchymale Vorlduferzelle aus _@é\ Extrazelluldrer Matrix
dem Knochenmark o

;[—ﬁ’i;
O 771

: ot (Das Schaubild wurde modifiziert nach
Periadventitielle Zelle Grande & Lopez-Novoa, 2009)

Abbildung 1: Skizze zur umstrittenen Herkunft der Myofibroblasten als
matrixproduzierende Zelle. Die Abbildung wurde modfiziert nach Grande & Lopez-
Novoa, 2009.

1.3.2.1 Aktivierung residenter Fibroblasten
1867 definierte Cohnheim Fibroblasten als durch ritign in den

Entziindungsprozess niedergelassene LeukozytenzStriviiller, 2006).
Rund ein Jahrhundert spater wurde diese Theorieeriggt mit der
schlagenden Antithese, Fibroblasten im Wundheilprayess seien lokalen
Ursprungs (Ross et al.,, 1970). Heute existieren wderschiedenen
Ursprungstheorien nebeneinander. Unterstitzend d&ir Ursprung der
Myofibroblasten aus residenten peritubularen Filastlen sind u.a. Studien
Uber eine Co-Expression voaSMA als neu erworbenes kontraktiles
Element und Ekto-5-Nukleotidase (5’NT) als Markér fokale kortikale
peritubuléare Fibroblasten (Le Hir et al., 2005)shdasondere in der frihen
Phase der Nierenschadigung mit konsekutiver Fibrosg scheinen
residente Fibroblasten die Hauptquelle der aktigrefribroblasten zu sein
(Grande & Lopez-Novoa, 2009).
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1.3.2.2 Epitheliale-Mesenchymale Transition - EMT
Wahrend der Embryonalentwicklung kommt es gehauft zmwandlung

und Umdifferenzierung von mesenchymalem in epithedti Gewebe. Dieser
Vorgang wird Mesenchymale-Epitheliale TransitionHW) genannt (Hay et
al., 1995). Seit erstmaliger Notation 1982 hat sahe Theorie weit
verbreitet, die besagt, dass neben dem physiolugis®rozess der MET
auch das pathologische Pendant, eine Transdiffieremzy vom Epithel
zurick zum Mesenchym, die Epitheliale-MesenchynTalnsition (EMT)
mit Verlust epithelialer Marker (u.a. E-Cadherinyt@keratin) und
Ruckerhalt mesenchymaler Marker (w&MA, Vimentin, FSP-1) existiert
(Greenburg & Hay, 1982; Hay et al., 1995; Strutalet1995; Iwano et al.,
2002). Heute wird der EMT grof3e Bedeutung bei detdgtasierung von
Tumoren beigemessen, sodass sie insbesondere@nkelogie von grol3er
Bedeutung ist (Grande & Lopez-Novoa, 2009). Begghsturch diverse
Faktoren wie beispielsweise TGEF kommt es mittels verschiedener
Signaltransduktionswege zum Verlust epithelialelfagkasion, zu de novo
Expression vomSMA und Reorganisation des Aktingerusts, Zerstomeg
tubularen Basalmembran und dadurch zu verstark#migration, Invasion
und EMT (Liu et al., 2004; Yang, Shultz et al., 2D0n Studien von Iwano
et al. wurde der Anteil der aus EMT rekrutiertebrBblasten auf nahezu ein

Drittel geschatzt (lwano et al., 2002).

1.3.2.3 Endotheliale-Mesenchymale Transition (EndMT)
Ahnlich wie bei der EMT scheinen bei der EndMT

Transdifferenzierungsprozesse eine wichtige Rolespielen, stimuliert
durch u.a. TGBL, die revers zur embryonalen Entwicklung (Mesentizy
Endothel) nun vom Endothel zuriick zum MesenchynfelayGoumans et
al., 2008). So scheint die EndMT eine Rolle beip@talen Hypertonie und
der kardialen Fibrose zu spielen (Goumans et @082Kitao et al., 2009).
Neuere Studien zeigen EndMT auch als einen Weg Rikrutierung
aktivierter Fibroblasten und Myofibroblasten im Ran der Nierenfibrose
(Zeisberg et al., 2008).
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1.3.2.4 Mesenchymale Vorlauferzellen aus dem Knochenmark
Nach einer weiteren Theorie soll sowohl der normaé&iturnover des

renalen Epithels als auch die Regeneration gesgiesdiNierengewebes
durch Vorlauferzellen aus dem Knochenmark statim@Poulsom et al.,
2001), basierend auf dem Konzept einer gemeinsdmnegenitorzelle von
epithelialer und mesenchymaler Zelllinie (Lang &eEte, 2001). Fur diese
Theorie sprechen Beobachtungen an intestinalen ibhpdiflasten, die durch
PDGF und den Stammzellfaktor SCF aktiviert und Rmoliferation
angeregt werden (Powell et al., 1999), sowie dechM&is migrierender
mesenchymaler Vorlauferzellen im  Entzindungsgebiehronisch
abgestolRener Spendernieren (Grimm et al., 200T) AD®il der aus dem
Knochenmark entstammenden Fibroblasten wird in rggesu Mausenieren
auf ca. 12% geschatzt (Strutz & Muller, 2006). bsgmt wird der Beitrag
solcher Zellen an der ECM Synthese in erkrankteardtigewebe weiterhin
kontrovers diskutiert (Roufosse et al., 2006).

1.3.2.5 Periadventitielle Zellen (Perizyten, Perivaskulare
Fibroblasten)

Die Ausbreitung einer Entztindung startet in derdRe@gn GefalRen aus und
benétigt einige Zeit zur Verbreitung auf das gesar@®ewebe. Einige
Arbeitsgruppen beschreiben in ihren Arbeiten eia@ptsachlich fokale,
periadventitiell gelegene Fibrosierung (Wigginsakt 1993; Faulkner et al.,
2005). Unterstitzt wird diese Theorie durch Nackweiskularer Marker in
den Mpyofibroblasten (Humphreys et al., 2010). Didsgt die

Schlussfolgerung nahe, dass durch GefaRschadigieigdurch vaskulare
Faktoren Perizyten zu Migration und DifferenzieruingMyofibroblasten

stimuliert werden (Lin et al., 2008).

1.3.3 Molekulare Mechanismen der Fibrose

Myofibroblasten stellen eine aktivierte Fibroblagtgem dar, die
hauptséachlich fir die ECM Produktion bei der Niditlenose verantwortlich
ist (Qi et al., 2006). Sie zeichnen sich durch epadelartige Form und
Auslaufer aus und haben Ahnlichkeit mit glatten #Rehuskelzellen
(VSMC) (Ina et al., 2002), charakterisiert durcle #&xpression voaSMA
und gebiindelten Mikrofilamenten (Sappino et al9@9Qi et al., 2006),
welche ihre kontraktilen Eigenschaften erklarennfasek et al., 2002),
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durch ein gut ausgebildetes raues ER zur sekrebats Funktion sowie
durch ausgepragte Zell-Zell-Kontakte (Qi et al.0@0 Die Fibroblasten
selbst stellen eine durch topografische Differemaig stark heterogene
Gruppe dar. Sie erfullen mehr oder weniger zellaomo durch auto- und
parakrine Sekretion Aufgaben wie ECM-Sekretion adksilnahme bei
entzuindlichen Prozessen, Induktion bestimmter G&ignalgebung fur
Migration sowie Permission entarteter Zellen (Changl., 2002).

Die Aktivierung und Proliferation residenter Fiblasten kann durch
diverse Stimuli erfolgen (Strutz & Zeisberg, 200B). Folgenden soll nur
ein Ausschnitt bereits erlangter Erkenntnisse vt werden.

TGFB1 und seine intrazellularen Kaskaden

Taktgeber fibrotischer Prozesse sind Zytokine eralvoran TGE1, das
Uber mehrere intrazellulare Signaltransduktionswagiéen (in diesem Fall
epithelialen Ursprungs) beeinflussen kann. Via RIRACK (RhoA ist das
G-ProteinRas homologes Gen, Typ RQCK ist dieRhoAKinase) werden
Expression, Formation und Reorganisation des Zg@letis modifiziert, was
im Endeffekt zu einer verstarkten Zellmigration uradvasion fuhrt,
wahrend mittels p38/MAPK vornehmlich die Apoptoss delle beglnstigt
wird. Uber Smad2, 3 und 4 Proteine werden BGFegulierte Gene
transkribiert, die ebenfalls Zellinfiltration, EMOnd Apoptose fordern (Liu
et al., 2004, Bascands & Schanstra, 2005). HemmEndkisse auf TGFL
konnten durch BMP-7, ein Mitglied der TEESuperfamilie (Sugimoto et
al., 2007; Zeisberg et al., 2003; Li et al., 20Bdisberg, Shah et al., 2005;
Klahr & Morrissey, 2003) und HGF (Yang & Liu, 200Xlahr &
Morrissey, 2003; Liu et al., 2004) gezeigt werden.

bEFGFE-2 und der Ras/Raf/MEK/ERK-Signaltransdukticggw

Ein entscheidender Zwischenmediator des FIGIst der Wachstumsfaktor
bFGF-2 (Strutz et al., 2002). Durch T@Finduziert (Strutz, Zeisberg et al.,
2001), fuhrt er mittels endo-/ auto- und parakri@@mulation zu Wachstum

und Proliferation der Fibroblasten und treibt se #ibrose mafRgeblich
voran (Strutz & Neilson, 2003). Interessanterwedisante in Fibroblasten

myogenen Ursprungs gezeigt werden, dass es infagper bFGF
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Stimulation via Ras/Raf/MEK/ERK-Induktion (Pefiaatt, 2000; Pat et al.,
2005) auch zu einer Hochregulation bestimmter |&apale wie

beispielsweise des intermedidren kalziumaktivie@iiumkanals kz3.1
kommt (Shepherd et al., 2007; Pefia et al., 2000).

Molekulare Mechanismen der Fibrose

— TGFp1
|:|BMP-7 & HGF |

bFGF-2] «,
Via Ras/RafiMEK/ERK
Smad2/3/4 M
p38/MAPK RhoA/ROCK

|CBF-A/KAP-1/FTSH|

| Gentranskription| !

v H

Expression, Formation FSP-1 '.

Pop & Reorganisation des '
Zytoskeletts Expression |1

]

Intrazellulsr b mesenchymaler i
Zellinfiltration, EMT,|  Proteine +

weitere TGFB-
Transkription
(Teufelskreis)

Tubulointerstitielle

Abbildung 2: Schematische Darstellung molekularerMechanismen der Fibrose.
Abgebildet ist eine Ubersicht einiger intrazellulaer Auswirkungen des TGH1.

1.4 Kaliumkanale in der Niere

In der Niere existiert eine Vielzahl von Kaliumkéd die Gegenstand
aktiver Forschung sind und deren Aufgaben teilwsiaek divergieren. Vier
Hauptklassen werden reprasentiert durch erstensiu@abktivierte K-
Kanale (Ko, zweitens spannungsabhangige-Kanale (Kv), drittens
einwartsrektifizierende kKanale (Kir) und viertens kKanale mit zwei
Poren (2P channels), die in unterschiedlich dicMerteilung sowohl in
epithelialem als auch in mesangialem und vaskuldewebe der Niere zu
detektieren sind (Hebert et al., 2005). Da in derliegenden Arbeit

Calcium-aktivierte Kaliumkanale im Mittelpunkt stah wird nun auf diese
genauer eingegangen.
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1.5 Ca’*-aktivierte Kaliumkanale

Die Genfamilie der Cd-aktivierten Kaliumkanale umfasst 8 Mitglieder.
Diese werden aufgrund des phylogenetischen Verveaadtsgrades und
biophyskalischer Eigenschaften nochmals unteiteittvei Subfamilien: die
Subfamilie der spannungsabhé&ngigen und die demspasinabhangigen
Kanale. (Blatz & Magleby, 1987; Hebert et al, 200&lff et al, 2007).

Zu der 4 Mitglieder umfassenden Subfamilie der spagsabhangigen
Kanéle zahlt der K1.1 (neue Nomenklatur, Gutman et al., 2003, bekannt
auch als BK oder Maxi- &) mit hoher Leitfahigkeit (150-250 pS).

Zu der ebenfalls 4 Mitglieder umfassenden Subfamilider
spannungsnabhéngigen Kanéle zahlen deg &1 (bekannt auch als IK)
mit intermediarer Leitfahigkeit (20-40 pS) und dreeitere Subtypen mit
kleiner Leitfahigkeit (5-10 pS), &2.1, Kc2.2, Kc2.3 (bekannt auch als
SK1, SK2, und SK3).

Wie der Name schon suggeriert, werdef-Kanale durch die Bindung von
Cd*-lonen an einer zytosolisch gelegenen Bindungsstektiviert. In
Zellen erfolgt diese Aktivierung durch eine Erhdguder intrazellularen
Kalziumkonzentration [Cd];. Diese Erhoéhung der [€3 kann zum einen
durch eine Freisetzung aus intrazellularen  ?*Gpeichern
(endoplasmatisches Retikulum, ER, und sarkoplasoias Retikulum, SR)
und/oder durch einen Kalziumeinstrom Uber Kkalziumsable
Kationenkanale aus dem Extrazellularraum erfolgétulff et al, 2007;
Borisova et al., 2007). Die Aktivierung der Kandezeugt durch ihre
erhohte Offnungswahrscheinlichkeit einen Ausstrorositp/-geladener
Kaliumionen und damit eine Negativierung des Meambpotentials
(Hyperpolarisation) in Richtung des Kaliumgleichgehtspotentials von
-89 mV.

Diese das Membranpotential modulierenden Eigensamat&*-aktivierter
K*-Kanale sind u.a. fir die Re- bzw. Hyperpolarigatier Zellmembran
nach einem Aktionspotential in elektrisch erreghazellen, aber auch fir
Membranpotential abhéngige Sekretionsprozesse (ewdd. Chlorid) in
nicht-erregbaren  Zellen wichtig. Dartber hinaus uoliedt eine
Hyperpolarisation reflektorisch-positiv. den “G&instrom aus dem
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Extralzellularraum, da die Hyperpolarisation diek#tische Triebkraft fur
den Einstrom positiver G&lonen erhoht. Folglich tragen €aktivierte
K*-Kandle auch zu einer anhaltend erhohten?{Cabei. Leztere ist
insbesondere  wichtig fur [G3i-abhéngige Genregulations- und
Zellproliferationsprozesse, wie z.B. bei der T-Lymopyten-Aktivierung

und -Expansion (Fanger et al., 2001).

1.5.1 Kca3.1 (IKCa-Kanale)
Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich hauptsathinit dem k3.1, dem
KcaSubtyp intermediarer Leitfahigkeit. Im Folgendenrdvdaher nun

ausfuhrlicher auf dessen Eigenschaften eingegangen.

1.5.1.1 Molekularer Aufbau des Ik;3.1-Kanals
Der Kcz3.1-Kanal setzt sich aus einem Homotetramer zusamuohessen

vier Untereinheiten wiederum jeweils sechs transbramspannende
Segmente (S1-S6) aufweisen, wobei sowohl der Cawath der N-terminale
Bereich intrazellular lokalisiert sind (Ishii et,a1997). Die Kanalpore wird
von einer in die Membran hineinzeigenden Schlelan sog. ,pore loop’,
zwischen den Segmenten S5 und S6 gebildet.

Je Untereinheit befindet sich im proxymalen Beralel carboxyterminalen
Endes eine Calmodulin (CaM)-Bindungsstelle, an hel€aM konstitutiv
gebunden ist. CaM fungiert hier als eigentlichef*c@ensor des Kanals.
Die Bindung von C& an CaM induziert eine Konformationsanderung des
Molekiils, die wiederum eine Konformationsdnderueg Hanals induziert
und so zu einer Kanalaktivierung fuhrt (KhannaletX099; Fanger et al.,
1999). Die CaM-mediierte Kalziumsensitivitat isefei mit einer E§von
0,3 pmol/l [C&']wei hoch (Ishii et al, 1997; Latorre et al., 1989;ibl &
Droogmans, 2001). Da, wie oben bereits erwdhnt, Kamalaktivitat
zusaztlich spannungsunabhangig ist, kann det.3.K auf geringe
Erh6éhungen der intrazellularen Kalziumkonzentratieme ausgepragte
Hyperpolarisation erzeugen und damit wichtige #&iki Funktionen in

Gang setzen, auf die im Weiteren naher eingegawgen
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1.5.1.2 Gewebeexpression und Eigenschaften des3l-Kanals
Der Kca3.1-Kanal ist in einer Vielzahl von Zelltypen exprert, so z.B. in

Erythrocyten, Lymphocyten, Fibroblasten, GefalRmlzsien, vaskularen
Endothelzellen und in intestinalen und respiratbresn Epithelzellen (Wulff
et al., 2007; Fanger et al., 2001; Thompson-Vesi.e2006; Jensen et al.,
1998). Zu seinen physiologischen Funktionen in ehe<Zellen und
Geweben gehdren u.a. die Regulation des Zellvolsmaer Zellmigration,
endothelialer Vasodilatationsprozesse, sowie diedWaiion der Wasser-
und Chloridsekretion (Pefia & Rane, 1999; Thompsest\ét al., 2006;
Hoyer et al., 1996; Kohler et al.,, 2001; Maier &t 2005; Kohler et al.,
2005; Devor et al., 1996; Devor et al., 1999; Reff@l., 1996; Lu & Wang,
2000).

Daruber hinaus scheinen c$8.1-Kanale auch bei
Zellproliferationsprozessen von grofRer Bedeutung sain. So ist in
verschiedenen proliferierenden Zelltypen, wie ZBdothelzellen (Grgic et
al., 2005; Kohler et al., 2000), neointimalen gattGefaRmuskelzellen
(Kohler et al., 2003; Cheong et al., 2005; Si et2006; Tharp et al., 2008;
Wiecha et al., 1998; Kohn et al., 1995), aktivierieZellen (Fanger et al.,
2001; Jensen et al.,, 1999), Epithelzellen (Thompsest et al., 2006),
verschiedenen Krebszelllinien (Jager et al., 2@dadid-Ahidouch et al.,
2004) und auch in proliferierenden Fibroblasten geyen Ursprungs (Pefia
& Rane 1999;Pefa et al.,, 2000) die Expression deg.Xl-Kanéle
hochreguliert (fiir eine Ubersicht: Wulff et alQ@¥). Diese Hochregulation
beruht auf einer erhohten mMRNA-Expression, welobleogpelt ist an eine
Stimulation des Ras/Raf/MEK/ERK-Signaltransduktiweges (Pefa et al.,
2000; Wulff et al., 2007). Durch pharmakologischiedBade der I§:3.1-
Kanale kann die Zellproliferation der o.g. Zelleapprimiert werden.
Demnach koénnte der Kanal auch bei Krankheitspreresdie durch eine
erhohte Proliferationsaktivitdt gekennzeichnet singdn funktioneller
Bedeutung sein. Diese Hypothese wird u.a. durclerdathungen belegt, in
denen durch Intervention mittels Kanal-InhibitoredTRAM-34,
Clotrimazol) eine Ubermé&Rige Neointimabildung undtvwicklung einer
Atherosklerose nach Gefal3schadigung deutlich reduzverden konnte
(Kohler et al., 2003; Toyama et al., 2008). AndEsgperimente belegen
eine Reduktion der postangioplastischen Resternteseaah Ballonkatheter-
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Intervention, die mittels pharmakologischer Kanatlilade erreicht werden
konnte (Kohler et al., 2003; Tharp et al., 2008).

In Untersuchungen zur zellvermittelten Absto3ungistien nach allogener
Nierentransplantation lieRen sich ebenfalls Erfolggzeichnen. Durch
TRAM-34-vermittelte Kanalblockade konnte die Infition mononukleérer

Zellen im Gewebe reduziert werden (Grgic et alQ90

Schematische Darstellung des K, 3.1-Kanals (IK,)

Extrazelluldrraum

»54-85 Linker Lysin“:
hK,3.1(Lys197); Bildung der Kanalpore
(hK,2.3(Lys453)) durch §5-56 nach
Positive Ladung fiir tetramerer
Transportfunktion des Kanals Zusammenlagerung

Kanalpore

...................................................

Zellmembran

Calmodulin-
Bindungsstelle

B COOH
Intrazelluldrraum

Kanalaktivierung
durch Ca*-Bindung

Abbildung 3: Molekularer Aufbau des Kc,3.1-Kanals in schematischer Darstellung.
Abgebildet sind die fir seine Funktionsweise und Cirakterisierung wichtigen
Elemente. Auf ganz &hnliche Weise ist auch der Au8lu des verwandten k2.x-
Kanals.
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Modell zur Veranschaulichung der Interaktion von Calmodulin
(CaM) mit den

C-terminalen Enden des K¢,3.1-Kanals

Schwarz:

Entspricht der S6-Region.

Innere Helices jeder Kanaluntereinheit
angeordnet in Bindeln.

,, Die Bundel divergieren an der
extrazellularen Oberfi&che zur Bildung
der Kanalpore und biindeln sich an der
zytoplasmatischen Oberfldche (,,Bundie
Crossing”).

WeiR:

Entspricht Teilen des C-terminalen
Endes des Kc,3.1-Kanals.

Zwel CaM-Molekille:

Sle sind ohne spezielle Ausrichtung
und in Konformation ohne Ca?*-
Bindung den C-terminalen Enden
gegeniibergestelit.

(Das Schaubild wurde modifiziert nach
Fanger et al., 1999)

CAM CAM

Abbildung 4: Interaktionsmodell zur Veranschaulichung der Funktionsweise von
Calmodulin mit den C-terminalen Enden des k,3.1-Kanals.

1.5.1.3 Pharmakologie des K;3.1-Kanals
Der Kca3.1-Kanal lasst sich pharmakologisch durch spetiisAgonisten

und Antagonisten charakterisieren. Als selektiver,3KL-Offner gilt 1-
Ethyl-2-benzimidazolinon (1-EBIO) (Devor et al., 98 Jensen et al.,
1998). Sein Derivat DCEBIO (5,6-Dichloro-1-ethyl-1,3dihydro-2H-
benzimidazol-2-one) stellt einen weiteren poterkanaltffner dar (Hansen
et al., 2001). Eine Hemmung des Kanals lasst sisicthdeine Reihe von
Substanzen mit unterschiedlichem Selektivitats- uBflektivitatsgrad
erreichen. Hierunter zahlen bspw. Charybdotoxin a@esn Gift des
israelischen Skorpions ,Leiurus quinquestriatis’iligfl et al., 1985), das
Malariamittel Quinin und TBA; aber auch der Calcamagonist
Nitrendipin zeigt hemmende Wirkung (Jensen et E98; Jensen et al.,
1999; Rauer et al., 2000). Interessanterweise wktAktivator des Kal.1-
Kanals, NS1619, hier als potenter Blocker (Niliub&ogmans, 2001). Als
gleichzeitig potente und selektive Antagonistertggeldie Triarylmethane
(TRAM), darunter das Antimykotikum Clotrimazol (CLT 1-[(2-
Chlorphenyl)diphenylmethyl]H-imidazol), welches jedoch gleichzeitig
Cytochrom P450 hemmt und somit andere Zellfunktiobeeintrachtigen
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kann (Wulff et al., 2000; Wulff et al., 2001; Jenset al., 1998; Jensen et
al., 1999). Dem CLT uberlegen ist das CLT-Derivd&AM-34 (1-[(2-
Chlorophenyl)diphenylmethyl]-1H-pyrazol), welcheishs durch seine 200
bis 1500fache Selektivitat fiur 33.1 gegenuber anderen Kaliumkanalen
sowie durch Unabhangigkeit von Enzymen des CytonhRa50-Systems
als selektivster und geeignetster Kanalblocker eiabnet (Wulff et al.,
2000). TRAM-34 scheint aufgrund seiner Lipophilie &ellmembran zu
durchdringen und durch hydrophobe Wechselwirkungt nzwei
Aminosauren in der S5-P-S6 Region (Thr250 und V&l2ien lonenkanal
mit seiner propellerartigen Form zu verschlieRemiff\ét al., 2001).

Strukturformeln der Triarylmethane
Clotrimazol und TRAM-34 im Vergleich

Clotrimazol TRAM-34
(1[(2-Chlorphenyl) (1-[(2-Chlorphenyl)
diphenylmethyl]-1H-imidazol) diphenylmethyl]-1H-pyrazol)

Abbildung 5: Abgebildet sind die Strukturformeln von zwei Kc,3.1-Blockern der
Triarylmethan-Klasse. Das Antimykotikum Clotrimazol (CLT) interagiert gleichzeitig
mit dem Cytochrom-P450-System, das verwandte MolekiTRAM-34 zeichnet sich
durch Unabhangigkeit von CyP450 sowie hohe Selekifiit und Effizienz aus und kann
als potenter Ersatz fir CLT eingesetzt werden.
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Heuristisches Modell der
Porenregion des K¢a3.1-
Kanals

Im Schaubild ist nur die obere
Kanalregion abgebiidet.
AuBerdem wurde die vordere
Kanaluntereinheit zur besseren
Einsicht entfernt.

Blau: GYG Motiv fiir die K*-
Selektivitat

Rot: Threonin250

Gold: Validin275

Schematisch ist angedeutet, wie
TRAM-34 mittels seiner
propellerartigen Struktur durch
Interaktion mit Thr250 und Val275
den Kanal von innen verschlieft.

(Das Schaubild wurde modifiziert
nach Wulff et al., 2001)

Darstellung des TRAM-34:

Hellblau: Kohlenstoff (C)
Weik: Wasserstoff (H)
Dunkelblau: Stickstoff (N)
Griin: Chlerid (CI)

TRAM-34

Abbildung 6: Dargestellt ist ein heuristisches Modik der Porenregion des K.3.1-
Kanals sowie angedeutet die Interaktionsweise mitain Antagonisten TRAM-34. Das
Schaublid dient  zur raumlichen  Veranschaulichung de  putativen
Blockierungsmechanismus des K.3.1-Kanals durch TRAM-34.

1.5.1.4 Bedeutung des Kz3.1 bei Proliferation und Migration von
Zellen

Bereits seit Langerem ist bekannt, dass deg.3H-Kanal eine

mitoseférdernde Funktion innehat. Eine zunehmendvadngehobene
Bedeutung zeigt sich dartber hinaus jedoch in Zusamhang mit der
Proliferation von Zellen. So konnte in Endotheleelleine Hochregulation
der Kca3.1-Expression durch mitogene Stimulation mit bF@f VEGF

beobachtet werden, die einherging mit gesteigertemdothelzell-

Proliferation und Angiogenese (Kohler et al., 20@dgic et al., 2005;

Cheong et al., 2005). Ebenso ist seine Hochregugerwichtig fur die

Proliferation stimulierter T-Lymphocyten (Ghanshanbial., 2000; Fanger et
al., 2001).

Zellproliferation und —migration sind elementar BAiundheilungs- und

Immunabwehrprozessen, aber auch bei der Formatmmh Ausbreitung

tumordsen Gewebes. Derci8.1-Kanal konnte mittlerweile als Teil der
zellularen ,Migrations-Maschinerie’ bspw. in MDCIKCF

(Tubulusepithelzellen) identifiziert werden (Schwethkal., 1994 & 2006). In
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Fibroblasten zeigt der d¢3.1 in postischamischem und allgemein
entzindlichem Gewebe sowie in Tumorgewebe einehéslexpression, die
ebenfalls auf seine wachstums- und migrationsregeride Rolle
zurtckgefuhrt wird (Saito et al., 2002; Rane, 20B@fia & Rane 1999).
Ahnliche Funktionen werden d3.1-Kanalen auch in microglialen Zellen
zugeschrieben, welche auf ZNS-Ebene Regeneratigkiginen &hnlich der
Fibroblasten erflllen (Schilling et al., 2004).

1.5.2 Kcal.1 (BKCa-Kanéle)

Aufbau

Kcal.1-Kandle sind  nicht-rektifizierende *#andle mit hoher
Einzelleitfahigkeit von 150-250 pS (Hebert et 2DPO5). Im Unterschied zu
ihren verwandten Kanalend$.1 und K22.x weisen sie neben einerGa
Sensitivitat (Papassotiriou et al., 2000; Hoyearlet 1994) zusatzlich eine
Spannungsabhéngigkeit durch gesteigerte Aktivigit Depolarisation der
Zellmembran auf (Kamouchi et al., 1999; Daut et1094).

Kcal.1-Kanale sind aus zwei ungleichen Untereinheaigigebaut, einer fur
den lonentransport porenbildendesUE, sowie einer modulierenden und
regulierenden B-UE, die zu Torfunktion und pharmakologischen
Eigenschaften des Kanals beitragt (Kaczorowski.etl896; Papassotiriou
et al., 2000). Diex-UE wird gebildet aus einem Homotetramer von vier
UEs, die sich jeweils aus sieben transmembrandegmé&nten (S0-S6) und
vier intrazellularen Segmenten (S7-S10) am C-temteim Ende
zusammensetzen. Als eine Art Spannungssensor fundes positiv
geladene S4-Segment (Vergara et al., 1998), waldien8egmente S5 und
S6 nach tetramerer Zusammenlagerung die Kanalpi@enb Die C&'-
Aktivierung des Kanals erfolgt Gber das negativagehe Verbindungsstiick
zwischen S9 und S10, auch als ZBaowl’ bezeichnet, das fir die €a
Sensitivitat des Ky1.1 hauptverantwortlich ist (Schreiber & Salkof§9r).
Das zusatzliche SO-Segment am N-terminalen Endi dte Verbindung
zur B-UE dar, die aus zwei transmembranaren Domaneretiieddurch
Wechselwirkung mit dera-UE moduliert sie die C&Sensitivitat des
Kanals, was sich bei Fehlen ddi-UE durch eine herabgesetzte
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Kanalaktivierung durch CG& bemerkbar macht (Tanaka et al., 1997;
Brenner et al., 2000; Papassotiriou et al., 2000).

Funktion

Die Funktionen des Kl.1-Kanals sind vielfaltig und abhangig von der
jeweiligen Gewebeart. Wahrend er in VSMC den Gefi@ls reguliert
(Kohler et al., 2001), erfullt der Kanal im Nierguitbel hauptsachlich die
Funktion der Kaliumsekretion zur Aufrechterhaltudey Kaliumhomdostase
(Pluznick & Sansom, 2006; Grimm & Sansom, 2007béteet al., 2005).
In kardialen Fibroblasten tragt er zur Aufrechtétdrey der myokardialen
Gewebestruktur und zur funktionellen Aktivitat déerzmuskelzellen durch
Transfer elektrischer Signale bei (Wang et al., 600in dermalen
Fibroblasten wiederum scheint er bei der Antworf awechanische,
elektrische und chemische Reize involviert zu ¢8itockbridge & French,
1989).

Pharmakologische Eigenschaften

Die Aktivitat des kal.1-Kanals kann durch eine Reihe pharmakologischer
Offner bzw. Blocker moduliert werden. lIberiotoxifTX), ein Peptid aus
dem Gift des Skorpions ,Buthus tamulus’ (Galvealgt1990; Candia et al.,
1992) und Charybdotoxin (CTX) gelten derzeit alse dpotentesten
Inhibitoren des Kanals (Miller et al., 1985; Galve#t al., 1990;
Giangiacomo et al., 1992; Candia et al., 1992; Armsteal., 1993; Gribkoff
et al., 1996). Als weiterer Blocker fungiert dagraiethylammonium, kurz
TEA (Anwer et al, 1993; Giangiacomo et al., 1992Fine
aktivitatssteigernde Wirkung durch Erh6hung der
Offnungswahrscheinlichkeit kann bspw. durch NS16&@, als Agonist
wirkendes Benzimidazolonderivat (Gribkoff et al996) oder durch das
Phytotherapeutikum Dehydrosoyasaponin | (DHS l)icives in Ghana als
medizinisches Heilkraut verwendet wird, erreichtrades (McManus et al.,
1993 & 1995).
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Schematische Darstellung des K,1.1-Kanals (BK,)

Extrazellularraum

B-Untereinheit a-Untereinheit
Bildung der Kanalpore
AL durch $5-86 nach
{_A_\ Id ™ tetramerer
. Zusammenlagerung
50: Verbindung K

von a und B Kanalpore

................ &3 LY 0 o ST 1) e e TN

CaZ*-bowl

Kanalaktivierung
durch Ca®*-Bindung

Intrazellularraum

Abbildung 7: Abgebildet ist der molekulare Aufbau des Kc1.1-Kanals in
schematischer Darstellung mit fur seine Funktionswise wichtigen Charakteristika.

1.6 Kca2.X (SKCa-Kanale)

Aufbau

Kca2.x-Kanale sind spannungsunabhéngigeKidnale mit einer geringen
Einzelleitfahigkeit von ~9-10 pS (Groschner et d1992; Hebert et al.,
2005). Gemeinsam mit denc}8.1-Kanédlen weisen sie eine wesentlich
hohere Kalziumsensitivitat auf mit B&Werten im submicromolaren
Bereich (Ishii et al., 1997; Latorre et al., 1988uch im Aufbau gleichen
sie den kgz3.1-Kanélen (s. Kap. 1.5.1.2 sowie Abb. 3).

Funktion

Basierend auf molekularbiologischen und immunhiséogischen Befunden
scheinen Kx2.x-Kanéale in Neuronen eine wichtige Funktion ber tier
typischen Erregbarkeit zu haben (Wulff et al., 208@sseini et al., 2001,
Tacconi et al., 2001; Kohler et al., 1996). Des t&fen nimmt der K.2.3-
Subtyp in Endothelzellen Einfluss auf das kardiauére System (Gauthier
et al., 2004; Sheng & Braun, 2007; Groschner et &£92). Im

Immunsystem spielt seine Beteiligung an der Kalzigmalgebung eine
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wichtige Rolle bei der Aktivierung von T-LymphocytgFanger et al.,
2001) wohingegen im Nierenepithel die Aufrechteidnad der
Kaliumhomoostase von Bedeutung ist (Lu & Wang, 2088bert et al.,
2005).

Pharmakologische Eigenschaften

Kc2.X-Kandle werden durch das Bienengift Apamin sowigch das
alkaloide Pfeilgift d-Tubocurare inhibiert, sinddgch gegeniber dem
Kcal.1- und Kkz3.1-Blocker CTX und dem &3.1-Blocker CLT
unempfindlich (Kohler et al., 1996; Vergara et 4B98; Blatz & Magleby,
1986; Gauthier et al., 2004). Aufgrund unterschatar pharmakologischer
Eigenschaften werden die ciR.x-Kandle nochmals in drei Subtypen
(Keca2.1, Ke2.2, Kea2.3) unterteilt (Hosseini et al., 2001).

1.7 Erforschung pathophysiologischer Vorgange in der
Niere unter Verwendung des UUO-Modells sowie
Kca3.1- defizienter Mause

Die beim Menschen vorliegende Vielfaltigkeit der likenkanéle konnte
auch bei Mausen festgestellt werden. Zum Verst@&dsobwohl

physiologischer als auch pathophysiologischer Viogga im

Zusammenhang mit Kanalen hat sich daher die Verwamnaon Knock-out
(KO) Mausen, bei denen jeweils einzelne oder mehréir einen

bestimmten Kanal kodierende Gene ausgeschaltetewurdls geeignet
erwiesen (Barriere et al., 2004).

Fur die Erzeugung einer Nierenfibrose im Tierexpent existiert eine
Vielzahl von Madglichkeiten, als effektivstes undnsb verlasslichstes
Modell konnte sich jedoch meist das UUO-Modell dhsetzen (Zeisberg,
Soubasakos et al., 2005; Klahr & Morrissey, 206#¢rbei handelt es sich
um die einseitige Unterbindung eines Uretergnilateral Ureter

Obstruction) mit konsekutivem Harnriickstau in dieefdi Das Modell
spiegelt die ablaufenden Prozesse einer obstruktMeerenerkrankung
beim Menschen bis hin zur Nierenfibrose sehr gewnader (Klahr &

Morrissey, 2002; Bascands & Schanstra, 2005). &K dabei jedoch auch
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ein extrem aggressives Modell dar, das innerhatbdgier Zeit (Stunden bis
Tage) einen Gewebeschaden anrichtet (Klahr & Meegis 2003; Bascands
& Schanstra, 2005), der sich bei normalem Krankkierlauf innerhalb von

Monaten bis Jahren entwickelt.

1.8 Zielsetzung

Die pathophysiologischen Vorgange bei Nierenfibrosgwie die ihr
zugrundeliegenden fibroseférdernden und fibrosehenad®an Mechanismen
sind seit einigen Jahren Gegenstand intensivelckong. Die Herkunft der
fibroseinduzierenden Zelle, des Myofibroblastenrdwdabei bis heute
kontrovers diskutiert. Die potentielle BedeutungivMonenkandlen bei der
Fibroseentstehung ist bislang unzureichend untbtsuc

Unumstritten ist die Bedeutung von Fibroblasten baligemein
entziindlichen Prozessen sowie im Speziellen beNdgenfibrose (Ross et
al., 1970; Strutz & Muller, 2006; Strutz & Zeisber2006; Le Hir et al.,
2005). Essentiell bei dem Versuch der Wiederhdustglvon Integritat und
Funktion geschadigten Nierengewebes sind dabeiifétailons- und
Migrationsprozesse (Tian & Phillips, 2003).

Wie bereits ausgefuhrt, konnte furc8.1-Kanéle in verschiedenen Zell-
und Gewebetypen eine pathophysiologische Rolle esmidere bei
Krankheitsprozessen, die sich durch eine gesteidgemliferationsaktivitat
auszeichnen, gezeigt werden. Ein Hauptmerkmal dereNfibrose ist eine
vielfach erhdhte Proliferations- und ECM-Syntheseraon renalen (Myo)-
Fibroblasten. In der vorliegenden Arbeit sollte nerstmals untersucht
werden, ob K.3.1-Kanéle an der Pathogenese der Nierenfibrossliget
sind.

Hierzu sollten im Einzelnen folgende Untersuchuonfggie durchgefihrt

werden:
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Etablierung eines Nierenfibrose-Modells fur verglethendein vivo-
Untersuchungen an Mausen
Mittels des UUO-Modells sollten zeitgestaffelte Wachsreihen an
Wildtypen (Kea3.17") und Knock-out Mausen @3.1") durchgefiihrt
werden.
Des Weiteren sollten in einer vergleichenden Behengsstudie rga3.1+’+-
Mause durch pharmakologische Beeinflussung miteieanverglichen
werden.
Als Ziel der Untersuchungen galt es, einen méghckenfluss des Kanals
auf das Fibroseausmald durch defizienten Kanal lpharmakologische

Blockierung festzustellen.

Histologische Analyse mittels PAS- und Masson-Goldm-Farbung,
morphometrische Auswertung
Zur Bestimmung des SchadensausmafRRes der durch Uth@ndelten
Nieren sollten diese mit geeigneten Farbungen armorphometrisch
ausgewertet und unter bestimmten Gesichtspunktégimander verglichen

werden.

Immunhistochemische Analyse
Immunhistochemisch mittels spezifischer Antikorgefarbtes Kollagen |
und 1l sowie aSMA sollten weitere Aufschlisse zur Interpretatider

histologischen Schnitte liefern.

Molekularbiologische  Analyse  der  K3.1-Expression in
fibrotischem Nierengewebe
Mit Hilfe der quantitativen real time-RT-PCR-Methkd sollte auf
molekularbiologischer Ebene diec#8.1-Expression in den durch UUO
fibrosierten Nieren sowie die Expression weitefiér die Fibroseentstehung
bzw. —hemmung wegweisender Parameter bestimmt werde
Anschlie3end sollte mittels Western Blot die taldigbe Proteinproduktion

des Kanals tUberpruft werden.
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2 MATERIALUND METHODEN

2.1 Chemikalien und Geréate

2.1.1

Chemikalien/ Pharmaka

ABC Kit - VECTASTAIN Elite ABC Kit (Goat 1gG): Veatr
Laboratories; Burlingame; CA; USA

Agarose (Gelsubstrat): Merck; Darmstadt; D

Antikdrper (Western Blot): Santa Cruz Biotechnologwc.:
Heidelberg; D

Antiserum (Western Blot): Goat anti-rabbit-Antisetu GE
Healthcare Europe; Freiburg; D

Aqua ad iniectabilia: Delta Select; Dreieich; D

Aqua demineralisiert/ Aqua bidestiliert

Avidin/Biotin Blocking Kit: Vector Laboratories; Blingame; CA;
USA

Benzamidin: Merck; Darmstadt; D

Bio-Rad Protein Assay: Bio-Rad; Munchen; D

Blue QPCR SYBR low ROX; Thermo Scientific; WalthaMA,
USA

BSA (Albumine Bovine Fraction V, pH 7): Serva; Heiblerg; D
Citronensaure-Monohydrat: Merck; Darmstadt; D
Corbit-Balsam: Hecht; Kiel; D

Diethyl-Pyrocarbonat (DEPC): Sigma; Steinheim; D
Desoxynukleosidtriphosphate (dNTP Mix 10 mM): Fentas;
Burlington; Ontario; CDN

Diethylether: Merck; Darmstadt; D

DNA ladder (50 bp)Fermentas; Burlington; Ontario; CDN

DTT (1,4-Dithiothreitol): Merck; Darmstadt; D

ECL advance Western Blotting detection system: Gdalthcare
Europe; Freiburg; D

EDTA 500 mM: Sigma; Steinheim; D
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* Erdnussél: Apotheke der Charité-UniversitatsmediBerlin; D
« Essigsaure: Merck; Darmstadt; D
* Ethanol: Merck; Darmstadt; D
» Ethidiumbromid: Merck; Darmstadt; D
* Formalin 4%: Merck; Darmstadt; D
* Hamatoxylinldsung: Merck; Darmstadt; D
» [HC Zinc Fixative: BD Biosciences Pharmingen; Hégeg; D
 Ketanest S (Wirkstoff Esketaminhydrochlorid): PaBavis &
Pfizer; Karlsruhe; D
* Leupeptin: Merck; Darmstadt; D
» Lichtgrin: Merck; Darmstadt; D
* Loading Buffer: Fermentas; Burlington; Ontario; CDN
* Methanol: Merck; Darmstadt; D
* Natriumchlorid: Merck; Darmstadt; D
* Natrium-Dihydrat: Merck; Darmstadt; D
» Natriumdisulfat: Merck; Darmstadt; D
e Natriumperiodat: Merck; Darmstadt; D
* Natronlauge: Merck; Darmstadt; D
* Oligo dT PrimerFermentas; Burlington; Ontario; CDN
* Orange G: Merck; Darmstadt; D
» Pararosanilin Certistain: Merck; Darmstadt; D
« PBS ohne C&: Serva Electrophoresis; Heidelberg; D
* Peroxidase Substrat - VECTOR SG Substrate Kit: a&fect
Laboratories; Burlingame; CA; USA
e Phosphormolybdansaure: Merck; Darmstadt; D
*  PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid): Merck; Darmstab
* Primarantikorper/ -antiserum:
o0 (IHC) MouseaSMA-Antibody, Klon 1A4, Ig-Fraktion aus
Mauseaszites: Sigma; Taufkirchen; D
o (IHC) Rabbit anti-mouse Collagen I/lll-Antiserum:
Biogenesis; Poole; UK
o0 (Western Blot) Rabbit anti-mouseci8.1-Antibody: Pineda
Antibody Services; Berlin; D
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* Proteinase K: Merck; Darmstadt; D

* Reverse Transkriptase (DNA-Polymerase): Fermergadjngton;
Ontario; CDN

* Reaction Buffer 5XFermentas; Burlington; Ontario; CDN

* RNA-Isolationskit — High Pure RNA Isolation Kit: Rbe;
Mannheim; D

o Lysis/ Binding Buffer

DNase I, recombinant, lyophilizate

DNase Incubation Buffer

Wash Buffer |

Wash Buffer I

Elution Buffer

High Pure Filter Tubes

O O O O o o

o Collection Tubes
*  Rompun 2% (Wirkstoff Xylazin hydrochlorid): Baydreverkusen;
D
» Salzsaure: Merck; Darmstadt; D
e SDS (Sodium Dodecylsulphat): Merck; Darmstadt; D
» Saurefuchsin: Merck; Darmstadt; D
» Technischer Aceton: Merck; Darmstadt; D
* TESAP (3-Triethoxysilyl-propylamin): Merck; Darmsia D
* TRAM-34: UC Davis; CA; USA
* Tris & TrisHCI: Merck; Darmstadt; D
* Trypsin Inhibitor: Merck; Darmstadt; D
« Wasserstoffperoxid: Merck; Darmstadt; D
* Xylol: Merck; Darmstadt; D

TRAM-34 wurde uns freundlicherweise von Frau Piof. Heike Wulff
(University of California at Davis, CA, USA) zur Yfégung gestellt.
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2.1.2

Geréate/ Zubehor
Ausbettschalen (Metall): Sakura; Heppenheim; D
Brutschrank: Heraeus; Hanau; D
Cycler: GeneAmp® PCR System 2700: Applied Biosystelroster
City; CA; USA
Deckglaser: Menzel; Braunschweig; D
Digitale Kompaktkamera PowerShot G 6: Canon; Kcefel
Einbettkassetten (Plastik): Sakura; Heppenheim; D
Elektrophoresekammer & -kamm: Agagel Mini BiometBdomed
Analytik; Gottingen; D
Farbekuvetten: Roth; Karlsruhe; D
Leica Q600: Qwin; Cambridge; UK
Microtom: Leica Microsystems; Wetzlar; D
Mikroskope:  Axiovert 100; Axiovert 135; ApoTome;
Operationsmikroskop: Carl Zeiss Microlmaging; Qtgen; D
Nahtmaterial:
o PERMA-HAND SEIDE, 4-0, 6 x 45 cm, steril, nicht
resorbierbar: Ethicon; Norderstedt; D
o PROLENE (Polypropylen), 7-0, 75 cm, steril, nicht
resorbierbar: Ethicon; Norderstedt; D
Objekttrager: Menzel; Braunschweig; D
Operationsbesteck: FST (Fine Science Tools); Heatgl D
PAP Pen Manufactured for Immunotech: Beckmann @ault
Krefeld; D
PCR-Plate, Abgene SuperPlate: Thermo Scientificlthsm; MA,;
USA
pH Meter CG 840 B: Schott; Mainz; D
Pipetten: Finnpipette: Thermo Scientific; WalthdvtA; USA
Sonstiges Labormaterial: Standardlaborgerate
Spritzenzubehor:
o BD Plastik steril, 1ml Spritze: BD Biosciences; tigberg;
D
o BD Microlance 3 steril, 0,45 x 13 mm (braun): BD

Biosciences; Heidelberg; D
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o BD Microlance 3 steril, 0,9 x 40 mm (gelb): BD
Biosciences; Heidelberg; D

e TagMan-Cycler: 7500 Real Time PCR Systems: Applied
Biosystems; Foster City; CA; USA

e Tissue-Tek Embedding console: Vogel; Giel3en; D

e Tissue-Tek V.I.LP. Gewebeentwéasserungs- & Einbeitaat:
Vogel; Giel3en; D

* Trans-Blot (Nitrocellulose Membran): Bio-Rad; Mumeech D

» Transfektionstubes: BD Biosciences; Heidelberg; D

2.2 Tiere

Generierung der K;3.1-Knock-out-Maus

Der Begriff ,Knock-out’ bezeichnet eine Technolqgie der eine hochst
prazise genetische Verénderung in das Genom -esenh Fall der Maus —
eingefuhrt wird mit dem Ziel, ein Tiermodell mitn@m bestimmten
genetischen Defekt zu erzeugen.

Fur die Kcz3.1-Knock-out Maus wurde hierfir ein sogenannteznegy
targeting’ Vektor, pTV5, in embryonale Stammzelteamsferiert, gerichtet
gegen Exon4 auf Chromosom 19q13, der chromosonhalkealisation des
Kca3.1. Genveranderte Stammzellen wurden in Blastemysberfuhrt und
in als ,Leihmutter fungierende Mause reimplantieine erfolgreiche
homologe Integration des pTV5-Vektors in dep.X1-Genlocus konnte
mittels PCR-Genprodukt tberpriift werden, das in3Kl"*-Mausen eine
Lange von 160 bp, in &3.1"-Mausen dagegen 320 bp aufweist. Eine
Weitervererbung des Knock-out-Gens erfolgte ledtatli nach den
Mendelschen Gesetzen durch Kreuzung von Wildtyped kKinock-out-

Mausen.

Tierhaltung und Futterung

Alle in dieser Studie verwendeten Tiere wurden er dierhaltung des
BMFZ mit einer Maximalzahl von sechs Mausen proig#i ,individually
ventilated cages’ (IVC) - zur Erméglichung eineshéo hygienischen

Standards - gehalten. Die Kafige wurden temperaart 22+2°C und
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unterlagen einem Hell-/Dunkel-Zyklus von zwo6lf Stiem. Die Versorgung
der Mause erfolgte mit Standard Nagerkost und Waadelibitum. Die
Tierversuche wurden vom zustandigen Regierungspusi Gielden

genehmigt.

2.2.1 Genotypisierung der transgenen Mause

Ansatz der Gebrauchslésungen

Tail-Buffer

2 M TrisHCI 2,5 ml
500 mM EDTA 0,5 ml
10% SDS 1,0 ml

5 M NaCl 2,0 ml
Millipore-Water 44,0 ml
TE-Buffer

2 M TrisHCI 0,25 ml
500 mM EDTA 0,1 ml
Millipore-Water 49,65 ml

Tabelle 1: Ansatz der Gebrauchslésungen zur routimaéd3igen Genotypisierung der
transgenen Mause.

Durchfihrung
Zur routinemafigen Genotypisierung der Mause musstn Stuck der

Schwanzspitze in einem Enzymverdau, bestehend &8su8 Tail-Buffer
und 8,8 pl Proteinase K fir 10 Std im Wasserbad ®&iC und
anschlieenden 10 Min bei 95°C inkubieren. Im Ahssh daran wurden
400 pl des TE-Buffer hinzugegeben; ab diesem Sclwiar eine
Konservierung der Proben fur 1-2 Wochen bei 4°Cliolig

Die Genotypisierung selbst wurde mittels PCR mit dRFimern Kcnn4,
Exondrev und Neorev durchgefiihrt (s. Tabelle 2)n\@en genannten
Primern bindet Kcnn4 an das Intron, das vor denadtes Exon4 liegt, an
welches wiederum direkt Exon4rev bindet. Neorewdbirspezifisch an das
neoresistente, durch Vektor pTV5 transferierte Gen.

Fur die PCR der K3.1-Genotypisierung wurde ein PCR-Mastermix - mit

Mengenverhaltnissen wie in Tabelle 2 ersichtlitiergestellt.
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Verwendete Primer

Primer 1 Kcnn4 5'-
CTTTGGATCCAGATGTTTCTTGGTGTTAAG-
3

Primer 2 Exon4rev 5-GCCACAGTGTGTCTGTGAGG-3’

Primer 3 Neorev 5'-CGTGCAATCCATCTTGTTCA-3’

Mastermix fiir Kc,3.1-Genotypisierung

H,O 13,25 pl/ tube
PCR-Buffer 2,5 ul/ tube
MgCl, 2,5 pl/ tube
dNTP 1 pl/ tube
Primer 1 1 pl/ tube
Primer 2 1 pl/ tube
Primer 3 1 pl/ tube

Taq Polymerase 0,25 pl/ tube

Tabelle 2: Oben: Verwendete Primer fUr die routinemallige Genotypisrung der
transgenen MauseUnten: PCR-Mastermix zur routinemafligen Genotypisierung er
transgenen Mause.

Je PCR-Tube wurden 2,5 ul der jeweils zu bestimmemNA mit 22,5 ul
des Mastermix pipettiert. Die Reaktion selbst wurde einem
Thermocycler gemanR folgendem Temperaturprofil dgedihrt:

Die Initialisierungs- und Denaturierungsphase zwenfiung der DNA-
Strange erfolgte fur 3 Min auf 94°C, darauf folgtd® Zyklen mit
aufeinanderfolgend 35 Sek bei 94°C, 35 Sek bei 48f€C50 Sek bei 72°C
und noch einmal 25 Zyklen nach dem eben genanntrensa mit
zusatzlichen 5 Sek Verlangerung je Zyklus. Zum &hlifolgte ein letzter
Verlangerungsschritt far 10 Min auf 72°C, eine dérafolgende
Dauerschleife konservierte die PCR-Produkte bei 4°C

Das allgemeine Temperaturschema einer PCR mit deebestandigen
Tag-Polymerase basiert auf einer notwendigen DNAdD&ierung bei
94°C, auf der Primeranlagerung an die DNA-Strargjadealerweise 58°C
und der DNA-Elongation bei 72°C.

Nach Beendigung der PCR wurde jede Probe mit 4ipdselLoading

Buffers versetzt. Dieser enthélt eine Farbsubstanmeist Bromophenol,
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und wird zur Praparation von Protein-Proben zur $IA&E (SDS-
Polyacrylamid Gel Elektrophorese) verwendet. Flg Auswertung der
PCR wurde ein 1%iges Agarosegel hergestellt minbTAE (Tris EDTA
Acetat), 500 mg Agarose und 2,5 ul Ethidiumbrongthidiumbromid ist
ein Phenanthridin-Farbstoff, der zwischen den Bas#rDNA (oder RNA)
interkaliert und dabei sein Anregungsspektrum \ée#n seine
Fluoreszenz ist bei Anregung mit ultraviolettem Hticstark erhoht,
wodurch Stellen mit Nukleinsaure im Agarosegel thiah werden. Die
Durchfihrung der Gelelektrophorese ist in Abb. 8aesnatisch dargestellt.
Nach Abschluss der Elektrophorese wurde das GeéruhtV-Licht
betrachtet; die gréReren DNA-Fragmente der KO-Maiis320 bp waren
daran zu erkennen, dass sie langsamer wandertesamidl eine kirzere
Strecke zurlcklegten als die 160 bp-Fragmente dekyen (Abb. 8b).

u a) Bild 1) Fertig gegossenes Gel
3, Bild 2) Zugabe der DNA-Leiter
— [~ in die erste Kammer

als MaBstab fiir die
verschiedenen bp-
Langen

Bild 3) Pipettieren der DNA-
Proben in die weiteren
Kammern

Bild 4) Starten der
Elektrophorese durch
Anlegen von 110-150
Volt Spannung

Bild 5/6)Die negativ geladene
DNA hat die Tendenz
zum positiven Pol zu
wandern, das Netzwerk
der Agarose verhindert
ein Vermischen der
Substanzen.

K¢,3.1-Genotypisierung:

/- K31 Knock-out (KO)
-+ Kg3.1 Heterozygot (HZ)
+/+ K, 3.1 wildtyp (WT)

Abbildung 8: a: Schematische Darstellung des Ablaufs einer Gelele@&phorese mit
Beschreibung der einzelnen Schritteb: Multiplex-PCR fir die routinemaRige Kc,3.1-
Genotypisierung. Den Wildtyp (+/+) erkennt man an @r 160 bp Bande, die Knock-out-
Maus (-/-) an der 320 bp Bande. Heterozygote Maugée+) weisen beide Banden auf.
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2.3 Unilaterale Ureter Obstruktion (UUO) — Erzeugung
einer Nierenfibrose

Stockléosung der Narkose

Rompun 0,1 ml
Ketanest 0,2 ml
NaCl 0,7 ml
10-22 g KG 0,20 ml i.p.
22-32 g KG 0,25 ml i.p.
32-42 g KG 0,30 ml i.p.

Tabelle 3: Oben: Stockldsung der Narkose mit gleichzeitiger Schmemedikation.
Unten: Verabreichungsschema der Narkose fir die intrapetoneale (i.p.) Applikation.

2.3.1 Operation

Die Mause wurden zur Betdubung sowie zur peri- podtoperativen
Schmerzlinderung nach dem o0.g. Verabreichungsschethach

intraperitoneale Narkosemittelapplikation behandelt Nach

Anasthesiebeginn wurde ein 1,5 - 2 cm langer, nmsdiggitaler
Abdominalschnitt in Haut und Peritoneum gesetzts Paritoneum wurde
seitlich fixiert und Teile des Darms in NaCl-getkkéen Tichern
ausgelagert, dies sowohl zum Schutz vor Verletzualg, auch zur
VergroRerung des Operationsfeldes mit besserentv8ittaltnissen. Der
linke Ureter wurde aufgesucht und unterhalb desredigeckens sowie
oberhalb der Blasenmiindung mit einem Faden deke&#@ durch einen
chirurgischen Knoten abgebunden. AnschlieRend wdeate OP-Feld mit
isotoner NaCl-Lésung gespiilt, Peritoneum und Haiitemem Faden der

Starke 7-0 wieder verschlossen.

2.3.2 Nachsorge
Die Tiere wurden in Versuchsreihen eingeteilt, nmadb derer sie
miteinander verglichen werden sollten. In beidenugpen wurden

zeitgestaffelte Versuchsreihen von 14 und 21 Talyeohgefuhrt.



MATERIAL UND METHODEN 32

Gruppe 1
Kea3.1"-Mause (KO) wurden mit K3.1"*-Mausen (WT) verglichen,
wobei die postoperative Nachsorge flr beide Untgngen gleich war

(keine spezielle Behandlung).

Gruppe 2

Kea3.1"" wurden durch unterschiedliche Nachbehandlung nsteder

verglichen. Einer Untergruppe (Tr) wurde der spseife K-z3.1-Blocker

TRAM-34 gelost in Erdnussol, der anderen Untergeu(®d) lediglich das
als Vehikel fungierende Erdnussol verabreicht. Bgplikation erfolgte

taglich, um einen konstanten Spiegel aufrechtzlierma Fir die

Stammlosung des TRAM-34 wurden 24 mg des in Pubverf

vorliegenden Produkts in 1 ml Erdnussdl gelost; ausgefallenes Pulver
wieder in Losung zu bringen, musste diese vor dglichen Applikation

auf 60-80°C erhitzt werden.

Verabreichungsschema der TRAM-34/ Erdnussol-

Lésung (120 mg/ kg KG)

25-30 g KG 3,0 mg TRAM-34 0,125 ml Lésung
30-35 g KG 3,6 mg TRAM-34 0,15 ml Lésung
35-40 g KG 4,2 mg TRAM-34 0,175 ml Lésung

Tabelle 4: Mengenverhaltnisse zur Herstellung der RAM-34/ Erdnussoél-Lésung
sowie das Verabreichungsschema mit 120 mg/kg KG jeach Gewichtskategorie der
Maus.

Die Kontrollgruppe (E6) bekam nach gleichem Schema tagliche Dosis

reinen Erdnussols verabreicht.

2.3.3 Préaparation des Untersuchungsmaterials

Nach Ablauf der Zeit wurden die Tiere mit Diethylet in tiefe Narkose
versetzt, der Thorax gedffnet und mittels systeh@sd\NaCl-Applikation

via rechten Ventrikel eine Blutleere der Organe ielrz Gemal
Tierschutzgesetz musste anschieend zur Unterlgndygyglicher

Zirkulation das Herz herausgeschnitten werden.olige die Offnung des
Abdomens mit Entnahme sowohl der erkrankten als hawter

kontralateralen gesunden Niere, welche gewogen umidl einer
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Rasierklinge halbiert wurden. Eine Halfte wurdefirssigem Stickstoff
schockgefroren und anschliel3end bei -80°C aufbdydier andere Halfte
wurde fur 24 Std in 4%igem Formalin (verdinnt iroBphatpuffer PBS bei

pH 7,35) konserviert und danach in 70%igem Ethansbewaschen.

2.4 Histologische Analyse

2.4.1 Histologische Aufarbeitung des Untersuchungsmaterla

Einbetten der Organe

Zur letztlichen Fixierung der Organe in Paraffin saten die Organe in
Kassetten Uberfuhrt werden, um mittels eines speazid’rogramms des
,Tissue Tek — V.L.LP.-Automaten eine stufenweiséwi&sserung in der
aufsteigenden Alkoholreihe zu durchlaufen (Ethar@o, 80%, 90%, 2x
100%, 2x Xylol). Darauf folgte eine 4-stufige unétindige Inkubation in
flissigem Paraffin bei 60°C. Im Anschluss darandeardie Organe in die

beheizte Ausbettstation transferiert.

Ausbetten der Organe

Die Organe wurden in flussiges heil3es Paraffin gebeund zur
Uberfiihrung des Paraffins in die feste Aggregatfawh einer Kalteplatte

ausgelegt.

Silanisieren der Objekttrager
Fur den Erhalt der kristallinen Struktur der Gewelnel folglich fur ein

besseres Resultat der spateren Farbung musstédbphkttrager vor dem
Schneiden beschichtet werden.

Hierzu wurden die Objekttrager in Spullésung, iimdeeralisiertem und
bidestiliertem Wasser und in 70%igem Alkohol gewascund getrocknet.
Es erfolgte die Silanisierung in 2%iger TESAP/AceMischung (4ml

TESAP in 200 ml Aceton) sowie in reinem Aceton mtschlieRendem
Trocknen bei 42°C im Ofen.
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Schneiden der Praparate:

Die Paraffinblocke wurden mittels Microtom und 40°@armem
bidestillierten Wasser in 3 um dicke Scheiben gesigm und auf
silanisierte OTs aufgezogen. Diese wurden zunachst 40°C
vorgetrocknet und anschlieRend im Ofen 8 Std ab€&hitzt.

2.4.2 Histologische Farbungen

Ansatz der Gebrauchslésungen fiir Trichrom-Féarbung

Mallory-Rot Saurefuchsin 1g
Orange G 0,449
Aqua dest 300 ml
Essigsaure 1 ml
Lichtgriin Lichtgrin 1lg
Aqua dest 100 ml
Essigsaure 1 ml
Phosphormolybdansédure \Wassrige Losung 1%
Essigsdure-Alkohol 100% Ethanol 99 ml
Essigsaure 1 ml

Tabelle 5: Ansatz der Gebrauchslésungen fur die Tahrom-Farbung (Masson-
Goldner-Farbung).

Durchfihrung der Trichrom-(Masson-Goldner-)Farbung

Zunachst wurden die Schnitte in der absteigendéwhdireine (Xylol,
Ethanol 100%, 96%, 70%) bis Aqua dest entparaffinied darauf folgend
5 Min in Hamatoxylinlosung gefarbt. AnschlieRendrden die OTs kurz
geblaut und in Aqua dest gewaschen. In den folge&ddritten folgte die
eigentliche MG-Farbung mit 7 Min Farben in MalldRpt, 15 Min in
Phosphormolybdénsaure und 5 Min in Lichtgrin. Zwet jedem
Farbeschritt wurden die OTs in Aqua dest ausgevemscAnschliel3end
wurden die OTs fur 5 Min in 100% Ethanol aufbewahdann in
Essigsaure-Alkohol bis zu leichter Orangefarbundfergnziert und
schlie3lich in Xylol Gberfuhrt. Mit Corbit wurdenun Deckglaser auf den

Schnitten fixiert und die OTs getrocknet.
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Ansatz der Gebrauchslésungen fiir PAS-Fdarbung

Schiffs Reagenz Pararosanilin Certistain 0,59
1 N HCI 15 ml
Natriumdisulfit 0,5¢g
Aqua dest 85 ml
Periodat Lésung Natriumperiodat 0,8¢g
Aqua dest 100 ml
Sulfitwasser 10% 10 ml
Natriumdisulfitlésung
1 N HCI 10 ml
Leitungswasser 200 ml

Tabelle 6: Ansatz der Gebrauchslésungen fur die PASarbung (Periodic acid-Schiff
stain).

Durchfiihrung der PAS-Farbung

Die Schnitte wurden in gewohnter Weise entparadfinund rehydratisiert

und anschlieBend fur 5 Min in Wasser gespult. Hgtdoein 5-minttiges
Einstellen in Periodat Losung, Spulen in Aqua dEststellen in Schiffs
Reagenz fir 15 Min, 3-maliges Spulen fir 2 Min ulfBvasser sowie 10
Min Spilen unter flieBendem Leitungswasser. Ansfdnd wurden die
Schnitte fir 2 Min in Hamatoxylinlosung gefarbt undchmals 3 Min
unter flieBRendem Wasser gewaschen. Zum Schlussewudig Schnitte in
die aufsteigende Alkoholreihe Uberfiihrt und miteemDeckglas versehen.

2.4.3 Morphometrische Fibrosequantifizierung

Zur histologischen Analyse wurden nun ganze Nierlemiste, die sowohl
die Nierenrinde wie auch das Nierenmark beinhalieterangezogen. Die
Auswahl der oben erwahnten Farbungen wurde - zumerEivegen der
guten Anfarbbarkeit von fibrotischem Gewebe mit MGum Anderen
wegen der guten Beurteilbarkeit der Integritat Basalmembran mittels
PAS-Farbung - getroffen.

Zum Vergleich der Nierenschnitte wurde ein Scordindat. Dieser

beinhaltete bei einer VergroRerung mit dem 40x-Kibje (400x

VergroRerung) folgende Einteilung:
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0 — kein Schaden

1 — fokaler Schaden

2 — diffuser Schaden

Fir einzelne Areale wurde ein jeweils spezifisdhdex, gemessen an dem
dort vorrangig vorhandenen Schadigungsgrad, defini®er totale
tubulointerstitielle Schaden wurde anschlie3enckdieret als die Summe
der spezifischen Schadenindices, wobei der Inder Ywealen mit
vorrangig fokalem Schaden und Schadigungsgrad 1L mmtltipliziert, der
Index von Arealen mit diffusem Schaden und Schéadiggrad 2 mit 2
multipliziert wurde.

Ferner wurden die histologischen Befunde in akuté@a chronischen
tubulointerstitiellen Schaden unterteilt. Fir dekutan Schaden galten
folgende Kiriterien: Ausdinnung des BilrstensaumssdBionung des
Tubulusepithels, Abtragung der tubularen Basalmembmit oder ohne
interstitiellem Odem. Kriterien zur Diagnose eineshronischen
tubulointerstitiellen Schadens waren hingegen: ¥&térung der tubularen
Basalmembran, abgeflachtes Tubulusepithel, Tubelladmphie, Anstieg
der interstitiellen Matrix bis hin zur Fibrose.

Zusatzlich wurde eine morphometrische Analyse mitlfeH eines
halbautomatischen Systems zur Bildanalyse (Leic@0Q@urchgefihrt.
Hierfir wurden jeweils 20 Rindenareale in 200x VéRgerung (20x
Objektiv) bezlglich ihres Anteils an differenziertgoroximalen Tubuli
nach Ausschluss der Glomeruli untersucht. Ebensalevdie Breite des
Nierenparenchyms an 4 verschiedenen Punkten gemessd der
Mittelwert £ Standardabweichung fir jeden Nieremsttlangegeben.

Die histologischen Untersuchungen wurden in freichél Kooperation
mit Prof. Dr. med. H.-J. Grone, Professor fir Expentelle Pathologie an
der Universitdit Heidelberg und Abteilungsleiter inDeutschen

Krebsforschungszentrum Heidelberg, durchgefihrt.
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2.5 Immunhistochemische Analyse deaSMA- und Collagen
I/lll-Expressionsmusters in fibrotischem Nierengewdée

Ansatz der Gebrauchslésungen fiir IHC

Stammlosung A

0,1 M Citronensaure 21,01 g Citronensauremonohydrat
in 1000 ml Aqua bidest
Stammlésung B

0,1 M Natriumcitrat 29,41 g Natrium-Dihydrat in
1000 ml Aqua bidest
0,1 M Natriumcitratpuffer pH 6,0

Stammldsung A 54 ml

Stammldsung B 246 ml

Aqua bidest 700 ml

5% BSA 15 g BSA in 300 ml PBS (ohne Ca?*)
1% BSA 3 g BSA in 300 ml PBS (ohne Ca**)
0,5% BSA 30 ml 5% BSA in 270 ml PBS

(ohne Ca?*)

Tabelle 7: Ansatz der nétigen Gebrauchslésungen filidie immunhistochemische
Analyse.

Durchfihrung der Immunhistochemie

Fur die Immunhistochemie (IHC) wurde eine Niereftealin einer

speziellen Zinklésung (IHC Zinc Fixative) vorbehaitd welche eine
mildere Fixierung als Formalin gewahrleistet undngoein besseres
immunhistochemisches Ergebnis liefert.

FUr die immunhistochemische Analyse wurde ein maoaséa smooth

muscle ¢SMA)-Antikorper (Klon 1A4, Ig-Fraktion aus Maused#ss-

Flissigkeit) in einer Verdlinnung von 1:200 verwdnsiewie ein rabbit
anti-mouse collagen I/lll-Antiserum in der Verdtmgul:20. Als Kontrolle
wurden Schnitte unter Aussparung des Primaranté&@rpgbzw. durch
Ersetzen des Primarantikdrpers durch ein nicht-imesulgG angefertigt,

welche am Ende der IHC eine negative Farbereakéogaben. Zur
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Visualisierung wurde ein ABC-Kit verwendet. Die Ayse erfolgte an

zwei aufeinander folgenden Tagen.

Tag 1
Wie schon bei der MG-Farbung wurde auch die IHGParmaffinschnitten

durchgefihrt. Zunachst mussten die auf OTs fixrearaffinschnitte in
der absteigenden Alkoholreihe deparaffiniert unidydeiert werden, wie

aus Tabelle 8 ersichtlich:

Absteigende Alkoholreihe fiir IHC

Xylol 1/ 2/ 3 jeweils 10 Min
Ethanol 100% 10 Min
0,15% H,0, in Methanol 30 Min
(Peroxidaseblock)

Ethanol 100% 5 Min

Ethanol 96& 5 Min

Ethanol 80% 5 Min

Ethanol 70% 5 Min

Tabelle 8: Schema der absteigenden Alkoholreihe flidie Deparaffinierung und
Rehydrierung der Gewebeschnitte inklusive des Peradaseblocks.

Der als Peroxidaseblock beschriebene  Zwischenschrimnit
Wasserstoffperoxid galt der Blockierung endogeaksg im Nierengewebe
befindlicher Peroxidase. AnschlieRend wurden dies QT Aqua bidest
gewaschen. In der Zwischenzeit wurde ein 0,01 MiMacitratpuffer mit
pH 6,0 hergestellt. pH-Ausbesserungen wurden auf #fit NaOH bzw.
HCI vorgenommen. Der Puffer wurde aufgekocht, urschhelRend die
OTs darin bei 92-95°C fur 14 Min zu inkubieren. Zkeles Citratpuffers
ist der Nachweis schwach exprimierter Proteine. cBuErhitzen des
Puffers werden Proteine sowie andere Zellbestdadtinaturiert, was
dem Antikdrper den Weg in die Zelle und zu seinentigen erleichtert.
Die Praparate wurden anschliel3end in Aqua bidesagehen.

Rings um die Schnitte konnte mit Saugpumpe und PAR, einem Stift
mit  hydrophober  Flissigkeit, durch Umrandung einert A



MATERIAL UND METHODEN 39

Inkubationskammer fir im Folgenden aufzutragende bs&unzen
geschaffen werden.

Es folgte eine Inkubation der OTs zunachst in 5%idg&SA fur 30 Min,
anschlieBend in 1%igem BSA ebenfalls mit dem Zwaakspezifische
Bindungen des Primarantikdrpers zu minimieren.

Aufgrund der spateren Verwendung gelabelter Avielagenzien (ABC
Kit) und dem Tatbestand, dass sich in Nierengevesbenoher Anteil an
endogenem Biotin befindet, musste dieses vorhetogebwerden. Mit
dem Avidin/Biotin Blocking Kit wurde zunachst 30%ig Avidin, verdinnt
in 1%igem BSA, auf die Schnitte aufgetragen und ZQr Min in einer
feuchten Kammer inkubiert; es folgte nach Wasché@nAmua bidest und
Zwischenlagern in 1%igem BSA ein ebensolcher Inkobaschritt mit
30%igem Biotin.

Primérantikdrper bzw. Antiserum wurden in ihrer ghgen Verdlinnung
in 1%igem BSA auf die Objekttrager aufgetragen tbdr Nacht bei 4°C

in einer feuchten Kammer inkubiert.

Tag 2
Zunachst wurden die OTs mit Primarantikdrper/ Aeriisn noch fur 1

weitere Std bei 37°C inkubiert, anschlieRend in @dudest und PBS
gewaschen und in 0,5%igem BSA fur 5 Min inkubiert.

Der Sekundarantikorper wurde in einer Konzentration 1:200, verdinnt
in 1%igem BSA, auf die Schnitte aufgetragen undMid bei 37°C in einer
feuchten Kammer inkubiert. Auch nach diesem Schiitigten
Waschschritte in Wasser und PBS sowie Zwischenlagem 0,5%igem
BSA.

Das im nachsten Schritt verwendete ABC Kit hatten ei
Mischungsverhaltnis von 20 pul A-Reagenz und 20 {Rd&genz in 1 ml
1%igem BSA und musste vor der Anwendung 30 Min 5T
vorinkubieren. Die Zusammenstellung des ABC Kitsubé auf seiner
Reaktionsweise:

Das Avidin (A), ein zum Vitamin Biotin hdchstaffingslykoprotein, bildet

mit dem biotinylierten Enzym Peroxidase (B) einenniplex (C), der
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mindestens eine weitere Biotin-Bindungsstelle atdtyeum an den
biotinylierten Sekundarantikérper zu binden.

Nach Prainkubation musste das Kit auf die Schritifgetragen und 30
Min bei 37°C in einer feuchten Kammer inkubiert dem. Es folgte
wiederum ein ausgiebiger Waschschritt in Aqua lides PBS.

Zur Sichtbarmachung der gebundenen Strukturen elidas Chromogen
DAB (3,3-Diaminobenzidin), das durch Reaktion ndiér biotinylierten

Peroxidase des AB-Komplexes ein braunes Endprdahi&tt.

Hinzufiigen des
Primarantikdrpers :

Hinzufugen de
Biotinylierten
Sekundarantikorpe

X

Hinzufligen des
Avidin/Biotinylierten
Enzym Komplexes
(ABC)

Abbildung 9: Schematische Darstellung der ablaufenein Schritte in der IHC. Bild 1:

Bindung des Primarantikdrpers an das Antigen.Bild 2: Bindung des biotinylierten
Sekundarantikdrpers an den Primarantikdrper. Bild 3: Bindung des ABC-Komplexes
mittels Avidin am biotinylierten Sekundarantikdrper. Bild 4: Bindung des
Chromogens DAB an der biotinylierten Peroxidase undSichtbarmachung (braune
Farbung) durch enzymatische Reaktion.

Nach der Farbungsreaktion folgten ausreichendes adblken des
Substrates, Dehydrierung in der aufsteigenden Adkethe gemafd Tabelle

9 und Aufbringen von Deckglasern auf die OTs.
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Aufsteigende Alkoholreihe fiir IHC

Ethanol 70% 5 Min
Ethanol 80% 5 Min
Ethanol 96% 5 Min
Ethanol 100% (1/ 2/ 3) 5 Min
Xylol (1/ 2/ 3) 10 Min

Tabelle 9: Schema der aufsteigenden Alkoholreihe zu Dehydrierung der
Gewebeschnitte nach Abschluss der Immunhistochemie.

2.5.1 Morphometrische Auswertung der Immunhistochemie

Zur Auswertung der IHC wurde in 10 High Power Fgel(HPF) im
tubulointerstitiellen Gewebe bei 400x VergroReru@d@@x Objektiv) die
Anzahl an Zellen gezahlt, welche flr den entspredae Marker eine
positive Farbereaktion aufwiesen. Das Ausmal} derladenen
Anfarbbarkeit wurde wiederum in einem Score erfasst

0 — keine Farbung

1 — geringfugige Farbung

2 — maRige Farbung

3 — Starke Farbung

Der Auswertungsindex fur die IHC wurde wie bereit®ei der
histologischen Analyse zum tubulointerstitiellenh&den berechnet. D.h.
es wurden Indices fur einzelne Bereiche und einBationsindex erstellt
und schlie3lich die jeweiligen Ergebnisse mit demtsprechenden Wert
multipliziert (1x1 / 2x2 / 3x3).

2.6 Molekularbiologische Analyse des Ig,3.1-
Expressionsmusters in fibrotischem Nierengewebe

Zur molekularbiologischen Analyse mittels Tag-Man@& time-RT-PCR
war zunachst das Isolieren der mRNA aus den begisonnenen

Organproben und darauf folgend das UmschreibeB®h¥cnotwendig.
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2.6.1 mRNA-Isolation

Zur Extraktion von mRNA wurden die gefrorenen Nmérélften in
Transfektionstubes zusammen mit 200 pl PBS (ohrfé) Gawie 400 pl
Lysis/Binding Buffer geschraddert, bis lediglichnei homogene weil3e
Schaummasse Uubrig Dblieb. Diese wurde bei 4°C un@D02.rpm
abzentrifugiert zu einem klaren braunrétlichen ltyd2er Lysis/Binding
Buffer hat hierbei die Aufgabe, durch chaotropiscBalze sowie
Detergenzien die Probe zu lysieren und gleichz&8itiaise zu inaktivieren.
Das entstandene Lysat wurde in Filter- & Collectiarbes tberfihrt und
bei 10.000 rpm 15 Sek zentrifugiert. Hintergrundriion ist, die Fahigkeit
der Nukleinsdure in Anwesenheit von chaotropiscl@alzen an das
Glasfaservlies der High Pure Filter zu binden, Itesend in einer
Immobilisation von RNA sowie DNA, wahrend andere ginhe
Kontaminatoren hindurch gelassen werden.

Um die noch fixierte DNA zu entfernen wurden dieolBan mit einem
Enzymverdau versetzt, bestehend aus 90 pl DNasddtionspuffer und
10 pl DNase. Dieser inkubierte 15 Min bei RT. Ims&hluss daran folgten
drei Waschschritte, zunachst mit 500 pul Wash Bufferelcher bei 10.000
rom abzentrifugiert und die Flissigkeit verworfemrde, es folgte der
gleiche Vorgang mit 500 pul Wash Buffer 1l und noginmal mit 200 pl
Wash Buffer I, hierbei nun aber mit 2-mindtigem nfigugieren bei
13.000 rpm. Ziel des Waschvorgangs war das Durshtasder
Kontaminatoren wie Salze, Proteine und verdauteADHNi gleichzeitigem
Zuruckhalten der mRNA.

Als letzter Schritt in der mRNA-Isolation musste anRNA aus dem Vlies
gelost und aufgefangen werden. Hierzu wurden debdétr mit 70 ul
Elution Buffer versetzt und 1 Min bei 10.000 rpmrmuéugiert. Das reine
MRNA enthaltende Filtrat wurde in sterilen Eppenfgeiaen gesammelt
und sofort auf Eis gelegt.

2.6.2 cDNA-Transkription

Fur die Transkription der mRNA in cDNA wurde die IfAoerase-
Kettenreaktion mit Reverser Transkriptase (RT-P@mR)ewendet. Hierfur
wurden jeweils 10 pl mRNA mit 1 pl oligo dT, durckhyminbasen

komplementar zum Poly-A-Schwanz eukaryotischer mRkW somit als
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Primer fungierend, fur 5 Min bei 70°C im Thermoclinkubiert. Im

folgenden Schritt musste jede Probe mit 4 pul RTT@uR pl 10 mM dNTP
sowie 2 ul DEPC-Wasser versetzt werden und 5 Min 3C im

Thermocycler inkubieren. Die dNTPs (Desoxy-Nukldt$phosphate) sind
die Bausteine, aus denen die zu transkribierendéAcBusammengesetzt
wird, der Zusatz des Diethyl propylcarbonats (DERGI Wasser soll
darin befindliche RNase inaktivieren. Im letzterhfit wurde das Enzym
der Reaktion, 1 pl Reverse Transkriptase, hinzygefburch Inkubation
im Thermocycler bei zunachst 42°C fur 60 Min unddmieRenden 70°C
far 10 Min wurde die DNA-Kopie der vorliegenden mRNerstellt. Die

entstandene cDNA wurde bis zur weiteren Verarbgitue -20°C gelagert.

2.6.3 Quantitative Tag-Man™-real time-RT-PCR

Verwendete Primer fiir real time-RT-PCR

Primername GenBank- Sequenzen der Primer
Nr.
mKc;3.1 NM_008433 Sense: F5’-

GTGTTTGATCACCCTGTCCA-3’
Antisense: R5’-
GGAGCCCGTTGTCAGTCA-3’
mKc,1.1 NM_010610 Sense: F5'-
AGCGTCCTGGACTCACTCAT-3’
Antisense: R5’-
GAGCCTCGAGCTCTGGTGT-3'
mKc,2.3 NM_080466 Sense: F5'-
CCATGCCAAAGTCAGGAAAC-3'
Antisense: R5’-
CATCTTGACACCCCGAAGTT-3’
mGAPDH NM_008084 Sense: F5'-
CAATGAATACGGCTACAGCAAC-3’
Antisense: R5’-
AGGGAGATGCTCAGTGTTGG-3'
mFSP-1 NM_011311 Sense: F5'-
TGAACAAGACAGAGCTCAAGGA-3’
Antisense: R5’-
TGCAGGACAGGAAGACACAG-3’
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murine a- NM_007392 Sense: F5'-

SMA AATGGCTCTGGGCTCTGTAA-3’
Antisense: R5’-
CTCTTGCTCTGGGCTTCATC-3’

mCollagen NM_007742 Sense: F5'-

type I GAACCCCAAGGAAAAGAAGC-3’
Antisense: R5’-
GCTACGCTGTTCTTGCAGTG-3’

mCollagen NM_009930 Sense: F5'-

type II1 AGGCTGAAGGAAACAGCAAA-3’
Antisense: R5’-
TCAGGACCCCCAATGTCATA-3’

mTGFB1 NM_011577 Sense: F5'-
ACCGGAGAGCCCTGGATAC-3’
Antisense: R5’-
AGGGTCCCAGACAGAAGTTG-3’

Tabelle 10: Namen und Sequenzen der fir die TagManIteal time-RT-PCR
verwendeten Primer.

Bei der Tag-Man™-real time-RT-PCR handelt es sitheine Polymerase-
Kettenreaktion, die neben einer qualitativen zUgdtz eine

(semi)quantitative DNA-Bestimmung und somit indireBine mRNA-

Expressions-Bestimmung ermdglicht.

Die Quantifizierung erfolgte mittels fluoreszierendFarbstoffe, deren
Fluoreszenz dabei proportional zum DNA-Gehalt agsti Fur die

qualitative und quantitative Bestimmung der mRNAgEession in dem
jeweiligen Gewebe war es zuvor nétig, die mMRNA salieren und mittels
Reverser Transkription in eine stabile cDNA umzusiten, wie in den
vorherigen Schritten beschrieben.

Vor Beginn der Tag-Man™-real time-RT-PCR wurden idieler Reaktion
zu verwendenden Primer festgelegt. Als endogenedri&libam wahlten wir

die Glycerinaldehyd-3-phosphatdehydrogenase (GARD& sie bereits in
der Literatur verankert ist als so genanntes ,Haeg@ng-gene’ fur eine
relative Quantifizierung bei real time-RT-PCR, ueindlusst durch
spezifische Behandlungen (Haufe et al., 2001; Kodneen et al., 1999).
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Relative Quantifizierung und endogene Kontrolle dem bei der
Programmierung festgelegt.

Je Probe wurden 2 pl cDNA pro Primerpaar bend&gt.jedes Primerpaar
musste ein Mastermix hergestellt werden mit 2x(pt+XHorward Primer,
2x(n+1)ul Reverse Primer, 4x(n+1)ul Aqua ad inibdia und 10x(n+1)ul
Blue QPCR SYBR low ROX. ,n“ stellte die Anzahl dan bestimmenden
Proben dar, einschliel3lich einer Negativ-Kontraleme cDNA. Letztlich
befand sich in den Wells also ein Template-Volumem 20 pl.

Die Vervielfaltigung der cDNA erfolgte dann in aufender folgenden
Reaktionszyklen, wobei die Zyklen zum Teil in siobch einmal unterteilt
waren:

Die ersten beiden Zyklen dienten der InitialisiggurNach einer 2-
minutigen Phase bei 50°C wurde durch 15-mindtigdstZen auf 95°C
sichergestellt, dass die gesamte doppelstrangig@ BIN Einzelstrangen
getrennt und die Polymerase aktiviert war. DertelrEyklus - bestehend
aus 15 Sek bei 95°C zur Initialisierung, 1 Min 66FC zur Anlagerung der
Primer an die DNA-Sequenzen sowie der ElongatianS#gjuenzen durch
die DNA-Polymerase - wurde 50 mal wiederholt.

Das Charakteristische der Tag-Man™-real time-RT-H§IRdass sowohl
der Nachweis als auch eine zeitgetreue Amplifikaties PCR-Produktes
in einem Reaktionsgefald moglich sind. Die Quanéfimg wird dabei am
Ende eines jeden Zyklus, genauer in der Anlagerungsd
Verlangerungsphase durchgefiihrt - daher auch dereNeeal time’. Als
fluorogener Farbstoff kdonnen interkalierende, aklkioh in die DNA
einlagernde Farbstoffe, oder aber - wie in diesaath £ FRET-Sonden
(Fluorescence resonance energy transfer) verwenelelen. Bei der Tag-
Man-Methodik macht man sich die 5’-3’-Exonukleadeatat der Tag-
Polymerase zunutze. Es wird hierflr eine spezieR&ET-Sonde bendtigt,
an deren 5’-Ende sich ein fluoreszierender sogoRepFarbstoff (Donor-
Fluorochrom; Fluoreszein-Derivat; FAM) befindet, wénd das 3’-Ende
mit einem Quencher-Farbstoff (Akzeptor-Fluorochrédhpdamin-Derivat;
TAMRA) markiert ist. Wird nun die intakte Sonde baner spezifischen
Wellenlange von 488 nm zur Fluoreszenz angeregfilsbdas Donor-

Fluorochrom einen Teil seiner Energie an das inreacisender Nahe
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befindliche Akzeptor-Fluorochrom ab, welches daloé Fluoreszenz
supprimiert. Wahrend der PCR hybridisiert die Sondeden Primern an
der Matrize. In der folgenden Verlangerungsphasenrkb die Tag-
Polymerase in Kontakt mit der Sonde und verdrareged Durch die dabei
entstehende y-férmige Struktur wird die 5-3’-Exdieaseaktivitat der
Tag-Polymerase aktiviert, und sie beginnt, nebem S8gnthese des
Gegenstranges das 5’-Ende der Sonde abzubaueduktierentfernen sich
Reporter und Quencher zunehmend, der Fluorescessmnance energy
transfer nimmt ab, die Fluoreszenz des Donors jedac Freie, nicht-
hybridisierte Sonden werden von der Tag-Polymenad# hydrolysiert.

i ¥ P S P i
() 2) &
FRET-Sonde mit
Reporter- und
Quencher-Farbstoff

Freier,
fluoreszierender
Reporter-

Ziel-DNA-Strang Farbstoff Q
Doppelstrangige mit hybridisierter
Ziel-DNA Sonde
% % T
Polymerase
Bild 1 Bild 2 Bild 3
Die Fluoreszenz des Donor- Hybridisierung der Sonde Durch Kontakt mit der Sonde
Fluorochroms (Reporter) mit der Matrize wird die 5'-3"-
wird durch das Akzeptor- (komplementarer DNA- Exonukleaseaktivitat der
Fluorochrom (Quencher) Strang) wahrend des PCR- Tag-Polymerase aktiviert.
mittels strahlungsfreier Zyklus. Noch besteht kein Sie baut neben der Synthese
Energietibertragung (FRET) Kontakt zur Tag- des Gegenstranges das 5'-
unterdriickt. Polymerase, daher bleibt Ende der Sonde ab. Reporter
die Fluoreszenz noch und Quencher entfernen
supprimiert. sich, die Fluoreszenz des
Reporters wird nicht mehr
unterdriickt.

Abbildung 10: Funktionsweise der TagMan-Sonde ,im Ragenzglas’ mit
Erlauterungen zu den einzelnen Bildabschnitten.

Gemessen wird also eine wahrend der PCR-Zyklen hrneede

Fluoreszenz, die sich in drei Phasen einteileri:lass

Wahrend der ersten Phase ist die Templatemenge erngg sodass
Template, Primer und Polymerase nur wenig aufei@atréffen. Wahrend
der zweiten Phase zeigt sich dann ein exponemtigtistieg der Produkte,
wobei die Zunahme des PCR-Produktes von Zyklus ykiud mit der

Zunahme der Fluoreszenz korreliert. Die Fluoresidyersteigt hier durch
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ihren gleichsam exponentiellen Anstieg signifikant die
Hintergrundfluoreszenz. In der dritten Phase befindich dann zu viele
Produkte in der Probe, sodass Produktfragmentenaitder hybridisieren,
Substrate verbraucht und Polymerase und Nukleafigieh die Hitze
zerstort werden.

Das durch die Fluoreszenz entstehende Signal idteidastreng
sequenzspezifisch, da nicht vollstandig gebundeoedé& verdrangt
werden, noch bevor die Exonukleaseaktivitdt der-Falymerase aktiviert
wird. Die zeitgetreue Alteration der Fluoreszenzrdwimittels eines
Sequenzen-Detektionssystems im geschlossenen &emdefal? von
Zyklus zu Zyklus erfasst.

Bei der Auswertung der gemessenen Werte ermogliieteergleichende
Ct-Methode eine relative Quantifizierung. Hierfuusste mit Hilfe der
Tag-Man-Auswertungs-Software zunachst fur jede Reak ein
Schwellen- oder Ct-Wert (threshold cycle = Schweligklus) bestimmt
werden. Als Ct-Wert galt der gemessene Punkt, amm ddie
sequenzspezifische PCR-Reaktion in die exponeatitliase tberging und
sich die Fluoreszenz eindeutig von der Hintergrlumtészenz abhob.
Zusatzlich zum Ct-Wert wurde in jeder Probe die rfegpion der
endogenen Kontrolle - wie bereits erwahnt GAPDH w zelativen
Erfassung der jeweiligen Genexpression bestimmtr Hi¢ relative
Erfassung musste die DifferemCt des jeweiligen Ct-Wertes, z.B. des
Kca3.1, zum Ct-Wert der GAPDH derselben Probe berdchasen:
Ctkcaz.1— Ctearon = ACH.

Um die Veranderung der zu untersuchenden Genexqnesszu erfassen -
also Behandlung versus Scheinoperation oder Knathaus versus
Wildtyp - wurde der AACt-Wert ermittelt, indem deACt-Wert der
Kontrolle von dem Wert der zu vergleichenden Profdstrahiert wurde:
ACtwt oder ko— AClschein-op oder wF AACTL.

Die Ergebnisse wurden als Mittelwert +/- Standaveksibhung angegeben.
Die mittleren Ct-Werte der zu vergleichenden Gruppeurden mittels

ungepaartem t-Test verglichen und P-Werte < 0,95ighifikant erachtet.
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2.7 Nachweis des k,3.1-Proteins mittels Western Blot

Um Uber den molekularbiologischen Nachweis dertéeks exprimierten
MRNA hinaus auch eine erhdhte Expression deg3.K-Kanalproteins
detektieren zu kénnen, wurde der Western Blot dyefithrt. Er bietet die
Mdglichkeit, mit Hilfe von Antikérpern bestimmte Aigene (Proteine)
nachzuweisen.

Zu Beginn wurde das Gewebe frisch entnommener Méeisa in einem
Homogenisierungspuffer homogenisiert. Dieser efitbiei einem pH von
8,0 folgende Bestandteile: 50 mM Tris, 1 mM EDTANR1 DTT, 0,2 uM
Benzamidin, 50 mM Leupeptin, 0,5 mM PMSF und 0,1/migTrypsin
Inhibitor. AnschlieRend wurden durch Zentrifugatioei 1000 rpm tber 2
Min feste Restbestdnde separiert und verworfen. IManprotein-
fraktionen erhielt man mittels Zentrifugation bé.@00 rpm fir 45 Min,
welche anschlieend mit Homogenisierungspuffer &rieth LOosung
gebracht und unter Anwendung des Bio-Rad Protesays quantifiziert
wurden. Letzterer enthalt den Farbstoff CoomassmEt welchem
unspezifisch die totale Proteinkonzentration geeresserden kann. Es
folgten elektrophoretische Auftrennung der Protaktionen mittels
Tragermatrix ~ SDS-PAGE und Transfer der Proteine  auf
Nitrocellulosemembran, sowie das Blockieren fr&ardungsstellen durch
Inkubation mit 5% fettfreiem Milchpulver gel6st IFBST (bestehend aus
10 mM Tris-HCIl, 100 mM NaCl, 0,1% Tween 20 bei pHb)7 bei
Raumtemperatur. Fir das nun spezifische Erfassea Ke3.1-
Kanalproteins wurde ein rabbit anti-mouse-X1-Antikbrper verwendet,
der sich gegen 28 am N-Terminus des Kanals befimeli
Aminosauresequenzen richtet. Der Antikbrper wurdeiner Verdiinnung
von 1:200 aufgetragen, Uber Nacht inkubiert undclairef3end von der
Membran abgesptlt. Es folgte eine Inkubation mitroRiease-
konjugiertem goat anti-rabbit-Antiserum (Verdiinnuhd0.000) und das
Sichtbarmachen immunmarkierter Proteine mittelse®iicCL advance
Western Blotting Detektionssystems. Ob die Proteligegleiche Ladung
trugen, wurde durch Ablésen und nochmaliges Untdrso der Western
Blots mit einem antp-adaptin-Antikdrper (Verdinnung 1:200) validiert.
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2.8 Pharmakokinetik von TRAM-34 in Mausen mittels
Flissigkeitschromatographie/ Massenspektrometrie

Die pharmakokinetischen Untersuchungen wurden iop€oation mit der
AG Prof. Wulff in Davis, Ca, USA durchgefihrt.

Die Koppelung von Flissigkeitschromatographie (L&eroHPLC) und
Massenspektrometrie (MS) dient zur Auftrennung (@) sowie zur
gleichzeitigen Identifikation und Quantifizierungd MS) von Substanzen.
Um zu Uberprifen, ob durch eine Dosis von 120 miliegTRAM-34 pro
Tag ein ausreichender Wirkungsspiegel erreicht wingrde eine 1-malige
intraperitoneale Applikation von TRAM-34 gemal dereits unter Punkt
2.3.2 genannten Applikationsdosis vorgenommen.idfert Ethernarkose
folgten Blutentnahmen aus dem rechten Ventrikel varschiedenen
Zeitpunkten (0,5/ 1/ 2/ 4/ 12/ 24 Std) nach i.p.pAgation. Durch
Zentrifugation wurde das Plasma separiert und 8@iC bis zur weiteren
Analyse gelagert. Die Plasmaproben wurden durch ERB (solid phase
extraction) Filterpatronen gereinigt, unter Stickstdurch Verdampfung
getrocknet und in Azetonitril (Methylcyanid) aufgst. Die LC/MS wurde
durchgefuhrt mittels einer Hewlett-Packard HPLCage 1100,
ausgerustet mit einer Merck KGaA RT 250-4 LiChrtsBiP-18 (Reversed
Phase) Saule, welche wiederum gekoppelt war an Eingigan LCQ
Classic MS. Bei dieser Art der Hochdruck-Flussitgg&hromatographie
wird das zu analysierende Stoffgemisch mit Hilfen \Fdussigkeit (mobile
Phase) aus der stationaren Phase in einer Saujeveaschen, was bei
verschiedenen Stoffen unterschiedlich schnell gebthDie mobile Phase
bestand aus einem Gemisch aus Azetonitril/ Wasged,2% Methansaure.
Zur chromatographischen Auftrennung wurde einedfate von 1 ml/Min
gewahlt, woraufhin der Gradient innerhalb der er&eMin von 20/80 auf
70/30, innerhalb von 11 Min auf 80/20 hinauflieRAM-34 konnte nach
einer Retentionszeit von 14,4 Min (Zeit von Beguber Analyse bis zur
Detektion des Peaks) bei 30°C aus der Saule geesmsaamd mittels MS
und eines Detektors mit variabler Wellenlange @0 hm erfasst und
quantifiziert werden. Als interner Standard wur@e dtrukturell verwandte

TRAM-46 verwendet, das gemeinsam mit TRAM-34 ausgést und in
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Relation dazu die zu messende Konzentration von M4 berechnet

wurde.

2.9 Statistische Analysen

Samtliche Werte wurden als Mittelwerte + Standamtfe (SE) des
Mittelwertes angegeben. Fir den Vergleich von Gemppund
Untergruppen wurde der ungepaarte t-Test angeweld@terte <0,05
wurden als signifikant, P-Werte <0,01 als hochdigant und P-Werte

<0,001 als hochstsignifikant erachtet.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Histologische Auswertung der Mausenieren nach
Fibroseinduktion durch UUO im Knock-out-Modell

In der vorliegenden Arbeit wurde mit Hilfe des UWMbdells durch
Abbinden des Ureters in Mausenieren eine Fibroskiziert. Um einen
maoglichen Einfluss des ¢3.1-Kanals auf die Entwicklung und Progression
einer Fibrose zu untersuchen, verwendeten wir zgtddas Knock-out
Modell mit Kc3.1-defizienten Mausen. Es wurden Ausmald und Stader
fibrotischen Zerstérung - wie bereits in Kapitel &schrieben - an
gleichgeschlechtlichen und altersgleichen Knockidétisen (Kz3.17)
sowie Wildtypen (k23.1"") verglichen. Die Tiere wurden 14 Tage nach der
UUO-Operation geopfert.

3.1.1 Tubulointerstitielle Schadigung

Wie bereits in Kapitel 2 beschrieben wurden Graav.bAusmal3 der
Nierenschadigung sowie eine Differenzierung in akbizw. chronische
tubulointerstitielle Schadigung mittels PAS- und 9dan-Goldner-Farbung
sowie Erstellung von Score-Werten und verrechnételices untersucht.
Insbesondere die PAS-Farbung brachte betrachtichebnisse hervor. Hier
zeigten sich Zeichen eines chronischen Nierenscisadeo z.B. die
Verbreiterung der tubularen Basalmembran, Tubulletrephie und

Anstieg der extrazellularen Matrix, in UUO-NiereanvKc:3.1" Mausen bei

einem Score von 44,0 £ 6,0 und waren damit um @%b reduziert im

Vergleich zu den Werten der UUO-Nieren vog.& 1""* Mausen (Score 84,4
+ 12,9;p = 0,009. Subchronische sowie akute tubulointerstitiel&ien

erwiesen sich - anders als die chronischen Schadenrelativ vergleichbar
mit nur geringen, nicht signifikanten Unterschieasnschen Wildtypen und

Knock-out-M&ausen.
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Chronische Tubulointerstitielle Schadigung
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Abbildung 11: Diagramm chronischer tubulointerstitieller Schaden bei Wildtypen
(Kca3.1 +/+) und K,3.1-defizienten Mausen (k,3.1 -/-), angegeben in Score-Werten.
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Abbildung 12: Histologische Abbildung chronischer tbulointerstitieller Schaden in
Nieren von Kc,3.1-Wildtypen. PAS-Farbung.
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Chronische Tubulointerstitielle Schadigung
bei K.,3.17
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Abbildung 13: Histologische Abbildung chronischer tbulointerstitieller Schaden in
K ca3.1-defizienten Mausenieren. PAS-Farbung.

3.1.2 Immunhistochemie der Fibrosemarker Kollagen /11l und
aSMA

Die durch Immunhistochemie mogliche Anfarbung vonteistitiell
abgelagertem Kollagen | und Il war inc§8.1 Knock-out-Mausen deutlich
geringer £ -30%) als in Wildtypen. Die ermittelten Score-\V¢elagen bei
132,5 + 6,8 (K:3.1") versus187,7 + 8,9 (3.1 (p = 0,0008.

Gleiches galt fur die Anzahl an Zellen, die einesipee Anfarbbarkeit auf
den (Myo)-Fibroblasten-MarkexSMA zeigten. Die ermittelten Zellen pro
HPF (High Power Field) lagen bei 18,25 + 1,8 bei1” im Vergleich zu
33,1 + 4,1 bei k3.1 (p = 0,009, gleichbedeutend mit einer Reduktion
um rund 45%.

Die immunhistochemisch ermittelten Daten weiseglich bei defizientem
Kca3.1 auf eine signifikante Abnahme an matrixprodienden Zellen, den
Myofibroblasten, hin, und gleichsam auch auf dererminderte Aktivitat

durch geringere Ablagerung kollagenen Stlitzgewebes.
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Immunhistochemischer Nachweis der
Kollagen I/lll-Expression
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Abbildung 14: Diagramm der immunhistochemisch nachwisbaren Kollagen I- und
IlI-Expression in Nieren von K¢,3.1-Wildtypen und Kc,3.1-Knock-out-Mausen.

Immunhistochemischer Nachweis der
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Abbildung 15: Histologische Abbildung der immunhisbchemischen Anfarbbarkeit von
Kollagen | und Il in Nierengewebe von K-,3.1-Wildtypen.
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Immunhistochemischer Nachweis der
Kollagen I/III Expressmn bel KCaS 1 i

Abbildung 16: Histologische Abbildung der immunhisbchemischen Anfarbarkeit von
Kollagen | und IIl in Nierengewebe Kc,3.1-defizienter Mause.

Immunhistochemischer Nachweis der
aSMA-Expression
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Abbildung 17: Diagramm der immunhistochemisch nachwisbaren aSMA-Expression
in Nieren von K¢,3.1-Wildtypen und Kc,3.1-Knock-out-Mausen.
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Immunhistochemischer Nachweis der
aSMA-Expression bei K., 3.1+

Abbildung 18: Histologische Abbildung der immunhisbchemischen Anfarbbarkeit von
aSMA in Mausenieren von Kc,3.1-Wildtypen.

Immunhistochemischer Nachweis der
aSMA-Expression bei K.,3.17"

Abbildung 19: Histologische Abbildung der immunhisthemischen Anfarbbarkeit von
oSMA in Nieren von K¢,3.1-Knock-out-Mausen.
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3.1.3 Morphometrische Analysen zu Differenzierungsgrad ud
Parenchymbreite

Mittels halbautomatischem Bildanalyse-System wurdke Anzahl
differenzierter proximaler Tubuli sowie die Breitlees Nierenparenchyms
untersucht, da es bekannterweise in der letztesePtar Nierenzerstérung
bei Nierenfibrose zu Obliteration der Tubuli, sinder Anzahl intakter
Nephrone und Verschmaélerung des Nierenparenchymsnk@Eddy, 2000).
Ursachlich hierfur ist u.a. die Tatsache, dasshkrofischem Nierengewebe
mit zunehmendem Fibrosierungsgrad die Obliteratitem Tubuli steigt,
ebenfalls einhergehend mit einer zunehmenden [Eedifkzierung dieser
Strukturen. Der Differenzierungsgrad proximaler @lukeignet sich daher
als zusatzlicher Marker fur das Fortschreiten desoBierungsprozesses.
Auch die morphometrischen Untersuchungen konntene epositive
Auswirkung auf das Erkrankungsausmal3 bei defizierte3.1 bestatigen.
So zeigte sich in den UUO-Nieren von Knock-out-Méusin besserer
Erhalt der proximalen Nierentubuli (17,1 + 1,2%g ah Vergleich zu ihren
korrespondierenden Wildtypen (10,6 + 1,0%)~0,00095.

Die Breite an funktionellem Nierenparenchym 14 Tageh Ligation war
bei Knock-out-Mausen in hoherem Mal3e erhalten,dads bei Wildtypen
der Fall war (245,3 £ 12,7 um (KO) vs. 199,9 + 1a/@ (WT)) p = 0,02.
Dieser bessere Parenchymerhalt legt nahe, dasdebeientem k3.1 die
Vernarbung funktionellen Nierengewebes langsameransthreitet und
somit eine Progression der durch UUO-induziertegréhfibrose signifikant

abgeschwacht wird.
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Differenzierte Proximale Tubuli —
Prozentualer Anteil
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Abbildung 20: Diagramm zur Darstellung des prozentalen Anteils proximaler
differenzierter Tubuli in Nieren von K ¢,3.1-Wildtypen und K¢,3.1-Knock-out-M&ausen.

Nierenparenchymbreite in ym
0
300+ * o
1 o
E  250; . —8—
£ H )
3 200 —_— o
o t 2
m
150- .
100
Kea3 1% Ked 1+

Abbildung 21: Diagramm zum Vergleich der durchschnitlichen
Nierenparenchymbreite in um bei K:;3.1-Wildtypen und Kc,3.1-Knock-out-Mausen.
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3.2 Histologische Auswertung der Mausenieren nach
Fibroseinduktion bei pharmakologischer Blockade von
Kca3.1

Um zu Uberprifen, ob auch durch die spezifischecllde des Kg3.1-
Kanals die Progression der Nierenfibrose aufgehakterden kann, wurde
eine vergleichende interventionelle Studie wiedewnter Verwendung des
UUO-Modells vorgenommen. Hierbei wurden nun glegsahlechtliche und
altersgleiche Wildtypen einer UUO-Operation untgero und entweder in
die Behandlungsgruppe (TRAM-34) oder die Kontralfgre (Vehikel
Erdnussol) eingeteilt. Das Triarylmethan TRAM-34 rdel eingesetzt
aufgrund seiner hochselektiverzR.1-Blockade und seiner guten Toleranz
in vivo (Koéhler et al., 2003). Den Mausen wurde @dgm Zeitpunkt der
UUO-Operation Uber den Zeitraum von 3 Wochen eirdglidhe
intraperitoneale Applikation der entsprechendeni®asm TRAM-34 oder

reinem Vehikel verabreicht.

3.2.1 Pharmakokinetik von TRAM-34

Mittels Flussigkeitschromatographie und Massenspaietrie (HPLC/MS)

wurden pharmakokinetische Parameter von TRAM-34 Nfauseplasma
nach einmaliger Injektion bestimmt. Dies zeigte eeinmittlere

Plasmabindungskonzentration des TRAM-34 von ~2002d\&tunden nach
einmaliger i.p.-Applikation von 120 mg/kg KG. Gersen an der I§; des

Kca3.1 erschien dies als eine absolut ausreicherd® kInhibition in vivo.
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Pharmakokinetik von TRAM-34 in Mausen
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Abbildung 22: Pharmakokinetik der TRAM-34 Plasma-Konzentration in nM in
Mausen, untersucht Uber eine Zeitspanne von 24 Stden.

3.2.2 Tubulointerstitielle Schadigung
Ahnlich wie bereits beim Vergleich von Knock-out-in mit Wildtypen

wies insbesondere die PAS-Farbung Unterschiedednddigungsgrad der
Behandlungs- und Kontrollgruppe auf. Auch hier tig sich die
Differenzen weniger in der akuten als vielmehr ier dchronischen
tubulointerstitiellen Schadigung. So ergab die Asal der Nierenschnitte
einen signifikant geringeren Schadigungsgragd ¢38%) in der
Behandlungsgruppe (Score 78,0 £ 9,1) als im Verfgleur Kontrollgruppe
(Score 125,5 £ 8,6 = 0,009.
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Chronische Tubulointerstitielle Schadigung
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Abbildung 23: Diagramm chronischer tubulointerstitieller Schaden in Mausenieren,
angegeben in Score-Werten, in der Kontrollgruppe neh Behandlung mit dem puren
Vehikel Erdnussol sowie in der Behandlungsgruppe reh Behandlung mit dem Kg,3.1-
Blocker TRAM-34.

Chronische Tubulointerstitielle Schadigung
bei Kontrollen nach reiner Vehiklappliktion
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Abbildung 24: Histologische Abbildung chronischer tbulointerstitieller Schaden in

Mausenieren der Kontrollgruppe nach Behandlung mitdem reinen Vehikel. PAS-
Farbung.
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Chronische Tubulointerstitielle Schadigung
na_ch Behandlung mit TRAM-34
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Abbildung 25: Histologische Abbildung chronischer tbulointerstitieller Schaden in
Méausenieren der Behandlungsgruppe nach BehandlungiimTRAM-34. PAS-Farbung.

3.2.3 Immunhistochemie der Fibrosemarker Kollagen /11l und
aSMA

Vereinbar mit den bereits genannten Beobachtungef hkuch die
Immunhistochemie eine positive Auswirkung der TRAMIBehandlung
erkennen.

Die Ablagerung des interstitiellen Kollagens | ulidals Fibroseindikator
war in der Behandlungsgruppe deutlich geringerZ7%) als dies in der
Kontrollgruppe der Fall war (Score 137,6 + 5,4 89,4 + 6,8) § =
0,0009. Ebenso fanden wir eine signifikante Reduktion49%) anaSMA
positiven Zellen im interstitiellen NierengewebeeHlagen die ermittelten
Zellen pro HPF bei 15,8 + 1,5 vs. 31,1 + 18=(0,0009.

Die genannten Ergebnisse lieRen folglich den Ridlkss auf eine effektive
Inhibition des k3.1 und deren positive Auswirkung auf ein zumindest
histologisch gesichertes, abgeschwachtes Kranlkiiditzu.

Erwahnt sei an dieser Stelle noch, dass die mit MIF34 behandelten Tiere
keine offenkundigen Zeichen toxischer Nebenwirkumgm Sinne von
aulRergewohnlichem Verhalten der Mause oder  sicibar

Organveranderungen zeigten.
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Immunhistochemischer Nachweis der
Kollagen I/lll-Expression
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Abbildung 26: Diagramm der immunhistochemisch nachwisbaren Kollagen |- und
IlI-Expression in Mausenieren in der Kontroll- sowie in der Behandlungsgruppe.

Immunhistochemischer Nachweis der
Kollagen I/lll-Expression bei Kontrollen nach
reiner Vehikelapplikation

Abbildung 27: Histologische Abbildung der immunhisbchemischen Anfarbbarkeit von
Kollagen | und Ill in Mausenieren der Kontrollgrupp e nach Behandlung mit dem
reinen Vehikel.
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Immunhistochemischer Nachweis der
Kollagen I/lll-Expression nach Behandlung
mlt TRAM 34

Abbildung 28: Histologische Abbildung der immunhisbchemischen Anfarbbarkeit von

Kollagen | und 1l in M&usenieren der Behandlungsguppe nach Behandlung mit
TRAM-34.

Immunhistochemischer Nachweis der
aSMA-Expression
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Abbildung 29: Diagramm der immunhistochemisch nachwisbaren aSMA-Expression
in Mausenieren der Behandlungs- sowie der Kontrollguppe.
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Immunhistochemischer Nachweis der
aSMA-Expression bei Kontrollen nach reiner

Abbildung 30: Histologische Abbildung der immunhisbchemischen Anfarbbarkeit von
aSMA in Mausenieren der Kontrollgruppe nach Behandling mit dem reinen Vehikel.

Immunhistochemischer Nachweis der
aSMA-Expression nach Behandlung mit

Abbildung 31: Histologische Abbildung der immunhisbchemischen Anfarbbarkeit von
oSMA in Mausenieren der Behandlungsgruppe nach Behatiung mit TRAM-34.
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3.3 Molekularbiologische Analyse des K,3.1-
Expressionsmusters

Zusatzlich zu den histologischen Auswertungen esg#pruft werden, ob in
fibrosiertem Nierengewebe eine erhohte Genexpresses k.3.1-Kanals
vorlag. Diese molekularbiologischen Untersuchungemrden mittels
quantitativer real time-RT-PCR vorgenommen. Alstergis Untersuchungs-
ziel galt die Expression der verwandteg Kanale, Kal.1 (BKcg) und
Kca2.3 (SKeo) sowie der aus molekularbiologischer Sicht wiohtid-ibrose-
Mediatoren oder profibrotischen Faktoren.

3.3.1 Genexpressionsmuster UUO-behandelter Wildtypen im
Vergleich zur Kontrolle

Die  Untersuchung der  Expressionsmuster  Kalzium-adpigé&r
Kaliumkanédle ergab in UUO-behandelten Wildtypen mat4-tagiger
Behandlung einen mehr als 20-fachen Anstieg dgB.K-Genexpression im
Vergleich zum Expressionsmuster scheinoperiertemtidtitiere. Eine
solche Erhohung der Genexpression konnte hingegedemw bei den
verwandten Ik§;1.1-Kanalen noch bei &2.3-Kanalen festgestellt werden.
Gemal ungepaartem t-Test lag eine héchstsignigkartiohung der &:3.1-
Genexpression vop(< 0,007).

In der weiteren Analyse wurden T@E ein als Fibrose-Initiator geltender
Wachstumsfaktor, FSP-1, welches zu Wachstum undifé?ation der
Fibroblasten entscheidend beitragt, sowie die iiiiz§ewebe unerlasslichen
Proteine Kollagen | und IIl untersucht. Im Ergebnésgte sich fur alle vier
Proteine eine hochstsignifikante Erhohung der Gpression bei Tieren mit
obstruktiver Nephropathie im Vergleich zur gesunientrolle ( < 0,00J).
Die Ergebnisse deuten folglich darauf hin, dassenelien histologisch
bereits konstatierten Auffalligkeiten auch auf daplekularbiologischen
Ebene der Genexpression eine Bedeutung des3.KKanals im

Zusammenhang mit der Nierenfibrose vorzuliegeniathe
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Genexpressionsmuster UUO-behandelter
Wildtypen im Vergleich zur Kontrolle
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Abbildung 32: Diagramm zum Vergleich der Genexpressn ausgewahlter Gene
(Kalzium-abhéngige Kaliumkanédle sowie profibrotiscke Marker) in M&usenieren
UUO-behandelter Wildtypen und in Kontrolltieren ohne Unilaterale Ureter-
Obstruktion.

3.3.2 Genexpressionsmuster UUO-behandelter 3.1 Knock-out
Méause im Vergleich zu Wildtypen

In einer weiteren Untersuchung sollten die genaiipiverdnderten Knock-
out-Mause mit ihren korrespondierenden Wildtypenf auolekular-
biologischer Ebene verglichen werden. Auch in die§mtersuchung
unterlagen die Tiere einer 14-tdgigen UUO-BehargllumNeben der
Expression der oben bereits erwéhnten Fibrosemai®epl, FSP-1 sowie
Kollagen | und Il wurde hierbei zusatzlich die @e&pression des in
Myofibroblasten hoch exprimierten ProteSMA bestimmit.

Es stellte sich heraus, dass irncK1-Knock-out-Mausen eine deutlich
niedrigere Expression der so genannten profibrotiscMarker (TGPB1,
FSP-1, Koll. I & Ill, aSMA) vorlag, als dies bei &3.1-Wildtypen der Fall
war.
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Genexpressionsmuster UUO-behandelter
Knock-out Mause im Vergleich zu Wildtypen
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Abbildung 33: Diagramm zur vergleichenden Darstelling der Genexpression
profibrotischer Marker in UUO-behandelten Nieren von Kc,3.1-Knock-out-Mausen
und Wildtypen.

Um eine bessere Vergleichbarkeit der Ergebnissalebebehandelten
Gruppen (K3.1" und Kc3.1"") zu erzielen, sollten diese miteinander in
Verbindung gebracht werden. Hierzu wurden die é@meten Ct-Werte
jeweils in Beziehung zur endogenen Kontrolle, Glywddehyd-3-
phosphatdehydrogenase (GAPDH)Ct-Wert) und die jeweiligenACt-
Werte beider Gruppen wiederum zueinander in Beriglgebracht AACt-
Wert). Mit den erzielten Ergebnissen liel3 sich eéache Zu- bzw.
Abnahme definieren.

Das Resultat zeigte eine niedrigere Genexpresston N\GH1 (= 40%),
FSP-1 £ 35%) und aSMA (= 30%) in Kca3.1-Knock-out-Mausen im
Verhéltnis zur Expression in Wildtypen (jeweils %00 Kollagen |,
Hauptprotein des Stltzgewebes, zeigte in KnockMdutisen eine rund
25%ige Expression, Kollagen lll eine ca. 50%igegliehen mit den Werten
in Wildtyp-Méausen (jeweils 100%). Alle Daten lieResich signifikant
belegenf < 0,05.

Auch dieser Vergleich bekraftigt die Hypothese elBedeutung des &3.1-

Kanals im Prozess der Nierenfibrose. Alles in allecheint ein defizienter
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Kca3.1-Kanal die Progression der Nierenfibrose nacégadtem Reiz durch
UUO abzuschwachen.

Genexpressionsmuster UUO-behandelter
Knock-out Mause im Vergleich zu Wildtypen
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Kc,3.17 Mausen
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Abbildung 34: Auftragung der Genexpression profibraischer Marker in UUO-
behandelten Nieren von k,3.1-Knock-out-Mausen im Verhdltnis zur jeweiligen
Expression in Wildtypen (linksseitigAA-Ct-Wert, rechtsseitig prozentualer Anteil).

3.4 Untersuchung der Kc;3.1-Translation mittels Western
Blot

Nachdem nun auf molekularbiologischer Ebene einstakte Expression
der mRNA von k3.1 in erkrankten Nieren im Vergleich zu gesunden
nachgewiesen wurde, galt es zu beweisen, dassikesehrte Information
auch tatsachlich in Proteine translatiert wurde.ertl fihrten wir
Experimente mittels Western Blot durch, da diesekabnterweise dem
Nachweis von Proteinen dient.

Tatsachlich erhielten wir im Nierengewebe von durth Tage UUO
erkrankten Nieren einen betrachtlichen NachweisKgg3.1, wohingegen
bei Kontrollen mit scheinoperierten Mausen die pr@shenden Signale nur

sehr schwach ausfielen oder gar nicht feststelilzaien.
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Western Blot zur Darstellung der
Kcg3-1-Translation

Uuo Kontrolle
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Abbildung 35: Qualitative und quantitative Abbildung der Translation des K,3.1-
Proteins in Mausenieren nach UUO-Behandlung sowieni Kontrollnieren mittels

Western-Blot. Eine qualitative Aussage kann am Vorandensein, eine quantitative
Aussage anhand der Intensitéat (Dicke) der Banden geffen werden. Als endogener
Standard wurde B-Adaptin verwendet.

RuckschlieRend bieten diese Ergebnisse den Belregsrfe fundamentale
Bedeutung der K:3.1-Hochregulierung in fibrotischem Nierengewebd un
deuten auf eine Beteiligung dieses Kanals bei ddrdgenese der renalen

Fibrose hin.
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4 DISKUSSION

Die exzessive Proliferation aktivierter renaler rBlidasten ist von
entscheidender Bedeutung in der Progression daemibrose (Neilson,
2006; Wynn, 2007; Zeisberg, Strutz et al., 2001 )dér vorliegendem vivo
Studie konnte unter Verwendung des FibrosemodelldJiJO bei Mausen
eine Verbindung zwischen dem Fibrosierungsprozesklausenieren auf
der einen Seite und Kalzium-aktivierten Kaliumkamélauf der anderen
Seite hergestellt werden. Die besagte Verbindunguhbe auf einer
Veranderung des &3.1-Expressionsmusters in UUO-behandelten Mausen
sowie auf einem unterschiedlichen Fibroseausmafh béergleich von
Wildtypen mit Kc.3.1-defizienten M&ausen sowie bei Wildtypen nach
pharmakologischer Blockade degsB.1. Eine suffiziente pharmakologische
Blockierung des Ka3.1-Kanals konnte folglich als potentieller

therapeutischer Ansatz dienen.

4.1 Histologische Analyse — Einfluss des &3.1-Kanals auf
den Fibrosierungsprozess in Mausenieren

4.1.1 Untersuchungen im Knock-out-Modell

Um den Einfluss des &3.1-Kanals in der Entstehung der Nierenfibrose
genauer zu untersuchen, wurde in der vorliegenddseidder Grad der
Fibrose nach UUO in &3.1-Knock-out-Mausen mit jenem in Wildtypen
verglichen. Meine Ergebnisse zeigten eine sigmifikaAbschwachung des
Fibrosierungsprozesses nach UUO bei genetisch kedieK:3.1-Defizit.
Dies zeigte sich in einer bedeutenden Reduktion EEM(Kollagen)-
Ablagerung sowie in einer weitaus niedrigeren Amhzatterstitieller
Myofibroblasten in UUO-geschéadigtem Nierengeweben unock-out-
Mausen im Vergleich zu Wildtypen. Diese Ergebnissarden unter
Zuhilfenahme immunhistochemischer Farbungen flrldgen | und i
sowie oSMA spezifiziert. In weiteren, auch morphometrigthe
histologischen Untersuchungen zeigte sich, dassr zweht der akute,

jedoch der subchronische und chronische tubuldtitietle Schaden bei



DISKUSSION 72

Knock-out-Mausen signifikant schwacher als bei \tyie¢n ausfiel, und
auch das Nierenparenchym blieb bei geringerem s@aasmald besser
intakt gemessen an der Parenchymbreite sowie anAdeahl intakter
Tubuli.

Wie bereits in Studien belegt, bewirkt vornehmldib interstitielle Fibrose
den eigentlichen Nierenschaden. Hierbei fuhrt di@MEAblagerung zu
Kompression der Tubuli sowie der peritubuldren Kap@n, was in einer
Ischamie tubulointerstitieller Bereiche mit Dysftiok aufgrund von
Obliteration und folglich Untergang funktionellere@ebes miindet (Eddy,
2000; Sadlier et al., 2004; Eddy, 2005; Harris &ild, 2006). Auch
andere Studien setzen den Zeitpunkt der Matrixesipargquasi als ,point of
no return’ im Krankheitsgeschehen (Kriz et al., 20Qriz, 2003; Kriz & Le
Hir, 2005).

Meine Ergebnisse deuten rickschlieRend daraufdass der Verlust des
Kca3.1-Kanals die Proliferation renaler (Myo)-Fibrodftlen wéhrend eines
Fibrosierungsprozesses und folglich auch die Msynthese reduzieren

kann.

4.1.2 Pharmakotherapeutische Suppression der Nierenfibrasdurch
einen Kc,3.1-Blocker

Um einen moglichen pharmakologischen Ansatzpunktzurosereduktion
zu erhalten, untersuchten wir zusatzlich in eineergkeichenden
experimentellen  Behandlungsstudie = Wildtypen, die t midem

hochspezifischen und effizientenc&.1-Blocker TRAM-34 (Wulff et al.,
2000; Wulff et al., 2001) behandelt wurden. Als Kofligruppe dienten
Wildtypen, die hingegen eine tagliche ApplikatiomrdTragersubstanz
Erdnussol erhielten.

Zunachst stellten wir mittels gekoppelter HPLC uMdssenspektrometrie
fest, dass durch die tagliche Applikation des TRAM-in einer

Konzentration von 120 mg/kg KG ein ausreichend hdPksmaspiegel
erzielt wurde. Dies sahen wir gewahrleistet durchem TRAM-34-

Plasmaspiegel, der nach 24 Stunden im Mittel b& 281 lag und somit
ausreichend war fir eine Kanalblockades(I20 nM).

Diese pharmakologische Interventionsstudie ergatereigleichermal3en

protektiven Effekt, wie er bereits im Knock-out-Ms#dbeobachtet wurde,
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im Sinne einer effektiv reduzierten Entwicklung tildinterstieller Schaden.
Dartber hinaus lief3 sich durch pharmakologischelglde des K:3.1 die
Anzahl aktiver Myofibroblasten und das Ausmald filsch vernarbten
Gewebes in erkrankten Nieren betréchtlich redumieveas wiederum in
immunhistochemischen Farbungen validiert wurde. Derh scheint neben
einem genetisch kodierten Verlust des Kanals auwh gharmakologische
Inhibition die Nierenfibrose in diesem Tiermodeffe&tiv abzumildern.
Meine Befunde stehen auch in gutem Einklang mieegrd Untersuchungen
zur Bedeutung von &3.1-Kanélen bei pathologischen
Zellproliferationsprozessen in verschiedenen Gewebéglier konnte
ebenfalls in tierexperimentellen Studien zur akuBefallschadigung nach
Endothelenudation und nachfolgender Neointimabigdun Ratten und
Schweinen (Kohler et al., 2003; Tharp et al., 20@8) Atherosklerose in
ApoE-defizienten Mausen (Toyama et al., 2008), inuvivo Angiogenese
im murinen ,Matrigel-Plug Assay“ (Grgic et al., Z)0 und zum
experimentellen Endometriumkarzinom in der Maus ifg/&t al., 2007)
eine selektive Blockade descg.1 die Zellproliferationsprozesse vivo
wirkungsvoll hemmen und damit den pathologischeoz€ss abmildern.
Ein aus toxikologischer Sicht wichtiger Befund isuch, dass die
Langzeitbehandlung mit TRAM-34 per se keine offerkigen
Gewebeschadigungen hervorruft (Kohler et al., 20@8ama et al., 2008)
und damit gut vertraglich erscheint. Auch in derliegenden Studie
konnten keine offensichtlichen Organschadigungesbaehtet werden. In
einer detaillierten Nekropsie nach Langzeitbehamgliumit TRAM-34
konnte ebenfalls eine gute Vertraglichkeit nachgsen werden (Toyama et
al., 2008). Insgesamt erscheint es daher moglielss ceine spezifische
Blockade des Kz3.1 mit TRAM-34 ein neuartiger pharmakotherapetigsc
Angriffspunkt zur Behandlung der Nierenfibrose uradich anderer

fibroproliferativer Prozesse sein kdnnte.
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4.2 Molekularbiologische Analyse

4.2.1 Kaorrelation von K ¢33.1-Expression und Fibroseausmalf3

Da histomorphologische Untersuchungen keinen Adldfissh Uber die
Mechanismen der Hochregulation profibrotischer &at machen kénnen,
wurde das Nierengewebe auch auf molekularbiologisEfvene hinsichtlich
der mRNA-Expressionsveranderungen analysiert. Didagersuchungen
sollten zunachst ergeben, ob die UUO-Schadigung Wkaodsekutive
Nierenfibrose mit einer Induktion des Kanals assotzist.

Der Vergleich des Genexpressionsmusters behand&itdtypen mit dem
Expressionsmuster scheinoperierter Kontrolltierggteeeine gut 20-fach
héhere mMRNA-Expression furdg3.1 in den UUO-geschadigten Nieren im
Vergleich zu gesunden Nieren. Diese Befunde der &ARN
Expressionsanalysen wurden auch mittels Westeri/Blalysen zur
Untersuchung der &3.1-Proteinmenge bestatigt, denn in den fibrotische
Nieren konnte ein deutlich erhdhter Proteinspiedpd Kanals festgestellt
werden.

Eine Hochregulation, wie wir sie fir denc8.1-Kanal sahen, zeigte sich
weder bei dem verwandtencK.l (BK)-Kanal noch bei dem verwandten
Kca2.3 (SK)-Kanal, wodurch dem d¢3.1 eine spezifische Funktion im
Vergleich zu weiteren K-Kandalen bei der Nierenfibrose zukommt.

4.2.2 Kca3.1-Expression in Korrelation zu profibrotischen F&toren

In der vorliegenden Arbeit konnte des Weiterendestellt werden, dass
begleitend zur erhohtendg3.1-Expression in fibrotischem Nierengewebe
auch die Expression der (Myo)-Fibroblastenmark®&MA sowie FSP-1
gesteigert war. Ebenso fand ich eine erhdhte Kelldgxpression sowie
eine deutlich gesteigerte TBEExpression.

Bei Kca3.1-defizienten Tieren lag das mRNA-Expressionsaiviir FSP-1
bei 35% des Niveaus in Wildtypen, die ExpressiosicEMA bei 30%. Des
Weiteren war in Knock-out-Mausen eine um 50% gesieg mMRNA-
Expression des Kollagen Il und eine um 25% genegeges Kollagen |
festzustellen, was insgesamt fur eine deutlich ngere
Bindegewebsbildung (Gesamtkollagen) spricht.
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Es ist gut belegt, dass T@F als mitogener Faktor eine bedeutende Rolle
bei der Initiation der Nierenfibrose spielt (Eddy996; Tian& Phillips,
2003; Hou et al., 2005; Yang et al., 2003; Fukaseia., 2004). Beziiglich
der Expression des T@GE ergab die vorliegende Untersuchung, dass in
Kca3.1-defizienten Mausen im Vergleich zu Wildtypemesium 60%
reduzierte TGBF1-mRNA-Expression in den fibrotischen Nieren datekt
wurde. Hier kann nun spekuliert werden, inwieweis d~ehlen des Kanals
zu einer Verminderung der TBEmRNA-Expression und damit zu einer
Verminderung der Fibroblastenaktivierung und —peosition fihren
konnte.

Insgesamt zeigt die Arbeit nun, dass der Verlugt ¥@.3.1 mit einer
verminderten Expression profibrotischer Faktored fibroseiniduzierender
Produkte assoziiert ist. Inwieweit hier eine dieeBeeinflussung von durch
Kca3.1-Verlust bedingter verminderter TEEMRNA-Expression besteht
oder andere Mechanismen zum insgesamt geringeteosegrad fihren

kann auf Grundlage der vorliegenden Befunde jedctt geklart werden.

4.3 Funktionelle Bedeutung der K-;3.1-Expression in der
Nierenfibrose

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals eine bietung zwischen
Ausmaf der Nierenfibrose und Expressiorf @tivierter Kaliumkanéle,
im Speziellen dem K3.1, hergestellt werden. Mit Hilfe des UUO-Modells
zeigte sich, dass bei fehlenderg K 1-Kanal das Ausmal} der Nierenfibrose
samt Anzahl aktivierter Fibroblasten reduziert wsowie die mRNA-
Expression wichtiger profibrotischer Faktoren einemeniger starken
Anstieg unterlag als im Vergleich zu Wildtypen.

Es sollte abschlieRend notiert werden, dass akiivresidente Fibroblasten
nicht die einzigen beteiligten Zellen in der Mamigduktion sind. Anderen
Studien zufolge spielen auch transdifferenziertbulusepithelzellen sowie
Endothelzellen im Prozess der EMT (lwano et alQ220vamashita et al.,
2005) und EndMT (Zeisberg et al., 2008) eine Raoilaler Rekrutierung
von Myofibroblasten. Auch die Infiltration durch [ des Knochenmarks
(Li et al., 2007; lwano et al., 2002) und periaduezile Zellen (Faulkner et
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al., 2005; Wiggins et al., 1993) wurden als ursédclilir Nierenfibrose von
verschiedenen Arbeitsgruppen erachtet.

Inwieweit hier bei defizientem &3.1 die genannten unterschiedlichen
Pathomechanismen beeintrachtigt werden kann niehnhtivortet werden
und war auch nicht primares Ziel dieser Studie, darauf abzielte
festzustellen, ob durch eine pharmakologische gdaetische Suppression
des k3.1, als Zellproliferation- und Migration-steuernd&anal, der
Prozess der Nierenfibrose aufgehalten werden kimsgesamt stitzen die
Befunde meiner Untersuchung diese Annahme und s$@mit abschliel3end
spekuliert werden, ob eine pharmakologische Inioibitdes k3.1 eine
neuartige Therapiestrategie zur Pravention deredidrose und terminaler

Niereninsuffizienz sein kénnte.



ZUSAMMENFASSUNG 77

5 ZUSAMMENFASSUNG

Die Nierenfibrose ist ein viel geflrchtetes Endtegu chronischen
Nierenversagens, das durch die steigende Notweeitligker Anwendung
eines  Nierenersatzverfahrens ein  erhebliches khes und
volkswirtschaftliches Problem darstellt.

Die Atiologie der Nierenfibrose ist dabei sehr fadlg, ursachlich in der
Pathogenese scheint jedoch eine geanderte Funkioh Morphe der
Fibroblasten zu sein, die durch den Erhalt konieaktFasern und
vermehrter Sekretionsfahigkeit perivaskulare undbulointerstitielle
entzundliche Bereiche der Niere besiedeln mit deemsivch, entstandenen
Schaden zu reparieren. Durch UbermafRige Ablagerexigazellularer
Matrix kommt es dabei jedoch zu Kompression undopgitie gesunden
Gewebes mit der Fibrose als morphologisches Kdrrela

Der intermediare Kalzium-abhangige KaliumkanahX1 scheint tGber eine
Beeinflussung der intrazellularen Calomdoostase eine wichtige Rolle bei
der Proliferation und Migration verschiedener Zelleso auch der
Fibroblasten, zu spielen. In der vorliegendenvivo-Arbeit wurde daher
unter Zuhilfenahme von &3.1-defizienten Mausen im UUO-Modell der
Maus mittels histologischer, immunhistochemischend umolekular-
biologischer Methodik (RT-PCR, Western Blot) untefst, ob eine
veranderte Expression desB.1 am Prozess der Nierenfibrose beteiligt
sein konnte.

Sowohl die histologischen als auch die molekulddgischen
Untersuchungen unterstitzten die Hypothese voBedeutung der K3.1-
Expression im Fibrosierungsprozess. WahrepgBK-Wildtypen bei starker
Fibrose eine deutlich hochregulierte Expression Kle8.1-mRNA sowie
weiterer profibrotischer Marker im Vergleich zu Kanlltieren aufwiesen,
zeigten kea3.1-Knock-out-Mause im Vergleich zu Wildtypen bégighem
Entzindungsreiz eine weitaus mildere Fibrose mitingerem Anstieg
profibrotischer Marker. Eine &hnlich effektive Mading der renalen
Fibrose konnte auch durch pharmakologische Blockdde Kanals in
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Wildtypen mit Hilfe des hochspezifischenc#.1-Inhibitors TRAM-34
erreicht werden.

Die in der vorliegenden Arbeit erzielten Ergebnisseuten auf eine
Sonderstellung des d3.1-Kanals im Fibrosierungsprozess der Niere hin.
Die durch seine Induktion hervorgerufene intrazater Kalzium-
Signalgebung scheint ein wichtiger Mediator fur IPecation, Migration
und verstarkte ECM-Sekretion in Fibroblasten zunsdtine effiziente
pharmakologische Blockade des Kanals kodnnte eineithtigen
therapeutischen Ansatz fur die Zukunft bieten undclkd Prévention oder
Verzbgerung des terminalen Nierenversagens Patienter einem

frihzeitigen Nierenersatzverfahren bewahren.
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