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Einleitung

1 Einleitung

Das zirkulierende Renin-Angiotensin-System (RAS) ist fiir die Blutdruckregulation und
den Elektrolythaushalt des Menschen unerlasslich. Das RAS unterlag bereits
ausfuhrlicher Forschung und wird seit tGber 20 Jahren medikamentts beeinflusst, um
haufige Zivilisationskrankheiten wie Bluthochdruck, Herzinsuffizienz oder die
diabetische Nephropathie zu behandeln (17; 61; 81; 87).

Neben dem systemisch zirkulierenden RAS existieren gewebsstandige lokale RAS,
deren Funktionen weit Uber die des ,klassischen” RAS hinausgehen. Sie sind an
Entzindungsreaktionen, der Regulation des Korperfettanteils und vielen anderen
organspezifischen Funktionen beteiligt (10; 19; 21) . In vielen Organen und Geweben
finden sich mehr oder weniger eigenstandige RAS, beispielsweise in den
Nebennieren, im zentralen Nervensystem, im Herzen sowie im Fettgewebe (10; 21;
81).

Auch die Niere exprimiert alle Komponenten des RAS (41). Eine Uberaktivitat des
intrarenalen RAS kann Uber weiter unten genauer erlauterte Prozesse zu
Vasokonstriktion, Inflammation und Zellproliferation fiihren. Solche Entwicklungen des
RAS beobachtet man unter anderem bei an Diabetes mellitus (DM) Erkrankten. Eine
schwerwiegende Komplikation von DM ist die diabetische Nephropathie (DN), welche
die haufigste Ursache fur terminale Niereninsuffizienz in den Industrienationen
darstellt und vermutlich in Assoziation mit dem intrarenalen RAS steht (33; 41).

Zu Alterationen des intrarenalen RAS unter DM wurden bereits einige Arbeiten verfasst
(9; 22; 23; 53), die sich intensiv mit einzelnen Komponenten beziehungsweise
Nierenabschnitten befassten (22; 45) . Bis jetzt blieben diese Arbeiten jedoch auf
einzelne Komponenten oder isoliert betrachtete Abschnitte der Niere beschrankt. Da
eine funktionierende RAS-Kaskade aber nicht nur auf das Vorhandensein seiner
Einzelkomponenten, sondern auch auf deren geordnete rdumliche Anordnung
angewiesen ist, ist eine umfassendere Ubersicht fir ein tieferes Verstandnis des
intrarenalen RAS inklusive dessen pathophysiologischer Wirkung im DM notwendig.
In dieser Arbeit wurden daher die RAS Komponenten systematisch in der gesamten
Niere simultan untersucht. In Zukunft kdnnten diese Ergebnisse weitere Angriffspunkte
in der Erforschung der DN und Hypertonie darstellen.
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2 Theoretischer Hintergrund

2.1 Anatomie und Physiologie der Niere

Die Nieren sind das zentrale Organ des Wasser- und Elektrolythaushaltes. Mittels
Filtration des Blutes sorgen sie fur die Ausscheidung von Stoffwechsel-Endprodukten
(sogenannte harnpflichtige Substanzen). Darlber hinaus besitzen sie wichtige
endokrine Funktionen, wie die Synthese von Calcitriol fur den Calcium (Ca?*) -
Stoffwechsel und Renin fur die Blutdruckregulation. Aul3erdem bilden die Nieren
sauerstoffabhangig den Wachstumsfaktor Erythropoetin, welcher die Erythropoese

stimuliert.

In diesem Abschnitt sind die wichtigsten Aspekte der Anatomie und Physiologie der
Niere aufgriffen worden, die fur das Verstandnis der Untersuchungen der vorliegenden
Arbeit notig sind. Grundlage hierfir bilden Standardwerke der Anatomie und

Physiologie (61; 76; 77), sofern nicht anders angegeben.

Die Nieren sind ein paarig angelegtes Organ im retroperitonealem Raum. Eine Niere
besteht aus dem &uf3eren Kortex (Rinde) sowie der &ufReren und inneren Medulla
(Mark) (Abbildung 1A). Die Medulla besteht beim Menschen aus 10-12 Pyramiden,
deren Papillae (Spitzen) gen Nierenbecken weisen (Abbildung 1A). Dort sammelt sich
der Harn im Nierenbecken, um durch den Ureter (Harnleiter) in die Vesica urinaria
(Harnblase) zu gelangen und schliel3lich ausgeschieden zu werden.

Die kleinste funktionelle Einheit der Niere ist das Nephron. Es besteht aus einem
Glomerulus und dem sich anschlieenden Tubulussystem (Abbildung 1C). Der
Glomerulus ist aus einem vielfach gewundenem Kapillarknduel mit einem zu- (Vas
afferens) und einem ableitenden (Vas efferens) Gefal? und der Bowman-Kapsel
aufgebaut (Abbildung 1B). Pro Minute flieRen durchschnittlich 600 mL Blut durch die
Nieren, von denen 20 % durch die Filtrationsbarriere der Glomeruli ultrafiltriert werden.
Die glomerulare Filtrationsrate (GFR) betragt bei einem gesunden Menschen also ca.
120 mL/min. Die Filtrationsbarriere der Glomeruli besteht von innen nach auf3en aus
dem Endothel der Kapillaren, der Basalmembran und dem Epithel der Bowman-

Kapsel.
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Abbildung 1. A. Schematische Darstellung einer Niere. B. Schematische Darstellung eines Glomerulus. C.
Schematische Darstellung eines Nephrons (Eigene Darstellung, erstellt mit Microsoft PowerPoint).

Die Filtrierbarkeit der sich im Blut befindlichen Moleklle hé&ngt von deren Grol3e und
elektrischer Ladung ab. So gelangen Makromolekiile >80 Kilodalton (kDa) nicht und
Proteine mit einer Molekulmasse von ca. 10-70 kDa kaum in das Ultrafiltrat. Durch die
negative Ladung der Basalmembran passieren negativ geladene Moleklle (z.B.
Albumin) die Filtrationsbarriere schlechter. Das von den Glomeruli gebildete Ultrafiltrat

wird Primarharn genannt.

Der Priméarharn gelangt Uber den Harnpol des Glomerulus in das Tubulussystem.
Dieses setzt sich aus proximalem Tubulus (PT), Henle-Schleife, distalem Tubulus (DT)
und Sammelrohr zusammen. Die Henleschleife unterteilt sich nochmals in die Pars
recta des PT, den Intermediartubulus und die Pars recta des DT. Durch Resorption
kbnnen im Tubulussystem dem Primarharn spezifische Substanzen (Wasser,
Glucose, lonen etc.) wieder entzogen und durch Sekretion andere Substanzen
(Protonen, Ammoniak etc.) hinzugefligt werden. Mittels Kanalen und Transportern in

den Zellmembranen, die fur jeden Tubulus-Abschnitt spezifisch sind, und dem
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Gegenstromprinzip, kann die komplexe Konzentration bis zum Endharn fir die
aktuellen Bedurfnisse des Korpers optimal angepasst werden.

Die quantitative und qualitative Zusammensetzung des Endharns wird von den
Hormonen Aldosteron (siehe 2.2), antidiuretisches Hormon (ADH) und den
natriuretischen Peptiden gesteuert. Des Weiteren spielt der tubulo-glomeruléare
Ruckkopplungsmechanismus durch die juxtaglomerularen Zellen (JGZ), die sich
gegenuber dem glomeruldren Harnpol befinden, eine bedeutende Rolle. Zum
sogenannten juxtaglomerularen Apparat (JGA) zéhlen die Renin-produzierenden
juxtaglomerularen Zellen (JGZ) des Vas afferens, die Macula-densa-Zellen des
distalen Tubulus desselben Nephrons und die juxtaglomerularen Mesangiumszellen.
Sie konnen die GFR der Zusammensetzung des Harns im frihdistalen Tubulus

anpassen.

2.2 Das systemische Renin-Angiotensin-System

Wie bereits erwahnt, ist das systemische RAS fur die Regulation des Blutdrucks
zustandig. Dabei wirkt es vor allem Uber Vasokonstriktion und Regulation des
Flussigkeits- und Elektrolythaushalts. Es ist in Abbildung 2 schematisch dargestellt.
Zu Beginn der Kaskade steht das Angiotensinogen (Agt), ein hauptséchlich in der
Leber synthetisiertes Plasmaglobulin, dessen Synthese und Freisetzung Uuber
Schilddriisenhormone, Ostrogene, Glukokortikoide oder direkt wieder von
Angiotensin-Il (Angll), dem Endprodukt des RAS, reguliert wird.

Die  enzymatische  Spaltung von Agt ist der limitierende, also
geschwindigkeitsbestimmende Schritt der RAS-Kaskade. Das daflir entscheidende
Enzym ist nach seinem Bildungs- und Speicherort benannt: Renin (lateinisch ren =
Niere). Es wird hauptséchlich in den JGZ der Niere gebildet und dort auch gespeichert.
Sobald der Blutdruck fallt, wird Renin in die Blutbahn freigesetzt und spaltet vom Agt
zehn Aminoséauren ab. Es entsteht Angiotensin-lI (Angl). Als nachstes spaltet das
Angiotensin-Konversionsenzym (ACE), welches ubiquitar auf der Oberflache von
Endothelzellen exprimiert wird, ein Dipeptid des Angl ab. Am Ende der Kaskade steht
nun das biologisch aktive Angll.

ACE ist eine unspezifische Dipeptidase und baut neben Angl weitere Peptide wie

Bradykinin, Enkephaline oder die Substanz P ab. Die ACE-verwandte
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Carboxypeptidase, auch ACE2 genannt, wird in vielen Gewebetypen exprimiert und
ist dort auch aktiv (53; 62).

Die hochste Affinitat besitzt ACE2 zu Angll, welches es zu Angiotensin (1-7) (Ang (1-
7)) spaltet. Ang (1-7) bindet an den Mas-Rezeptor, welcher anti-inflammatorisch und
proliferationshemmend  wirkt. Die ACE2/Ang (1-7)/Mas-Achse gilt als
kontraregulatorische Achse des RAS (62; 83).

Des Weiteren interagiert ACE2 mit dem gleichen Substrat wie das klassische ACE,
dem Dekapeptid Angl. Hier spaltet es allerdings — im Gegensatz zu ACE — nur eine
Aminosaure (AS) ab, sodass Angiotensin (1-9) (Ang (1-9)) entsteht. Ang (1-9) bindet
an den Angiotensin-lI-Rezeptor Typ 2 (AT2-R) (siehe 2.2.1). Des Weiteren kann Ang
(1-9) von ACE zu Ang (1-7) gespalten werden (64). Durch den Mas- und den AT2-R,
sowie den vermehrten Abbau von Angll, wirkt ACE2 auf mehreren Wegen
vasodilatatorisch und anti-inflammatorisch (15; 83).

Agt Agt: Angiotensinogen
Ang: Angiotensin
PR . ACE: Ang-konvertierendes Enzym
G Renin AT,-R: Ang-ll-Rezeptor Typ X
PRR PR(R): Prorenin(-Rezeptor)
Mas-R: Mas-Rezeptor
Angl
ACE 2 |:> : bindet an
AT].-R — : wird gespalten zu
Ang Il Ang (1-9)
ATz-R AT,-R
ACE 2
Ang (1-7)
Mas-R

Abbildung 2. Schematische Darstellung des RAS (Eigene Darstellung, erstellt mit Microsoft PowerPoint).
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2.2.1 Angiotensin-ll Rezeptoren

Wie weiter oben beschrieben, entsteht durch die Enzymaktivitait des ACE als
Endprodukt der RAS-Kaskade Angll. Dieses kann Uber zwei membranstandige
Angiotensin-ll Rezeptortypen wirken — Typ 1 (AT1-R) und Typ 2 (AT2-R).

Der gq-gekoppelte AT1-R wird in Gefal3en, Herz, Lunge, Gehirn, Leber, Niere und
Nebenniere exprimiert. In den glatten Muskelzellen der Gefallwénde bewirkt er via
Ca?* -Einstrom eine Vasokonstriktion. In den proximalen Tubuli der Niere sorgt der
AT1-R Uber Aktivierung des Natrium/Protonen-Austauschers NHE3 flr eine verstarkte
Natrium- und Wasserrtuckresorption.

Durch die Bindung von Angll am AT:-R kommt es in der Nebenniere zur Aldosteron-
und Adrenalinausschuttung. In der Hypophyse wird Vasopressin freigesetzt.
Zusammenfassend fuhren alle diese Mechanismen zu einem Anstieg des Blutdrucks.
Zudem agiert Angll als renaler Wachstumsfaktor und aktiviert andere
Wachstumsfaktoren wie den Transforming-Growth-Factor-beta (TGF-B), interstitielle
Fibroblasten und mesangiale und tubulare Zellen. Dies fihrt zu vermehrter
Zellproliferation, vermehrter Bildung von extrazellularer Matrix (EZM) und Fibrose. Des
Weiteren kann Angll Uber die Stimulation von Lymphozyten und Monozyten und der
dadurch vermehrten Produktion von proinflammatorischen Zytokinen und Chemokinen
zu Entzindungsreaktionen beitragen (51). Eine UuberméaRige Angll-Synthese

begtinstigt somit profibrotische und proinflammatorische Effekte (22).

Dem AT1-R steht der gi-gekoppelte AT2-R gegentber. Dieser wirkt durch Freisetzung
von Stickstoffmonoxid (NO) und Bradykinin vasodilatatorisch und durch
Antagonisierung von Mitogen-aktivierte-Protein Kinasen (MAPK) antiinflammatorisch
und -fibrotisch. Daneben ist der AT2-R mal3geblich an der Embryogenese beteiligt. Ein
Gleichgewicht der beiden Angiotensinll-Achsen ist jedoch lebenslang fiur die

Nierengesundheit von Bedeutung (68).

2.2.2 Der (Pro)Renin Rezeptor

Der (Pro)Renin Rezeptor (PRR) wurde von Nguyen et al. im Jahr 2002 entdeckt und
ist seitdem Objekt zahlreicher Studien (58). Er kommt vor allem im zentralen
Nervensystem, dem Herzen, der Plazenta, den Augen und der Niere sowie auf Zellen
des Immunsystems vor (32). Neben Renin bindet der PRR reversibel Prorenin (PR),
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eine Vorstufe des Renins (35). Durch die Bindung von PR an den PRR wird dieses
durch Konformationsanderungen aktiviert und spaltet Angl zu Angll.

Wie bereits erwahnt, katalysiert Renin den limitierenden Schritt bei der Entstehung von
Angll. Mit Hilfe des PRR-aktivierten PR kann lokal im Gewebe die Angll-Aktivitat
signifikant gesteigert und somit die bereits erlauterten Angll-abhéngigen
profibrotischen und proinflammatorischen Effekte verstarkt werden.

Daruiber hinaus werden durch Bindung an den PRR intrazellulare Signalkaskaden
induziert. Hierzu zahlen beispielsweise der MAPK-Signalweg, eine wichtige
Signaltransduktionskaskade fir Zellproliferation und -differenzierung, sowie die pH-
regulierende vakuolare H*-ATPase (V-ATPase) (32; 40; 49; 57).

Des Weiteren fungiert der PRR als Adapter-Protein zwischen der V-ATPase und dem
wnt-Rezeptor Komplex. Dieser Komplex ist unter anderem bei der Embryogenese und
fur die HAmostase von zentraler Bedeutung. Diese Interaktionen unterstreichen die
komplexe Wirkungsweise des PRR auf den gesamten Korper (35). Unter
pathophysiologischen Bedingungen kann der PRR zur Fibrose, Hypertonie,
kardiovaskularen Erkrankungen, einer gestorten Glucosetoleranz, renaler

Schadigung, Ubergewicht und anderen Krankheiten mit begiinstigen (32).

2.3 Das lokale RAS

Das systemische RAS, wie es in 2.2 beschrieben wurde, stellt einen seit Jahrzehnten
bekannten Mechanismus der Blutdruckregulation dar. Als auch in anderen Geweben
yortsfremde” Komponenten des RAS gefunden wurden, musste diese lineare
Vorstellung erweitert werden. Beispielsweise fanden 1971 von Ganten et al. Renin im
zentralen Nervensystem (ZNS), wahrend die Renin-Synthese im Uterus bereits
bekannt war (24).

Die lokalen oder auch Gewebe-RAS sind bis zur Gegenwart Objekt zahlreicher
Forschungsgruppen. Es wurden RAS Komponenten in vielen Gewebetypen und
Organen detektiert (63). In mehreren wissenschaftlichen Arbeiten wurde
nachgewiesen, dass das Gewebe-RAS im ZNS fur die zentrale Blutdruckregulation
und Neuroprotektion wichtig ist (21; 27). In der Bauchspeicheldriise stimuliert es die
Insulinsekretion. Ein weiteres Exempel ist das RAS im Fettgewebe, welches das

Korpergewicht des Organismus beeinflussen kann (10).
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So liegt auch in der Niere ein Gewebe-RAS vor, welches alle RAS Komponenten
unabhangig vom zirkulierenden RAS exprimiert und deren physiologischen Funktionen
aufrecht erhalt (41). Die Zellen des PT bilden Leber-unabhéngiges Agt und
sezernieren dieses in das tubulare Lumen. ACE findet sich groftenteils im
Blrstensaum der PT, aber auch in Glomeruli und DT (17). Neben der Bildung von
Renin in den JGZ findet diese auch in Zellen der PT, Intermediartubuli und SR statt
(80). Die Angll-Konzentration in den PT ist bereits unter physiologischen Bedingungen
um ein Vielfaches hoher als die des zirkulierenden Angll, sodass diese nicht allein
durch Filtration aus dem Plasma zu erklaren ist (43).

Es ist haufig schwierig zwischen systemisch zirkulierendem und lokalem RAS zu
differenzieren. Jedoch gibt es Hinweise, dass die beiden Systeme sowohl parallel als
auch kontrar reguliert werden konnen. So reagieren sowohl das systemische als auch
das intrarenale RAS &ahnlich auf eine veranderte Salz-Zufuhr, wahrend sich die beiden
bei Diabetes mellitus und einigen Hypertonieformen gegenséatzlich verhalten (19; 37,
67).

2.4 Diabetes mellitus

Diabetes mellitus (DM) ist eine heterogene Gruppe von Erkrankungen, deren
gemeinsames Merkmal die chronische Hyperglykamie darstellt. Atiologisch ist dies auf
einen gestorten Insulinstoffwechsel zuriickzufuhren.

Beim DM Typ 1 sind >80 % der Insulin-produzierenden 3 -Zellen der Bauspeicheldrise
destruiert, was zu einem absoluten Insulinmangel fuhrt. Der Krankheitsbeginn ist meist
im Jugendalter und hauptséchlich autoimmun oder idiopathisch begriindet (33).

Dem DM Typ 2 liegt eine Insulinresistenz, ein sekretorischer Defekt sowohl der [3-
Zellen als auch der Glucagon-produzierenden a-Zellen im Pankreas, sowie eine
verminderte Sekretion und Wirkung Glukagon-ahnlicher Peptide zugrunde. Glukagon-
ahnliche Peptide, wie z.B. das Glucagon-like Peptide 1 (GLP-1), sind gastrointestinale
Hormone, die die Insulinfreisetzung und das Sattigungsgefihl regulieren (54). Die
Ursachen fur DM Typ 2 liegen haufig in Uberernahrung und Bewegungsmangel
begriindet, ein Zustand, wie er bei vielen Menschen in Industrienationen vorliegt. Mit
DM Typ 2 assoziiert ist das metabolisches Syndrom, welches durch die Trias
Adipositas, Hypertonie und Dyslipoproteinamie definiert ist (33).

DM ist eine weltweit epidemische Erkrankung. Laut der International Diabetes

Federation waren 2021 weltweit rund 537 Millionen Erwachsene und mehr als 1,2
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Millionen Kinder und Jugendliche erkrankt. Fir das Jahr 2045 werden 643 Millionen
Diabetiker und Diabetikerinnen prognostiziert (33). Diabetes ist die haufigste Ursache

fur Erblindung, Herzinfarkte, Schlaganfalle und chronisches Nierenversagen (88).

2.4.1 Diabetische Nephropathie

Die Diabetische Nephropathie (DN) ist eine der gravierendsten Komplikationen des
DM und in Europa und den USA mit etwa 40 % der haufigste Grund fiir eine Dialyse-
Pflichtigkeit. Die Pravalenz betragt bei Diabetikern vom Typ 2 ca. 10 %, bei Diabetikern
vom Typ 1 sogar 15 % (33).

Die DN st eine chronische renale Schadigung durch eine diabetische
Stoffwechsellage, die mit einer persistierenden Albuminurie (>300 mg/d) einhergeht.
Die GFR ist zu Beginn der Erkrankung, noch bevor histologische Veranderungen
sichtbar werden, aufgrund von renaler Hypertrophie und glomerularer Hyperfiltration
zunéachst erhoht. Im Krankheitsverlauf nimmt die GFR mit zunehmender Albuminurie
kontinuierlich ab (56). Die DN ist mit einem proportional zur Menge des
ausgeschiedenen Albumins steigenden kardiovaskularen Risiko verbunden. Weiterhin
korreliert die Schwere der DN mit der Erkrankungsdauer und der Qualitat der
Blutzucker-Einstellung. Histologisch wird die DN in vier Stadien eingeteilt (Tabelle 1,
(33)):

I Verbreiterung der GBM in der Elektronenmikroskopie
Il Mesangiale Expansion in > 25 % des Mesangiums

1 Nodulare Sklerose (Kimmelstiel-Wilson)

\Y Fortgeschrittene diabetische Glomerulosklerose in > 50 % der Glomeruli

Tabelle 1. Histologische Einteilung der DN. (Darstellung nach (33)) GBM=glomerulare Basalmembran

Die wichtigste Therapiemal3Bhahme gegen das Fortschreiten einer DN ist ein
frihzeitiger Beginn mit einer anti-hypertensiven Medikation. Auch wenn nur ein leicht
erhohter Blutdruck besteht, ist die Senkung des Blutdrucks von immenser Bedeutung,
da vor allem bei DM Typ 2 eine Hypertonie den Progress der DN rapide aggraviert.
Hierfir haben sich Inhibitoren des RAS - ACE-Hemmer (ACE-l) und ATi-R-
Antagonisten (ARB) - als wirksamste Pharmazeutika etabliert (18; 34; 83). Sie kbnnen
das Voranschreiten einer DN hemmen, reduzieren das kardiovaskulare Risiko und

kbénnen somit die Gesamtmortalitat signifikant senken (44).

11
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2.4.2 Das intrarenale RAS im Diabetes mellitus

Wie bereits beschrieben, ist die DN eine schwerwiegende Komplikation des DM und
bestimmt maf3geblich das Mortalitatsrisiko. Des Weiteren steigt ihre Pravalenz seit
Jahren an und belastet neben den persoénlichen Individuen auch soziobkonomisch die
Gesellschaft (28). Somit ist es von besonderer Bedeutung den Pathomechanismus der

Entwicklung der DN genau zu verstehen.

Unter anderem wird die Zunahme von EZM und die Verbreiterung der GBM, wie flr
die DN charakteristisch, durch sogenannte advanced glycation end products (AGES)
erklart. AGEs sind Endprodukte einer nicht-enzymatischen, irreversiblen Glykierung
von reduzierenden Zuckern mit Aminogruppen von Proteinen, Fetten oder

Nukleinséuren. Diese lagern ab, akkumulieren und schadigen die Niere dauerhatft (73).

Ein weiterer wichtiger Faktor fur die Pathogenese der DN ist das lokale RAS in der
Niere. Da Angll stark vasokonstriktorisch, proinflammatorisch und profibrotisch wirkt,
wurde die Hypothese aufgestellt, dass ein aktiviertes RAS an der DN beteiligt sei.
Dafur sprechen intrarenal erhdhte Angll Level bei Diabetikern (66). Gleichzeitig sind
Ang-ll-abbauende Faktoren wie ACE2 bei einer bestehenden Nierenschadigung

geschwacht, was schlie3lich in einer Niereninsuffizienz enden kann (19).

Interessanterweise findet man sowohl im diabetischen Tiermodell als auch in
Diabetes-Patienten normale bis leicht erniedrigte Reninkonzentrationen im Plasma,
obwohl Renin bei einem aktivierten systemischen RAS erhoéht sein misste.
Gleichzeitig werden paradoxerweise erhthte PR-Konzentrationen im Plasma bei
Diabetikern gemessen (18). Weiterhin ist bekannt, dass Patienten mit chronischer
Nierenschadigung erhohte intrarenale PRR-Level aufweisen und diese am Prozess
der Schadigung beteiligt sind (47). Uber die PRR in der Niere kann das Plasma-PR fiir
eine Aktivierung des Gewebe-RAS sorgen, sodass lokal vermehrt Angll gebildet wird.
Daneben stehen auch RAS-unabhéngige, die DN beglnstigende Effekte zur
Diskussion, die durch den PRR ausgeldst werden, da PRR wie bereits kurz erlautert
an zahlreichen Stoffwechselprozessen beteiligt ist (25). So wird beispielsweise die
renale Produktion von inflammatorischen Zytokinen durch die Bindung von PR an den

PRR Uber einen Angll-unabhangigen Signalweg stimuliert (22; 49).
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2.5 Fragestellung und Zielsetzung

In der Niere besteht parallel zum systemischen RAS ein lokales, eigenstandiges RAS.
Dieses intrarenale RAS scheint in Patienten mit DM aktiviert zu sein, da erhéhte Angll-
Level in diabetischen Nieren gemessen wurden. Des Weiteren verbessert die
frihzeitige medikamentdse RAS Blockade das Outcome von Diabetikern mit renaler
Schadigung signifikant, was zusétzlich flr einen Zusammenhang zwischen einem

aktivierten intrarenalen RAS und DM spricht.

Es bestehen weiterhin Wissensliicken zur genauen Lokalisation der renalen Bildung
aller wichtigen RAS Komponenten und dessen Anderungen unter chronischer
Hyperglykamie, obwohl bereits erste Untersuchungen bezuglich einzelner
Komponenten des intrarenalen RAS im Kontext des DM erfolgten.

Um diese Lucken zu schlieRen und somit den Einfluss des intrarenalen RAS auf DM
und insbesondere die DN besser zu verstehen, wurde im Rahmen dieser Arbeit die
renale Genexpression von Agt, Renin, ACE, ACE2, PRR, ATi-R und AT2-R bei
Mausen mit chronischer Hyperglykamie untersucht und mit einer Kontrollgruppe
verglichen. Der Bildungsort dieser RAS Komponenten wurde dabei durch In-situ-
Hybridisierung, welche die spezifische messenger-Ribonukleinsdure (MRNA)
markierte, und partieller immunhistochemischer Kennzeichnung von proximalem
Tubulus, Sammelrohr und distalem Tubulus beurteilt. Zuséatzlich wurden die mRNA
Konzentrationen in zonierten beziehungsweise mikrodissezierten Nieren mit Hilfe von

RT-PCR gemessen.
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3 Material und Methoden

3.1 STZ-Modell

Bei funf der insgesamt acht Versuchsméause, die fur die In-situ-Hybridisierung (ISH)
verwendet wurden, wurde kinstlich mit Streptozocin (STZ) ein DM-Typ 1 induziert.
STZ ist ein von Bakterien produziertes Glukosamin, welches spezifisch die B-Zellen in
der Bauchspeicheldrise destruiert. Somit wurde ein absoluter Insulin-Mangel
herbeigefuhrt (14). Der STZ-erzeugte DM bestand bei den Tieren 8 Wochen bevor die
Nieren zur histologischen Aufarbeitung sowie fir PCR-Untersuchungen entnommen
wurden.

Die anderen drei Mause wurden nicht mit STZ behandelt und unter denselben
Bedingungen gehalten. Sie stellten die Kontrollgruppe dar, um die Veranderung der
RAS Komponenten qualitativ und quantitativ einordnen zu konnen. Die STZ-
Applikation und anschlielende Betreuung der Versuchsmause erfolgte durch die
Unterstitzung von Dr. rer. nat. Anna Federlein (AG Prof. Schweda, Institut far
Physiologie, Universitdt Regensburg). Alle Tierexperimente sind von der lokalen
Genehmigungsbehorde (Regierung von Unterfranken) im Rahmen eines Tierversuch-

Antrags genehmigt worden.

3.2 Fixierung und Einbettung der Mausenieren

Um das Nierengewebe auf das RNAscope Assay vorzubereiten, wurde es formalin-
fixiert und Paraffin-eingebettet (FFPE). Dazu wurden die Nieren zun&chst von Robert
Gotz (AG Prof. Schweda, Institut fur Physiologie, Universitat Regensburg) mit einer 4
%-igen Paraformaldehyd-L6sung perfusionsfixiert, sodass autolytische Reaktionen in
den entnommenen Nieren unterbunden wurden. Nur durch die Perfusionsfixation wird
das Gewebe in seiner mdglichst urspringlichen Form erhalten und konservierbar.
AnschlieRend wurde das Gewebe fiur 16 bis 32 Stunden in 10 %-igem neutral
gepuffertem Formalin (NBF) bei Raumtemperatur nachfixiert. Es folgte eine
mindestens 12-stiindige Lagerung in 70 %-igem Methanol. Danach wurde das
Gewebe in Kapseln eingebettet und durch eine konzentrationsaufsteigende
Alkoholreihe entwassert:

- 2 x 30 Minuten 70 % Methanol (RT)

- 2 x 30 Minuten 80 % Methanol (RT)
14
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- 2 X 30 Minuten 90 % Methanol (RT)

- 2 X 30 Minuten 100 % Methanol (RT)

- 2 x 30 Minuten 100 % Isopropanol (RT)

- 1 x 30 Minuten 100 % Isopropanol (45 °Celsius (°C))

- 1 x 30 Minuten Isopropanol/Paraffin (1:2) - Gemisch (55°C)

- 2 X 24 Stunden Paraffin (60 °C)

AnschlieRend konnten die Praparate in Paraffin eingebettet, im Wasserbad fur wenige
Stunden abgekuhlt und somit konserviert werden. Die Gewebeaufarbeitung bis zu
diesem Punkt wurde von Dr. rer. nat. Anna Federlein durchgefiihrt (AG Prof. Schweda,

Institut fur Physiologie, Universitat Regensburg).

3.3 RNAscope Assay In-Situ-Hybridisierung

Das RNAscope Assay (Advanced Cell Diagnostics, ACD) ist eine spezifische In-Situ-
Hybridisierung (ISH), die das Signal der zu detektierenden mRNA amplifiziert,
wahrend es Storsignale im Hintergrund supprimiert.

Maximal sieben Tage bevor die Hybridisierung stattfinden sollte, wurden die in
Paraffinblocken eingebetteten M&usenieren an einem Mikrotom in 5 pm dinne
Lamellen geschnitten, in einem 40 °C warmen Wasserbad gestreckt und mit Hilfe einer
Warmeplatte auf Superfrost-Plus-Objekttragern aufgebracht.

Am ersten Tag der ISH wurde zuerst der GroR3teil des Paraffins durch Backen bei 60
°C von den Objekttragern heruntergeschmolzen. Der Rest wurde durch je 2-maliges
Waschen mit Xylol (10 Minuten) und Ethanol 100 % (1 Minute) entfernt.

Nach der Entparaffinierung wurde mit Hilfe von Wasserstoffperoxid die endogene
Peroxidase blockiert. AnschlieRend wurden die Praparate 15 Minuten mit Target
Retrieval im Dampfgarer erhitzt. Das Target Retrieval ist ein Puffersystem, welches
mogliche, durch die Gewebefixation entstandene, intermolekulare Vernetzungen
wieder 16st. Damit die Amplifizierungsflissigkeiten auf dem Gewebe blieben, wurde
mit einem Fettstift eine hydrophobe Barriere um das Gewebe gezogen.

Am zweiten Tag wurde der letzte Schritt zur Vorbereitung des Gewebes durchgefihrt.
Das Gewebe wurde 15 Minuten mit Protease Plus behandelt, sodass die Zellwé&nde
fur die ISH-Sonden durchlassig wurden.

Der erste Schritt der eigentlichen ISH stellte eine zweisttindige Inkubation der Sonden

bei 40 °C in einer feuchten Kammer dar. In dieser Zeit banden die Sonden (~ 20

15



Ergebnisse

Basenpaare) spezifisch an die RNA. Die folgenden Amplifikationsschritte wurden nach

Anleitung der Firma ACD durchgefihrt.

Zur Detektion einer einzelnen mRNA wurde das BROWN RNAscope Kit mit folgendem

Protokoll verwendet (Tabelle 2). Die Sonde zeigte sich lichtmikroskopisch braun.

Amplifikation Zeit Temperatur
1 30 min 40 °C
2 15 min 40 °C
3 30 min 40 °C
4 15 min 40 °C
5 45 min RT

6 15 min RT
Signal 10 min RT
Hamatoxylin 2 min RT
Reinstwasser ~5 sec (2x) RT
Ethanol (70 %) 2 min RT
Ethanol (100 %) 2 min RT
Xylol 5 min RT

Tabelle 2. Protokoll des BROWN RNAscope Kit (Quelle: ACD).

Zur Detektion von zwei mRNA auf einem Schnitt wurde das DUPLEX RNAscope Kit
mit folgendem Protokoll verwendet (Tabelle 3). Lichtmikroskopisch zeigte sich eine der

Sonde rot, die andere grin.

Amplifikation Zeit Temperatur
1 30 min 40 °C

2 15 min 40 °C

3 30 min 40 °C

4 15 min 40 °C

5 30 min RT

6 15 min RT

Rotes Signal 10 min RT

7 15 min RT

8 30 min 40 °C
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9 30 min RT
10 15 min RT
Grunes Signal 10 min RT
Hamatoxylin 30 sec RT
Reinstwasser ~5 sec (2x) RT

Tabelle 3. Protokoll des DUPLEX RNAscope Kit (Quelle: ACD).

Zwischen den Amplifikationsschritten wurden die Schnitte mit RNAscope Waschpuffer
jeweils zweimal fur 2 Minuten gewaschen.

Nach dieser Behandlung konnten die Objekttrdger mit Serva Mounting Medium
eingedeckelt werden. Nachdem sie getrocknet waren, standen sie der

durchlichtmikroskopischen Untersuchung zur Verfligung.

Bei Nagetieren gibt es 2 Subtypen des AT:-R, den ATia-R und den ATis-R (20). In
dieser Arbeit wurde der AT1a-R untersucht, da nur dieser in der Niere exprimiert wird
(13).

3.4 Immunfluoreszenz

In der Immunfluoreszenz (IF) werden Antigen-Antikbrper-Reaktionen genutzt, um
spezifische Proteine zu markieren und im zweiten Schritt sichtbar zu machen.

Die primaren Antikérper (AK) sind so konzipiert, dass sie an einer bestimmten Stelle
des zu detektierenden Proteins, wie an einem Antigen, binden. Der sekundare
fluorophormarkierte AK bindet an den primaren Antikorper, sodass schlief3lich der
Immunkomplex mittels Fluoreszenzmikroskopie visualisiert werden kann. Die IF ist
eine etablierte Technik zum qualitativen Nachweis zellularer Strukturen.

Um die einzelnen Nephronabschnitte genau abgrenzen zu kénnen, wurde die ISH

partiell mit folgendem IF-Protokoll erganzt (Tabelle 4).

Substrat Zeit Temperatur
Reinstwasser (2x) Je 5 min RT

PBS* (3x) Je 5-10 min RT
Blockierlosung** 60 min RT
Priméar-AK in Blockierlésung Uber Nacht 4°C

PBS + 1 % BSA (3x) Je 5 min RT
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Sekundar-AK in 90 min RT
Blockierlésung
PBS (3x) Je 5 min RT

Tabelle 4. IF-Protokoll (Quelle: Arbeitsgruppe Prof. F. Schweda, Universitat Regensburg). *) phosphate-
buffered saline (Phosphat-gepufferte Salzlosung). **) 1 % BSA (bovines Serumalbumin) + 10 % Pferdeserum in
PBS

Da der Sekundarantikérper aufRerst lichtempfindlich ist und nicht austrocknen darf,
wurden die letzten Schritte in einer dunklen, feuchten Kammer durchgefuhrt.
Abschliel3end wurden die Objekttrager mit vorgewarmtem DAKO-Mounting Medium
eingedeckelt und bei 4 °C gelagert bis das Medium ausgehartet war.

Eine Liste der verwendeten Antikorper hangt dieser Arbeit an (siehe 7.2).

3.5 Mikroskopie

Die Nierenschnitte wurden mit Hilfe eines Axiovert200M-Mikroskops mit motorisierter
Objektauflage analysiert und dokumentiert. Alle Aufnahmen wurden mit der Software
ZEN lite (2012) von Zeiss getatigt. Fur die Aufnahmen der ISH-Schnitte wurde die
Farbkamera AxioCaml105 color verwendet. Wenn zusétzlich eine IF-Farbung
angefertigt wurde, erfolgte auRerdem eine Aufnahme mit der Schwarz-Wei3-CCD-
Kamera AxioCam MRm und einem passenden Fluoreszenzfilter. Dadurch wurden die
sekundaren Antikorper (Cy2 und Cy5) angeregt und das zurickgesendete

Emissionslicht konnte aufgenommen werden.

3.6 Quantitative Real-Time PCR

3.6.1 Isolation der mRNA

Um die mRNA mittels quantitativer Realtime Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)
analysieren zu kénnen, musste die mRNA zunachst aus dem Gewebe und den Zellen
extrahiert werden. Dies erfolgte mit der TRIsure-Reagenz von Bioline. Durch Zugabe
von Chlorophorm wurde die Losung in drei Phasen aufgetrennt: in eine Phenol-, eine
Protein- und eine wassrige Phase, in der die RNA gelést war. Diese wurde unter
Zuhilfenahme von Isopropanol ausgefallt, zentrifugiert und getrocknet. Das so

entstandene Zellpellet wurde bis zur weiteren Verarbeitung bei -80 °C und in Nuklease-
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freiem Wasser gelost gelagert. Den Prozess der mRNA-Isolation fuhrte Dr. rer. nat.
Anna Federlein (AG Prof. Schweda, Institut fir Physiologie, Universitdt Regensburg)
durch.

3.6.2 RT-PCR

Die quantitative RT-PCR erlaubt es, Aussagen tber die quantitative mRNA Expression
eines Gens zu treffen.

Da die fur die PCR eingesetzten Polymerasen nur mit DNA als Ausgangsmolekdl
interagieren konnen, musste die mRNA zunachst durch reverse Transkription in
komplementare DNA (cDNA) umgeschrieben werden. Diese konnte anschliel3end mit
Hilfe der PCR vermehrt werden.

Der erste Schritt der PCR war die Denaturierung der cDNA durch Erhitzen auf 95 °C,
sodass sich nun die Primer anlagern konnten. Fir jedes Gen wurde ein Primer-Paar
verwendet, welches spezifisch an ein Gen band, um nur diese Stelle der DNA zu
amplifizieren. Ausgehend von den Primern wurden jeweils zwei neue komplementéare
DNA-Strange  durch  die  Polymerasen  synthetisiert.  Wahrend jedes
Amplifikationsschritts der PCR lagerten sich ein zuvor dem Master Mix hinzugeftigter
DNA-interkalierender Fluoreszenzfarbstoff an die doppelstrangige DNA an. Da die
Menge des angelagerten Farbstoffs proportional zur Menge der entstandenen DNA
war, konnte nach jedem Amplifikationsschritt die DNA quantitativ in Real-Time
photometrisch gemessen werden.

Aus der Zunahme der Intensitat der Emission und dem Vergleich mit einer
Standardkurve, die vorab durch eine Verdunnungsreihe mit bekannten
Konzentrationen berechnet wurde, konnte die relative Expression ermittelt und
anschlieend auf das Ribosomale Protein L32 (RPL32) normiert werden. RPL32 ist
ein sogenanntes Housekeeper-Gen. Es wird konstitutiv exprimiert und wurde als
konstant angenommen.

Nach Beendigung der Amplifikation wurde der Schmelzpunkt der entstandenen
doppelstrangigen Kopien ermittelt. Hierbei wurde das Reaktionsgemisch erneut stark
erhitzt, sodass die Doppelstrange in Einzelstrdange zerfielen und das
Fluoreszenzsignal erlosch. Wenn nur, wie es im Idealfall sein sollte, ein Produkt
entstanden war, wurde genau ein Schmelzpunkt gemessen. Dieser Schritt wurde als

Qualitatskontrolle der abgelaufenen RT-PCR angeschlossen.
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Zur Messung wurde 1 pl cDNA mit 9 ul Master Mix gemischt (Tabelle 5). Die RT-PCR

wurde mit dem Lightcycler LC480 von Roche und dem Lightcycler 480® SYBR Green
| Master Kit durchgefiihrt (Tabelle 6).

MasterMix
Substrat Menge in [ul]
Nuklease-freies H2O 3
SYBR Green Master Mix 5
Primer sense 0,5
Primer antisense 0,5

Tabelle 5. Zusammensetzung des MasterMix (Quelle: Roche).

Zyklen Temperatur Dauer Phase

1 95 °C 5 min Aktivierung
95 °C 10s Denaturierung

45 60 °C 20s Primer-Hybridisierung
72 °C 20 s Elongation

1 60 °C 1 min Schmelzen

1 95 °C 1 min Schmelzen

1 4°C o0 Abklhlen

Tabelle 6. Protokoll der RT-PCR (Quelle: Roche).

3.7 Zonierung und Mikrodissektion

Die in der RT-PCR untersuchten Nierenproben wurden zu einem Teil in Kortex, Mark
und Papille zoniert. Der andere Teil ist mit Hilfe eines Stereomikroskops und einer
Mikroskopiernadel in einzelne Nephronsegmente isoliert worden, sodass Glomeruli,
kortikale Tubuli und medullare Tubuli differenziert voneinander beurteilt werden
konnten. Sowohl die Zonierung als auch Mikrodissektion erfolgte durch die
Unterstitzung von Dr. rer. nat. Anna Federlein (AG Prof. Schweda, Institut far

Physiologie, Universitat Regensburg).
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3.8 Gelelektrophorese

Um die Primer, die fur die RT-PCR verwendet wurden, auf ihre Spezifitat zu prufen,
wurde jeder Primer (siehe 7.2) durch eine herkbmmliche PCR vermehrt und das
Produkt anschlieBend auf ein Agarosegel aufgetragen. Dieses Gel lief bei einer
Spannung von 120 V fir 30 min, sodass sich die DNA-Fragmente hinsichtlich ihrer
GrolRe auftrennten. Durch einen Fluoreszenzfarbstoff (Midori Green) wurden diese

sichtbar gemacht und die Gréf3e anhand eines 50-Basenpaar-Standards bestimmt.
3.9 Auswertung

3.9.1 Auswertung der ISH

Die Auswertung der ISH erfolgte durch das Axiovert200M-Mikroskop. Zur
Quantifizierung der glomeruldren ACE und AT1-R Expression wurden jeweils ca. 100
Glomeruli pro Versuchstier ausgezahlt und ihr mRNA Signal bewertet. Die Bewertung
der Glomeruli orientierte sich anhand dem Score, der von ACD zur Auswertung der
ISH zur Verfugung gestellt wird (Tabelle 7). Es erfolgte die Berechnung des Mittelwerts
mit dazugehorigem Standardfehler. Anschliel3end wurde eine statistische Auswertung
mittels Zwei-Stichproben-t-Test durchgefiuhrt, um die Ergebnisse hinsichtlich ihrer
Signifikanz zu prufen. Das Signifikanzniveau wurde auf eine Irrtumswahrscheinlichkeit
von p<0,05 festgelegt. Die Ergebnisse wurden in Boxplot-Saulendiagrammen
graphisch dargestellt. Die statistische Auswertung und die graphische Darstellung
erfolgten mit Hilfe von Microsoft Excel 2010.

Fur die Zielgene Agt, ACE2, AT2-R, Renin und PRR konnte nur in einzelnen oder
keinen Glomeruli und insgesamt nur wenig Signal detektiert werden, sodass eine
manuelle Auszéhlung keinen Zugewinn an Informationen versprach. Quantitative

Daten der ISH wurden hier auf Grund dessen nicht erhoben.

Score Kriterien
Kein Signal

0

1 1-3 Punkte je Zelle
2 4-9 Punkte je Zelle
3

10-15 Punkte je Zelle, <10 % der Punkte zu Clustern verschmolzen

4 >15 Punkte je Zelle, >10 % der Punkte zu Clustern verschmolzen

Tabelle 7. Auswertung der mRNA in Glomeruli anhand mikroskopischer Aufnahmen der ISH (Quelle: ACD).
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Die restlichen Nephronsegmente wurden durch Dokumentation und Vergleich der
Versuchstiere untereinander mittels Mikroskopierens ausgewertet.

Zur eindeutigen Zuordnung, wurden fur die Agt, ACE und ATi-R Expression fur den
proximalen Tubulus, den distalen Tubulus und fir das Sammelrohr (SR) spezifische
Antigene mittels IF angefarbt, um die Lokalisation der mRNA Expression zu
spezifizieren. Die genannten Komponenten zeigten die hochste tubuléare Expression,
sodass hier eine Untersuchung der Nephronsegment-spezifischen Synthese sinnvoll

erschien. Folgende Proteine wurden fur die IF-Farbung herangezogen (Tabelle 8).

Nephronsegment Antigen Funktion des Antigens

Proximaler Tubulus Megalin Endozytose von

Makromolekiilen

Sammelrohr Aquaporin 2 (AQP) Wasser-Resorption

Distaler Tubulus Calbindin Ca?* -Transport

Tabelle 8. Zuordnung der Antigene beziiglich Nephronsegment und Funktion (16) (61) (31).

3.9.2 Auswertung der RT-PCR

Die Werte der RT-PCR wurden mit der zugehorigen LightCycler-Software und
Microsoft Excel aufgezeichnet, verarbeitet und ausgewertet. Zunachst wurden die
Werte des Zielgens mit der Formel 27- (Cp Zielgen — Cp Housekeeping-Gen) normiert.
Fur die Normierung wurde das Housekeeping-Gen RPL32 verwendet. Cp steht fur den
Crossing point. Dieser Punkt beschreibt den Zeitpunkt, an dem gentgend
Fluoreszenz-Farbstoff an die synthetisierte cDNA gebunden hat, sodass die
Emissionen detektierbar werden.

Es erfolgte die Berechnung des Mittelwerts mit dazugehérigem Standardfehler. Die
statistische Auswertung erfolgte wie unter 3.9.1 beschrieben. Die statistische
Auswertung und deren graphische Darstellung in Form von Boxplot-

Saulendiagrammen wurde mit Microsoft Excel 2010 durchgefihrt.
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4 Ergebnisse

Mit dieser Arbeit sollte die Expression des intrarenalen RAS in den verschiedenen
Nephronsegmenten dargestellt werden. Der Schwerpunkt lag auf den Verdnderungen
des intrarenalen RAS bei chronischer Hyperglykdmie. Hierfir wurde die
Genexpression ausgewahlter Komponenten des RAS sowohl mit ISH als auch mit RT-

PCR im STZ-Mausmodell und Kontrolltieren untersucht.

4.1 Angiotensinogen

Agt mRNA wurde mittels ISH vor allem — sowohl in den STZ- als auch in den
Kontrollnieren —im Kortex detektiert (Abbildung 3). In der Gruppe der STZ-Tiere zeigte
sich das mRNA Signal leicht erhoht. Die Intensitat des Signals lie3 gen Papille
kontinuierlich nach und war dort kaum mehr nachzuweisen. Mit Hilfe der ISH und
anschlieBender IF-Farbung mit Megalin konnte die mRNA Expression von Agt
Uberwiegend den proximalen Tubuli zugeordnet werden (Abbildung 4A). Die
glomerulare Expression (nicht dargestellt) und die tubulare Expression in den anderen
Nephronabschnitten fiel sehr gering aus, sodass auf eine manuelle Auszéhlung

beziehungsweise weitere IF verzichtet wurde.

Kontrolle ~ STZ
Agt ﬁ Agt

- 50 pm | 50 ym

Abbildung 3. BROWN RNAscope Assay mit Agt (braun, exemplarische Pfeile), mikroskopische Aufnahmen
(400x VergroRerung). Vergleich der kortikalen mRNA-Expression von Agt zwischen einem Kontrolltier und einem
STZ-Tier.

Neben den proximalen Tubuli fand sich in der Niere eines STZ-Tieres zusatzlich Agt
Signal gen Papille in einzelnen lumenfihrenden Strukturen, welche sich

standardmorphologisch am ehesten Intermediartubuli zuordnen lassen (Abbildung
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4B). In der Kontrollgruppe konnte kein Signal in ahnlichen Strukturen nachgewiesen

werden (nicht dargestellt).

Kontrolle B e STZ
Megalin _ _‘ ~ Agt

e
r
>

Abbildung 4. BROWN RNAscope Assay mit Agt (braun), mikroskopische Aufnahmen (400x VergréRerung). A.
Zusétzliche IF mit Megalin (grin) bei einem Kontrolltier zur Darstellung der proximalen Tubuli, in denen die meiste
mRNA-Expression lokalisiert war. B. Agt-mRNA in der Papille bei einem STZ-Tier, am ehesten Intermediartubuli
entsprechend.

Bereits durch die Auswertung der ISH-Mikroskopie konnte ein Anstieg der Agt
Synthese im STZ-Modell durch mikroskopisches Vergleichen vermutet werden. Mit
Hilfe der RT-PCR zeigte sich ebenfalls der Trend eines Anstiegs der Agt mRNA in
allen separat gemessenen Teilen der zonierten Nieren, jedoch waren die p-Werte in
allen Messungen weit von der definierten Irrtumswahrscheinlichkeit entfernt und die
Standardabweichungen hoch (Diagramm 1). Da PT vor allem im Kortex, aber auch im
Mark lokalisiert sind, kdnnte dieser mogliche Trend mit der vermuteten erhéhten

MRNA Expression erklart werden.

Diagramm 1 gRT-PCR Analyse von Agt-mRNA

~ 01

E 0.08 (Zonierung). Kortex: WT (Wildtyp)=5,18+1,9 x102 vs
- . STZ=6,82+1,9 X102 (p=0,56), Mark: WT=4,64+1,5
< x102 vs STZ=6,64+1,6 x102 (p=0,41), Papille:
&4

< 0,04 WT=2,85+1,4 x10-3 vs STZ=5,3622,1 x10- (p=0,43).
& 0,02

(:\': 0 i 1

Kortex Mark Papille

B Kontrolle OSTZ Diabetes
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4.2 ACE

Bei den ISH mit ACE und ACE2 wurde das RNAscope Assay DUPLEX verwendet,
welches zwei Sonden in einem Schnitt detektiert. Diese wurden in rot und grin
darstellt. Die grine Sonde detektierte die Expression von ACE, die rote Sonde die
Expression von ACE2.

Das grine ACE mRNA Signal konnte in beiden Gruppen sowohl im Kortex als auch
im Mark detektiert werden. Beim Ubergang zur Papille brach das ACE-detektierende
Signal abrupt ab (Abbildung 5). In der diabetischen Niere zeigte sich ein vermindertes
Signal bei gleichem Verteilungsmuster (Abbildung 5 unten). Das rote Signal der ACE2
MRNA ist auf Abbildung 5 aufgrund der geringeren Expression nicht erkennbar (siehe
4.3).

Im direkten Vergleich mittels ISH zeigte sich im Kortex der STZ-Tiere auch bei héherer
VergroRerung ein geringeres tubulares Signal als in den Kontrolltieren (Abbildung 6
oben). Um die tubulare Expression klar lokalisieren zu kénnen, wurden der ISH IF-
Farbungen mit den Antikérpern Megalin, Aquaporin2 und Calbindin angeschlossen.
Um die Fluoreszenz-Aufnahmen in Abbildung 6 unten und Abbildung 7 durchfiihren zu
kénnen, wurden die histologischen Schnitte inklusive der ISH-Sonden mit einer
Schwarz-Weil3-Kamera abgelichtet, sodass die Sonden auf den Bildern beide schwarz
und somit nicht mehr differenzierbar sind. Zur vereinfachten Auswertung wurde
aufgrund der geringen tubuldren ACE2 Expression das gesamte tubulare ISH-Signal
als ACE mRNA interpretiert. Hier zeigte sich die meiste ACE Expression in den PT,
was auch zu dem abrupt abbrechenden Verteilungsmuster der Ubersichtsaufnahmen
passt. Weder in den DT noch den SR war eindeutiges ISH-Signal zu finden (Abbildung
7). Auch das Interstitium zeigte keine klare Expression.

Gleichzeitig ergab sich der Eindruck, dass die glomerulare Verteilung der ACE mRNA
in den STZ-Tieren interesannterweise leicht anstieg (Abbildung 8A). Da hier die
glomerulare Expression von ACE mRNA in beiden Versuchsgruppen stark genug war,
wurde mittels manueller Auszéhlung diese Impression verifiziert. Die Auszahlung
ergab einen signifikanten Anstieg des ACE mRNA Signals von 22,7+4,0 % positiven
glomerularen Zellen in der Kontrollgruppe (n=89) auf 41,2+1,7 % bei den STZ-Tieren
(n=119) (Abbildung 8B). Diese vermehrte ACE Expression zeigte sich auch in der RT-
PCR Analyse mit mikrodissezierten Nieren, hier waren die Werte jedoch statistisch
nicht signifikant (Diagramm 3A. Glomeruli WT=2,44+0,6 x103vs STZ=6,04+2,3 x10°3,;
p=0,18). Des Weiteren konnte in der Duplex-ISH bei einem Kontroll-Tier in einem
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groReren Gefal? ACE mRNA gesichtet werden (Abbildung 9), wahrend dies im STZ-

Modell nicht der Fall war.
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Abbildung 5. Ubersichtsaufnanmen einer Diabetes- und einer Kontrollniere mit DUPLEX RNAScope Assay
mit ACE (grin)- und ACE2 (rot)-Sonde (100x VergroRerung). Aufgrund der geringen Expression und
VergroRerung war in diesen Ubersichtsaufnahmen fast nur die griine ACE-Sonde zu sehen, welche in der STZ-

Gruppe schwacher ausfiel und in beiden Gruppen abrupt abbrach (gestrichelte Linie).
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Kontrolle

Megalin

Abbildung 6. DUPLEX RNAscope Assay mit ACE/ACE2, Cortex, mikroskopische Aufnahmen (200x
VergroRerung). Im direkten Vergleich der ACE Expression in den PT (Pfeile) sieht man eine verminderte ACE-
Expression in den STZ-Mausen (oben). Bei der ISH und anschlieBender IF mit dem Antikdrper Megalin zeigten

sich die ACE-exprimierenden Tubuli positiv (unten).
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Kontrolle STZ
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Abbildung 7. DUPLEX RNAscope Assay mit ACE/ACE2 + IF mit Nephronsegment-spezifischem AK,
mikroskopische Aufnahmen (400x Vergro3erung). A.+B. Vergleich der ACE Expression in den distalen Tubuli
(Calbindin). C.+D. Vergleich der ACE Expression in den Sammelrohren (AQP). Es zeigte sich in keiner Gruppe

ISH-Signal in den DT oder SR.
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Abbildung 8. Glomeruléare Expression von ACE-mRNA. A. DUPLEX RNAScope Assay mit ACE- (grtin) und
ACE2-Sonde (rot, hier nicht zu sehen) in glomerularen Zellen der Kontroll- und STZ-Gruppe, mikroskopische
Aufnahme (200x Vergréerung). B. Diagramm 2. Darstellung im Box-Plot-Diagramm (K=22,7+4,0 %, n=89 vs
STZ=41,2+1,7 %, n=119 ; p<0,01).
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Abbildung 9. DUPLEX RNAscope Assay mit ACE (griin) und ACE2 (rot) im Kortex bei einer Kontroll-Maus,
mikroskopische Aufnahmen (200x VergréRerung). Darstellung der Expression von ACE mRNA im GefaR3 in der

unteren Bildhalfte (Pfeile).
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Diagramm 3. qRT-PCR mit ACE mRNA. A. Mikrodissektion. Glomeruli: WT=2,44+0,6 x10-3 vs STZ=6,04+2,3
x10-3 (p=0,18); Kortikale Tubuli: WT=1,09+0,5 x102 vs STZ=1,17+0,3 x102 (p=0,88); Tubuli Mark: WT=1,26+0,8
x10-2 vs STZ=1,040,9 x102 (p=0,86); Papille: WT=0,76+0,01 x10-3 vs STZ=1,4+0,8 x10- (p=0,44) B. Zonierung.
Kortex: WT=5,14+2,6 x103 vs STZ=2,09+0,8 x10-3 (p=0,25); Mark: WT=6,39+2,7 x103 vs STZ=3,23+1,7 x103
(p=0,33); Papille: WT=3,58+0,4x x10* vs STZ=4,50+1,2 x10* (p=0,60).

In der RT-PCR war die kortikale Expression unter chronischer Hyperglykéamie wie in
der ISH tedentiell - wenn auch nicht signifikant und mit gro3en Standardabweichungen

- vermindert (Zonierte Nieren, Kortex: WT=5,14+2,6 x10° vs STZ: 2,09+0,8 x1073,
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p=0,25). Es sollte bei den Messungen im Kortexgewebe der zonierten Nieren bedacht
werden, dass neben den Glomeruli auch die Tubuli und interstitiellen Zellen mit
gemessen wurden und sich diese Messungen somit nur bedingt fur die Differenzierung
zwischen Nephronsegmenten eignen. Da allerdings die PT absolut gesehen einen
Grol3teil des kortikalen Gewebes ausmachen, kdnnte der Abfall der ACE-Expression
bei den STZ-Tieren vorrangig durch die PT bedingt sein. In der Messung der Tubuli
der mikrodissezierten Nieren wurden Werte mit einer sehr hohen Streuung gemessen
(z. B. Kortikale Tubuli: WT=1,09+0,5 x102 vs STZ=1,17+0,3 x10?, p=0,88; Diagramm
3 A), sodass hierzu keine validen Aussagen getroffen werden konnten.
Deckungsgleich zur ISH waren auch in der Papille, wo die meisten SR lokalisiert sind,
die Messungen mittels RT-PCR in beiden Gruppen auf einem sehr niedrigen Niveau
gleich (Zonierte Nieren, Papille: WT=3,58+0,4x x10* vs STZ=4,50+1,2 x10*, p=0,60,
Diagramm 3 B.).

4.3 ACE?2

Die ACE2 ISH-Sonden zeigten durchgehend ein schwécheres Signal als die ACE ISH-
Sonden. In den Glomeruli zeigte sich in der ISH keine ACE2 Expression (Abbildung
8). Aufgrund dessen wurde keine manuelle Auszéahlung angeschlossen. Auch in den
Papillen beider Gruppen zeigte sich nur minimales ISH-Signal, welches sich nicht
sicher von Artefakten abgrenzen lie3 (nicht dargestellt). Aufgrund der ubiquitér
geringen Expression von ACE2 wurde auf eine kombinierte ISH mit IF verzichtet, da

sich hiervon keine weiteren Erkenntnisse versprochen wurden.

Auch die gemessenen Konzentrationen in der RT-PCR der zonierten Nieren waren
gering. Es zeigten sich keine signifikanten Anderungen oder Trends zwischen den
beiden Gruppen (Diagramm 4). In den mikrodissezierten Nieren waren die Messungen
nicht valide, da wiederholte Messungen keinen Unterschied zwischen den Messungen
der ACE2 mRNA und der Negativkontrolle mit Wasser detektieren konnten (nicht
dargestellt). Die Konzentrationen waren hier also so gering, dass sie nicht messbar

waren.
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o 0,02 Diagramm 4. RT-PCR von ACE2 mRNA. In der
%’0015 T Papille lieBen sich nur sehr geringe Mengen
‘2‘1 ' nachweisen (Papille: WT=2,37+1,0 X104 vs STZ=2,12
© 0,01 x10-4; p=0,83). In Kortex und Mark wurde in beiden
% 0.005 Gruppen mehr Signal detektiert. In beiden Zonen war
Y . . - - :
g die Expression unter STZ gering erhoht: Kortex:
b 0 R WT=1,32+0,6 x102 vs STZ=1,56+0,4 x102 (p=0,73);
o Kortex Mark Papille Mark: WT=1,12+0,6 x102 vs STZ=1,2+0,4 x10?2

. =0,91).

B Kontrolle OSTZ Diabetes ¢ )

4.4 ATi-Rezeptor

ATiR mRNA konnte in beiden Gruppen grof3tenteils in den Glomeruli - hier

bildmorphologisch vor allem in den Endothelzellen sowie intra- und extraglomerularen
Mesangiumszellen (Abbildung 10) - und den proximalen Tubuli detektiert werden.
Hierbei zeigte sich die Expression in den PT bei der Kontrollgruppe etwas starker.
Kleinere Mengen liel3en sich zusatzlich in beiden Gruppen im Interstitium nachweisen
(Abbildung 11), wahrend in den Sammelrohren und distalen Tubuli keine AT1-R mRNA
detektierbar war. Da die Lokalisation des ISH-Signals in der Kontroll- und in der STZ-
Gruppe unverandert blieb und in der Kontrollgruppe etwas deutlicher ausfiel, wurde
die IF zur ldentifizierung der Nephronsegmente mit Kontrolltieren durchgeftihrt. Es
bestétigte sich die positive Expression in den PT, wahrend sich in DT und SR negativ
zeigten (Abbildung 12, Abbildung 13 und Abbildung 14).

Bei den STZ-Tieren liel3 sich in der RT-PCR Analyse ebenfalls eine nicht signifikante
Verminderung der AT1-R Expression in den kortikalen Tubuli erkennen, wie es auch
schon in den ISH-Aufnahmen angenommen worden war. Der Trend der geringeren
Expression bei den STZ-Tieren liel3 sich aufgrund der hohen Standardabweichungen
bei insgesamt niedrigen Konzentrationen nicht statistisch beweisen, jedoch war in
allen Kompartimenten der Trend einer verringerten Expression in den STZ-Mausen zu
messen (z.B. kortikale Tubuli: WT=8,0+2,0 x10-3 vs STZ=3,53+1,1 x10°3, p=0,09). Die
glomerulare AT:-R Expression blieb in der RT-PCR gleichzeitig unveréndert
(Diagramm 6). Auch die manuelle Auszahlung der Glomeruli, welche sich in der ISH
positiv darstellten, ergab keine Veranderungen der Kontrollgruppe mit 65,32+1,44 %
gegenuber den STZ-Tieren mit 64,16+1,17 % (Abbildung 10 B).
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Abblldung 10 Verglelch der kortikalen AT1-R-Expression eines Kontrolltiers mit einem STZ-Modell.
DUPLEX RNAScope Assay mit AT1-R Sonde (griin) bei einem Kontroll- (links) und einem STZ-Tier (rechts),
mikroskopische Aufnahmen (200x VergrofRerung). B. Diagramm 5. Darstellung der manuellen Auszéhlung von
Glomeruli im Box-Plot Diagramm (K: 65,32+1,44%, n=90 vs STZ: 64,19+12,2%, n=118; p=0,54).
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Abblldung 11. DUPLEX RNAScope Assay mit AT:-R Sonde (grun) be| einem Kontroll- (links) und einem
STZ-Tier (rechts), mikroskopische Aufnahme (200x VergréRerung). Interstitielle AT:R mRNA Expression (rote

Einkreisung).

Diagramm 6. RT-PCR von AT:-R mRNA bei

§0§3§ mikrodissezierten Nieren. Der Trend der
5 0,025 l geringeren Expression bei den STZ-Tieren lief? sich
= 002 aufgrund der hohen Standardabweichungen bei
VR insgesamt  niedrigen  Konzentrationen  nicht
Ez 0,015 statistisch  beweisen, jedoch war in allen
BD‘ 0,01 i Kompartimenten eine verringerte Expression in den
il 0,005 i i STZ-Mausen zu sehen. Glomeruli: WT=2,47+0,6
. RE A =

x102 vs STZ=2,31+0,3 x102 (p=0,82); Kortikale
| li k T 1 Papille
Glomeruli kort. ubuli Papille Tubuli: WT=8,042,0 x103 vs STZ=3,53+1,1 x10?
Tubuli Mark
(p=0,09); Tubuli Mark: WT=4,68+1,5 x103 vs
STZ=2,03+1,8 x10-3 (p=0,36); Papille: WT=4,1+2,4
x103 vs STZ=2,37+2,1 x10-3 (p=0,60).

B Kontrolle OSTZ Diabetes
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Calbindin
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Abbildung 14. DUPLEX RNAScope Assay
mit ATi-R (Pfeile) mit Megalin-IF in griin
bei einem Kontrolltier, mikroskopische
Aufnahme (200x VergrofRerung).

Abbildung 13. DUPLEX RNAScope Assay
mit AT1-R mit Aquaporin-IF in grun bei
einem Kontrolltier, mikroskopische
Aufnahme (200x VergrofRerung).

Abbildung 12. DUPLEX RNAScope Assay
mit AT:-R mit Calbindin-IF in grin bei
einem Kontrolltier, mikroskopische
Aufnahme (200x Vergrof3erung).
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4.5 AT2-Rezeptor

Weder in der ISH noch in der RT-PCR konnte eindeutige Expression von AT2-R mRNA
in der Niere nachgewiesen werden. Die Schnitte der ISH zeigten in keinem der
Nierensegmente - unabhangig von Kontroll- oder STZ-Gruppe - eindeutiges Signal,
welches sich von Artefakten abgrenzen lie3. Zusatzlich zeigte sich in parallel
durchgefuhrten Versuchen auch kein Signal in einer Positivkontrolle mit
Kleinhirngewebe aus M&auseembryonen. Die per RT-PCR Analyse ermittelten
Konzentrationen in den einzelnen Nierenabschnitten unterschieden sich nicht von

denen der mit Wasser durchgefuhrten Negativkontrolle, waren also sehr gering.

4.6 Renin

Wie es physiologisch zu erwarten war, zeigten die Mause der Kontrollgruppe das
meiste ISH-Signal in den JGZ. Daneben stellten sich jedoch auch einzelne interstitielle
Zellen als positiv dar. Bei den STZ-Tieren konnte sowohl im Bereich der JGZ des Vas
afferens als auch in interstitiellen Zellen ein deutlich starkeres Signal nachgewiesen
werden. Bereits in den Ubersichtsaufnahmen der Nieren lieR sich der Anstieg der
Renin mRNA im JGA erkennen. Bei hoherer Vergrél3erung zeigte sich zuséatzlich die
deutlich héhere Expression in der Medulla (Abbildung 15). Da in den Glomeruli kein
signifikantes Renin-Signal zur Darstellung kam, wurde auf eine Auszahlung verzichtet.
Die Beobachtungen der ISH waren mit den Messungen in der RT-PCR des zonierten
Nierengewebes kongruent. So zeigte sich ein leichter, nicht signifikanter Anstieg der
Renin mRNA in der Medulla (WT=2,23 +0,45 x102 vs STZ=3,6+1,07 x102, p=0,32,
Diagramm 7). Dieser Anstieg kann auf den Anstieg in den Interstitiumszellen
zuriickgefuhrt werden, da die interstitiellen Zellen mit etwa 40 % einen Grol3teil der
Medulla ausmachen. Der leichte Anstieg der Renin mRNA im Kortex kdnnte wiederum
auf die vermehrte Expression in den JGZ hinweisen. Die Anderung fiel hier im
Vergleich mit der Medulla geringer aus (WT=3,75+0,48 x10? vs STZ=4,06+0,8 x107?,
p=0,77, Diagramm 7). Es sollte jedoch bedacht werden, dass im Kortex auch viele PT,
DT und Glomeruli in der Messung der zonierten Nieren miterfasst und gemessen

wurden, welche in den Messungen keine sichere Expression zeigten.
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Des Weiteren konnte in GefaRen von STZ-Tieren Renin mRNA detektiert werden

(Abbildung 16), wahrend sich Signal in GefaRen der Kontrollgruppe nicht sicher von

Artefakten abgrenzen liel3 (nicht dargestellt).
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Diagramm 7. gRT-PCR von Renin mRNA aus
zonierten Nieren. Kortex: K=3,75+0,48 x102 vs
STZ=4,06+0,8 x102 (p=0,77); Mark: K=2,23+0,45
x102 vs STZ=3,6+1,07 x102 (p=0,32); Papille:
K=1,1+0,0001 x10-3 vs STZ=2,0+0,6 x10-2 (p=0,32)
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Abbildung 15. Renale Renin-Expression in Kontrollgruppe (oben) und STZ-Gruppe (unten). DUPLEX
RNAScope Assay mit Renin (griin) und PRR (rot, in der Darstellung nicht zu sehen), mikroskopische Aufnahmen:
Ubersicht (links, 100x VergroRerung), Kortex (rechts oben, 200x VergroRerung) und Mark (rechts unten, 200x
VergroRerung).
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_ STZ Abbildung 16. DUPLEX RNAScope Assay mit Renin
s oW und PRR bei einem STZ-Tier, mikroskopische

Renin
(Pro)Renin-Rezeptor  Aufnahme (200x VergroRRerung). Im Endothel fanden

. - sich sowohl Renin- als auch PRR-exprimierende Zellen
~' * (exemplarische Einkreisung).

4.7 (Pro)Renin Rezeptor
Das mRNA-Signal des PRR fand sich in der ISH ubiquitar in den Nieren beider
untersuchter Gruppen. Im Kortex wurde vor allem in den Glomeruli und kortikalen

Tubuli ein fein verteiltes Signal detektiert (Abbildung 17).
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Abbildung 17. Kortikale Expression von PRR mRNA. DUPLEX RNAScope Assay mit Renin-und PRR-Sonde
im Kortex eines Kontroll- (links) und eines STZ-Tiers (rechts), mikroskopische Aufnahme (200x Vergré3erung).

In den mikroskopischen Aufnahmen der Medulla konnte zudem in beiden Gruppen
eine Expression im Interstitium festgestellt werden (Abbildung 18) wahrend das Signal
innerhalb der Gefal3e nicht eindeutig war (nicht dargestellt). Es bestanden in der ISH
keine visuellen Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen. Eine manuelle
Auszahlung bei ahnlichen, eher geringem Verteilungsmuster der renalen PRR mRNA
Expression wurde nicht durchgefihrt, da sich hiervon kein vermehrter

Erkenntnisgewinn versprochen wurde. Auch in den RT-PCR Analysen lie3en sich
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aufgrund hoher Varianz der Konzentrationen innerhalb der Gruppen keine eindeutigen
Unterschiede zwischen WT- und STZ-Gruppe in den Nierensegmenten nachweisen

(Diagramm 8).
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Abbildung 18. Medullare Expression von PRR-mRNA. DUPLEX RNAScope Assay mit Renin (griin)- und PRR
(rot) -Sonde im Kortex eines Kontroll- (links) und eines STZ-Tiers (rechts), mikroskopische Aufnahme (200x
VergréRerung). Es fanden sich neben PRR-exprimierenden Tubuli-Zellen auch interstitielle Zellen, welche durch die

PRR-Sonde markiert wurden (exemplarische Einkreisung).

< 0,05 Diagramm 8. RT-PCR von PRR-mRNA aus mikro-
Eé 0,04 dissezierten Nieren. Aufgrund der partiell sehr hohen
a Standardfehler lieRen sich keine eindeutigen
:I:) 0,03 Veranderungen zwischen Kontroll- und STZ-Mé&usen
& beobachten. Glomeruli: WT=1,62+0,32 x102 vs
& 002 STZ=1,77+0,50 x102 (p=0,81); Kortex: WT=3,95+0,36
:): 001 x102vs STZ=2,74+0,19 x102 (p=0,02); Mark: WT=3,51
’ +0,79 x102 vs STZ=1,83+1,40 x102 (p=0,33); Papille:

0 WT=1,72+0,52 x102 vs STZ=2,51+0,83 x10? (p=0,45).

Glomeruli  kort. Tubuli Papille
Tubuli Mark
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5 Diskussion

5.1 Versuchsaufbau und STZ-Modell

Ziel dieser Arbeit war es die Expression ausgewahlter Komponenten des RAS in den
unterschiedlichen Zelltypen der Niere beziehungsweise den Nephronsegmenten
systematisch zu lokalisieren und zu quantifizieren. Es wurden Anderungen im STZ-
Modell untersucht, um so Ruckschlusse auf Pathologien des RAS in einer aufgrund
von chronischer Hyperglykamie erkrankten Niere ziehen zu kénnen.

Hierflir wurde das STZ-Mausmodell mit normoglykdmen WT-Mausen verglichen. Da
STZ die pankreatischen beta-Zellen destruiert und somit zu einem absoluten
Insulinmangel fuhrt, bildet es vor allem die Situation eines Typl Diabetes ab (29).
Dennoch weisen auch Typ2-Diabetiker Parallelen mit dem STZ-Modell auf. So leiden
beide Gruppen unter chronischer Hyperglykdmie und haben ein deutlich erhéhtes
Risiko zur Entwicklung einer DN (82). Auch wenn die DN einer multifaktoriellen
Pathogenese unterliegt, korreliert sie vorrangig mit einer chronischen Hyperglykamie,
die in dieser Arbeit simuliert wurde. Spezifische Unterschiede zwischen DM Typ1 und
Typ2 fanden aus Praktikabilitatsgrinden keine gesonderte Berlcksichtigung.

Zudem konnte in einer Studie gezeigt werden, dass das STZ-Modell zum Schweregrad
der Hyperglykamie, Albuminurie und den histologischen Charakteristika einer DN gut
korreliert. Es ist also eine gute Methode, um die DN adéquat abbilden zu kénnen (59).
Somit war das STZ-Mausmodell eine valide und etablierte Methode fur die
Fragestellung dieser Arbeit. Dennoch diurfen Beobachtungen an Versuchstieren
selbstverstandlich nicht direkt auf den Menschen tbertragen werden, da es sich um
Spezies unterschiedlicher Ordnungen handelt. Nakatani et al. konnten jedoch auch in
Menschen mit DM Typ 2 mit und ohne DN in klinischen Studien eine erhdhte Aktivitat
des intrarenalen RAS beobachten (55), wie wir es auch im Mausmodell sehen. Es
kénnen also durchaus Tierversuche bei der bestehenden Fragestellung zu einem

basalen Verstandnis beitragen.

Viele Patienten mit einer DM Typ2 Erkrankung sind komorbide, was eine weitere
Divergenz zu dem Versuchsaufbau dieser Arbeit ist. Laut einer retrospektiven Studie,
die 2016 von Iglay, Hannachi et al. veréffentlicht wurde, litten 97,5 % der diabetischen
Probanden mindestens an einer und 88,5 % mindestens an zwei Komorbiditaten.

Hierbei waren die haufigsten Entitaten Bluthochdruck, Adipositas, Hyperlipidamie,
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chronische Nierenerkrankungen und kardiovaskulare Erkrankungen (36). Es stellt in
multimorbiden Patientenkohorten eine groRe Schwierigkeit dar, die einzelnen
Krankheiten getrennt voneinander zu betrachten, da diese auf grof3tenteils
unbekannte Weise miteinander interagieren (46).

Dieser Aspekt wurde bewusst nicht in den Aufbau dieser Arbeit aufgenommen. Um die
komplexen Interaktionen einer multifaktoriellen Erkrankung wie des DM aufklaren zu
kénnen, bedarf es zunachst der Grundlagenforschung, die die Faktoren - wie
beispielsweise die Hyperglykamie - isoliert betrachtet. Genau dies ist in dieser Arbeit
geschehen. Sie untersuchte die DN getrennt von anderen Krankheiten und hatte zum
Ziel, die komplexe Pathogenese unter dem Aspekt des intrarenalen RAS bei
chronischer Hyperglykdmie genauer zu untersuchen. In weiteren Schritten sollten die
einzelnen Mechanismen, die in diesem und a&hnlichen Forschungsansatzen
aufgedeckt wurden und werden, genutzt werden, um entitdtsibergreifende

Zusammenhange besser verstehen zu kdénnen.

5.2 Angiotensinogen

Agt wurde vor allem in den proximalen Tubuli mit einem Anstieg im STZ-Modell
detektiert und bekraftigt damit die Ergebnisse einer friiheren Arbeit bei Ratten im STZ-
Modell (48). In einer anderen Studie konnten bei transgenen Mausen, die
Angiotensinogen isoliert in proximalen Tubuli Uberexprimierten, Hinweise dafur
gefunden werden, dass intrarenal gebildetes Agt auch ohne Aktivierung des
systemischen RAS die Niere schadigt (72). Dies legt einen direkten Zusammenhang
des intrarenalen RAS mit der DN beziehungsweise chronischer Nierenschadigung
nahe.

Eine erhohte Agt-Exkretion Gber den Urin konnte im Zusammenhang sowohl mit
Bluthochdruck als auch DM Typ 1 und 2 beim Menschen nachgewiesen werden (74).
Die ausgeschiedene Menge an Agt verhielt sich dabei direkt proportional zu dem
Schweregrad der Nierenschadigung (70). Es wurde basierend auf dieser Erkenntnis
bereits ein Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) entwickelt, um die renale
Agt-Exkretion bei Patienten messen zu kdnnen, sodass nicht-invasiv Rickschlisse
auf den Gesundheitszustand der Nieren geschlossen werden kdnnen. Die Agt-
Exkretion ist somit ein effektiver Biomarker, um ein aktiviertes intrarenales RAS

frihzeitig, kostengunstig und risikoarm zu erfassen (42).
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Aktuell ist im klinischen Alltag die Albuminurie der Parameter fir das Monitoring der
DN (7). Jedoch wurde inzwischen belegt, dass das Vorliegen eines aktivierten
intrarenalen RAS die Entwicklung einer DN frihzeitiger detektieren kann (70). Da eine
frihzeitige pharmakologische Intervention mit RAS-Hemmern sowohl einfach
umsetzbar ist, als auch das klinische Outcome signifikant verbessert (89), sollte
erwogen werden die Messung der renalen Agt-Exkretion mittels ELISA im klinischen

Alltag zu etablieren.

Des Weiteren zeigten sich im STZ-Modell fokal Agt mMRNA exprimierende Zellen, die
standardmorphologisch am ehesten dem Intermediartubulus entsprechen. Dieselben
Strukturen waren in der Kontrollgruppe durchgangig negativ. Satou et al. beschrieben,
dass sich in diabetischen Tieren die Agt Synthese vom PT weiter bis auf die DT
ausweiten kann (74). Somit erscheint das Ergebnis der vorliegenden Arbeit, dass
lediglich im STZ-Modell Agt mRNA im mutmallichen Intermediartubulus detektiert
wurde, plausibel, da der Intermediartubulus den proximalen mit dem distalen Tubulus
verbindet (74). Es lasst zu dem die Hypothese zu, dass mit l&anger bestehender
Hyperglykdmie auch in dem Versuchsaufbau der vorliegenden Arbeit die Agt mRNA

Synthese bis in den distalen Tubulus weiter fortgeschritten ware.

5.3 ACE und ACE2

In dieser Arbeit konnte ACE mRNA in den Glomeruli und PT beider Gruppen sowie in
GefalRen eines Kontrolltiers nachgewiesen werden. Die Papille zeigte keine ACE
Expression. Diese Ergebnisse sind passend zu vorangegangenen Studien (26; 53).
Des Weiteren fand sich vergleichend eine durchgehend geringere Expression von
ACEZ2. In den Glomeruli und der Papille konnte in beiden Versuchsgruppen keinerlei
ACE2 Signal detektiert werden. In einer Studie aus dem Jahr 2013 konnte bei
diabetischen M&usen mittels immunhistochemischer Farbung weniger glomeruléres
ACE2 bei simultan erhdhter tubularer ACE2 Expression festgestellt werden (79). Dies
konnte in dieser Arbeit weder bestatigt noch widerlegt werden, da die ACE2
Expression zu niedrig war.

Gemeinsam weisen alle diese Beobachtungen auf eine Dysbalance zwischen der
ACE-ANng(1-7)-AT1-R- und ACE2/Ang(1-9)/AT2-R-Achse hin. Dieses Ungleichgewicht
wurde wiederum zu proinflammatorischen und -fibrotischen Effekten fuhren (2), wie

sie bei der DN dominieren. Die Hypothese einer Imbalance der ACE/ACE2-Ratio bei
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Patienten mit einer DN wurde bereits 2008 von Mizuiri et al. postuliert (52). ACE-
Inhibitoren (ACE-I) kdnnen diese Imbalance teilweise ausgleichen, da diese nur ACE
hemmen, mit ACE2 jedoch nicht interagieren (30). Da ACE-I bei fortgeschrittener
Niereninsuffizienz aufgrund der Gefahr einer Hyperkalidmie nur zurtckhaltend
eingesetzt werden, sollte eine friihzeitige Medikation bei Diabetikern individuell
erwogen werden, da zu diesem Zeitpunkt das Risiko einer Hyperkaliamie signifikant
geringer ausfallt, da die Nierenfunktion noch nicht zu stark eingeschrankt ist. Der
Progress der Erkrankung kann damit gehemmt werden (26). Klinische Studien zeigten,
dass eine frihe Intervention mit ACE-I fir ein besseres Outcome bei Diabetikern,
welche ein erhodhtes Risikoprofil hinsichtlich einer renalen Schadigung aufweisen,
sorgen kann (3; 65). Dieses erhohte Risiko kdnnte beispielsweise mittels Messung
renaler Agt-Exkretion, wie unter 5.2 erlautert, frihzeitiger erfasst werden.

Des Weiteren zeigte sich in der vorliegenden Arbeit die ACE mRNA Expression bei
STZ-Tieren in den Glomeruli erhoht und im tubularen System erniedrigt. Ahnliches
konnten Anderson et al. in moderat hyperglykamischen, diabetischen Ratten zeigen:
wahrend sich die tubulare ACE Expression verringerte, intensivierte sich die
immunhistochemische Farbung in den Glomeruli und GefaRen (4). Ahnliche
Anderungen konnten in Zellkulturen mit chronischer Hyperglykamie in Zusammenhang
gebracht werden. Wahrend mesangiale Zellen in einer 30mM Glukoselésung erhdhte
ACE mRNA Level aufwiesen, war die ACE-Aktivitdit in SR-Zellen in einem
hyperglykdmischen Milieu erniedrigt (45). Verschiedene Studien legten nahe, dass
das renale ACE sowohl bei der Entstehung von der DN als auch bei Hypertension und
anderen Nierenschadigungen eine Schlisselrolle einnimmt (26). Fuchs et al.
entdeckten beispielsweise, dass ACE neben der weithin bekannten Funktion Angl in
Angll zu spalten, auch Affinitdt zu einem weiteren Substrat besitzt: N-Acetyl-Seryl-
Aspartyl-Lysyl-Prolin (Ac-SDKP). Dieses wird durch ACE in inaktive Fragmente
zerlegt. Ac-SDKP schitzt Uber verschiedene molekulare Mechanismen die Niere vor
Fibrose bei renaler Schadigung (23). Der Anstieg von Ac-SDKP in Plasma und Urin
bei einer Behandlung mit ACE-Inhibitoren konnte unter anderem die nephroprotektive
Wirkung dieses Pharmakons erklaren (90). Das Fehlen von ACE2 in den Glomeruli,
wie im Rahmen dieser Arbeit beobachtet, und die weiter oben erlauterte Beobachtung
von erniedrigten glomerularen bei erhéhten tubularen ACE2 Konzentration in
diabetischen Mausenieren (79) konnte die akzentuiert glomerulare Schadigung der DN

mit erklaren. In einer anderen Studie wurde die alterierte ACE/ACE2-Ratio bei
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Diabetikern noch deutlicher: hier verringerte sich die IHC-Féarbung fir ACE2 in den
Glomeruli und im Tubulointerstitium, wahrend die Farbeintensitat fir ACE zunahm
(52).

Zusammenfassend lasst sich vermuten, dass die DN und hier im Speziellen die
glomerulare Schadigung durch eine alterierte ACE/ACE2-Ratio begunstigt wird. Diese
Hypothese konnte winschenswerterweise durch weiterfihrende Studien gepruft

werden und weiter in einen klinischen Kontext gesetzt werden.

5.4 ATi-Rezeptor

AT1-R mRNA konnte in Glomeruli, Interstitiumszellen und in proximalen Tubuli
nachgewiesen werden. In einer vergleichenden Studie mit der RNAscope Technik
fanden sich &ahnliche ATi-R mRNA Expressionsmuster in den Glomeruli und im
Interstitium bei Nieren von Mausen, Ratten und Menschen (75). Interessanterweise
wurde in menschlichen Nieren jedoch keine mRNA in proximalen Tubuli nachgewiesen
(75). Diese Beobachtung verdeutlicht erneut die bereits erlauterte Schwierigkeit von

Untersuchungen bei Tieren direkt auf den Menschen schliel3en zu kénnen.

Bei STZ-Tieren lie3 sich in der vorliegenden Arbeit eine Verminderung in den
proximalen Tubuli, aber keine Veranderungen in den Glomeruli erkennen. Auch in
einer Zellkulturstudie konnte ein Rickgang der ATi-R mRNA Expression in
glomerularen endothelialen Zellen in hyperglykdmischem Milieu vermerkt werden (66).
In  Untersuchungen von Nierenstanzen von acht Patienten mit diabetischer
Nephropathie waren die AT1-R mRNA Konzentrationen ebenfalls deutlich niedriger als
in der Kontrollgruppe. Es wurden in dieser Studie auch Proben von Menschen mit
anderen chronischen Nierenerkrankungen untersucht, welche ebenfalls eine
signifikant niedrigere AT1-R Genexpression aufwiesen. Daraus wurde geschlossen,
dass ein Zusammenhang zwischen der erniedrigten renalen AT:-R mRNA Expression
und chronischen Nierenerkrankungen im Allgemeinen bestehen kdnnte (85).

Angll wirkt Gber den AT1-R proliferativ auf das Tubulointerstitium und die Glomeruli,
sodass vor allem in diesen Bereichen eine Fibrose entsteht. Des Weiteren wirkt Angl|
in der efferenten Arteriole vasokonstriktorisch (12; 87). Diese Effekte schadigen die

Niere bei einer chronischen Nierenerkrankung. Es konnte somit sein, dass die
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beobachtete Herunterregulierung von AT:1-R mRNA eine Art "Schutzmechanismus"
des Korpers darstellt, um die Auswirkungen unangemessen hoher Angll-Level, die
durch ein aktiviertes RAS entstehen, abzumildern. Die Therapie mit ARBs wie
Losartan kann die Nierenfunktion von Patienten mit DM Typ 2 signifikant verbessern
kann (11). Diese zusatzliche medikamentdése ATi-R-Blockade, wie sie bereits zur
Standardtherapie der DN gehért, kbnnte diesen postulierten "Schutzmechanismus”

zusatzlich unterstitzen.

5.5 AT2-Rezeptor

Vorangegangene Studien beschrieben einen Rickgang der AT2-R Expression bei an
DM erkrankten Ratten (9; 78; 86). Diese Ergebnisse konnten im Rahmen dieser Arbeit
nicht repliziert werden, da in mehreren Versuchsansatzen keine AT2-R mRNA
gemessen werden konnte (vgl. 4.5).

Als mogliche Fehlerquelle fur die nicht zu messende AT2-R mMRNA wére es mdglich,
dass die verwendeten Schnitte zu lange lagerten bis sie untersucht wurden. Zum
Zeitpunkt der Untersuchung waren die FFPE-Gewebeproben etwa 3 Jahre alt. Laut
Hersteller der ISH-Sonden (ACD) ist es moglich Proben zu verwenden, die tUber 25
Jahre alt sind. Es sollte jedoch bedacht werden, dass eine ohnehin schon geringe
RNA-Konzentrationen durch zeitliche Degradation unter die Nachweisgrenzen fallen
konnte. Auch in der RT-PCR konnte keine AT2-R mRNA gemessen werden, da die
Konzentrationen fir eine Messung zu gering waren. Bei wiederholten Versuchen
unterschieden sich die AT2-R mRNA Signale nicht von der Negativkontrolle mit
Wasser.

Eine andere madgliche Fehlerquelle konnte das Design der ISH-Sonde sein. Daftr
sprache, dass zeitgleich im selben Labor ISH-Experimente mit AT2-R Sonden an
Kleinhirnparenchym gesunder Mauseembryos stattfanden. Bei identischem
Versuchsaufbau, frischeren Gewebeproben und denselben Materialien konnte auch
hier keine AT2-R mRNA nachgewiesen werden. Laut Literatur besteht hier jedoch
zumindest bei Rattenembryonen mittels ISH und postnatalen Mausen acht Tage nach
der Geburt mittels Autoradiographie, Immunhistochemie und IF eine bereits
nachgewiesen detektierbare Expression (5; 60).

Es empfiehlt sich, die Versuche mit einer neu designten ISH-Sonde, welche an eine

andere Basenpaar-Sequenz bindet, und gegebenenfalls frischeren Gewebeproben zu
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wiederholen. Eine Wiederholung der Versuche war im Rahmen dieser Arbeit nicht

mehr zu realisieren.

5.6 Renin

Renin mRNA konnte bei Kontrolltieren in den Zellen des JGA und teilweise im
Tubulointerstitium gefunden werden. In der ISH wurde ein Anstieg bei STZ-Tieren in
beiden Bereichen detektiert. Diese Ergebnisse waren mittels RT-PCR reproduzierbar,

jedoch waren die gemessenen Werte nicht signifikant.

Die Spaltung von Agt in Angl durch Renin kommt als geschwindigkeitsbestimmender
Schritt in der RAS-Kaskade eine besondere Bedeutung zu. Die Menge an aktivem
Renin und produziertem Angll korreliert also. Da Angll gesichert an der Vermehrung
von EZM - und damit auch an der Glomerulosklerose der DN — beteiligt ist, steht
folglich auch Renin mit diesem Pathomechanismus in direktem Zusammenhang (71).
Seit 2007 besteht die Mdglichkeit mit direkten Renin-Inhibitoren (DRI) wie Aliskiren das
RAS bei Patienten zu hemmen. Es wirkt &hnlich blutdrucksenkend wie die etablierten
Standard-Medikamente aus den Gruppen der ACE-l oder ARB (39). Zusatzlich
reduzieren Renin-Inhibitoren die Plasma-Renin-Aktivitdt (PRA), welche als
Risikofaktor fur kardiovaskulare Ereignisse gilt (84).

Die Behandlung von DM-Patienten mit DRI auch im Zusammenhang mit der DN sind
noch nicht abschlie3end mit ausreichend Studien untersucht. In einem Review-Artikel
aus dem Jahr 2012 wurden beispielsweise reno-protektive Effekte von Aliskiren
beschrieben. So zeigten Untersuchungen mit zwei verschiedenen diabetischen
Rattenmodellen eine verringerte Albuminurie unter DRI-Therapie. Des Weiteren
wiesen auch Typ-2-Diabetiker mit erhohter Albuminurie durch Aliskiren einen
Ruckgang der Albuminurie auf. Und in der AVOID (Aliskiren in the Evakuation of
Proteinuria in Diabetes) Studie wurde ein Riuckgang der Proteinurie bei zusatzlicher
Aliskiren-Gabe bei antihypertensiver Therapie mittels ARB, beta-Blocker und
Kalziumkanal-Blockern beschrieben (38). In einer systemischen Metaanalyse aus dem
Jahr 2019, welche eine Analyse und zwei post-hoc Analysen einschloss, wurde jedoch
eine nicht-signifikant erhohte Mortalitat bei dualer RAS-Blockade bei Diabetikern
gegeniber der Monotherapie hingewiesen (8). Des Weiteren wurde im Rahmen der
AQUARIUS (Atherosclerosis Regression Intravascular Ultrasound Study) Studie von

2013 vermutet, dass DRI in einer diabetischen Stoffwechsellage schlechter wirken
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kénnen, da bei Diabetikern die PRA erniedrigt ist und dem Pharmakon somit
Angriffspunkte fehlen (8). Gleichzeitig sorgt die lokal erhéhte Renin-Aktivitat in der
Niere bekanntermalRen fur einen Progress der DN (22). Eine experimentelle
Etablierung einer organspezifischen renalen Applikation von DRI waéare
wunschenswert, um Uberprifen zu kénnen, ob DRI so fur Diabetiker einen Vorteil
gegenuber herkdbmmlichen Therapien boéten. Falls beispielsweise durch lokal renal
wirkende DRI der Verlauf einer DN verbessert werden konnte, ware diese DRI-

Monotherapie gegentber anderen RAS-Hemmer eine denkbare Alternative.

5.7 (Pro)Renin-Rezeptor

Der PRR konnte im Rahmen dieser Arbeit in den Glomeruli, in allen Tubulus-
Segmenten sowie in interstitiellen Zellen detektiert werden. Dies deckt sich auch mit
vorangegangenen Untersuchungen in Ratten (1; 32).

In der ISH-Mikroskopie zeigten sich keine visuellen Alterationen in der STZ-Gruppe.
Aufgrund mangelnder Qualitat konnten mittels der RT-PCR keine validen Messungen
erbracht werden. In anderen Studien konnte jedoch bereits ein PRR-Anstieg bei
Patienten mit DM sowohl systemisch als auch lokal renal nachgewiesen werden (6;
69). Uber das aktivierte intrarenale RAS erhoht sich auch die Aktivitat des PRR und
unterstutzt schlie3lich lokal vermehrt profibrotische und proinflammatorische Effekte.
Darlber hinaus ist bekannt, dass der PRR durch die Stimulation von Zytokinen wie
beispielsweise TNF-a oder IL-1 B auch RAS-unabhangig an der Entwicklung und
Progression der DN beteiligt ist (47; 49). Insgesamt spielt der PRR eine komplexe
Schlisselrolle in der Entwicklung und Aggravation der DN und koénnte somit ein
wichtiger Angriffspunkt fur zukinftige Therapieoptionen sein (50). Es gibt bereits erste
Hinweise, dass DRI und ARB auch hier ansetzen kdnnten: durch die Hemmung der
Renin-Aktivitat kommt es kompensatorisch zu einer Erhdhung der Plasma-Renin-
Konzentration (PRC). Durch einen negativen Feedback-Mechanismus wird durch die
erhohte PRC der PRR herunterreguliert, wodurch dieser weniger Angll abhangig und

unabhangig wirken kann (38).
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5.8 Fazit

Ziel dieser Arbeit war es die mRNA Expression von Agt, Renin, ACE, ACE2, PRR,
AT:1-R und AT2-R in der Niere zu lokalisieren und etwaige Veranderungen unter
chronischer Hyperglykamie zu vergleichen. AbschlieRend sollte ein Uberblick des
intrarenalen RAS unter diabetischen Stoffwechselbedingungen stehen. Dies konnte
vor allem fir ACE, AT1-R, Renin und Agt realisiert werden. Jedoch zeigten auch die
Beobachtungen bei den restlichen Komponenten mogliche zuklnftige

Forschungswege auf.

Die Komponenten des intrarenalen RAS kénnen durch chronische Hyperglykdmie
aktiviert werden und bieten wie oben diskutiert vielversprechende Méglichkeiten zur
frlhzeitigen  Diagnostik, sowie  mehrere  Angriffspunkte  fir  innovative
Therapieoptionen. Ausnahmen stellen dabei die ACE und AT1-R Expression in den
proximalen Tubuli dar. Hier wurde eine Abnahme der Expression festgestellt. Alle
anderen Messungen zeigten ein unveranderte oder vermehrte mMRNA Synthese. Auch
Endothel- und Interstititumszellen waren durch die chronische Hyperglykdmie affektiert

(Tab. 9). Vor allem der interstitielle Anstieg an Renin mRNA zeigte sich eindricklich.

Mit einem Beitrag zum besseren Verstandnis des intrarenalen RAS bei chronischer
Hyperglykdmie kdnnte diese Arbeit Anstol3e fir weitere Fragestellungen bieten, um
schlieRlich einen umfassenden Uberblick (iber das gesamte intrarenale RAS bei DM
zu erhalten und somit die Morbiditdt und Mortalitdt von Diabetikern perspektivisch

senken zu konnen.
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6 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde die mRNA Expression von Agt, ATi1-R, AT2-R, ACE, ACEZ2,
Renin und PRR mittels ISH und RT-PCR in Méausenieren untersucht. Dabei wurden
hyperglykdme STZ-Mause als diabetisches Modell mit einer normoglykdmen

Kontrollgruppe verglichen.

Glomerular erfolgte vor allem der Nachweis von AT:-R und ACE mRNA. Interessant
war hier vor allem die Veranderung der ACE Expression, die in den Glomeruli und in
den PT gegenlaufig imponierte: wahrend die Glomeruli eine vermehrte Expression von
ACE mRNA zeigten, fiel diese in den PT ab. Es kénnte ein Zusammenhang zwischen
der glomerular erhohten ACE mRNA Expression und der DN bestehen, da vor allem

die Glomeruli bei der DN geschadigt werden.

In den PT fand sich die starkste Agt Expression, die unter chronischer Hyperglykamie
zusatzlich stimuliert wurde. Sie ist ein frih zu detektierender Marker der DN.
Umgekehrt verhielt es sich bei der Expression von ACE und AT:-R. Unter diabetischer
Stoffwechsellage war die entsprechende mRNA in den PT vermindert. Die PRR
Expression zeigte sich in beiden Gruppen &ahnlich.

Des Weiteren fand sich in den DT und SR in beiden Gruppen unverandert viel PRR

MRNA, wohin gegen die anderen RAS Komponenten hier nicht lokalisiert wurden.

Wie zu erwarten, fand sich eine starke Renin Expression in den juxtaglomeruléaren
Zellen, die durch chronische Hyperglykdmie weiter stimuliert wurde. Interstitielle Zellen
exprimierten AT1-R, Renin und PRR mRNA. Wahrend die interstitielle Renin mRNA
Synthese bei chronischer Hyperglykdmie angeregt wurde, blieben die anderen
detektierten RAS Komponenten unverandert. In den intrarenalen Gefal3en fand sich
nur bei STZ-Tieren eine Renin Expression. Neben einem einzelnen ACE

exprimierendem Gefafl3 eines Kontrolltiers fand sich keine weitere vasale Expression.
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Die beiden folgenden Tabellen fassen die Ergebnisse dieser Arbeit zusammen
(Tabelle 9 und Tabelle 10).

Glomerulus PT DT SR Gefal Interstitium
Agt K ++
STZ +H+
ATi-R | K ++ ++ +
STZ | ++ + +
AT-R | K
STZ
ACE K + +++ +
STZ | ++ ++
ACE2 | K -
STZ | -
Renin | K ++ (in JG2) ++
STZ | +++ (nJc2) + +++
PRR K ++ ++ + + +
STZ | ++ ++ + + +

Tabelle 9. Ubersicht der mRNA Expression des intrarenalen RAS einer Kontrollgruppe und im STZ-

Modell. Leeres Feld: keine (detektierbare) mRNA; +: maRig mRNA; ++: viel mMRNA; +++: sehr viel mMRNA

Glomerulus PT DT SR Gefaly Interstitium
Agt q)
AT1-R Y
AT>-R
ACE N N2
ACE 2
Renin Nin JG2) N
PRR

Tabelle 10. Ubersicht der Veranderungen des intrarenalen RAS im STZ-Modell. Leeres Feld: unveranderte
mRNA Expression/ keine Aussage moglich, ¥: Abnahme der mRNA, N: Zunahme der mRNA,
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7 Anhang

7.1 Abklrzungen

Abkirzung
ACD
ACE (2)
ACE-|
Ac-SDKP
ADH
AGEs
Agt

AK

Ang I/II/(1-7)/(1-9)
AQP
AS
AT:-R
ARB
AT2-R
BSA

°C

Ca 2+
Cp

DM

DN
DNA
DRI

DT
ELISA
EZM
FFPE
GBM
GFR
GLP-1
IF

ISH
JGA
JGZ

K

kDa
MAP-Kinase
NBF

NI

NO
PBS

PR

PRA
PRC
PRR

PT

RAS

Anhang

Bedeutung

Advanced Cell Diagnostics
Angiotensin-konvertierendes Enzym (2)
ACE-Hemmer/ACE-Inhibitor
N-Acetyl-Seryl-Aspartyl-Proline
antidiuretisches Hormon
Advanced glycation end products
Angiotensinogen

Antikorper

Angiotensin I/11/(1-7)/(1-9)
Aquaporin 2

Aminosaure
Angiotensin-Rezeptor Typ 1
AT1-R-Antagonist/Blocker
Angiotensin-Rezeptor Typ 2
bovines Serumalbumin

Grad Celsius

Calcium-lon

Crossing point

Diabetes mellitus

diabetische Nephropathie
Desoxyribonukleinsaure

Direkter Renin-Inhibitor

Distaler Tubulus

Enzyme-linked immunosorbent Assay
Extrazellulare Matrix
Formalin-fixiert Paraffin-eingebettet
glomerulare Basalmembran
glomerulare Filtrationsrate
Glucagon-like Peptide
Immunfluoreszenz
In-Situ-Hybridisierung
Juxtaglomerularer Apparat
juxtaglomerulare Zellen

Kontrolle

Kilo Dalton

mitogen-aktivierte Protein-Kinase
neutral gepuffertes Formalin
Niereninsuffizienz
Stickstoffmonoxid
phosphate-buffered saline
Prorenin

Plasma-Renin-Aktivitat
Plasma-Renin-Konzentration
(Pro)Renin-Rezeptor

Proximaler Tubulus
Renin-Angiotensin-System
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(M)RNA (messenger) Ribonukleinséaure

ROS reactive oxygen species

RPL32 ribosomales Protein L32

RT Raumtemperatur

RT-PCR guantitative RealTime-Polymeraskettenreaktion
SR Sammelrohr

STZ Streptozocin

TGF-B Transforming-Growth-Factor-beta
V-ATPase vakuolare H*-Adenosintriphosphatase
VS versus

WT Wildtyp

ZNS zentrales Nervensystem

7.2 Materialliste

Verbrauchsmaterial und Reagenzien

Material Firma

RNAscope® H202&Protease Advanced Cell Diagnostics (Newark, CA, USA)
Plus Reagents

RNAscope® 2.5 HD Detection Advanced Cell Diagnostics (Newark, CA, USA)
Reagent - BROWN

RNAscope® 2.5 HD Duplex Advanced Cell Diagnostics (Newark, CA, USA)
Detection Reagents

RNAscope®Target Retrieval Advanced Cell Diagnostics (Newark, CA, USA)
Reagents

RNAscope®Wash Buffer Advanced Cell Diagnostics (Newark, CA, USA)
Reagents

VectaMount® Permanent Vector Laboratories, Inc. (Burlingame, CA, USA)

Mounting Medium

ImmEdge Hydrophobic Barrier ~ Vector Laboratories, Inc. (Burlingame, CA, USA)
PAP Pen

Dako Glycergel Mounting Dako North America Inc (Carpinteria, CA, USA)
Medium
Xylol (Isomere) Carl Roth GmgH + Co. KG (Karlsruhe, Deutschland)

Ammonium hydroxide solution  Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Deutschland)
(28.0-30.0% NH3 basics

Ethanol Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Deutschland)
DPBS (1x) Gibco by Life Technologies (Paisley, GrofR3britannien)
Albumin bovine Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Deutschland)
Horse serum Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)

LightCycler® 480 Multiwell Roche (Basel, Schweiz)

Plate 96

LightCycler® 480 SYBR Green | nerbe plus GmbH (Winsen, Deutschland)
Master H

6x DNA Loading Dye Fermentas GmbH (Sankt Leon-Rot, Deutschland)

Multiply -Pro Gefaf3 0,2mL Sarstedt Aktiengesellschaft & Co. (NUmbrecht, Deutschland)

52



Anhang

Midori Green Advance DNA Nippon Genetics Europe GmbH (Diren, Deutschland)
Stain
FastGene 50bp DNA Ladder Nippon Genetics Europe GmbH (Duren, Deutschland)
Universal Agarose Bio & Sell GmbH (Feucht, Deutschland)
TRISure Bioline (London, Grof3britannien)

Sonden

Alle verwendeten ISH-Sonden stammen von der Firma Advanced Cell Diagnostics (Newark, CA, USA).

REF LOT

RNAscope® Probe Mm-Agt 426941 19059A
RNAscope® Mm- 433461 19059A
Renl

RNAscope® Probe Mm-Ace 442731 18218A
RNAscope® Probe Mm-Agtrla- 481161 18348A
01

RNAscope® Probe Mm-Agtr2 403991 18298A

Postivkontrolle
AT1lb-Rezeptor
RNAscope® Probe Mm-Atp6ap2- 429931- 19059A

c2 Cc2

RNAscope® Mm- 417081- 19059A

Ace2-C2 C2

Antikorper

Antikorper prim/sek Spezies Art.-Nr. Verdinnung Firma

Aquaporin-  Primar goat sc-9882 1:200 Santa Cruz Biotechnology

2 (Santa Cruz, CA, USA)

Megalin Priméar mouse sc-515772 1:200 Santa Cruz Biotechnology

(Santa Cruz, CA, USA)

Calbindin Primar mouse 300 1:200 Swant (Marly, Schweiz)

Cy-2 Sekundér Donkey- 715-225- 1:400 Jackson Immuno Research /
Anti- 150 Dianova (Ely, Grof3britannien)
Mouse

Cy-5 Sekundar Donkey- 705-175- 1:400 Jackson Immuno Research /
anti-goat 147 Dianova (Ely, GroR3britannien)

Gerate

Gerat Firma

Compact Line Biometra (Goéttingen, Deutschland)

OV4 (umgebaut)

Dampfgarer Brown (Neu-Isenburg, Deutschland)

Wasserbad Haake Technik GmbH (Vreden, Deutschland)

Zentrifuge 5417R  Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)
Tischzentrifuge neolLab Migge (Heidelberg, Deutschland)

Vortex REAX2000 Heidolph Instruments GmbH&co. KG
(Schwabach, Deutschland)
LightCycler® 480 Roche (Basel, Schweiz)
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Primer

Die Primer fiir die RT-PCR wurden von der Firma biomers.net GmbH synthetisiert

nukleasefreiem Wasser wurde eine Konzentration von 100 pmol / ul erstellt.

Anhang

. Durch Zugabe von

Renin

5'-AGGGGGTGCAGGAGGAA-3'

5'-GATAATGCTGCGGGTCGCTA-3'

ACE

5'-ACCCTAGGACCTGCCAATCT-3

5-CGTGAGGAAGCCAGGATGTT-3'

ACE2

5-CAGCTGAGGCCGTTGTATGA-3'

5-TGTAGCCATCTGCCTCT-3

Angiotensinogen

5-TGTCTAGGTT..

.CTGAAG-3'

5'-GATGTATACG..

.CCCCAG-3

(Pro)Renin-Rezeptor

5-GTTTTGCAGT.

..TCCCAG-3'

5-TTGAAACAGG..

.TACGGA-3'

ATla-Rezeptor

5'-TCACCAGATC...

TTTTGA-3'

5-AGAGTTAAGG... TGCTTT-3

AT2-Rezeptor

5'-CAGCAGCCGT...GATAAT-3'

5-TATCTGATGG.

..GAGCAA-3'

RPL-32

5 -TGGAGGTGCTGCTGATGTG-3

5- CGTTGGGATTGGTGACTCTGA-3

Verwendete Software

e Microsoft Office 10, Microsoft Paint

e Axiovision Zen lite 2012 ,blue edition®, Zeiss
e LightCycler 480 SW 1.5

e Gimp 2.10.14

¢ PubMed von NCBI (National Center for Biotechnology)

e Citavib
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7.3 Verzeichnisse

7.3.1 Abbildungsverzeichnis
Abbildung 1. A. Schematische Darstellung einer Niere. B. Schematische Darstellung eines Glomerulus.
C. Schematische Darstellung eines Nephrons (Eigene Darstellung, erstellt mit Microsoft PowerPoint).
Abbildung 2. Schematische Darstellung des RAS (Eigene Darstellung, erstellt mit Microsoft
PowerPoint).
Abbildung 3. BROWN RNAscope Assay mit Agt (braun, exemplarische Pfeile), mikroskopische
Aufnahmen (400x VergrofRerung). Vergleich der kortikalen mRNA-Expression von Agt zwischen einem
Kontrolltier und einem STZ-Tier.
Abbildung 4. BROWN RNAscope Assay mit Agt (braun), mikroskopische Aufnahmen (400x
VergrofRerung). A. Zusatzliche IF mit Megalin (grin). B. Agt-mRNA in der Papille bei einem STZ-Tier,
am ehesten Intermediartubuli entsprechend.
Abbildung 5. Ubersichtsaufnahmen einer Diabetes- und einer Kontrollniere mit DUPLEX RNAScope
Assay mit ACE (griin)- und ACEZ2 (rot)-Sonde (100x Vergré3erung).
Abbildung 6. DUPLEX RNAscope Assay mit ACE/ACE2 + IF mit Nephronsegment-spezifischem AK,
mikroskopische Aufnahmen (400x Vergrof3erung).
A. Abbildung 7. Glomerulare Expression von ACE-mRNA. DUPLEX RNAScope Assay mit ACE- (griuin)
und ACE2-Sonde (rot, hier nicht zu sehen) in glomeruldaren Zellen der Kontroll- und STZ-Gruppe,
mikroskopische Aufnahme (200x Vergrof3erung).
Abbildung 8. DUPLEX RNAscope Assay mit ACE (grin) und ACE2 (rot) im Kortex, mikroskopische
Aufnahmen (400x VergréRRerung).
A. Abbildung 9. Vergleich der kortikalen AT1-R-Expression eines Kontrolltiers mit einem STZ-Modell,
mikrokopische Aufnahmen (200x Vergrdl3erung).
Abbildung 10. DUPLEX RNAScope Assay mit AT1-R-Sonde (grun) bei einem Kontroll- (links) und einem
STZ-Tier (rechts), mikroskopische Aufnahme (200x VergréR3erung).
Abbildung 11. DUPLEX RNAScope Assay mit AT1-R-Sonde (griin) bei einem Kontroll- (links) und einem
STZ-Tier (rechts), mikroskopische Aufnahme (200x VergréRerung).
Abbildung 12. DUPLEX RNAScope Assay mit AT1-R mit Aquaporin-IF in griin bei einem Kontrolltier,
mikroskopische Aufnahme (200x Vergré3erung).
Abbildung 13. DUPLEX RNAScope Assay mit AT1-R mit Calbindin-IF in griin bei einem Kontrolltier,
mikroskopische Aufnahme (200x Vergrdf3erung).
Abbildung 14. Renale Renin-Expression in Kontrollgruppe (oben) und STZ-Gruppe (unten). DUPLEX
RNAScope Assay mit Renin (griin) und PRR (rot, in der Darstellung nicht zu sehen), mikroskopische
Aufnahmen: Ubersicht (links, 100x VergréRerung), Kortex (rechts oben, 200x VergréRerung) und Mark
(rechts unten, 200x VergrélRerung).
Abbildung 15. DUPLEX RNAScope Assay mit Renin und PRR bei einem STZ-Tier, mikroskopische
Aufnahme (200x VergroRerung).
Abbildung 16. Kortikale Expression von PRR-mRNA. DUPLEX RNAScope Assay mit Renin- und PRR-
Sonde im Kortex eines Kontroll- (links) und eines STZ-Tiers (rechts), mikroskopische Aufnahme (200x
VergréRerung).
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Anhang

Abbildung 17. Medullare Expression von PRR-mRNA. DUPLEX RNAScope Assay mit Renin (griin)-
und PRR(rot)-Sonde im Kortex eines Kontroll- (links) und eines STZ-Tiers (rechts), mikroskopische

Aufnahme (200x VergréRerung).

7.3.2 Diagrammverzeichnis

Diagramm 1. gRT-PCR mit Agt-mRNA (Zonierung).

Diagramm 2. Darstellung im Box-Plot-Diagramm (K=23%4 % vs STZ=41+2 %, p=0,08).
Diagramm 3. gRT-PCR mit ACE-mRNA. A. Mikrodissektion, B. Zonierung.

Diagramm 4. RT-PCR von ACE2-mRNA.

Diagramm 5. Darstellung Darstellung im Box-Plot-Digramm.

Diagramm 6. RT-PCR von ATiR-mRNA bei mikrodissezierten Nieren.

Diagramm 7. gRT-PCR von Renin-mRNA aus zonierten Nieren.

Diagramm 8. gRT-PCR von PRR-mRNA aus mikrodissezierten Nieren.

7.3.3 Tabellenverzeichnis

Tabelle 1. Histologische Einteilung der DN. (Darstellung nach (10))

Tabelle 2. Protokoll des BROWN RNAscope Kit (Quelle: ACD).

Tabelle 3. Protokoll des DUPLEX RNAscope Kit (Quelle: ACD).

Tabelle 4. IF-Protokoll (Quelle: Arbeitsgruppe Prof. F. Schweda, Universitat Regensburg)

Tabelle 5. Zusammensetzung des MasterMix (Quelle: Roche).

Tabelle 6. Protokoll der RT-PCR (Quelle: Roche).

Tabelle 7. Auswertung der mRNA in Glomeruli anhand mikroskopischer Aufnahmen der ISH (Quelle:
ACD).

Tabelle 8. Zuordnung der Antigene beziiglich Nephronsegment und Funktion (4,49,50).

Tabelle 9. Ubersicht der mRNA-Expression des intrarenalen RAS einer Kontrollgruppe und im STZ-
Modell (Eigene Darstellung).

Tabelle 10. Ubersicht der Veranderungen des intrarenalen RAS im STZ-Modell.
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