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1 EINLEITUNG  
 
 

1.1 Physiologische Bedeutung der Niere  

 
Die Niere spielt eine zentrale Rolle in der Aufrechterhaltung 

lebenswichtiger Funktionen. Dazu zählen die Regulation der Elektrolyt- und 

Volumenhomöostase sowie des Säure-Basen-Haushalts, die Ausscheidung 

von Stoffwechselprodukten und körperfremden Substanzen 

(Entgiftungsfunktion) sowie die Synthese und Sekretion verschiedener 

Hormone und Faktoren, welche unter anderem der Blutdruckregulation 

dienen. Darüber hinaus fungiert sie als Zielorgan extrarenal gebildeter 

Hormone (Classen et al., 2004; Silbernagel & Despopoulos, 2001). 

Versagen die zahlreichen Funktionen, so hat dies massive Auswirkungen 

auf Gesundheit, Morbidität und Mortalität. 

 

1.2 Terminales Nierenversagen – Epidemiologische Daten 

 
In Deutschland mussten laut Jahresbericht der QuaSi Niere 2005/2006 Ende 

2005 insgesamt 63.427 Patienten mit einem Nierenersatzverfahren versorgt 

werden. Verglichen mit den epidemiologischen Daten aus den Jahren zuvor 

lässt sich seit 1997 im Schnitt ein jährlicher Zuwachs der Prävalenz mit 

4,8% und der Inzidenz mit 5,2% an Patienten mit ESRD (End Stage Renal 

Disease) und Nierenersatztherapie verzeichnen. Dieser gesteigerte Zuwachs 

lässt sich jedoch nicht alleine auf den demographischen Wandel 

zurückführen, sondern erfordert einen Blick auf die Diagnoseverteilung bei 

Nierenersatztherapie. Hierbei stellt die diabetische Nephropathie auf der 

Basis eines Diabetes mellitus (Typ II > Typ I) - mit einer Prävalenz von 

28% und einer Inzidenz von 35% - den größten Anteil dar, gefolgt von 

vaskulären Nephropathien, Glomerulonephritiden, interstitiellen 

Nephritiden u.a. (Frei & Schober-Halstenberg, 2005/2006). Es handelt sich 

hierbei zumeist um chronische Nierenerkrankungen, die über kurz oder lang 

zu einer fortschreitenden und unwiderruflichen Reduktion der 
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Nierenfunktion führen und somit häufig in ein terminales Nierenversagen 

münden, welches die Notwendigkeit einer lebenslangen 

Nierenersatztherapie nach sich zieht. Terminales Nierenversagen und 

Nierenersatztherapie stellen dabei ungeachtet ihrer Ursache einen 

Risikofaktor für Folgeerkrankungen insbesondere kardiovaskulärer Genese 

dar und gehen mit erhöhter Mortalität einher. Zu den Haupttodesursachen 

zählen dabei in allen Altersgruppen kardiovaskuläre Ereignisse (53,1%), 

gefolgt von Infektionen (12,1%) und Malignomen (8,8%) (QuaSi Niere 

2005/2006). Neben der verkürzten Lebenserwartung steigt der Leidensdruck 

der Patienten bedingt durch lebensnotwendige Dialyseverfahren oder durch 

eine zwingende Immunsuppression nach Nierentransplantation in 

erheblichem Maße. Die kumulativen Kosten der Nierenersatztherapie 

belaufen sich schätzungsweise auf gut 3 Mrd € pro Jahr, was erhebliche 

sozioökonomische Auswirkungen nach sich zieht (Hörl & Wanner, 2003). 

Das terminale Nierenversagen stellt folglich mit steigender Bedeutung ein 

klinisches und volkswirtschaftliches Problem dar. 

 

1.3 Nierenfibrose 

 
Erkrankungen der Niere - ausgehend von leichter Funktionseinschränkung 

bis hin zum kompletten Ausfall der Nierenfunktion - gehen allesamt einher 

mit mehr oder weniger deutlichen Auswirkungen auf ihre 

multifunktionellen Aufgaben (Classen et al., 2004). Die gemeinsame 

Endstrecke der Nierenerkrankungen ist das chronisch progressive 

Nierenversagen mit der Nierenfibrose als pathologisches Korrelat (Strutz & 

Neilson, 2003). 

1.3.1 Allgemeiner Pathomechanismus der Nierenfibrose 

Die zugrunde liegenden Erkrankungen, die zu einer chronischen 

Niereninsuffizienz führen können, sind mannigfaltig. Unabhängig von der 

auslösenden Ursache geht dem Funktionsverlust als gemeinsame Endstrecke 

ein fortschreitender und irreversibler Vernarbungsprozess voraus. Die 

Pathogenese der Nierenfibrose lässt sich in vier willkürliche Phasen 

einteilen (Eddy et al., 2000): Zu Beginn steht die Phase der 
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Tubuluszellaktivierung und Schädigung peritubulärer Kapillaren, was das 

Einwandern mononukleärer Zellen und die interstitielle Besiedelung durch 

aktivierte Fibroblasten oder Myofibroblasten begünstigt. Auch 

persistierende glomeruläre Schäden werden als ursächlich beschrieben mit 

der Folge lokaler Hypertension, Anstieg der Einzelnephron-GFR und 

schwerer glomerulärer Proteinurie. Es folgt die entzündungsbedingte 

Signalphase zur Fibrogenese mit der Freilassung fibrosefördernder 

Wachstumsfaktoren und Cytokine, darunter TGFβ, CTGF, Angiotensin II, 

EGF, ET-1, PDGF, bFGF, TNFα und IL-1. In der dritten Phase steht die 

Fibrosierung im Vordergrund mit der Akkumulation extrazellulärer Matrix 

(ECM; bestehend aus fibrillärem Kollagen, Fibronektin, Proteinen, 

Glykoproteinen und Proteoglykanen), bedingt durch gesteigerte ECM-

Synthese und gestörten ECM-Abbau. Ein Hauptmerkmal der Nierenfibrose 

ist, dass sich auch in dieser postentzündlichen Phase die Proliferation 

matrixproduzierender Zellen sowie ihre Matrix-Synthese nicht selbst 

limitiert, sondern vielmehr autonom weiterläuft, wobei eine 

Aufrechterhaltung durch auto- bzw. parakrine Stimulation, direkte Zell-Zell-

Kontakte, Integrine der ECM oder Umgebungsbedingungen wie 

Hyperglycämie und Hypoxie diskutiert werden (Strutz & Neilson, 2003). Es 

entsteht ein Ungleichgewicht mit einerseits gesteigerter Matrix-Synthese 

und andererseits gestörtem Matrix-Abbau (Eddy 2000). Als letzte Folge des 

fortgeschrittenen Vernarbungsprozesses kommt es zur irreversiblen 

Zerstörung der Nierenarchitektur und -funktion (Eddy, 2000; Harris & 

Neilson, 2006; Strutz & Neilson, 2003; Zeisberg et al., 2000). Die Anzahl 

intakter Nephrone sowie die GFR nehmen kontinuierlich ab, wobei 

insbesondere die morphologischen Veränderungen des Tubulointerstitiums 

die Funktionsabnahme der Niere gut reflektieren: Zwischen Ausmaß der 

tubulointerstitiellen Beteiligung und Restfunktion der Niere besteht eine 

inverse Korrelation. Das Ausmaß der tubulointerstitiellen Schädigung 

erlangt somit einen bedeutenden prognostischen Wert (Strutz & Müller, 

2006; Strutz & Zeisberg, 2006). Der Fibrosierungsprozess ist zweifelsohne 

hochkomplex und wird von zahlreichen Faktoren mitbeinflusst. So wird 

Ausmaß und Reversibilität des Schadens mitunter teilweise bestimmt durch 

die Balance oder Imbalance zwischen renalen Proteinasen (MMP-2, MMP-
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9, uPA, lysosomale Cathepsine), endogenen Proteinaseinhibitoren (TIMP-1, 

PAI-1) und molekularem Aufbau der fibrotischen Matrix mit Fibronektin, 

fibrillärem Kollagen, interstitiellen und basalmembranösen Proteinen, 

Proteoglycanen und Glycoproteinen bis hin zur enzymatischen 

Quervernetzung (Eddy, 2005). 

1.3.2 Herkunft der (Myo)fibroblasten 

Ein Hauptcharakteristikum der tubulointerstitiellen Fibrose ist das Auftreten 

von aktivierten Fibroblasten oder Myofibroblasten im Tubulointerstitium 

der Niere, welche sich durch eine ausgeprägte Synthese von ECM 

auszeichnen (Strutz & Zeisberg, 2006). Als klassisches Merkmal dieser 

Myofibroblasten gilt eine de-novo Expression von glattmuskulärem Aktin 

(alpha smooth muscle actin, αSMA), wodurch sie morphologisch und 

funktionell glatten Muskelzellen ähneln (Majno et al., 1971). αSMA verleiht 

den Zellen kontraktile Eigenschaften und damit die Fähigkeit zum Gewebs-

Remodelling bei Wundheilung (Tomasek et al., 2002). Im Interstitium einer 

gesunden Niere kommen Myofibroblasten normalerweise nicht vor (Ina et 

al., 2002). Diverse Studien fanden bereits Korrelationsmuster bezüglich 

Fibroblasten und erkranktem Gewebe, darunter einen zahlenmäßig erhöhten 

Fibroblastenanteil in fibrosiertem Gewebe verglichen mit gesundem 

Nierengewebe (Strutz, Renziehausen et al., 2001; Müller & Rodemann, 

1991) oder einen durch Myofibroblastenanteil definierten möglichen 

prädiktiven Aussagewert bezüglich Stadium und Progression des 

Nierenversagens (Roberts et al., 1997; Qi et al., 2006). 

Umstritten bleibt bis heute die Frage nach der Herkunft der 

Myofibroblasten. Im Wesentlichen werden derzeit fünf verschiedene 

Möglichkeiten diskutiert: erstens die Aktivierung residenter Fibroblasten, 

zweitens die Epitheliale-Mesenchymale Transition (EMT), drittens die 

Endotheliale-Mesenchymale Transition (EndMT), viertens die Migration 

hämatopoetischer oder mesenchymaler Stammzellen aus dem Knochenmark 

und  fünftens die Rekrutierung aus periadventitiellen Zellen (s. auch Abb. 1) 

(Strutz & Müller, 2006; Qi et al., 2006). Mittlerweile gibt es Hinweise auf 

eine Beteiligung aller Quellen, abhängig vom Zeitpunkt der Schädigung 

(Grande & López-Novoa, 2009). 
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Abbildung 1: Skizze zur umstrittenen Herkunft der Myofibroblasten als 
matrixproduzierende Zelle. Die Abbildung wurde modifiziert nach Grande & López-
Novoa, 2009. 

 

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

Entzündungsprozess niedergelassene Leukozyten (Strutz & Müller, 2006). 

Rund ein Jahrhundert später wurde diese Theorie widerlegt mit der 

schlagenden Antithese, Fibroblasten im Wundheilungsprozess seien lokalen 

Ursprungs (Ross et al., 1970). Heute existieren die verschiedenen 

Ursprungstheorien nebeneinander. Unterstützend für den Ursprung der 

Myofibroblasten aus residenten peritubulären Fibroblasten sind u.a. Studien 

über eine Co-Expression von αSMA als neu erworbenes kontraktiles 

Element und Ekto-5-Nukleotidase (5’NT) als Marker für lokale kortikale 

peritubuläre Fibroblasten (Le Hir et al., 2005). Insbesondere in der frühen 

Phase der Nierenschädigung mit konsekutiver Fibrosierung scheinen 

residente Fibroblasten die Hauptquelle der aktivierten Fibroblasten zu sein 

(Grande & López-Novoa, 2009). 
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1.3.2.2 Epitheliale-Mesenchymale Transition - EMT 
Während der Embryonalentwicklung kommt es gehäuft zur Umwandlung 

und Umdifferenzierung von mesenchymalem in epitheliales Gewebe. Dieser 

Vorgang wird Mesenchymale-Epitheliale Transition (MET) genannt (Hay et 

al., 1995). Seit erstmaliger Notation 1982 hat sich eine Theorie weit 

verbreitet, die besagt, dass neben dem physiologischen Prozess der MET 

auch das pathologische Pendant, eine Transdifferenzierung vom Epithel 

zurück zum Mesenchym, die Epitheliale-Mesenchymale Transition (EMT) 

mit Verlust epithelialer Marker (u.a. E-Cadherin, Zytokeratin) und 

Rückerhalt mesenchymaler Marker (u.a. αSMA, Vimentin, FSP-1) existiert 

(Greenburg & Hay, 1982; Hay et al., 1995; Strutz et al., 1995; Iwano et al., 

2002). Heute wird der EMT große Bedeutung bei der Metastasierung von 

Tumoren beigemessen, sodass sie insbesondere in der Onkologie von großer 

Bedeutung ist (Grande & López-Novoa, 2009). Begünstigt durch diverse 

Faktoren wie beispielsweise TGFβ1 kommt es mittels verschiedener 

Signaltransduktionswege zum Verlust epithelialer Zelladhäsion, zu de novo 

Expression von αSMA und Reorganisation des Aktingerüsts, Zerstörung der 

tubulären Basalmembran und dadurch zu verstärkter Zellmigration, Invasion 

und EMT (Liu et al., 2004; Yang, Shultz et al., 2002). In Studien von Iwano 

et al. wurde der Anteil der aus EMT rekrutierten Fibroblasten auf nahezu ein 

Drittel geschätzt (Iwano et al., 2002). 

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

Transdifferenzierungsprozesse eine wichtige Rolle zu spielen, stimuliert 

durch u.a. TGFβ1, die revers zur embryonalen Entwicklung (Mesenchym zu 

Endothel) nun vom Endothel zurück zum Mesenchym laufen (Goumans et 

al., 2008). So scheint die EndMT eine Rolle bei der portalen Hypertonie und 

der kardialen Fibrose zu spielen (Goumans et al., 2008; Kitao et al., 2009). 

Neuere Studien zeigen EndMT auch als einen Weg der Rekrutierung 

aktivierter Fibroblasten und Myofibroblasten im Rahmen der Nierenfibrose 

(Zeisberg et al., 2008). 
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1.3.2.4 Mesenchymale Vorläuferzellen aus dem Knochenmark 
Nach einer weiteren Theorie soll sowohl der normale Zellturnover des 

renalen Epithels als auch die Regeneration geschädigten Nierengewebes 

durch Vorläuferzellen aus dem Knochenmark stattfinden (Poulsom et al., 

2001), basierend auf dem Konzept einer gemeinsamen Progenitorzelle von 

epithelialer und mesenchymaler Zelllinie (Lang & Fekete, 2001). Für diese 

Theorie sprechen Beobachtungen an intestinalen Myofibroblasten, die durch 

PDGF und den Stammzellfaktor SCF aktiviert und zur Proliferation 

angeregt werden (Powell et al., 1999), sowie der Nachweis migrierender 

mesenchymaler Vorläuferzellen im Entzündungsgebiet chronisch 

abgestoßener Spendernieren (Grimm et al., 2001). Der Anteil der aus dem 

Knochenmark entstammenden Fibroblasten wird in gesunden Mäusenieren 

auf ca. 12% geschätzt (Strutz & Müller, 2006). Insgesamt wird der Beitrag 

solcher Zellen an der ECM Synthese in erkranktem Nierengewebe weiterhin 

kontrovers diskutiert (Roufosse et al., 2006). 

1.3.2.5 Periadventitielle Zellen (Perizyten, Perivaskuläre 
Fibroblasten) 

Die Ausbreitung einer Entzündung startet in der Regel von Gefäßen aus und 

benötigt einige Zeit zur Verbreitung auf das gesamte Gewebe. Einige 

Arbeitsgruppen beschreiben in ihren Arbeiten eine hauptsächlich fokale, 

periadventitiell gelegene Fibrosierung (Wiggins et al., 1993; Faulkner et al., 

2005). Unterstützt wird diese Theorie durch Nachweis vaskulärer Marker in 

den Myofibroblasten (Humphreys et al., 2010). Dies legt die 

Schlussfolgerung nahe, dass durch Gefäßschädigung oder durch vaskuläre 

Faktoren Perizyten zu Migration und Differenzierung in Myofibroblasten 

stimuliert werden (Lin et al., 2008). 

1.3.3 Molekulare Mechanismen der Fibrose 

Myofibroblasten stellen eine aktivierte Fibroblastenform dar, die 

hauptsächlich für die ECM Produktion bei der Nierenfibrose verantwortlich 

ist (Qi et al., 2006). Sie zeichnen sich durch eine spindelartige Form und 

Ausläufer aus und haben Ähnlichkeit mit glatten Gefäßmuskelzellen 

(VSMC) (Ina et al., 2002), charakterisiert durch die Expression von αSMA 

und gebündelten Mikrofilamenten (Sappino et al., 1990; Qi et al., 2006), 

welche ihre kontraktilen Eigenschaften erklären (Tomasek et al., 2002), 
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durch ein gut ausgebildetes raues ER zur sekretorischen Funktion sowie 

durch ausgeprägte Zell-Zell-Kontakte (Qi et al., 2006). Die Fibroblasten 

selbst stellen eine durch topografische Differenzierung stark heterogene 

Gruppe dar. Sie erfüllen mehr oder weniger zellautonom durch auto- und 

parakrine Sekretion Aufgaben wie ECM-Sekretion als Teilnahme bei 

entzündlichen Prozessen, Induktion bestimmter Gene, Signalgebung für 

Migration sowie Permission entarteter Zellen (Chang et al., 2002). 

Die Aktivierung und Proliferation residenter Fibroblasten kann durch 

diverse Stimuli erfolgen (Strutz & Zeisberg, 2006). Im Folgenden soll nur 

ein Ausschnitt bereits erlangter Erkenntnisse vorgestellt werden. 

 

TGFβ1 und seine intrazellulären Kaskaden 

Taktgeber fibrotischer Prozesse sind Zytokine - allen voran TGFβ1, das 

über mehrere intrazelluläre Signaltransduktionswege Zellen (in diesem Fall 

epithelialen Ursprungs) beeinflussen kann. Via RhoA/ROCK (RhoA ist das 

G-Protein Ras homologes Gen, Typ A, ROCK ist die RhoA-Kinase) werden 

Expression, Formation und Reorganisation des Zytoskeletts modifiziert, was 

im Endeffekt zu einer verstärkten Zellmigration und Invasion führt, 

während mittels p38/MAPK vornehmlich die Apoptose der Zelle begünstigt 

wird. Über Smad2, 3 und 4 Proteine werden TGFβ1-regulierte Gene 

transkribiert, die ebenfalls Zellinfiltration, EMT und Apoptose fördern (Liu 

et al., 2004; Bascands & Schanstra, 2005). Hemmende Einflüsse auf TGFβ1 

konnten durch BMP-7, ein Mitglied der TGFβ1-Superfamilie (Sugimoto et 

al., 2007; Zeisberg et al., 2003; Li et al., 2004; Zeisberg, Shah et al., 2005; 

Klahr & Morrissey, 2003) und HGF (Yang & Liu, 2002; Klahr & 

Morrissey, 2003; Liu et al., 2004) gezeigt werden. 

 

bFGF-2 und der Ras/Raf/MEK/ERK-Signaltransduktionsweg 

Ein entscheidender Zwischenmediator des TGFβ1 ist der Wachstumsfaktor 

bFGF-2 (Strutz et al., 2002). Durch TGFβ1 induziert (Strutz, Zeisberg et al., 

2001), führt er mittels endo-/ auto- und parakriner Stimulation zu Wachstum 

und Proliferation der Fibroblasten und treibt so die Fibrose maßgeblich 

voran (Strutz & Neilson, 2003). Interessanterweise konnte in Fibroblasten 

myogenen Ursprungs gezeigt werden, dass es infolge einer bFGF 
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Stimulation via Ras/Raf/MEK/ERK-Induktion (Peña et al., 2000; Pat et al., 

2005) auch zu einer Hochregulation bestimmter Ionenkanäle wie 

beispielsweise des intermediären kalziumaktivierten Kaliumkanals KCa3.1  

kommt (Shepherd et al., 2007; Peña et al., 2000). 

 

 
 Abbildung 2: Schematische Darstellung molekularer Mechanismen der Fibrose. 
Abgebildet ist eine Übersicht einiger intrazellulärer Auswirkungen des TGFβ1. 

 

1.4 Kaliumkanäle in der Niere 

 
In der Niere existiert eine Vielzahl von Kaliumkanälen, die Gegenstand 

aktiver Forschung sind und deren Aufgaben teilweise stark divergieren. Vier 

Hauptklassen werden repräsentiert durch erstens Calcium-aktivierte K+-

Kanäle (KCa), zweitens spannungsabhängige K+-Kanäle (Kv), drittens 

einwärtsrektifizierende K+-Kanäle (Kir) und viertens K+-Kanäle mit zwei 

Poren (2P channels), die in unterschiedlich dichter Verteilung sowohl in 

epithelialem als auch in mesangialem und vaskulärem Gewebe der Niere zu 

detektieren sind (Hebert et al., 2005). Da in der vorliegenden Arbeit 

Calcium-aktivierte Kaliumkanäle im Mittelpunkt stehen, wird nun auf diese 

genauer eingegangen. 
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1.5 Ca2+-aktivierte Kaliumkanäle 

 
Die Genfamilie der Ca2+-aktivierten Kaliumkanäle umfasst 8 Mitglieder. 

Diese werden aufgrund des phylogenetischen Verwandschaftsgrades und 

biophyskalischer Eigenschaften nochmals unterteilt in zwei Subfamilien: die 

Subfamilie der spannungsabhängigen und die der spannungsunabhängigen 

Kanäle. (Blatz & Magleby, 1987; Hebert et al, 2005; Wulff et al, 2007).  

Zu der 4 Mitglieder umfassenden Subfamilie der spannungsabhängigen 

Kanäle zählt der KCa1.1 (neue Nomenklatur, Gutman et al., 2003, bekannt 

auch als BK oder Maxi- KCa) mit hoher Leitfähigkeit (150-250 pS). 

Zu der ebenfalls 4 Mitglieder umfassenden Subfamilie der 

spannungsunabhängigen Kanäle zählen der KCa3.1 (bekannt auch als IK) 

mit intermediärer Leitfähigkeit (20-40 pS) und drei weitere Subtypen mit 

kleiner Leitfähigkeit (5-10 pS), KCa2.1, KCa2.2, KCa2.3 (bekannt auch als 

SK1, SK2, und SK3).  

Wie der Name schon suggeriert, werden KCa-Kanäle durch die Bindung von 

Ca2+-Ionen an einer zytosolisch gelegenen Bindungsstelle aktiviert. In 

Zellen erfolgt diese Aktivierung durch eine Erhöhung der intrazellulären 

Kalziumkonzentration [Ca2+] i. Diese Erhöhung der [Ca2+] i kann zum einen 

durch eine Freisetzung aus intrazellulären Ca2+-Speichern 

(endoplasmatisches Retikulum, ER, und sarkoplasmatisches Retikulum, SR) 

und/oder durch einen Kalziumeinstrom über kalziumpermeable 

Kationenkanäle aus dem Extrazellulärraum erfolgen (Wulff et al, 2007; 

Borisova et al., 2007). Die Aktivierung der Kanäle erzeugt durch ihre 

erhöhte Öffnungswahrscheinlichkeit einen Ausstrom positiv-geladener 

Kaliumionen und damit eine Negativierung des  Membranpotentials 

(Hyperpolarisation) in Richtung des Kaliumgleichgewichtspotentials von      

-89 mV.  

Diese das Membranpotential modulierenden Eigenschaften Ca2+-aktivierter 

K+-Kanäle sind u.a. für die Re- bzw. Hyperpolarisation der Zellmembran 

nach einem Aktionspotential in elektrisch erregbaren Zellen, aber auch für 

Membranpotential abhängige Sekretionsprozesse (z.B. von Chlorid) in 

nicht-erregbaren Zellen wichtig. Darüber hinaus moduliert eine 

Hyperpolarisation reflektorisch-positiv den Ca2+-Einstrom aus dem 
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Extralzellulärraum, da die Hyperpolarisation die elektrische Triebkraft für 

den Einstrom positiver Ca2+-Ionen erhöht. Folglich tragen Ca2+-aktivierte 

K+-Kanäle auch zu einer anhaltend erhöhten [Ca2+] i bei. Leztere ist 

insbesondere wichtig für [Ca2+] i-abhängige Genregulations- und 

Zellproliferationsprozesse, wie z.B. bei der T-Lymphozyten-Aktivierung 

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

1.5.1 KCa3.1 (IKCa-Kanäle) 

Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich hauptsächlich mit dem KCa3.1, dem 

KCa-Subtyp intermediärer Leitfähigkeit. Im Folgenden wird daher nun 

ausführlicher auf dessen Eigenschaften eingegangen.   

1.5.1.1 Molekularer Aufbau des KCa3.1-Kanals 
Der KCa3.1-Kanal setzt sich aus einem Homotetramer zusammen, dessen 

vier Untereinheiten wiederum jeweils sechs transmembranspannende 

Segmente (S1-S6) aufweisen, wobei sowohl der C- als auch der N-terminale 

Bereich intrazellulär lokalisiert sind (Ishii et al., 1997). Die Kanalpore wird 

von einer in die Membran hineinzeigenden Schleife, dem  sog. ,pore loop’, 

zwischen  den Segmenten S5 und S6 gebildet.  

Je Untereinheit befindet sich im proxymalen Bereich des carboxyterminalen 

Endes eine Calmodulin (CaM)-Bindungsstelle, an welche CaM konstitutiv 

gebunden ist. CaM fungiert hier als eigentlicher Ca2+-Sensor des Kanals. 

Die Bindung von Ca2+ an CaM induziert eine Konformationsänderung des 

Moleküls, die wiederum eine Konformationsänderung des Kanals induziert 

und so zu einer Kanalaktivierung führt (Khanna et al., 1999; Fanger et al., 

1999). Die CaM-mediierte Kalziumsensitivität ist hierbei mit einer EC50 von 

0,3 µmol/l [Ca2+] frei hoch (Ishii et al, 1997; Latorre et al., 1989; Nilius & 

Droogmans, 2001). Da, wie oben bereits erwähnt, die Kanalaktivität 

zusäztlich spannungsunabhängig ist, kann der KCa3.1 auf geringe 

Erhöhungen der intrazellulären Kalziumkonzentration eine ausgeprägte 

Hyperpolarisation erzeugen und damit wichtige zelluläre Funktionen in 

Gang setzen, auf die im Weiteren näher eingegangen wird.  
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1.5.1.2 Gewebeexpression und Eigenschaften des KCa3.1-Kanals 
Der KCa3.1-Kanal ist in einer Vielzahl von Zelltypen exprimiert, so z.B. in 

Erythrocyten, Lymphocyten, Fibroblasten, Gefäßmuskelzellen, vaskulären 

Endothelzellen und in intestinalen und respiratorischen Epithelzellen (Wulff 

et al., 2007; Fanger et al., 2001; Thompson-Vest et al., 2006; Jensen et al., 

1998). Zu seinen physiologischen Funktionen in diesen Zellen und 

Geweben gehören u.a. die Regulation des Zellvolumens, der Zellmigration, 

endothelialer Vasodilatationsprozesse, sowie die Modulation der Wasser- 

und Chloridsekretion (Peña & Rane, 1999; Thompson-Vest et al., 2006; 

Hoyer et al., 1996; Köhler et al., 2001; Maier et al., 2005; Köhler et al., 

2005; Devor et al., 1996; Devor et al., 1999; Rufo et al., 1996; Lu & Wang, 

2000).  

Darüber hinaus scheinen KCa3.1-Kanäle auch bei 

Zellproliferationsprozessen von großer Bedeutung zu sein. So ist in 

verschiedenen proliferierenden Zelltypen, wie z.B. Endothelzellen (Grgic et 

al., 2005; Köhler et al., 2000), neointimalen glatten Gefäßmuskelzellen 

(Köhler et al., 2003; Cheong et al., 2005; Si et al., 2006; Tharp et al., 2008; 

Wiecha et al., 1998; Kohn et al., 1995), aktivierten T-Zellen (Fanger et al., 

2001; Jensen et al., 1999), Epithelzellen (Thompson-Vest et al., 2006), 

verschiedenen Krebszelllinien (Jager et al., 2004; Ouadid-Ahidouch et al., 

2004) und auch in proliferierenden Fibroblasten myogenen Ursprungs (Peña 

& Rane 1999; Peña et al., 2000) die Expression der KCa3.1-Kanäle 

hochreguliert (für eine Übersicht:  Wulff et al., 2007). Diese Hochregulation 

beruht auf einer erhöhten mRNA-Expression, welche gekoppelt ist an eine 

Stimulation des Ras/Raf/MEK/ERK-Signaltransduktionsweges (Peña et al., 

2000; Wulff et al., 2007). Durch pharmakologische Blockade der KCa3.1-

Kanäle kann die Zellproliferation der o.g. Zellen supprimiert werden. 

Demnach könnte der Kanal auch bei Krankheitsprozessen, die durch eine 

erhöhte Proliferationsaktivität gekennzeichnet sind, von funktioneller 

Bedeutung sein. Diese Hypothese wird u.a. durch Untersuchungen belegt, in 

denen durch Intervention mittels Kanal-Inhibitoren (TRAM-34, 

Clotrimazol) eine übermäßige Neointimabildung und Entwicklung einer 

Atherosklerose nach Gefäßschädigung deutlich reduziert werden konnte 

(Köhler et al., 2003; Toyama et al., 2008). Andere Experimente belegen 

eine Reduktion der postangioplastischen Restenoserate nach Ballonkatheter-
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Intervention, die mittels pharmakologischer Kanalblockade erreicht werden 

konnte (Köhler et al., 2003; Tharp et al., 2008).  

In Untersuchungen zur zellvermittelten Abstoßungsreaktion nach allogener 

Nierentransplantation ließen sich ebenfalls Erfolge verzeichnen. Durch 

TRAM-34-vermittelte Kanalblockade konnte die Infiltration mononukleärer 

Zellen im Gewebe reduziert werden (Grgic et al., 2009). 

 

 
Abbildung 3: Molekularer Aufbau des KCa3.1-Kanals in schematischer Darstellung. 
Abgebildet sind die für seine Funktionsweise und Charakterisierung wichtigen 
Elemente. Auf ganz ähnliche Weise ist auch der Aufbau des verwandten KCa2.x-
Kanals. 
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Abbildung 4: Interaktionsmodell zur Veranschaulichung der Funktionsweise von 
Calmodulin mit den C-terminalen Enden des KCa3.1-Kanals. 

 

1.5.1.3 Pharmakologie des KCa3.1-Kanals 
Der KCa3.1-Kanal lässt sich pharmakologisch durch spezifische Agonisten 

und Antagonisten charakterisieren. Als selektiver KCa3.1-Öffner gilt 1-

Ethyl-2-benzimidazolinon (1-EBIO) (Devor et al., 1996; Jensen et al., 

1998). Sein Derivat DCEBIO (5,6-Dichloro-1-ethyl-1,3dihydro-2H-

benzimidazol-2-one) stellt einen weiteren potenten Kanalöffner dar (Hansen 

et al., 2001). Eine Hemmung des Kanals lässt sich durch eine Reihe von 

Substanzen mit unterschiedlichem Selektivitäts- und Effektivitätsgrad 

erreichen. Hierunter zählen bspw. Charybdotoxin aus dem Gift des 

israelischen Skorpions ,Leiurus quinquestriatis’ (Miller et al., 1985), das 

Malariamittel Quinin und TBA; aber auch der Calciumantagonist 

Nitrendipin zeigt hemmende Wirkung (Jensen et al., 1998; Jensen et al., 

1999; Rauer et al., 2000). Interessanterweise wirkt der Aktivator des KCa1.1-

Kanals, NS1619, hier als potenter Blocker (Nilius & Droogmans, 2001). Als 

gleichzeitig potente und selektive Antagonisten gelten die Triarylmethane 

(TRAM), darunter das Antimykotikum Clotrimazol (CLT, 1-[(2-

Chlorphenyl)diphenylmethyl]-1H-imidazol), welches jedoch gleichzeitig 

Cytochrom P450 hemmt und somit andere Zellfunktionen beeinträchtigen 
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kann (Wulff et al., 2000; Wulff et al., 2001; Jensen et al., 1998; Jensen et 

al., 1999). Dem CLT überlegen ist das CLT-Derivat TRAM-34 (1-[(2-

Chlorophenyl)diphenylmethyl]-1H-pyrazol), welches sich durch seine 200 

bis 1500fache Selektivität für KCa3.1 gegenüber anderen Kaliumkanälen 

sowie durch Unabhängigkeit von Enzymen des Cytochrom P450-Systems 

als selektivster und geeignetster Kanalblocker auszeichnet (Wulff et al., 

2000). TRAM-34 scheint aufgrund seiner Lipophilie die Zellmembran zu 

durchdringen und durch hydrophobe Wechselwirkung mit zwei 

Aminosäuren in der S5-P-S6 Region (Thr250 und Val275) den Ionenkanal 

mit seiner propellerartigen Form zu verschließen (Wulff et al., 2001). 

 

 
Abbildung 5: Abgebildet sind die Strukturformeln von zwei KCa3.1-Blockern der 
Triarylmethan-Klasse. Das Antimykotikum Clotrimazol  (CLT) interagiert gleichzeitig 
mit dem Cytochrom-P450-System, das verwandte Molekül TRAM-34 zeichnet sich 
durch Unabhängigkeit von CyP450 sowie hohe Selektivität und Effizienz aus und kann 
als potenter Ersatz für CLT eingesetzt werden. 
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Abbildung 6: Dargestellt ist ein heuristisches Modell der Porenregion des KCa3.1-
Kanals sowie angedeutet die Interaktionsweise mit dem Antagonisten TRAM-34. Das 
Schaublid dient zur räumlichen Veranschaulichung des putativen 
Blockierungsmechanismus des KCa3.1-Kanals durch TRAM-34.  

 

1.5.1.4 Bedeutung des KCa3.1 bei Proliferation und Migration von 
Zellen 

Bereits seit Längerem ist bekannt, dass der KCa3.1-Kanal eine 

mitosefördernde Funktion innehat. Eine zunehmend hervorgehobene 

Bedeutung zeigt sich darüber hinaus jedoch in Zusammenhang mit der 

Proliferation von Zellen. So konnte in Endothelzellen eine Hochregulation 

der KCa3.1-Expression durch mitogene Stimulation mit bFGF und VEGF 

beobachtet werden, die einherging mit gesteigerter Endothelzell-

Proliferation und Angiogenese (Köhler et al., 2003; Grgic et al., 2005; 

Cheong et al., 2005). Ebenso ist seine Hochregulierung wichtig für die 

Proliferation stimulierter T-Lymphocyten (Ghanshani et al., 2000; Fanger et 

al., 2001).  

Zellproliferation und –migration sind elementar bei Wundheilungs- und 

Immunabwehrprozessen, aber auch bei der Formation und Ausbreitung 

tumorösen Gewebes. Der KCa3.1-Kanal konnte mittlerweile als Teil der 

zellulären ,Migrations-Maschinerie’ bspw. in MDCK-FC 

(Tubulusepithelzellen) identifiziert werden (Schwab et al., 1994 & 2006). In 
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Fibroblasten zeigt der KCa3.1 in postischämischem und allgemein 

entzündlichem Gewebe sowie in Tumorgewebe eine erhöhte Expression, die 

ebenfalls auf seine wachstums- und migrationsregulierende Rolle 

zurückgeführt wird (Saito et al., 2002; Rane, 2000; Peña & Rane 1999). 

Ähnliche Funktionen werden KCa3.1-Kanälen auch in microglialen Zellen 

zugeschrieben, welche auf ZNS-Ebene Regenerationsfunktionen ähnlich der 

Fibroblasten erfüllen (Schilling et al., 2004). 

1.5.2 KCa1.1 (BKCa-Kanäle) 

 
Aufbau 

KCa1.1-Kanäle sind nicht-rektifizierende K+-Kanäle mit hoher 

Einzelleitfähigkeit von 150-250 pS (Hebert et al., 2005). Im Unterschied zu 

ihren verwandten Kanälen KCa3.1 und KCa2.x weisen sie neben einer Ca2+-

Sensitivität (Papassotiriou et al., 2000; Hoyer et al., 1994) zusätzlich eine 

Spannungsabhängigkeit durch gesteigerte Aktivität bei Depolarisation der 

Zellmembran auf (Kamouchi et al., 1999; Daut et al., 1994). 

KCa1.1-Kanäle sind aus zwei ungleichen Untereinheiten aufgebaut, einer für 

den Ionentransport porenbildenden α-UE, sowie einer modulierenden und 

regulierenden β-UE, die zu Torfunktion und pharmakologischen 

Eigenschaften des Kanals beiträgt (Kaczorowski et al., 1996; Papassotiriou 

et al., 2000). Die α-UE wird gebildet aus einem Homotetramer von vier α-

UEs, die sich jeweils aus sieben transmembranären Segmenten (S0-S6) und 

vier intrazellulären Segmenten (S7-S10) am C-terminalen Ende 

zusammensetzen. Als eine Art Spannungssensor fungiert das positiv 

geladene S4-Segment (Vergara et al., 1998), während die Segmente S5 und 

S6 nach tetramerer Zusammenlagerung die Kanalpore bilden. Die Ca2+-

Aktivierung des Kanals erfolgt über das negativ geladene Verbindungsstück 

zwischen S9 und S10, auch als ,Ca2+-bowl’ bezeichnet, das für die Ca2+-

Sensitivität des KCa1.1 hauptverantwortlich ist (Schreiber & Salkoff, 1997). 

Das zusätzliche S0-Segment am N-terminalen Ende stellt die Verbindung 

zur β-UE dar, die aus zwei transmembranären Domänen besteht. Durch 

Wechselwirkung mit der α-UE moduliert sie die Ca2+-Sensitivität des 

Kanals, was sich bei Fehlen der β-UE durch eine herabgesetzte 
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Kanalaktivierung durch Ca2+ bemerkbar macht (Tanaka et al., 1997; 

Brenner et al., 2000; Papassotiriou et al., 2000). 

 

Funktion 

Die Funktionen des KCa1.1-Kanals sind vielfältig und abhängig von der 

jeweiligen Gewebeart. Während er in VSMC den Gefäßtonus reguliert 

(Köhler et al., 2001), erfüllt der Kanal im Nierenepithel hauptsächlich die 

Funktion der Kaliumsekretion zur Aufrechterhaltung der Kaliumhomöostase 

(Pluznick & Sansom, 2006;  Grimm & Sansom, 2007; Hebert et al., 2005). 

In kardialen Fibroblasten trägt er zur Aufrechterhaltung der myokardialen 

Gewebestruktur und zur funktionellen Aktivität der Herzmuskelzellen durch 

Transfer elektrischer Signale bei (Wang et al., 2006). In dermalen 

Fibroblasten wiederum scheint er bei der Antwort auf mechanische, 

elektrische und chemische Reize involviert zu sein (Stockbridge & French, 

1989). 

 

Pharmakologische Eigenschaften 

Die Aktivität des KCa1.1-Kanals kann durch eine Reihe pharmakologischer 

Öffner bzw. Blocker moduliert werden. Iberiotoxin (ITX), ein Peptid aus 

dem Gift des Skorpions ,Buthus tamulus’ (Galvez et al., 1990; Candia et al., 

1992) und Charybdotoxin (CTX) gelten derzeit als die potentesten 

Inhibitoren des Kanals (Miller et al., 1985; Galvez et al., 1990; 

Giangiacomo et al., 1992; Candia et al., 1992; Anwer et al., 1993; Gribkoff 

et al., 1996). Als weiterer Blocker fungiert das Tetraethylammonium, kurz 

TEA (Anwer et al., 1993; Giangiacomo et al., 1992). Eine 

aktivitätssteigernde Wirkung durch Erhöhung der 

Öffnungswahrscheinlichkeit kann bspw. durch NS1619, ein als Agonist 

wirkendes Benzimidazolonderivat (Gribkoff et al., 1996) oder durch das 

Phytotherapeutikum Dehydrosoyasaponin I (DHS I), welches in Ghana als 

medizinisches Heilkraut verwendet wird, erreicht werden (McManus et al., 

1993 & 1995). 
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Abbildung 7: Abgebildet ist der molekulare Aufbau des KCa1.1-Kanals in 
schematischer Darstellung mit für seine Funktionsweise wichtigen Charakteristika. 

 

1.6 KCa2.x (SKCa-Kanäle) 

 
Aufbau 

KCa2.x-Kanäle sind spannungsunabhängige K+-Kanäle mit einer geringen 

Einzelleitfähigkeit von ~9-10 pS (Groschner et al., 1992; Hebert et al., 

2005). Gemeinsam mit den KCa3.1-Kanälen weisen sie eine wesentlich 

höhere Kalziumsensitivität auf mit EC50-Werten im submicromolaren 

Bereich (Ishii et al., 1997; Latorre et al., 1989). Auch im Aufbau gleichen 

sie den KCa3.1-Kanälen (s. Kap. 1.5.1.2 sowie Abb. 3). 

 

Funktion 

Basierend auf molekularbiologischen und immunhistochemischen Befunden 

scheinen KCa2.x-Kanäle in Neuronen eine wichtige Funktion bei der hier 

typischen Erregbarkeit zu haben (Wulff et al., 2007; Hosseini et al., 2001; 

Tacconi et al., 2001; Köhler et al., 1996). Des Weiteren nimmt der KCa2.3-

Subtyp in Endothelzellen Einfluss auf das kardiovaskuläre System (Gauthier 

et al., 2004; Sheng & Braun, 2007; Groschner et al., 1992). Im 

Immunsystem spielt seine Beteiligung an der Kalziumsignalgebung eine 
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wichtige Rolle bei der Aktivierung von T-Lymphocyten (Fanger et al., 

2001) wohingegen im Nierenepithel die Aufrechterhaltung der 

Kaliumhomöostase von Bedeutung ist (Lu & Wang, 2000; Hebert et al., 

2005). 

 

Pharmakologische Eigenschaften 

KCa2.x-Kanäle werden durch das Bienengift Apamin sowie durch das 

alkaloide Pfeilgift d-Tubocurare inhibiert, sind jedoch gegenüber dem 

KCa1.1- und KCa3.1-Blocker CTX und dem KCa3.1-Blocker CLT 

unempfindlich (Köhler et al., 1996; Vergara et al., 1998; Blatz & Magleby, 

1986; Gauthier et al., 2004). Aufgrund unterschiedlicher pharmakologischer 

Eigenschaften werden die KCa2.x-Kanäle nochmals in drei Subtypen 

(KCa2.1, KCa2.2, KCa2.3) unterteilt (Hosseini et al., 2001). 

 

1.7 Erforschung pathophysiologischer Vorgänge in der 
Niere unter Verwendung des UUO-Modells sowie 
KCa3.1- defizienter Mäuse 

 
Die beim Menschen vorliegende Vielfältigkeit der Kaliumkanäle konnte 

auch bei Mäusen festgestellt werden. Zum Verständnis sowohl 

physiologischer als auch pathophysiologischer Vorgänge im 

Zusammenhang mit Kanälen hat sich daher die Verwendung von Knock-out 

(KO) Mäusen, bei denen jeweils einzelne oder mehrere für einen 

bestimmten Kanal kodierende Gene ausgeschaltet wurden, als geeignet 

erwiesen (Barrière et al., 2004). 

Für die Erzeugung einer Nierenfibrose im Tierexperiment existiert eine 

Vielzahl von Möglichkeiten, als effektivstes und somit verlässlichstes 

Modell konnte sich jedoch meist das UUO-Modell durchsetzen (Zeisberg, 

Soubasakos et al., 2005; Klahr & Morrissey, 2002). Hierbei handelt es sich 

um die einseitige Unterbindung eines Ureters (Unilateral Ureter 

Obstruction) mit konsekutivem Harnrückstau in die Niere. Das Modell 

spiegelt die ablaufenden Prozesse einer obstruktiven Nierenerkrankung 

beim Menschen bis hin zur Nierenfibrose sehr genau wider (Klahr & 

Morrissey, 2002; Bascands & Schanstra, 2005). Es stellt dabei jedoch auch 
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ein extrem aggressives Modell dar, das innerhalb kürzester Zeit (Stunden bis 

Tage) einen Gewebeschaden anrichtet (Klahr & Morrissey, 2003; Bascands 

& Schanstra, 2005), der sich bei normalem Krankheitsverlauf innerhalb von 

Monaten bis Jahren entwickelt. 

 

1.8 Zielsetzung 

 
Die pathophysiologischen Vorgänge bei Nierenfibrose sowie die ihr 

zugrundeliegenden fibrosefördernden und fibrosehemmenden Mechanismen 

sind seit einigen Jahren Gegenstand intensiver Forschung. Die Herkunft der 

fibroseinduzierenden Zelle, des Myofibroblasten, wird dabei bis heute 

kontrovers diskutiert. Die potentielle Bedeutung von Ionenkanälen bei der 

Fibroseentstehung ist bislang unzureichend untersucht. 

Unumstritten ist die Bedeutung von Fibroblasten bei allgemein 

entzündlichen Prozessen sowie im Speziellen bei der Nierenfibrose (Ross et 

al., 1970; Strutz & Müller, 2006; Strutz & Zeisberg, 2006; Le Hir et al., 

2005). Essentiell bei dem Versuch der Wiederherstellung von Integrität und 

Funktion geschädigten Nierengewebes sind dabei Proliferations- und 

Migrationsprozesse (Tian & Phillips, 2003). 

Wie bereits ausgeführt, konnte für KCa3.1-Kanäle in verschiedenen Zell- 

und Gewebetypen eine pathophysiologische Rolle insbesondere bei 

Krankheitsprozessen, die sich durch eine gesteigerte Proliferationsaktivität 

auszeichnen, gezeigt werden. Ein Hauptmerkmal der Nierenfibrose ist eine 

vielfach erhöhte Proliferations- und ECM-Syntheserate von renalen (Myo)-

Fibroblasten. In der vorliegenden Arbeit sollte nun erstmals untersucht 

werden, ob KCa3.1-Kanäle an der Pathogenese der Nierenfibrose beteiligt 

sind. 

Hierzu sollten im Einzelnen folgende Untersuchungsschritte durchgeführt 

werden: 
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i. Etablierung eines Nierenfibrose-Modells für vergleichende in vivo- 

Untersuchungen an Mäusen  

Mittels des UUO-Modells sollten zeitgestaffelte Versuchsreihen an 

Wildtypen (KCa3.1+/+) und Knock-out Mäusen (KCa3.1-/-) durchgeführt 

werden.  

Des Weiteren sollten in einer vergleichenden Behandlungsstudie KCa3.1+/+-

Mäuse durch pharmakologische Beeinflussung miteinander verglichen 

werden. 

Als Ziel der Untersuchungen galt es, einen möglichen Einfluss des Kanals 

auf das Fibroseausmaß durch defizienten Kanal bzw. pharmakologische 

Blockierung festzustellen. 

 

ii.  Histologische Analyse mittels PAS- und Masson-Goldner-Färbung, 

morphometrische Auswertung 

Zur Bestimmung des Schadensausmaßes der durch UUO behandelten 

Nieren sollten diese mit geeigneten Färbungen behandelt, morphometrisch 

ausgewertet und unter bestimmten Gesichtspunkten miteinander verglichen 

werden.  

 

iii.  Immunhistochemische Analyse  

Immunhistochemisch mittels spezifischer Antikörper gefärbtes Kollagen I 

und III sowie αSMA sollten weitere Aufschlüsse zur Interpretation der 

histologischen Schnitte liefern. 

  

iv. Molekularbiologische Analyse der KCa3.1-Expression in 

fibrotischem Nierengewebe  

Mit Hilfe der quantitativen real time-RT-PCR-Methodik sollte auf 

molekularbiologischer Ebene die KCa3.1-Expression in den durch UUO 

fibrosierten Nieren sowie die Expression weiterer, für die Fibroseentstehung 

bzw. –hemmung wegweisender Parameter bestimmt werden. 

Anschließend sollte mittels Western Blot die tatsächliche Proteinproduktion 

des Kanals überprüft werden. 
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2 MATERIAL UND METHODEN  
 
 

2.1 Chemikalien und Geräte 

 

2.1.1 Chemikalien/ Pharmaka 

• ABC Kit - VECTASTAIN Elite ABC Kit (Goat IgG): Vector 

Laboratories; Burlingame; CA; USA 

• Agarose (Gelsubstrat): Merck; Darmstadt; D 

• Antikörper (Western Blot): Santa Cruz Biotechnology Inc.: 

Heidelberg; D 

• Antiserum (Western Blot): Goat anti-rabbit-Antiserum: GE 

Healthcare Europe; Freiburg; D 

• Aqua ad iniectabilia: Delta Select; Dreieich; D 

• Aqua demineralisiert/ Aqua bidestiliert 

• Avidin/Biotin Blocking Kit: Vector Laboratories; Burlingame; CA; 

USA 

• Benzamidin: Merck; Darmstadt; D 

• Bio-Rad Protein Assay: Bio-Rad; München; D 

• Blue QPCR SYBR low ROX; Thermo Scientific; Waltham; MA; 

USA 

• BSA (Albumine Bovine Fraction V, pH 7): Serva; Heidelberg; D 

• Citronensäure-Monohydrat: Merck; Darmstadt; D 

• Corbit-Balsam: Hecht; Kiel; D 

• Diethyl-Pyrocarbonat (DEPC): Sigma; Steinheim; D 

• Desoxynukleosidtriphosphate (dNTP Mix 10 mM): Fermentas; 

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: GE Healthcare 

Europe; Freiburg; D 

• EDTA 500 mM: Sigma; Steinheim; D 
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• Erdnussöl: Apotheke der Charité-Universitätsmedizin; Berlin; D 

• Essigsäure: Merck; Darmstadt; D 

• Ethanol: Merck; Darmstadt; D 

• Ethidiumbromid: Merck; Darmstadt; D 

• Formalin 4%: Merck; Darmstadt; D 

• Hämatoxylinlösung: Merck; Darmstadt; D 

• IHC Zinc Fixative: BD Biosciences Pharmingen; Heidelberg; D 

• Ketanest S (Wirkstoff Esketaminhydrochlorid): Parke-Davis & 

Pfizer; Karlsruhe; D 

• Leupeptin: Merck; Darmstadt; D 

• Lichtgrün: 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 

• Natriumperiodat: Merck; Darmstadt; D 

• Natronlauge: Merck; Darmstadt; D 

• Oligo dT Primer: Fermentas; Burlington; Ontario; CDN 

• Orange G: Merck; Darmstadt; D 

• Pararosanilin Certistain: Merck; Darmstadt; D 

• PBS ohne Ca2+: Serva Electrophoresis; Heidelberg; D  

• Peroxidase Substrat - VECTOR SG Substrate Kit: Vector 

Laboratories; Burlingame; CA; USA 

• Phosphormolybdänsäure: Merck; Darmstadt; D 

• PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid): Merck; Darmstadt; D 

• Primärantikörper/ -antiserum: 

o (IHC) Mouse αSMA-Antibody, Klon 1A4, Ig-Fraktion aus 

Mäuseaszites: Sigma; Taufkirchen; D 

o (IHC) Rabbit anti-mouse Collagen I/III-Antiserum: 

Biogenesis; Poole; UK 

o (Western Blot) Rabbit anti-mouse KCa3.1-Antibody: Pineda 

Antibody Services; Berlin; D 
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• Proteinase K: Merck; Darmstadt; D 

• Reverse Transkriptase (DNA-Polymerase): Fermentas; Burlington; 

Ontario; CDN 

• Reaction Buffer 5X: Fermentas; Burlington; Ontario; CDN 

• RNA-Isolationskit – High Pure RNA Isolation Kit: Roche; 

Mannheim; D 

o Lysis/ Binding Buffer 

o DNase I, recombinant, lyophilizate 

o DNase Incubation Buffer 

o Wash Buffer I 

o Wash Buffer II 

o Elution Buffer 

o High Pure Filter Tubes 

o Collection Tubes 

• Rompun 2% (Wirkstoff Xylazin hydrochlorid): Bayer; Leverkusen; 

D 

• Salzsäure: Merck; Darmstadt; D 

• SDS (Sodium Dodecylsulphat): Merck; Darmstadt; D 

• Säurefuchsin: Merck; Darmstadt; D 

• Technischer Aceton: Merck; Darmstadt; D 

• TESAP (3-Triethoxysilyl-propylamin): Merck; Darmstadt; D 

• TRAM-34: UC Davis; CA; USA 

• Tris & TrisHCl: Merck; Darmstadt; D 

• Trypsin Inhibitor: Merck; Darmstadt; D 

• Wasserstoffperoxid: Merck; Darmstadt; D 

• Xylol: Merck; Darmstadt; D 

 

 

TRAM-34 wurde uns freundlicherweise von Frau Prof. Dr. Heike Wulff 

(University of California at Davis, CA, USA) zur Verfügung gestellt.  
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2.1.2 Geräte/ Zubehör 

• Ausbettschalen (Metall): Sakura; Heppenheim; D 

• Brutschrank: Heraeus; Hanau; D 

• Cycler: GeneAmp® PCR System 2700: Applied Biosystems; Foster 

City; CA; USA 

• Deckgläser: Menzel; Braunschweig; D 

• Digitale Kompaktkamera PowerShot G 6: Canon; Krefeld; D 

• Einbettkassetten (Plastik): Sakura; Heppenheim; D 

• Elektrophoresekammer & -kamm: Agagel Mini Biometra: Blomed 

Analytik; Göttingen; D 

• Färbeküvetten: Roth; Karlsruhe; D 

• Leica Q600: Qwin; Cambridge; UK 

• Microtom: Leica Microsystems; Wetzlar; D 

• Mikroskope: Axiovert 100; Axiovert 135; ApoTome; 

Operationsmikroskop: Carl Zeiss MicroImaging; Göttingen; 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 

• Objektträger: Menzel; Braunschweig; D 

• Operationsbesteck: FST (Fine Science Tools); Heidelberg; D 

• PAP Pen Manufactured for Immunotech: Beckmann Coulter; 

Krefeld; D 

• PCR-Plate, Abgene SuperPlate: Thermo Scientific; Waltham; MA; 

USA 

• pH Meter CG 840 B: Schott; Mainz; D 

• Pipetten: Finnpipette: Thermo Scientific; Waltham; MA; USA 

• Sonstiges Labormaterial: Standardlaborgeräte 

• Spritzenzubehör: 

o BD Plastik steril, 1ml Spritze: BD Biosciences; Heidelberg; 

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 

• TaqMan-Cycler: 7500 Real Time PCR Systems: Applied 

Biosystems; Foster City; CA; USA 

• Tissue-Tek Embedding console: Vogel; Gießen; D 

• Tissue-Tek V.I.P. Gewebeentwässerungs- & Einbettautomat: 

Vogel; Gießen; D 

• Trans-Blot (Nitrocellulose Membran): Bio-Rad; München; D 

• Transfektionstubes: BD Biosciences; Heidelberg; D 

 

2.2 Tiere 

 
Generierung der KCa3.1-Knock-out-Maus 

Der Begriff ,Knock-out’ bezeichnet eine Technologie, in der eine höchst 

präzise genetische Veränderung in das Genom – in diesem Fall der Maus – 

eingeführt wird mit dem Ziel, ein Tiermodell mit einem bestimmten 

genetischen Defekt zu erzeugen. 

Für die KCa3.1-Knock-out Maus wurde hierfür ein sogenannter ,gene 

targeting’ Vektor, pTV5, in embryonale Stammzellen transferiert, gerichtet 

gegen Exon4 auf Chromosom 19q13, der chromosomalen Lokalisation des 

KCa3.1. Genveränderte Stammzellen wurden in Blastozysten überführt und 

in als ,Leihmütter’ fungierende Mäuse reimplantiert. Eine erfolgreiche 

homologe Integration des pTV5-Vektors in den KCa3.1-Genlocus konnte 

mittels PCR-Genprodukt überprüft werden, das in KCa3.1+/+-Mäusen eine 

Länge von 160 bp, in KCa3.1-/--Mäusen dagegen 320 bp aufweist. Eine 

Weitervererbung des Knock-out-Gens erfolgte letztlich nach den 

Mendelschen Gesetzen durch Kreuzung von Wildtypen und Knock-out-

Mäusen. 

 

Tierhaltung und Fütterung 

Alle in dieser Studie verwendeten Tiere wurden in der Tierhaltung des 

BMFZ mit einer Maximalzahl von sechs Mäusen pro Käfig in ,individually 

ventilated cages’ (IVC) - zur Ermöglichung eines hohen hygienischen 

Standards - gehalten. Die Käfige wurden temperiert auf 22±2°C und 
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unterlagen einem Hell-/Dunkel-Zyklus von zwölf Stunden. Die Versorgung 

der Mäuse erfolgte mit Standard Nagerkost und Wasser ad libitum. Die 

Tierversuche wurden vom zuständigen Regierungspräsidium Gießen 

genehmigt. 

2.2.1 Genotypisierung der transgenen Mäuse 

 

Ansatz der Gebrauchslösungen 

Tail-Buffer 

2 M TrisHCl 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 TrisHCl 0,25 ml 

500 mM EDTA 0,1 ml 

Millipore-Water 49,65 ml 

Tabelle 1: Ansatz der Gebrauchslösungen zur routinemäßigen Genotypisierung  der 
transgenen Mäuse. 

 

Durchführung 

Zur routinemäßigen Genotypisierung der Mäuse musste je ein Stück der 

Schwanzspitze in einem Enzymverdau, bestehend aus 88,8 µl Tail-Buffer 

und 8,8 µl Proteinase K für 10 Std im Wasserbad bei 55°C und 

anschließenden 10 Min bei 95°C inkubieren. Im Anschluss daran wurden 

400 µl des TE-Buffer hinzugegeben; ab diesem Schritt war eine 

Konservierung der Proben für 1-2 Wochen bei 4°C möglich. 

Die Genotypisierung selbst wurde mittels PCR mit den Primern Kcnn4, 

Exon4rev und Neorev durchgeführt (s. Tabelle 2). Von den genannten 

Primern bindet Kcnn4 an das Intron, das vor dem besagten Exon4 liegt, an 

welches wiederum direkt Exon4rev bindet. Neorev bindet spezifisch an das 

neoresistente, durch Vektor pTV5 transferierte Gen.  

Für die PCR der KCa3.1-Genotypisierung wurde ein PCR-Mastermix - mit 

Mengenverhältnissen wie in Tabelle 2 ersichtlich - hergestellt. 
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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 für KCa3.1-Genotypisierung 

H2O 13,25 µl/ tube 

PCR-Buffer 2,5 µl/ tube 

MgCl2 2,5 µl/ tube 

dNTP 1 µl/ tube 

Primer 1 1 µl/ tube 

Primer 2 1 µl/ tube 

Primer 3 1 µl/ tube  

Taq Polymerase 0,25 µl/ tube 

Tabelle 2: Oben: Verwendete Primer für die routinemäßige Genotypisierung der 
transgenen Mäuse. Unten: PCR-Mastermix zur routinemäßigen Genotypisierung der 
transgenen Mäuse. 

 

Je PCR-Tube wurden 2,5 µl der jeweils zu bestimmenden DNA mit 22,5 µl 

des Mastermix pipettiert. Die Reaktion selbst wurde in einem 

Thermocycler gemäß folgendem Temperaturprofil durchgeführt: 

Die Initialisierungs- und Denaturierungsphase zur Trennung der DNA-

Stränge erfolgte für 3 Min auf 94°C, darauf folgten 10 Zyklen mit 

aufeinanderfolgend 35 Sek bei 94°C, 35 Sek bei 58°C und 50 Sek bei 72°C 

und noch einmal 25 Zyklen nach dem eben genannten Schema mit 

zusätzlichen 5 Sek Verlängerung je Zyklus. Zum Schluss folgte ein letzter 

Verlängerungsschritt für 10 Min auf 72°C, eine darauf folgende 

Dauerschleife konservierte die PCR-Produkte bei 4°C. 

Das allgemeine Temperaturschema einer PCR mit der hitzebeständigen 

Taq-Polymerase basiert auf einer notwendigen DNA-Denaturierung bei 

94°C, auf der Primeranlagerung an die DNA-Stränge bei idealerweise 58°C 

und der DNA-Elongation bei 72°C. 

Nach Beendigung der PCR wurde jede Probe mit 4 µl eines Loading 

Buffers versetzt. Dieser enthält eine Farbsubstanz, zumeist Bromophenol, 
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und wird zur Präparation von Protein-Proben zur SDS-PAGE (SDS-

Polyacrylamid Gel Elektrophorese) verwendet. Für die Auswertung der 

PCR wurde ein 1%iges Agarosegel hergestellt mit 50 ml TAE (Tris EDTA 

Acetat), 500 mg Agarose und 2,5 µl Ethidiumbromid. Ethidiumbromid ist 

ein Phenanthridin-Farbstoff, der zwischen den Basen der DNA (oder RNA) 

interkaliert und dabei sein Anregungsspektrum verändert; seine 

Fluoreszenz ist bei Anregung mit ultraviolettem Licht stark erhöht, 

wodurch Stellen mit Nukleinsäure im Agarosegel sichtbar werden. Die 

Durchführung der Gelelektrophorese ist in Abb. 8a schematisch dargestellt. 

Nach Abschluss der Elektrophorese wurde das Gel unter UV-Licht 

betrachtet; die größeren DNA-Fragmente der KO-Maus mit 320 bp waren 

daran zu erkennen, dass sie langsamer wanderten und somit eine kürzere 

Strecke zurücklegten als die 160 bp-Fragmente des Wildtypen (Abb. 8b). 

 

 
Abbildung 8: a: Schematische Darstellung des Ablaufs einer Gelelektrophorese mit 
Beschreibung der einzelnen Schritte. b: Multiplex-PCR für die routinemäßige KCa3.1-
Genotypisierung. Den Wildtyp (+/+) erkennt man an der 160 bp Bande, die Knock-out-
Maus (-/-) an der 320 bp Bande. Heterozygote Mäuse (-/+) weisen beide Banden auf. 
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2.3 Unilaterale Ureter Obstruktion (UUO) – Erzeugung 
einer Nierenfibrose 

 
Stocklösung der Narkose 

Rompun 0,1 ml 

Ketanest 0,2 ml 

NaCl 0,7 ml 

Verabreichungsschema der Narkose 

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: Stocklösung der Narkose mit gleichzeitiger Schmerzmedikation. 
Unten: Verabreichungsschema der Narkose für die intraperitoneale (i.p.) Applikation. 

 

2.3.1 Operation 

Die Mäuse wurden zur Betäubung sowie zur peri- und postoperativen 

Schmerzlinderung nach dem o.g. Verabreichungsschema durch 

intraperitoneale Narkosemittelapplikation behandelt. Nach 

Anästhesiebeginn wurde ein 1,5 - 2 cm langer, mediansaggitaler 

Abdominalschnitt in Haut und Peritoneum gesetzt. Das Peritoneum wurde 

seitlich fixiert und Teile des Darms in NaCl-getränkten Tüchern 

ausgelagert, dies sowohl zum Schutz vor Verletzung, als auch zur 

Vergrößerung des Operationsfeldes mit besseren Sichtverhältnissen. Der 

linke Ureter wurde aufgesucht und unterhalb des Nierenbeckens sowie 

oberhalb der Blasenmündung mit einem Faden der Stärke 4-0 durch einen 

chirurgischen Knoten abgebunden. Anschließend wurde das OP-Feld mit 

isotoner NaCl-Lösung gespült, Peritoneum und Haut mit einem Faden der 

Stärke 7-0 wieder verschlossen. 

2.3.2 Nachsorge 

Die Tiere wurden in Versuchsreihen eingeteilt, innerhalb derer sie 

miteinander verglichen werden sollten. In beiden Gruppen wurden 

zeitgestaffelte Versuchsreihen von 14 und 21 Tagen durchgeführt. 
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Gruppe 1 

KCa3.1-/--Mäuse (KO) wurden mit KCa3.1+/+-Mäusen (WT) verglichen, 

wobei die postoperative Nachsorge für beide Untergruppen gleich war 

(keine spezielle Behandlung). 

 

Gruppe 2 

KCa3.1+/+ wurden durch unterschiedliche Nachbehandlung miteinander 

verglichen. Einer Untergruppe (Tr) wurde der spezifische KCa3.1-Blocker 

TRAM-34 gelöst in Erdnussöl, der anderen Untergruppe (Eö) lediglich das 

als Vehikel fungierende Erdnussöl verabreicht. Die Applikation erfolgte 

täglich, um einen konstanten Spiegel aufrechtzuerhalten. Für die 

Stammlösung des TRAM-34 wurden 24 mg des in Pulverform 

vorliegenden Produkts in 1 ml Erdnussöl gelöst; um ausgefallenes Pulver 

wieder in Lösung zu bringen, musste diese vor der täglichen Applikation 

auf 60-80°C erhitzt werden. 

 

Verabreichungsschema der TRAM-34/ Erdnussöl-

Lösung (120 mg/ kg KG) 

25-30 g KG 3,0 mg TRAM-34 0,125 ml Lösung 

30-35 g KG 3,6 mg TRAM-34 0,15 ml Lösung 

35-40 g KG 4,2 mg TRAM-34 0,175 ml Lösung 

Tabelle 4: Mengenverhältnisse zur Herstellung der TRAM-34/ Erdnussöl-Lösung 
sowie das Verabreichungsschema mit 120 mg/kg KG je nach Gewichtskategorie der 
Maus. 

 

Die Kontrollgruppe (Eö) bekam nach gleichem Schema eine tägliche Dosis 

reinen Erdnussöls verabreicht. 

2.3.3 Präparation des Untersuchungsmaterials  

Nach Ablauf der Zeit wurden die Tiere mit Diethylether in tiefe Narkose 

versetzt, der Thorax geöffnet und mittels systemischer NaCl-Applikation 

via rechten Ventrikel eine Blutleere der Organe erzielt. Gemäß 

Tierschutzgesetz musste anschießend zur Unterbindung jeglicher 

Zirkulation das Herz herausgeschnitten werden. Es folgte die Öffnung des 

Abdomens mit Entnahme sowohl der erkrankten als auch der 

kontralateralen gesunden Niere, welche gewogen und mit einer 
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Rasierklinge halbiert wurden. Eine Hälfte wurde in füssigem Stickstoff 

schockgefroren und anschließend bei -80°C aufbewahrt, die andere Hälfte 

wurde für 24 Std in 4%igem Formalin (verdünnt in Phosphatpuffer PBS bei 

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

 

2.4 Histologische Analyse 

 

2.4.1 Histologische Aufarbeitung des Untersuchungsmaterials 

 
Einbetten der Organe 

Zur letztlichen Fixierung der Organe in Paraffin mussten die Organe in 

Kassetten überführt werden, um mittels eines speziellen Programms des 

,Tissue Tek – V.I.P.’-Automaten eine stufenweise Entwässerung in der 

aufsteigenden Alkoholreihe zu durchlaufen (Ethanol 70%, 80%, 90%, 2x 

100%, 2x Xylol). Darauf folgte eine 4-stufige und 4-stündige Inkubation in 

flüssigem Paraffin bei 60°C. Im Anschluss daran wurden die Organe in die 

beheizte Ausbettstation transferiert. 

 

Ausbetten der Organe  

Die Organe wurden in flüssiges heißes Paraffin gebettet und zur 

Überführung des Paraffins in die feste Aggregatform auf einer Kälteplatte 

ausgelegt. 

 

Silanisieren der Objektträger 

Für den Erhalt der kristallinen Struktur der Gewebe und folglich für ein 

besseres Resultat der späteren Färbung mussten die Objektträger vor dem 

Schneiden beschichtet werden.  

Hierzu wurden die Objektträger in Spüllösung, in demineralisiertem und 

bidestiliertem Wasser und in 70%igem Alkohol gewaschen und getrocknet. 

Es erfolgte die Silanisierung in 2%iger TESAP/Aceton-Mischung (4ml 

TESAP in 200 ml Aceton) sowie in reinem Aceton mit anschließendem 

Trocknen bei 42°C im Ofen. 
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Schneiden der Präparate: 

Die Paraffinblöcke wurden mittels Microtom und 40°C warmem 

bidestillierten Wasser in 3 µm dicke Scheiben geschnitten und auf 

silanisierte OTs aufgezogen. Diese wurden zunächst auf 40°C 

vorgetrocknet und anschließend im Ofen 8 Std auf 80°C erhitzt. 

2.4.2 Histologische Färbungen 

 

Ansatz der Gebrauchslösungen für Trichrom-Färbung 

Säurefuchsin 1 g 

Orange G 0,4 g 

Aqua dest 300 ml 

Mallory-Rot 

Essigsäure 1 ml 

Lichtgrün 1 g 

Aqua dest 100 ml 

Lichtgrün 

Essigsäure 1 ml 

Phosphormolybdänsäure Wässrige Lösung 1% 

100% Ethanol 99 ml Essigsäure-Alkohol 

Essigsäure 1 ml 

Tabelle 5: Ansatz der Gebrauchslösungen für die Trichrom-Färbung (Masson-
Goldner-Färbung). 

 

Durchführung der Trichrom-(Masson-Goldner-)Färbung 

Zunächst wurden die Schnitte in der absteigenden Alkoholreihe (Xylol, 

Ethanol 100%, 96%, 70%) bis Aqua dest entparaffiniert und darauf folgend 

5 Min in Hämatoxylinlösung gefärbt. Anschließend wurden die OTs kurz 

gebläut und in Aqua dest gewaschen. In den folgenden Schritten folgte die 

eigentliche MG-Färbung mit 7 Min Färben in Mallory-Rot, 15 Min in 

Phosphormolybdänsäure und 5 Min in Lichtgrün. Zwischen jedem 

Färbeschritt wurden die OTs in Aqua dest ausgewaschen. Anschließend 

wurden die OTs für 5 Min in 100% Ethanol aufbewahrt, dann in 

Essigsäure-Alkohol bis zu leichter Orangefärbung differenziert und 

schließlich in Xylol überführt. Mit Corbit wurden nun Deckgläser auf den 

Schnitten fixiert und die OTs getrocknet. 
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Ansatz der Gebrauchslösungen für PAS-Färbung 

Pararosanilin Certistain 0,5 g 

1 N HCl 15 ml 

Natriumdisulfit 0,5 g 

Schiffs Reagenz 

Aqua dest 85 ml 

Natriumperiodat 0,8 g Periodat Lösung 

Aqua dest 100 ml 

10% 

Natriumdisulfitlösung 

10 ml 

1 N HCl 10 ml 

Sulfitwasser 

Leitungswasser 200 ml 

Tabelle 6: Ansatz der Gebrauchslösungen für die PAS-Färbung (Periodic acid-Schiff 
stain). 

 

Durchführung der PAS-Färbung 

Die Schnitte wurden in gewohnter Weise entparaffiniert und rehydratisiert 

und anschließend für 5 Min in Wasser gespült. Es folgte ein 5-minütiges 

Einstellen in Periodat Lösung, Spülen in Aqua dest, Einstellen in Schiffs 

Reagenz für 15 Min, 3-maliges Spülen für 2 Min in Sulfitwasser sowie 10 

Min Spülen unter fließendem Leitungswasser. Anschließend wurden die 

Schnitte für 2 Min in Hämatoxylinlösung gefärbt und nochmals 3 Min 

unter fließendem Wasser gewaschen. Zum Schluss wurden die Schnitte in 

die aufsteigende Alkoholreihe überführt und mit einem Deckglas versehen. 

2.4.3 Morphometrische Fibrosequantifizierung 

Zur histologischen Analyse wurden nun ganze Nierenschnitte, die sowohl 

die Nierenrinde wie auch das Nierenmark beinhalteten, herangezogen. Die 

Auswahl der oben erwähnten Färbungen wurde - zum Einen wegen der 

guten Anfärbbarkeit von fibrotischem Gewebe mit MG-, zum Anderen 

wegen der guten Beurteilbarkeit der Integrität der Basalmembran mittels 

PAS-Färbung - getroffen. 

Zum Vergleich der Nierenschnitte wurde ein Score definiert. Dieser 

beinhaltete bei einer Vergrößerung mit dem 40x-Objektiv (400x 

Vergrößerung) folgende Einteilung:  
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0 – kein Schaden 

1 – fokaler Schaden 

2 – diffuser Schaden 

Für einzelne Areale wurde ein jeweils spezifischer Index, gemessen an dem 

dort vorrangig vorhandenen Schädigungsgrad, definiert. Der totale 

tubulointerstitielle Schaden wurde anschließend berechnet als die Summe 

der spezifischen Schadenindices, wobei der Index von Arealen mit 

vorrangig fokalem Schaden und Schädigungsgrad 1 mit 1 multipliziert, der 

Index von Arealen mit diffusem Schaden und Schädigungsgrad 2 mit 2 

multipliziert wurde. 

Ferner wurden die histologischen Befunde in akuten und chronischen 

tubulointerstitiellen Schaden unterteilt. Für den akuten Schaden galten 

folgende Kriterien: Ausdünnung des Bürstensaums, Ausdünnung des 

Tubulusepithels, Abtragung der tubulären Basalmembran mit oder ohne 

interstitiellem Ödem. Kriterien zur Diagnose eines chronischen 

tubulointerstitiellen Schadens waren hingegen: Verbreiterung der tubulären 

Basalmembran, abgeflachtes Tubulusepithel, Tubuluszellatrophie, Anstieg 

der interstitiellen Matrix bis hin zur Fibrose. 

Zusätzlich wurde eine morphometrische Analyse mit Hilfe eines 

halbautomatischen Systems zur Bildanalyse (Leica Q600) durchgeführt. 

Hierfür wurden jeweils 20 Rindenareale in 200x Vergrößerung (20x 

Objektiv) bezüglich ihres Anteils an differenzierten proximalen Tubuli 

nach Ausschluss der Glomeruli untersucht. Ebenso wurde die Breite des 

Nierenparenchyms an 4 verschiedenen Punkten gemessen und der 

Mittelwert ± Standardabweichung für jeden Nierenschnitt angegeben. 

Die histologischen Untersuchungen wurden in freundlicher Kooperation 

mit Prof. Dr. med. H.-J. Gröne, Professor für Experimentelle Pathologie an 

der Universität Heidelberg und Abteilungsleiter im Deutschen 

Krebsforschungszentrum Heidelberg, durchgeführt. 
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2.5 Immunhistochemische Analyse des αSMA- und Collagen 
I/III-Expressionsmusters in fibrotischem Nierengewebe 

 

Ansatz der Gebrauchslösungen für IHC 

Stammlösung A 

0,1 M Citronensäure 21,01 g Citronensäuremonohydrat 

in 1000 ml Aqua bidest 

Stammlösung B 

0,1 M Natriumcitrat 29,41 g Natrium-Dihydrat in  

1000 ml Aqua bidest 

0,1 M Natriumcitratpuffer pH 6,0 

Stammlösung A 54 ml 

Stammlösung B 246 ml 

Aqua bidest 700 ml 

5% BSA 15 g BSA in 300 ml PBS (ohne Ca2+) 

1% BSA 3 g BSA in 300 ml PBS (ohne Ca2+) 

0,5% BSA 30 ml 5% BSA in 270 ml PBS  

(ohne Ca2+) 

Tabelle 7: Ansatz der nötigen Gebrauchslösungen für die immunhistochemische 
Analyse. 

 

Durchführung der Immunhistochemie 

Für die Immunhistochemie (IHC) wurde eine Nierenhälfte in einer 

speziellen Zinklösung (IHC Zinc Fixative) vorbehandelt, welche eine 

mildere Fixierung als Formalin gewährleistet und somit ein besseres 

immunhistochemisches Ergebnis liefert. 

Für die immunhistochemische Analyse wurde ein mouse anti-α smooth 

muscle (αSMA)-Antikörper (Klon 1A4, Ig-Fraktion aus Mäuseaszites-

Flüssigkeit) in einer Verdünnung von 1:200 verwendet sowie ein rabbit 

anti-mouse collagen I/III-Antiserum in der Verdünnung 1:20. Als Kontrolle 

wurden Schnitte unter Aussparung des Primärantikörpers bzw. durch 

Ersetzen des Primärantikörpers durch ein nicht-immunes IgG angefertigt, 

welche am Ende der IHC eine negative Färbereaktion ergaben. Zur 
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Visualisierung wurde ein ABC-Kit verwendet. Die Analyse erfolgte an 

zwei aufeinander folgenden Tagen. 

 

Tag 1 

Wie schon bei der MG-Färbung wurde auch die IHC an Paraffinschnitten 

durchgeführt. Zunächst mussten die auf OTs fixierten Paraffinschnitte in 

der absteigenden Alkoholreihe deparaffiniert und rehydriert werden, wie 

aus Tabelle 8 ersichtlich: 

 

Absteigende Alkoholreihe für IHC 

Xylol 1/ 2/ 3 jeweils 10 Min 

Ethanol 100% 10 Min 

0,15% H2O2 in Methanol 

(Peroxidaseblock) 

30 Min 

Ethanol 100% 5 Min 

Ethanol 96& 5 Min 

Ethanol 80% 5 Min 

Ethanol 70% 5 Min 

Tabelle 8: Schema der absteigenden Alkoholreihe für die Deparaffinierung und 
Rehydrierung der Gewebeschnitte inklusive des Peroxidaseblocks. 

 

Der als Peroxidaseblock beschriebene Zwischenschritt mit 

Wasserstoffperoxid galt der Blockierung endogener, also im Nierengewebe 

befindlicher Peroxidase. Anschließend wurden die OTs in Aqua bidest 

gewaschen. In der Zwischenzeit wurde ein 0,01 M Natriumcitratpuffer mit 

pH 6,0 hergestellt. pH-Ausbesserungen wurden auf ±0,1 mit NaOH bzw. 

HCl vorgenommen. Der Puffer wurde aufgekocht, um anschließend die 

OTs darin bei 92-95°C für 14 Min zu inkubieren. Zweck des Citratpuffers 

ist der Nachweis schwach exprimierter Proteine. Durch Erhitzen des 

Puffers werden Proteine sowie andere Zellbestandteile denaturiert, was 

dem Antikörper den Weg in die Zelle und zu seinem Antigen erleichtert. 

Die Präparate wurden anschließend in Aqua bidest gewaschen. 

Rings um die Schnitte konnte mit Saugpumpe und PAP Pen, einem Stift 

mit hydrophober Flüssigkeit, durch Umrandung eine Art 
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Inkubationskammer für im Folgenden aufzutragende Substanzen 

geschaffen werden.  

Es folgte eine Inkubation der OTs zunächst in 5%igem BSA für 30 Min, 

anschließend in 1%igem BSA ebenfalls mit dem Zweck, unspezifische 

Bindungen des Primärantikörpers zu minimieren. 

Aufgrund der späteren Verwendung gelabelter Avidinreagenzien (ABC 

Kit) und dem Tatbestand, dass sich in Nierengewebe ein hoher Anteil an 

endogenem Biotin befindet, musste dieses vorher geblockt werden. Mit 

dem Avidin/Biotin Blocking Kit wurde zunächst 30%iges Avidin, verdünnt 

in 1%igem BSA, auf die Schnitte aufgetragen und für 20 Min in einer 

feuchten Kammer inkubiert; es folgte nach Waschen mit Aqua bidest und 

Zwischenlagern in 1%igem BSA ein ebensolcher Inkubationsschritt mit 

30%igem Biotin.  

Primärantikörper bzw. Antiserum wurden in ihrer jeweiligen Verdünnung 

in 1%igem BSA auf die Objektträger aufgetragen und über Nacht bei 4°C 

in einer feuchten Kammer inkubiert. 

 

Tag 2 

Zunächst wurden die OTs mit Primärantikörper/ Antiserum noch für 1 

weitere Std bei 37°C inkubiert, anschließend in Aqua bidest und PBS 

gewaschen und in 0,5%igem BSA für 5 Min inkubiert. 

Der Sekundärantikörper wurde in einer Konzentration von 1:200, verdünnt 

in 1%igem BSA, auf die Schnitte aufgetragen und 45 Min bei 37°C in einer 

feuchten Kammer inkubiert. Auch nach diesem Schritt folgten 

Waschschritte in Wasser und PBS sowie Zwischenlagerung in 0,5%igem 

BSA.  

Das im nächsten Schritt verwendete ABC Kit hatte ein 

Mischungsverhältnis von 20 µl A-Reagenz und 20 µl B-Reagenz in 1 ml 

1%igem BSA und musste vor der Anwendung 30 Min bei RT 

vorinkubieren. Die Zusammenstellung des ABC Kits beruht auf seiner 

Reaktionsweise: 

Das Avidin (A), ein zum Vitamin Biotin höchstaffines Glykoprotein, bildet 

mit dem biotinylierten Enzym Peroxidase (B) einen Komplex (C), der 
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mindestens eine weitere Biotin-Bindungsstelle aufweist, um an den 

biotinylierten Sekundärantikörper zu binden.     

Nach Präinkubation musste das Kit auf die Schnitte aufgetragen und 30 

Min bei 37°C in einer feuchten Kammer inkubiert werden. Es folgte 

wiederum ein ausgiebiger Waschschritt in Aqua bidest und PBS. 

Zur Sichtbarmachung der gebundenen Strukturen diente das Chromogen 

DAB (3,3’-Diaminobenzidin), das durch Reaktion mit der biotinylierten 

Peroxidase des AB-Komplexes ein braunes Endprodukt liefert. 

 

 
Abbildung 9: Schematische Darstellung der ablaufenden Schritte in der IHC. Bild 1: 
Bindung des Primärantikörpers an das Antigen. Bild 2: Bindung des biotinylierten 
Sekundärantikörpers an den Primärantikörper. Bild 3: Bindung des ABC-Komplexes 
mittels Avidin am biotinylierten Sekundärantikörper . Bild 4: Bindung des 
Chromogens DAB an der biotinylierten Peroxidase und Sichtbarmachung (braune 
Färbung) durch enzymatische Reaktion. 
 

Nach der Färbungsreaktion folgten ausreichendes Abwaschen des 

Substrates, Dehydrierung in der aufsteigenden Alkoholreihe gemäß Tabelle 

9 und Aufbringen von Deckgläsern auf die OTs. 
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Aufsteigende Alkoholreihe für 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 zur Dehydrierung der 
Gewebeschnitte nach Abschluss der Immunhistochemie. 

 

2.5.1 Morphometrische Auswertung der Immunhistochemie 

Zur Auswertung der IHC wurde in 10 High Power Fields (HPF) im 

tubulointerstitiellen Gewebe bei 400x Vergrößerung (40x Objektiv) die 

Anzahl an Zellen gezählt, welche für den entsprechenden Marker eine 

positive Färbereaktion aufwiesen. Das Ausmaß der kollagenen 

Anfärbbarkeit wurde wiederum in einem Score erfasst: 

0 – keine Färbung  

1 – geringfügige Färbung 

2 – mäßige Färbung 

3 – Starke Färbung 

Der Auswertungsindex für die IHC wurde wie bereits bei der 

histologischen Analyse zum tubulointerstitiellen Schaden berechnet. D.h. 

es wurden Indices für einzelne Bereiche und ein Summationsindex erstellt 

und schließlich die jeweiligen Ergebnisse mit dem entsprechenden Wert 

multipliziert (1x1 / 2x2 / 3x3). 

 

2.6 Molekularbiologische Analyse des KCa3.1-
Expressionsmusters in fibrotischem Nierengewebe 

 
Zur molekularbiologischen Analyse mittels Taq-Man™-real time-RT-PCR 

war zunächst das Isolieren der mRNA aus den bereits gewonnenen 

Organproben und darauf folgend das Umschreiben in cDNA notwendig. 
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2.6.1 mRNA-Isolation 

Zur Extraktion von mRNA wurden die gefrorenen Nierenhälften in 

Transfektionstubes zusammen mit 200 µl PBS (ohne Ca2+) sowie 400 µl 

Lysis/Binding Buffer geschräddert, bis lediglich eine homogene weiße 

Schaummasse übrig blieb. Diese wurde bei 4°C und 2.000 rpm 

abzentrifugiert zu einem klaren braunrötlichen Lysat. Der Lysis/Binding 

Buffer hat hierbei die Aufgabe, durch chaotropische Salze sowie 

Detergenzien die Probe zu lysieren und gleichzeitig RNase zu inaktivieren. 

Das entstandene Lysat wurde in Filter- & Collection-Tubes überführt und 

bei 10.000 rpm 15 Sek zentrifugiert. Hintergrund hiervon ist, die Fähigkeit 

der Nukleinsäure in Anwesenheit von chaotropischen Salzen an das 

Glasfaservlies der High Pure Filter zu binden, resultierend in einer 

Immobilisation von RNA sowie DNA, während andere mögliche 

Kontaminatoren hindurch gelassen werden. 

Um die noch fixierte DNA zu entfernen wurden die Proben mit einem 

Enzymverdau versetzt, bestehend aus 90 µl DNase-Inkubationspuffer und 

10 µl DNase. Dieser inkubierte 15 Min bei RT. Im Anschluss daran folgten 

drei Waschschritte, zunächst mit 500 µl Wash Buffer I, welcher bei 10.000 

rpm abzentrifugiert und die Flüssigkeit verworfen wurde, es folgte der 

gleiche Vorgang mit 500 µl Wash Buffer II und noch einmal mit 200 µl 

Wash Buffer II, hierbei nun aber mit 2-minütigem Zentrifugieren bei 

13.000 rpm. Ziel des Waschvorgangs war das Durchlassen der 

Kontaminatoren wie Salze, Proteine und verdauter DNA bei gleichzeitigem 

Zurückhalten der mRNA. 

Als letzter Schritt in der mRNA-Isolation musste die mRNA aus dem Vlies 

gelöst und aufgefangen werden. Hierzu wurden die Proben mit 70 µl 

Elution Buffer versetzt und 1 Min bei 10.000 rpm zentrifugiert. Das reine 

mRNA enthaltende Filtrat wurde in sterilen Eppendorfgefäßen gesammelt 

und sofort auf Eis gelegt. 

2.6.2 cDNA-Transkription 

Für die Transkription der mRNA in cDNA wurde die Polymerase-

Kettenreaktion mit Reverser Transkriptase (RT-PCR) angewendet. Hierfür 

wurden jeweils 10 µl mRNA mit 1 µl oligo dT, durch Thyminbasen 

komplementär zum Poly-A-Schwanz eukaryotischer mRNA und somit als 
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Primer fungierend, für 5 Min bei 70°C im Thermocycler inkubiert. Im 

folgenden Schritt musste jede Probe mit 4 µl RT Buffer, 2 µl 10 mM dNTP 

sowie 2 µl DEPC-Wasser versetzt werden und 5 Min bei 37°C im 

Thermocycler inkubieren. Die dNTPs (Desoxy-Nukleosidtriphosphate) sind 

die Bausteine, aus denen die zu transkribierende cDNA zusammengesetzt 

wird, der Zusatz des Diethyl propylcarbonats (DEPC) zum Wasser soll 

darin befindliche RNase inaktivieren. Im letzten Schritt wurde das Enzym 

der Reaktion, 1 µl Reverse Transkriptase, hinzugefügt. Durch Inkubation 

im Thermocycler bei zunächst 42°C für 60 Min und anschließenden 70°C 

für 10 Min wurde die DNA-Kopie der vorliegenden mRNA erstellt. Die 

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

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

 

Verwendete Primer für real time-RT-PCR 

Primername GenBank-

Nr. 

Sequenzen der Primer 

mKCa3.1 NM_008433 Sense: F5’-

GTGTTTGATCACCCTGTCCA-3’ 

Antisense: R5’-

GGAGCCCGTTGTCAGTCA-3’ 

mKCa1.1 NM_010610 Sense: F5’-

AGCGTCCTGGACTCACTCAT-3’ 

Antisense: R5’-

GAGCCTCGAGCTCTGGTGT-3’ 

mKCa2.3 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 α-

SMA 

NM_007392 Sense: F5’-

AATGGCTCTGGGCTCTGTAA-3’ 

Antisense: R5’-

CTCTTGCTCTGGGCTTCATC-3’ 

mCollagen 

type I 

NM_007742 Sense: F5’-

GAACCCCAAGGAAAAGAAGC-3’ 

Antisense: R5’-

GCTACGCTGTTCTTGCAGTG-3’ 

mCollagen 

type III 

NM_009930 Sense: F5’-

AGGCTGAAGGAAACAGCAAA-3’ 

Antisense: R5’-

TCAGGACCCCCAATGTCATA-3’ 

mTGFβ1 NM_011577 Sense: F5’-

ACCGGAGAGCCCTGGATAC-3’ 

Antisense: R5’-

AGGGTCCCAGACAGAAGTTG-3’ 

Tabelle 10: Namen und Sequenzen der für die TaqMan™-real time-RT-PCR 
verwendeten Primer. 

 

Bei der Taq-Man™-real time-RT-PCR handelt es sich um eine Polymerase-

Kettenreaktion, die neben einer qualitativen zusätzlich eine 

(semi)quantitative DNA-Bestimmung und somit indirekt eine mRNA-

Expressions-Bestimmung ermöglicht.  

Die Quantifizierung erfolgte mittels fluoreszierender Farbstoffe, deren 

Fluoreszenz dabei proportional zum DNA-Gehalt anstieg. Für die 

qualitative und quantitative Bestimmung der mRNA-Expression in dem 

jeweiligen Gewebe war es zuvor nötig, die mRNA zu isolieren und mittels 

Reverser Transkription in eine stabile cDNA umzuschreiben, wie in den 

vorherigen Schritten beschrieben. 

Vor Beginn der Taq-Man™-real time-RT-PCR wurden die in der Reaktion 

zu verwendenden Primer festgelegt. Als endogene Kontrolle wählten wir 

die Glycerinaldehyd-3-phosphatdehydrogenase (GAPDH), da sie bereits in 

der Literatur verankert ist als so genanntes ,housekeeping-gene’ für eine 

relative Quantifizierung bei real time-RT-PCR, unbeeinflusst durch 

spezifische Behandlungen (Haufe et al., 2001; Koewenhoven et al., 1999). 
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Relative Quantifizierung und endogene Kontrolle wurden bei der 

Programmierung festgelegt. 

Je Probe wurden 2 µl cDNA pro Primerpaar benötigt. Für jedes Primerpaar 

musste ein Mastermix hergestellt werden mit 2x(n+1)µl Forward Primer, 

2x(n+1)µl Reverse Primer, 4x(n+1)µl Aqua ad iniectabilia und 10x(n+1)µl 

Blue QPCR SYBR low ROX. „n“ stellte die Anzahl der zu bestimmenden 

Proben dar, einschließlich einer Negativ-Kontrolle ohne cDNA. Letztlich 

befand sich in den Wells also ein Template-Volumen von 20 µl. 

Die Vervielfältigung der cDNA erfolgte dann in aufeinander folgenden 

Reaktionszyklen, wobei die Zyklen zum Teil in sich noch einmal unterteilt 

waren: 

Die ersten beiden Zyklen dienten der Initialisierung. Nach einer 2-

minütigen Phase bei 50°C wurde durch 15-minütiges Erhitzen auf 95°C 

sichergestellt, dass die gesamte doppelsträngige DNA zu Einzelsträngen 

getrennt und die Polymerase aktiviert war. Der dritte Zyklus - bestehend 

aus 15 Sek bei 95°C zur Initialisierung, 1 Min bei 60°C zur Anlagerung der 

Primer an die DNA-Sequenzen sowie der Elongation der Sequenzen durch 

die DNA-Polymerase - wurde 50 mal wiederholt. 

Das Charakteristische der Taq-Man™-real time-RT-PCR ist, dass sowohl 

der Nachweis als auch eine zeitgetreue Amplifikation des PCR-Produktes 

in einem Reaktionsgefäß möglich sind. Die Quantifizierung wird dabei am 

Ende eines jeden Zyklus, genauer in der Anlagerungs- und 

Verlängerungsphase durchgeführt - daher auch der Name ,real time’. Als 

fluorogener Farbstoff können interkalierende, also sich in die DNA 

einlagernde Farbstoffe, oder aber - wie in diesem Fall - FRET-Sonden 

(Fluorescence resonance energy transfer) verwendet werden. Bei der Taq-

Man-Methodik macht man sich die 5’-3’-Exonukleaseaktivität der Taq-

Polymerase zunutze. Es wird hierfür eine spezielle FRET-Sonde benötigt, 

an deren 5’-Ende sich ein fluoreszierender sog. Reporter-Farbstoff (Donor-

Fluorochrom; Fluoreszein-Derivat; FAM) befindet, während das 3’-Ende 

mit einem Quencher-Farbstoff (Akzeptor-Fluorochrom; Rhodamin-Derivat; 

TAMRA) markiert ist. Wird nun die intakte Sonde bei einer spezifischen 

Wellenlänge von 488 nm zur Fluoreszenz angeregt, so gibt das Donor-

Fluorochrom einen Teil seiner Energie an das in ausreichender Nähe 
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befindliche Akzeptor-Fluorochrom ab, welches dabei die Fluoreszenz 

supprimiert. Während der PCR hybridisiert die Sonde mit den Primern an 

der Matrize. In der folgenden Verlängerungsphase kommt die Taq-

Polymerase in Kontakt mit der Sonde und verdrängt diese. Durch die dabei 

entstehende y-förmige Struktur wird die 5’-3’-Exonukleaseaktivität der 

Taq-Polymerase aktiviert, und sie beginnt, neben der Synthese des 

Gegenstranges das 5’-Ende der Sonde abzubauen. Hierdurch entfernen sich 

Reporter und Quencher zunehmend, der Fluorescence resonance energy 

transfer nimmt ab, die Fluoreszenz des Donors jedoch zu. Freie, nicht-

hybridisierte Sonden werden von der Taq-Polymerase nicht hydrolysiert.  

 

 
Abbildung 10: Funktionsweise der TaqMan-Sonde ,im Reagenzglas’ mit 
Erläuterungen zu den einzelnen Bildabschnitten. 

 

Gemessen wird also eine während der PCR-Zyklen zunehmende 

Fluoreszenz, die sich in drei Phasen einteilen lässt: 

Während der ersten Phase ist die Templatemenge zu gering, sodass 

Template, Primer und Polymerase nur wenig aufeinander treffen. Während 

der zweiten Phase zeigt sich dann ein exponentieller Anstieg der Produkte, 

wobei die Zunahme des PCR-Produktes von Zyklus zu Zyklus mit der 

Zunahme der Fluoreszenz korreliert. Die Fluoreszenz übersteigt hier durch 
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ihren gleichsam exponentiellen Anstieg signifikant die 

Hintergrundfluoreszenz. In der dritten Phase befinden sich dann zu viele 

Produkte in der Probe, sodass Produktfragmente miteinander hybridisieren, 

Substrate verbraucht und Polymerase und Nukleotide durch die Hitze 

zerstört werden.   

Das durch die Fluoreszenz entstehende Signal ist dabei streng 

sequenzspezifisch, da nicht vollständig gebundene Sonden verdrängt 

werden, noch bevor die Exonukleaseaktivität der Taq-Polymerase aktiviert 

wird. Die zeitgetreue Alteration der Fluoreszenz wird mittels eines 

Sequenzen-Detektionssystems im geschlossenen Reaktionsgefäß von 

Zyklus zu Zyklus erfasst.  

Bei der Auswertung der gemessenen Werte ermöglichte die vergleichende 

Ct-Methode eine relative Quantifizierung. Hierfür musste mit Hilfe der 

Taq-Man-Auswertungs-Software zunächst für jede Reaktion ein 

Schwellen- oder Ct-Wert (threshold cycle = Schwellenzyklus) bestimmt 

werden. Als Ct-Wert galt der gemessene Punkt, an dem die 

sequenzspezifische PCR-Reaktion in die exponentielle Phase überging und 

sich die Fluoreszenz eindeutig von der Hintergrundfluoreszenz abhob. 

Zusätzlich zum Ct-Wert wurde in jeder Probe die Expression der 

endogenen Kontrolle - wie bereits erwähnt GAPDH - zur relativen 

Erfassung der jeweiligen Genexpression bestimmt. Für die relative 

Erfassung musste die Differenz ∆Ct des jeweiligen Ct-Wertes, z.B. des 

KCa3.1, zum Ct-Wert der GAPDH derselben Probe berechnet werden: 

Ct Kca3.1 – Ct GAPDH = ∆Ct. 

Um die Veränderung der zu untersuchenden Genexpressionen zu erfassen - 

also Behandlung versus Scheinoperation oder Knock-out-Maus versus 

Wildtyp - wurde der ∆∆Ct-Wert ermittelt, indem der ∆Ct-Wert der 

Kontrolle von dem Wert der zu vergleichenden Proben subtrahiert wurde: 

∆CtWT oder KO – ∆CtSchein-OP oder WT = ∆∆Ct. 

Die Ergebnisse wurden als Mittelwert +/- Standardabweichung angegeben. 

Die mittleren Ct-Werte der zu vergleichenden Gruppen wurden mittels 

ungepaartem t-Test verglichen und P-Werte < 0,05 als signifikant erachtet. 
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2.7 Nachweis des KCa3.1-Proteins mittels Western Blot 

 
Um über den molekularbiologischen Nachweis der verstärkt exprimierten 

mRNA hinaus auch eine erhöhte Expression des KCa3.1-Kanalproteins 

detektieren zu können, wurde der Western Blot durchgeführt. Er bietet die 

Möglichkeit, mit Hilfe von Antikörpern bestimmte Antigene (Proteine) 

nachzuweisen. 

Zu Beginn wurde das Gewebe frisch entnommener Mäusenieren in einem 

Homogenisierungspuffer homogenisiert. Dieser enthielt bei einem pH von 

8,0 folgende Bestandteile: 50 mM Tris, 1 mM EDTA, 2 mM DTT, 0,2 µM 

Benzamidin, 50 mM Leupeptin, 0,5 mM PMSF und 0,1 mg/ml Trypsin 

Inhibitor. Anschließend wurden durch Zentrifugation bei 1000 rpm über 2 

Min feste Restbestände separiert und verworfen. Membranprotein-

fraktionen erhielt man mittels Zentrifugation bei 20.000 rpm für 45 Min, 

welche anschließend mit Homogenisierungspuffer wieder in Lösung 

gebracht und unter Anwendung des Bio-Rad Protein Assays quantifiziert 

wurden. Letzterer enthält den Farbstoff Coomassie, mit welchem 

unspezifisch die totale Proteinkonzentration gemessen werden kann. Es 

folgten elektrophoretische Auftrennung der Proteinfraktionen mittels 

Trägermatrix SDS-PAGE und Transfer der Proteine auf 

Nitrocellulosemembran, sowie das Blockieren freier Bindungsstellen durch 

Inkubation mit 5% fettfreiem Milchpulver gelöst in TBST (bestehend aus 

10 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl, 0,1% Tween 20 bei pH 7,5) bei 

Raumtemperatur. Für das nun spezifische Erfassen des KCa3.1-

Kanalproteins wurde ein rabbit anti-mouse KCa3.1-Antikörper verwendet, 

der sich gegen 28 am N-Terminus des Kanals befindliche 

Aminosäuresequenzen richtet. Der Antikörper wurde in einer Verdünnung 

von 1:200 aufgetragen, über Nacht inkubiert und anschließend von der 

Membran abgespült. Es folgte eine Inkubation mit Peroxidase-

konjugiertem goat anti-rabbit-Antiserum (Verdünnung 1:10.000) und das 

Sichtbarmachen immunmarkierter Proteine mittels eines ECL advance 

Western Blotting Detektionssystems. Ob die Proteine die gleiche Ladung 

trugen, wurde durch Ablösen und nochmaliges Untersuchen der Western 

Blots mit einem anti-β-adaptin-Antikörper (Verdünnung 1:200) validiert. 
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2.8 Pharmakokinetik von TRAM-34 in Mäusen mittels 
Flüssigkeitschromatographie/ Massenspektrometrie 

 
Die pharmakokinetischen Untersuchungen wurden in Kooperation mit der 

AG Prof. Wulff in Davis, Ca, USA durchgeführt.  

Die Koppelung von Flüssigkeitschromatographie (LC oder HPLC) und 

Massenspektrometrie (MS) dient zur Auftrennung (via LC) sowie zur 

gleichzeitigen Identifikation und Quantifizierung (via MS) von Substanzen. 

Um zu überprüfen, ob durch eine Dosis von 120 mg/kg KG TRAM-34 pro 

Tag ein ausreichender Wirkungsspiegel erreicht wird, wurde eine 1-malige 

intraperitoneale Applikation von TRAM-34 gemäß der bereits unter Punkt 

2.3.2 genannten Applikationsdosis vorgenommen. In tiefer Ethernarkose 

folgten Blutentnahmen aus dem rechten Ventrikel zu verschiedenen 

Zeitpunkten (0,5/ 1/ 2/ 4/ 12/ 24 Std) nach i.p. Applikation. Durch 

Zentrifugation wurde das Plasma separiert und bei -80°C bis zur weiteren 

Analyse gelagert. Die Plasmaproben wurden durch C18 SPE (solid phase 

extraction) Filterpatronen gereinigt, unter Stickstoff durch Verdampfung 

getrocknet und in Azetonitril (Methylcyanid) aufgelöst. Die LC/MS wurde 

durchgeführt mittels einer Hewlett-Packard HPLC-Anlage 1100, 

ausgerüstet mit einer Merck KGaA RT 250-4 LiChrosorb RP-18 (Reversed 

Phase) Säule, welche wiederum gekoppelt war an eine Finnigan LCQ 

Classic MS. Bei dieser Art der Hochdruck-Flüssigkeitschromatographie 

wird das zu analysierende Stoffgemisch mit Hilfe von Flüssigkeit (mobile 

Phase) aus der stationären Phase in einer Säule ausgewaschen, was bei 

verschiedenen Stoffen unterschiedlich schnell geschieht. Die mobile Phase 

bestand aus einem Gemisch aus Azetonitril/ Wasser mit 0,2% Methansäure. 

Zur chromatographischen Auftrennung wurde eine Flussrate von 1 ml/Min 

gewählt, woraufhin der Gradient innerhalb der ersten 5 Min von 20/80 auf 

70/30, innerhalb von 11 Min auf 80/20 hinauflief. TRAM-34 konnte nach 

einer Retentionszeit von 14,4 Min (Zeit von Beginn der Analyse bis zur 

Detektion des Peaks) bei 30°C aus der Säule gewaschen und mittels MS 

und eines Detektors mit variabler Wellenlänge bei 190 nm erfasst und 

quantifiziert werden. Als interner Standard wurde das strukturell verwandte 

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

wurde.  

 

2.9 Statistische Analysen 

 
Sämtliche Werte wurden als Mittelwerte ± Standardfehler (SE) des 

Mittelwertes angegeben. Für den Vergleich von Gruppen und 

Untergruppen wurde der ungepaarte t-Test angewendet. P-Werte <0,05 

wurden als signifikant, P-Werte <0,01 als hochsignifikant und P-Werte 

<0,001 als höchstsignifikant erachtet.  
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3 ERGEBNISSE 
 
 

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

 
In der vorliegenden Arbeit wurde mit Hilfe des UUO-Modells durch 

Abbinden des Ureters in Mäusenieren eine Fibrose induziert. Um einen 

möglichen Einfluss des KCa3.1-Kanals auf die Entwicklung und Progression 

einer Fibrose zu untersuchen, verwendeten wir zunächst das Knock-out 

Modell mit KCa3.1-defizienten Mäusen. Es wurden Ausmaß und Stadium der 

fibrotischen Zerstörung - wie bereits in Kapitel 2 beschrieben - an 

gleichgeschlechtlichen und altersgleichen Knock-out-Mäusen (KCa3.1-/-) 

sowie Wildtypen (KCa3.1+/+) verglichen. Die Tiere wurden 14 Tage nach der 

UUO-Operation geopfert. 

3.1.1 Tubulointerstitielle Schädigung  

Wie bereits in Kapitel 2 beschrieben wurden Grad bzw. Ausmaß der 

Nierenschädigung sowie eine Differenzierung in akute bzw. chronische 

tubulointerstitielle Schädigung mittels PAS- und Masson-Goldner-Färbung 

sowie Erstellung von Score-Werten und verrechneten Indices untersucht. 

Insbesondere die PAS-Färbung brachte beträchtliche Ergebnisse hervor. Hier 

zeigten sich Zeichen eines chronischen Nierenschadens, so z.B. die 

Verbreiterung der tubulären Basalmembran, Tubuluszellatrophie und 

Anstieg der extrazellulären Matrix, in UUO-Nieren von KCa3.1-/- Mäusen bei 

einem Score von 44,0 ± 6,0 und waren damit um rund 48% reduziert im 

Vergleich zu den Werten der UUO-Nieren von KCa3.1+/+ Mäusen (Score 84,4 

± 12,9; p = 0,009). Subchronische sowie akute tubulointerstitielle Schäden 

erwiesen sich - anders als die chronischen Schäden - als relativ vergleichbar 

mit nur geringen, nicht signifikanten Unterschieden zwischen Wildtypen und 

Knock-out-Mäusen. 
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Abbildung 11: Diagramm chronischer tubulointerstitieller Schäden bei Wildtypen 
(K Ca3.1 +/+) und KCa3.1-defizienten Mäusen (KCa3.1 -/-), angegeben in Score-Werten. 

 
 

 
Abbildung 12: Histologische Abbildung chronischer tubulointerstitieller Schäden in 
Nieren von KCa3.1-Wildtypen. PAS-Färbung. 
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Abbildung 13: Histologische Abbildung chronischer tubulointerstitieller Schäden in 
K Ca3.1-defizienten Mäusenieren. PAS-Färbung. 

 

3.1.2 Immunhistochemie der Fibrosemarker Kollagen I/III und 
αSMA 

Die durch Immunhistochemie mögliche Anfärbung von interstitiell 

abgelagertem Kollagen I und III war in KCa3.1 Knock-out-Mäusen deutlich 

geringer (≈ -30%) als in Wildtypen. Die ermittelten Score-Werte lagen bei 

132,5 ± 6,8 (KCa3.1-/-) versus187,7 ± 8,9 (KCa3.1+/+) (p = 0,0006).  

Gleiches galt für die Anzahl an Zellen, die eine positive Anfärbbarkeit auf 

den (Myo)-Fibroblasten-Marker αSMA zeigten. Die ermittelten Zellen pro 

HPF (High Power Field) lagen bei 18,25 ± 1,8 bei KCa3.1-/- im Vergleich zu 

33,1 ± 4,1 bei KCa3.1+/+ (p = 0,008), gleichbedeutend mit einer Reduktion 

um rund 45%. 

Die immunhistochemisch ermittelten Daten weisen folglich bei defizientem 

KCa3.1 auf eine signifikante Abnahme an matrixproduzierenden Zellen, den 

Myofibroblasten, hin, und gleichsam auch auf deren verminderte Aktivität 

durch geringere Ablagerung kollagenen Stützgewebes. 
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Abbildung 14: Diagramm der immunhistochemisch nachweisbaren Kollagen I- und 
III-Expression in Nieren von KCa3.1-Wildtypen und KCa3.1-Knock-out-Mäusen. 

 
 

 
Abbildung 15: Histologische Abbildung der immunhistochemischen Anfärbbarkeit von 
Kollagen I und III in Nierengewebe von KCa3.1-Wildtypen. 
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Abbildung 16: Histologische Abbildung der immunhistochemischen Anfärbarkeit von 
Kollagen I und III in Nierengewebe KCa3.1-defizienter Mäuse. 

 
 

 
Abbildung 17: Diagramm der immunhistochemisch nachweisbaren αSMA-Expression 
in Nieren von KCa3.1-Wildtypen und KCa3.1-Knock-out-Mäusen. 
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Abbildung 18: Histologische Abbildung der immunhistochemischen Anfärbbarkeit von 
αSMA in Mäusenieren von KCa3.1-Wildtypen. 

 
 

 
Abbildung 19: Histologische Abbildung der immunhistchemischen Anfärbbarkeit von 
αSMA in Nieren von KCa3.1-Knock-out-Mäusen. 
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3.1.3 Morphometrische Analysen zu Differenzierungsgrad und 
Parenchymbreite 

Mittels halbautomatischem Bildanalyse-System wurde die Anzahl 

differenzierter proximaler Tubuli sowie die Breite des Nierenparenchyms 

untersucht, da es bekannterweise in der letzten Phase der Nierenzerstörung 

bei Nierenfibrose zu Obliteration der Tubuli, sinkender Anzahl intakter 

Nephrone und Verschmälerung des Nierenparenchyms kommt (Eddy, 2000). 

Ursächlich hierfür ist u.a. die Tatsache, dass in fibrotischem Nierengewebe 

mit zunehmendem Fibrosierungsgrad die Obliteration der Tubuli steigt, 

ebenfalls einhergehend mit einer zunehmenden Dedifferenzierung dieser 

Strukturen. Der Differenzierungsgrad proximaler Tubuli eignet sich daher 

als zusätzlicher Marker für das Fortschreiten des Fibrosierungsprozesses. 

Auch die morphometrischen Untersuchungen konnten eine positive 

Auswirkung auf das Erkrankungsausmaß bei defizientem KCa3.1 bestätigen. 

So zeigte sich in den UUO-Nieren von Knock-out-Mäusen ein besserer 

Erhalt der proximalen Nierentubuli (17,1 ± 1,2%) als im Vergleich zu ihren 

korrespondierenden Wildtypen (10,6 ± 1,0%) (p = 0,00095).  

Die Breite an funktionellem Nierenparenchym 14 Tage nach Ligation war 

bei Knock-out-Mäusen in höherem Maße erhalten, als dies bei Wildtypen 

der Fall war (245,3 ± 12,7 µm (KO) vs. 199,9 ± 11,8 µm (WT)) (p = 0,02). 

Dieser bessere Parenchymerhalt legt nahe, dass bei defizientem KCa3.1 die 

Vernarbung funktionellen Nierengewebes langsamer voranschreitet und 

somit eine Progression der durch UUO-induzierten Nierenfibrose signifikant 

abgeschwächt wird. 
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Abbildung 20: Diagramm zur Darstellung des prozentualen Anteils proximaler 
differenzierter Tubuli in Nieren von K Ca3.1-Wildtypen und KCa3.1-Knock-out-Mäusen. 

 
 

 
Abbildung 21: Diagramm zum Vergleich der durchschnittlichen 
Nierenparenchymbreite in µm bei KCa3.1-Wildtypen und KCa3.1-Knock-out-Mäusen. 
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3.2 Histologische Auswertung der Mäusenieren nach 
Fibroseinduktion bei pharmakologischer Blockade von 
KCa3.1 

 
Um zu überprüfen, ob auch durch die spezifische Blockade des KCa3.1-

Kanals die Progression der Nierenfibrose aufgehalten werden kann, wurde 

eine vergleichende interventionelle Studie wiederum unter Verwendung des 

UUO-Modells vorgenommen. Hierbei wurden nun gleichgeschlechtliche und 

altersgleiche Wildtypen einer UUO-Operation unterzogen und entweder in 

die Behandlungsgruppe (TRAM-34) oder die Kontrollgruppe (Vehikel 

Erdnussöl) eingeteilt. Das Triarylmethan TRAM-34 wurde eingesetzt 

aufgrund seiner hochselektiven KCa3.1-Blockade und seiner guten Toleranz 

in vivo (Köhler et al., 2003). Den Mäusen wurde ab dem Zeitpunkt der 

UUO-Operation über den Zeitraum von 3 Wochen eine tägliche 

intraperitoneale Applikation der entsprechenden Dosis an TRAM-34 oder 

reinem Vehikel verabreicht. 

3.2.1 Pharmakokinetik von TRAM-34 

Mittels Flüssigkeitschromatographie und Massenspektrometrie (HPLC/MS) 

wurden pharmakokinetische Parameter von TRAM-34 im Mäuseplasma 

nach einmaliger Injektion bestimmt. Dies zeigte eine mittlere 

Plasmabindungskonzentration des TRAM-34 von ~200 nM 24 Stunden nach 

einmaliger i.p.-Applikation von 120 mg/kg KG. Gemessen an der IC50 des 

KCa3.1 erschien dies als eine absolut ausreichende KCa3.1-Inhibition in vivo. 
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Abbildung 22: Pharmakokinetik der TRAM-34 Plasma-Konzentration in nM in 
Mäusen, untersucht über eine Zeitspanne von 24 Stunden. 

  

3.2.2 Tubulointerstitielle Schädigung 

Ähnlich wie bereits beim Vergleich von Knock-out-Mäusen mit Wildtypen 

wies insbesondere die PAS-Färbung Unterschiede im Schädigungsgrad der 

Behandlungs- und Kontrollgruppe auf. Auch hier zeigten sich die 

Differenzen weniger in der akuten als vielmehr in der chronischen 

tubulointerstitiellen Schädigung. So ergab die Analyse der Nierenschnitte 

einen signifikant geringeren Schädigungsgrad (≈ -38%) in der 

Behandlungsgruppe (Score 78,0 ± 9,1) als im Vergleich zur Kontrollgruppe 

(Score 125,5 ± 8,6; p = 0,004).  
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Abbildung 23: Diagramm chronischer tubulointerstitieller Schäden in Mäusenieren, 
angegeben in Score-Werten, in der Kontrollgruppe nach Behandlung mit dem puren 
Vehikel Erdnussöl sowie in der Behandlungsgruppe nach Behandlung mit dem KCa3.1-
Blocker TRAM-34. 

 
 

 
Abbildung 24: Histologische Abbildung chronischer tubulointerstitieller Schäden in 
Mäusenieren der Kontrollgruppe nach Behandlung mit dem reinen Vehikel. PAS-
Färbung. 
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Abbildung 25: Histologische Abbildung chronischer tubulointerstitieller Schäden in 
Mäusenieren der Behandlungsgruppe nach Behandlung mit TRAM-34. PAS-Färbung. 

 

3.2.3 Immunhistochemie der Fibrosemarker Kollagen I/III und 
αSMA 

Vereinbar mit den bereits genannten Beobachtungen ließ auch die 

Immunhistochemie eine positive Auswirkung der TRAM-34-Behandlung 

erkennen.  

Die Ablagerung des interstitiellen Kollagens I und III als Fibroseindikator 

war in der Behandlungsgruppe deutlich geringer (≈ -27%) als dies in der 

Kontrollgruppe der Fall war (Score 137,6 ± 5,4 vs. 189,4 ± 6,8) (p = 

0,0006). Ebenso fanden wir eine signifikante Reduktion (≈ -49%) an αSMA 

positiven Zellen im interstitiellen Nierengewebe. Hier lagen die ermittelten 

Zellen pro HPF bei 15,8 ± 1,5 vs. 31,1 ± 1,8 (p = 0,0004). 

Die genannten Ergebnisse ließen folglich den Rückschluss auf eine effektive 

Inhibition des KCa3.1 und deren positive Auswirkung auf ein zumindest 

histologisch gesichertes, abgeschwächtes Krankheitsbild zu.  

Erwähnt sei an dieser Stelle noch, dass die mit TRAM-34 behandelten Tiere 

keine offenkundigen Zeichen toxischer Nebenwirkungen im Sinne von 

außergewöhnlichem Verhalten der Mäuse oder sichtbaren 

Organveränderungen zeigten. 
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Abbildung 26: Diagramm der immunhistochemisch nachweisbaren Kollagen I- und 
III-Expression in Mäusenieren in der Kontroll- sowie in der  Behandlungsgruppe. 

 
 

 
Abbildung 27: Histologische Abbildung der immunhistochemischen Anfärbbarkeit von 
Kollagen I und III in Mäusenieren der Kontrollgrupp e nach Behandlung mit dem 
reinen Vehikel. 
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Abbildung 28: Histologische Abbildung der immunhistochemischen Anfärbbarkeit von 
Kollagen I und III in Mäusenieren der Behandlungsgruppe nach Behandlung mit 
TRAM-34. 

 
 

 
Abbildung 29: Diagramm der immunhistochemisch nachweisbaren αSMA-Expression 
in Mäusenieren der Behandlungs- sowie der Kontrollgruppe. 
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Abbildung 30: Histologische Abbildung der immunhistochemischen Anfärbbarkeit von 
αSMA in Mäusenieren der Kontrollgruppe nach Behandlung mit dem reinen Vehikel. 

 
 

 
Abbildung 31: Histologische Abbildung der immunhistochemischen Anfärbbarkeit von 
αSMA in Mäusenieren der Behandlungsgruppe nach Behandlung mit TRAM-34. 
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3.3 Molekularbiologische Analyse des KCa3.1-
Expressionsmusters 

 
Zusätzlich zu den histologischen Auswertungen sollte geprüft werden, ob in 

fibrosiertem Nierengewebe eine erhöhte Genexpression des KCa3.1-Kanals 

vorlag. Diese molekularbiologischen Untersuchungen wurden mittels 

quantitativer real time-RT-PCR vorgenommen. Als weiteres Untersuchungs-

ziel galt die Expression der verwandten KCa-Kanäle, KCa1.1 (BKCa) und 

KCa2.3 (SKCa) sowie der aus molekularbiologischer Sicht wichtigen Fibrose-

Mediatoren oder profibrotischen Faktoren. 

3.3.1 Genexpressionsmuster UUO-behandelter Wildtypen im 
Vergleich zur Kontrolle 

Die Untersuchung der Expressionsmuster Kalzium-abhängiger 

Kaliumkanäle ergab in UUO-behandelten Wildtypen nach 14-tägiger 

Behandlung einen mehr als 20-fachen Anstieg der KCa3.1-Genexpression im 

Vergleich zum Expressionsmuster scheinoperierter Kontrolltiere. Eine 

solche Erhöhung der Genexpression konnte hingegen weder bei den 

verwandten KCa1.1-Kanälen noch bei KCa2.3-Kanälen festgestellt werden. 

Gemäß ungepaartem t-Test lag eine höchstsignifikante Erhöhung der KCa3.1-

Genexpression vor (p < 0,001). 

In der weiteren Analyse wurden TGFβ1, ein als Fibrose-Initiator geltender 

Wachstumsfaktor, FSP-1, welches zu Wachstum und Proliferation der 

Fibroblasten entscheidend beiträgt, sowie die im Stützgewebe unerlässlichen 

Proteine Kollagen I und III untersucht. Im Ergebnis zeigte sich für alle vier 

Proteine eine höchstsignifikante Erhöhung der Genexpression bei Tieren mit 

obstruktiver Nephropathie im Vergleich zur gesunden Kontrolle (p < 0,001). 

Die Ergebnisse deuten folglich darauf hin, dass neben den histologisch 

bereits konstatierten Auffälligkeiten auch auf der molekularbiologischen 

Ebene der Genexpression eine Bedeutung des KCa3.1-Kanals im 

Zusammenhang mit der Nierenfibrose vorzuliegen scheint. 
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Abbildung 32: Diagramm zum Vergleich der Genexpression ausgewählter Gene 
(Kalzium-abhängige Kaliumkanäle sowie profibrotische Marker) in Mäusenieren 
UUO-behandelter Wildtypen und in Kontrolltieren ohne Unilaterale Ureter-
Obstruktion. 

 

3.3.2 Genexpressionsmuster UUO-behandelter KCa3.1 Knock-out 
Mäuse im Vergleich zu Wildtypen  

In einer weiteren Untersuchung sollten die genotypisch veränderten Knock-

out-Mäuse mit ihren korrespondierenden Wildtypen auf molekular-

biologischer Ebene verglichen werden. Auch in dieser Untersuchung 

unterlagen die Tiere einer 14-tägigen UUO-Behandlung. Neben der 

Expression der oben bereits erwähnten Fibrosemarker TGFβ1, FSP-1 sowie 

Kollagen I und III wurde hierbei zusätzlich die Genexpression des in 

Myofibroblasten hoch exprimierten Proteins αSMA bestimmt.  

Es stellte sich heraus, dass in KCa3.1-Knock-out-Mäusen eine deutlich 

niedrigere Expression der so genannten profibrotischen Marker (TGFβ1, 

FSP-1, Koll. I & III, αSMA) vorlag, als dies bei KCa3.1-Wildtypen der Fall 

war.  

 

 

 

 



ERGEBNISSE 68 

 

 
Abbildung 33: Diagramm zur vergleichenden Darstellung der Genexpression 
profibrotischer Marker in UUO-behandelten Nieren von KCa3.1-Knock-out-Mäusen 
und Wildtypen. 

 

Um eine bessere Vergleichbarkeit der Ergebnisse beider behandelten 

Gruppen (KCa3.1-/- und KCa3.1+/+) zu erzielen, sollten diese miteinander in 

Verbindung gebracht werden. Hierzu wurden die errechneten Ct-Werte 

jeweils in Beziehung zur endogenen Kontrolle, Glycerinaldehyd-3-

phosphatdehydrogenase (GAPDH) (∆Ct-Wert) und die jeweiligen ∆Ct-

Werte beider Gruppen wiederum zueinander in Beziehung gebracht (∆∆Ct-

Wert). Mit den erzielten Ergebnissen ließ sich eine x-fache Zu- bzw. 

Abnahme definieren. 

Das Resultat zeigte eine niedrigere Genexpression von TGFβ1 (≈ 40%), 

FSP-1 (≈ 35%) und αSMA (≈ 30%) in KCa3.1-Knock-out-Mäusen im 

Verhältnis zur Expression in Wildtypen (jeweils 100%). Kollagen I, 

Hauptprotein des Stützgewebes, zeigte in Knock-out-Mäusen eine rund 

25%ige Expression, Kollagen III eine ca. 50%ige verglichen mit den Werten 

in Wildtyp-Mäusen (jeweils 100%). Alle Daten ließen sich signifikant 

belegen (p < 0,05).  

Auch dieser Vergleich bekräftigt die Hypothese einer Bedeutung des KCa3.1-

Kanals im Prozess der Nierenfibrose. Alles in allem scheint ein defizienter 
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KCa3.1-Kanal die Progression der Nierenfibrose nach adäquatem Reiz durch 

UUO abzuschwächen. 

 

 
Abbildung 34: Auftragung der Genexpression profibrotischer Marker in UUO-
behandelten Nieren von KCa3.1-Knock-out-Mäusen im Verhältnis zur jeweiligen 
Expression in Wildtypen (linksseitig ∆∆-Ct-Wert, rechtsseitig prozentualer Anteil). 

 
 

3.4 Untersuchung der KCa3.1-Translation mittels Western 
Blot 

 
Nachdem nun auf molekularbiologischer Ebene eine verstärkte Expression 

der mRNA von KCa3.1 in erkrankten Nieren im Vergleich zu gesunden 

nachgewiesen wurde, galt es zu beweisen, dass diese vermehrte Information 

auch tatsächlich in Proteine translatiert wurde. Hierzu führten wir 

Experimente mittels Western Blot durch, da dieser bekannterweise dem 

Nachweis von Proteinen dient. 

Tatsächlich erhielten wir im Nierengewebe von durch 14 Tage UUO 

erkrankten Nieren einen beträchtlichen Nachweis für KCa3.1, wohingegen 

bei Kontrollen mit scheinoperierten Mäusen die entsprechenden Signale nur 

sehr schwach ausfielen oder gar nicht feststellbar waren. 
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Abbildung 35: Qualitative und quantitative Abbildun g der Translation des KCa3.1-
Proteins in Mäusenieren nach UUO-Behandlung sowie in Kontrollnieren mittels 
Western-Blot. Eine qualitative Aussage kann am Vorhandensein, eine quantitative 
Aussage anhand der Intensität (Dicke) der Banden getroffen werden. Als endogener 
Standard wurde β-Adaptin verwendet. 

 

Rückschließend bieten diese Ergebnisse den Beweis für eine fundamentale 

Bedeutung der KCa3.1-Hochregulierung in fibrotischem Nierengewebe und 

deuten auf eine Beteiligung dieses Kanals bei der Pathogenese der renalen 

Fibrose hin. 
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4 DISKUSSION 
 
 

Die exzessive Proliferation aktivierter renaler Fibroblasten ist von 

entscheidender Bedeutung in der Progression der Nierenfibrose (Neilson, 

2006; Wynn, 2007; Zeisberg, Strutz et al., 2001). In der vorliegenden in vivo 

Studie konnte unter Verwendung des Fibrosemodells der UUO bei Mäusen 

eine Verbindung zwischen dem Fibrosierungsprozess in Mäusenieren auf 

der einen Seite und Kalzium-aktivierten Kaliumkanälen auf der anderen 

Seite hergestellt werden. Die besagte Verbindung beruht auf einer 

Veränderung des KCa3.1-Expressionsmusters in UUO-behandelten Mäusen 

sowie auf einem unterschiedlichen Fibroseausmaß beim Vergleich von 

Wildtypen mit KCa3.1-defizienten Mäusen sowie bei Wildtypen nach 

pharmakologischer Blockade des KCa3.1. Eine suffiziente pharmakologische 

Blockierung des KCa3.1-Kanals könnte folglich als potentieller 

therapeutischer Ansatz dienen. 

 

4.1 Histologische Analyse – Einfluss des KCa3.1-Kanals auf 
den Fibrosierungsprozess in Mäusenieren  

 

4.1.1 Untersuchungen im Knock-out-Modell 

Um den Einfluss des KCa3.1-Kanals in der Entstehung der Nierenfibrose 

genauer zu untersuchen, wurde in der vorliegenden Arbeit der Grad der 

Fibrose nach UUO in KCa3.1-Knock-out-Mäusen mit jenem in Wildtypen 

verglichen. Meine Ergebnisse zeigten eine signifikante Abschwächung des 

Fibrosierungsprozesses nach UUO bei genetisch kodiertem KCa3.1-Defizit. 

Dies zeigte sich in einer bedeutenden Reduktion der ECM(Kollagen)-

Ablagerung sowie in einer weitaus niedrigeren Anzahl interstitieller 

Myofibroblasten in UUO-geschädigtem Nierengewebe von Knock-out-

Mäusen im Vergleich zu Wildtypen. Diese Ergebnisse wurden unter 

Zuhilfenahme immunhistochemischer Färbungen für Kollagen I und III 

sowie αSMA spezifiziert. In weiteren, auch morphometrischen 

histologischen Untersuchungen zeigte sich, dass zwar nicht der akute, 

jedoch der subchronische und chronische tubulointerstitielle Schaden bei 
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Knock-out-Mäusen signifikant schwächer als bei Wildtypen ausfiel, und 

auch das Nierenparenchym blieb bei geringerem Fibroseausmaß besser 

intakt gemessen an der Parenchymbreite sowie an der Anzahl intakter 

Tubuli. 

Wie bereits in Studien belegt, bewirkt vornehmlich die interstitielle Fibrose 

den eigentlichen Nierenschaden. Hierbei führt die ECM-Ablagerung zu 

Kompression der Tubuli sowie der peritubulären Kapillaren, was in einer 

Ischämie tubulointerstitieller Bereiche mit Dysfunktion aufgrund von 

Obliteration und folglich Untergang funktionellen Gewebes mündet (Eddy, 

2000; Sadlier et al., 2004; Eddy, 2005; Harris & Neilson, 2006). Auch 

andere Studien setzen den Zeitpunkt der Matrixexpansion quasi als ,point of 

no return’ im Krankheitsgeschehen (Kriz et al., 2003; Kriz, 2003; Kriz & Le 

Hir, 2005).  

Meine Ergebnisse deuten rückschließend darauf hin, dass der Verlust des 

KCa3.1-Kanals die Proliferation renaler (Myo)-Fibroblasten während eines 

Fibrosierungsprozesses und folglich auch die Matrixsynthese reduzieren 

kann.  

4.1.2 Pharmakotherapeutische Suppression der Nierenfibrose durch 
einen KCa3.1-Blocker 

Um einen möglichen pharmakologischen Ansatzpunkt zur Fibrosereduktion 

zu erhalten, untersuchten wir zusätzlich in einer vergleichenden 

experimentellen Behandlungsstudie Wildtypen, die mit dem 

hochspezifischen und effizienten KCa3.1-Blocker TRAM-34 (Wulff et al., 

2000; Wulff et al., 2001) behandelt wurden. Als Kontrollgruppe dienten 

Wildtypen, die hingegen eine tägliche Applikation der Trägersubstanz 

Erdnussöl erhielten.  

Zunächst stellten wir mittels gekoppelter HPLC und Massenspektrometrie 

fest, dass durch die tägliche Applikation des TRAM-34 in einer 

Konzentration von 120 mg/kg KG ein ausreichend hoher Plasmaspiegel 

erzielt wurde. Dies sahen wir gewährleistet durch einen TRAM-34-

Plasmaspiegel, der nach 24 Stunden im Mittel bei 200 nM lag und somit 

ausreichend war für eine Kanalblockade (IC50 20 nM).  

Diese pharmakologische Interventionsstudie ergab einen gleichermaßen 

protektiven Effekt, wie er bereits im Knock-out-Modell beobachtet wurde, 
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im Sinne einer effektiv reduzierten Entwicklung tubulointerstieller Schäden. 

Darüber hinaus ließ sich durch pharmakologische Blockade des KCa3.1 die 

Anzahl aktiver Myofibroblasten und das Ausmaß fibrotisch vernarbten 

Gewebes in erkrankten Nieren beträchtlich reduzieren, was wiederum in 

immunhistochemischen Färbungen validiert wurde. Demnach scheint neben 

einem genetisch kodierten Verlust des Kanals auch eine pharmakologische 

Inhibition die Nierenfibrose in diesem Tiermodell effektiv abzumildern. 

Meine Befunde stehen auch in gutem Einklang mit anderen Untersuchungen 

zur Bedeutung von KCa3.1-Kanälen bei pathologischen 

Zellproliferationsprozessen in verschiedenen Geweben. Hier konnte 

ebenfalls in tierexperimentellen Studien zur akuten Gefäßschädigung nach 

Endothelenudation und nachfolgender Neointimabildung in Ratten und 

Schweinen (Köhler et al., 2003; Tharp et al., 2008), zur Atherosklerose in 

ApoE-defizienten Mäusen (Toyama et al., 2008), zur in vivo Angiogenese 

im murinen „Matrigel-Plug Assay“ (Grgic et al., 2005) und zum 

experimentellen Endometriumkarzinom in der Maus (Wang et al., 2007) 

eine selektive Blockade des KCa3.1 die Zellproliferationsprozesse in vivo 

wirkungsvoll hemmen und damit den pathologischen Prozess abmildern. 

Ein aus toxikologischer Sicht wichtiger Befund ist auch, dass die 

Langzeitbehandlung mit TRAM-34 per se keine offenkundigen 

Gewebeschädigungen hervorruft  (Köhler et al., 2003; Toyama et al., 2008) 

und damit gut verträglich erscheint. Auch in der vorliegenden Studie 

konnten keine offensichtlichen Organschädigungen beobachtet werden. In 

einer detaillierten Nekropsie nach Langzeitbehandlung mit TRAM-34 

konnte ebenfalls eine gute Verträglichkeit nachgewiesen werden (Toyama et 

al., 2008). Insgesamt erscheint es daher möglich, dass eine spezifische 

Blockade des KCa3.1 mit TRAM-34 ein neuartiger pharmakotherapeutischer 

Angriffspunkt zur Behandlung der Nierenfibrose und auch anderer 

fibroproliferativer Prozesse sein könnte.  

 

 

 

 

 



DISKUSSION 74 

 

4.2 Molekularbiologische Analyse  

 

4.2.1 Korrelation von K Ca3.1-Expression und Fibroseausmaß 

Da histomorphologische Untersuchungen keinen Aufschluss über die 

Mechanismen der Hochregulation profibrotischer Faktoren machen können, 

wurde das Nierengewebe auch auf molekularbiologischer Ebene hinsichtlich 

der mRNA-Expressionsveränderungen analysiert. Diese Untersuchungen 

sollten zunächst ergeben, ob die UUO-Schädigung und konsekutive 

Nierenfibrose mit einer Induktion des Kanals assoziiert ist.  

Der Vergleich des Genexpressionsmusters behandelter Wildtypen mit dem 

Expressionsmuster scheinoperierter Kontrolltiere zeigte eine gut 20-fach 

höhere mRNA-Expression für KCa3.1 in den UUO-geschädigten Nieren im 

Vergleich zu gesunden Nieren. Diese Befunde der mRNA-

Expressionsanalysen wurden auch mittels Western-Blot-Analysen zur 

Untersuchung der KCa3.1-Proteinmenge bestätigt, denn in den fibrotischen 

Nieren konnte ein deutlich erhöhter Proteinspiegel des Kanals festgestellt 

werden.  

Eine Hochregulation, wie wir sie für den KCa3.1-Kanal sahen, zeigte sich 

weder bei dem verwandten KCa1.1 (BK)-Kanal noch bei dem verwandten 

KCa2.3 (SK)-Kanal, wodurch dem KCa3.1 eine spezifische Funktion im 

Vergleich zu weiteren KCa-Kanälen bei der Nierenfibrose zukommt.  

4.2.2 KCa3.1-Expression in Korrelation zu profibrotischen Faktoren  

In der vorliegenden Arbeit konnte des Weiteren festgestellt werden, dass 

begleitend zur erhöhten KCa3.1-Expression in fibrotischem Nierengewebe 

auch die Expression der (Myo)-Fibroblastenmarker αSMA sowie FSP-1 

gesteigert war. Ebenso fand ich eine erhöhte Kollagen-Expression sowie 

eine deutlich gesteigerte TGFβ1-Expression.  

Bei KCa3.1-defizienten Tieren lag das mRNA-Expressionsniveau für FSP-1 

bei 35% des Niveaus in Wildtypen, die Expression des αSMA bei 30%. Des 

Weiteren war in Knock-out-Mäusen eine um 50% geringere mRNA-

Expression des Kollagen III und eine um 25% geringere des Kollagen I 

festzustellen, was insgesamt für eine deutlich geringere 

Bindegewebsbildung (Gesamtkollagen) spricht.  
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Es ist gut belegt, dass TGFβ1 als mitogener Faktor eine bedeutende Rolle 

bei der Initiation der Nierenfibrose spielt (Eddy, 1996; Tian& Phillips, 

2003; Hou et al., 2005; Yang et al., 2003; Fukasawa et al., 2004). Bezüglich 

der Expression des TGFβ1 ergab die vorliegende Untersuchung, dass in 

KCa3.1-defizienten Mäusen im Vergleich zu Wildtypen eine um 60% 

reduzierte TGFβ1-mRNA-Expression in den fibrotischen Nieren detektiert 

wurde. Hier kann nun spekuliert werden, inwieweit das Fehlen des Kanals 

zu einer Verminderung der TGFβ1-mRNA-Expression und damit zu einer 

Verminderung der Fibroblastenaktivierung und –proliferation führen 

könnte.  

Insgesamt zeigt die Arbeit nun, dass der Verlust von KCa3.1 mit einer 

verminderten Expression profibrotischer Faktoren und fibroseiniduzierender 

Produkte assoziiert ist. Inwieweit hier eine direkte Beeinflussung von durch 

KCa3.1-Verlust bedingter verminderter TGFβ1-mRNA-Expression besteht 

oder andere Mechanismen zum insgesamt geringeren Fibrosegrad führen 

kann auf Grundlage der vorliegenden Befunde jedoch nicht geklärt werden. 

 

4.3 Funktionelle Bedeutung der KCa3.1-Expression in der 
Nierenfibrose 

 
In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals eine Verbindung zwischen 

Ausmaß der Nierenfibrose und Expression Ca2+-aktivierter Kaliumkanäle, 

im Speziellen dem KCa3.1, hergestellt werden. Mit Hilfe des UUO-Modells 

zeigte sich, dass bei fehlendem KCa3.1-Kanal das Ausmaß der Nierenfibrose 

samt Anzahl aktivierter Fibroblasten reduziert war sowie die mRNA-

Expression wichtiger profibrotischer Faktoren einem weniger starken 

Anstieg unterlag als im Vergleich zu Wildtypen. 

Es sollte abschließend notiert werden, dass aktivierte residente Fibroblasten 

nicht die einzigen beteiligten Zellen in der Matrixproduktion sind. Anderen 

Studien zufolge spielen auch transdifferenzierte Tubulusepithelzellen sowie 

Endothelzellen im Prozess der EMT (Iwano et al., 2002; Yamashita et al., 

2005) und EndMT (Zeisberg et al., 2008) eine Rolle in der Rekrutierung 

von Myofibroblasten. Auch die Infiltration durch Zellen des Knochenmarks 

(Li et al., 2007; Iwano et al., 2002) und periadventitielle Zellen (Faulkner et 
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al., 2005; Wiggins et al., 1993) wurden als ursächlch für Nierenfibrose von 

verschiedenen Arbeitsgruppen erachtet.  

Inwieweit hier bei defizientem KCa3.1 die genannten unterschiedlichen 

Pathomechanismen beeinträchtigt werden kann nicht beantwortet werden 

und war auch nicht primäres Ziel dieser Studie, die darauf abzielte 

festzustellen, ob durch eine pharmakologische oder genetische Suppression 

des KCa3.1, als Zellproliferation- und Migration-steuernder Kanal, der 

Prozess der Nierenfibrose aufgehalten werden kann. Insgesamt stützen die 

Befunde meiner Untersuchung diese Annahme und somit kann abschließend 

spekuliert werden, ob eine pharmakologische Inhibition des KCa3.1 eine 

neuartige Therapiestrategie zur Prävention der Nierenfibrose und terminaler 

Niereninsuffizienz sein könnte. 
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5 ZUSAMMENFASSUNG 
 
 

Die Nierenfibrose ist ein viel gefürchtetes Endresultat chronischen 

Nierenversagens, das durch die steigende Notwendigkeit der Anwendung 

eines Nierenersatzverfahrens ein erhebliches klinisches und 

volkswirtschaftliches Problem darstellt. 

Die Ätiologie der Nierenfibrose ist dabei sehr vielfältig, ursächlich in der 

Pathogenese scheint jedoch eine geänderte Funktion und Morphe der 

Fibroblasten zu sein, die durch den Erhalt kontraktiler Fasern und 

vermehrter Sekretionsfähigkeit perivaskuläre und tubulointerstitielle 

entzündliche Bereiche der Niere besiedeln mit dem Versuch, entstandenen 

Schaden zu reparieren. Durch übermäßige Ablagerung extrazellulärer 

Matrix kommt es dabei jedoch zu Kompression und Atrophie gesunden 

Gewebes mit der Fibrose als morphologisches Korrelat.  

Der intermediäre Kalzium-abhängige Kaliumkanal KCa3.1 scheint über eine 

Beeinflussung der intrazellulären Ca2+-Homöostase eine wichtige Rolle bei 

der Proliferation und Migration verschiedener Zellen, so auch der 

Fibroblasten, zu spielen. In der vorliegenden in vivo-Arbeit wurde daher 

unter Zuhilfenahme von KCa3.1-defizienten Mäusen im UUO-Modell der 

Maus mittels histologischer, immunhistochemischer und molekular-

biologischer Methodik (RT-PCR, Western Blot) untersucht, ob eine 

veränderte Expression des KCa3.1 am Prozess der Nierenfibrose beteiligt 

sein könnte. 

Sowohl die histologischen als auch die molekularbiologischen 

Untersuchungen unterstützten die Hypothese von der Bedeutung der KCa3.1-

Expression im Fibrosierungsprozess. Während KCa3.1-Wildtypen bei starker 

Fibrose eine deutlich hochregulierte Expression der KCa3.1-mRNA sowie 

weiterer profibrotischer Marker im Vergleich zu Kontrolltieren aufwiesen, 

zeigten KCa3.1-Knock-out-Mäuse im Vergleich zu Wildtypen bei gleichem 

Entzündungsreiz eine weitaus mildere Fibrose mit geringerem Anstieg 

profibrotischer Marker. Eine ähnlich effektive Milderung der renalen 

Fibrose konnte auch durch pharmakologische Blockade des Kanals in 
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Wildtypen mit Hilfe des hochspezifischen KCa3.1-Inhibitors TRAM-34 

erreicht werden. 

Die in der vorliegenden Arbeit erzielten Ergebnisse deuten auf eine 

Sonderstellung des KCa3.1-Kanals im Fibrosierungsprozess der Niere hin. 

Die durch seine Induktion hervorgerufene intrazelluläre Kalzium-

Signalgebung scheint ein wichtiger Mediator für Proliferation, Migration 

und verstärkte ECM-Sekretion in Fibroblasten zu sein. Eine effiziente 

pharmakologische Blockade des Kanals könnte einen wichtigen 

therapeutischen Ansatz für die Zukunft bieten und durch Prävention oder 

Verzögerung des terminalen Nierenversagens Patienten vor einem 

frühzeitigen Nierenersatzverfahren bewahren.  
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