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1 Zusammenfassung

Einer der wichtigsten Parameter der Nierenfunktion ist die Filtration des Blutplasmas im
Glomerulus. Das Blut wird von endo- und exogenen Stoffwechselabbauprodukten befreit
und gereinigt. Zudem tragen die Nieren durch die Modulation der glomerularen
Filtrationsrate (GFR) mal3geblich zur Regulation des FlUssigkeitshaushalts und des
arteriellen Blutdrucks bei. Die kardialen natriuretischen Peptide, atriales natriuretisches
Peptid (ANP) und B-Typ natriuretisches Peptid (BNP), spielen hierbei eine wichtige Rolle.
Durch die Aktivierung ihres gemeinsamen Rezeptors, der membranstandigen
Guanylatzyklase A (GC-A) und der nachfolgenden cGMP-Ausschiittung bewirken sie im
Glomerulus eine Steigerung der GFR, férdern die Natriurese und Diurese im
Tubulussystem und modulieren den BlutgefalRwiderstand durch die Relaxation glatter
Muskelzellen. Die GC-A ist im gesamten Nephron in verschiedenen Zelltypen exprimiert,
unter anderem auch in den Podozyten, die einen wichtigen Teil der glomerularen

Filtrationsbarriere bilden.

Im Rahmen dieser Doktorarbeit sollte untersucht werden, welchen Einfluss die Aktivierung
der Guanylatzyklase A durch die kardialen natriuretischen Peptide ANP und BNP im
Podozyten auf die Regulation der glomeruldren Filtrationsrate austibt. Anhand einer
podozytenspezifischen GC-A Knockout-Maus (Podo GC-A KO) wurden renale und
kardiovaskulare Parameter sowohl nach unilateraler Nephrektomie als auch nach Infusion
von BNP untersucht und mit den Wurfgeschwistern (Podo GC-A WT) verglichen. Der
Verlust einer Niere fuhrte sowohl in den Podo GC-A WT als auch in den Podo GC-A KO
Mausen innerhalb kurzer Zeit zu einem rapiden Anstieg der GFR. Auch die BNP-Infusion
in narkotisierten Versuchstieren ging in beiden Genotypen mit einer Steigerung der GFR
sowie einer Diurese und Natriurese einher. Somit scheinen die Podozyten, obwohl sie,
verglichen mit allen anderen glomeruldren Zellen die hdchste Expression der GC-A
aufweisen, keinen Einfluss auf die Regulation der glomerularen Filtrationsrate durch die

natriuretischen Peptide zu nehmen.

In einem weiteren Experiment wurde eine mogliche direkte nephroprotektive Wirkung von
ANP und BNP in den Podozyten untersucht. Die Applikation des Mineralokortikoids
Deoxycorticosteronacetet (DOCA) in Kombination mit einer unilateralen Nephrektomie
und einer Hochsalzdiat fihrte sowohl in den Podo GC-A KO als auch in den Podo GC-A
WT Mausen zu einer leichten Hypertension, einer Hyperfiltration und einem Anstieg des
Nierengewichts. Im Gegensatz zu den Wildtyp-Mausen zeigten die Podo GC-A KO Mause
jedoch eine massive Albuminurie (5400-fach vs. basal; 200-fach vs. DOCA-behandelte
Podo GC-A WT), die mit einer Hypoalbumindmie und einer reduzierten glomerularen

Filtrationsrate einherging. Zudem wiesen die Nieren der Podo GC-A KO Mause
1



Zusammenfassung

gravierende Schadigungen auf, die durch eine Expansion des glomerularen Mesangiums
sowie interstitielle und tubuldre Fibrose gekennzeichnet waren. Unter dem
Elektronenmikroskop ~ waren  stark ver&nderte Podozyten mit verbreiterten,
verschmolzenen Ful¥fortsatzen in den Glomeruli der DOCA-behandelten Knockout-Mause
erkennbar, wahrend die podozytaren Auslaufer der DOCA-behandelten Podo GC-A
Wildtyp-Mé&use eine typische Form aufwiesen und normal miteinander interagierten. Die
Podozyten der Podo GC-A KO Mause zeigten aul3erdem eine verminderte Expression der
Schlitzmembran-assoziierten Proteine Podocin  und Synaptopodin, wahrend die
Expression des ,Transient receptor potential canonical channel 6“ (TRPC6) in den
Knockouts, verglichen mit den gleich behandelten Wildtypen, erhéht war. Weiterhin wurde
in den Podozyten frisch isolierter Knockout-Glomeruli nach DOCA-Behandlung ein
erhdhter ATP-induzierter Calcium-Influx gemessen, der durch die Applikation des TRPC-
Kanal-Blockers SKF 96365 inhibiert werden konnte. In vivo fiihrte die begleitende
Behandlung der Podo GC-A KO Mause mit SKF 96365 zu einer deutlichen Verminderung
der durch DOCA verursachten Albuminurie und der glomerularen Schadigung sowie zum

Erhalt der podozytéaren Proteine und der Struktur der podozytaren Ful3fortsatze.

Somit zeigen die Ergebnisse dieser Doktorarbeit zum ersten Mal, dass die kardialen
natriuretischen Peptide ANP und BNP, zumindest unter pathologischen Bedingungen,
Uber die Aktivierung ihres Rezeptors GC-A eine direkte, zellulare nephroprotektive
Wirkung besitzen, die wahrscheinlich Gber die Suppression des TRPC6-Kanals in den
Podozyten vermittelt wird.



2 Einleitung und Zielsetzung

Durch die Nahrungs- und Flissigkeitsaufnahme sowie durch Salz- und Wasserverluste
Uber den Harn, den Schwei3 und die Atmung ist unser Organismus einer standigen
Veranderung des Flussigkeitsvolumens und der Konzentration der enthaltenen Elektrolyte
ausgesetzt. Eine ausgeglichene Zusammensetzung der Korperflussigkeit und ein
konstantes Volumen sind jedoch sehr wichtig fur die Aufrechterhaltung lebenswichtiger
Kdrperfunktionen, wie z.B. des Blutdrucks und des Blutvolumens. Hier sorgen vor allem
die Nieren innerhalb kirzester Zeit fir die Wiederherstellung des Gleichgewichts, indem
Uber die Regulation der glomerularen Filtrationsrate (GFR) und die Kontrolle der
Zusammensetzung des Endharns im  Tubulussystem die Elektrolyt- und
Wasserausscheidung dem Bedarf angepasst werden kann. Die kardialen natriuretischen
Peptide (NP) ANP und BNP spielen hierbei eine wichtige Rolle. Sie sind in der Lage, die
glomeruléare Filtrationsrate zu steigern und durch Natriurese und Diurese das
Flussigkeitsvolumen zu modulieren. Auf3erdem senken sie durch die Aktivierung ihres
gemeinsamen Rezeptors, der membranstandigen Guanylatzyklase A (GC-A), den
Gefal3widerstand, was zusatzlich zur Regulation des arteriellen Blutdrucks beitragt.

Die Mechanismen der GFR-Regulation durch ANP und BNP sind noch nicht abschliel3end
geklart. Friihere Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe zeigen eine mal3gebliche Rolle der
natriuretischen Peptide fur die funktionelle Anpassung der Niere im Rahmen der renalen
kompensatorischen Hypertrophie. Die Aktivierung der GC-A ist essentiell flr den initialen,
schnellen Anstieg der GFR, der schon innerhalb von drei bis vier Tagen nach unilateraler
Nephrektomie stattfindet. In welchen Zellen die funktionssteigernde Wirkung von ANP und

BNP vermittelt wird, steht derzeit im Fokus der Forschung.

Eine mdgliche Beteiligung der kontraktilen Podozyten an der Regulation der GFR wird
gegenwartig kontrovers diskutiert. Diese hochspezialisierten Zellen schrdnken mit ihren
Ful3fortsatzen und durch die Ausbildung einer Schlitzmembran die Filtration von
Makromolektlen wie Albumin in den Prim&rharn ein und bilden somit einen wesentlichen
Bestandteil der glomerularen Filtrationsbarriere. Da die GC-A im Podozyten exprimiert ist
und da ANP und BNP die GFR durch die Beeinflussung des Filtrationskoeffizienten und
des Kapillardrucks steigern, ist eine Beteiligung der podozytaren GC-A an der Regulation
der GFR durch natriuretische Peptide durchaus denkbar. Diese Hypothese wurde im
Rahmen der vorliegenden Arbeit an einer podozytenspezifischen GC-A Knockout-Maus

untersucht.

Aktuelle Studien zeigen eine nephroprotektive Wirkung natriuretischer Peptide. Die

Uberexpression von BNP in der Leber oder auch die perioperative Infusion von ANP im

3
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Rahmen herzchirurgischer Manahmen wirkten sich positiv auf die Nierenfunktion und die
Erhaltung funktionsfahigen Nierengewebes aus. Wie die natriuretischen Peptide ihre
nephroprotektive Wirkung entfalten ist bisher nicht ausreichend erforscht. Da sie
mafgeblich zur Senkung des Blutdrucks durch Volumenregulation und Antagonisierung
des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems und des sympathischen Nervensystems
beitragen, ware es mdoglich, dass sie ihre nephroprotektive Wirkung Uber diese
systemischen Mechanismen entfalten. Eine weitere Option ist ein direkter zellularer

Angriff der natriuretischen Peptide in den Podozyten des Glomerulus.

Mutationen der podozytdren Schlitzmembranproteine gehen mit einer Proteinurie einher
und auch primare Nierenerkrankungen wie die idiopathische fokale segmentale
Glomerulosklerose (FSGS) sind durch eine erhthte Ausscheidung von Proteinen wie
Albumin charakterisiert. Darlber hinaus kénnen auch im Rahmen sekundérer renaler
Erkrankungen, wie diabetischer oder hypertensiver Nephropathie, grolle Mengen an
Protein im Endharn detektiert werden. Eine Protektion der Podozyten durch natriuretische
Peptide wirde der Schadigung des glomeruléaren Filters und der damit einhergehenden
Proteinurie vorbeugen und langfristig die Funktion des Nephrons bewahren. Auch diese
Hypothese wurde anhand einer podozytenspezifischen GC-A Knockout-Maus untersucht.

Ziel dieser Arbeit war somit die Beantwortung der folgenden Fragestellungen:

l. Ist die Aktivierung der GC-A durch die kardialen natriuretischen Peptide im
Podozyten an der Regulation der glomerularen Filtrationsrate beteiligt?

Il. Geht die nephroprotektive Wirkung von ANP und BNP von der direkten

Protektion und Erhaltung der Integritdt des Podozyten aus?

Damit sollen die nephroprotektiven und funktionserhaltenden Mechanismen der
natriuretischen Peptide genauer charakterisiert werden, um neue Therapieoptionen fur
Nierenerkrankungen herauszustellen, die mit dem Funktionsverlust der Glomeruli und

einer Proteinurie einhergehen.



3 Grundlagen und bisherige Erkenntnisse

3.1 Grundlagen der Nierenanatomie und -funktion

Fur die einfihrende Darstellung der grundlegenden Nierenanatomie und -funktion wurden,
soweit nicht anders angegeben, die Biicher ,Kidney physiology*!, ,Physiologie* und

,Anatomie, Physiologie und Pathophysiologie des Menschen*® verwendet.

Die paarig angeordneten, bohnenférmigen Nieren eines Erwachsenen sind ca. zwolf
Zentimeter grof3, funf bis sechs Zentimeter breit und wiegen jeweils ca. 150 g. Sie
befinden sich unterhalb des Zwerchfells im Retroperitonealraum beiderseits der
Wirbelsaule, wobei die rechte Niere aufgrund der ipsilateralen Lage der Leber etwa drei

bis vier Zentimeter tiefer als die linke liegt.

Auf einem Querschnitt (Abb. 3-1) erkennt man schon makroskopisch eine farbliche
Unterteilung der Niere in die hellere Nierenrinde (Kortex) und das dunklere Nierenmark
(Medulla). Die pyramidenférmigen Abschnitte der Medulla stehen an der Basis mit dem
Kortex in Verbindung. Uber die Spitze der Pyramiden, die Nierenpapillen, wird der durch
die Nierenkelche geleitete Harn in die Nierenbecken (bergeleitet und dann Uber den

Ureter zur Blase gefiihrt, wo er bis zur Miktion gesammelt wird.

Nierenpapille Distales Verbindungstubulus
Konvolut
Glomerulus
Medulla Sammelrohr
[%2]
=
3 Proximales H— Macula
Arteria renalis = Konvolut densa
~ 8
Vena renalis g Distal
Kortex B3 IStaler
. <) Tubulus
a Pars recta /
Ureter 2% £ dicker Pars recta /
Voo 2 | absteigender ¢
N S Ast dicker
@ aufsteigender
Nierenkelch 2 Ast
()
T
Markstrahlen Uberleitungsstiick

Abb. 3-1: Schematische Darstellung der Niere und des Nephrons.

Die Kkleinste funktionelle Einheit der Niere bildet das Nephron, das aus dem
Nierenkorperchen und dem Tubulussystem besteht. Jede Niere besitzt ca. eine Million
Nephrone. In den Nierenkorperchen, bestehend aus dem Glomerulus und der ihn
umgebenden Bowman-Kapsel, wird das Ultrafiltrat aus dem Blutplasma abgepresst und in
das nachfolgende Tubulussystem geleitet. Hier wird der in den Glomeruluskapillaren

abgepresste Primarharn modifiziert und zum Endharn aufkonzentriert.
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Das Tubulussystem besteht aus verschiedenen hochdifferenzierten und spezialisierten
Teilsegmenten, denen bei der Bildung des Endharns spezifische Funktionen zukommen.
Das primare Ultrafiltrat wird am Harnpol in den proximalen Tubulus geleitet, der aus einer
Pars convoluta und einer Pars recta besteht, und dessen Ende den dicken absteigenden
Ast der Henle-Schleife bildet. Uber ein Uberleitungsstiick gelangt der nun schon
modifizierte Harn in den dicken aufsteigenden Ast, dessen letzter Abschnitt den geraden
Teil des distalen Tubulus bildet. Dieser Teil steht kurz vor seiner Aufwindung zum distalen
Konvolut in engem Kontakt mit der afferenten Arteriole des zum selben Nephron
gehorenden Glomerulus. Nach der Passage des distalen Konvoluts wird der Harn Uber
den Verbindungstubulus in das Sammelrohr geleitet. Jedes dieser Tubulussegmente
besitzt in seinen apikalen und basolateralen Membranen Transportsysteme, die fir die

Resorption und Sekretion der verschiedenen Bestandteile des Urins verantwortlich sind.

Abbildung 3-2 zeigt die Komponenten des Glomerulus. Das Blut wird, ausgehend von der
Aorta, Uber die Arteria renalis in die Arteriae interlobares geleitet, von wo aus es Uber die
Aa. arcuatae und die Aa. interlobulares in die afferenten Arteriolen stromt. Von hier
gelangt es in die glomerularen Kapillaren, in denen der Filtrationsprozess stattfindet. Uber
die efferente Arteriole wird das filtrierte Blut dem vendsen Kreislauf zugefiihrt. Beide
Arterien enthalten wie alle Blutgefal3e glatte Muskelzellen, tber deren Kontraktion bzw.
Relaxation der Gefatonus reguliert wird. Die Endothelzellen der Kapillaren sind
zusammen mit den Podozyten und der Basalmembran Teil der glomerularen

Filtrationsbarriere.

Macula-densa-Zellen Distaler Tubulus Extraglomerulares
Mesangium

Renin-bildende
- Granulazellen Endothelzelle
Afferente Efferente Arteriole

Arteriole

Juxtaglomerularer
Apparart

Glomerulare Kapillare

Bo}\év:z;z—l Intraglomeruléares
p: Mesangium
Podozytare Podozyt
FuRfortsatze
Harnraum
Basalmembran

Parietalzellen

Endothelzelle
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Abb. 3-2: Schematische Darstellung des Glomerulus.
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Die Podozyten bilden das viszerale epitheliale Blatt der Bowman-Kapsel und sitzen den
glomerularen Kapillaren an ihrer Auf3enseite auf. Der nach Filtration des Blutes
abgepresste Primarharn sammelt sich im Harnraum der Bowman-Kapsel. Diese geht am
Harnpol in die Epithelzellen des proximalen Tubulus ber. Am Geféal3pol stehen die glatten
Muskelzellen der afferenten Arteriolen mit den Macula-densa-Zellen des distalen Tubulus
in enger Verbindung. Zusammen mit den Renin-produzierenden Granulazellen bilden sie
den juxtaglomeruldren Apparat. Die intra- und extraglomeruldren Mesangialzellen stellen
den Stiutzapparat des Glomerulus dar. Sie besitzen die Fahigkeit zur Phagozytose und
entfernen Ablagerungen aus dem Filterbereich. Des Weiteren zeigen diese Zellen durch

das Vorhandensein von Aktin und Myosin kontraktile Eigenschaften.

Die Hauptfunktionen der Nieren bestehen in der Ausscheidung von harnpflichtigen
korpereigenen und kérperfremden Stoffen, und in der Kontrolle und Aufrechterhaltung des
Flussigkeits- und Elektrolytgleichgewichts. AuRerdem sind sie an der Regulierung des
Blut-pH-Wertes beteiligt. Neben diesen homdoostatischen Funktionen kommt den Nieren
durch die Bildung und Sekretion von Hormonen auch eine endokrine Rolle zu. Die
Synthese von Renin in den juxtaglomeruléaren Zellen tragt maf3geblich zur Regulation des
Blutdrucks und -volumens bei. Des Weiteren wird das fur die Blutbildung essentielle
Erythropoetin in interstitiellen Zellen der Nieren gebildet und 1,25-Dihydroxycholecalciferol
(Calcitrol) aus 25-Hydroxy-Vitamin Dz synthetisiert, das eine wichtige Rolle im
Calciumstoffwechsel spielt.

3.1.1 Die Regulation der glomerularen Filtrationsrate

Der priméare Schritt zur Ausscheidung von geldsten Abfallprodukten sowie von Salz und
Wasser besteht in der Filtration des Blutplasmas in den Glomeruli der Niere. Das hierbei
gebildete Ultrafiltrat wird als Primarharn bezeichnet. Die glomerulére Filtrationsrate (GFR)
definiert sich als filtriertes Flussigkeitsvolumen pro Zeiteinheit. Sie betragt beim Menschen

ca. 120 ml pro Minute, was pro Tag ungefahr 180 Litern entspricht.

Die GFR wird malfgeblich durch zwei Parameter bestimmt: den Nettofiltrationsdruck
(Pner) und den Filtrationskoeffizienten (Kg). Der Filtrationskoeffizient ist das Produkt der
Filtrationsflache A und der osmotischen Wasserpermeabilitdt L der glomerularen
Kapillaren. Der Nettofiltrationsdruck errechnet sich aus der Differenz des hydrostatischen
Drucks in den glomeruléaren Kapillaren (Pgk) und in der Bowman-Kapsel (Pg) abzuglich

der onkotischen Druckdifferenz in diesen beiden Kompartimenten (g und Tg).
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Abb. 3-3 zeigt eine Ubersicht der Druckverhaltnisse im Glomerulus und ihren Einfluss auf
die glomerulare Filtrationsrate. Da unter physiologischen Bedingungen nur sehr wenige
Proteine aus dem Blut in den Primarharn gelangen, ist der onkotische Druck in der
Bowman-Kapsel entsprechend niedrig und kann nahezu vernachlassigt werden. Der
onkotische Druck in den Kapillaren steigt mit zunehmender Filtration aufgrund des
Flussigkeitsverlustes und der Retention der Plasmaproteine an. Somit nimmt der
Nettofiltrationsdruck zur efferenten Arteriole hin ab. Eine Erh6hung des hydrostatischen
Drucks in den glomerularen Kapillaren steigert Pyer und damit die GFR, steigt der Druck
jedoch in der Bowman-Kapsel an, fuhrt dies zu einer Abnahme des Nettofiltrationsdrucks,

was eine Senkung der glomerularen Filtrationsrate bewirkt.

A B Harnraum
T
GFR = Pygr x AX L (Kg) Ps B
PNET = AP - AT I I | A
= (Pok - Pg) - (Tek - TT8) 1 1 1
= (50 - 10) - (20 - 0) mmHg
= 20 mmHg Kapillar-
Pak gk Lumen
C D
Pek
=
I
IS
E l
4
(8]
2
a Pner
g / \
Afferente Efferente ek Ps
Arteriole Arteriole

Abb. 3-3: A. Determinanten der GFR und Berechnung des Nettofiltrationsdrucks. B.
Hydrostatischer (P) und onkotischer Druck (1) in den glomerularen Kapillaren (GK) und im
Harnraum (B). Die Pfeile geben die Druckrichtung an, ihre Lange zeigt die verhaltnisméaRige
Starke. C. Anderung der Einzeldriicke entlang der glomeruldaren Kapillaren, ausgehend von der
afferenten Arteriole bis zur efferenten Arteriole, und Einfluss des renalen Plasmaflusses (RPF). D.
Einfluss des hydrostatischen und onkotischen Drucks auf den Nettofiltrationsdruck. Griiner Pfeil:
Erhéhung fuihrt zu Zunahme; roter Pfeil: Erh6hung fuhrt zu Abnahme.
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Verédnderungen all dieser Parameter filhren somit zu Veranderungen der GFR. Pgy wird
mafdgeblich durch den GefalRwiderstand der afferenten Arteriole bestimmt. So kommt es
bei einer Vasodilatation der afferenten Arteriole zu einer Zunahme von Pgk und damit zu
einem Anstieg von Pyer und der GFR; Veranderungen des Widerstands in der efferenten
Arteriole wirken sich genau gegensatzlich aus, da hier eine Vasokonstriktion durch die
postglomeruldre Stauung eine Zunahme des hydrostatischen Drucks in den Kapillaren
und in der Folge den Anstieg des Nettofiltrationsdrucks und der GFR bewirkt.
Veranderungen des Durchmessers der glomerularen Arteriolen kénnen sowohl durch
vasoaktive Substanzen wie die kardialen natriuretischen Peptide (NP), Stickstoffmonoxid
(NO) und Angiotensin Il (ANG 1) als auch durch Veranderungen des Sympathikotonus

hervorgerufen werden.

Der hydrostatische Druck in der Bowman-Kapsel kann sich durch eine Obstruktion im
Harntrakt, z.B. durch eine Ureterstenose, verandern. Hierbei steigt Pg akut an und
vermindert dadurch Pygr. Eine chronische Obstruktion fihrt jedoch durch die verminderte
GFR wieder zu einer Normalisierung von Pz Der onkotische Druck in den glomeruldren
Kapillaren wird von der Plasma-Protein-Konzentration und vor allem vom renalen
Plasmafluss (RPF) beeinflusst. Der RPF betragt im Normalfall ca. 600 ml pro Minute.
Steigt er an, verringerte sich Trgk, was eine Steigerung der GFR zur Folge hétte, ist er zu
niedrig, verringert sich auch die GFR. Entlang der glomeruldaren Kapillaren wirde sich
dieser Effekt noch verstarken und starke Veranderungen der glomeruléren Filtration
verursachen (Abb. 3-3 C). Im Normalfall werden Plasmafluss und GFR allerdings durch

die renale Autoregulation relativ konstant gehalten.

Eine Anderung der Parameter der Filtrationskoeffizienten wirkt sich proportional auf die
GFR aus. So fuhren die VergréRerung der Filtrationsoberflache sowie die Steigerung der
hydraulischen Permeabilitat der glomerularen Kapillaren zu einer Erh6hung der GFR. Fur
die Modulation von Kg kénnten die Mesangialzellen oder auch die Podozyten, die die

glomeruléaren Kapillaren umgeben, eine wichtige Rolle spielen.

3.1.2 Der Feinbau des glomerularen Filters

Die glomeruldare Filtrationsbarriere, die das Blut vom Primérharn trennt und den
Filterapparat bildet, besteht aus drei Schichten: dem fenestrierten Endothel der
Glomeruluskapillaren, der glomerularen Basalmembran und den Podozyten. Jede dieser

Schichten tragt zur GroRen- und Ladungsselektivitat der Filtrationsbarriere bei (Abb. 3-4).
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Abb. 3-4: Schematische Darstellung (A) und elektronenmikroskopische Aufnahme (B) der
glomerularen Filtrationsbarriere.

3.1.2.1 Das fenestrierte Endothel

Wie bei jedem anderen Blutgefal? bildet das Endothel die innerste, luminal gerichtete
Schicht der Kapillarwand. Die glomerularen Kapillaren weisen hier allerdings eine
Besonderheit auf. |hr Endothel ist fenestriert, also von ca. 60 nm groRen Poren
unterbrochen, die ca. 20 % der gesamten endothelialen Flache ausmachen®. Zudem
besitzen die Endothelzellen eine ungewohnlich flache Form mit einer Zelldicke von ca.
50-150 nm°. Aus der hohen Porendichte (ca. 70 Poren pro pm??*) resultiert eine hohe
Durchlassigkeit des Endothels fur Wasser und darin geldste, niedermolekulare
Substanzen®. Lange Zeit war man der Meinung, dass das Endothel keinen wesentlichen
Beitrag zur selektiven Permeabilitéat der Filtrationsbarriere leistet, da Makromolekile, wie
z.B. Albumin mit einer Gréflke von 3,6 nm, die groRen ,Fenster” passieren misste. In den
letzten 30 Jahren wurde jedoch festgestellt, dass das fenestrierte Endothel auch zur
Ladungsselektivitat des Filters beitragt und negativ geladene Makromolekiile an der
Passage hindert. Hierfiir sind negativ geladene Proteoglykane verantwortlich, die sich in
den Poren befinden. Zudem liegt dem Endothel eine weitere Schicht auf, die die Fenster
bedeckt. Die sogenannte ,ESL" (engl. ,Endothelial surface layer) besteht aus einer
negativ geladenen Glykokalyx und einem ,Endothelzell-Mantel, der sich aus negativ
geladenen Glykoproteinen, Glucosaminoglykanen und Proteoglykanen zusammensetzt®
und eine Dicke von ca. 50-100 nm aufweist’. Durch die negative Ladung dieser
Barriereschicht werden neben den mikrometergrof3en Blutzellen auch Makromolekiile, die

kleiner als 60 nm sind, am Durchtritt gehindert.
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3.1.2.2 Die glomerulédre Basalmembran

Die glomerulare Basalmembran (GBM) liegt zwischen Endothel und Podozyten und wird
initial von diesen Schichten synthetisiert. Sie weist eine gelartige Struktur auf, die zu 90%
aus Wasser besteht® und mit einer Dicke von 240-370 nm fiuinf- bis sechsmal so dick ist
wie die Basalmembran anderer GefaRe®. Die Hauptkomponenten der GBM sind das Typ-
IV-Kollagen, Laminin, Nidogen (auch Entactin) und die Heparansulfat-konjugierten
Proteoglykane Agrin und Perlecan, wobei Agrin iiberwiegt®. Kollagen-Typ-IV formt ein
fibréses Netzwerk aus verzahnten Fasern und bildet das Rickgrat der GBM, an das die
anderen Matrixkomponenten gebunden sind. Das Alport-Syndrom, das mit einer
schweren Glomerulonephritis und massiver Proteinurie einhergeht, beruht auf einer
Mutation des Kollagen-1V-Gens'®. Laminin interagiert mit den Zelladh&sionsproteinen der
anderen Schichten der glomeruléren Filtrationsbarriere und tragt somit zum Strukturerhalt
dieser bei®. Mutationen des Laminin-B2-Gens filhren zum sogenannten ,Pierson-
Syndrom®, einer Art des kongenitalen nephrotischen Syndroms, das mit mesangialer
Sklerose und neurologischen Veranderungen einhergeht***2. Das sulfatierte Glycoprotein
Nidogen bindet sowohl an Kollagen-1V als auch an Laminin und verlinkt die Strukturen
untereinander®. Perlecan und Agrin tragen durch die negativ geladenen Disaccharid-
Einheiten von Glucosaminen und Glucuronsauren zusammen mit der ESL des Endothels

maRgeblich zur Ladungsselektivitat der glomeruldren Filtrationsbarriere bei'*.

3.1.2.3 Die Podozyten

Die Podozyten bilden das viszerale epitheliale Blatt der Bowman-Kapsel und sitzen den
glomerularen Kapillaren an ihrer AuRenseite auf. Diese hochdifferenzierten, komplexen
Zellen stellen den Feinfilter der glomerularen Filtrationsbarriere dar und tragen
mafdgeblich zu ihrer GroRenselektivitdt bei. Die podozytdren Ful¥fortsédtze greifen
fingerartig ineinander und bilden ca. 30-40 nm breite Filtrationsschlitze'*, die durch ein
Diaphragma, die sogenannte Schlitzmembran, miteinander verbunden sind. Durch diese
verengen sich die Poren auf gerade einmal 4-14 nm, so dass Makromolekiile, die groRer
sind als Albumin, an der Filtration gehindert werden. Durch Sialoproteine wie Podocalyxin
ist die Schlitzmembran und auch die luminale Membran der Ful3fortsatze negativ geladen,
wodurch auch Albumin im physiologischen Zustand nur zu 0,01-0,05% (Siebkoeffizient
0,0001-0,0005") filtriert wird. Auf die Anatomie und Physiologie der podozytaren
FuRRfortsatze sowie die Ursachen und Folgen einer Schadigung des Podozyten wird im

folgenden Kapitel naher eingegangen.
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3.2 Anatomie und (Patho-) Physiologie des Podozyten

3.2.1 Komponenten des podozytaren Zytoskeletts und der Schlitzmembran

Die molekulare Struktur der Podozyten und vor allem ihrer Ful3fortsatze ist sehr komplex
und hoch differenziert. In den Arbeiten von Pavenstadt et al.*®, Greka und Mundel*’ und
Reiser et al.”® wurden die Forschungsergebnisse der letzten beiden Jahrzehnte, in denen
der Podozyt als essentieller Teil der glomerularen Filtrationsbarriere immer mehr in den

Fokus rickte, zusammengefasst.

Podozyten sind stark polarisierte Zellen mit einer apikalen und einer basalen Zelldoméne.
Den apikalen Teil bildet der volumindse Zellkérper, der in den Harnraum hineinragt und
von dem sich primare Auslaufer dendritenartig verzweigen und an inrem basalen Ende die
FuRfortsatze (engl. ,foot processes”) bilden. Die Zellorganellen befinden sich gréftenteils
im Zellkdrper, der sowohl anabole als auch katabole Eigenschaften besitzt. Zum Beispiel
wird ein Grof3teil der Komponenten der Basalmembran (z.B. Kollagen-Typ-IV, Laminin,
Nidogen und Agrin)*® und der fiir die Entstehung des fenestrierten Endothels essentielle
VEGF-A (engl. ,vascular endothelial growth factor-A)*** von den Podozyten
synthetisiert, Abbauprodukte werden hingegen vesikular phagozytiert. Die Ful¥fortsatze
benachbarter Podozyten greifen fingerartig ineinander, umschlieBen die glomerularen
Kapillaren und bedecken somit die Filtrationsflache von auf3en. Neben ihrer Filterfunktion
bilden sie auch einen Stitzapparat und mechanischen Widerstand gegen den
verhaltnismaiig hohen Kapillardruck und die damit entstehenden Kréafte, die gegen die

Kapillarwand wirken?,

Das Zytoskelett der Podozyten bildet das strukturelle und funktionelle Rickgrat der Zellen.
Es durchzieht die primaren Auslaufer bis hin zu den Ful¥fortsatzen, an deren ,Sohle” es
bis in die glomeruladre Basalmembran hineinstrahlt und somit fiir eine stabile Verankerung
der Podozyten im Glomerulus sorgt. AufRerdem fixiert es die Komponenten der
Schlitzmembran, bildet eine Verbindung zwischen ihr, den Ful¥fortsdtzen und den
Bestandteilen der Basalmembran und stellt somit eine Moglichkeit zur ,Kommunikation®

zwischen den Filtrationsschichten her.

Wahrend die primaren Auslaufer der Podozyten von  Mikrotubuli  und
Intermediarfilamenten durchzogen sind®®, finden sich in den podozytiren FufRfortsétzen
Mikrofilamente, deren Hauptbestandteil - wie auch in glatten Muskelzellen - Aktin ist®*?°,
Die Aktinfilamente (auch F-Aktin = filamentdses Aktin) besitzen eine hochdynamische
Struktur, die durch rapides Wachstum, Verzweigung und einen schnellen Abbau
gekennzeichnet ist. In den Ful3fortsétzen liegen sie entweder als loses Netzwerk oder in

eng gepaarten Biindeln vor und formen schlaufenférmige Knauel, deren Aste entlang der
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Langsachse der Ful¥fortsadtze verlaufen und mit den Mikrotubuli der Primarfortsatze
verbunden sind®®. Die Art der Komprimierung wird durch Vernetzungsmolekiile wie a-
Actinin-4 und Myosin definiert®>. Durch diese besitzt das Zytoskelett sowohl statische als
auch dynamische Eigenschaften, wobei die strukturelle Organisation der Aktinfilamente je
nach Situation durch eine unterschiedliche molekulare Zusammensetzung gedndert
werden kann. a-Actinin-4 stellt auch eine wichtige Komponente fur den Erhalt der
Barrierefunktion dar. Mutationen des Gens (ACTN4) fiihren sowohl beim Menschen?’ als
auch im podozytenspezifischen Mausmodell?® zu massiver Proteinurie und FSGS. Auch
fir Myosin konnte anhand podozytenspezifischer Knockout-Mause eine essentielle

antiproteinurische Rolle nachgewiesen werden?.

Faul et al. geben in ihrem Bericht aus dem Jahr 2007 einen sehr guten Uberblick (iber die
Linker- und Adapterproteine, Uber welche die Aktinfilamente sowohl mit den
Komponenten der apikalen als auch basalen Zellmembran der Ful3fortséatze verbunden
sind (Abb. 3-5)®. Zelladh&sionsmolekiile, wie Integrine, wirken tber spezifische ,Integrin-
linked“-Kinasen (ILK) grundlegend auf die besondere Struktur des Zytoskeletts ein. Diese
ist wichtig fur die einzigartige Form und den Erhalt der Ful¥fortsatze und damit auch fir
die Instandhaltung der Filtrationsbarriere. Eine podozytenspezifische Deletion der ILK im
Mausmodell fuhrt zum Verlust der Integritat der podozytaren Ful3fortsatze, die mit einer
ausgepragten Proteinurie einhergeht®’. Des Weiteren sind wichtige Bestandteile der
Basalmembran unter anderem uber Integrine mit den Aktinfilamenten verbunden. Dabei
bilden die Matrix-Molekile der GBM (Kollagen-IV, Fibronektin, Laminin, Nidogen) die

32-34

Liganden der Transmembran-Adhasions-Rezeptoren der Fulfortsdtze®". Diese Zell-

Matrix-Kontakte sind wichtig fiir die Aufrechterhaltung der Struktur der FuRfortsétze®.

An der apikalen Membran der Ful3fortsatze ist das Aktin-Netzwerk tiber Proteine wie Ezrin
an Podocalyxin gebunden. Podocalyxin fungiert nicht nur als Ladungsbarriere, sondern
auch als ,Spacer‘-Molekiill zwischen benachbarten FuRfortsatzen®®. Ein weiteres
wichtiges Protein des Aktin-Zytoskeletts ist Synaptopodin. Es ist direkt mit den Filamenten
verbunden und spielt eine wichtige Rolle fiir deren Regulierung und Reorganisation®’.

Damit ist es auch in die Motilitat des Zytoskeletts involviert®.
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Abb. 3-5: Podozytdre Schlitzmembran und Komponenten des Zytoskeletts der Ful3fortsétze
(angelehnt an Pavenstadt 2003® und Noris 2012%).
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Zwischen den FuR3fortsdtzen benachbarter Podozyten befinden sich ca. 30-40 nm grof3e
Schlitze, die von einer Schlitzmembran Uberbriickt werden. Die Schlitzmembran bildet die
Grenze zwischen der luminalen und der basalen Plasmamembran der Ful3fortsétze.
Durch die reiRverschlussartige Anordnung® der stébchenférmigen Einheiten der
Schlitzmembran verkleinert sie die Schlitzporen noch einmal auf die ungefahre Grof3e von
Albumin® und verleiht ihnen eine rechteckige Form, die starke Ahnlichkeit mit
sogenannten ,Adherens Junctions® hat***>. Sowohl die Schlitzmembran als auch die
luminale Membran der Ful3fortsdtze werden von Sialoglykoproteinen wie Podocalyxin
Uberzogen, durch welche sie eine negative Ladung erhalten und somit auch zur

Ladungsselektivitat beitragen®**°.

In der Schlitzmembran sind die sogenannten
Schlitzmembranproteine  verankert.  Diese  bilden einen  hochspezialisierten

Proteinkomplex, der die Selektivitat dieses Teils der Filtrationsbarriere ausmacht.

In den letzten Jahrzehnten wurden wesentliche Fortschritte im Verstandnis des Aufbaus
der Schlitzmembran gemacht. So wurden die Schlitzmembranproteine Nephrin, Podocin
und CD2-assoziiertes Protein (CD2AP) identifiziert und ihre zentrale Rolle in der Bildung
der Filtrationsbarriere durch die Entdeckung entsprechender Mutationen bei
proteinurischen Erkrankungen oder durch gezielte Experimente an entsprechenden
Knockout-Mausen untermauert. Im Jahr 1998 konnten Kestila et al. das ,Kongenitale
nephrotische Syndrom vom finnischen Typ“, das schon postnatal mit einer massiven
Proteinurie einhergeht, mit einer Mutation des fur Nephrin codierenden NPHS1-Gens in
Verbindung bringen®. Shi et al. zeigten nur ein Jahr spater mit Hilfe von Knockout-

Mausen die essentielle Rolle des CD2-assoziierten Proteins flr die Ausbildung der
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Schlitzmembran. Die Versuchstiere litten zwar aufgrund des entstandenen T-Zell-Defekts
auch an einer Immundefizienz, starben jedoch nach sechs bis sieben Wochen an
Nierenversagen®’. Eine Mutation des NPHS2-Gens, das fir Podocin codiert, wurde von
Boute et al. als Ursache fur das Kortikosteroid-resistente nephrotische Syndrom
identifiziert*®. In den letzten Jahren wurde eine grol3e Anzahl weiterer Proteine ermittelt,
die Teil der Schlitzmembran sind oder diese mit dem Aktin-Zytoskelett verbinden. Die
Adapterproteine sind essentiell fur die Modulation der Schlitzporen, die durch die
Umordnung des Zytoskeletts stattfindet. Das mit Aktin interagierende ,Tight junction
zonula adherens“-assoziierte Protein  (ZO-1)*° steht z.B. auch mit dem
Schlitzmembranprotein Neph-1 in Beziehung®. Auch das CD2-assoziierte Protein wird zu
den Adapterproteinen gezahlt, da es Uber eine Aktin-bindende Stelle verfigt und mit a-

48,52

Actinin-4 Uberlappt®. Uber die Bindung an CD2AP stehen somit auch Podocin und

Nephrin® mit dem Aktin-Zytoskelett in Verbindung.

Neu in den Fokus rtickten in den letzten Jahren einige Vertreter der TRPC-Kanal-Familie.
Unter anderem konnte der ,Transient receptor potential canonical channel 6“ (TRPCG6) in
der Membran der podozytaren FuRR3fortsatze nachgewiesen und mit der Schlitzmembran in
Verbindung gebracht werden®. Mutationen der codierenden Gene fiihren auch hier zu
einer Proteinurie, wobei es sich bei TRPC6 um ,Gain-of-function“-Mutationen handelt.
Diese fiihren zu einer Uberaktivitat des Kanals, was einen erhéhten Calcium-Einstrom in
die Podozyten und eine Schadigung dieser zur Folge hat>**. Die Rolle der TRPC-Kanéle
in der Entstehung einer Proteinurie durch die Schadigung der Podozyten und die
zugehorigen Signalmechanismen ist noch nicht vollstandig geklart.

3.2.2 Kontraktilitat der Podozyten und mdgliche Bedeutung fur die GFR

Obwohl kontrovers diskutiert, zeigen einige Untersuchungen, dass die kontraktilen
Eigenschaften der Podozyten moglicherweise zur Regulation der glomerularen

Filtrationsrate beitragen®®??.

Die komplexe Struktur der hochdifferenzierten Podozyten weist zum Beispiel Merkmale
mesenchymaler glatter Muskelzellen auf. So finden sich das schwere Meromyosin®®,
Smoothelin, Calponin und Myocardin®’ sowie das bereits erwéhnte Myosin und a-Aktin®®
im Zytoskelett der podozytaren Ful3fortsidtze. Sowohl isometrische als auch isotonische
Kontraktionen der Aktinfilamente wurden von Gordon et al. schon im Jahr 2000 gezeigt®
und Saleem et al. bestatigten 2008 die starke Kontraktilitdt in ausdifferenzierten

Podozyten in Kultur®’.
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Reguliert werden konnte die Kontraktilitdt der Podozyten durch einen Ligand-gesteuerten
Ca**-Einstrom, zum Beispiel {iber den bereits erwéhnten Ca**-permeablen TRPC6-Kanal.
Der extrazellulare Ca**-Influx scheint - wie auch in Kardiomyozyten - eine zusatzliche
Freisetzung aus dem endoplasmatischen Retikulum (,Store-Release®) zur Folge zu
haben, der den Hauptanteil des cytosolischen Ca*-Anstiegs ausmacht®. Die erhéhte
Calcium-Konzentration in den Zellen kénnte wie in glatten Muskelzellen zur Kontraktion
der Aktin-Myosin-Komplexe fiihren. Hierbei kénnten Stoffe wie ANG 11°° und ATP® den
Calcium-Influx modulieren. Die Expression der Rezeptoren beider Proteine konnte in den

Podozyten gezeigt werden®*%2,

Die Calcium-Ausschleusung aus den Zellen erfolgt vornehmlich tiber Ca®*-ATPasen, die
durch cGMP aktiviert werden. Auch dieser, flir die Relaxation glatter Muskelzellen
wichtige, Second Messenger konnte in Podozyten nachgewiesen werden®. In ihrem
Bericht aus dem Jahr 2002 zeigen Lewko et al., dass die Bildung von cGMP vornehmlich
Uber die Aktivierung der membranstandigen Guanylatzyklase initiiert wird. Obwohl auch
im Podozyten exprimiert, scheint die Aktivierung der l8slichen Guanylatzyklase, z.B. durch

NO, eine eher untergeordnete Rolle zu spielen®.

Wie bereits erwdhnt verbindet das Aktin-Zytoskelett die Ful3fortsétze mit der glomerularen
Basalmembran. Diese ist zusammen mit den Kapillaren standig zyklischen Dehnungen
durch den pulsierenden Blutstrom ausgesetzt. Dementsprechend muss sie sowohl ein
hohes Mal3 an Festigkeit als auch an Flexibilitat aufweisen. Darauf nehmen die Podozyten
in mehrerlei Hinsicht Einfluss. Einerseits produzieren sie die Bestandteile der
Basalmembran und modulieren dadurch ihre Zusammensetzung. Andererseits gehen die
mechanischen Krafte, die auf die Kapillaren und die GBM wirken, durch die Verbindung
Uber die Zell-Matrixkomplexe auf die Podozyten Uber. Durch ihre eigene Flexibilitat
kénnen sie dadurch eben diesen Kréften entgegenwirken®*%. Hierbei kénnten sie tiber die
Modulation des Kapillartonus die Filtrationsflache und damit den Filtrationskoeffizienten

veréandern und somit auch zur Regulation der glomerularen Filtrationsrate beitragen.

Die zellularen Konsequenzen, die die mechanische Belastung auf die Ful3fortsatze hat,
wurden von Endlich et al. in Zellkulturstudien nachempfunden. Sie konnten zeigen, dass
mechanischer Stress, hervorgerufen durch wechselnde Auf- und Abwartsbewegungen
des Zelluntergrunds, im Podozyten zu einer Neuordnung des Zytoskeletts fiihrt, die durch
eine verringerte ZellgroRe und dinnere Hauptfortsdtze gekennzeichnet ist. In den
FuRfortsatzen findet ein reversibler Umbau des F-Aktins zu radialen Stressfasern statt,
der Calcium- und Rho-Kinase abhangig ist. Dies kann unter Umstdnden zu einer

dauerhaften Schadigung der Podozyten fithren®.
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3.2.3 Schadigung des Podozyten und Entstehung der Proteinurie

Eine Schadigung der Podozyten oder der Schlitzmembran fiihrt fast immer zu einer
vermehrten Ausscheidung von Proteinen im Urin. Von einer Proteinurie spricht man, wenn
taglich mehr als 150 mg Protein im Endharn ausgeschieden werden. Da Albumin den
Hauptbestandteil der Plasmaproteine ausmacht, wird in der Klinik oft der Grad der
Albuminurie bestimmt. Eine Albuminurie liegt vor, wenn sich mehr als 30 mg / d im
Endharn befinden. Die Proteinurie bzw. Albuminurie kann sowohl Ursache als auch Folge
von Nierenschadigungen sein und sie geht nicht immer mit einer Schéadigung des
glomerularen Filters einher. Stdérungen in der tubularen RuUckresorption sowie die
vermehrte Bildung und / oder Sekretion von Proteinen in den nachfolgenden Segmenten
des Tubulussystems und der ableitenden Harnwege kénnen auch zu einer vermehrten
Anhaufung dieser im Endharn fihren. In diesem Abschnitt werden jedoch nur Proteinurien
mit Beteiligung des glomerularen Filters besprochen. Eine umfangreiche Ubersicht tber
die an der Entstehung und Progression der Proteinurie beteiligten podozytéren Proteine
und Mechanismen bietet der Bericht von Jochen Reiser und Memeth Altintas aus dem
Jahr 2016".

Wie bereits erwahnt fihren Mutationen der Komponenten des podozytédren Zytoskeletts
und der Schlitzmembran zu Nierenschadigungen, die mit einer massiven Proteinurie
einhergehen. Auch genetische Veranderungen der Komponenten der Basalmembran
resultieren in Erkrankungen, die eine Proteinurie beinhalten. Tabelle 3-1 zeigt eine
Auswahl der betroffenen Proteine zusammen mit den fir sie codierenden Genen und den

daraus resultierenden Krankheiten.

Protein Gen Erkrankung Quelle

Nephrin NPHS1 | Kongenitales nephrotisches Syndrom vom finnischen Typ | Kestila 1998
Podocin NPHS2 | Kortikosteroid-resistentes Nephrotisches Syndrom Boute 2000
CD2AP CD2AP | Focal segmental glomerulosclerosis (FSGS) Kim 2003%’
alpha-Aktinin-4 ACTN4 | Sporadische FSGS Kaplan 2000%"
Laminin B2 LAMB2 | Pierson’s Syndrom Zenker 2004
TRPC6 TRPC6 | FSGS Reiser 2005>*
LMX1B LMX1B | Nail-patella Syndrom (Osteoonychodysplasie) Dreyer 1998°%
WT1 WT1 Frasier's Syndrom (FS) Pelletier 1991%°
Synaptopodin SYNPO | Sporadische FSGS Dai 2010"°

Tabelle 3-1: Gene, deren Mutationen die Podozyten-Struktur und -Funktion beeintrachtigen und
mit einer Proteinurie einhergehen (angelehnt an Greka und Mundel 201217).
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Neben genetischen Erkrankungen konnen auch erworbene Krankheiten wie die
diabetische’ und die hypertensive Nephropathie’ iiber die Schadigung der Podozyten zu
einer Proteinurie fuhren. Hierbei spielt die Entstehung von reaktiven Sauerstoffmolekilen
eine Rolle, die zur Apoptose der Podozyten fiihrt”®. Auch die HIV-induzierte Nephropathie

geht mit einer massiven Proteinurie und glomeruléren Schadigung einher’,

Das sogenannte ,Foot process Effacement®, also das Fusionieren, Simplifizieren und
Ablosen der FuRfortsatze fuhrt zum Verlust der Filterfunktion und somit zur Ausscheidung
von Makromolekuilen in den Primarharn. Die Mechanismen, die hierbei eine Rolle spielen
und letztendlich zum Verlust der Integritét der podozytdren FuRfortsatze flhren, sind
derzeit noch unklar. Bekannt ist, dass die Veranderung der Faserstruktur des Aktin-
Zytoskeletts in dem Prozess eine wesentliche Rolle spielt. Diskutiert wird hierbei die Rolle
von Rho-Kinasen wie RhoA, die durch TRPC6 stimuliert werden und zu einer Erhéhung
der Anzahl an Stressfasern im Zytoskelett der FuRfortsatze filhren’” oder von
Phosphatasen wie GLEPP-1, die die Tyrosin-Phosphorylierung in den Ful3fortsatzen
regulieren und damit deren Struktur beeinflussen. Auch eine (ibermaRige
Phosphorylierung von Strukturproteinen, wie z.B. Ezrin fuhrt zu einem verstarkten Umbau
des F-Aktin-Skeletts’’. El-Aouni et al. zeigten im Jahr 2006 anhand einer
podozytenspezifischen KO Maus die Beteiligung der Integrine. Die Versuchstiere wiesen
eine Verdickung der Basalmembran, FSGS und Proteinurie auf**. Uber den ILK-
Antagonist Puromycin existieren zahlreiche in vitro und in vivo Studien, die die Beteiligung
der Signalmolekiile der Integrine belegen®. Puromycin filhrt in Zellkultur zu einer CD2AP-

assoziierten Proliferation und Ablésung der Podozyten’.

Ein pathophysiologischer Anstieg von Calcium-lonen im podozytaren Zytoplasma, der z.B.
durch vasoaktive Substanzen wie Angiotensin Il ausgelost werden kann, kann eine
Ursache der Podozytenschadigung darstellen’®. Tsunoda et al. haben im Jahr 2001
gezeigt, dass die Erhdhung der intrazelluldren Ca®*-Konzentration ([Ca®']i) zur
Progression einer Glomerulosklerose durch die tbermé&Rige Produktion von Typ-IV-
Kollagen und Fibronektin fihrt*. AuRerdem kann es zur Bildung reaktiver
Sauerstoffspezies (ROS, engl. ,Reactive oxygen species’) kommen®!, deren
pathophysiologisches Vorhandensein, z.B. in der Heymann-Nephritis, zu einer Proteinurie
fuhrt.

Eine Unterdrickung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems hat nephroprotektive
Auswirkungen, was in zahlreichen praklinischen und klinischen Studien bestatigt wurde.
Remuzzi et al. zeigten z.B. im Jahr 1990, dass die Inhibierung des Angiotensin-
Converting-Enzyms durch Enalapril und damit die unterdriickte Bildung von Angiotensin Il

die GroRenselektivitat der Filtrationsbarriere erhalt®2. Des Weiteren konnten Benigni et al.
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2001 die Verhinderung der Herunter-Regulation von Nephrin durch AT1-Blocker und

ACE-Hemmer nachweisen®.

Auffallig ist, dass sekundar entstandene Nephropathien oft erst spat und in weit
fortgeschrittenen Stadien der Prim&rerkrankungen auftreten. So konnen Diabetiker
jahrzehntelang ohne eine Einschrankung der Nierenfunktion leben® und auch
Bluthochdruck fiihrt erst nach Jahren zu einer Einschrankung der Nierenfunktion®. Dies
lasst vermuten, dass es protektive und Reparaturmechanismen gibt, die die Niere vor
morphologischen Veranderungen und einem Funktionsverlust schitzen. Die Aufklarung

dieser Mechanismen steht derzeit im Fokus vieler nephrologischer Forschungsprojekte.
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3.3 Die natriuretischen Peptide

Im Jahr 1981 konnten deBold et al. zeigen, dass die Infusion eines Extraktes aus atrialen
Kardiomyozyten in andsthesierten Ratten zu einem Anstieg der Diurese und Natriurese in
der Niere fuhrt. Damit war zum ersten Mal eine direkte Verbindung zwischen Herz und
Niere hergestellt®®. Nur vier Jahre spater isolierten Kangawa et al. das atriale
natriuretische Peptid (ANP) als erstes einer Reihe von &hnlichen Peptiden, die
natriuretische, diuretische und / oder Glattmuskel-relaxierende Wirkung zeigten®’. Nach
ANP folgte im Jahr 1988 die Isolierung des B-Typ-natriuretischen Peptids (BNP) aus
porcinem Hirngewebe, weshalb es auch als ,Brain natriuretisches Peptid“ bezeichnet
wurde®®. Zwei Jahre spéater wurde von der gleichen Arbeitsgruppe ein weiteres Peptid aus
Schweinehirnen isoliert und nach alphabetischer Reihenfolge als C-Typ natriuretisches
Peptid (CNP) bezeichnet®. Die Bezeichnung ,natriuretisches Peptid” ist beim CNP etwas
irrefihrend, da es nur in Spuren im Blutplasma detektierbar ist und kaum natriuretische
Wirkungen zeigt®®. CNP wird vor allem in den Zellen des vaskularen Endothels gebildet,
wo es als auto- und / oder parakriner Regulator des GefafRtonus und des Zellwachstums
fungiert. Aul3erdem spielt es eine wesentliche Rolle in der Proliferation der Epiphysenfuge
und der Chondrozytendifferenzierung. So zeigen CNP Knockout-Mause Zwergwuchs

durch eine gestérte endochondriale Ossifikation®%2.

Ebenfalls zur Gruppe der
natriuretischen Peptide zahlt das in der Niere aus dem ANP-Prakursor-Protein

synthetisierte Urodilatin®.

Die Grundstruktur von ANP, BNP und CNP ist ahnlich, alle drei Peptide enthalten eine
Ringstruktur, bestehend aus 17 Aminoséauren, die durch eine Disulfidbriicke verbunden
sind und sich bei den verschiedenen Peptiden teilweise in ihrer Sequenz gleichen
(Abb. 3-6). Diese Ringstruktur ist essentiell fir die Bindung der Peptide an ihre jeweiligen
Rezeptoren.

Abb. 3-6: Aminosauresequenz und Struktur der natriuretischen Peptide ANP, BNP und CNP
(modifiziert nach Potter et al. 2006>").
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Die Rezeptoren der natriuretischen Peptide gehtren zu den sieben bekannten Plasma-
membranstandigen Guanylatzyklasen (GC-A bis GC-G)®, die nach Aktivierung zyklisches
Guanosinmonophosphat (cGMP) aus Guanosintriphosphat (GTP) synthetisieren. ANP
und BNP binden mit unterschiedlicher Affinitat an den gleichen Rezeptor, die
Guanylatzyklase A (GC-A), die auch als natriuretischer Peptid Rezeptor-A (NPR-A)
bezeichnet wird. CNP bindet an die Guanylatzyklase B (GC-B). Alle drei Peptide binden
mit ahnlicher Affinitdt an den Natriuretischen Peptid Rezeptor-C (NPR-C). Der NPR-C

zeigt keine katalytische Aktivitat und fungiert als Clearance-Rezeptor.

Im Folgenden werden die kardialen natriuretischen Peptide ANP und BNP und ihre
Rezeptoren hinsichtlich ihrer Bildung, Funktion und Regulation naher betrachtet.
Ausfuhrliche Berichte hierzu erschienen von u.a. von Michaela Kuhn®>%, Potter et al.®**’

und Franziska Theilig®.

3.3.1 ANP und BNP - Ein Vergleich

Die aktiven Formen beider Peptide werden aus Vorlauferproteinen synthetisiert, die durch
spezifische Proteasen an ihrem N-terminalen Ende gespalten werden. Die Prohormone

t%°, wodurch

werden beide durch die Protease Corin in die aktiven Formen umgewandel
dieses Enzym auch zur Regulation der Aktivitat des natriuretischen Peptid-Systems
beitr&gt. Mause mit einer Deletion des Corin-Gens zeigen einen dhnlichen Phéanotyp wie
ANP-KO-Mause'®*®, Sowohl ANP als auch BNP regulieren ihre Synthese und
Freisetzung auch selbst {ber einen negativen Feedback-Mechanismus'®. Der
Hauptstimulus fur die Freisetzung der beiden Peptide ist eine Erhdéhung der
Wanddehnung des Atriums (ANP) bzw. des Ventrikels (BNP) aufgrund einer Volumen-
und / oder Druckzunahme, wobei die Volumenanderung den Hauptstimulus

103,104

ausmacht . Zudem koénnen Faktoren wie Hypoxie'® und diverse Hormone wie

| |106,107 109

Angiotensin ., Endothelin'®, Glucocorticoide oder Katecholamine® die
Freisetzung der NP veranlassen. Nach ihrer Freisetzung zirkulieren sie im Blutstrom und

entfalten ihre Wirkungen in verschiedenen Zielgeweben (siehe Abschnitt 3.3.4).

Obwohl beide Peptide den gleichen Rezeptor aktivieren, zeigen sich doch einige
Unterschiede zwischen ANP und BNP hinsichtlich ihrer Struktur, Verfuigbarkeit und
Wirkung. Eine Ubersicht hierzu bietet Tabelle 3-2.
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Peptid ANP BNP

Anzahl der AS 28 32

Lange des Prakursors 151 AS (Prapro-ANP) 134 AS (Prapro-BNP)
Lange des Prohormons 126 AS (pro-ANP) 108 AS (pro-BNP)
Hauptsyntheseort Atrium Ventrikel
Molekulargewicht 3080 Da 3464 Da

Erh6éhung der atrialen

Haupt-Sekretions-Stimulus Dehnung der ventrikularen Wand

Wandspannung
Affinitat zur GC-A > BNP < ANP
Second messenger cGMP cGMP

NI} 111

13 pmol / L (human) 1,5 pmol / L (human)

PayElElog. HREm e . 159 pmol / L (murin)** < 60 pmol / L (murin)™®
Halbwertszeit im Plasma 2-5 min. 21 min.

Speicherung des in atrialen Granulazellen nahezu keine Speicherung, akute
Prohormons Synthese und Sekretion

Gen NPPA NPPB

Phanotyp des murinen Gen- | starker Hypertonus kein Hypertonus

Knockouts kardiale Hypertrophie kardiale Fibrose

Tabelle 3-2: Vergleich von ANP und BNP (zusammengefasst aus® 4%

3.3.1.1 Das atriale natriuretische Peptid

Die ANP-Synthese erfolgt in den Kardiomyozyten des Atriums zunachst als Prapro-ANP,
einem aus 151 Aminosduren bestehenden Vorlauferpeptid'®. Dieses wird durch die
Abspaltung von 25 Aminosduren am N-terminalen Ende zum pro-ANP, das bis zur
Stimulierung der Sekretion in den Granulazellen des Atriums gespeichert wird. Aus pro-
ANP entsteht nach der weiteren Abspaltung von 98 Aminosauren durch die Serin-
Protease Corin das biologisch aktive, 28 Aminosauren enthaltende ANP*°. Aus pro-ANP
wird in der Niere zusétzlich das 32 Aminoséuren starke Urodilatin gebildet®. Uber eine
Rolle des Urodilatins in der lokalen Regulation der Natrium- und Wasserausscheidung

wird kontrovers diskutiert**®.

Neben den Kardiomyozyten wurde die mRNA-Expression von ANP bzw. die pro-ANP-
Immunoreaktivitat u.a. auch in den Geweben der Lunge, des Aortenbogens, des Hirns,
der Nebennieren, des Gastrointestinaltrakts und der Chorioidea detektiert''’. Da die
gemessenen Konzentrationen aber nur ca. 1-2 % der ANP-Level in den Atrien
ausmachen, tragen sie vermutlich kaum zur zirkulierenden Plasmakonzentration des
Peptids bei. Da auch die GC-A in diesen Geweben exprimiert ist, ist es wahrscheinlicher,
dass ANP hier lokale, auto- oder parakrine Wirkungen hat.?® Auch in der Niere wurde ANP
auf transkriptioneller Ebene detektiert. Die mRNA-Expression konnte in den Podozyten,

im proximalen Tubulus und im Sammelrohr nachgewiesen werden**®.
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Das Molekulargewicht von humanem ANP betragt 3080 Da, es kann die glomerulare
Filtrationsbarriere somit ungehindert passieren. Die physiologische Plasma-Konzentration
betragt ca. 13 pmol / L und die Halbwertszeit ist mit 2-5 min. geringer als die von BNP.
Dafiir zeigt es eine héhere Affinitat zur GC-A als BNP™.

Die Deletion des ANP-Gens NPPA im Mausmodel fiihrt zu einem ausgepragten
Bluthochdruck und zu kardialer Hypertrophie®°. Damit dhnelt dieser Phanotyp sehr dem
von konventionellen GC-A Knockout-Mausen (Tabelle 3-3). Eine Uberexpression fiihrt
hingegen zu einem merklichen Abfall des arteriellen Blutdrucks. Dies weist darauf hin,

dass ANP einen hohen Einfluss auf die physiologische Regulation des Blutdrucks hat.

3.3.1.2 Das B-Typ-natriuretische Peptid

Auch die Synthese des B-Typ natriuretischen Peptids geht von einem Prékursor-Protein,
dem 134 AS grolRen Prapro-BNP aus. Nach Abspaltung von 26 Aminoséauren entsteht das
Prohormon pro-BNP, das vermutlich auch durch Corin in das biologisch aktive, 32 AS-
lange BNP umgewandelt wird®®. Wéahrend die Anzahl der Aminosduren von ANP in
Saugetierspezies hochkonserviert ist, unterscheiden sich diese fiir BNP teilweise.
Porcines BNP besteht wie das humane aus 32 Aminoséuren, das von Ratten und Mausen

enthalt dagegen 45 Aminoséauren.

Im Gegensatz zu ANP wird BNP nicht oder kaum gespeichert, sondern im Falle der
Erhohung der ventrikularen Wandspannung vermehrt synthetisiert und direkt sezerniert.
Weitere, bereits bei ANP genannte Stimuli (ANG Il etc.) spielen auch fir BNP eine
untergeordnete Rolle.

Anders als bei ANP fuhrt die Deletion des BNP-Gens NPPB im Mausmodel nicht zu einer
Hypertension. Die Mause sind normotensiv und weisen laut Tamura et al. keine
Hypertrophie der Herzen auf. Jedoch zeigt sich in den Ventrikeln eine massive Fibrose'?.
Die physiologische Plasmakonzentration ist mit ca. 1,5 pmol / L deutlich geringer als die
von ANP (Tabelle 3-2) und auch die Bindungsaffinitit zur Guanylatzyklase A ist
schwécher''®. Kommt es jedoch zu pathologischen Verénderungen, die zu einer
mechanischen Uberlastung der Ventrikel filhren, steigen die BNP-Plasma-Level starker
an als die ANP-Level’”?. Im Rahmen kardio-renaler Erkrankungen wie chronischer Herz-
oder Niereninsuffizienz steigen die Plasma-Level sogar auf das 200- bis 300-fache des
Ausgangswertes an®, so dass BNP einen wirksamen diagnostischen Indikator darstellt.
Durch die bessere Stabilitat des N-terminalen Fragments NT-pro-BNP wird dieses in der

Klinik als Marker-Peptid bei der Einstufung von kardiorenalen Erkrankungen verwendet.
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Aus diesen Grunden wird BNP auch als ,kardiales Stresshormon® bezeichnet, das nur in

pathophysiologischen Situationen in hohen Konzentrationen im Plasma zirkuliert.

3.3.2 Topologie, Aktivierung und Expression der GC-A

Der natriuretische Peptidrezeptor A (NPR-A) entspricht der membranstandigen
Guanylatzyklase A (GC-A), die nach Aktivierung die Synthese von zyklischem

Guanosinmonophosphat (cGMP) aus Guanosintriphosphat (GTP) katalysiert*?.

Im Jahr 2001 stellten Potter und Hunter ein Model der Struktur des Rezeptors auf®’. Im
basalen, nicht aktivierten Zustand, liegt die Guanylatzyklase oligomerisiert und
phosphoryliert vor (Abb. 3-7). Vor allem Dimere, aber auch Tetra- und Hexamere sind
bekannt. Der extrazellularen, N-terminalen Ligandenbindungsdomane schlieldt eine
einzelne, hydrophobe Transmembrandomane an, der eine intrazellulare Kinase-ahnliche
Domane folgt, deren Funktion nicht abschlieRend geklart ist. Eine Kinase-Aktivitat dieser
Domaéane konnte bisher nicht nachgewiesen werden, jedoch scheint diese Region wichtig
fur die Modulierung der Enzymaktivitéat der Zyklase-Doméne zu sein*?*. Die fiir die cGMP-
Synthese essentielle katalytische Zyklase-Domaéane liegt im inaktivierten Zustand noch
monomer vor. Sie ist Uber eine flexible, sog. Anker-Region (engl. ,hinge region®) mit der
Kinase-dhnlichen Domane verbunden, die auch als Dimerisierungs-Doméane bezeichnet
wird. Nach Bindung der natriuretischen Peptide kommt es zu einer
Konformationsdnderung des Rezeptors, die die unterdriickende Funktion der Kinase-
ahnlichen Doméne aufhebt und die Dimerisierung und Aktivierung der Zyklase-Doméanen

veranlasst®*,

Die Regulation der Rezeptor-Aktivitdt erfolgt durch verschiedene
Mechanismen. Zum einen fihrt eine langanhaltende Bindung von ANP zur
Dephosphorylierung und Desensitisierung des Rezeptors*®®. Mdglicherweise ist in diesen
Prozess eine cGMP-abhangige Proteinkinase involviert*?®. Zum anderen kénnen Proteine,
wie ANG Il und ET-1, die Phosphorylierung der Kinase-ahnlichen Doméane modulieren
und damit eine Inaktivierung des Rezeptors veranlassen. Man spricht dann von einer
heterologen Desensitisierung’?’. Die zelluldre Internalisierung des Ligand-Rezeptor-

Komplexes konnte bisher nur in Zellkulturstudien gezeigt werden*?®.
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E
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Bindungsdomane
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GTP cGMP

basal aktviert desensitisiert

Abb. 3-7: Topologie der GC-A im basalen, aktivierten und desensitisierten Zustand (angelehnt an
Kuhn 2003% und Potter 2001°%").

Die GC-A wird im gesamten Organismus in zahlreichen Geweben exprimiert, in denen sie
an der Regulation vieler Koérperfunktionen beteiligt ist. In der Literatur finden sich sowohl
Daten zur Detektion des Rezeptors auf transkriptioneller Ebene als auch radioaktive
Ligand-Bindungs-Studien sowie immunhistochemische Nachweise in Saugetiergeweben
und primaren Zelllinien. So wurde die GC-A in den vaskularen glatten Muskelzellen sowie
im Endothel der Blut- und Lungengefalie, im zentralen und peripheren Nervensystem, im
braunen und weiRen Fettgewebe, im Herzen, in der Milz, in der Nebenniere und in der

Niere gefunden?®°#1291%0

, in der der Rezeptor Uber einen weiten Bereich des Nephrons
exprimiert wird. Ritter et al. detektierten die GC-A immunhistochemisch in den Glomeruli,
in der Henle-Schleife und in den Haupt- und Schaltzellen der kortikalen und medullaren
Sammelrohre'®. Nonogushi et al. bestétigten die GC-A-Aktivitat nach ANP-Infusion uber
cGMP-Bildung im Glomerulus und im Sammelrohr'®. Zudem konnte der Rezeptor in den
Renin-produzierenden juxtaglomeruldaren Zellen**®, in proximalen Tubuluszellen und in

den Vasa recta detektiert werden®**. Im Glomerulus wird die GC-A in den afferenten und

135-137 138,139 64,139,140

efferenten Arteriolen , in den Mesangialzellen und in den Podozyten
exprimiert. Kawagushi et al. detektierten den Rezeptor mithilfe von radioaktiv markiertem
ANP (125l-gelabelt) in den Endothelzellen der glomerularen Kapillaren, in der

Basalmembran und im Interstitium**°,

Die essentielle Rolle der GC-A fur die Regulation des Blutdrucks und Blutvolumens wurde
in zahlreichen Studien an transgenen Mausen gezeigt, die entweder eine globale oder
zellspezifische Deletion des fir die GC-A codierenden Gens aufweisen oder den Rezeptor

Uberexprimieren. Eine Zusammenfassung der genetisch veranderten Mausmodelle und
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der daraus resultierenden Phanotypen bietet Tabelle 3-3. Durch die Deletion bzw.
Uberexpression der GC-A in den Kardiomyozyten wird auch die kardioprotektive Rolle des

Rezeptors deutlich.

genetische Veranderung der GC-A

Phanotyp

Quelle

globale Deletion

arterielle Hypertension, Herzhypertrophie
und -fibrose, plétzlicher Herztod

Erhoéhtes Plasmavolumen
massive glomeruldre Schadigung und
Proteinurie

Lopez 1995"* und
1997'*?, Oliver
1997**?, Demerath
20143
Demerath 2014
Ogawa 20124

143

globale Uberexpression

Arterielle Hypotension

Oliver 1998

Deletion in glatten Gefamuskelzellen

Normotension, Unfahigkeit der
Kompensation einer akuten
Hypervolamie, daraus resultierend: akute
arterielle Hypertension

Holtwick 200246

Deletion in Endothelzellen

Arterielle Hypertension,
Herzhypertrophie, erhdhtes
Plasmavolumen

Sabrane 2005

Deletion in Kardiomyozyten

Arterielle Hypotension durch hohe
zirkulierende ANP-Level, kardiale
Hypertrophie, gestérte diastolische
Relaxation

Holtwick 2003

Uberexpression in Kardiomyozyten

Unterdriickung des Druck-induzierten
Herzwachstums

Kishimoto 2001

Tabelle 3-3: Mausmodelle mit genetischer Veranderung der GC-A.

3.3.3

cGMP abhéangige Signalmechanismen

Obwohl bereits in den 60er Jahren identifiziert, trat das zyklische Guanosinmonophosphat
(cGMP) erst zusammen mit der Entdeckung von ANP in den 80er Jahren in den Fokus
der Forschung®®. Neben der

GC-A kann auch die zytosolische bzw. ldsliche

Guanylatzyklase nach Aktivierung durch Stickstoffmonoxid cGMP synthetisieren.

Die Ausschittung des Second messengers zieht die Aktivierung einer Reihe von
Signalkaskaden nach sich. Ausfiihrliche Ubersichtsarbeiten hierzu liefern Lucas et al.**°
und Pfeifer et al.’. Abb. 3-8 zeigt eine vereinfachte schematische Darstellung der

wichtigsten Mechanismen, die durch cGMP initiiert werden.

26



Grundlagen und bisherige Erkenntnisse

/

Kationen-
- kanale

?)Q@Q

/

o

\ /

p
MP
l

Ll

¢

T~

cGK
L R |

[ Phototransduktion ]

Glattmuskeltonus,
Blutgerinnung,
Zellwachstum und

Blutgerinnung,

Knochenbildung,
Renin- und Aldo- Zellwachstum und
steronkonzentration -differenzierung

-differenzierung

Abb. 3-8: cGMP abhangige Signalmechanismen (angelehnt an Feil 2006™°).

Durch cGMP werden u.a. drei Typen von cGMP-bindenden Proteinen aktiviert, die Gber
die nachfolgenden Signalkaskaden ihre spezifischen Funktionen in unterschiedlichen
Geweben und Zelltypen entfalten. Es handelt sich hierbei um die cGMP-abhangigen

151 Und

Proteinkinasen cGKla, cGKIB und cGKII®*, cGMP-abhéngige Kationenkanéle
cGMP-abhangige Phosphodiesterasen (PDE)**?, die sowohl c¢cGMP als auch cAMP
hydrolysieren und somit degradieren. Uber diese Signalwege greift cGMP u.a. regulierend
in den Sehprozess, die Blutgerinnung, das Zellwachstum und Differenzierungsprozesse
ein. DarUber hinaus I6st cGMP lber die Senkung des intrazellularen Calcium-Spiegels die
Relaxation glatter Muskelzellen aus, ein Prozess, der u.a. die Dilatation der Blutgefalie
bewirkt. Die verminderte intrazellulare Ca®*-Konzentration wird hierbei durch die cGKI
hervorgerufen, die Uber Phosphorylierungen diverser Zielmolekile deren Aktivitat
entweder erhoht oder senkt'>. Hierbei spielt IRAG (engl. ,Inositol-1,4,5-Trisphosphate
Receptor-associated cGMP Kinase Substrate) eine wichtige Rolle, das uber die cGKIf3
Die

aktiviert wird und die IPs-Rezeptor-vermittelte Calcium-Freisetzung reguliert'™”.

vasorelaxierende Wirkung der kardialen natriuretischen Peptide wird also Uber eine
Aktivierung der cGK | hervorgerufen, wobei eine Interaktion mit dem NO / cGMP-

Signalweg nicht ausgeschlossen werden kann™>.

Uber welche Downstream-Mechanismen die natriuretischen Peptide ihre Wirkungen in

den anderen Zielstrukturen vermitteln, ist nicht abschlieRend geklart. Es gibt verschiedene
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Studien, die auch hier die cGMP-abhéngigen Proteinkinasen in den Fokus riicken, die in
den Organen und Geweben exprimiert werden, die auch Targets von ANP und BNP
darstellen. So zeigten Klaiber et al. im Jahr 2009, dass die antihypertrophen
Eigenschaften von ANP auf das Herz uber die cGMP-abhangige Proteinkinase | vermittelt
werden™®. Die inhibierende Wirkung auf die Renin- und die Aldosteron- Sekretion geht auf
die Aktivierung der cGK Il zuriick™"*°®,

3.3.4 Physiologische Bedeutung der kardialen natriuretischen Peptide

Durch die weit verbreitete Expression der GC-A entfalten die kardialen natriuretischen
Peptide weitere Wirkungen in den unterschiedlichsten Zellen und Geweben des
menschlichen Organismus. In den Lungen fuhrt die NP-vermittelte cGMP-Ausschiittung
zu einer Dilatation der Bronchien™®. Durch ihre Wirkung im weiBen und braunen
Fettgewebe, im Skelettmuskel, in der Leber und im Pankreas greifen die natriuretischen
Peptide auch in den Energiestoffwechsel ein'®®. Zum Beispiel férdert die Aktivierung der
GC-A in den Adipozyten des weiRen Fettgewebes die Lipolyse'® und steigert im
Pankreas die Insulinsekretion'®®. Im Herzen zeigen sowohl ANP und BNP als auto- und
parakrine Hormone antiproliferative und kardioprotektive Wirkungen. In einer in vitro
Studie im Jahr 1998 =zeigten Calderone et. al, dass ANP das Wachstum von
Kardiomyozyten durch die Unterdriickung des Calcium-Influx hemmt'®. Diese
antihypertrophen Wirkungen von ANP konnten von Hayashi et. al im Jahr 2004 bestatigt

h165

werden'®. Beide Peptide wirken zudem antifibrotisch'®, wobei BNP hier die starke

Wirkung zu haben scheint. Dies zeigt sich zum einen anhand des Gen-Knockouts im

|121

Mausmodell*** und zum anderen in Studien an primaren kardialen Fibroblasten™®®.

Um ihre systemischen Funktionen, die Regulation des Blutdrucks, des Blutvolumens
sowie der Fluid- und Elektrolythomdostase zu entfalten, greifen die kardialen
natriuretischen Peptide an verschiedenen Zielstrukturen im Organismus an. So zeigen sie
Wirkungen in der Niere und Nebenniere, im BlutgefaRsystem und im zentralen und
vegetativen Nervensystem. Eine Ubersicht hierzu bietet Tabelle 3-4. In den BlutgefaRen
sorgen sie neben der Relaxation der glatten Muskelzellen fur eine Erhdhung der

Permeabilitat der Endothelzellen®” %

, was zur Senkung des intravasalen Volumens fihrt.
Weiterhin zeigen sie zentralnervose Wirkungen, wie z.B. die Hemmung des Durstgefuhls
und der Vasopressin-Synthese'®®, was auch zur Regulation des Fliissigkeitshaushalts

beitragt'™.
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Als Tell
natriuretischen Peptide die Gegenspieler

des vasodilatatorischen / natriuretischen Systems stellen die kardialen
des vasokonstriktorischen / Natrium-
retinierenden Systems dar, zu dem das sympathische Nervensystem (SNS) und das

Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) gehért (Abb. 3-9). Im Stammhirn'™, im

Herzen'’?, und in den Nieren®’

3

174

tragen somit auch indirekt zur GefaRRdilatation bei ™.

modulieren ANP und BNP den Sympathikotonus und

Organ Gewebe Effekt Quelle
Hirsch 2006**°,
Niere Glomerulus Steigerung der GFR und der FF Cogan 1986""°,
Marin-Gretz 1986"*
Renales SNS Hemmung des Sympathikotonus Imaizumi 1987
JGA Hemmung der Reninfreisetzung Kurtz 1986
Tubulussystem Hemmung der Natrium-Ruckresorption | Theilig 2015%
Diurese Theilig 2015%
Vasa recta Erhohung des medullaren Blutflusses Kiberd 1987
Nebenniere Zona glomerulosa | Hemmung der Aldosteron-Freisetzung Atarashi 1985
Blutgefasystem glatte Relaxation und dadurch GefaRdilatation | Holtwick 2002
Muskelzellen
Modulation der Permeabilitat Curry 2005™,
Endothel Kuhn 20128,
Hemmung der Endothelin-Freisetzung | Aronson 20027
Aortenbogen Modulation des Barorezeptorreflexes Volpe 1987'"°
. Hemmung der 169
Hirn / ZNS Hypothalamus Vasopressinausschiittung Samson 1987
Hypothalamus Hemmung des Durstgefiihls Brenner 1990""°
Stammhirn Suppression des Sympathikotonus Schultz 1988
Herz Kardiales SNS Modulation des Sympathikotonus Melo 19997

Tabelle 3-4: Effekte der NP auf Blutdruck und Blutvolumen. GFR: Glomerulére Filtrationsrate. FF:
Filtrationsfraktion. SNS: Sympathisches Nervensystem. JGA: Juxtaglomeruléarer Apparat. ZNS:
Zentrales Nervensystem. (angelehnt an Kuhn 2003%).

Im Aortenbogen greifen sie in die Kontrolle des Barorezeptorreflexes ein'’**®°. Dariiber
hinaus wirken sie den vasokonstriktorischen Effekten des RAAS entgegen, indem sie
einerseits die Aldosteron-Sekretion in der Zona glomerulosa der Nebennierenrinde
hemmen'”” und andererseits die Sekretion des Renins in den Granulazellen des
juxtaglomeruldren Apparats inhibieren'®®, Damit wird die Synthese von Angiotensin I
unterdrickt. Nakagawa et al. stellten zudem erst kiirzlich eine inhibierende Wirkung des
atrialen natriuretischen Peptids auf die Aktivitat des Mineralocorticoid-Rezeptors fest'®,
Zuséatzlich hemmen die natriuretischen Peptide die Sekretion des in den Endothelzellen

vorkommenden, vasokonstriktorisch wirkenden Endothelin-178182,
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Hypertrophie 4

Z Fibrose |

HypertrophieT
Fibrose T

Natriurese®
-’Blutvolumenl
Aldosteronsekretiond

Natriumaufnahme?
Blutvolumen?
Aldosteronsekretion®

ACE

Vasokonstriktion
arterieller Blutdruck®

> Vasodilatation
arterieller Blutdrucky

: ANG |

Abb. 3-9: Interaktionen der kardialen natriuretischen Peptide mit dem Renin-Angiotensin-
Aldositl%ron-System (RAAS) und dem sympathischen Nervensystem (SNS) (modifiziert nach Volpe
2014°7).

Die renalen Wirkungen von ANP und BNP umfassen vor allem die Steigerung der
glomerularen Filtrationsrate und die Modulation der Natriurese und Diurese durch die
Veranderung der Natrium- und Wasserresorption im Tubulussystem. In der
Ubersichtsarbeit von Franziska Theilig sind die Angriffspunkte der kardialen

natriuretischen Peptide im Nephron ausfiihrlich dargestellt®.

Die filtrationssteigernde Wirkung von ANP und BNP wurde in praklinischen und klinischen
Studien belegt*®**%!831% Dje genauen Wirkungsmechanismen hierzu, vor allem, welche
Zielzellen betroffen sind, sind noch nicht abschlieRend geklart. Da die GC-A, wie bereits
erwahnt, in diversen glomerularen Kompartimenten, welche die GFR beeinflussen,
exprimiert ist, kommen verschiedene Mechanismen in Frage, die mitunter auch
gleichzeitig ablaufen kénnen. Bekannt ist, dass ANP den hydrostatischen Druck in den
glomerularen Kapillaren (Pgk) durch die Dilatation der afferenten und die Konstriktion der

efferenten Arteriole erhoht*®.

Auch in den Podozyten konnte die Expression des natriuretischen Peptid-Rezeptors durch
spezifische Antikérper'®® und tiber den Anstieg der cGMP-Konzentration nach Stimulation
mit ANP nachgewiesen werden®. Da die Podozyten den glomerularen Kapillaren
aufsitzen und diese mit ihren FuRRfortsatzen umschliel3en, ist nach Aktivierung der GC-A

durch die cGMP-Bildung eine Relaxation dieser durch die Reorganisation der F-Aktin-
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flamente denkbar’. Die Erschlaffung der podozytaren FuRfortsdtze kénnte durch die
resultierende Verringerung des kapillaren Widerstands zu einer VergroRerung der
Filtrationsflache und damit zu einer Erhohung des Filtrationskoeffizienten Kg fiihren. Diese
Hypothese wurde im Rahmen der vorliegenden Doktorarbeit anhand einer
podozytenspezifischen GC-A Knockout Maus (im Folgenden ,Podo GC-A KOY)
untersucht.

Die Natriurese wird einerseits Uber die glomerulére Filtrationsrate und andererseits tUber
eine Hemmung der Riickresorption der Natrium-lonen in den Nierentubuli gesteuert™®®*#’.
Auch hier sind die Wirkungsmechanismen noch unklar. Mdgliche Angriffspunkte im
proximalen Tubulus sind der Na® / H*-Antiporter, der in der apikalen Membran des

188

Birstensaums lokalisiert ist**°, die basolateral verankerte Na® / K*-ATPase, die die

189

Triebkraft der Natrium-Aufnahme in die Tubuluszellen bildet™, sowie organische und

anorganische lonenkanale®®**. Auch im distalen Tubulus*®**** und in den Sammelrohren

konnte eine Steigerung der Natriurese durch ANP und BNP festgestellt werden®®**%’,

3.3.5 Elimination der kardialen natriuretischen Peptide

Die Elimination der natriuretischen Peptide kann auf drei verschiedenen Wegen erfolgen:
l. durch Bindung an den natriuretischen Peptid-Rezeptor-C

Il. durch enzymatischen Abbau durch die Neutrale Endopeptidase 24.11

[l durch Filtration in den Primé&rharn und renale Ausscheidung.

Die Bindung der natriuretischen Peptide an den natriuretischen Peptid-Rezeptor C (NPR-
C) fuhrt zu ihrer zellularen Internalisierung und Degradierung. Hierbei bindet der
sogenannte ,Clearance-Rezeptor* ANP, BNP und CNP mit ahnlicher Affinitat'*®. Die
extrazellulare Ligandenbindungsdoméne des Rezeptors ahnelt der von GC-A und GC-B,
die intrazellulare Doméane hingegen besteht aus nur 37 Aminosauren und besitzt keine
Guanylatzyklase-Aktivitat. Der ubiquitar vorkommende Rezeptor spielt eine wichtige Rolle
in der Regulation der zirkulierenden und lokalen ANP- und BNP-Level. So konnten
Matsukawa et al. an NPR-C Knockout-Mausen zeigen, dass die Inaktivierung des
Rezeptors zu lAngeren Halbwertszeiten der natriuretischen Peptide im Plasma fuhrt, was
mit einer milden Diurese und einem tendenziellen Blutdruckabfall einherging®. Neuere
Studien zeigen, dass zwei Subtypen des NRP-C existieren, ein 77 kDa groRes Molekdl,
das als Clearance-Rezeptor fungiert und ein 67 kDa grof3es Protein, das nach Aktivierung

antihypertensive Effekte durch die Inhibierung der Adenylatzyklase zeigt*®.
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Uber die neutrale Endopetidase 24.11, auch Neprilysin, werden die natriuretischen
Peptide enzymatisch abgebaut. Die Zink-abh&ngige, membranstandige Metalloprotease
kommt vor allem im Burstensaum des proximalen Konvoluts, aber auch in der Lunge, im
Darm, in den Hoden und im Endothel vor®®?°?, Sie spaltet die fiir die Ligandenbindung
essentielle Ringstruktur der natriuretischen Peptide und fuhrt somit zu ihrer
Degradierung®®. Hierbei besitzt ANP eine hohere Affinitat zu Neprilysin als BNP?**, was
die unterschiedliche Halbwertszeit der Peptide im Plasma erklaren kdnnte. Neprilysin
degradiert allerdings nicht nur die natriuretischen Peptide, sondern auch Komponenten
des vasokonstriktorischen Systems wie ANG 11*® und ET-1*°. Die Regulierung der
blutdrucksenkenden Effekte der natriuretischen Peptide durch Neprilysin ist also abhéngig
vom Gleichgewicht zwischen den vasodilatatorischen und vasokonstriktorischen
Elementen. Aus diesem Grund wurden zu therapeutischen Zwecken Wirkstoffe entwickelt,
die einerseits den Abbau der kardialen natriuretischen Peptide durch Neprilysin hemmen
und andererseits eine Suppression des RAAS, z.B. durch Hemmung der ACE oder

Blockade der AT1-Rezeptoren, bewirken.

3.3.6 Pathophysiologische Bedeutung der kardialen natriuretischen

Peptide

Die blutdrucksenkende und kardioprotektive Wirkung der kardialen natriuretischen
Peptide wurde in vielen préklinischen Studien gezeigt und auch in der Therapie
kardiovaskularer Erkrankungen riicken sie immer weiter in den Fokus.

d207 d208

So stehen z.B. mit Anariti und Nesiriti seit einigen Jahren rekombinante Varianten
von ANP und BNP zur Verfligung, die in einigen Landern auch therapeutisch zugelassen
wurden. Zunéchst gefundene nierenschadigende Nebenwirkungen®” des seit 2001 in den
USA zugelassenem BNP-Analogons Nesiritid konnten im Jahr 2011 im Rahmen der
ASCEND-HF-Studie widerlegt werden®°. Wie das in Japan schon seit 20 Jahren

zugelassene ANP-Analogon Carperitid*!

besitzen sie allerdings eine sehr kurze
Halbwertszeit und zeigen teilweise starke Nebenwirkungen. Dementsprechend wurden
neue, langer wirksame und besser vertrgliche Proteine, wie das synthetische ANP-

Analogon M-ANP entwickelt™*?,

Andere Ansétze zur Behandlung kardiovaskuléarer Erkrankungen zielen auf die Erhaltung
hoher Plasmalevel der endogenen Peptide ab. So wurde der oral verfigbare Neprilysin-
Inhibitor Candoxatril zur Therapie der Hypertension entwickelt’. Leider konnte nur eine
geringe blutdrucksenkende Wirkung erzielt werden, was sich durch die hohen ANG-II-

Level und dementsprechende Aktivierung des RAAS erklaren lasst?*.
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Vielversprechender zeigte sich der Vasopeptidase-Inhibitor Omapatrilat, der sowohl
Neprilysin als auch das Angiotensin-Converting-Enzym (ACE) hemmt und somit neben
der Erhaltung der NP-Plasma-Level auch eine Suppression des RAAS bewirkt®'.
Aufgrund des Risikos der Angioddem-Bildung im Zuge der Therapie wurde die Zulassung
216,217

in den USA im Jahr 2000 zurtickgezogen

Erst im vergangen Jahr wurde das von der Firma Novartis entwickelte ,Entresto”
(LCZ696) zugelassen. Es gehort zur Gruppe der sogenannten ,ARNIs“, der AT1-
Rezeptor-Neprilysin-Inhibitoren. Dabei handelt es sich um eine Kombination aus dem
AT1-Blocker Valsartan und dem Neprilysin-Inhibitor Sacubitril, die in der Kklinischen
PARADIGM-HF Studie von McMurray et al. im Jahr 2013 sowohl antihypertensive als

218

auch antifibrotische Wirkungen zeigte=™* und seit Dezember letzten Jahres auch in Europa

zur Therapie der chronischen Herzinsuffizienz zugelassen wurde?*®.

Auch zur nephroprotektiven Wirkung von ANP und BNP wurden bereits Tierversuche und

klinischen Studien durchgefihrt.

So konnten z.B. die Uberexpression von BNP?* oder die Infusion von ANP?* in
transgenen Mausen renale Schadigungen verringern und eine Albuminurie reduzieren.
Fur das bereits erwdhnte ANP-Analogon M-ANP konnte in préklinischen Studien eine
blutdrucksenkende Wirkung nachgewiesen werden, die mit einem erhohten renalen

Blutfluss und einer gesteigerten GFR einherging®?.

Im Gegensatz dazu fihrte die Unterbrechung der NP / GC-A / cGMP- Signalkaskade,
etwa durch genetische Deletion des Rezeptors, sogar unter basalen Bedingungen zu
mesangialer Expansion, Albuminurie und Nierenfibrose, die mit erhéhten

222223 Behandelt man konventionelle

proinflammatorischen Zytokin-Spiegeln einherging
GC-A Knockout-Mause zuséatzlich mit Aldosteron und einer Hochsalzdiat, fuhrt dies zu

einer massiven Albuminurie und sehr starken Nierenschadigung™*.

Das nach herzchirurgischen MalRnahmen oft auftretende akute Nierenversagen (AKI,
engl. ,acute kidney injury“) konnte sowohl durch ANP als auch durch BNP in mehreren

224-227

klinischen Studien gesenkt werden und auch fir das bereits erwahnte ,Entresto”

wurden nephroprotektive Wirkungen festgestellt*®?°,

Wie die natriuretischen Peptide ihre nephroprotektiven Wirkungen entfalten, ist derzeit
noch unklar. Durch die weitlaufige Expression der GC-A und die pleiotropen Wirkungen
der natriuretischen Peptide wéare es plausibel, dass die positiven, nephroprotektiven

Effekte durch die blutdruck- und blutvolumensenkende Wirkung, eben durch die
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Antagonisierung des RAAS und des SNS, hervorgerufen werden. Da die GC-A aber auch
in den Podozyten des Glomerulus exprimiert wird, die mafRgeblich an der Retention von
Albumin an der Blut-Harn-Schranke beteiligt sind, und da die natriuretischen Peptide in
diversen Studien eine Albuminurie verbessern konnten, kdnnte dieser nephroprotektive
Effekt auch durch eine direkte Protektion des Podozyten erreicht werden. Diese
Hypothese wurde im Rahmen dieser Doktorarbeit anhand einer podozytenspezifischen
GC-A Knockout-Maus (Podo GC-A KO) untersucht.
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4.1 Generierung und Genotypisierung der Mauslinien

41.1 Podo GC-AKO

Die Generierung der podozytenspezifischen GC-A Knockout-Maus erfolgte anhand des
Cre-LoxP-Systems®**?*! (Abb. 4-1). Hierfir wurden die von Prof. Michaela Kuhn (Institut
fur Physiologie, Universitat Wirzburg) zur Verfiigung gestellten GC-A"™"* Mause mit
Mausen verpaart, die die Cre (engl. ,Cyclic Recombination®)- Rekombinase unter dem
podozytenspezifischen Promotor NPHS2 (codiert fir Podocin) exprimieren. Das Exon 2
der GC-A"™* Mause wurde durch das Einbringen von LoxP (engl. ,Locus of X- over of
P1“)-Erkennungssequenzen markiert, es wurde also ,gefloxt‘. Die Cre-Rekombinase
erkennt diese Markierung und schneidet das dazwischen befindliche DNA-Fragment unter
Bildung eines zyklischen Produktes aus dem Chromosom der Tiere und baut dieses ab,
so dass die Expression der GC-A inaktiviert wird. Da die Cre-Rekombinase unter der
Kontrolle des fur Podocin codierenden Gens nur in den Podozyten exprimiert wird, bleibt

die Genexpression der GC-A in allen Zellen aul3er den Podozyten erhalten.

= ‘ '

GC-A X

GC-Aflox/flox \L NPHS2 (Podocin)-Cre

C

NPHS2-Cre

Podo GC-A KO

Abb. 4-1: Generierung der Podo GC-A KO Maus anhand des Cre / LoxP-Systems. A. ,gefloxte*
GC-A Maus, die die Guanylatzyklase A in allen Zellen exprimiert. Das Exon 2 des fir die GC-A
codierenden Gens ist durch LoxP-Stellen markiert und kann von der Cre-Rekombinase erkannt
werden. B. Podo-Cre-Maus, die die Cre-Rekombinase in den Podozyten unter der Kontrolle des
NPHS2-Promotors exprimiert. C. Durch die Verpaarung von A und B entsteht die NPHS2-Cre x
GC-A"ox (Podo GC-A KO) Maus, die eine Deletion des GC-A Gens in den Podozyten aufweist.
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Die homozygoten Versuchstiere (NPHS2-Cre x GC-A"™"* im Folgenden Podo GC-A KO)

+/flox

wurden aus den heterozygoten Nachkommen (NPHS2-Cre x GC-A™™") unter mehrmaliger

Ruckkreuzung mit C57BI/6J Wildtyp-M&ausen generiert.

412 Podo GC-AKOMTmMG

+/flox

Um Podozyten fur die weitere Analyse isolieren zu kdnnen, wurden die Podo GC-A
M&ause mit einer Reportermaus (Gt(ROSA)26Sor™m4AcTBtdTomato EGFP)LUON iy Folgenden
mTmG)*? gekreuzt. Deren Genom enthalt ebenso ein LoxP-markiertes Transgen,
welches fur ein rot fluoreszierendes Protein (RFP, mT) codiert und ein nachfolgendes
Stopcodon beinhaltet. Zudem enthalt die Genkassette dieser Mause dem RFP
nachgeschaltet ein weiteres Transgen, das fur ein grin fluoreszierendes Gen (GFP, mG)
codiert. Ohne weitere Verpaarung fluoreszieren alle Zellen dieser Maus rot, weshalb sie
auch auch als ,Tomato“-Maus bezeichnet wird. Kreuzt man sie jedoch mit einer Maus, die
die Cre-Rekombinase zellspezifisch exprimiert, wird das fir RFP codierende Gen und das
nachfolgende Stopcodon durch das Enzym entfernt, so dass nun die Transkription des
GFPs erfolgt und die Zellen, die die Cre-Rekombinase exprimieren, grun fluoreszieren.
Die in dieser Arbeit generierten Podo GC-A KO Mause exprimierten nach der Verpaarung
mit den mTmG-Mausen das GFP nur in den Podozyten, wahrend alle anderen Zellen rot
fluoreszierten. Dieses Konstrukt machte eine Isolierung der Podozyten mittels FACS
(siehe Abschnitt 4.8.3) mdglich.

4.1.3 Genotypisierung

Die Genotypisierung der drei bis funf Wochen alten Versuchstiere erfolgte mit der
Unterstitzung von Frieda Webinger (AG Prof. Schweda, Institut fir Physiologie,
Universitat Regensburg) anhand der Polymerase-Kettenreaktion nach Isolierung der DNA

aus der Schwanzspitze der Versuchstiere.
4.1.3.1 Gewinnung genomischer DNA

Zwei Millimeter der Schwanzspitze des Versuchstiers wurden mit einem Skalpell entfernt
und in ein 1,5 ml Reaktionsgefald Gberfuhrt. Nach Zugabe von 600 pl TNES-Puffer und 10
ul Proteinase K (10 mg / ml) wurde das Reaktionsgefald mehrmals per Hand geschwenkt
und das Gewebe anschlieRend bei 56°C und 550 rpm auf einem Heizschuttler mindestens
drei Stunden (oder Gber Nacht) verdaut. Zur Fallung der Proteine wurden 166,7 ul einer
gesattigten NaCl-Losung zugegeben, die Suspension 15-20 min. bei 800 rpm und
Raumtemperatur (RT) geschittelt und dann 15 min. bei 13000 rpm und RT zentrifugiert.

Im Anschluss wurden 500 pl des Uberstands in ein neues Reaktionsgefa® tiberfihrt, mit
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500 pl EtOH 100% versetzt und erneut mehrmals per Hand geschwenkt, bevor die
Mischung 5 min. bei 13000 rpm und RT zentrifugiert wurde. Nach der vorsichtigen
Absaugung des Uberstands wurde das entstandene Pellet mit 500 pl 80%igen EtOH
gewaschen und 10 min. bei 13000 rpm und RT zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand
nahezu restlos abgesaugt und die gedffneten ReaktionsgefalRe bei 37°C ohne Schiitteln
unter dem Abzug zum Trocknen stehen gelassen. Im Anschluss wurde das gereinigte
DNA-Pellet in 40 pul frischem, entionisiertem Wasser (Millipore®) geldst und eine Stunde

unter dem Abzug bei 55°C und 300 rpm leicht geschwenkt.

4.1.3.2 Analyse der DNA mittels Polymerase-Ketten-Reaktion

Mit Hilfe der Polymerase-Ketten-Reaktion (engl. ,Polymerase chain reaction“, PCR) ist es
mdglich, die Existenz bestimmter Gene im Genom einer Gewebeprobe qualitativ
nachzuweisen. Durch die Auswahl geeigneter Primer (siehe Anhang) ist so eine

Genotypisierung der Versuchstiere hinsichtlich gewtinschter Gene mdglich.

Tabelle 4-1 zeigt die Zusammensetzung der Bestandteile, die fir die PCR verwendet
wurden, in Tabelle 4-2 ist das Amplifizierungsprotokoll der PCR aufgelistet. Die
Ergebnisse der PCR sind in Abschnitt 5.1.1 dargestellt.

Bestandteil Menge fur einen 20pl-Ansatz [pl]
5 x GoTag-Puffer 4

Primer for 2

Primer rev 2

dNTPs 0,8

H>O 10

GoTag DNA-Polymerase 0,2

DNA-Probe 1

Tabelle 4-1: Mastermix-Zusammensetzung fir die Genotypisierungs-PCR. GoTaq-Puffer: halt das
Reaktionsmillieu der DNA-Polymerase auf einem pH-Wert von 8. Primer: Oligonukleotide mit
bestimmter Erkennungssequenz fir das zu detektierende Gen. dNTPs: Desoxyribonukleotid-
triphosphate, Basenbausteine der DNA. GoTaq DNA-Polymerase: Enzym aus Thermus
aguaticus, das die Amplifikation ermdglicht.
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Temperatur [°C] | Dauer [min.] | Zyklen Phase
94 5 1 Aktivierung
94 1 35 Denaturierung
60 1 35 Annealing
72 1 35 Elongation
72 10 1 Elongation
8 0 1 Lagerung

Tabelle 4-2: Amplifizierungs-Protokoll der Genotypisierungs-PCR. Aktivierung: Aufheizphase zur
Aktivierung der DNA-Polymerase. Denaturierung: Auftrennung der DNA-Doppelhelix. Annealing:
Primer-Hybridisierung, also Anlagerung der Primer an den DNA-Strang. Elongation: Arbeitsphase
der DNA-Polymerase.

4.1.3.3 Gelelektrophorese

Das erhaltene PCR-Produkt wurde im Anschluss an die PCR gelelektrophoretisch
aufgetrennt und mittels des Fluoreszenz-Farbstoffs ,peqGREEN" detektiert. Hierfur wurde
ein 2%iges Agarosegel in TBE-Puffer hergestellt, dem der Farbstoff kurz vor dem
Ausgiel3en zugesetzt wurde. Nach Auftragung der PCR-Produkte wurde das Gel in eine
mit TBE-Puffer gefillte Kammer gelegt und die Proben bei einer Spannung von 130 V
Uber den Zeitraum von 45 min. aufgetrennt. Anhand des ebenfalls auf das Gel
aufgetragenen Basenpaar-Standards konnten die DNA-Fragmente entsprechend ihrer
GroRRe auf dem UV-Tisch (Firma Faust, Anregung bei 312 nm) detektiert werden (siehe
Abb. 5-1).

4.2  Haltung der Versuchstiere

Alle fir diese Arbeit erforderlichen Experimente an Labortieren wurden gemaf den
,Guidelines for the care and use of animals in research® des US-amerikanischen NIH
durchgefuhrt und behdrdlich genehmigt. Als Versuchstiere dienten ausschlie3lich adulte
Tiere mit einem Mindestalter von 10 Wochen. Die Tierhaltung erfolgte gemafl den
Empfehlungen der FELASA bei gleichbleibender Raumtemperatur (23°C + 2°C) und
Luftfeuchte (55 % £ 5 %) in einem zwolfstindigen Hell- / Dunkel- Rhythmus. Die Tiere
hatten in jedem Experiment freien Zugang zu Futter und Leitungswasser Uber den

gesamten Versuchszeitraum.

38



Methoden

4.3 Behandlungs-Modelle

4.3.1 Unilaterale Nephrektomie

Die Entfernung der linken Niere erfolgte unter aseptischen Bedingungen und einer
Isofluran-Inhalationsnarkose auf einem beheizbaren Operationstisch mit sterilem
Operationsbesteck. Nach Desinfektion des gesamten Operationsbereichs und Auflegen
eines sterilen OP-Tuchs erfolgte eine etwa 1 cm lange dorsoventrale Inzision der Haut
entlang der linken Flanke. Um grof3ere Blutungen zu vermeiden, erfolgte nur ein kleiner
Schnitt in die Tunica serosa, wahrend die weitere Offnung des Retroperitoneums durch
Spreizen der Schere erreicht wurde. Im Anschluss wurde die Niere vorsichtig
herausgehoben und von Fett- und Bindegewebsfaszien befreit. Die Nebenniere wurde
vorsichtig abgetrennt und in die Korperhohle zurtckgefuhrt. Nach Ligation des Ureters
und der zu- und abfihrenden Nierengefal3e mit einem 7.0-Seidenfaden wurde die Niere
entnommen, von der Nierenkapsel befreit, halbiert, gewogen und in flissigem Stickstoff
schockgefroren. Die Muskelschicht wurde mit Terylene 4.0 vernaht, wobei darauf geachtet
wurde, dass die Innenseiten der Serosa Uberlappen. Das Verschliel3en der Hautschicht
erfolgte mit Hautklammern. Nach VerschlieBen der Wunde wurde diese mit einer
lodldsung desinfiziert. Die entfernten Nieren wurden bis zur weiteren Verwendung bei
-80°C gelagert. ,Zum Schein“ (Sham) operierte Mause wurden, mit Ausnahme der
Ligation der NierengefalRe, des Abtrennens der Nebenniere von der Niere und der

Exzision der Niere, demselben Prozedere unterzogen.

4.3.2 BNP-Infusion

Die Infusion des B-Typ natriuretischen Peptids erfolgte Uber die linke Vena jugularis in
narkotisierten Versuchstieren (Abb. 4-2). Zur Anasthesie der Tiere wurde eine Isofluran-
Gasnarkose (1,5% Isofluran; 0,8-1 L / min. O,) verwendet. Nach Einleitung der Narkose
wurden die Versuchstiere auf einem beheizten Operationstisch fixiert. Die
Kdrpertemperatur wurde wahrend der OP mit einer Rektalsonde tberwacht und konstant
bei 37,5-38°C gehalten. Nach einem ca. 1 cm grof3en Hautschnitt und stumpfer
Durchtrennung der Glandulae mandibulares wurde die Vena jugularis freiprapariert und
kranial mit einem 7.0-Seidenfaden ligiert. Nach Inzision der Vene wurden zwei an jeweils
einer 1 ml-Spritze befindliche Polyethylen-Katheter eingefiihrt und mit einem weiteren
Seidenfaden fixiert. Uber einen der Katheter erfolgte eine kontinuierliche Infusion des zur
Bestimmung der glomerularen Filtrationsrate bengtigten FITC-Sinistrins (1,5 mg / ml in
NaCl 0,9%). Der zweite Katheter diente zur Infusion des rekombinanten, murinen B-Typ

natriuretischen Peptids (1 ng / min. / g KGW in NaCl 0,9%). Mit Hilfe von Spritzenpumpen
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wurden die Losungen kontinuierlich mit einer Pumprate von je 0,1 pl / min. / g KGW laut
dem in Tabelle 4-3 angefuhrten Versuchsprotokoll infundiert (siehe auch Abschnitt 4.4.2).

Behandlungsphase

Aquilibrierungsphase | Kontrollphase
Dauer ca. 20 min. 30 min. 30 min.
GFR-Messung FITC-Sinistrin (0,15 pg / min. / g KGW)
BNP (1 ng / min. / g KGW)
bzw. NaCl 0,9% (wie vorher)

NaCl 0,9% (0,1 pl/ min. / g KGW)

Behandlung
Tabelle 4-3: Versuchsprotokoll der BNP-Infusion in anésthesierten Mausen.

Wahrend des gesamten Versuchszeitraums wurde der mittlere arterielle Blutdruck in der
Arteria carotis gemessen (Abschnitt 4.5.2). Zur Ermittlung des pro Versuchsphase
entstandenen Urinvolumens wurde die Blase freigelegt, durch Punktion und Aspiration
mittels einer Insulinspritze geleert und der neu produzierte Urin am Ende jeder Phase in

gleicher Weise abgenommen. Aus dem gesammelten Urin wurde aul3erdem die Natrium-

Konzentration mittels Flammenphotometrie (Abschnitt 4.7.3) bestimmt.

Blutdruckmessung

[

Urin-Entnahme

FITC-Sinistrin \
— .
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Abb. 4-2: Versuchsaufbau zur BNP-Infusion am narkotisierten Versuchstier.

40



Methoden

4.3.3 Das ,,DOCA-Salt” Modell
4.3.3.1 Sechswodchige DOCA-Behandlung

Die Behandlung der Versuchstiere erfolgte nach dem in Abb. 4-3 angeflihrten
Versuchsprotokoll. Nach Bestimmung der basalen kardiovaskularen (art. Blutdruck,
Herzfrequenz, Plasma-Renin-Konzentration) und renalen Parameter (GFR, Urin-,
Natrium- und Albumin-Exkretion) wurden die Mause einer linksseitigen Uninephrektomie
unterzogen. Zwei Wochen spater erfolgte die subkutane, dorsale Applikation eines
DOCA-Pellets (50 mg, 21-Tage-Freisetzung, IRA). Hierfir wurde eine ca. 0,5 cm groR3e
Inzision in die Nackenfalte vorgenommen und die Haut mit einer stumpfen Pinzette von
der Muskelschicht gelost, so dass eine ausreichend grolle Tasche entstand.
AnschlieBend wurde das Pellet vorsichtig eingesetzt und bis zur Flanke des Hinterlaufs
vorgeschoben. Die Operationswunde wurde mit steriler physiologischer Kochsalzlésung
gespilt, mit Hilfe von Hautklammern geschlossen und mit einer lodlésung desinfiziert. Ab
dem Zeitpunkt der DOCA-Applikation erfolgte die Umstellung des Futters auf eine
Hochsalzdiat (4% NaCl). Nach drei Wochen wurde die Applikation des DOCA-Pellets
wiederholt. In der letzten Woche des Versuchs wurden die renalen und kardiovaskularen
Parameter erneut bestimmt. Am Ende des Experiments erfolgte die Perfusionsfixierung
der rechten Nieren (siehe Abschnitt 4.10.1) unter tiefer Isofluran-Narkose der
Versuchstiere (4% lIsofluran; 0,8 L / min. O,). Die Nieren wurden zur Anfertigung von

Gefrier- und Paraffinschnitten sowie Gewebeschnitten fur die Transelektronenmikroskopie

verwendet.
w -4 w -2 w0
Basalmessungen T T Perfusionsfixierung
UNX DOCA + Hochsalz (4%)

Abb. 4-3: Versuchsplan der sechswoéchigen DOCA-Behandlung. Basalmessungen: Kardio-
vaskulare und renale Parameter der Versuchstiere wurden unter physiologischen Bedingungen
untersucht. UNXx: linksseitige unilaterale Nephrektomie. DOCA + Hochsalz: subkutane
Implantation eines DOCA-Pellets und Futterumstellung auf 4%ige Hochsalzdiat.
Perfusionsfixierung: Fixierung der Nieren mit 4%iger PFA-L6sung. wZahl: Angabe der Woche(n),
in der / denen die Behandlung durchgefiihrt wurde.
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4.3.3.2 Zweiwbtchige DOCA / SKF-Behandlung

Eine weitere Gruppe Versuchstiere wurde einer zweiwdchigen DOCA-Behandlung
unterzogen, die mit einer begleitenden Applikation des TRPC-Kanalblockers SKF 96365
(im Folgenden ,SKF*) einherging (Abb. 4-4). Hierbei erfolgte die DOCA-Behandlung nach
UNx analog des sechswochigen Versuchs. Ab dem Tag der DOCA-Pellet-Implantation
wurde einigen Mausen zusétzlich eine tagliche intraperitoneale SKF-Injektion (10 pug / g
KGW in 0,9% NacCl) verabreicht, wahrend eine Vergleichsgruppe das gleiche Volumen
einer reinen 0,9%igen Kochsalzlésung erhielt. Alle sechs Tage wurde Spontanurin von
den Mausen gesammelt und nach zwélf Tagen die glomerulare Filtrationsrate bestimmt.
Nach der zweiwochigen Behandlung wurden die Versuchstiere narkotisiert (4% lsofluran;
0,8 L / min. O,) und die Perfusionsfixierung mit 4%igem PFA vorbereitet. Vor der
Fixierung wurde der mittlere arterielle Blutdruck in der Aorta abdominalis gemessen und
die Versuchstiere durch die Entnahme von ca. 1 ml Vollblut durch Herzpunktion getotet.
Nachfolgend wurden die rechten Nieren mit physiologischer Kochsalzlésung gespult und
der obere Pol zur spateren Mikrodissektion und Isolierung der Glomeruli entfernt. Die

isolierten Glomeruli dienten der Western Blot-Analyse von TRPC6 und Podocin.

f

Perfusion with 4% PFA
UNx DOCA + SKF

L ]

Basalm.

Abb. 4-4: Versuchsplan der zweiwdchigen DOCA-Behandlung mit gleichzeitiger Applikation des
TRPC-Kanalblockers SKF 96365. Basalm.: Basalmessungen: Kardiovaskulare und renale
Parameter der Versuchstiere wurden unter Kontrollbedingungen untersucht. UNXx: linksseitige
unilaterale Nephrektomie. DOCA + SKF: subkutane Implantation eines DOCA-Pellets,
Futterumstellung auf 4%ige Hochsalzdiat, tagliche Injektion von SKF 96365. Perfusionsfixierung:
Fixierung der Nieren mit 4%iger PFA-LOsung. wZahl: Angabe der Woche(n), in der / denen die
Behandlung durchgefiihrt wurde.

4.4  Bestimmung der glomerularen Filtrationsrate

Die Bestimmung der glomeruléren Filtrationsrate erfolgte zum einen lber die Messung
der FITC-Sinistrin-Clearance in narkotisierten Mausen und zum anderen Uber die von Qi

et al. beschriebene ,Single-Shot-Clearance“-Methode an der wachen Maus®®.
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4.4.1 FITC-Sinistrin- ,,Single shot“ Clearance im wachen Tier

Zur Bestimmung der glomerularen Filtrationsrate von wachen Mausen wurde den
Versuchstieren eine Bolusinjektion (,Single shot“) des Fluoresceinisothiocyanat (FITC)-
markierten Oligosaccharids Sinistrin verabreicht. Hierzu wurden die Mause kurz mit einem
2%igen lIsofluran-Sauerstoffgemisch narkotisiert und eine 1,5%ige Losung des FITC-
Sinistrins (in NaCl 0,9%) wurde retrobulbar in den medialen Augenwinkel injiziert. Das zu
injizierende Volumen wurde anhand des Koérpergewichts berechnet (3,74 ul / g KGW).
Mittels einer 30G-Kanule wurde anschlieRend in mehreren Zeitabstanden (3, 7, 10, 15,
35, 55, 75 min.) Blut aus der Schwanzvene (Vena caudalis lateralis) entnommen und in
heparinisierte 5 pl Kapillaren Uberfihrt. Die Mause wurden hierzu in beleuchtete Kammern
gesetzt, die neben der Fixierung der Tiere auch eine Dilatation der Vene durch die
Erwarmung des Schwanzes ermdéglichten. Die Blutproben wurden bei 12000 rpm 7 min.
lang zentrifugiert, um das Plasma von den festen Blutbestandteilen zu trennen. Nach
Bestimmung des Hamatokrits wurde das Plasma mit Hilfe eines Glasschneiders
abgetrennt und im Verhdltnis 1:10 mit 0,5 M HEPES-Puffer verdiinnt, um einen
konstanten pH-Wert von 7,4 zu halten. Die Fluoreszenz der Plasmaproben wurde mit dem
Nanodrop-ND-3300-Fluoreszenzspektrometer bei einer Anregungswellenlange von 470
nm und einer FITC-Emission von 515 nm gemessen. Die Berechnung der GFR erfolgte
Uber ein 2-Kompartiment-Modell, bei dem der Abfall der FITC-Sinistrin-Konzentration in
zwei Phasen Uber die Versuchszeit von 75 min. aufgetragen wurde. Die entstandene
Exponentialfunktion zeigte einen ersten, schnellen Abfall, der die Umverteilung des
Fluoreszenz-Markers vom intravasalen in den extrazellularen Raum kennzeichnet und
eine nachfolgende langsamere Abnahme der Fluoreszenz, die mal3geblich durch die
renale Eliminierung des FITC-Sinistrins bestimmt wird. Uber die aus einer
Standardgeraden ermittelte injizierte Menge des Markes und die Schnittpunkte der
Senkungsgeraden beider Phasen mit der Y-Achse sowie die Senkungskonstanten liefl3
sich die GFR berechnen.

4.42 FITC-Sinistrin-Clearance im narkotisierten Tier

Zur Untersuchung der Auswirkungen der BNP-Infusion wurde die glomerulare
Filtrationsrate anhand der Clearance von FITC-Sinistrin in narkotisierten Mausen
bestimmt. Hierfur wurde eine 1,5%ige Losung des Oligosaccharids (0,15 pg / min. / g
KGW) uUber die Jugularvene wie unter 4.3.2 beschrieben infundiert. Um ein schnelleres
Anfluten des Tracers im Plasma zu erreichen, wurde die Pumprate zu Beginn der Infusion

fur eine Minute auf das Zehnfache erhéht (1 pl / min. / g KGW). Nach einer 20-minltigen
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Aquilibrierungsphase wurde die Blase des Versuchstiers mit einer Insulinspritze
vollstéandig entleert, funf Mikroliter Blut (PO) aus der Schwanzvene entnommen und die
Kontrollphase (Ktrl) unter gleichzeitiger Infusion einer physiologischen Kochsalzldsung
(0,1 pl / min. / g KGW) gestartet. Nach Ablauf von 30 min. wurde der entstandene Urin
(U30) durch Punktion der Blase entnommen, in einem 0,5 ml-Reaktionsgefal}
aufgefangen und bis zur weiteren Verwendung auf Eis aufbewahrt. Nach Entnahme einer
weiteren Blutprobe (P30) aus der Schwanzvene wurde die ebenfalls 30-minltige
Behandlungsphase (Beh) durch Infusion einer BNP-L6sung (1 ng / min. / g KGW in NaCl
0,9%) eingeleitet. Am Ende dieser Periode wurden erneut Urin (U60) und Blut (P60)
entnommen und das Versuchstier durch zervikale Dislokation getdtet. Nach der Ermittlung
des Urinvolumens wurde der Urin im Verhaltnis 1:1000 mit 0,5 M HEPES-Puffer verdinnt
und die Fluoreszenz (RFU, engl. ,relative fluorescence units®) wie unter 4.4.1 beschrieben
bestimmt. Das Blut wurde 7 min. bei 12000 rpm zentrifugiert und die verdinnte
Plasmaprobe ebenfalls vermessen. Die Ermittlung der glomerularen Filtrationsrate aus

der FITC-Sinistrin-Clearance erfolgte anhand folgender Berechnungen:

RFUpjasma(MW Pg, P3g) X Viyin (Ugg) / At
RI:UUrin (U30)

GFRy =

RFUpjasma(MW P30, Pgo) X Virin (Uso) / At

GFR =
e RFUuin (Ugo)

4.5 Blutdruckmessung

45.1 ,Tail cuff‘- Methode

Die Messung des systolischen Blutdrucks erfolgte nichtinvasiv mit der ,Tail cuff‘-Methode.
Hierfir wurden die Mause in einer Kammer fixiert, die zuvor ca. 15 min. auf eine
Temperatur von 37°C angewarmt wurde. Die Blutdruckmanschette wurde direkt an der
Schwanzwurzel fixiert und der Schwanz auf einem Infrarot-Leuchtdioden-Pulssensor
abgelegt, mit dem der Lichtdurchtritt durch den Schwanz gemessen wurde. Durch
Druckschwankungen &andert sich der Durchmesser der Blutgefa3e und damit auch die
Lichtdurchlassigkeit. Dies wurde nach einer 10-minitigen Aufwarmphase durch einen
Optosensor registriert und in ein elektrisches Signal umgewandelt. Durch die vorherige
Kalibrierung des Gerates mit einem Barometer konnte daraus der Blutdruck in mmHg
ermittelt werden. Die Herzfrequenz wurde aus dem gemittelten Pulssignal berechnet. Zur
Eingewdhnung wurden die Versuchstiere zuvor Uber den Zeitraum einer Woche téglich in
die Blutdruckkammern gesetzt und die Manschette ohne Aufzeichnung der Messung
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aufgepumpt und abgelassen. Danach wurde der systolische Blutdruck an zehn
aufeinander folgenden Tagen durch die téagliche Mittelwertbestimmung aus acht
Messpunkten ermittelt.

4.5.2 Katheterisierung der Arteria carotis

Wahrend der BNP-Infusion wurde der mittlere arterielle Blutdruck (MAD) der
narkotisierten Tiere in der rechten Arteria carotis ermittelt. Hierfir wurde die Arterie analog
der Jugularvene (Abschnitt 4.3.2) freiprapariert und kranial mit einem 7.0-Seidenfaden
abgebunden. Zur Unterbrechung des Blutflusses wurde eine zweite, temporare Ligatur
distal der ersten gelegt. Nach Inzision mit einer Augenschere wurde ein mit einer
0,5%igen Heparin-Lésung (25000 I.E. / 5 ml, in 0,9% NaCl) beflllter Polyethylen-Katheter
luftblasenfrei in die Arterie eingefiihrt und mit Hilfe der Seidenfaden fixiert. Nach Ldsung
der temporaren Ligatur wurde der mittlere arterielle Blutdruck durch einen mit dem
Katheter verbundenen Druckmessfuhler gemessen wund in elektrische Signale
umgewandelt. Mit Hilfe eines Brickenverstarkers und eines PowerLabs
(Datenerfassungs-Hardware der Firma ADInstruments) konnten diese aufgezeichnet
werden. Auch hier erfolgte eine Umrechnung von mV in mmHg durch die vorherige

Kalibrierung des Gerats mit einem Quecksilber-Barometer.

4.6 Blutanalysen

Fur die Analyse der Blut- bzw. Plasmaproben wurde wachen Versuchstieren Vollblut aus
der Vena facialis oder der Vena caudalis lateralis entnommen. Grof3ere Mengen an
Vollblut wurden durch die Punktion der myokardialen Ventrikel narkotisierter Mause

erhalten.

4.6.1 Blut-und Plasmavolumenbestimmung

Das Blut- sowie Plasmavolumen der Versuchstiere wurde tber das Verteilungsvolumen
von ,Evans Blue® bestimmt. Der Farbstoff bindet im Blut an Albumin und absorbiert Licht
mit Wellenlangen von 620 nm. Nach einer kurzen Isofluran-Inhalationsnarkose (ca. 20-30
sec.) wurden den Versuchstieren 30 pl einer 0,5%igen Losung des Farbstoffs (5 mg / ml
in NaCl 0,9%) retrobulbar mit Hilfe einer Insulinspritze injiziert. Vor der Injektion wurde
den Versuchstieren eine Blutprobe aus der lateralen Schwanzvene entnommen. Diese

wurde im Verhaltnis 1:1 mit der Farbstofflésung vermischt, um daraus eine Verdinnungs-
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bzw. Standardreihe zu generieren. 10 bzw. 30 Minuten nach der Injektion wurde den
Versuchstieren erneut eine Blutprobe entnommen, bei 12000 rpm 7 Minuten zentrifugiert
und das erhaltene Plasma 1:5 mit 0,5 M HEPES Puffer (pH = 7,4) verdinnt. Die relativen
Absorptionswerte der Plasmaproben wurden mit dem Nanodrop ND-1100
Photospektrometer gemessen. Uber das injizierte Volumen und die Extrapolation der
Standardgeraden konnte die Konzentration der Evans Blue Losung im Plasma bestimmt
werden. Das Plasmavolumen wurde hieraus anhand der linearen Regression ermittelt.
Uber den Hamatokrit, der nach Zentrifugation der Kapillaren ermittelt wurde, konnte das

Blutvolumen berechnet werden.

4.6.2 Bestimmung der Plasma-Renin-Konzentration

Fur die Bestimmung der Plasma-Renin-Konzentration wurde den Versuchstieren Vollblut
aus der Vena facialis entnommen, in heparinisierten Kapillaren aufgefangen und in einer
Kapillarzentrifuge sechs Minuten bei 8000 rpm zentrifugiert. Das erhaltene Blutplasma
wurde bis zur weiteren Verwendung bei -20°C aufbewahrt. Die Ermittlung des Renin-
Gehaltes erfolgte Uber die Aktivititsmessung anhand der Umsetzung von
Angiotensinogen zu Angiotensin |. Als Angiotensinogen-Quelle diente das Plasma
bilateral uninephrektomierter Ratten (im Folgenden ,Reninsubstrat’), mit dem die
Plasmaproben inkubiert wurden. Die Menge an entstandenem Angiotensin | war
proportional zum Renin-Gehalt der untersuchten Probe. Zur Quantifizierung wurde ein
Radioimmunoassay (RIA) der Firma DiaSorin Diagnostics verwendet. Hierfir wurden 5 pl
der Probe im Verhaltnis 1:10 mit Maleatpuffer verdiinnt und mit einem Mix aus vier Teilen
unverdiinntem Reninsubstrat und funf Teilen des im Kit enthaltenen Generierungspuffer
versetzt. Nach Zugabe von 2 pl des Proteaseinhibitors Phenylmethylsulfonylfluorid
(PMSF) wurde die Mischung halbiert und eine Halfte bei 37°C 90 min. inkubiert
(Warmwert-Bestimmung), wahrend die andere Halfte Uber den gleichen Zeitraum bei 4°C
gelagert wurde (Kaltwert-Bestimmung). Anschliel3end wurden jeweils 50 pl der Mischung
in die im Kit enthaltenen RIA-Rdhrchen Uberfihrt und mit 500 ul des ebenfalls im Kit
enthaltenen Tracers versetzt. Die Innenseite der Ro6hrchen ist mit anti-Angiotensin |-
Antikdrpern beschichtet, um deren Bindungsstellen das entstandene Angiotensin | mit
dem radioaktiven Tracer konkurriert. Die Angiotensin-I-Konzentration ist also invers
proportional zur gemessenen Radioaktivitdt. Zusammen mit den finf Standardproben des
Kits erfolgte im Anschluss eine 3- bis 24-stiindige Inkubation bei Raumtemperatur. Nach
Absaugen der Losung wurde die Radioaktivitat der Réhrchen gemessen und anhand

einer Standardkurve die Angiotensin I-Konzentration in den Proben bestimmt.
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4.6.3 Bestimmung der Plasma-Konzentrationen von ANP und BNP

Zur Bestimmung der Konzentration der natriuretischen Peptide ANP und BNP wurde den
narkotisierten Versuchstieren Vollblut durch Punktion der Myokard-Ventrikel entnommen
und mit 2 mg / ml EDTA und Aprotinin (30 TIU, 100 pl / ml Blut, Phoenix Pharmaceuticals)
versetzt. Nach kurzem und leichtem Schwenken des ReaktionsgefalRes wurde die
Blutprobe bei 1600 g und 4°C fur 15 Minuten zentrifugiert. AnschlieBend wurde das
Blutplasma abgenommen und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C aufbewahrt. Die
Peptidextraktion aus dem Plasma erfolgte saulenchromatographisch tber C18-Sep-
Columns (Phoenix Pharmaceuticals). Hierfir wurde das Plasma zunéchst im Verhaltnis
1:1 mit Puffer A (Phoenix Pharmaceuticals) angesauert, bei 10000 g und 4°C fur 20
Minuten zentrifugiert und auf die zuvor mit Puffer B (Phoenix Pharmaceuticals)
aquilibrierten Saulen gegeben. Nach einem Waschvorgang mit Puffer A wurden die an der
Saulenmembran haftenden Peptide mit 3 ml Puffer B in ein Polystyrol-R6hrchen eluiert, in
flussigem Stickstoff gefroren und in einer Lyophylle bei <0,1 mbar und -20°C tber Nacht
getrocknet. Die Bestimmung der ANP- und BNP-Konzentration erfolgte mithilfe eines
Enzym-Immuno-Assay-Kits (EIA, Phoenix Pharmaceuticals) gemald den Anweisungen
des Herstellers. Dazu wurde das Lyophilisat in 150 pl des im Kit enthaltenen Assay-
Puffers gel6st und fir die Bestimmung beider Peptide aufgeteilt.

Bei dem EIA handelt es sich um einen Two-Step-Assay, bei dem der sekundare
Antikdrper an die feste Phase gebunden ist und nach Zugabe der Proben mit dem
priméren Antikérper beladen wird. Dieser wird von den in der Probe enthaltenen Peptiden
gebunden, an die noch freien Bindungsstellen bindet das ebenfalls zugegebene
biotinylierte Tracer-Peptid. Dieses interagiert mit der Streptavidin-Horseradish-Peroxidase
(SA-HRP), welche die Substratbildung katalysiert. Die Intensitat der UV-Absorption des
entstandenen Chromophors ist direkt proportional zur Menge des biotinylierten Peptids
und invers proportional zum Zielpeptid. Die ANP bzw. BNP-Konzentration in der Probe

wurde anhand einer Standardkurve aus bekannten Konzentrationen bestimmt.

4.6.4 Bestimmung der Plasma-Albumin-Konzentration

Die Bestimmung der Plasma-Albumin-Konzentration erfolgte mit dem ,Mouse Albumin
ELISA*-Kit der Firma ICL. Es handelt sich hierbei um einen sogenannten Sandwich-ELISA
(engl. ,Enzyme-linked immunosorbent assay®), bei dem der primare Antikérper an der
festen Phase der 96-Well-Platte fixiert ist, an den das in den Proben enthaltene Albumin
bindet. Nach einem Waschschritt, in dem ungebundene Proteine entfernt werden, wird der

sekundare Antikdrper zugegeben, der ebenfalls an Albumin bindet und einen Sandwich-
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Komplex formt. Die an diesen Antikdrper gebundene HRP Kkatalysiert auch hier die
Umsetzung des chromogenen Substrats. Die Intensitdt der UV-Absorption des
entstandenen Chromophors ist direkt proportional zur Albuminkonzentration der Probe.

Die Durchfiihrung der Plasma-Albumin-Bestimmung erfolgte nach den Angaben des
Herstellerprotokolls. Hierfir wurde 1 pl Plasma im Verhaltnis 1:500000 mit der im Kit
enthaltenen Verdunnungslésung gemischt.

4.6.5 Bestimmung der Plasma-Kreatinin-Konzentration

Die Plasma-Kreatinin-Konzentration wurde mit dem QuantiChrom™ Creatinine Assay Kit
(BioAssaySystems) ermittelt. Der Assay beruht auf der ,Jaffe-Reaktion®, bei der Kreatinin
mit der im Kit enthaltenen Pikrinsaure einen Meisenheimer-Komplex bildet, der eine
orange-rote-Farbung aufweist. Diese kann durch Messung der Absorption bei 490-530 nm
zur quantitativen Bestimmung des Kreatinins herangezogen werden, da die Intensitat der
Farbe direkt proportional zur Kreatinin-Konzentration in der Probe ist. Die Bestimmung
wurde mit 30 pl unverdinntem Plasma nach den Angaben des Herstellerprotokolls
durchgefihrt und die Absorption bei 492 nm gemessen.

4.7  Urinanalysen

4.7.1 Spontanurinsammlung

Zum Auffangen des Spontanurins wurden die Versuchstiere zweimal taglich in saubere

Boxen ohne Einstreu gesetzt und die spontane Urinabsetzung abgewartet.

4.7.2 Stoffwechselkéfige

Zur Bestimmung des Urinvolumens wurden die Versuchstiere einzeln in metabolischen
Kéafigen untergebracht, die das separate Auffangen von Urin und Kot ermdéglichten.
Wasser und Futter standen den Mausen ad libitum zur Verfigung. Nach einer
Eingewdhnungsphase von drei Tagen wurde der Urin in einem 24-Stunden-Rhythmus

gesammelt und bis zur weiteren Nutzung bei -20°C aufbewabhrt.

4.7.3 Bestimmung der Natrium-Ausscheidung

Die Konzentration der Natrium-lonen im Spontan- und Sammel-Urin der Versuchstiere

wurde mit einem Flammenphotometer bestimmt. Die Flammenphotometrie ist eine
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emissionsspektroskopische Methode zur quantitativen Analyse von lonen der Alkali- und
Erdalkali-Gruppe. Beim Erhitzen gehen die lonen zunéchst in den gasférmigen und dann
in den atomaren Zustand uber, fallen aber nach kurzer Zeit in den Grundzustand zuruck
und senden dabei Licht einer spezifischen Wellenlénge aus. Die Intensitat des emittierten
Lichts ist hierbei direkt proportional zur Stoffmenge des lons. Natrium-lonen emittieren
nach dem Erhitzen Licht der Wellenlange von 589 nm, was durch eine intensiv gelb-
orange gefarbte Flamme sichtbar wird. Fur die Messung wurden die Urinroben mit
entionisiertem Wasser im Verhéltnis 1:5000 verdinnt. Das Photometer wurde zuvor mit
einer 0,05-molaren Natriumchlorid-L6sung geeicht. Aus den aus zwei Messungen
erhaltenen Stoffmengenkonzentrationen wurde der Mittelwert gebildet und mit dem in

zwolf Stunden ausgeschiedenen Urinvolumen multipliziert.

4.7.4 Bestimmung der Albumin-Ausscheidung

Die Bestimmung des im Urin enthaltenen Albumins erfolgte einerseits
gelelektrophoretisch mit anschlieender Coomassie-Farbung aus Sammelurin. Zum
anderen wurde die Albumin-Exkretion analog der Plasma-Albumin-Analyse (siehe 4.6.4)
anhand des EIA-Kits der Firma ICL ermittelt. Die Durchfiihrung erfolgte nach den
Angaben des Herstellers. Fir die Albumin-Bestimmung im Urin wurden 2 pl Urin im
Verhaltnis 1:500 (Basalwerte und sham) bzw. im Verhéltnis 1:50000 (DOCA) eingesetzt.

4.7.4.1 Coomassie-Farbung

Zur gelelektrophoretischen Analyse des Albumins wurden 2 pl Urin zusammen mit einer
BSA-Standard-Reihe auf ein 15%iges SDS-PAGE (engl. ,Sodium dodecyl sulphate-
polyacrylamide gel electrophoresis®)-Gel aufgetragen und nach Anlegen einer Spannung
von 100 V fir 2 Stunden aufgetrennt. Nach der Elektrophorese wurde das Gel 30 min. in
einer Fixierlosung leicht geschittelt und anschlieRend in die Coomassie-Farbelésung
Uberfihrt. Hierbei lagert sich der Triphenylmethanfarbstoff an die basischen Seitenketten
der Aminosauren an und fiihrt so zu einer Farbung des Proteins. Nach vierstiindigem
langsamen Schwenkens wurde das Gel erneut kurz in 50 ml Fixierldsung getrankt und
nachfolgend in die Entfarbungslésung gegeben. In dieser wurde es bis zur vollstandigen
Entfarbung des Gel-Hintergrunds langsam geschuttelt und nachfolgend mit Hilfe des

Fusion FX7 Imagers (Vilber Lourmat, Eberhardzell) fotografiert.
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4.7.5 Bestimmung der Kreatinin-Ausscheidung

Die Bestimmung der Kreatinin-Exkretion erfolgte wie die Analyse im Plasma (siehe 4.6.5)
mit dem QuantiChrom™ Creatinine Assay Kit (BioAssaySystems) nach der Anweisung

des Herstellers fur Urinproben.

4.8 Isolierung der Glomeruli und der Podozyten

4.8.1 ,Magnetic Beads“ — Methode

Die Isolierung der Glomeruli anhand dieser Methode erfolgte in Zusammenarbeit mit
Regine Janker. Das Verfahren basiert auf der von Takemoto et al.?** beschriebenen

Methode und wurde nach Boerries et al.?** und Burghardt et al.?*® modifiziert.

Zunachst wurden die Nieren der Versuchstiere mit einer Suspension, bestehend aus
magnetischen Mikrokugelchen (2 x 106 Dynabeads® / ml, @ 4,5 um, Invitrogen) in 10 ml
40°C warmem PBS, wie unter 4.10.1 beschrieben perfundiert. Die Magnetkigelchen
werden in den Glomeruli nicht filtriert und akkumulieren in den Kapillaren. Nach der
funfmindtigen Perfusion wurden die Nieren entnommen und mit einem Skalpell in ca.
1 mm?® groRe Stiicke geschnitten. AnschlieBend erfolgte der 30-minitige Verdau des
Gewebes in Kollagenase A-Losung (1 mg / ml in HBSS) bei einer Temperatur von 37°C
unter leichtem Schiitteln. Die entstandene Suspension wurde bei 4°C mit einem flachen
StoRel durch ein Zellsieb (PorengréRe 100 pm?) in ein 50 ml ReaktionsgefaR gedriickt,
welches nachfolgend mit 6 ml PBS gespiilt wurde. Nach Uberfiihren der Mischung in ein
12 ml-Reaktionsgefald konnten die Glomeruli durch Anbringen eines Magneten an der
Wand des Roéhrchens fixiert werden. Die restliche Flissigkeit wurde entfernt und die
Glomeruli in mehreren Waschvorgangen und nochmaligem Anlegen des Magneten von
den Ubrig gebliebenen Tubulusfragmenten befreit. Bis zur weiteren Verwendung wurden

die isolierten Glomeruli bei -80°C aufbewahrt.

4.8.2 Mikrodissektion

Fur die Western Blot-Analyse von TRPC6 und Podocin wurden die Glomeruli manuell mit
Hilfe eines Stereomikroskops isoliert. Hierzu wurde ein Drittel einer Niere mit einem
Skalpell abgetrennt und in ca. 1 mm® groRe Stiicke zerschnitten. Das Nierengewebe
wurde in einem 12 ml Reaktionsgefal3 in 2 ml einer 1%igen BSA-L&sung suspendiert und
durch ein Zellsieb (Porengrdfe 150 um) von zu groRen Gewebeteilen befreit. Die
erhaltene Suspension wurde in einer Petrischale nochmals mit der 1%igen BSA-L6sung
im Verhaltnis 1:2 gemischt. Die Glomeruli wurden bei einer Temperatur von 4°C unter
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einem Stereomikroskop bei 16facher Vergrof3erung mit einer Mikroskopiernadel von den
Tubulusfragmenten separiert und mit einer Pipette in ein 1,5 ml Reaktionsgefal} tberfuhrt.
Jeweils 100 Glomeruli wurden in einem Reaktionsgefald gesammelt, bei 4°C und 5000 g
5 min. zentrifugiert und zweimal mit je einem Milliliter PBS gewaschen (Abnahme des
Uberstandes, Zugabe von 1 ml PBS, 10-minttige Zentrifugation bei 4°C und 10000 rpm).
Die aufgereinigten Glomeruli wurden bis zur weiteren Verwendung zuné&chst in flissigem

Stickstoff schockgefroren und dann bei -80°C aufbewahrt.

4.8.3 Isolierung der Podozyten durch FACS

Die Isolierung der Podozyten erfolgte anhand der Durchflusszytometrie (engl.
~Fluorescence activated cell sorting”, FACS) und wurde mit der Unterstiitzung von
Jacqueline Igl und Petra Hoffmann (AG Prof. Dr. med. Matthias Edinger & PD Dr. rer. nat.
Petra Hoffmann; Klinik und Poliklinik fir Innere Medizin 1lI) am Klinikum der Universitét
Regensburg durchgefuhrt. Zuvor wurden die isolierten Glomeruli erneut mit der
Kollagenase A-Losung (1 mg / ml in HBSS) fir den Zeitraum von 40 min. bei 37°C und
1400 rpm inkubiert. Wahrend der Inkubation wurde die Suspension wie in Tabelle 4-4
angegeben behandelt.

Inkubationszeit [min.] 5 10 15 20 25 30 35 40
Scherung durch 27G-Kanile X X
étlg-sgir;)cé@ebpipettieren in x X X X X
e e : : : :
Finfmaliges Auf- und x .

Abpipettieren

Tabelle 4-4: Scherprotokoll zum Erhalten einer Einzelzellsuspension aus frisch isolierten
Glomeruli.

Nach der fluoreszenzmikroskopischen Kontrolle des Verdau-Ergebnisses wurden noch
vorhandene Magnetic Beads durch erneutes Anlegen des Magneten entfernt. Die
Zellsuspensionen von zwei Nieren wurden gepoolt und durch ein Sieb (PorengrtfRe
40 pm) mit 10 ml HBSS filtriert. Das Filtrat wurde bei 1500 rpm und 4°C 5 min.
zentrifugiert, der Uberstand entfernt und das erhaltene Pellet mit 500 ul HBSS, welches
mit 0,1% BSA und DAPI (1 ug / ml) versetzt wurde, resuspendiert. Diese Mischung wurde
im FACS-Geréat analysiert.
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Die Trennung der Zellen erfolgte mit dem FACS Aria llu der Firma BD Biosciences.
Hierbei wurden die fluoreszierenden Zellen einzeln in einer Kapillare an gebindelten
Laserstrahlen definierter Wellenlange vorbeigeleitet und anhand des erzeugten
Fluoreszenzlichtes durch einen Photodetektor identifiziert. Hierbei ist die Intensitat der
Fluoreszenz proportional zur Anzahl der Zellen. Durch das Hinzufiigen von DAPI konnte

eine Unterscheidung in intakte und tote Zellen vorgenommen werden.

Die isolierten grun fluoreszierenden Podozyten sowie die rot fluoreszierenden restlichen
glomerularen Zellen wurden anschlieBend direkt in einem 200 ul Trizol enthaltendem

Reaktionsgefald aufgefangen und fur die RNA-Analyse weiterverarbeitet.

4.9 RNA-Isolierung und -Analyse

Die Isolierung der mRNA aus Zellen und die nachfolgende quantitative Echt-Zeit-PCR
wurden mit der Unterstiitzung von Katharina Ehm durchgefihrt.

4.9.1 Isolierung der Messenger-RNA aus Zellen

Die Extrahierung der Messenger-RNA (mRNA) aus den isolierten Glomeruli und
Podozyten erfolgte mit dem TRIsure-Reagenz der Firma Bioline. Hierbei handelt es sich
um ein homogenes Gemisch, das nach der Zugabe von Chloroform in drei Phasen
aufgetrennt wird: eine griine Phenolphase, eine weil3e Proteinphase und eine farblose
wassrige Phase, in der die RNA enthalten ist. Zur Trennung der Phasen wurden die
Proben mit 200 ul TRIsure-Reagenz und 40 ul Chloroform vermischt und 20 Minuten bei
12000 rpm und 4°C zentrifugiert. Der wassrige Uberstand wurde abgenommen und in ein
1,5 ml Reaktionsgefal? tberfuhrt. Durch die Zugabe von 100%igem Isopropanol wurde die
RNA nach einer zehnminidtigen Inkubation bei Raumtemperatur (RT) gefallt. Nach
Zentrifugation bei 12000 rpm und 4°C wurde der Uberstand abgenommen und das RNA-
Pellet mit 1 ml 75%igem Ethanol gewaschen und bei 7500 rpm und 4°C erneut fur fanf
Minuten zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand nahezu restlos abgesaugt und
das RNA-Pellet bei RT vollstandig getrocknet. Zur weiteren Verarbeitung wurde das Pellet
in 250 pl RNAse-freiem DEPC-Wasser resolubilisiert und 5 min. bei 65°C und 300-400
rpm geschiuttelt. Die nachfolgende Quantifizierung der RNA erfolgte tber die optische

Dichte mit dem Nanodrop-ND-1000-Spektrophotometer.
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4.9.2 Reverse Transkription

Die reverse Transkription bezeichnet die Umkehrung der Transkription, also das
Ubersetzen von RNA in eine komplementare DNA (cDNA, engl. ,complementary DNA"),
die fUr die nachfolgende quantitative PCR bendétigt wird. Hierfir wurde eine definierte
Menge isolierte RNA mit Oligo-dT(Desoxythymidin)-Primern versetzt, die komplementar
zum Poly-A-Schwanz eukaryotischer mRNA sind, und finf Minuten bei 65°C in einem
Blockcycler erwarmt. AnschlieBend wurde der in Tabelle 4-5 angegebene Mastermix

zugegeben, der unter anderem die zur Umsetzung benétigte Reverse Transkriptase

enthalt.
Bestandteil Volumen [ul]
DEPC-H,0 3
RT-Puffer 4
dNTPs 4
Reverse Transkriptase 1

Tabelle 4-5: Mastermix-Zusammensetzung fir die reverse Transkription. DEPC-H,0: RNase-freies
Diethyldicarbonat-Wasser. RT-Puffer: 5 x Reverse-Transkriptase-Puffer, pH 8,3. dNTPs:
Desoxyribo-Nukleotid-Triphosphate, Basenbausteine der DNA. Reverse Transkriptase: RNA-
abhéngige DNA-Polymerase, die die Umsetzung von mRNA in cDNA katalysiert.

Die cDNA-Synthese erfolgte binnen einer Stunde bei 37°C. Anschlielend wurde die
Mischung zwei Minuten auf 94°C erwarmt, um die reverse Transkriptase zu inaktivieren.
Alle Proben wurden mit 20 ul DEPC-Wasser versetzt und bis zur weiteren Nutzung bei
-20°C gelagert.

4.9.3 Quantitative Echtzeit-PCR

Zur Quantifizierung der Menge bestimmter Gene in der DNA-Probe und damit der mRNA-
Expression wurde die quantitative Echtzeit-PCR (im Folgenden ,gPCR") angewendet. Mit
Hilfe dieses Verfahrens ist es mdglich, DNA zu vervielféltigen und die genaue Menge der

amplifizierten DNA in Echtzeit (engl. ,real time®) zu bestimmen.

Die qPCR wurde mit dem SYBRGreen-Kit und dem Lightcycler ,LC480“ der Firma Roche
durchgefuhrt. SYBRGreen ist ein DNA-interkalierender Fluoreszenzfarbstoff, der sich
nach jedem Amplifizierungsschritt an die neu gebildete doppelstrangige DNA anlagert.
Anhand der Fluoreszenz-Intensitat lasst sich so die in der PCR entstandene DNA
quantifizieren. Ein Mikroliter der synthetisierten DNA wurde mit neun Mikrolitern des in
Tabelle 4-6 aufgefihrten Mastermix versetzt und nach dem Amplifizierungsprotokoll in

Tabelle 4-7 vervielfaltigt.
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Bestandteil Volumen
[ul]
DEPC-H,O 3
Primer (rev) 0,5
Primer (for) 0,5
SYBRGreen 5

Tabelle 4-6: Mastermix-Zusammensetzung fir die gPCR. DEPC-H,O: RNase-freies
Diethyldicarbonat-Wasser. Primer: Oligonukleotide mit bestimmter Erkennungssequenz fur zu
detektierendes Gen. SYBRGreen: DNA-interkalierender Fluoreszenz-Farbstoff zum quantitativen
Nachweis des Gens liber die Fluoreszenz-Intensitat.

Temperatur [°C] Dauer [mm:ss] | Zyklen Phase

95 05:00 1 Aktivierung
95 00:10 40 Denaturierung
60 00:20 40 Annealing
72 00:20 40 Elongation
95 01:00 1 Schmelzen
60 01:00 1 Schmelzen
40 00:10 1 Abkiihlen

Tabelle 4-7: Amplifizierungs- und Schmelz-Protokoll der gPCR. Aktivierung: Aufheizphase zur
Aktivierung der DNA-Polymerase. Denaturierung: Auftrennung der DNA-Doppelhelix. Annealing:
Primer-Hybridisierung, also Anlagerung der Primer an den DNA-Strang. Elongation: Arbeitsphase
der DNA-Polymerase. Schmelzen: Schmelzen der DNA zur Qualitatsprifung.

Die Fluoreszenz wurde nach jedem Zyklus detektiert. Zur Uberpriifung der Reinheit der
Reaktionsprodukte wurde die DNA am Ende der Amplifikation geschmolzen und eine
Schmelzkurve erstellt. Die Quantifizierung der mRNA Expression erfolgte anhand einer
Standardkurve mit der zugehorigen LightCycler Software, die Ergebnisse wurden auf das

Housekeeper-Gen 18s rRNA normalisiert.

4.10 Histologische Untersuchung der Nieren

Zur Untersuchung eventueller Nierenschadigungen wurden die Nieren der Versuchstiere
mit der Unterstlitzung von Robert Go6tz perfusionsfixiert, eingebettet, geschnitten und
gefarbt. Die Anfertigung und Farbung der Nierenschnitte erfolgte mit der Unterstiitzung

von Regine Janker und Anna Federlein.
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4.10.1 Perfusionsfixierung mit Paraformaldehyd

Vor der histochemischen Untersuchung wurden die Nieren mit einer 4%igen
Paraformaldehyd-L6sung perfundiert. Paraformaldehyd ist ein kurzkettiges Formaldehyd-
Polymer, das die Autolyse und Faulnis von Gewebeproben verhindert und eine reversible
Vernetzung von Proteinen herbeifihrt. Dies dient der Konservierung und
Strukturerhaltung der Gewebe. Zudem wird durch die Erhartung das nachfolgende

Schneiden der Nieren erleichtert.

Die Perfusion erfolgte nach intraperitonealer Anéasthesie der Versuchstiere mit Xylazin
(12 mg / kg KGW) und Ketamin (80 mg / kg KGW) durch Kanilierung der Aorta
abdominalis proximal der rechten Nierenarterie. Die Bauchhdhle wurde hierfiir durch eine
Inzision an der Linea alba getffnet und die Mesenterialarterie und die Aorta oberhalb der
linken Arteria renalis ligiert. Vor der Inzision der Aorta abdominalis wurde diese mit einer
Gefal3klemme abgeklemmt, um den Blutfluss kurzzeitig zu unterbrechen. Nach Einbringen
und Fixation der Perfusionskanile (& 0,8 mm) wurde die Klemme geldst und der Abfluss
des Blutes durch Offnung der Vena cava ermdglicht. AnschlieBend wurden die Nieren mit
auf 37°C erhitztem PBS gespult, bevor die Perfusion mit der PFA-L6sung bei einem
konstanten Druck von 100 mmHg gestartet wurde. Nach finfminttiger Perfusion wurden

die Nieren entnommen und je nach Weiterverarbeitung im jeweiligen Medium aufbewahrt.

4.10.2 Anfertigung und Einbettung der Nierenschnitte

Von den Nieren der Mause, die das mTmG-Transgen enthielten, wurden zur
Untersuchung des podozytaren GC-A Knockouts Gefrierschnitte angefertigt, alle anderen

Nieren wurden in Paraffin eingebettet.
4.10.2.1 Anfertigung der Gefrierschnitte

Zur Anfertigung von Gefrierschnitten wurden die Nieren in eine Mischung aus 4%igem
PFA und 18%iger Saccharose so lang eingelegt, bis die Organe vollstandig durchtrankt
waren und im Reaktionsgefal? absanken. Danach wurden sie kurz in auf -40°C
abgekihltes Methylbutanol getaucht, bis auf der Oberflache der Gewebe eine weil3e
Schicht entstand. Nach kurzem Schockgefrieren in flissigem Stickstoff wurden die
Organe an einem Gefriermikrotom mit Hilfe von TissueTek auf einem Organstempel
befestigt, in Form gebracht und nachfolgend 5 um dicke Querschnitte angefertigt. Diese

wurden auf einem Objekttrager funf Minuten getrocknet und dann bei -20°C aufbewabhrt.
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4.10.2.2 Anfertigung und Einbettung von Paraffin-Schnitten

Fur die Paraffin-Einbettung wurden die Nieren nach der Fixierung in 70%igem Methanol
(MeOH) eingelegt und nachfolgend alle 30 Minuten in einen Alkohol héherer
Konzentration bis hin zu 100%igem Isopropanol uberfiihrt, um das Gewebe zu
dehydrieren. Danach erfolgte das Einlegen der Nieren in ein 65°C warmes Gemisch aus
Isopropanol und dinnflissigem Paraffin (Verhéltnis 1:1) fur wiederum 30 Minuten.
AnschlieBend wurden die Gewebe 2 x 24 Stunden in 60°C warmes, reines Paraffin
eingelegt. Nach dem EingieRen der Nierengewebe mit dem noch heiRen Paraffin in
Silikonformen konnte dieses innerhalb weniger Stunden erkalten und ausharten. Aus dem
entstandenen Paraffin-Block wurden an einem Kryotom 5 um dicke Querschnitte der
Nieren angefertigt und auf Objekttragern tGber Nacht getrocknet. Vor den anschlieRenden

Farbungen erfolgte eine Entparaffinierung der Schnitte in Xylol und Isopropanol.

4.10.3 Histochemische Analysen
4.10.3.1 HE- Farbung

Die Hamatoxylin-Eosin-Farbung®’ ist eine weit verbreitete Methode, die zur
Ubersichtsfarbung von Geweben dient. Hierbei farbt die basische Form des Hamatoxylins,
das Hamalaun, alle Strukturen blau, die sauer bzw. basophil sind (z.B. die DNA in den
Zellkernen). Das saure synthetische Eosin farbt hingegen alle basischen bzw. acidophilen
Strukturen, z.B. Proteine und Kollagen, rot an.

Fur die Farbung wurden die Nierenschnitte nach dem Entparaffinieren anhand einer
absteigenden Ethanolreihe (Ethanol 99%, 80%, 70%, jeweils 5 min. pro Schritt) rehydriert
und anschlieRend finf Minuten lang in PBS eingelegt. Daraufhin erfolgte eine dreiminitige
Inkubation der Schnitte mit dem ,Mayer’'s Hamalaun“-Reagenz mit nachfolgendem
Eintauchen in 1%ige Essigséure und Spilen unter Leitungswasser. Im Anschluss wurden
die Schnitte fur zwei Minuten in eine alkoholische Eosin-Losung eingelegt und danach fir
funf bis zehn Minuten in einer wassrigen LOosung des Reagenz’ inkubiert. Nach dem
Entwassern in einer aufsteigenden Ethanolreihe und Xylol wurden die Schnitte mit

DEPEX-Mounting-Medium (Serva Elekttrophoresis) eingedeckelt.
4.10.3.2 PAS-Farbung

Das Anfarben der Nierenschnitte mit dem ,Periodic-acid-Schiff's* (PAS)-Reagenz®® dient
dem Nachweis kohlenhydrathaltiger Komponenten, die z.B. in Bindegewebsfasern wie
Kollagen vorkommen. Hierbei werden die freien Hydroxylgruppen der Saccharide durch
die enthaltene Periodsaure zu Aldehyden oxidiert, die dann mit der im Schiff's-Reagenz

enthaltenen Fuchsinschwefeligen Saure magentarote Komplexe bilden.
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Nach dem Entparaffinieren und Rehydrieren wurden die Schnitte finf Minuten lang mit
0,5%iger Periodséaure gefarbt und nachfolgend ein bis zwei Minuten mit destilliertem
Wasser gesplult, bevor sie weitere zehn Minuten im Schiff's-Reagenz inkubiert wurden.
Zur Kontrastierung erfolgte im Anschluss eine Blauung der Zellkerne mit Hamalaun (siehe
Abschnitt 4.10.3.1). Nach erneutem Spulen mit destilliertem Wasser wurden die Schnitte
zum Entwassern mit einer aufsteigenden Ethanolreihe und Xylol behandelt und danach

mit Corbit-Balsam eingedeckelt.
4.10.3.3 Masson-Goldner-Trichrom-Farbung

Die Masson-Goldner-Trichrom-Féarbung®®® ist eine Multifarbe-Methode, die in der
vorliegenden Arbeit zur Darstellung von Bindegewebe und zur Untersuchung von
fibrotischem Gewebe diente. Neben einer Grundfarbung mit Eisenhdmatoxylin nach
Weigert (WEH) sind weitere simultane oder nachfolgende Farbungen mit verschiedenen
Farbstoffen moglich. Dabei werden die Zellkerne braun-schwarz, Keratin und

Muskelfasern rot und Bindegewebe und Knochen blaugriin angefarbt.

Die in dieser Arbeit angewandte Farbemethode zur Darstellung des Bindegewebes
umfasste neben der WEH-Farbung eine S&urefuchsin-Ponceau-Farbung in 1%iger
Essigsaure sowie eine Behandlung mit Lichtgriin und Orange G, in die die Nierenschnitte
jeweils fir wenige Minuten eingelegt wurden. 0,5%ige Phosphorwolframséure und

salzsaurer Alkohol dienten zur Differenzierung.
4.10.3.4 TUNEL-Féarbung

Die Farbung der Nierenschnitte mit der TUNEL (engl. ,TdT-mediated dUTP-biotin nick
end labeling”)-Methode?® dient dem Nachweis apoptotischer Zellen in einem Gewebe. An
der Reaktion ist die ,Terminal desoxynucleotidyl Transferase® (TdT) beteiligt, ein Enzym,
das in der Lage ist, Nucleotide an das 3'-Ende der DNA zu fugen, ohne dabei eine
Neusynthese des DNA-Strangs hervorzurufen. Wahrend der Apoptose werden die DNA-
Strange des Zellkerns durch eine erhdhte Aktivitat von Endonukleasen fragmentiert. Die
an den Bruchenden freiwerdenden Hydroxylgruppen werden von der TdT mit fluoreszenz-
markierten Desoxyuridintriphosphat (dUTP)-Nucleotiden versehen, so dass die

apoptotischen Zellen unter dem Fluoreszenz-Mikroskop sichtbar werden.

Fur die Farbung wurden die entparaffinierten und rehydrierten Nierenschnitte zun&chst mit
einer Proteinase-K-L6sung (20 pg / ml in 10 mM Tris / HCI-L6sung; pH 7,4; 15 min.) und
0,3%igem Wasserstoffperoxid (10 min.) bei Raumtemperatur vorbehandelt. Nach
funfmindtigem Waschen in PBS erfolgte die Permeabilisierung mit frisch hergestelltem
0,1%igem Triton-X 100 in 0,1%igem Natriumcitrat fur 2 min. bei 4°C. Daraufhin wurden

die Schnitte erneut mit PBS gewaschen und anschlieRend mit dem zuvor hergestellten
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TUNEL-Reaktionsgemisch aus dem ,TUNEL-Assay-Kit* (Roche) fir eine Stunde in einer
abgedunkelten feuchten Kammer bei 37°C inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS
wurden die Schnitte in einer aufsteigenden Ethanolreihe und Xylol entwassert und
anschliel3end mit DEPEX-Mounting-Medium eingedeckelt.

4.10.3.5 Immunfluoreszenzfarbung

Mit der Immunfluoreszenzfarbung konnte die Expression spezifischer Proteine im
Nierengewebe analysiert werden. Das Prinzip beruht auf einer Antigen-Antikorper-
Reaktion, wobei ein Primar-Antikorper das Protein-spezifische Antigen bindet und
nachfolgend durch einen fluoreszenz-gekoppelten Sekundarantikdrper markiert wird.
Dieser kann nach Anregung mit Licht einer bestimmten Wellenlange unter dem

Fluoreszenzmikroskop detektiert werden.

Zur Antigen-Demaskierung wurden die entparaffinierten und rehydrierten Nierenschnitte
zunachst 45 min. in einer 95°C heiRen TRIS / EDTA-L6sung gekocht. Nach dreimaligem
Waschen mit PBS erfolgte anschlieBend eine zehnminitige Inkubation der Schnitte in
10%igem Pferdeserum und 1%igem BSA in PBS, um unspezifische Bindungen wahrend
der nachfolgenden Antigen-Antikdrperreaktion zu verhindern. Nach der Blockierung
wurden die Schnitte mit dem priméren Antikorper in der erforderlichen Verdinnung (siehe
Anhang; Verdinnung mit 1% BSA in PBS) beschickt und tber Nacht bei 4°C inkubiert.
Am folgenden Tag wurde der sekundare Antikdrper (siehe Anhang; Verdinnung mit 1%
BSA in PBS) nach dreimaligem Waschen mit PBS auf die Objekttrager gebracht und die
Schnitte 1,5 Stunden im Dunkeln bei Raumtemperatur stehen gelassen. Im Anschluss
erfolgte eine nochmalige Blockierung mit 2%igem Phenylhydrazin (10 min. bei 37°C) und
0,002%iger Wasserstoffperoxid-Losung in PBS (20 min. bei 37°C). Nach dreimaligem
Waschen mit PBS wurden die Nierenschnitte mit DAKO-Mounting Medium eingedeckelt.
Die fur die Farbungen verwendeten primaren und sekundaren Antikorper sind im Anhang
aufgelistet. Die Analyse der Fluoreszenz-Intensitat erfolgte mit ImageJ (Version 1.4.3,
National Institute of Health, USA). Nach Ermittlung der Grol3e der untersuchten Flache
(z.B. der Glomeruli) mit dem Programm der Zeiss-Software ,ZEN blue 2012 konnte die

Fluoreszenzdichte als Produkt der Flache und der Intensitét berechnet werden.

4.10.4 Licht-/Fluoreszenzmikroskopie

Die Aufnahme der Nierenschnitte erfolgte mit einem inversen Durchlicht- / Fluoreszenz-
mikroskop (Observer Z1, Zeiss) mit motorisierter Objektauflage, einer Schwarz-Weil3-
CCD-Kamera (AxioCam MRm) sowie der Software AxioVision Rel.4.9 von Zeiss. Die

Farbstoffe der verwendeten sekundaren Antikdrper (siehe Anhang) wurden unter
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Zuhilfenahme geeigneter Fluoreszenzfilter angeregt und das entstandene Emissionslicht
im jeweiligen Spektralbereich aufgenommen (Cy2: Anregung bei 450-490 nm, Emission
bei 500-550 nm; TRITC: Anregung bei 533-558 nm, Emission bei 570-640 nm; Cy5:
Anregung bei 625-655 nm, Emission bei 665-715 nm).

4.10.5 Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)

Die TEM-Aufnahmen wurden von Helga Othmen (AG Prof. Ralf Witzgall, Institut far

Anatomie, Universitat Regensburg) durchgefiuhrt.

Nach Perfusion der Nieren (siehe Abschnitt 4.10.1) wurde das Gewebe fir die
Transmissionselektronenmikroskopie mit einer 3%igen Losung aus Glutaraldehyd in
0,1 M Natriumcacodylatpuffer (pH 7,4) Uber einen Zeitraum von 72 h nachfixiert. Nach
Osmierung (zur Anfarbung von Nervengewebe, Fetten und des Golgiapparats) wurde das
Gewebe in einer aufsteigenden Ethanolreihe entwédssert und in Epon eingebettet.
An einem Ultramikrotom (UC6, Leica) wurden 50 nm dicke Schnitte des Nierengewebes
hergestellt, die nachfolgend mit einer Uranylacetat- und einer Bleicitratldsung kontrastiert
wurden. Die Aufnahmen der Nierenschnitte erfolgten mit dem Transmissions-
elektronenmikroskop ,Zeiss 905“. Die Vergrofierungen sind in den jeweiligen Abbildungen

angegeben.

4.10.6 Western Blot-Analyse

In der vorliegenden Arbeit wurden die Schlitzmembranproteine TRPC6 und Podocin
anhand einer Western Blot-Analyse untersucht, wobei der Podocin-Western Blot mit Hilfe

von Dr. Andrea Fuchsl durchgefiihrt wurde.

Isolierte  Proteine werden anhand ihrer GroéRe mittels SDS-Polyacrylamid
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) aufgetrennt, auf eine Nitrocellulosemembran transferiert
und mittels Antikdrpern identifiziert und quantifiziert. Fir die Analyse wurden 50 (Podocin)
bzw. 200 (TRPC6) Glomeruli eingesetzt, aus denen die Proteine isoliert, elekrophoretisch
aufgetrennt, auf eine Membran transferiert und anschlieBend anhand geeigneter
Antikorper detektiert wurden. Die Zusammensetzung der Pufferldsungen und die

verwendeten Antikorper sind in Anhang | (8.1) aufgelistet.
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4.10.6.1 Proteinextraktion

Zur Isolierung der Proteine wurden die durch Mikrodissektion gesammelten Glomeruli in
15 pl RIPA-Puffer aufgenommen und finfmal in flissigem Stickstoff eingefroren und
wieder aufgetaut. Anschlie@end wurden 15 pl La&mmli-Probenpuffer zugegeben und die
Mischung zur Spaltung der Disulfidbriicken und Denaturierung der Proteine finf Minuten
auf 95°C erhitzt.

4.10.6.2 Gelelektrophorese

Die Proben wurden zusammen mit dem HighMark-PreStained-Protein-Standard
(LifeTechnologies) zur Bestimmung des Molekulargewichts auf ein 10%iges
SDS (engl. ,Sodium dodecyl sulphate®, Natriumlaurylsulfat)-Polyacrylamid-Fertiggel
(Mini-PROTEAN ® TGX Precast Protein Gels, Biorad) aufgetragen, dass in einer mit
Laufpuffer befllliten Elektrophoresekammer (Mini-PROTEAN®, BioRad) befestigt wurde.
Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte fir 20 min bei 60V, gefolgt von ca. 1,5
Stunden bei 100V.

4.10.6.3 Transfer

Die auf dem Gel befindlichen Proteine wurden unter Verwendung des Wetblot-Verfahrens
auf Nitrocellulose-Membran transferiert. Hierfir wurden die zum Blotten bendtigten
Materialien (Schwamme, Whatman-Papiere, Membran und Gel) zun&chst zehn Minuten in
Transferpuffer geschwenkt. Zum Aufbau des Blotting-Sandwichs wurden ein Schwamm,
zwei Whatmann-Papiere, SDS-Gel, Nitrocellulosemembran, zwei Whatmann-Papiere und
ein Schwamm luftblasenfrei in der Halterung zusammengebaut und in der Wetblot-
Apparatur (Trans Blot®, Elektrophorese Transferkammer, BioRad) befestigt. Diese wurde
vollstéandig mit Transferpuffer gefillt. Unter Anlegen einer Spannung von 65 Volt wurden

die Proteine binnen 150 min. vom Gel auf die Nitrocellulosemembran Ubertragen.
4.10.6.4 Detektion

Nach dem Blotten erfolgte die Detektion der beiden Proteine anhand spezifischer
Antikorper (siehe 8.1.6). Hierfur wurde die mit destilliertem Wasser gespilte Membran
zunachst mit einer dreiprozentigen Magermilchsuspension (in PBS-T, siehe Anhang) 20
Minuten lang bei RT blockiert. Die nachfolgende Bindung des in der Blockierldsung
verdinnten primaren Antikorpers erfolgte Gber Nacht in einer feuchten Kammer bei 4°C.
Am nachsten Tag wurde die Membran zweimal in destillierten Wasser gewaschen, der an
HRP-konjugierte sekundare Antikérper (in Blockierlésung verdinnt) aufgegeben und in
einer feuchten Kammer fir 1,5 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Nach weiteren
Waschvorgangen in destilliertem Wasser wurde die Membran funf Minuten in PBST

geschwenkt und anschlieRend in PBS 15 Minuten bei RT und 30 Minuten im Kihlschrank
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aufbewahrt. Danach erfolgten vier weitere Waschvorgange in destilliertem Wasser. Zur
Detektion der Proteine wurde die Membran einige Minuten mit 2 ml einer ECL (engl.
,enhanced chemiluminescence®)-Detektionslosung (,Pierce ECL Western Blotting
Substrat, ThermoFisher Scientific) inkubiert. Die durch HRP katalysierte
chemilumineszente Reaktion kann mithilfe des Fusion FX7 Imagers (Vilber Lourmat,
Eberhardzell) sichtbar gemacht werden. Anhand des mitgefuhrten Standards konnte
Podocin auf einer Hohe von 42 kDa und TRPC6 bei 106 kDa detektiert werden.

Die quantitative Analyse der Proteine erfolgte Uber die Messung der optischen Dichte der

entstandenen Banden mittels ImageJ.

4.11 Bestimmung des podozytaren Ca**-Influx

Dieser Versuch wurde mit der Unterstitzung von Dr. Daniela Valletta durchgefihrt.

Fur die Messung wurden frisch isolierte Glomeruli von DOCA-behandelten Podo GC-A
KO und WT Mausen verwendet, die die Transgene der mTmG-Reportermaus in ihrem
Genom tragen, da in diesen die Podozyten durch ihre grine Fluoreszenz identifiziert
werden konnten. Glomeruli unbehandelter Tiere beider Genotypen dienten als Kontrolle.
Die Messung der intrazellularen Calcium-Konzentration fand anhand der Fluoreszenz-
bestimmung des Calcium-Indikators Fura-2 statt**'. Fura-2 ist ein Fluoreszenz-Farbstoff,
der mit Calcium Chelatkomplexe bildet. Die Calcium-Konzentration ist also proportional
zur Fluoreszenzintensitat des Farbstoffs. Fir die Messung wurde der membrangéngige
Acetoxymethylester des Farbstoffs (Fura-2-AM) verwendet, der durch passive Diffusion in
die Zellen gelangt und dort von Esterasen zum reaktiven Fura-2 abgebaut wird, wodurch

der Austritt aus der Zelle verhindert wird.

Den Versuchstieren wurde tber einen Zeitraum von neun bis zwolf Tagen zweimal taglich
eine intraperitoneale DOCA-Injektion verabreicht. Nach Beendigung der Behandlung
wurden die Tiere durch zervikale Dislokation getdtet und die Nieren entnommen. Im
Anschluss an das Zerschneiden der Nieren erfolgten mehrere Siebvorgéange nach dem

Protokoll von llatovskaja et al.?*?

. AnschlieBend wurden die Glomeruli manuell per
Mikrodissektion isoliert und auf ein Deckglaschen gegeben, auf dem sie anhafteten.
Danach erfolgte eine 45-minitige Inkubation der Glomeruli mit 200 pl einer 10 uM-L&sung
von Fura-2-AM in Ringerlésung. Die Deckglaschen wurden in einer Perfusionskammer
eines inversen Mikroskops (Axio Observer, Zeiss) angebracht und der zu untersuchende

Glomerulus wurde mit einer Haltepipette fixiert. Nach einer Waschphase von ca. 15 min.
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wurde die Region, in der die Calcium-Bestimmung stattfinden sollte, in den grin
fluoreszierenden Podozyten als ROI (engl. ,Region of interest®) markiert. Zur Stimulation
des Calcium-Influx wurde Adenosintriphosphat (ATP) in einer Konzentration von
100 pmol / L verwendet. Weiterhin wurden einige Glomeruli mit dem TRPC-Blocker SKF
96365 (10 pM in 0,9% NaCl) und dem rekombinanten, murinen atrialen natriuretischen
Peptid (ANP, 200 uM in 0,9% NaCl) behandelt, wobei die Perfusion hier ca. 5 min. vor
dem Start der ATP-Applikation stattfand. Die Fluoreszenz-Messung erfolgte sowohl bei
einer Wellenlange von 340 nm (Anregung von Calcium-gesattigten Fura-2) als auch bei
380 nm (Anregung von freiem Fura-2). Veranderungen der [Ca?']i wurden anhand des
Quotienten der Fluoreszenzintensitaten bei beiden Wellenlangen
(340 nm / 380 nm) berechnet. Die Analyse erfolgte mit dem Visifluor Ratio Imaging

System und der zugehdrigen Software Visiview 2.1.4.

4.12 Statistische Analyse

Alle erhobenen Daten wurden als Mittelwert + Standardfehler dargestellt. Die statistische
Auswertung und die Erstellung der Graphen erfolgten mit Microsoft Excel 2010 und
GraphPad Prism 5. Der Vergleich zweier Parameter erfolgte durch den Student’s t-test
nach Prifung auf Normalverteilung. Die Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen
bzw. zwischen verschiedenen Zeitpunkten wurden anhand der einfaktoriellen oder
zweifaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA) mit anschlieBender Bonferroni-post-hoc-
Korrektur, wenn noétig, berechnet. Unterschiede mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit

p<0,05 wurden als statistisch signifikant betrachtet.
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5 Ergebnisse

Im Rahmen dieser Arbeit wurden folgende Fragen beziglich des Einflusses der

natriuretischen Peptide auf die Nierenfunktion bearbeitet:

1. Werden die glomeruléare Filtrationsrate und die renale Salz- und Wasserausscheidung,
die wichtige Parameter der Nierenfunktion darstellen, maRgeblich durch die Aktivierung
der GC-A im Podozyten reguliert?

2. Hat die Aktivierung der GC-A durch die kardialen natriuretischen Peptide eine
protektive Wirkung auf die Podozyten und kann damit einer Schadigung des Glomerulus

vorgebeugt werden?

Hierfir wurden Mause mit einer podozytenspezifischen Deletion der Guanylatzyklase A
generiert, charakterisiert und beziglich physiologischen und pathophysiologischen

Verédnderungen untersucht.

Anmerkungen:

|. Teile dieser Doktorarbeit wurden im ,Journal of the American Association of
Nephrology* veroffentlicht. Die Erlaubnis des Journals zur Verwendung der Daten wurde
eingeholt und vom Journal bewilligt. Beteiligte Personen, die Versuche angeleitet oder
mafgeblich durchgefiihrt haben, sind im Methodenteil namentlich erwéhnt.

[I. Die in den Auswertungen aufgefuhrten Zahlenwerte sind als Mittelwerte (MW) +
Standardfehler (SF) angeben.
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5.1 Generierung und Charakterisierung der podozyten-

spezifischen GC-A Knockout-Maus

5.1.1 Generierung der NPHS2-Cre x GC-A"*1°% (Podo GC-A KO) Maus

Fur die Generierung der podozytenspezifischen GC-A Knockout-Maus wurde das
Cre / LoxP-System angewendet. Die von Prof. Michaela Kuhn zur Verflgung gestellten
Mause, in denen das Exon 1 des GC-A-Gens mit LoxP-Stellen markiert, also ,gefloxt*
vorliegt (GC-A"™1914¢ \yyrden hierfur mit Mausen verpaart, die die Cre-Rekombinase
unter Kontrolle des NPHS2-Promotors (codiert fiir Podocin) exprimieren®?. Der NPHS2-
Promotor ist nur in Podozyten aktiv, wodurch eine selektive Expression der Cre-

Rekombinase in diesen Zellen erreicht wird*.

Damit wurde die Expression des
natriuretischen Peptid-Rezeptors in den Podozyten dieser Mause unterdriickt. Die
homozygoten Nachkommen (NPHS2-Cre x GC-A"™"%) der heterozygoten Zuchtpaare
(NPHS2-Cre x GC-A™"T) werden im Folgenden als ,Podo GC-A KO* bezeichnet. Der
Knockout wurde zunéchst anhand der genomischen DNA mit Hilfe der Polymerase-Chain-
Reaktion (PCR) verifiziert. Als Kontrolltiere fiir die Experimente dienten diejenigen
Wurfgeschwister, die zwar auch die Cre-Rekombinase exprimierten, jedoch keine
,gefloxten“ Allele der GC-A aufwiesen (NPHS2-Cre x GC-A"*). Obwohl es sich bei diesen
Tieren im strengen Sinne nicht um Wildtyp-M&ause handelt, werden sie im Folgenden als
,LPodo GC-A WT* bezeichnet. Abb. 5-1 zeigt die Genotypisierung, die die Deletion der

podozytaren GC-A-Expression in der DNA der Podo GC-A KO Mause bestatigt.
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Abb. 5-1: DNA-Genotypisierung der Podo GC-A Méause auf einem 2%igem Argarosegel.
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Um die Deletion der podozytaren GC-A auch auf Proteinebene zu bestatigen, wurden die
Podo GC-A KO Mause und ihre Wildtyp-Geschwister abermals mit einer transgenen,
doppelt fluoreszierenden, Cre-Reporter Maus gekreuzt, in deren Genom das Gen fir ein
rot fluoreszierendes Protein (mT) und, diesem nachgeschaltet, das Gen fir ein

grinfluoreszierendes Protein (mG) eingebracht wurde (Gt(ROSA)26Sor™*AcTe tdTomato-

EGFPLUON " mGmT)?*%. Kreuzt man diese Maus mit einer Maus, die die Cre-Rekombinase
unter einem bestimmten Promoter exprimiert, wird das mit LoxP-Stellen markierte mT-
Gen mit nachfolgendem Stopcodon ausgeschnitten. Dadurch kommt die Transkription des
mT-Gens zum Erliegen und stattdessen wird nun das mG-Gen abgelesen, was letztlich
zur Bildung des grinfluoreszierenden mG-Proteins fihrt.  Abb. 5-2  zeigt
fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Nierenquerschnitten der auf diesem Weg

Alo¥IX TmG“ Mause. In diesen fluoreszieren alle Zellen rot, die die Cre-

generierten ,GC-
Rekombinase nicht exprimieren (Abb. 5-2 A) bzw. den NPHS2-Promotor nicht aufweisen,
also kein Podocin exprimieren (Abb. 5-2 B). In den Glomeruli der Mause (kleine Bilder),
die die Cre-Rekombinase exprimieren (Podo GC-A""* mTmG und Podo GC-A™*

mTmG), wird in den Podozyten, die das Podocin-Gen aufweisen, das grin

fluoreszierende mG-Protein gebildet.

Abb. 5-2: Fluoreszenz-Aufnahmen der Nierenschnitte von mTmG Mausen. A. Nierenquerschnitt
einer NPHS2-Cre-negativen Maus. Alle Zellen exprimieren das rotfluoreszierende Protein (mT).
B. Nierenquerschnitt einer NPHS2-Cre-positiven Maus. In den Podozyten wird im Gegensatz zu
allen anderen Zellen das grin fluoreszierende Protein (mG) exprimiert.

Um nachzuweisen, dass es sich bei den grun fluoreszierenden Zellen wirklich nur um
Podozyten handelt, wurden die Glomeruli mit einem Synaptopodin-Antikérper angefarbt
(Abb. 5-3). Tatsachlich tberlappen mG-Fluoreszenz und Synaptopodin-Farbung komplett.
Demnach wird das mG-Protein in den Nieren der Cre-positiven Reporter-Mause

nachweislich nur in den Podozyten exprimiert.
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Abb. 5-3: Fluorezenz-mikroskopische Aufnahmen des Glomerulus einer Podo GC-A mTmG Maus
und Co-Farbung mit Synaptopodin. Oben links: Expression des griin fluoreszierenden Proteins
(mG) in den Podozyten. Oben mittig: Expression des ubiquitdr vorkommenden rot
fluoreszierenden Proteins (mT). Oben rechts: Expression von mG und mT im Glomerulus. Untere
Aufnahmen: Immunhistochemische Co-Farbung des Podozyten-Marker-Proteins Synaptopodin
(blau). Unten links: Synaptopodin-Farbung in den Podozyten eines Glomerulus. Unten mittig:
Expression von mG und Co-Farbung mit Synaptopodin. Die Turkis-Farbung zeigt die deutliche
Uberlappung der griinen und blauen Farbung an. Unten rechts: Expression von mT und Co-
Farbung des Synaptopodins. In dieser Aufnahme zeigt sich keine Uberlappung. Die Aufnahmen
bestatigen die exklusive Expression des griin fluoreszierenden Proteins in den Podozyten.

Mit Hilfe der mTmG-Reporter Maus war es mdglich, die Podozyten zu isolieren und zu
analysieren. Hierfir wurden zunachst die Glomeruli mit Hilfe der ,Magnetic Beads"-
Methode (4.8.1) isoliert und diese durch weitere Aufschlussvorgange in eine Einzel-Zell-
Suspension Uberfuhrt. Aus dieser konnten die grin fluoreszierenden Podozyten mittels
.Fluorescence activated cell sorting“ (FACS, 4.8.3) von den restlichen rot fluoreszierenden
glomerularen Zellen getrennt werden. AnschlieRend wurden die separierten
Suspensionen mit Hilfe verschiedener gewebespezifischer Marker-Proteine hinsichtlich
ihrer Reinheit auf transkriptioneller Ebene untersucht. Als Podozyten-Marker wurden
Podocin und Nephrin verwendet, Megalin diente zur Identifikation von proximalen
Tubulus-Zellen und CD31 fur die Detektion von Endothel-Zellen. Die Ergebnisse der
MRNA-Analyse sind in Abb. 5-4 dargestellt. In der Podozytenfraktion der Zellsammlung
waren Podocin und Nephrin stark exprimiert, die mRNA von Megalin und CD31 konnten

hingegen nicht detektiert werden.
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In den dbrigen, rot fluoreszierenden glomerularen Zellen sowie im restlichen
Nierengewebe wurden die Podozytenmarker kaum exprimiert. Die Podozyten wurden also
mit einem hohen Reinheitsgrad aus dem Nierengewebe isoliert. Pro Niere wurden im
Mittel ca. 250000 Podozyten isoliert.
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Abb. 5-4: Uberpriifung der Reinheit der Zellsuspension nach FACS anhand der mRNA Expression
spezifischer Marker-Gene. ,Nicht-Podozyten®. Rotfluoreszierende glomerulare Zellen nach der
Separation durch das FACS. ,Niere“: restliches Nierengewebe bzw. das Filtrat der Glomeruli-
Isolierung. A und B. mRNA Expression der Schlitzmembranproteine Podocin und Nephrin.
C. mRNA Expression des proximalen Tubulus-Markers Megalin. D. mRNA Expression des
Endothelzell-Markers CD31.

5.1.2 Untersuchung der GC-A Expression

Als Nachstes wurde die mRNA Expression der GC-A in den Nieren der Podo GC-A KO
Mause und ihrer Wildtyp-Wurfgeschwister untersucht. Interessanterweise wiesen die
isolierten Podozyten der Podo GC-A WT Tiere die hochste GC-A mRNA Expression im
Vergleich zu allen anderen glomerularen Zellen und auch zum restlichen Nierengewebe
auf. Darliber hinaus konnte in den Podozyten der Podo GC-A Knockout-Mause nahezu
keine mMRNA Expression der GC-A detektiert werden. Die rot fluoreszierenden, nicht-
podozytdren Zellen wie auch die Zellen des ,Uberstands“ dieser Versuchstiere
unterschieden sich beziglich des Expression des GC-A Gens hingegen nicht von denen
der Wildtyp-Kontrollen (Abb 5-5).
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Abb. 5-5: mRNA Expression der Guanylatzyklase A nach Isolierung der Podozyten von Podo
GC-A WT und KO Mausen mittels FACS. Podozyten: grunfluoreszierende Zellen der FACS-
Analyse. ,Nicht-Podozyten“: rot fluoreszierende Zellen der FACS-Analyse. ,Niere”: restliches
Nierengewebe, Filtrat der Glomeruli-Isolierung. * p < 0,05 vs. WT

5.1.3 Charakterisierung der Podo GC-A KO Maus

Fur die Phanotypisierung der podozytenspezifischen GC-A Knockout-Mause wurden
sowohl weibliche als auch ménnliche Versuchstiere im Alter von 16 bis 24 Wochen
verwendet. Die Geburtenrate wies ein ausgewogenes Verhaltnis an Knockout- und
Wildtyp-Geschwistertieren auf. Eine erhOhte Letalitdt der Neugeborenen war nicht

erkennbar.
5.1.3.1 Untersuchung der Regulation anderer Proteine im Podozyten

Zunachst wurden weitere Proteine der NP / GC-A-Signalkaskade und ihrer Regulatoren in
den isolierten Podozyten von Podo GC-A KO Nieren und Kontrollnieren hinsichtlich ihrer
Regulation auf mRNA-Ebene untersucht. Fir die cGMP-abhéangigen Proteinkinasen
cGKlalpha und cGKlbeta, die durch den Second Messenger cGMP aktiviert werden,
konnten zwischen den Podozyten der Knockout- und Wildtyp-Mause keine Unterschiede

in der mMRNA Expression festgestellt werden (Abb. 5-6).
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Abb. 5-6: mRNA Expression von Downstream-Proteinen der NP / GC-A-Signalkaskade, bezogen
auf das Housekeeper-Protein 18s. A. cGKlalpha. B. cGKlbeta.

Auch die mRNA-Expression des NPR-C, dem Clearance-Rezeptor und dadurch
wichtigem Regulator der natriuretischen Peptide, unterschied sich nicht zwischen
Knockout- und Wildtyp-Podozyten. Der Angiotensin 1l- (AT,). Rezeptor und der
Mineralokortikoid- (MR-) Rezeptor, deren Liganden als Teil des RAAS die physiologischen
.,Gegenspieler* der natriuretischen Peptide darstellen, zeigten keine veranderte

Expression in den Knockout-Podozyten gegeniiber den Kontrollen (Abb. 5-7).
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Abb. 5-7: mRNA Expression regulatorischer Rezeptoren in isolierten Podozyten von Podo GC-A
KO und WT Mausen, bezogen auf 18s. A. Der Clearance-Rezeptor NPR-C. B. Der Angiotensin Il-
(AT1-) Rezeptor. C. Der Mineralocorticoid- (MR-) Rezeptor.
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5.1.3.2 Untersuchung physiologischer Parameter

Die podozytenspezifischen GC-A Knockout-Mause wurden hinsichtlich  ihres
Korpergewichts, der Nierenfunktion, des Blutdrucks, der Herzfrequenz und diverser Blut-
und Urinparameter charakterisiert und mit den Wildtyp-Wurfgeschwistern verglichen. Die
Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Tabelle 5-1 aufgelistet. Unter
Kontrollbedingungen zeigten die M&use mit der genetischen Deletion des NPR-A-
Rezeptors keine Unterschiede zu den Kontrolltieren. Auch beziiglich der Organgewichte

konnten zwischen Podo GC-A KO und WT Mausen keine Unterschiede festgestellt

werden.
Physiologischer Parameter | Geschlecht Podo GC-AWT Podo GC-A KO
Kdrpergewicht [g] male 27,8 £ 0,9 (n=8) 28,6 + 0,7(n=8)
female 23,4 £ 0,6 (n=8) 23,3+ 0,7 (n=8)
=Einlieg 1y AL ES male 134 + 2,1 (n=13) 140 + 2,7 (n=13)
[mmHg]
female 127 £ 2,1 (n=12) 128 + 2,0 (n=11)
Beide Nieren [mg] male 365 + 15 (n=8) 369 + 8 (n=8)
female 279 + 13 (n=8) 284 + 10 (n=8)
Herz [mg] male 122 + 8 (n=8) 129 £ 5 (n=8)
female 100 + 4 (n=8) 105 + 3 (n=8)
Herzfrequenz [min™] male 660 * 6,8 (n=13) 651 + 7,0 (n=13)
female 662 + 9,1 (n=12) 665 + 10,3 (n=11)
ﬂgs};‘;‘\laéﬁe/”rir:‘l'ﬂ"‘]“"m PRA) | male 451 + 11,4 (n=8) 43,3+6,5 (=8)
female 54,3 + 4,8 (n=8) 52,9 + 11,2 (n=8)
Hamatokrit [%] male 49,8 + 0,4 (n=16) 49,2 +0,7 (n=15)
female 50,2 + 0,6 (n=18) 49,5 + 0,8 (n=15)
T male 4,28 +0,29 (n=5) 3,9 £0,18 (n=5)
female 4,09 + 0,25 (n=5) 3,64 + 0,17 (n=5)
GFR [ul / min / g KGW] male 15,0 £ 0,5 (n=8) 15,5 + 0,7 (n=8)
female 15,1 £ 0,8 (n=8) 15,4 + 0,7 (n=8)
Urinvolumen [ml / 12h] male 0,74 £ 0,18 (n=7) 0,72 + 0,11 (n=6)
female 0,76 + 0,11 (n=7) 0,74 + 0,11 (n=9)
Na'-Exkretion male 5,4 + 0,7 (n=6) 5,5+ 0,9 (n=5)
[umol / 12h / g bw]
female 5,7+0,6 (n=8) 59+1,1 (n=7)
Albumin-Exkretion [ug / 12h] male 7,2+ 1,0 (n=6) 9,3+ 1,9 (n=5)
female 10,2 £ 2,1 (n=8) 12,2 £ 2,2 (n=8)
Errlzalti;izr;]-]Exkretion el 20,1 £ 2,8 (n=6) 20,0 + 2,0 (n=5)
female 19,5 + 2,0 (n=8) 18,1 + 1,3 (n=8)

Tabelle 5-1: Physiologische Parameter von unbehandelten Podo GC-A WT und KO M&usen.
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5.2  Einfluss von ANP und BNP auf die Regulation der GFR
durch Aktivierung der podozytaren GC-A

5.2.1 Untersuchungen zur funktionellen renalen Kompensation nach

Uninephrektomie

Wie bereits erwahnt sind die Nieren in der Lage, ihre Funktion gegen endo- und exogene
Einflisse Uber weite Bereiche konstant zu halten. Auch der Verlust funktionsfahigen
Nierengewebes wird durch eine erhodhte Filtration und ein gesteigertes Wachstum der
verbliebenen Nephrone ausgeglichen. Dieses Ph&nomen wird als kompensatorische
renale Hypertrophie bezeichnet. Klinische Relevanz erlangt es zum Beispiel im Rahmen
einer Nierenlebendspende, bei der die verbleibende Niere des Spenders ihre Funktion
schon innerhalb kurzer Zeit auf bis zu 75% des urspriinglichen Wertes steigert®**. Auffallig
ist hierbei, dass der Hauptanteil der Anpassung schon in den ersten Tagen nach der
Spende stattfindet.

Dr. Andrea Schreiber konnte in ihrer Doktorarbeit in unserer Arbeitsgruppe die kardialen
natriuretischen Peptide als Signalmolekile fir die rapide funktionelle Anpassung der
glomerularen Filtrationsrate nach einer unilateralen Nephrektomie (UNX) identifizieren. Sie
zeigte an Mausen mit globaler genetischer Deletion der GC-A, dass die Aktivierung des
Rezeptors eine essentielle Bedeutung fir den initialen Mechanismus der

kompensatorischen renalen Hypertrophie hat®®.

Wie die natriuretischen Peptide die Anpassung der GFR in dieser Situation regulieren, ist
allerdings nicht bekannt. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte unter anderem

ermittelt werden, ob die Aktivierung der GC-A in den Podozyten hierbei eine Rolle spielt.

Zur Klarung dieser Frage wurden die zuvor generierten Podo GC-A Knockout- und
Wildtyp-M&use genau wie die globalen GC-A Knockout-Mause einer linksseitigen
Uninephrektomie unterzogen. Drei bis vier Tage nach UNx wurde die glomerulare
Filtrationsrate der Versuchstiere anhand der ,Single shot Clearance“-Methode mittels
FITC-Sinistrin ermittelt und mit den vor der UNx bestimmten Werten verglichen. Abb. 5-8
zeigt die Ergebnisse dieser Untersuchungen im Vergleich mit den von Dr. A. Schreiber

generierten Daten.

Unter Kontrollbedingungen (preUNx) zeigten die Podo GC-A KO Mause bezlglich der
glomerularen Filtrationsrate keine Unterschiede zu den Podo GC-A WT Mausen oder den
konventionellen GC-A Knockout-Tieren. Wahrend diese drei bis vier Tage nach der
unilateralen Nephrektomie (postUNX) keinen signifikanten Anstieg der Einzelnieren-GFR

aufwiesen (7,3 + 0,3 (post UNXx) vs. 6,7 + 0,3 (preUNx) pl / min / g KGW), kompensierten
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die Mause mit podozytenspezifischer Deletion der GC-A den Verlust des Nierengewebes
in gleichem Ausmafd wie die Wildtypen (Podo GC-A KO: 10,5 + 0,3 (post UNXx) vs.
7,9 £ 0,3 (preUNx) pl / min / g KGW; Podo GC-A WT: 10,7 + 0,3 (post UNXx) vs.
7,9 £ 0,3 (preUNXx) pl / min / g KGW; p<0,0001).
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Abb. 5-8: Einzel-Nieren-GFR (skGFR, engl. ,single kidney GFR") von Podo GC-A KO (n=17)
und WT (n=15) Mausen sowie konventionellen GC-A KO Mausen (n=20, Daten aus der
Dissertation von Dr. Andrea Schreiber®®) vor (preUNx) und drei bis vier Tage nach
Uninephrektomie (postUNX). Die Basalwerte (preUNx) wurden fur den direkten Vergleich halbiert.

# p<0,001 vs. preUNx

Die Ergebnisse dieses Versuchs zeigen, dass die funktionelle Anpassung des
verbleibenden Nierengewebes nach einer unilateralen Nephrektomie nicht durch die
Aktvierung der GC-A im Podozyten reguliert wird. Die natriuretischen Peptide scheinen
also ihre GFR-regulierende Wirkung im Rahmen der kompensatorischen renalen
Hypertrophie nicht Gber eine Verdnderung des Tonus der podozytdren Fuldfortsatze zu

vermitteln.
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5.2.2 BNP-Infusion in andsthesierten Podo GC-A KO und WT Mausen

Nachdem die Aktivierung der podozytaren GC-A durch die natriuretischen Peptide keinen
Einfluss auf den GFR-Anstieg nach Uninephrektomie hatte, wurde in einem weiteren
Versuch Uberprift, ob die kardialen natriuretischen Peptide generell einen Einfluss auf
renale Prozesse wie die glomerulare Filtrationsrate, Natriurese und Diurese und den
Blutdruck haben.

Im folgenden Versuch wurde anéasthesierten Podo GC-A KO und WT Mausen das B-Typ-
natriuretische Peptid (1ng / min / Kg KGW) Uber die Jugularvene infundiert und anhand
der FITC-Sinistrin-Clearance die GFR bestimmt. Der in diesem Zeitraum gebildete Urin
wurde quantifiziert und zur Bestimmung der Natrium-Exkretion herangezogen. Wahrend
des Infusionszeitraums wurde der mittlere arterielle Blutdruck (MAD) der narkotisierten
Tiere in der Arteria carotis gemessen. Vor der BNP-Infusion wurden die Basalwerte der
Tiere in einer Kontrollperiode, in der lediglich physiologische Kochsalz-Lésung
(im Folgenden ,NaCl) infundiert wurde, bestimmt. Des Weiteren wurde das B-Typ-
natriuretische Peptid in gleicher Weise in konventionelle GC-A KO Mause appliziert und
auch hier die GFR, die Natriurese, die Urinausscheidung und der MAD bestimmt. Als
Kontrollgruppe wurde einigen Tieren (n=6) Uber den gesamten Versuchszeitraum
(60 Minuten) eine physiologische Kochsalzlésung (im Folgenden ,NaCl*) analog der BNP-

Infusion verabreicht.

Durch die Infusion des rekombinanten murinen BNPs stieg die Plasma-Konzentration im
Blut der Podo GC-A KO Mause auf das Vierfache der Konzentration unter Kontroll-
Bedingungen (Infusion einer 0,9%igen Kochsalzl6sung, Flussrate 0,2 pl / min tber den
gleichen Zeitraum) an (Abb. 5-9: 488 £ 109 (BNP) vs. 117 £+ 30 (NaCl) pmol / L; p<0,05).
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Abb. 5-9: Plasma BNP-Konzentration der Versuchstiere unter Kontrollbedingungen (NaCl) und
nach 30-minttiger BNP-Infusion (BNP). * p < 0,05
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In Abb. 5-10 und Tabelle 5-2 sind die Ergebnisse der BNP-Infusion dargestellt. Wie in
Abb. 5-10 A zu sehen ist, stieg die glomerulare Filtrationsrate als Reaktion auf die
erhohten BNP-Level sowohl in den Wildtyp-Mausen (n=16) als auch in den Tieren, die die
GC-A in den Podozyten nicht exprimierten (n=14), deutlich an.

Im Gegensatz dazu zeigte sich in den Mausen mit globaler Deletion der GC-A (n=6) kein
Anstieg der GFR durch die BNP-Infusion. Auch in den Tieren, die Uber den gesamten
Versuchszeitraum lediglich eine NaCl-Infusion erhielten (n=6), konnte kein GFR-Anstieg
verzeichnet werden. Damit wurde eine Veranderung der GFR aufgrund eines durch die

Infusion moglicherweise entstandenen Volumenreizes ausgeschlossen.

Zudem wurden weder die Natriurese noch die Diurese durch die Abwesenheit der NP /
GC-A |/ cGMP-Signalkaskade in den Podozyten verandert (Abb. 5-10 C und D sowie
Tabelle 5-2). Das Urinvolumen und die Natrium-Ausscheidung stiegen unter der Infusion
mit dem natriuretischen Peptid in den Podo GC-A KO und WT gleichermaf3en an. Auch
hier blieb die Reaktion in den konventionellen GC-A KO Mausen aus. Wurde lediglich

NacCl infundiert, stellte sich auch keine Verénderung dieser Parameter ein.

Der Blutdruck (Abb. 5-10 B) fiel wahrend des Versuchs in den meisten Tieren geringfigig
ab. Da dieses Phanomen bei Mausen jeder der verschiedenen Gruppen auftrat, ist es
unwahrscheinlich, dass die Senkung des Blutdrucks durch BNP vermittelt wurde. Es ist
wahrscheinlicher, dass die Anderungen aufgrund der Dauer des invasiven Versuchs und

der dementsprechend langen Narkose auftraten.

Die Ergebnisse dieses Versuches zeigen, dass BNP zwar in der Lage ist, sowohl die GFR
als auch die Natriurese und Diurese Uber die Aktivierung der GC-A zu regulieren, jedoch
spielen die Podozyten hierbei keine Rolle.
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Abb. 5-10: BNP-Infusion in narkotisierten Podo GC-A KO (n=14) und WT (n=16) Mausen sowie
konventionellen GC-A KO Mausen (n=6). Kontrolle: Infusion einer 0,9%igen Kochsalzlésung uber
den gesamten Versuchszeitraum (n=6). A. GFR vor (NaCl) und nach 30-minttiger BNP- bzw. NaCl
Infusion (BNP bzw. NaCl). B. Mittlerer arterieller Blutdruck, gemessen in der Arteria carotis in
narkotisierten Mausen wahrend BNP- bzw. NaCl-Infusion. C. Urinvolumen vor (NaCl) und infolge
30-minttiger BNP- bzw. NaCl-Infusion. D. Natriurese infolge 30-minttiger BNP- bzw. NaCl-

Infusion. * p<0,05 vs. NaCl; # p<0,001 vs. NaCl.

Podo GC-A KO Podo GC-A WT GC-A KO Kontrolle
Parameter NaCl BNP NaCl BNP NacCl BNP NacCl NacCl
GFR 9,6 + 14,2 + 9,7 + 12,4 + 10,6 + 9,9+ 10,5 + 9,7 +
[u/min/g KGW] | 0,6 0,9 0,7 0,7 1,2 1,2 0,8 0,8
Urinvolumen 28,9 + 86,8 + 27,3+ 83,3 + 27,7 27,1 + 26,5 24,8 +
[Wl/30 min.] 3,8 14,5 2.1 11,5 5,0 2,7 55 4,0
Na*-Exkretion 2,0+ 17,1 + 2,3+ 17,0 £ 2,0+ 2,3+ 1,7+ 19+
[umol/30 min] 0,2 3,4 0,3 3,2 0,6 0,6 0,3 0,6
81,2 + 78,4 + 80,8 + 77,2 + 91,1+ 84,3 + 86,7 + 82,1+
L L Y 3,1 2,6 2,4 1,7 7l 3,4 4,5

Tabelle 5-2: Auflistung der Werte analog zu Abb. 5-10.
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5.3 Untersuchung der nephroprotektiven Wirkung der
kardialen natriuretischen Peptide durch Aktivierung der
GC-A im Podozyten

5.3.1 Das ,DOCA-Salz“ Modell

In diesem Versuch wurde die mdgliche nephroprotektive Rolle der natriuretischen Peptide
durch die Aktvierung der podozytdaren GC-A untersucht. Als renales Schadigungsmodell
wurde das sogenannte ,DOCA-Salz“-Modell verwendet. Dieses Modell umfasst die
Applikation des Aldosteron-Prékursors Deoxycorticosteron bzw. dessen Essigsauresalz
(Deoxycorticosteronacetat, DOCA) in Kombination mit einer vierprozentigen Kochsalzdiat.
Die Anwendung des Modells in Verbindung mit einer unilateralen Nephrektomie und einer
Hochsalzdiat zur Induktion einer Nephropathie ist im Mausmodell gut etabliert. Eine
mehrwochige Exposition fuhrt zu Bluthochdruck und Glomerulopathien, die unter anderen
durch interstitielle Fibrose und mesangiale Expansion gepragt sind und mit einer

Schadigung der Podozyten einhergehen?®%*

. Im Rahmen dieses Experiments wurde
mannlichen Podo GC-A KO und WT Mausen 2 Wochen nach der Entfernung der linken
Niere ein DOCA-Pellet (50 mg DOCA, 21-Tage-Freisetzung, s.c.) eingesetzt und das
Futter auf die Hochsalzdiat (4% NaCl) umgestellt. Die Behandlung (im Folgenden als
,DOCA" bezeichnet) erfolgte Uber einen Zeitraum von sechs Wochen, in dem die
Versuchstiere freien Zugang zu Futter und Wasser hatten. Zum Schein behandelte Tiere
beider Genotypen (sham; ohne UNx und ohne DOCA-Applikation, Standarddiat)

fungierten als Kontrollen.
5.3.1.1 Untersuchung kardiovaskularer Veranderungen

Zunachst wurde der systolische Blutdruck der Versuchstiere mit der Tail-Cuff-Methode
gemessen. Schon innerhalb der ersten drei Wochen nach Einsetzen des DOCA-Pellets
entwickelten die Podo GC-A KO Mause eine moderate Hypertonie, die im weiteren
Verlauf der Behandlung konstant blieb (Abb. 5-11 A: 148 + 6 (4-5 w DOCA) vs. 138 £ 5
(basal) mmHg; p<0,05) und von einer Reduktion der Herzfrequenz begleitet war
(Abb. 5-11 B: 673 £ 10 (4-5 w DOCA) vs. 697 + 8 (basal) Schlage pro Minute; p<0,05).
Die DOCA-behandelten Wildtyp-M&use zeigten vergleichbare Veranderungen des systo-
lischen Blutdrucks (Abb. 5-11 A: 146 + 4 (4-5 w DOCA) vs. 135 + 2 (basal) mmHg;
p<0,05) und der Herzfrequenz (673 = 13 (4-5 w DOCA) vs. 710 + 14 (basal) Schlage pro
Minute; p<0,05).
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Abb. 5-11: Veradnderungen des systolischen Blutdrucks und der Herzfrequenz in Podo GC-A KO
(n=5) und WT (n=6) Mausen im Verlauf sechswoéchiger DOCA-Behandlung. A. Systolischer
Blutdruck. B. Herzfrequenz. * p<0,05 vs. sham

Durch die konstante Zufuhr von DOCA wurden sowohl die Plasma-Renin-Konzentration
(Abb. 5-12 A: KO (griin): 1,3 £ 0,3 (DOCA) vs. 43,3 = 6,5 (sham) ng ANG | / ml / h; WT
(weil3): 1,4 £ 0,3 (DOCA) vs. 45,1 + 11,4 (sham) ng ANG | / ml/ h; p<0,001) als auch die
Renin-mRNA-Expression in der Niere (Abb. 5-12 B) in beiden Genotypen deutlich
gesenkt. Damit kann man annehmen, dass die DOCA-Behandlung eine kardiovaskulare
Reaktion der Versuchstiere ausléste, die sich in Podo GC-A Knockout- wie Wildtyp-

Mausen etwa gleichermaf3en auspragte.
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Abb. 5-12: Regulierung des RAAS-Enzyms Renin in DOCA-behandelten Podo GC-A KO (n=7)
und WT (n=6) Mausen. A. Plasma-Renin-Konzentration (PRC), angegeben in ng des entstandenen
Angiotensin | (ANG 1) pro ml in der Stunde. B. mRNA-Expression des Renin-Gens in den isolierten
Glomeruli, bezogen auf das Housekeeper-Gen 18s, angegeben als Vielfaches der Werte der
unbehandelten (sham) Tiere; # p<0,001 vs, sham
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5.3.1.2 Untersuchung der Nierengewichte

Bei der Untersuchung der Nierengewichte zeigte sich, dass die DOCA-behandelten
Mause beider Genotypen eine starke Hypertrophie der verbliebenen rechten Nieren
aufwiesen (Abb. 5-13 A). Diese kompensatorische Reaktion ist sowohl auf den Verlust
des Nierengewebes durch die Uninephrektomie als auch auf die DOCA-Applikation
zuriickzufiihren®>?°, Hierbei geht die kompensatorische renale Hypertrophie vor allem
auf ein Wachstum der Glomeruli und der proximalen Tubuli zuriick®**%*. Eine Analyse der
Glomeruli in den Nierenschnitten der perfusionsfixierten Nieren ergab eine signifikante
VergroBerung der glomerularen Flache sowohl bei den DOCA-behandelten Podo GC-A
KO Mausen als auch bei ihren Wildtyp-Wurfgeschwistern (Abb. 5-13 B: KO (griin): 6653 +
232 (DOCA) vs. 4171 + 156 (sham) um2;, WT (weil3): 6425 + 185 (DOCA) vs. 4570 + 171
(sham) pumz; p<0,001).
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Abb. 5-13: Hypertrophie der Nieren von Podo GC-A KO (n=7) und WT (n=6) Mausen nach
sechswoéchiger DOCA-Behandlung. A. Nierenfeuchtgewicht. B. Flache der Glomeruli. * p<0,05 vs.
sham; # p<0,001 vs. sham.

5.3.1.3 Analyse der glomeruléaren Filtrationsrate

Die glomerulare Filtrationsrate (GFR) wurde bei DOCA-behandelten Podo GC-A
Knockout- und Wildtyp-Mausen mittels der ,Single-shot-Clearance“-Methode am wachen
Versuchstier ermittelt.

Wie in Abb. 5-14 zu sehen ist, trat infolge der sechswochigen DOCA-Behandlung eine
Hyperfiltration sowohl bei den Podo GC-A KO Mausen als auch bei den Wildtypen auf,

was einen typischen Kompensationsmechanismus darstellt.
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Die kompensatorische Anpassung der Nierenfunktion war hierbei in den Podo GC-A
Knockout-Mausen deutlich schlechter als in den Wildtypen (20,6 + 1,1 (DOCA WT) vs.
14,3 £ 1,8 (DOCA KO) ul / min. / g KGW; p<0,05), was auf eine starkere Schadigung des
Nierengewebes der Knockout-Mause hinweisen konnte.
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Abb. 5-14: Einzel-Nieren-GFR (skGFR) der Podo GC-A KO (n=7) und WT (n=7) Mause infolge
sechswoéchiger DOCA-Behandlung, bezogen auf das Korpergewicht, verglichen mit der GFR von
unbehandelten (sham) Tieren, die fur diese Betrachtung halbiert wurde. * p<0,05 vs. sham bzw.
wie durch den Balken angezeigt; # p<0,001 vs. sham

5.3.1.4 Untersuchung der Albuminausscheidung

Unter Kontrollbedingungen zeigten Podo GC-A Knockout- und Wildtyp-Mause keine
Unterschiede bezlglich der Ausscheidung von Albumin (Tabelle 5-1). Die mehrwdchige
DOCA-Behandlung fiihrte in den Podo GC-A WT Tieren zu einem moderaten Anstieg der
Albuminausscheidung, wie in Abb. 5-15 A und B zu sehen ist (14-fach vs. sham innerhalb
dreiwdchiger Behandlung, 35-fach vs. sham nach sechswoéchiger Behandlung; p<0,05).
Die Podo GC-A KO Mause entwickelten im gleichen Zeitraum und unter der gleichen
Behandlung eine massive Albuminurie, die sowohl im Spontanurin der Tiere (Abb. 5-15 A)
als auch im tber zwolf Stunden im metabolischen Kéfig gesammelten Urin (Abb. 5-15 B)
sichtbar war. Schon nach der dreiwdchigen DOCA-Exposition war die
Albuminausscheidung gegeniber den unbehandelten (sham) Tieren des gleichen
Genotyps wie auch gegeniber den DOCA-behandelten Wildtyp-Mausen drastisch erhdht
(122-fach vs. sham, 11-fach vs. DOCA WT; p<0,05). Im Laufe der weiteren DOCA-
Exposition erreichte die Albuminurie in den Podo GC-A KO Tieren nephrotische Level**?
(49,8 mg / 12 h, 5400-fach vs. sham, 200-fach vs. DOCA WT; p<0,05) und ging mit einer
Hypoalbuminamie einher, wahrend die DOCA-behandelten Wildtyp-Mause eine

unveranderte Plasma-Albumin-Konzentration zeigten (Abb. 5-15 C).
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Die mRNA-Expression des Albumins in der Leber war in den DOCA-behandelten Podo
GC-A Knockout-Mausen verglichen mit unbehandelten Tieren desselben Genotyps und
DOCA-behandelten Podo GC-A Wildtypen doppelt so hoch (Abb. 5-15 D).
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Abb. 5-15: Albumin-Exkretion in Podo GC-A KO (n=6) und WT (n=6) Mausen infolge DOCA-
Behandlung. A. Gel-Elektrophorese des Spontanurins der DOCA-behandelten Tiere und
Coomassie-Farbung zur Sichtbarmachung von Albumin (Bande bei ca. 70 kDa) infolge
sechswochiger DOCA-Behandlung. B. Quantifizierung der Albuminurie im Sammelurin der
Versuchstiere durch Albumin-ELISA. C. Plasma-Albumin-Konzentration. D. Albumin mRNA
Expression in der Leber. * p<0,05 vs. basal / sham desselben Genotyps bzw. DOCA KO vs. WT
(angezeigt durch den Balken).

5.3.1.5 Histologische Untersuchungen der Nierenschnitte

Nach Beendigung des Versuchs wurden die Versuchstiere narkotisiert und die Nieren mit
einer 4%igen Paraformaldehyd-Ldsung perfusionsfixiert. In den mit Hamatoxylin / Eosin-
Losung gefarbten Nierenquerschnitten der DOCA-behandelten Versuchstiere mit
podozytenspezifischer Deletion der GC-A waren deutlich erweiterte Tubuli sichtbar, in
denen sich Uber weite Bereiche groRe Mengen an Protein ansammelten (Abb. 5-16 B:

pinkfarbene Bereiche). In keinem der analysierten Nierenschnitte der DOCA-behandelten
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Wildtyp-Versuchstiere waren derartige Protein-Akkumulationen zu sehen (Abb. 5-16 A).
Unter Kontrollbedingungen konnten weder in der Podo GC-A KO noch in den Wildtyp-
Nieren derartige Veranderungen detektiert werden.

Podo GC-AWT Podo GC-AKO

Abb. 5-16: HE-Farbung der Nierenschnitte hach DOCA-Salz-Behandlung. A. Podo GC-A WT. B.
Podo GC-A KO. VergrofRerung: 5- (gesamter Nierenquerschnitt, Kachelaufnahme) bis 200-fach
(Aufnahmen unten rechts).

Die genauere Untersuchung der Glomeruli ergab neben der bereits erwahnten
Hypertrophie eine Proliferation des Mesangiums sowohl in den Glomeruli der DOCA-
behandelten Podo GC-A KO Mause als auch ihrer Wildtyp-Wurfgeschwister, wie in den
Nierenschnitten nach Anfarben mit dem PAS-Reagenz in Abb. 5-17 zu sehen ist. Die
magentafarbenen  Bereiche zeigen das kollagenreiche  Matrixgewebe des
intraglomerularen Mesangiums, das in den Glomeruli der DOCA-behandelten Knockout-
Mause eindeutig starker ausgepragt ist (Abb. 5-17 A, unten rechts). Die genaue Analyse
der mesangialen Flache ist in Abb. 5-17 B zu sehen. Diese gibt die statistische
Bestétigung der gravierenderen Expansion des Mesangiums in den Glomeruli der DOCA-
behandelten Podo GC-A Knockout-M&use sowohl gegeniiber den unbehandelten Tieren
beider Genotypen als auch gegeniber den DOCA-behandelten Wildtypen (2623 + 115
pm2 (DOCA KO) vs. 969 + 84 ym? (KO sham) bzw. 1713 = 103 pm? (DOCA WT);
p<0,001) wieder.

Zudem waren in einigen Glomeruli der DOCA-behandelten Podo GC-A KO Méause
deutliche Anzeichen von Glomerulosklerose zu erkennen (Abb. 5-17 A, unten rechts).
Neben der Vernarbung der glomerularen Kapillaren waren Adhasionen der Parietalzellen
der Bowman-Kapsel zu erkennen. Diese massive Schadigung trat nur in bestimmten

Bereichen der Knockout-Nieren auf und in einigen Glomeruli waren nicht alle Kapillaren
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von der Sklerosierung betroffen, so dass man von einer fokalen und segmentalen

Glomerulosklerose (FSGS) sprechen kann.
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Abb. 5-17: Mesangiale Expansion in Podo GC-A KO und WT Méausen infolge sechswdchiger
DOCA-Behandlung im Vergleich zu unbehandelten (sham) Tieren beider Genotypen A. PAS-
Farbung der Nierenschnitte. B. Statistische Analyse der mesangialen Flache. # p < 0,001 vs. sham
desselben Genotyps oder wie durch den Balken angezeigt

Des Weiteren wurden die Nieren der DOCA-behandelten Podo GC-A KO und WT Mause
auf Anzeichen einer Fibrosierung des Nierengewebes untersucht. Dafur wurden
Paraffinschnitte der Nieren beider Genotypen mit einem Antikérper gegen alpha-Smooth-
muscle-Actin (alpha-SMA) angeféarbt, der durch den fluoreszierenden sekundéaren Cy2-
Antikorper sichtbar gemacht wurde. Alpha-SMA ist eine Isoform des Aktins, die neben
glatten GefalBmuskelzellen auch in Myofibroblasten vorkommt. Myofibroblasten sind
Zwischenformen glatter Muskelzellen und Fibroblasten und durch die Forderung der

Kollagen-Bildung fiir die Fibrogenese in Nephropathien von Bedeutung®3*2.

Abb. 5-18 A zeigt fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der anti-alpha-SMA gefarbten
Nierenschnitte von unbehandelten (sham, links) und DOCA-behandelten (mittig und
rechts) Podo GC-A KO (untere Reihe) und WT Mausen (obere Reihe). Beide Genotypen,
denen fir den Zeitraum von sechs Wochen ein DOCA-Pellet implantiert wurde, zeigten
eine erhohte Expression des Proteins, wobei diese in den WT-Mausen nur marginal,
wenn auch signifikant gesteigert war (Abb. 5-18 B). Im Gegensatz dazu war die alpha-
SMA-Fluoreszenzdichte in den Podo GC-A Knockout-Mausen sowohl in den Glomeruli
(unten mittig) als auch im peritubularen Interstitium (unten rechts) deutlich erhoht.

Tatséchlich ergab die Quantifizierung und statistische Analyse eine funffach hohere
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alpha-SMA-Expression in den Nieren der DOCA-behandelten Podo GC-A Knockout-
Mause verglichen mit den sham-Tieren desselben Genotyps; gegeniber den DOCA-
behandelten Wildtyp-Mausen war die Expression um das Dreifache erhéht; p<0,001).
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Abb. 5-18: DOCA-Behandlung fiihrt zu erhdhter Expression des Fibrose-Marker-Proteins alpha-
SMA in Podo GC-A KO Mausen. A. Mikroskopische Aufnahmen der alpha-SMA-Immun-
fluoreszenz-Farbung. Obere Reihe: sham- und DOCA-behandelte Podo GC-A WT Nierenschnitte.
Untere Reihe: sham- und DOCA-behandelte Podo GC-A KO Nierenschnitte. B. Statistische
Analyse der alpha-SMA-Fluoreszenzdichte als Produkt der Fluoreszenz-Intensitat und der
untersuchten Flache. Fur die Auswertung wurde die Fluoreszenz in den Blutgeféaen aul3er Acht
gelassen. * p<0,05 vs. sham desselben Genotyps, # p<0,001 vs. sham desselben Genotyps bzw.
wie durch den Balken angezeigt

Die starke Fibrosierung des Nierengewebes der DOCA-behandelten Podo GC-A KO
Mause konnte durch eine Masson-Goldner-Trichrom-Farbung bestatigt werden. Mithilfe
dieser Farbemethode wird u.a. kollagenhaltiges Gewebe blaugrin angefarbt. Die
vermehrte Einlagerung kollagenhaltigen Bindegewebes ist ein weiteres typisches Zeichen

256

einer Fibrose™". In Abb. 5-19 ist eine verstarkte Einlagerung kollagener Fasern in den
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sklerotischen Glomeruli (Aufnahmen unten mittig) und im periglomeruléren Interstitium der
Nieren der DOCA-behandelten Podo GC-A Knockout-Mause zu erkennen, wahrend in
den gleich behandelten Wildtyp-Mausen kein fibrotisches Gewebe detektiert werden

konnte.

Podo GC-AWT

Podo GC-AKO

Abb. 5-19: Masson-Goldner-Farbung der Nierenschnitte unbehandelter (sham) und DOCA-
behandelter Podo GC-A KO (untere Reihe) und WT Méause (obere Reihe). Die untere Aufnahme in
der Mitte zeigt die Fibrosierung der Glomeruli, die Aufnahme rechts unten das fibrotische
periglomerulare Gewebe in den Nieren der DOCA-behandelten Knockouts.

5.3.1.6 Analyse der Podozyten

Einer der Hauptaspekte dieses Projektes war es, herauszufinden, ob die Deletion der
podozytaren GC-A in pathologischen Situationen zu einer direkten Schadigung des
Podozyten fuhrt. Dementsprechend wurde im Rahmen dieses Versuchs das
Hauptaugenmerk auf die Untersuchung der Podozyten gelegt.

Abbildung 5-20 zeigt elektronenmikroskopische Untersuchungen der Nierenschnitte, die
Aufschluss Uber die Morphologie der Podozyten in den Nieren der DOCA-behandelten
Podo GC-A KO und WT Méause gaben. Die sechswdchige DOCA-Behandlung verursachte
in den Podo GC-A WT Mausen nur geringfligige Veranderungen der Podozyten. Die
Zellkorper hatten eine normale Form (Abb. 5-20 A, oben links, 7000-fache VergrofRerung)
und die podozytaren Fuf¥fortsdtze waren nur leicht verbreitert (Abb. 5-20 A, unten links
und 5-20 B: 206 + 7 (DOCA) vs. 183 + 4 (sham) nm; p<0,05).

Im Gegensatz dazu waren die Zellkorper der Podozyten der Podo GC-A KO Mause stark
deformiert (Abb 5-20 A, oben rechts, 7000-fache Vergrof3erung). Auch die podozytaren
Ful3fortsatze hatten grof3tenteils ihre physiologische Form verloren, sie fusionierten und
|6sten sich teilweise von der Basalmembran ab, eine pathologische Erscheinung, die im

Englischen als ,Podocyte foot process effacemant” (FPE) bezeichnet wird (Abb. 5-20 A,
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rechts unten). Das FPE ist ein deutlicher Hinweis auf den Verlust der Integritat der
Podozyten, d.h. sie sind nicht mehr in der Lage, ihre Filterfunktion zu erflllen. Die
Schadigung des glomeruléaren Filters kann als Ursache fir die massive Albuminurie
angesehen werden. Die gravierende Schadigung der FuR3fortsatze der Podozyten in den
Nieren der Podo GC-A KO Mause wurde durch die Analyse der Ful¥fortsatzbreite,
dargestellt in Abb. 5-20 B, bestatigt. Im Gegensatz zu den unbehandelten und Knockout-
Tieren und den DOCA-behandelten Wildtypen hatte sich die FulRfortsatzbreite in den
DOCA-behandelten Knockouts verdreifacht (Abb. 5-20 B: 602 + 47 nm (DOCA KO) vs.
190 = 5 nm (sham KO) und 206 + 7 nm (DOCA WT); p<0,001).
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Abb. 5-20: Schadigung der Podozyten in DOCA-behandelten Podo GC-A KO Mausen. A.
Elektronenmikroskopische Aufnahmen der Podozyten in 7000-facher VergréRerung (obere Reihe)
und der podozytdren FuRfortsatze in 20000-facher VergroRerung (untere Reihe). GK: Lumen der
glomerularen Kapillaren. HR: Harnraum. B. Analyse der FulYfortsatzbreite. * p<0,05 vs. sham
desselben Genotyps; # p<0,001 vs. sham desselben Genotyps bzw. wie durch den Balken
angezeigt.

Des Weiteren konnte in den Glomeruli der Podo GC-A KO Mause, die eine sechswdchige
DOCA-Applikation erhielten, eine positive TUNEL-Farbung nachgewiesen werden. Das
TUNEL-Reagenz dient der Darstellung von Zellkernen apoptotischer Zellen. Da es mit
einem fluoreszierenden sekundaren Antikorper konjugiert war, konnte es im Fluoreszenz-
Mikroskop sichtbar gemacht werden. Eine positive TUNEL-Farbung konnte nur in den
Glomeruli der DOCA-behandelten Podo GC-A Knockout-Mause detektiert werden und
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auch hier wiesen nur ca. 1% der untersuchten Glomeruli apoptotische Zellen auf, die sich
in der Peripherie des Kapillarkn&uels befanden (Abb. 5-21 A). Eine weitere Farbung mit
einem Antikérper gegen Caspase-3, einem Enzym der Cystein-Aspartat-Protease-Familie,
das eine wichtige Rolle in der Einleitung des programmierten Zelltodes darstellt, war
ebenso nur in den DOCA-behandelten Podo GC-A KO Glomeruli sichtbar (Abb. 5-21 B).
Eine Co-Farbung mit einem Antikdrper gegen den Podozyten-Marker Synaptopodin war

nicht zu sehen.

Durch das Anfarben der Nierenschnitte mit dem Zellkern-Marker DAPI und einer
Synaptopodin-Co-Farbung konnten die Podozyten in den Glomeruli-Querschnitten der
unbehandelten (sham) und DOCA-behandelten Versuchstiere beider Genotypen gezahit
werden. In den DOCA-behandelten Knockouts war die Podozytenzahl sowohl gegeniber
den unbehandelten Tieren desselben Genotyps (8 + 1 (DOCA) vs. 13 + 1 pro
Glomerulusquerschnitt (sham); p<0,05) als auch gegenitber den DOCA-behandelten
Wildtypen (12 + 1; p<0,05) signifikant reduziert, wie in Abb. 5-21 C zu sehen ist.
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Abb. 5-21: podozytare Apoptose nach DOCA-Salz-Behandlung. A. TUNEL-Farbung. B. Caspase-
3-Farbung. C. Analyse der Podozytenzahl pro Glomerulus. * p<0,01 vs. sham desselben Genotyps
bzw. wie durch den Balken angezeigt

In den verbliebenen Podozyten der DOCA-behandelten Podo GC-A KO Tiere war die
Expression wichtiger podozytarer Proteine stark reduziert. Die immunhistochemische
Untersuchung der Podocin-Expression (Abb. 5-22 A und B) zeigte, dass die Auspragung
des Schlitzmembran-Proteins in den Glomeruli der DOCA-behandelten Podo GC-A KO
Méause deutlich reduziert und nur auf die Zellkdrper beschrankt war. Die Auswertung der
Fluoreszenzdichte zeigt eine hochsignifikant geringere Expression des Proteins
verglichen mit den unbehandelten Tieren und auch mit den Wildtypen, die die gleiche

Behandlung erhielten.
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Das Aktin-assoziierte podozytare Protein Synaptopodin war in den DOCA-behandelten
Knockouts ebenfalls signifikant reduziert (Abb. 5-22 C und D). Wie in Abb. 5-22 C zu
sehen, war die Fluorezenzintensitdt des Podozyten-Markers in den Knockout-Glomeruli
(unten rechts) kaum sichtbar, wahrend die Expression in den Nierenschnitten der
unbehandelten Tiere beider Genotypen (links oben und unten) sowie der DOCA-
behandelten Wildtypen (rechts oben), wenn auch hier etwas geringer ausgepragt, deutlich

zu erkennen war.
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Abb. 5-22: Reduzierte Expression von Podocin und Synaptopodin in den Podozyten der DOCA-
behandelten Podo GC-A KO Mause. A. Immunfluoreszenz-Farbung des Schlitzmembran-Proteins
Podocin. B. Analyse der mittleren Fluoreszenzdichte (FD, Produkt der Fluoreszenzintensitat und
der analysierten Flache) von Podocin, bezogen auf die mittlere FD von unbehandelten (sham)
Podo GC-A WT Mausen. C. Immunfluoreszenz-Farbung des Aktin-assoziierten Proteins
Synaptopodin. D. Analyse der mittleren FD von Synaptopodin, bezogen auf die mittlere FD von
unbehandelten (sham) Podo GC-A WT Mausen. * p<0,05 vs. sham desselben Genotyps;
# p<0,001 vs. sham desselben Genotyps bzw. wie durch den Balken angezeigt.
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5.3.1.7 Untersuchungen zur Bildung reaktiver Sauerstoffspezies

Nephropathien gehen sehr haufig mit der Uberproduktion reaktiver Sauerstoffspezies
einher, die zu oxidativem Stress fiihren und in die Schadigung der Nephrone involviert
Sind16'257.

Als oxidativen Stress bezeichnet man einen Stoffwechselzustand, in dem eine
pathophysiologische Menge an reaktiven Sauerstoffspezies (engl. ,Reactive Oxygen
species“, ROS), vorhanden ist bzw. gebildet wird. Diese Radikale, zu denen z.B.
Wasserstoffperoxid oder das Superoxid-Anion gehéren, entstehen wahrend
verschiedener Stoffwechselreaktionen, u.a. in den Mitochondrien. Normalerweise halten
die Zellen ein Gleichgewicht von Stoffen mit reduzierenden und oxidierenden
Eigenschaften. Das als oxidativer Stress bezeichnete Ungleichgewicht dieser Substanzen
fuhrt zur Schadigung der zellularen und extrazellularen Bestandteile eines Gewebes bzw.
Organs. Die NADPH-Oxidasen NOX-2 und NOX-4 gelten als Marker-Enzyme flr

oxidativen Stress.

In den DOCA-behandelten Versuchstieren war die Expression von NOX-2 und NOX-4
gegenlber den sham-Tieren des jeweiligen Genotyps deutlich erhéht, wobei es zwischen
Podo GC-A Knockout- und Wildtyp-Méausen keinen Unterschied gab (Abb. 5-23 A und B).
Die NAD(P)H-Hydrogenase NQO-1 (engl. ,NAD(P)H-Quinone acceptor oxidoreductase
1%) war jedoch in den Glomeruli der DOCA-behandelten Podo GC-A WT Mausen starker
exprimiert als in den gleichbehandelten Knockout-Mausen (Abb. 5-23 C). NQO-1
katalysiert die Reduktion der bei diversen Metabolisierungsreaktionen gebildeten giftigen
Chinone zu ungiftigen Hydrochinonen und minimiert dadurch die Moglichkeit der Bildung
reaktiver Sauerstoffspezies®®. Die verringerte Expression des Enzyms weist zusammen
mit der erhéhten Expression von NOX-2 und NOX-4 auf ein Ungleichgewicht redoxaktiver
Substanzen und damit auf oxidativen Stress in den DOCA-behandelten Podo GC-A KO

Mausen hin.
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Abb. 5-23: Genexpression Oxidativer-Stress-Marker in den Podozyten DOCA-behandelter Podo
GC-A KO und WT Mause. A und B. mRNA Expression der NADPH-Oxidasen NOX-2 und NOX-4.
C. mRNA-Expression des antioxidativ wirkenden Enzyms NQO-1. * p<0,05 vs. sham

Im Zuge der Untersuchung zur Entwicklung von oxidativem Stress in den geschadigten
Glomeruli der behandelten Podo GC-A KO Mause wurde auch die Expression von
4-Hydroxynonenal (4-HNE) analysiert. Dieses Aldehyd wird im Rahmen der
Lipidperoxidation ungesattigter Fettsauren gebildet und wird bei Erkrankungen wie
Morbus Alzheimer und verschiedenen Karzinomen mit der Entstehung von oxidativem
Stress in Verbindung gebracht®®?®°. Des Weiteren konnten Bauer et al. 4-HNE mit der
Induktion des programmierten Zelltods in Verbindung bringen®*. Auch in der Entstehung
und Progression renaler Erkrankungen, z.B. der diabetischen Nephropathie, konnte eine
Beteiligung des ROS-Markers sowohl in murinem®? als auch in humanem?®?

Nierengewebe gezeigt werden.

Die Untersuchung der 4-HNE Level in den Glomeruli der DOCA-behandelten Podo GC-A
KO und WT Mause ist in Abb. 5-24 dargestellt. Beide Genotypen zeigten unter DOCA
erhohte Spiegel des 4-Hydroxynonenals in den Glomeruli (Abb. 5-24 A und B), wobei
diese in den Glomeruli der Podo GC-A KO Méause deutlich verstarkt war. Durch die Co-
Farbung mit Podocin konnte die 4-HNE-Lokalisation direkt in den Podozyten ausgewertet
werden. Auch hier zeigten die DOCA-behandelten Podo GC-A Knockout-Mause hohere
Level des ROS-Markers als die gleichbehandelten Wildtypen (Abb. 5-24 C). Des Weiteren
wurde durch die Co-Farbung sichtbar, dass die Bildung des Aldehyds nicht auf die

Podozyten beschréankt war, sondern auch im glomeruldren Mesangium stattfand.

Auch dieses Ergebnis weist auf das Vorliegen von oxidativem Stress in den Nieren der
Podo GC-A KO Méause hin, wahrend die Tiere mit einer intakten NP / GC-A / cGMP-Achse

zumindest in geringerem Ausmalf3 davon betroffen sind.

89



Ergebnisse

A Podo GC-AWT Podo GC-A KO
sham DOCA sham DOCA

[ Podo GC-AWT
[ Podo GC-A KO

#

:ﬁi HI

sham DOCA

4-HNE

4-HNE +
Podocin

(9 9)

C
[ Podo GC-A WT
[ Podo GC-A KO

#

6

1o ﬂl

sham DOCA

Dichte Podozyt
(-fach bezogen auf sham Podo GC-A WT)
N

Dichte Glomerulus
(-fach von Sham Podo GC-A WT)
N

4-HNE Fluoreszenz-
4-HNE Fluoreszenz-

Abb. 5-24: Analyse des Oxidativen Stress-Markers 4-Hydroxynonenal (4-HNE) nach
sechswochiger DOCA-Behandlung. A. 4-HNE-Immunfluoreszenzfarbung und Co-Farbung mit
Podocin. Anmerkung: Fur die Aufnahmen der Podocin-Co-Farbung mussten Parameter wie die
Belichtungszeit aufgrund der unterschiedlich starken Expression des Proteins in den
verschiedenen Behandlungsgruppen angepasst werden. B und C. Analyse der Fluoreszenzdichte
von 4-HNE in den Glomeruli (B) und Podozyten (C) von Podo GC-A KO und WT Mausen. Angaben
bezogen auf unbehandelte (sham) Podo GC-A WT Mause. # p<0,001 vs. sham desselben
Genotyps bzw. wie durch den Balken angezeigt
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5.3.1.8 TRPC6-Expression

Im Gegensatz zu den anderen untersuchten podozytdren Proteinen war der
membranstandige lonenkanal TRPC6 (engl. ,Transient receptor potential canonical
channel 6“) in den Glomeruli der Podo GC-A Knockout-Mause nach sechswdchiger
Exposition mit DOCA verglichen mit den unbehandelten Tieren deutlich starker exprimiert.
TRPCE6 ist wie bereits erwahnt in der Membran der Ful¥fortsatze verankert und interagiert
mit der zwischen den Fuf3fortsédtzen befindlichen Schlitzmembran. Auch ist bekannt, dass
eine genetische Uberexpression des Rezeptors zu einer Schadigung der glomerularen

Filtrationsbarriere fuhrt>.

Abb. 5-25 A zeigt Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Nieren-Paraffinschnitte von
schein- und DOCA-behandelten Podo GC-A KO und WT Mausen, die mit Antikdrpern
gegen TRPC6 (obere und untere Reihe) und / oder Synaptopodin zur ldentifizierung der
Podozyten (mittlere und untere Reihe) angefarbt wurden. Schon unter
Kontrollbedingungen (sham) ist der TRPC6-Kanal in den Podozyten der Knockout-Mause
etwas starker exprimiert als in den Wildtypen (Abb. 5-25 C), wahrend im gesamten
Glomerulus kein Unterschied zwischen den Genotypen zu erkennen ist (Abb. 5-25 B).
Durch die mehrwochige Behandlung mit DOCA wurde die Expression des Rezeptors in
den DOCA-behandelten Podo GC-A KO Mausen sowohl im gesamten Glomerulus als
auch in den Podozyten deutlich verstarkt. Die DOCA-behandelten Wildtypen zeigten
hingegen keine Veranderungen der TRPC6 Expression.
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Abb. 5-25: TRPC6-Expression in Podo GC-A KO und WT Mausen infolge sechswochiger DOCA-
Behandlung. A. Immunfluoreszenz-Aufnahmen von TRPC6 und Synaptopodin in den Glomeruli
unbehandelter (sham) und DOCA-behandelter Podo GC-A KO und WT Mause. Anmerkung: die
Belichtungszeit der Synaptopodin-Aufnahmen wurde aufgrund der geringeren Expression in den
DOCA-behandelten Podo GC-A KO Mausen angepasst. B und C. Statistische Analyse der
TRPC6-Fluoreszenzdichte in den Glomeruli (B) und Podozyten (C) unbehandelter (sham) und
DOCA-behandelter Podo GC-A KO und WT Mause. * p<0,05 Podo GC-A WT vs. KO wie durch
den Balken angezeigt; # p<0,001 vs. sham desselben Genotyps bzw. wie durch den Balken
angezeigt
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Zu den Ergebnissen der Protein-Expression passend war die mRNA-Expression des

TRPC6-Kanals in den Glomeruli der DOCA-behandelten Podo GC-A Knockout-Mause

gegeniuber den unbehandelten Tieren desselben Genotyps wie auch gegentber den

DOCA-behandelten Wildtypen signifikant erhoht (Abb. 5-26 A). Im Gegensatz dazu

konnte fir den TRPC5-Kanal, einem weiteren Vertreter der TRPC-Kanal-Familie, der
264

auch in den Podozyten nachgewiesen wurde”™, keine erhodhte Expression auf
transkriptioneller Ebene festgestellt werden (Abb. 5-26 B).

A [] Podo GC-AWT B [J Podo GC-A WT
@ Podo GC-A KO @ Podo GC-A KO

*

i

sham DOCA

MRNA TRPC5/18s
(-fach von sham Podo GC-A WT)

mMRNA TRPC6/18s
(-fach von sham Podo GC-A WT)

0 T T
sham DOCA

Abb. 5-26: mRNA Expression der TRPC-Kanal-Proteine in den Glomeruli von sham- und DOCA-
behandelten Podo GC-A KO und WT Méausen. A. TRPC6. B. TRPC5. * p<0,05 vs. sham desselben
Genotyps bzw. wie durch den Balken angezeigt.

Die Ergebnisse dieser Versuche zeigen, dass die Deletion der GC-A in den Podozyten im
pathophysiologischen Situationen zu gravierenden Schadigungen der Glomeruli und der
Podozyten fihrt, die mit einer massiven Proteinurie einhergehen. Damit wurde erstmalig
eine direkte nephroprotektive Wirkung der kardialen natriuretischen Peptide ANP und

BNP durch den Erhalt der Integritat der glomerularen Podozyten dargelegt.

Inwieweit der TRPC6-Kanal eine funktionelle Rolle in der DOCA-vermittelten Schadigung
der Podozyten in der Abwesenheit der NP / GC-A / cGMP-Signalkaskade spielt, wurde in
weiteren Experimenten untersucht, deren Ergebnisse im folgenden Abschnitt dargestellt

sind.
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5.3.2 Untersuchung der funktionellen Rolle des TRPC6-Kanals in DOCA-
behandelten Podo GC-A KO und WT M&ausen

Da die Expression des TRPC6-Kanals in den Podozyten der Podo GC-A Knockout-Mause
infolge der sechswochigen DOCA-Exposition gegentber den Wildtypen deutlich erhéht
war, wurde dessen funktionelle Beteiligung an der Podozytenschadigung in weiteren
Experimenten genauer untersucht. Hierfur wurde der TRPC-Kanal-Blocker SKF 96365

verwendet.
5.3.2.1 Messung des Calcium Einstroms in Podozyten isolierter Glomeruli

Der TRPC6-Kanal ist unter anderem permeabel fiir Calcium und seine Aktivierung in den
Podozyten fiihrt zur Erhéhung der intrazelluldren Calcium-Konzentration [Ca®*]?*. Wie
bereits erwahnt wird dem Ca*-lon eine wichtige Rolle in physiologischen und
pathophysiologischen Prozessen im Podozyten zugesprochen®® und eine Erhéhung der
[Ca®]; wurde in mehreren Studien mit einer Podozytenschadigung in Verbindung
gebracht’®®!, Burford et. al konnten in einer kiirzlich erhobenen in vivo Studie zeigen,
dass die ATP-vermittelte Steigerung von [Ca*"];im Podozyten die Bildung von sich rasch
ausbreitenden, von Podozyt zu Podozyt weitergeleiteten Calciumwellen entlang der
glomerularen Kapillaren ausloste. Dies fihrte zur Kontraktion des Kapillarknduels und zu
einer erhdhten Permeabilitat der Filtrationsbarriere fir Albumin®®. Die Messung einer,
mdglicherweise durch die Aktivierung des TRPC6-Kanals verursachten, Veranderung der
[Ca*]; tragt also wesentlich zur Aufklarung der Schadigungsmechanismen in den
Podozyten der Podo GC-A KO Versuchstiere bei.

Fur diesen Versuch wurden Podo GC-A KO und WT Mause im Hintergrund der mTmG-
Reportermaus verwendet, bei denen die Podozyten durch ihre grine Fluoreszenz leicht
identifiziert werden konnten. Um die Bedeutung des TRPC6 in der Krankheitsentstehung

zu untersuchen, wurde die Behandlungsdauer der Tiere auf 12 Tage begrenzt.

Die Region, in der die Calcium-Bestimmung stattfinden sollte, wurde in den

fluoreszierenden Podozyten als ROI (engl. ,Region of interest“) markiert (Abb. 5-27 A).

Fir die Stimulation des Calcium-Influx wurde Adenosintriphosphat (ATP) verwendet. ATP
steigert wie bereits erwéhnt die Calcium-Konzentration in den Podozyten Uber die
Aktivierung von P2Y-Rezeptoren®! 2%

Kanal?®’.

und aktiviert zudem den podozytdren TRPC6-
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Die Bestimmung der Anderung der intrazellularen Calcium-Konzentration erfolgte anhand
der Fura-2-Methode. Wie in Abb. 5-27 B zu sehen ist, induzierte ATP den Anstieg der
[Ca®™]; in den Podozyten unbehandelter Podo GC-WT (linkes Diagramm) und KO M&use
(rechtes Diagramm) gleichermafRen (weil3e Kurven). Durch die vorherige, 12-tégige
Behandlung der Tiere mit DOCA anderte sich der ATP-induzierte Calcium-Influx in den
Wildtyp-Podozyten nicht. In den Podozyten der DOCA-behandelten Knockout-Mause

wurde hingegen ein deutlich verstarkter Anstieg der [Ca®];

gemessen (rote Kurven).
Wurde dem Perfusionsmedium funf Minuten vor dem Start der ATP-Applikation der
TRPC-Kanal-Blocker SKF 96365 (10 uM, im Folgenden: SKF) zugegeben, verringerte
dies den ATP-induzierten [Ca*']-Anstieg in den Podozyten beider Genotypen auf etwa die

gleichen Werte (blaue Kurven).

Interessanterweise konnte der ATP-induzierte Calcium-Anstieg in den DOCA-behandelten
Podo GC-A Wildtyp-Mausen auch durch vorherige Applikation einer 200 uM-L8sung von
ANP supprimiert werden. In den Podozyten der DOCA-behandelten Podo GC-A KO
Tieren zeigte ANP keinen Effekt auf den Anstieg der intrazelluldren Ca**-Konzentration

(schwarze Kurven).

Anhand der statistischen Auswertung der Peak-Differenzen (Maximal-Wert — mittlerer
Basalwert) und der Flachen unter den Kurven (engl. ,Area under the curve®, AUC) konnte
die stéarkere Ca*-Antwort auf ATP in den Podozyten der DOCA-behandelten Podo GC-A
KO Mause bestéatigt werden (Abb. 5-27 C und D).
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Abb. 5-27: Bestimmung des Calcium-Influx in Podozyten isolierter Glomeruli von Podo GC-A KO
und WT Mausen ohne und nach zwdlftdgiger DOCA-Behandlung. A. Mikroskopische Aufnahme
eines isolierten Glomerulus (links) und Markierung der griin fluoreszierenden Podozyten (rechts).
ROI: Region of interest (engl.): bezeichnet die Region, in der die Messung stattfand. B. Messung
des ATP-induzierten Ca’*-Einstroms in die Podozyten isolierter Glomeruli von Podo GC-A WT
(linkes Diagramm) und Podo GC-A KO Mausen (rechtes Diagramm). C. Analyse der Peak-
Differenzen des podozytaren Ca”"-Influx nach Zugabe von SKF 96365 oder ANP bezogen auf den
Basalwert in den Podozyten von unbehandelten (sham) Podo GC-A WT Tieren. D. Analyse der
Flache unter der Kurve (engl. ,Area under the curve®, AUC) analog C. * p<0,05; # p<0,001 wie
durch den Balken angezeigt. § p<0,01: DOCA / ATP Podo GC-A KO vs. DOCA / ATP Podo GC-A

WT
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5.3.2.2 Applikation des TRPC-Kanal Blockers SKF 96365 in vivo

Die vorhergehenden Versuche zeigten, dass der in der podozytdren Basalmembran
verankerte TRPC6-Kanal in den DOCA-behandelten Podo GC-A KO Mausen starker
exprimiert ist als in den Wildtyp-Wurfgeschwistern. Auf3erdem konnte in den Versuchen
ein verstarkter TRPC6 abhangiger Calcium-Influx in die Podozyten der Podo GC-A KO
Méause gezeigt werden. Aus diesem Grund wurde im folgenden Versuch der Einfluss des
TRPC6 auf die Progression der Nieren- bzw. Podocyten-Schadigung durch eine
zweiwdchige DOCA-Behandlung in Podo GC-A KO Mausen untersucht. Gleichzeitig
erfolgte bei einigen Mausen (n=6 (Podo GC-A WT), n=7 (Podo GC-A KO)) zusétzlich die
Gabe des TRPC-Kanal-Blockers SKF 96365 (10 pg / g KGW, einmal taglich, i.p. Injektion;
im Folgenden ,SKF*). Eine weitere Gruppe (n=5 (Podo GC-A WT), h=6 (Podo GC-A KO))
wurde zur Kontrolle mit einer physiologischen Kochsalzldsung in gleicher Weise
behandelt. Auch in diesem Versuch wurden die Versuchstiere mit scheinbehandelten
Kontrolltieren (sham) verglichen (n=5 (Podo GC-A WT), n=5 (Podo GC-A KO)). Am Ende
des Versuchs wurde der mittlere arterielle Blutdruck (MAD) der anasthesierten Tiere in

der Aorta bestimmt.
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Abb. 5-28: Proteinexpression des TRPC6-Kanals in DOCA-behandelten Podo GC-A KO und WT
Méausen. A. Western Blot der isolierten Glomeruli zur Detektion von TRPC6. B. Analyse der
Intensitat der TRPC6 Western Blot-Banden. * p<0,05 vs. sham bzw. wie durch den Balken
angezeigt; # p<0,001 vs. sham desselben Genotyps

Die Western Blot-Analyse von TRPC6 (Abb. 5-28) zeigte eine signifikant erhohte
Proteinexpression in den Glomeruli von DOCA-behandelten Podo GC-A KO Mausen im

Vergleich zu sham Tieren des gleichen Genotyps und auch im Vergleich zu den Wildtyp-
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Mausen (2,2 = 0,2-fach von sham Podo GC-A WT vs. 1,5 + 0,2-fach von sham Podo
GC-A WT,; p<0,05). Die TRPC6-Proteinexpression wurde durch die simultane Gabe von
SKF 96365 nicht signifikant beeinflusst.

Wie auch im Versuch zuvor wurden die Nierenfunktion und hdmodynamische Parameter
in DOCA-behandelten Podo GC-A KO und WT untersucht und mit den unbehandelten
(sham) Tieren des gleichen Genotyps verglichen. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen
sind in Tabelle 5-3 aufgelistet und in Abb. 5-29 graphisch dargestellit.

Podo GC-A WT Podo GC-A KO

Parameter sham DOCA Dgﬁé * sham DOCA DOCA + SKF

72+3 89 + 2* 86 + 4* 75+ 2 88 + 5* 85 + 3*
MAD [mmHal (n=5) (n=5) (n=6) (n=5) (n=6) (n=7)
skGFR 7,7+0,3 14,4 + 1,6* 15,6 + 1,2* 7,7+0,7 | 12,8 £0,6* 13,6 £ 0,5*
[pl/ min. / g KGW] (n=5) (n=5) (n=6) (n=5) (n=6) (n=7)
Plasma-ANP-Konz. 70,3+8,6 113,2 + 125,7 + 6,6* 65,8 + 107,7 = 111,7+11,1*
[pMol / L] (n=5) 15,6* (n=5) (n=6) 7,5 (n=5) | 10,4* (n=6) (n=7)
Plasma-BNP-Konz. 47,1 + 646+114 | 73,6+17,5 43,6 £ 745+ 14,1 76,8 + 13,5
[pMol / L] 12,0 (n=5) (n=5) (n=6) 9,7 (n=5) (n=6) (n=7)
Feuchtgewicht rechte | 10,1 £ 0,7 | 14,5+ 0,2* 15,4 +0,7* 10,1 + 14,6 £ 0,3* 13,8 +0,8*
Niere [mg / g KGW] (n=5) (n=5) (n=6) 0,7 (n=5) (n=6) (n=7)

Tabelle 5-3: Physiologische Parameter von Podo GC-A KO und WT Mausen ohne (sham) und
nach zweiwdchiger DOCA- und DOCA + SKF-Behandlung. * p<0,05 vs. sham

Wie im sechswochigen Versuch entwickelten sowohl die Podo GC-A KO als auch die
Podo GC-A WT Mause innerhalb der zweiwdchigen DOCA-Behandlung eine mafige
Hypertonie, eine renale Hypertrophie sowie eine gesteigerte GFR. Die Plasma-
Konzentrationen der natriuretischen Peptide ANP und BNP waren erhdht, wenn auch bei
BNP nicht statistisch signifikant. Die parallele Behandlung mit dem TRPC-Kanal-Blocker

SKF 96365 zeigte keine Veranderung dieser Parameter.
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Abb. 5-29: Hamodynamische und renale Parameter in Podo GC-A KO und WT Mausen ohne und
nach zweiwdchiger DOCA- und SKF-Behandlung. A. Mittlerer arterieller Blutdruck (MAD),
gemessen in der Aorta der anasthesierten Versuchstiere. B. Einzelnieren-GFR (skGFR) der
DOCA-behandelten Tiere mit und ohne gleichzeitige Behandlung mit SKF, verglichen mit der
skGFR von unbehandelten Tieren (sham; die skGFR wurde hier durch Halbieren der GFR

berechnet).
C. Feuchtgewicht der rechten Nieren. D und E. Plasmakonzentrationen der kardialen

natriuretischen Peptide ANP und BNP. *p<0,05 vs. sham; # p<0,001 vs. sham

Bei der Untersuchung der Albumin-Exkretion im Spontanurin (Abb. 5-30) stellte sich
heraus, dass die DOCA-behandelten Podo GC-A KO Mause schon innerhalb der ersten
sechs Tage der DOCA-Behandlung eine ausgepragte Albuminurie entwickelten (100-fach
vs. basal), die sich im weiteren Verlauf der Behandlung verstéarkte (170-fach vs. basal am
zwoélften Tag der Behandlung). Im Gegensatz dazu zeigten sich bei den DOCA-
behandelten Podo GC-A WT Mausen nur moderate Veranderungen des Albumin-Gehalts

im Urin (Tag 6: 28-fach vs. basal, Tag 12: 35-fach vs. basal).

Die parallele Gabe des TRPC-Kanal-Blockers SKF 96365 reduzierte die Albuminurie in
Podo GC-A KO Mausen um etwa 75%. Das weist darauf hin, dass die Blockade der
TRPC-Kanéale deutlich zur Verminderung einer DOCA-bedingten Albuminurie in Podo
GC-A KO Méausen beitragt.
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Abb. 5-30: Albumin-Exkretion in Spontanurinproben von Podo GC-A KO und WT Mausen im
Verlauf einer zweiwdchigen DOCA-Behandlung mit und ohne paralleler Applikation von SKF.
* p<0,01 vs. basal

Die Untersuchung der Nierenschnitte bestatigte die positive Wirkung der SKF-Applikation
in den DOCA-behandelten Podo GC-A KO Mausen. Wie in Abb. 5-31 B zu sehen ist,
fihrte die zweiwdchige DOCA-Behandlung in den Podo GC-A KO Mausen zu einer
merklichen Hypertrophie der Glomeruli (3977 + 233 (sham) vs. 5518 + 281 (DOCA) pm?;
p<0,05 DOCA vs. sham), wahrend die glomeruldre Flache in den DOCA-behandelten
Wildtypen nur marginal zunahm (3773 + 298 (sham) vs. 4348 + 228 (DOCA) pm?; *p<0,05
DOCA-behandelte KO vs. WT). Die Applikation von SKF zeigte keine deutliche
Auswirkung auf die Grol3e der Glomeruli.

Schon innerhalb der zweiwdchigen DOCA-Behandlung trat in den Podo GC-A KO
Méausen eine massive Schadigung der Glomeruli auf, einhergehend mit einer deutlichen
Expansion des intraglomerularen Mesangiums (Abb. 5-31 A und C). Diese war im
Vergleich zu den DOCA-behandelten Podo GC-A WT Mausen fast 3-fach verstérkt
(2737 £ 178 (KO) vs. 1070 £ 129 pymz2 (WT), p<0,001). Die Podo GC-A KO Mause, die
zusatzlich eine tagliche Injektion des TRPC-Blockers SKF erhielten, wiesen eine merklich
geringere Schadigung der Glomeruli mit einer - verglichen mit den Podo GC-A KO Tieren,
die kein SKF erhielten - deutlich verminderten Ausweitung des mesangialen Gewebes auf
(Abb. 5-31 C: 1742 + 149 (DOCA + SKF) vs. 2737 + 178 (DOCA) pm?; p<0,05).
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Auch die DOCA-behandelten Podo GC-A WT Mause zeigten eine Proliferation der
mesangialen Matrix in den Glomeruli, die jedoch deutlich geringer war als in den Podo
GC-A KO Méausen und die nicht durch die Applikation von SKF beeinflusst wurde.
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Abb. 5-31: Verminderung der mesangialen Expansion durch Applikation von SKF 96365 in DOCA-
behandelten Podo GC-A KO Méausen. A. PAS-Farbung der Nierenschnitte von DOCA-behandelten
Podo GC-A WT (obere Reihe) und KO Mausen (untere Reihe) mit (rechts) und ohne (mittig)
gleichzeitige SKF-Applikation, verglichen mit unbehandelten (sham) M&usen des gleichen
Genotyps (links). B. Analyse der glomeruldren Flache. C. Analyse des intraglomerularen
Mesangiums. * p<0,05 vs. sham bzw. wie durch den Balken angezeigt, # p<0,001 vs. sham bzw.
wie durch den Balken angezeigt

Die elektronenmikroskopische Untersuchung der Podozyten zeigte normal aussehende,
leicht verbreiterte Ful3fortsatze in den Nieren der 2 Wochen mit DOCA behandelten Podo
GC-A WT Mause (Abb. 5-32 A, oben mittig). Im Gegensatz dazu fihrte auch die
Kurzzeitbehandlung mit DOCA in den Podo GC-A KO Mausen zu einer gravierenden
Schadigung der Podozyten, die mit dem Verschmelzen und Ablésen der Ful3fortsatze
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einherging (Abb. 5-32 A, unten mittig). Die FuR3fortsétze der Podozyten der Knockout-
Mé&use waren fast dreimal so breit wie die der Wildtypen (Abb. 5-32 B: 642 + 88 nm (KO
DOCA) vs. 246 + 17 nm (WT DOCA); p<0,001). AulRerdem war, wie auch im Versuch
zuvor, die Basalmembran in den Glomeruli dieser Tiere stark verdickt.

In den Knockout-Tieren, die eine begleitende Behandlung mit SKF erhielten, konnte eine
deutlich geringere Schadigung der Podozyten registriert werden. Die FulRfortsatzbreite der
DOCA / SKF-behandelten Tiere war zwar immer noch gréf3er als die der Wildtypen, aber
im Vergleich zu den Podo GC-A KO Tieren, die den TRPC-Blocker nicht erhielten, war sie
signifikant reduziert (Abb. 5-32 B: 332 + 15 nm (KO DOCA + SKF); p<0,05 vs. KO
DOCA).
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Abb. 5-32: Verminderung der Podozyten-Schadigung in DOCA-behandelten Podo GC-A KO
Mausen durch simultane Verabreichung von SKF 96365. A. Elektronenmikroskopische Aufnahmen
der podozytaren FuRfortsdtze von DOCA-behandelten Podo GC-A WT (obere Reihe) und KO
Mausen (untere Reihe). GK: Lumen der glomerularen Kapillaren. HR: Harnraum. Vergré3erung:
20000-fach. B. Analyse der Breite der podozytdren Ful¥fortsdtze in unbehandelten (sham) und
DOCA-behandelten Podo GC-A KO und WT Maéausen ohne (DOCA) oder mit zuséatzlicher
Applikation von SKF 96365 (DOCA + SKF). * p<0,05 vs. sham bzw. wie durch den Balken
angezeigt, # p<0,001 vs. sham bzw. wie durch den Balken angezeigt

Die Expression des Schlitzmembranproteins Podocin war in den Mausen mit
podozytenspezifischer Deletion der GC-A schon nach zweiwdchiger DOCA-Behandlung
leicht, aber signifikant verringert, wahrend die DOCA-behandelten Wildtypen das Protein
normal exprimierten (Abb. 5-33 A bis D). Eine begleitende Behandlung der Knockout-
Méause mit SKF 96365 fuhrte zum Erhalt einer physiologischen Podocin-Expression. Dies
zeigte sich durch die hohere Fluoreszenzdichte in den Glomeruli der DOCA / SKF-
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behandelten Podo GC-A KO Mause (Abb. 5-33 A und B) und konnte zusatzlich durch die
Western-Blot-Analyse bestatigt werden (Abb. 5-33 C und D).
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Abb. 5-33: Erhalt des Schlitzmembranproteins Podocin in DOCA / SKF-behandelten Podo
GC-A KO Glomeruli. A. Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Glomeruli nach Farbung mit
dem primaren Podocin-Antikérper und dem sekundéren Cy2-konjugierten Antikdrper. B. Analyse
der anti-Podocin-Fluoreszenzdichte. C. Podocin-Western Blot. D. Intensitats-Analyse der Western
Blot-Banden. * p<0,05 vs. sham oder wie durch den Balken angezeigt

Die Zahl der Podozyten war in den DOCA-behandelten Podo GC-A KO Mausen wie im
sechswochigen Versuch im Vergleich zu den gleich behandelten Wildtypen erniedrigt
(Abb. 5-34). Die gleichzeitige Behandlung der Tiere mit SKF 96365 konnte den Verlust

der Podozyten, wenn auch nicht statistisch signifikant, vermindern.
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Abb. 5-34: Die Applikation von SKF fihrt zum Erhalt der Podozyten in DOCA-behandelten Podo
GC-A KO Mausen. Abgebildet ist die Zahl der Podozyten pro Glomerulus-Querschnitt in
unbehandelten (sham) und DOCA- bzw. DOCA+SKF-behandelten Podo GC-A KO und WT
Méausen. * p<0,05 vs. sham bzw. wie durch den Balken angezeigt

Bereits innerhalb der zweiw6chigen DOCA-Applikation zeigten die Podo GC-A KO Mause
Anzeichen von oxidativem Stress. Das ROS-Marker-Protein 4-HNE war sowohl
gegenliber den unbehandelten Tieren beider Genotypen als auch den ebenso mit DOCA
behandelten Wildtyp-Mausen stark erhoht, wie in den Immunfluoreszenzfarbungen
deutlich zu sehen ist (Abb. 5-35 A).
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Abb. 5-35: SKF-Behandlung fuhrt zu geringen Spiegeln des ROS-Marker-Proteins 4-HNE in den
Glomeruli der Podo GC-A KO Mause. A. Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Glomeruli
nach Farbung mit dem primaren 4-HNE-Antikérper und dem sekundaren TRITC-konjugierten
Antikorper. B. Analyse der 4-HNE-Fluoreszenzdichte in den Glomeruli. * p<0,05 vs. sham bzw. wie
durch den Balken angezeigt
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Die Analyse der Fluoreszenzdichte bestatigte die erhodhten Level von 4-HNE in den
Glomeruli statistisch (Abb. 5-35 B: p<0,05 vs. sham und vs. DOCA WT). In den SKF-
behandelten Tieren waren die Spiegel von 4-HNE &hnlich derer in den unbehandelten
Tieren, was auf eine geringe Belastung durch oxidativen Stress hindeutet.

Die Ergebnisse der SKF-Versuche zeigen einen deutlichen Einfluss des TRPC6-Kanals
auf die Progression einer Nierenschadigung infolge der Behandlung mit dem
Steroidhormon DOCA. Die durch die DOCA-Behandlung hervorgerufene Albuminurie
konnte durch die Gabe des TRPC-Kanal-Blockers SKF 96365 signifikant verbessert
werden. Auch die Schadigung der Glomeruli, angezeigt durch die erhéhte mesangiale
Expansion und die vermehrte Expression von alphaSMA, konnte durch SKF vermindert
werden. Das Verschmelzen und Ablésen der podozytaren Ful¥fortsatze wurde durch die
TRPC-Kanal-Blockade fast vollstandig verhindert und die Bildung des ROS-Markers

4-Hydroxynonenal deutlich reduziert.

Die Ergebnisse der DOCA- und SKF-Versuche zeigen eine direkte nephroprotektive
Wirkung der kardialen natriuretischen Peptide ANP und BNP, die sie durch die Aktivierung
der GC-A im Podozyten entfalten. Hierbei ist eine Suppression des glomeruldren TRPC6-
Kanals durch die natriuretischen Peptide denkbar.

Die zu Beginn gestellten Fragen konnten im Rahmen dieses Projektes beantwortet

werden:

l. Die Aktivierung der GC-A durch die natriuretischen Peptide im Podozyten

hat keinen Einfluss auf die Regulation der glomerularen Filtrationsrate.

Il. Die nephroprotektive Wirkung der kardialen natriuretischen Peptide ANP
und BNP resultiert aus einer direkten protektiven Wirkung auf die
Integritat der Podozyten, die sehr wahrscheinlich auf einer Suppression
des TRPC6-Kanals in Podozyten beruht.
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6 Diskussion

6.1 Regulation der GFR durch die natriuretischen Peptide tber
die Aktivierung der GC-A in Podozyten

Die kardialen natriuretischen Peptide ANP und BNP spielen eine entscheidende Rolle fir
die Aufrechterhaltung des Flissigkeitsgleichgewichts und die Regulierung des Blutdrucks.
In der Niere induzieren sie nicht nur eine Diurese und Natriurese, sondern steigern auch

die glomerulare Filtrationsrate.

Schon frihere Untersuchungen hatten gezeigt, dass der Rezeptor flr die natriuretischen
Peptide ANP und BNP, die Guanylatzyklase A, nicht nur im Tubulussystem exprimiert
wird, wo man sie aufgrund der natriuretischen Effekte auch erwarten wirde, sondern auch

im Glomerulus. Hier konnte die GC-A in den afferenten und efferenten Arteriolen®***%’

138,139 64,139,140

Mesangialzellen und auch den Podozyten nachgewiesen werden. Die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit unterstiitzen die signifikante glomerulére Expression
der GC-A und zeigen erstmals, dass die hochste mMRNA Abundanz im Glomerulus in den
Podozyten zu finden ist. Dieser etwas unerwartete Befund war der Startpunkt zur
Untersuchung der funktionellen Bedeutung der natriuretischen Peptide auf die
Podozytenfunktion. Basierend auf Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen, die gezeigt
hatten, dass ANP die GFR (ber eine Erhéhung des Filtrationskoeffizienten steigert?®®2%°
wurde als erste Arbeitshypothese Uberprft, ob die natriuretischen Peptide die GFR Uber
die Aktivierung der GC-A in den Podozyten reguliert. Die Ergebnisse der Experimente an
Mausen mit podozytenspezifischer Deletion der GC-A (Podo GC-A KO) weisen jedoch
klar darauf hin, dass diese klassischen renalen Wirkungen der natriuretischen Peptide,
also die Regulation der GFR und Natriurese, nicht durch einen Effekt an den Podozyten
vermittelt werden. Podo GC-A KO Ma&use haben eine normale GFR und Natrium-
Exkretion unter Kontrollbedingungen (gemessen an der wachen Maus). Auch der Verlust
von funktionsfahigem Nierengewebe, der bei Wildtyp-Mausen zu einem Anstieg der GFR
fuhrt, und die akute Infusion von BNP in anasthesierten Mausen fiuhrte zu einem
unverzuglichen Anstieg der GFR und der Wasser- und Natrium-Ausscheidung, die sich
nicht von der in Mausen mit einer intakten GC-A Signalkaskade in den Podozyten
unterschied. All diese renalen Effekte blieben in konventionellen GC-A KO Mausen mit
einer globalen Deletion der GC-A vollstandig aus, was darauf hinweist, dass ANP und
BNP die Nierenfunktion ausschlielich tGber die Aktivierung dieses Rezeptors regulieren,
jedoch nicht in den Podozyten. Dementsprechend missen hier andere Zellen die
Zielstrukturen der natriuretischen Peptide sein. Diese klare Schlussfolgerung kann man

nur unter der Voraussetzung ziehen, dass die angewendete Cre-LoxP-Technik tatsachlich
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zu einer deutlichen Reduktion der GC-A Expression gefiuihrt hatte. Da die mRNA-
Expression der GC-A in den Podozyten der Podo GC-A KO Mause auf unter 1% des
Expressionslevels der Wildtypgeschwister reduziert war und zudem im zweiten Teil der
Arbeit deutliche Effekte in den Podo GC-A KO Tieren nachweisbar waren, ist in der Tat
von einer funktionell relevanten Reduktion der GC-A Expression auszugehen.

Wie bereits erwahnt ist die GC-A entlang des gesamten Nephrons in Zellen
exprimiert, die an der Regulation der GFR und der Natriurese beteiligt sind****%. Hierbei
ist es wahrscheinlich, dass die Natrium-Ausscheidung durch andere zellulare
Mechanismen reguliert wird als die GFR. Roy et al. zeigten z.B. in einer
Mikropunktionsstudie der Henle-Schleife im Rattenmodell, dass ANP die Natriurese
unabhangig von der GFR beeinflusst. So flihrte die Infusion von ANP in einer
Konzentration von 0,6 ug / h / 100 g KGW zu einer zehnfachen Zunahme der Natriurese,

die Einzel-Nephron-GFR blieb aber im gleichen Zeitraum vollig unverandert”.

Winaver et al. zeigten schon im Jahr 1990 die Inhibierung des Na*/ H'-Antiporters im
proximalen Tubulus durch die Infusion von ANP in anésthesierte Kaninchen'®®. Auch eine

189 Im distalen

Hemmung der basolateral verankerten Na* / K'-ATPase wurde gezeigt
Tubulus konnten Nonoguchi et al. eine cGMP- und cGK-abhangige Hemmung des
Chlorid-Transports nachweisen'®?, die Oritz et al. auf eine Inhibierung des NKCC2-
Symporters zuriickfiihrten'®®. Das medullire Sammelrohr gilt als der Hauptwirkort der

187,271

kardialen natriuretischen Peptide . Auch hier findet die Regulation der Natrium-

Ausscheidung Uber eine Hemmung der Na' / K'-ATPase Uber die cGKll-induzierte

Phosphorylierung in den Hauptzellen statt™**

. Zudem konnte eine Inhibierung des
epithelialen Natriumkanals (ENaC)*® und der CNG-Kanéale'’ gezeigt werden. Weiterhin
hemmen ANP und BNP die Vasopressin-induzierte Phosphorylierung der Aquaporin 2-

Kanale im Sammelrohr und modulieren dadurch den transepithelialen Wassertransport*°.

Dementsprechend ist es nachzuvollziehen, dass die Aktivierung der GC-A im Podozyten

fur die natriuretische Wirkung von ANP und BNP verzichtbar ist.

Die Regulation der glomeruldren Filtrationsrate durch die kardialen natriuretischen
Peptide scheint etwas komplexer zu sein. Wie in Abschnitt 3.1.1 beschrieben, wird die
GFR durch den Nettofiltrationsdruck und Filtrationskoeffizienten bestimmt, die wiederum
durch Anderungen des hydrostatischen und onkotischen Druck in den Kapillaren und der
Bowman-Kapsel sowie durch die osmotische Wasserpermeabilitdtt und die
Filtrationsflache beeinflusst werden. Die Guanylatzyklase A ist in allen hierfir relevanten
Zellen exprimiert (siehe oben) und die GFR-steigernde Wirkung wurde in diversen Studien
beschrieben''®13:183185 App. 6-1 zeigt eine Ubersicht der Mechanismen, die hierbei eine

Rolle spielen kdnnten.
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Abb. 6-1: Mdgliche Mechanismen der GFR-Steigerung durch die natriuretischen Peptide
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Die Podozyten umschlieBen die glomerularen Kapillaren und bedecken die
Filtrationsflache von aufRen. Da sie durch ihre kontraktilen Eigenschaften und der damit

222557 \wurde Uber eine

einhergehenden Flexibilitat dem Kapillardruck entgegenwirken
Involvierung der Podozyten in die Regulation der glomerularen Filtrationsrate durch die
Modulation des Kapillartonus und des Filtrationskoeffizienten spekuliert. Wie die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit jedoch zeigen, spielen die Podozyten hier, zumindest
fur die Steigerung der GFR durch die natriuretische Peptide, keine nachweisbare Rolle.

138,139

Da die GC-A auch in den glomerularen Mesangialzellen exprimiert ist stellen diese

Zellen einen weiteren Angriffspunkt der kardialen natriuretischen Peptide dar. Wie glatte

138,272 und

Muskelzellen zeigen auch die Zellen des Mesangiums kontraktile Eigenschaften
einige Studien deuten darauf hin, dass sie durch die Modulation der Filtrationsflache in die

Regulation der GFR eingreifen®’®

Die Aktivierung der GC-A in den glatten GefalBmuskelzellen der afferenten und efferenten
Arteriole scheint von wesentlicher Bedeutung fir die Kontrolle der GFR durch die NP zu
sein. Schon im Jahr 1986 zeigten Dunn et al. an anédsthesierten Ratten, dass ANP den
hydrostatischen Druck in den glomeruldaren Kapillaren (Pgk) durch die Dilatation der
afferenten und die Konstriktion der efferenten Arteriole erhoht'®. Die Befunde wurden
durch Marin-Gretz et al. im gleichen Jahr bestatigt'°. Diese Wirkung kénnte durch ANP
und BNP nicht nur direkt, sondern auch indirekt durch die Hemmung des RAAS und des
SNS vermittelt werden. So verhindert ANP die Bildung des Vasokonstriktors Angiotensin Il
(ANG 1) durch die Inhibierung der Renin-Sekretion in den juxtaglomerularen Zellen'*®. Der

AT,-Rezeptor ist sowohl in der afferenten, als auch in der efferenten Arteriole
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274

exprimiert®™”. Blantz et al. zeigten zudem, dass ANG Il den Filtrationskoeffizienten

senkt?”

. Somit konnten die natriuretischen Peptide durch die Hemmung der ANGII-
Bildung indirekt sowohl Pyer als auch Kg modulieren. Weiterhin konnten Awazu et al. an
isolierten Glomeruli denervierter Rattennieren den hemmenden Einfluss von ANP auf die

vasokonstriktorischen und Ke-senkenden Effekte des Sympathikotonus feststellen®’®.

Diese Studien zeigen gute Ansatzpunkte zu den Mechanismen der GFR-Regulierung
durch die natriuretischen Peptide, deren Aufklarung allerdings noch weiterer

Forschungsarbeit bedarf.

6.2 Nephroprotektive Wirkung der kardialen natriuretischen
Peptide

Neben ihren klassischen Wirkungen zeigen die kardialen natriuretischen Peptide auch
nephroprotektive Effekte. Wéahrend die Deletion ihres gemeinsamen Rezeptors GC-A
unter pathophysiologischen Bedingungen zur Verstarkung einer Nierenschadigung fiihrt,
kann diese durch die Uberexpression oder Infusion von ANP oder BNP merklich
verbessert werden, was in verschiedenen Studien am Tiermodell und in klinischen
Studien bewiesen wurde. So konnten z.B. die nephrotoxischen Wirkungen des
Chemotherapeutikums Cisplatin im Mausmodell durch die gleichzeitige Applikation von
ANP abgeschwacht werden?”’. Kasahara et al. zeigten an transgenen Mausen, die einer
subtotalen Nephrektomie unterzogen wurden, dass die Uberexpression von BNP in der
Leber zu einer verringerten mesangialen Expansion im Glomerulus und zu einer
reduzierten Albuminurie filhrte®®. Diese Ergebnisse konnten von derselben Arbeitsgruppe
auch anhand von anderen Krankheitsmodellen, wie der diabetischen Nephropathie?”® und
der immunvermittelten proliferativen Glomerulonephritis®”® bestatigt werden. Nikishimi et
al. zeigten im Jahr 2009 am Mausmodell, dass die Infusion von ANP die im Zuge der
unilateralen Ureterobstruktion auftretende renale Fibrose merklich verbesserte®!. Bei
Patienten, die eine chirurgische MalBhahme am Herzen erhielten, war der Serum-
Kreatinin-Wert merklich reduziert, wenn sie wahrend der Operation eine ANP-Infusion
erhielten und dieser positive Effekt hielt bis zu ein Jahr nach der OP an®*’. Zudem wurden
durch die perioperative Infusion der natriuretischen Peptide die GFR und die
Urinausscheidung erhoht. Dementsprechend konnte die Gabe von Diuretika nach der OP
reduziert und der Krankenhausaufenthalt der Patienten verkirzt werden. Es traten
weniger Arrhythmien auf und die Notwendigkeit einer Nierenersatztherapie sank

deutlich??.
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Wie die natriuretischen Peptide ihre nephroprotektiven Wirkungen entfalten, ist derzeit
noch unklar. ANP und BNP senken den arteriellen Blutdruck, unterdricken die
Freisetzung vasokonstriktorischer Hormone wie Angiotensin |l und Aldosteron, und
inhibieren das sympathische Nervensystem. Alle eben genannten Parameter haben,
sofern sie im UbermaR vorhanden sind, schadliche Wirkungen auf die Nieren. Zum
Beispiel fuhrt die Ubermé&Rige Produktion und Sekretion von Aldosteron, wie es zum
Beispiel beim primaren Hyperaldosteronismus der Fall ist, zu Bluthochdruck durch eine
gesteigerte Na'- und H,O-Retention in den Sammelrohren, Hypokaliamie und
metabolischer Alkalose®°. Zudem zeigen Patienten, die unter der Krankheit leiden, ein

erhohtes Risiko fur Herz- und Nierenerkrankungen®®2%%,

Dementsprechend ist die Annahme plausibel, dass die kardialen natriuretischen Peptide
ihre nephroprotektive Wirkung durch die Suppression dieser krankheitsfordernden,

systemischen Faktoren vermitteln.

Die Daten der vorliegenden Arbeit zeigen hingegen zum ersten Mal einen anderen,
direkten zellularen Ansatz der nephroprotektiven Wirkung der natriuretischen Peptide.
Uber die Aktivierung des GC-A / cGMP-Signalweges in den Podozyten schiitzen sie diese
vor Funktionsverlust und morphologischer Schadigung, zumindest im Rahmen der durch
das Mineralokortikoid DOCA hervorgerufenen Hypertension. Diese Schlussfolgerung
stimmt mit der kirzlich von Ogawa et al. erhobenen Studie Uberein, in der die Exposition
mit Aldosteron zu einer verstarkten Albuminurie und Nierenschadigung filhrte'. Im
Gegensatz zur vorliegenden Arbeit wurden in dieser Studie jedoch konventionelle GC-A
KO Mause verwendet, die durch die globale Deletion der GC-A schon unter
Kontrollbedingungen eine deutliche Hypertonie aufweisen***. Der Grad der
Nierenschédigung und der Albuminurie war in der genannten Studie an konventionellen
und in der vorliegenden Untersuchung an podozytenspezifischen GC-A KO Mausen
interessanterweise sehr &hnlich, was zeigt, dass der mal3gebliche nephroprotektive Effekt
der kardialen natriuretischen Peptide direkt durch die Aktivierung der GC-A im Podozyten
vermittelt wird. Indirekt vermittelte, h&modynamische und neurohormonale, also
systemische Effekte der NP / GC-A / cGMP-Signalkaskade scheinen eine untergeordnete
Rolle in diesem Prozess zu spielen. Einschrdnkend muss hier allerdings erwahnt werden,
dass die beiden Mausmodelle sich in mehreren Punkten, die das Ausmalfd der Proteinurie
unabhangig vom Verlust der GC-A beeinflussen konnten, unterschieden. So war zum
einen der genetische Hintergrund der Mause, der einen erheblich Einfluss auf das
Versuchsergebnis haben kann, nicht gleich. Zudem wurde in der Studie von Ogawa et. al.
Aldosteron und in der vorliegenden Arbeit der Aldosteron-Prakursor DOCA verwendet.

DOCA wird in der Nebennierenrinde aus Progesteron gebildet und durch die
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11B-Dehydrogenase in Corticosteron umgewandelt, aus dem nachfolgend Aldosteron
durch die Aldosteronsynthase entsteht. Auch DOCA zeigt MR-Rezeptor-Aktivitat, die
allerdings nur ca. ein Zwanzigstel der von Aldosteron betragt®®. Die Hauptwirkung sollte
dementsprechend durch die nachfolgende Synthese und Sekretion von Aldosteron
verursacht werden. Ob dies wirklich der Fall ist, kénnte anhand der Plasma-

Konzentrationen in den behandelten Mausen untersucht werden.

Zu den Schadigungsmechanismen der Podozyten im verwendeten Tiermodell gibt es
verschiedene Theorien (Abb. 6-2). Die einseitige Entfernung einer Niere in Kombination
mit DOCA und Hochsalz kann die Podozyten entweder indirekt durch die begleitende
arterielle Hypertonie, die deutliche glomerulare Hyperfiltration oder direkt durch die
Aktivierung des Mineralokortikoid-Rezeptors in den Podozyten beeintrachtigen. Die
Expression des Rezeptors in den Podozyten wurde in der vorliegenden Arbeit wie auch in
vorangegangen Studien demonstriert und im Tiermodell sowie in kultivierten Podozyten
konnte gezeigt werden, dass dessen Aktivierung durch Aldosteron oder Analoga zu
gesteigertem oxidativem Stress fiihrt***?®*, Des Weiteren verbesserte die systemische
Applikation des Radikalfangers Tempol sowohl die Proteinurie als auch die
Nierenschadigung in DOCA- oder Aldosteron-behandelten Tieren***?®*. Oxidativer Stress
spielt eine wichtige Rolle in der Krankheitsentwicklung verschiedener renaler
Erkrankungen®®®, z.B. durch die Aktivierung von MAP-Kinasen und die Induktion von
Apoptose’®. Dazu konform zeigten auch die in der vorliegenden Arbeit untersuchten
Podozyten der DOCA-behandelten Podo GC-A KO Mause Zeichen von oxidativem
Stress. Die reduzierte Expression der antioxidativ wirksamen NAD(P)H-Quinone-
acceptor-Reduktase-1 (NQO-1) und die erhdhte Lipidperoxidation, erkennbar an dem
erhOhten Spiegel von 4-Hydroxynonenal, wiesen auf ein Ungleichgewicht des Redox-

Status der Zellen hin, was in den Podozyten der Kontrollmause nicht der Fall war.

Vorangegangene Studien zeigen, dass die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies Einfluss
auf die Regulation von TRPC6 in den Podozyten hat, z.B. in Puromycin-Aminonucleosid-
Nephritiden (PAN) und als Reaktion auf hohe Blut-Glucose-Level’®*?’. AuRerdem wurde
ein Zusammenhang zwischen der ROS-Bildung und der Aktivierung von TRPC6 in
Podozyten durch ATP und Angiotensin Il hergestellt’*® %8 TRPC6 ist ein
calciumpermeabler Kationenkanal, der eine wichtige Rolle in der Pathogenese von
Podozytopathien durch die von ihm vermittelte Erhéhung der intrazellularen Calcium-

Konzentration spielt?2264200289291 - Hjarhei

sind Rho-Kinasen wie RhoA mdbgliche
Mediatoren des Umbaus des podozytaren Zytoskeletts durch die Erhéhung der Anzahl

der Stressfasern”.
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In der vorliegenden Arbeit war die Expression des TRPC6-Kanals in den Glomeruli und
insbesondere auch in den Podozyten der DOCA-behandelten Podo GC-A KO Mause
gegeniber den ebenso behandelten WT Mausen wie auch den unbehandelten Mausen
deutlich erhoht. Auch die intrazellulare Calcium-Konzentration wurde durch die
Behandlung mit dem Mineralokortikoid in den Podozyten der Mause mit genetischer
Deletion der GC-A im Vergleich zu den Wildtyp-Mausen sichtlich gesteigert. Hierbei ist
anzumerken, dass die funktionellen Experimente zum Calcium-Influx in Podozyten frisch
isolierter Glomeruli in einem sehr friihen Stadium der Entwicklung der Nierenschadigung
durchgefuhrt wurden (neun bis zwdlf Tage nach Beginn der DOCA-Behandlung). Daraus
lasst sich schlieRen, dass die Hochregulation von TRPC6 einen pathophysiologischen
Einfluss hat und keine Begleiterscheinung oder Folge der Glomerulosklerose ist, die in

den spateren Stadien der Krankheitsentwicklung auftritt.

Im Gegensatz zur TRPC6-Expression ist die Aushildung der TRPC5-Kanals in beiden
Genotypen weder unter Kontrollbedingungen noch infolge der DOCA-Behandlung
verandert. Dieses Ergebnis stimmt mit einer erst kirzlich von Sonneveld et al. erhobenen
Zellkultur-Studie Uberein, in der die Regulation der beiden Kanéle in den Podozyten
infolge einer erhohten Glucose-Exposition untersucht wurde. Auch die Ergebnisse dieser
Studie zeigen eine unterschiedliche Regulation von TRPC5 und TRPC6 in den

Podozyten®®.

Die durch ATP induzierte Steigerung der [Ca®']; wurde durch die Zugabe des TRPC-
Kanalblockers SKF 96365 unterbunden, was den funktionellen Effekt der erhohten
TRPC6-Expression auf die podozytare Calcium-Regulation bestétigt. Hierbei ist jedoch zu
beachten, dass SKF den TRPC6-Kanal nicht spezifisch blockiert, sondern auch
inhibitorische Effekte auf andere TRPC-Kanéle, inklusive TRPCS5, hat**.

Auch eine Hemmung spannungsabhéangier Calcium-Kanale durch SKF 96365 wurde

gezeigt®™®

, wobei spannungsaktivierte Calcium-Kanéle fur das Calcium-Signaling im
Podozyten eine untergeordnete Rolle zu spielen scheinen®. Insgesamt gibt es sieben
Kanéle der TRPC-Familie, von denen die Expression von TRPC2, TRPC3, TRPC5 und

TRPC6 in Podozyten nachgewiesen wurde®*#*,

Nichtsdestotrotz zeigen die Daten der vorliegenden Arbeit deutlich, dass die Expression
und Aktivitdt von Signalwegen, die den Calcium-Influx in die Podozyten beeinflussen,
durch die Applikation von DOCA in Abwesenheit der NP / GC-A-Signalkaskade erhdht
sind und zu gesteigerten intrazellularen Calcium-Konzentrationen fihren. Darliber hinaus

konnte zum ersten Mal die direkte Suppression des ATP-induzierten Calcium-Influx durch
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das atriale natriuretische Peptid in den Podozyten gezeigt werden, was einen weiteren
protektiven Einfluss auf die Podozyten haben konnte.

Auch in Kardiomyozyten schwachte ANP den durch ANG Il vermittelten zytosolischen
Calcium-Einstrom ab und die cGMP / cGKI-Signalkaskade inhibierte die TRPC6-

295,296

Expression und -Aktivierung . Dazu passend wurde erst kirzlich eine Zellkultur-

Studie erhoben, in der eine inhibitorische Rolle von cGMP auf den podozytdren TRPC6-

Kanal gezeigt werden konnte®®’.

Die schadigenden Effekte der gesteigerten intrazellularen Calcium-Konzentration im
Podozyten werden, wie in der Einleitung bereits angesprochen, durch verschiedene
nachfolgende Veradnderungen vermittelt, z.B. durch die Aktivierung von Calcineurin, die
Degradierung von Synaptopodin und die Desorganisation des Aktin-Zytoskeletts, sowie
das Verschmelzen und Ablésen der podozytaren Fuf¥fortsdtze und die Apoptose der

Ze”en264,298,299

. Dementsprechend wird angenommen, dass die Aufrechterhaltung der
physiologischen [Ca®'] zu einer Verbesserung oder sogar Pravention der
Podozytenschadigung fuhrt. Wie die Daten der vorliegenden Arbeit zeigen, kann dies
durch die Aktivierung podozytaren GC-A erreicht werden. Hierbei scheinen ANP und BNP

eine supprimierende Wirkung auf den TRPC6-Kanal zu haben.

Bestétigt wird dies mit Hilfe der Blockade der TRPC-Kanale durch SKF 96365 in vivo, was
zu einer deutlichen Verminderung der Effekte einer mehrwdchigen DOCA-Behandlung in
den Podo GC-A KO Mausen fuhrt. So zeigte sich in diesen Tieren eine geringere
Albuminausscheidung im Urin und eine Reduktion der Schadigung der Podozyten, vor
allem des ,Foot process effacement” und der mesangialen Expansion. Dariber hinaus
fuhrte die Applikation von SKF zum Erhalt der Podocin-Expression und zur Verhinderung
einer verstarkten Bildung reaktiver Sauerstoffspezies in den Podozyten der DOCA-
behandelten Knockout-Mause. Das weist darauf hin, dass die erhdhte TRPC6-Expression
und -Aktivitat die Ursache und nicht die Folge des oxidativen Stresses in den Podozyten
ist, in welchen die NP / GC-A-Signhalkaskade unterdriickt wurde. Wie schon erwéhnt ist
SKF 96365 kein selektiver TRPC6-Inihibitor und dartber hinaus wird TRPC6 in
zahlreichen Geweben wie z.B. in BlutgefaRen und im zentralen Nervensystem
exprimiert®®. Unsere in vivo Studie mit SKF 96365 lasst daher nicht den direkten Schluss
zu, dass die beobachteten positiven Effekte von SKF 96365 auf einer Hemmung von
TRPC6 in Podozyten beruhen. Sie wéaren auch durch unspezifische Blockade anderer
Kanale oder die Blockade der Kanéle in anderen Geweben erklarbar, die dann indirekt
protektiv auf die Podozyten einwirken. Ein indirekter Effekt Uber eine Blutdrucksenkende
Wirkung von SKF 96365 ware aufgrund der Expression und Wirkung des Kanals im

Kreislaufsystem durchaus vorstellbar. Dies konnte allerdings durch die Blutdruck-
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messungen ausgeschlossen werden. Zum Nachweis eines direkten Effektes von TRPC6
im Podozyten wére ein podozytenspezifisches TRPC6 / GC-A-Doppelknockout-
Mausmodell geeignet, das weitere Einblicke in die Interaktionen der natriuretischen
Peptide und dem TRPC6 geben kdnnte. Die Daten von Dietrich et al. an konventionellen
TRPC6 Knockout-Mausen deuten allerdings daraufhin, dass ein Verlust der TRPC6-

Aktivitat durch andere TRPC-Kanéle wie TRPC3 kompensiert werden kénnte>®.

DOCA/Ald0 e—

ANP/BNP | \
/ / CGKI
MR-Rezepto ”

ANG Il

N /
\\ /RhoA

MAPK Ca*

./
Aallea &

| Intakter Podozyt | | geschadigter Podozyt

Abb. 6-2: Mogliche Schadigungsmechanismen im Podozyten und Angriffspunkte der kardialen
natriuretischen Peptide. Quellen: siehe Fliel3text.

Einige wenige Zellen der Podo GC-A KO Mause zeigten Anzeichen von Apoptose infolge
der sechswodchigen Behandlung mit dem Aldosteron-Prakursor DOCA. Als Nachweis fur
das Vorliegen von Apoptose kamen dabei der TUNEL Assay, der fragmentierte DNA-
Strange im Zellkern apoptotischer Zellen nachweist sowie der immunhistochemische
Nachweis von Caspase-3, einem Schliisselenzym der Apoptosereaktion, zum Einsatz.
Um zu Uberprifen, ob die Podozyten von der Apoptose betroffen waren, wurde eine Co-
Farbung mit dem Podozytenmarker Synaptopodin durchgefiihrt. Allerdings fand sich in
keinem Fall eine Co-Féarbung der Apotosemarker mit Synaptopodin. Das heil3t, dass es
sich entweder um andere Zellen als Podozyten handelt (z.B. Mesangialzellen, die man mit
einem spezifischen Antikérper, z.B. gegen Desmin®* anfarben kénnte) oder um

Podozyten, die die Expression von Synaptopodin komplett eingestellt haben. Da die
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Anzahl der apoptotischen Zellen infolge der sechswdchigen DOCA-Behandlung sehr
gering war und nach zweiwtchiger DOCA-Applikation keine Anzeichen von Apoptose in
den Glomeruli der Versuchstiere sichtbar waren, scheint dieser Mechanismus keine
wesentliche Rolle in diesem Krankheitsmodell zu spielen.

6.3 Fazit

Zusammengefasst lasst sich aus den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit schlussfolgern,
dass die lokale Deletion der Guanylatzyklase A in den Podozyten keinen Einfluss auf die
Regulation der Nierenfunktion unter Kontrollbedingungen und nach unilateraler
Nephrektomie hat. Die fehlende Wirkung der kardialen natriuretischen Peptide im
Podozyten fuhrt jedoch zu einer massiven Schadigung der Glomeruli und renaler Fibrose,

die mit einer extrem erhéhten Ausscheidung von Albumin im Urin einhergeht.

Somit zeigt die vorliegende Arbeit zum ersten Mal einen direkten nephroprotektiven Effekt
der kardialen natriuretische Peptide durch die Aktivierung ihres Rezeptors GC-A im
Podozyten. Diese wichtige Erkenntnis bildet die Basis flr neue Therapiemdglichkeiten, so
dass Arzneimittel wie ,Entresto und Co. (siehe 3.3.6), die die Plasmaspiegel der
natriuretischen Peptide erhdhen, nicht nur fur kardiovaskuléare, sondern auch fir renale

Erkrankungen zugelassen werden kénnten.
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8.1 Materialien und Gerate

8.1.1 Verbrauchsmaterial

Material

Hersteller / Lieferant

10% Mini-PROTEAN® TGX™ Precast Protein Gels
Eppendorf-Cups (0,2-2,0 ml)
Falcon-Réhrchen (15-50 ml)

BioRad
Sarstedt, Nerbe
Sarstedt, Nerbe

Glaswaren
Hautklammern
Kantlen, versch. GroRen

Kapillaren, diverse

LightCycler-96-Well-Platten

Messpipetten, Polyethylen
Néahseide 7.0

Nitrocellulose Membran

Pipettenspitzen, mit und ohne Filter

Polyethylen-Réhrchen (13 ml)

Polyethylen-Schlauche

Polystyrol-Rdhrchen (13 ml)

Skalpellklingen
Terylene 4.0

8.1.2 Reagenzien

Schott, Roth

FST

BD, Medishop
Hirschmann Laborgerarte
Roche

Sarstedt

Resorba Wundversorgung
BioRad

Sarstedt, Nerbe

Sarstedt

Science Products
Sarstedt

Heinz Herenz

Serag-Wiessner

Produkt Hersteller / Lieferant
Agarose Bio & Sell
ATP Sigma-Aldrich

BNP-45, mouse

BSA

Chloroform

Dako Mounting Medium
DEPEX Mounting Medium
DOCA-Pellets
Dynabeads®
Einbettkassetten

Eisessig

Ethanol

Phoenix Pharmaceuticals
Sigma-Aldrich

Merck

Dako

Serva Elekttrophoresis
International Research of America
Dynal Invitrogen

Neolab

Merck

Merck
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Evans Blue Sigma Aldrich
FITC-Sinistrin Fresenius
Fura-2-AM Invitrogen
Gene Ruler 100bp DNA Ladder Fermentas
Glycerol Merck

GoTag Reaction Buffer Promega
GoTaq DNA Polymerase Promega
Heparin (25.000 I.E.) Rotexmedica
HEPES 1M Sigma-Aldrich
HiMark Pre-Stained Standard LifeTechnologies
Isofluran Baxter
Isopronanol Merck
Ketamin CP-Pharma
Methanol Merck
Methylbutan Merck

NacCl 0,9%, steril B. Braun
Oligo(dT)-Primer Promega
Paraffin Leica
Paraformaldehyd Sigma-Aldrich
PeqGREEN Peglab
Proteinase K Peglab
Reverse Transkriptase Roche
Saccharose Sigma-Aldrich
SKF 96365 Abcam

SYBR Green Roche
TissueTek Hartenstein
TRIS Sigma-Aldrich
TRISure Bioline

Triton X-100 Boehringer
Xylazin Ratiopharm

8.1.3 Assay Kits

Angiotensin | RIA DiaSorin

ANP / BNP EIA Phoenix Pharmaceuticals

Kreatinin Assay BioassaySystems

Mouse Albumin ELISA Immunology Consultants Laboratory, Inc. (ICL)
TUNEL Assay Roche
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8.1.4 Futtermittel

Produkt

Hersteller

Hochsalzdiat (4% NacCl)
Standarddiat

Ssniff Spezialdidten GmbH
Ssniff Spezialdidten GmbH

8.1.5 Primer

Die Primer fur die Genotypisierung und die gPCR wurden von der Firma biomers.net

GmbH in gewinschter Nukleotidabfolge synthetisiert und lyophylisiert geliefert.
Zugabe von nukleasefreiem Wasser

Durch

wurde eine Konzentration von 100 pmol / pl

eingestellt. Es handelt sich um murine Primer, die in 5°- zu 3'-Richtung aufgelistet sind.

8.1.5.1 Genotypisierungs-Primer

Gen Forward-Primer Reverse-Primer
GC-AoHflox TCCTGTCTCCCGTGACCTTCC ATCAGAGAATAACCAGCCAGAG
Cre GCTGCCACGACCAAGTGACAGCAATG | GTAGTTATTCGGATCATCAGCTACAC

8.1.5.2 gPCR-Primer

Gen Forward-Primer Reverse-Primer

GC-A GGCTTTGCCCAAACACATCC CTCAACATCACAGTAAATCACC
NPR-C GGCTCAATGAGGAGGATTACGTG CACAGAGAAGTCCCCATACCG
cGKla CGCCAGGCGTTCCGG AAGTT GTGCAGAGCTTCACGCCT T
cGKIB GGAGAAGATCGAGGAGCTGA TTCGTCCTTCTGATCCAACTC
AT1 TCACCAGATCAAGTGCATTTTGA AGAGTTAAGGGCCATTTTGCTTT
MR TGCCTTGAGTTGGAGATCGT CCCTGGCACAGCTCATACAT
Renin GGTGTTCTAGGCATGGGCTT GATAATGCTGCGGGTCGCTA
Podocin TTGGCACATCGATCCCTCAC GGGACTCTGAAGCAGCCTTT
Nephrin CTGGGGGACAGTGGATTGAC AAGACCACCAACCGCAAAGA
CD31 CAGCTTCACTGCTTTGCTTG GGTGACACTGGACAAAAAGG
Megalin CCCTCTCTGCCCAAGCTGCC CTGACGGTCCCTGCACTGCC
TRPC6 GCAAAAGGTTAGCGACAAGC CCTTGCACTGCATAGACAGC
TRPC5 CCAACAATTGCTAGCCACCT AAATCCATCAGGTTCCACCA
NOX-2 CGGAGGGGCTATTCAATGCT CACTGGCTGTACCAAAGGGT
NOX-4 CTACTACATTCACCAAATGTTGGGC GCAGTTGAGGTTCAGGACAGA
NQO-1 AACGTCATTCTCTGGCCGAT TGTGGCCAATGCTGTAAACC
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8.1.6 Antikorper

8.1.6.1 Primarantikdrper

Name Verwendung fir Verd. | Art.-Nr. Hersteller / Lieferant
Goat-Anti-Podocin Immunfluoreszenzfarbung (IF) | 1:200 | sc 22298 Santa Cruz
Western Blot (WB) 1:1000 Santa Cruz
Goat-Anti-
Synaptopodin Immunfluoreszenzfarbung 1:200 | sc 21537 Santa Cruz
Rabbit-Anti-TPRC6 Immunfluoreszenzfarbung 1:200 | ab 62461 | Abcam
Western Blot 1:500 Abcam
Mouse-Anti-alpha-SMA | Immunfluoreszenzfarbung 1:600 | ab 7817 Abcam
Alpha Diagnostics /
Rabbit-Anti-4-HNE Immunfluoreszenzfarbung 1:100 | HNE 11-S | Biotrend (KéIn)
Rabbit-Anti-Cleaved
Caspase-3 (aspl175) Immunfluoreszenzfarbung 1:100 | ab 32042 | Abcam
8.1.6.2 Sekundarantikorper
Name Konjug. | Verwend. Verd. | Art.-Nr. Hersteller / Lieferant
donkey-anti-goat IgG-HRP Podocin WB | 1:2000 | sc 2033 Santa Cruz
donkey-anti-rabbit IgG-HRP TRPC6 WB 1:1000 | sc 2317 Santa Cruz
DyLight 488 Jackson Immuno
(Donkey-Anti-Goat) Cy2 IF 1:400 705-485-147 Reseach / Dianova
DyLight 488 Jackson Immuno
(Donkey-Anti-Rabbit) Cy2 IF 1:400 711-485-152 Reseach / Dianova
DyLight 488 Jackson Immuno
(Donkey-Anti-Mouse) Cy2 IF 1:400 715-485-150 Reseach / Dianova
Rhodamin Jackson Immuno
(Donkey-Anti-Mouse) TRITC IF 1:400 715-025-150 Reseach / Dianova
cy'™5 Jackson Immuno
(Donkey-Anti-Goat) Cy5 IF 1:400 705-175-147 Reseach / Dianova
8.1.7 Puffer und Losungen
8.1.7.1 Farbungen
Beschichtungsmedium: 97 ml F-12

PBS, pH 7.4:

1 ml Fibronektin

1 ml Kollagen
50 ul BSA

1 ml Penicillin / Streptomycin

138 mM NacCl
2,71 mM KCI

10,2 mM Na2HPO4
1,77 mM KH2PO4

H20 ad 11
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Coomassie Fixierlésung: 50% Methanol
10% Eisessig
40% H20

Coomassie Farbeldsung: 50% Methanol

0,05% CBB-R250 (I6sen in Methanol)
10% Eisessig
40% H20

Coomassie Entfarbungslosung: 7% Eisessig
5% Methanol
88% H20

Hamalaun nach Mayer: 1g Hamatoxylin
0,2g Natriumiodat
50g Kaliumaluminiumsulfat
1000mlI Aqua bidest
50g Chloralhydrat
19 kristalline Zitronenséaure

8.1.7.2 Western Blot

Lammli-Puffer: 1 % Triton X-100
150 mM NacCl
10 mM TRIS pH 8.0
2 mM EDTA

RIPA Puffer: 2 % SDS
150 mM NacCl
10 mM TRIS pH 8.0
50 mM NaF

SDS-PAGE Laufpuffer: 15,14 g Tris
72 g Glyzin
59 SDS
H20 ad 5 |

Transferpuffer: 25 mM Tris
0,2 M Glyzin

20 % Methanol p.a.
H20 ad 11

PBS-T: PBS
0,05 % Tween

Blockierldsung: PBS
0,05 % Tween

3% Magermilchpulver
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Ponceaurot S-Lésung:

Detektionslésung:

8.1.7.3 Sonstige

HEPES 0,5 M (pH 7,4):

2 % Ponceau S
30 % Trichloressigsaure
30 % Sulfosalicylsaure

Super Signal West Dura Extended Duration Substrate
(ThermoScientific)

25 ml HEPES 1M
25 ml Aqua dest
NaOH 0,1 M g.s.

TBE: 108g Tris

55¢g Borséaure

40ml 0,5M EDTA pH 8,0
TNES: 10mM Tris pH7,5

400mM NacCl

100mM EDTA pH8,0

0,6% SDS
HBSS 5,4 mM KCI

0,3 mM Na2HPO4

0,4 mM KH2PO4

4,2 mM NaHCO3

1,3 mM CacCl2

0,5 mM MgClI2

0,6 mM MgSO4

137 mM NacCl

5,6 mM D-Glucose

H20 ad 11
8.1.8 Gerate
Gerét Hersteller / Lieferant
Blockcycler "Labcycler" Sensoquest GmbH
Briickenverstarker "FE221" ADInstruments
Drucksensor "MLT844" ADInstruments
Durchflusszytometer "BD FACS Aria liu" BD Biosciences
Elektrophorese-System ,EV231¢ Consort
Flammenphotometer "Sherwood Modell 410" Kleinfeld Labortechnik
Fluoreszenz-Mikroskop "Observer Z1" Zeiss
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Fluoreszenzspektrometer "Nanodrop ND-3300"
Gelelektrophoresekammer
GFR-Kammern
Hamatokrit-Zentrifuge "210"
Homogenisator "Ultra-Turrax T25"
Imager ,Fusion FX7*
Isofluran-Verdampfer

Light Cycler "LC480"
Maus-Operationstisch, beheizbar
Metabolische Kafige "MMC 100"
Narkosegas-Absorber
Operationsbesteck
OP-Lichtmikroskop
Perfusionspumpe

PowerLab

Retraktoren

Spritzenpumpe "AL-300"
Stereomikroskop "Discovery V8"
Stereomikroskop "Stemi 2000"
Tail-Cuff-Blutdruckmesssystem
Tischzentrifuge

UV / VIS-Spektrometer "Nanodrop ND-1000"
UV-Tisch ,N 90 MV 312 nm*“
Western Blot Apparatur
Zentrifuge "541702"

8.1.9 Verwendete Software

Microsoft Office 2010
ImageJ 1.4.3 (2006)
Visiview 2.1.4

Labchart 8

GraphPad Prism 6
Axiovision Zeiss
LightCycler 480 SW 1.5
Endnote 7
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ThermoScientific

Bio-Rad Laboratories
Braintree scientific

Hettich

Janke & Kunkel

Vilber Lourmat, Eberhardzell
Harvard Apparatus GmbH
Roche

KE Med. Techn. Geratebau
Hatteras Systems Inc.
Harvard Apparatus GmbH
FST

Zeiss

Watson Marlow
ADInstruments

FST

WPI

Zeiss

Zeiss

TSE Deutschland

Neolab

ThermoScientific

Faust

BioRad

Eppendorff
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8.2  Abkilrzungsverzeichnis

Abkiirzung |Bedeutung

°C Grad Celcius

A Filtrationsflache

ANOVA engl. "Analysis of variances", Varianzanalyse
ANP Atriales natriuretisches Peptid

AS Aminosaure

ATP Adenosintriphosphat

BNP B-Typ natriuretisches Peptid

Bp Basenpaare

BSA bovines (Rinder- ) Serumalbumin
cGMP Zyklisches Guanosinmonophosphat
Cy Cyanin

Da Dalton

DAPI 4',6-Diamidin-2-phenylindol

DEPC Diethyldicarbonat

dNTP Desoxyribonukleotidtriphosphat
DOCA Deoxycorticonsteronacetat

EDTA Ethylendiamintetraessigséure

EtOH Ethanol

FACS Fluorecence activated cell sorting
FCS Fetales Kalberserum

FELASA Federation of European Laboratory Animal Science Associations
FITC Fluoresceinisothiocyanat

for forward

FSGS Fokale segmentale Glomerulosklerose
g Gramm

GC-A Guanylatcyclase A, auch NPR-A
GC-B Guanylatcyclase B, auch NPR-B

GFP Green fluorescent protein

GFR Glomerulére Filtrationsrate

GTP Guanosintriphosphat

h Stunde

HBSS Hank's Buffered Salt Solution

HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonséure
IGF1 Insulin-like Growth Factor 1

IPN Isoliert perfundierte (Mause-) Niere

k Kilo

Kr Filtrationskoeffizient

Kg Kilogramm
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KG
KGW

MeOH
min

mmHg
mRNA

n.s.
NADPH
NIH
NP(s)
NPPA
NPPB
NPR-A
NPR-B
NPR-C

oP

Ps
PBS
PFA

Pak
Pnet
Podo
rev
RFP
ROS
rpm
RT

Sek.
TRITC

us
WT

TTGK
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Korpergewicht

Korpergewicht

Knockout

osmotische Wasserpermeabiltét der glomerularen Kapillaren
Liter

Locus of X- over of P1

Milli

Meter

Molar

Methanol

Minute

Millimeter an der Quecksilbersaule, Einheit des Druckes
Messenger Ribonucleinsaure
Stichprobenmenge, Anzahl

Nano

Nicht signifikant
Nicotinamid-Adenin-Dinucleotidphosphat-Oxidase
National Institute of Health

Natriuretische(s) Peptid€

Natriuretic peptide precursor A

Natriuretic Peptide Precursor B

Natriuretischer Peptid Rezeptor A, auch GC-A
Natriuretischer Peptid Rezeptor B, auch GC-B
Natriuretischer Peptid Rezeptor C

Sauerstoff

Operation

Piko

hydrostatischer Druck in der Bowman-Kapsel
Phosphat buffered saline

Paraformaldehyd

hydrostatischer Druck in glomeruléren Kapillaren

Nettofiltrationsdruck

Podocin

reverse

Red fluorescent protein

reactive oxygen species = Reaktive Sauerstoffspezies
rounds per minute = Umdrehungen pro Minute
Raumtemperatur

Sekunde

Sekunde

Tetramethylrhodamin-Isothyiocyanat

United States

Wildtyp

Mikro

onkotischer Druck in der Bowman-Kapsel

onkotischer Druck in den glomeruléaren Kapillaren
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