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1 Einleitung

1.1 Bedeutung der Niere fir den Organismus

Als exokrin und endokrin wirksames Stoffwechselorgan nimmt die Niere eine zentrale
Rolle im Organismus ein, indem sie fur die Harnbildung zustandig ist und so als Aus-
scheidungsorgan dient (1). Um ihrer Funktion nachkommen zu kbénnen, ist die Niere
sehr gut durchblutet, etwa 25 % des Herzzeitvolumens durchstromt das Organ, sodass
das gesamte Blutvolumen des Kdrpers mehrmals taglich renal gereinigt wird. Die Nie-
renkorperchen verfigen tber eine glomeruléare Filtrationsleistung von ca. 120 ml Blut
pro Minute, wodurch ungeféahr 170 | Primarharn pro Tag gebildet werden (2). Im nach-
geschalteten Tubulussystem werden vom Organismus bendtigte Stoffe und der grof3te
Teil des Wassers und der Elektrolyte Gber spezifische Kanale und Transporter riickre-
sorbiert und der Harn auf ein deutlich geringeres Endvolumen von 1-1,5| Urin kon-
zentriert (1). Auf diese Weise dient die Niere der Ausscheidung harnpflichtiger Abfall-
und Stoffwechselprodukte wie beispielsweise Harnstoff und Ammoniak sowie korper-

fremder Stoffe wie Xenobiotika (3).

Daruiber hinaus spielt die Niere eine wichtige Rolle in der Kontrolle des Blutvolumens
und des arteriellen Blutdrucks. Uber die Wasser- und Natriumchlorid-Ausscheidung
werden das Volumen und die Elektrolytverhaltnisse zwischen Intra- und Extrazellular-
raum konstant gehalten. Dabei dient das sog. ,Renin-Angiotensin-Aldosteron-System®
(RAAS) als ein hormoneller Steuerungsmechanismus des Blutdrucks. Bei Abfall des
Blutdrucks kann tber die Freisetzung verschiedener Hormone des RAAS und durch
ihre Wirkung auf die Kanale im Tubulussystem gegengesteuert werden, indem sie die
Resorption von Wasser und Natriumionen anpassen und zusatzlich zu einer Vasokon-

striktion fihren, um insgesamt eine Blutdrucksteigerung hervorzurufen (4).

Neben der Homdostase im Natriumhaushalt reguliert die Niere auch die Konzentration
anderer Elektrolyte wie z. B. des Kaliums sowie den Sauren-Basen-Haushalt Uber die
Ausscheidung von Protonen und Bicarbonat. Zudem wirkt die Niere durch ihren Ein-
fluss auf die Konzentration von Phosphat und Calcium und durch die Bildung des Hor-
mons Calcitriol auf die Mineralisierung des Knochens. Ebenfalls renal synthetisiert wird

das Hormon Erythropoetin, das die Erythropoese im Knochenmark stimuliert (3).



Aus diesen zahlreichen Funktionen der Niere leitet sich ab, welche Symptome auftre-
ten, wenn das Organ erkrankt und seine Funktion zunehmend ausfallt. Patienten mit
fortgeschrittener chronischer Niereninsuffizienz leiden oftmals an Odemen, arterieller
Hypertonie, Elektrolytstdrungen wie z. B. einer Hyperkaliamie und einer metabolischen
Azidose. Endokrine Stérungen wie eine renale Osteopathie und renale Anamie kénnen
ebenso auftreten wie Folgen einer Uramie, beispielsweise eine uramische Perikarditis

oder eine Storung des Zentralnervensystems bis hin zum Koma (4).

Zu solch einem Vollbild einer chronischen Niereninsuffizienz kann neben den klassi-
schen Volkskrankheiten Diabetes mellitus und arterielle Hypertonie auch die autoso-
mal dominante polyzystische Nierenerkrankung (ADPKD) fiihren, eine der haufigsten
Erbkrankheiten mit einer Pravalenz von etwa 1:1000 (5). Mutationen im PKD1- oder
PKD2-Gen fiihren bei diesem Krankheitsbild zu einer fehlerhaften Expression der ko-
dierten Proteine Polycystin-1 bzw. -2, die in den Nierentubuli einen Komplex bilden
und als Signalproteine eine wichtige Rolle in der Reifung und Differenzierung von Nie-
renepithelzellen spielen. In der Folge kommt es zu bilateraler multipler Zystenbildung
und dadurch zur Einschrankung der Nierenfunktion (6). Im Verlauf der Krankheit be-
steht bei einem Grof3teil der Patienten das Risiko, aufgrund eines terminalen Nieren-
versagens dialysepflichtig zu werden. Da die derzeitigen Therapiemdglichkeiten nur
begrenzt wirksam und mit vielen Nebenwirkungen verbunden sind, ist die Nierentrans-
plantation oft die letzte Option (6). Zur ADPKD ist bisher bekannt, dass es im Krank-
heitsverlauf durch Erweiterung der Sammelrohre und Epithelzellproliferation zur Bil-
dung von Zysten, also flissigkeitsgefullter Hohlraume, kommt. Das Zystenwachstum
erfolgt durch standige Zellproliferation und Flissigkeitsansammlung, die in erster Linie
durch die Sekretion von Chlorid gesteuert wird (7). Auch wenn der zugrundeliegende
komplexe molekulare Mechanismus zunehmend untersucht wird und sich auf moleku-
larer Ebene immer mehr mogliche therapeutische Angriffspunkte abzeichnen, missen
jedoch potenzielle Medikamente ebenso wie auch die Pathophysiologie der Erkran-
kung noch besser untersucht werden, insbesondere auch an menschlichem Nierenge-
webe, um einer klinischen Anwendung naher zu kommen und die Prognose betroffe-

ner Patienten verbessern zu kénnen (8).



1.2 Aufbau und Funktion der Niere

1.2.1 Makroskopischer Aufbau

Bei der Niere handelt es sich um ein bohnenférmiges, paarig angelegtes Organ, das
retroperitoneal im oberen Mittelbauch liegt. Am medial gelegenen Hilum renale mun-
den alle zu- und abfiihrenden Leitungsbahnen, die Arteria renalis zur Sauerstoff- und
Nahrstoffversorgung, die Vena renalis zur Drainage des sauerstoffarmen Blutes und
der Ureter zur Ableitung des renal gebildeten Harns in die Harnblase. Die nervale Ver-
sorgung erfolgt tber sympathische postganglionare Fasern des Plexus coeliacus so-
wie parasympathische Fasern des Nervus vagus (9). Das Organ ist von mehreren
Kapseln umhitillt: Direkt um die Niere befindet sich eine derbe bindegewebige Kapsel
(Capsula fibrosa), gefolgt von einer Fettschicht (Capsula adiposa), die die kranial ge-

legenen Nebennieren miteinschliel3t und umgeben ist von der Fascia renalis (10).

Makroskopisch lasst sich die Niere in eine aufl3en gelegene Nierenrinde (Cortex rena-
lis) und ein innen gelegenes Nierenmark (Medulla renalis) untergliedern (10). Aufge-
baut ist das Mark aus Markpyramiden (Pyramis renalis), die an ihrer Spitze (Papille) in
ein Kelchsystem minden, welches das Nierenbecken (Pelvis renalis) bildet und den
Ursprung des Ureters darstellt. Von der Basis einer Markpyramide reichen ca. 400—
500 Markstrahlen (Pars radiata) nach auf3en in die Rinde und unterteilen diese in ein
sog. Rindenlabyrinth (1). Die humane Niere gliedert sich in 7-9 Lappen mit jeweils
einer Markpyramide und weist damit eine sog. multipapillare Form auf (11). Den sche-

matischen Aufbau einer humanen Niere zeigt Abb. 1.
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Abb. 1: Schema einer humanen Niere
Gezeigt ist der grobe Aufbau einer multipa-
pillaren humanen Niere im Langsschnitt mit
[Markstrahl) Rinde (Cortex), Mark (Medulla) und Nieren-
beckenkelchsystem (Pelvis renalis) (12).




1.2.2 Mikroskopischer Aufbau mit physiologischen Grundlagen

Jede humane Niere umfasst ca. 1-1,5 Millionen Nephrone, die als funktionelle Einheit
aus einem Nierenkorperchen (Corpusculum renale) und einem nachgeschalteten Tu-
bulussystem bestehen (1). An die Nephrone schliel3t sich ein Sammelrohrsystem an,
aus dem im Bereich der Nierenpapille die Nierenkelche hervorgehen, die in ihrer Ge-

samtheit das Nierenbecken bilden und in den Ureter minden (10).

Zu dem im Rindenlabyrinth gelegenen Nierenkdrperchen gehdrt der Glomerulus, ein
Blutkapillarknduel, der von der Bowmankapsel mit einem parietalen Blatt aus ein-
schichtigem Plattenepithel und viszeralen Blatt, den Podozyten, umgeben ist. Zwi-
schen den Blattern befindet sich der Kapselraum, der als Filtrationsraum dient (11).
Ein Glomerulus ist eingebettet im intraglomerularen Mesangium aus Mesangialzellen
und mesangialer Matrix, das das Gefal3knduel gegen den hohen intrakapillaren Druck
stabilisiert (1). In Verbindung dazu steht das extraglomerulare Mesangium, das ge-
meinsam mit den granulierten juxtaglomeruléaren Zellen in der Media des Vas afferens,
die fur die Reninproduktion zustandig und sympathisch innerviert sind, und der Macula
densa, einer Kontaktstelle zur Pars recta des distalen Tubulus, den sog. juxtaglome-
rularen Apparat bildet. Uber das Zusammenspiel der einzelnen Komponenten spielt er
eine wichtige Rolle in der Regulation der glomerularen Filtration und damit des Extra-
zellularvolumens und des Blutdrucks (1). Eine schematische Darstellung eines Nieren-

korperchens mit seinen Bestandteilen zeigt Abb. 2.

Die Wande der mehr als 20 Kapillarschlingen des Kapillarknauels am Ubergang zwi-
schen Glomerulus und Kapselraum weisen ein dinnes Endothel mit ca. 70-100 nm
breiten Fenestrationen auf (1). Dem Endothel anliegend findet sich die etwa 200—
300 nm dicke glomerulare Basalmembran, die durch Verschmelzung der Basalla-
minae der Endothelzellen und der Podozyten entsteht. Sie wird in eine zu den En-
dothelzellen gerichtete Lamina rara interna, eine Lamina densa in der Mitte und eine
Lamina rara externa unterteilt, die zu den Podozyten gehdort (11). Die Lamina densa
besteht Uberwiegend aus Kollagen IV, Laminin und Fibronektin und dient als mecha-
nische Komponente des Filters, wahrend die Laminae rarae u. a. aus negativ gelade-
nen Heparansulfaten bestehen und durch ihre elektrostatische Abstol3ung die Filtra-
tion polyanionischer Plasmaproteine verhindern (10). Bei den Podozyten handelt es

sich um ausdifferenzierte Zellen, die nicht mehr teilungsfahig sind und als verzweigte



Deckzellen mit ihren priméren und sekundaren Fulfortséatzen die Kapillaren umgrei-
fen. Dort befinden sich kontraktile Filamente, durch die die Durchlassigkeit der Filter-
barriere reguliert werden kann (1). Im schmalen interzellularen Spaltraum von ca. 20—
30 nm zwischen ihren Fortsatzen bilden sie etwa 5 nm dicke Schlitzmembranen aus,

die aus Glykoproteinen bestehen und Poren aufweisen (11).

Gemeinsam bilden Kapillarendothel, glomerulare Basalmembran und die Podozyten
die Filtrationsbarriere des Nierenkorperchens (11). An dieser Blut-Harn-Schranke wer-
den Stoffe nach ihrer GroR3e filtriert: Wasser und darin geldste lonen, Zucker, Amino-
sauren und organische Molekile werden bis zu einem Molekulargewicht von 5 kDa
bzw. einer MolekilgroR3e bis etwa 2,5 nm, frei filtriert, mit steigender Grél3e nimmt die
Filtrationsleistung ab. Aufgrund ihrer Ladung kénnen negativ geladene Molekiile die
Barriere schlechter durchdringen als positiv geladene (1). Als Triebkraft fir die Filtra-
tion dient der hohe hydrostatische Druck von ungefahr 50 mmHg in den Kapillaren (1,
11). Wahrend das gefilterte Blut tber am Gefal3pol abflie3t, gelangt der Primérharn

uber den Harnpol in das anschlieende Kanalsystem (10).

Tubulus distalis

~ Macula densa

' efferente Artericle

o

- Gefattpal

Abb. 2: Schema eines Nierenkdrperchens

Oben am Gefal3pol flieRt das Blut Uber die afferente
Arteriole in das Kapillarknduel. Durch Filtration an der
Blut-Harn-Schranke wird im glomeruléaren Kapselraum
der Primarharn gebildet, der tber den Harnpol in den
proximalen Tubulus abflie3t (12).



An das Nierenkdrperchen schliefl3t sich ein ausgedehntes Tubulussystem an, das sich
aus mehreren Abschnitten zusammensetzt, die morphologische und funktionelle Un-
terschiede aufweisen. Auf den proximalen Tubulus folgen Intermediartubulus und dis-

taler Tubulus, der Gber einen Verbindungstubulus in ein Sammelrohr miindet (1).

Am Harnpol des Nierenkorperchens beginnt der proximale Tubulus mit der Pars con-
voluta im Rindenlabyrinth und der anschlieenden Pars recta, die mit dem Intermedi-
artubulus und der Pars recta des distalen Tubulus die Henle-Schleife bildet (1). Die
Wand des proximalen Tubulus weist ein einschichtig kubisch bis niedrig-prismatisches
Epithel auf, dem ein ausgepragter Birstensaum aus dicht stehenden Mikrovilli mit ei-
ner hohen Glykokalix anliegt (11). Die Zellkerne sind grof3, rund und euchromatinreich
(1). Durch das zahlreiche Vorkommen séaulenartig angeordneter Mitochondrien er-
scheint das Epithel eosinophil (1, 11). Apikal befinden sich zahlreiche Vesikel, die die
intensiven Resorptionsvorgange mittels Endozytose widerspiegeln. Von proximal nach
distal nimmt die Funktionsleistung des proximalen Tubulus ab, was sich strukturell
zeigt, da in der Pars recta das Epithel niedriger ist, der Birstensaum weniger dicht
steht und die Zellen weniger Organellen aufweisen (11).

Der Intermediartubulus besteht meist aus einem absteigenden und einem aufsteigen-
den Anteil und zeichnet sich durch einen geringeren Lumendurchmesser und ein fla-
cheres einschichtiges Epithel als der proximale Tubulus aus. Die Zellen weisen nur
wenige Organellen und keinen Burstensaum auf, die Zellkerne wolben sich teilweise
ins Lumen vor (11). Typischerweise ist der absteigende Schenkel durch das Vorkom-
men von Aquaporinen ebenso wie der proximale Tubulus wasserdurchlassig, wahrend
der aufsteigende Schenkel keine Aquaporine aufweist und damit weitestgehend was-
serundurchlassig ist (4).

Der sich anschlielende distale Tubulus setzt sich wiederum aus einer Pars recta und
einer Pars convoluta zusammen und ahnelt vom Bauprinzip her dem proximalen Tu-
bulus, jedoch mit schmalerem Lumen und flacherem Epithel (11). Die Zellen besitzen
weder Endozytosevesikel noch einen Burstensaum, lediglich einige Mikrovilli sind
nachweisbar (1). Die Tight junctions zwischen den Zellen sind sehr dicht und in der
Zellmembran kommen keine Aquaporine vor, wodurch der Tubulusabschnitt wasser-

undurchlassig ist (4).

10



Im Verlauf des Tubulussystems werden etwa 99 % des filtrierten Wassers und der
darin gel6sten lonen, Zucker, Aminosauren und Proteine des glomeruléren Ultrafiltrats
ruckresorbiert, der Hauptteil davon im proximalen Tubulus. Die Resorption erfolgt tber
passive, priméar und sekundar aktive Transportmechanismen, die Mitochondrien liefern
die notwendige Energie, u. a. fur die basolateral gelegene Na*-K*-ATPase (11). Be-
sonders im Symport mit Natriumionen kdnnen so zahlreiche Substanzen wie Glukose,
Aminosauren und lonen wie z. B. Natrium, Kalium, Calcium und Bikarbonat aus dem
Harn in die Zelle transportiert werden. Wasser wird sowohl transzellular tber Aquapo-
rine als auch parazelluléar durch die undichten Tight junctions des proximalen Tubulus
entlang des osmotischen Druckgefélles resorbiert und zieht dabei geloste lonen ent-
lang ihres elektrischen Gradienten mit (4, 13). Da im Gegensatz dazu im distalen Tu-

bulus kein Wasser nachstromen kann, wird der Harn hier hypoton (11).

Die Wiederaufnahme von Proteinen, die im Ultrafiltrat nur in minimaler Konzentration
vorkommen, erfolgt durch rezeptorvermittelte Endozytose und erméglicht eine Verwer-
tung der Aminosauren (1). Neben den Resorptionsvorgangen gibt es auch sekretori-
sche Prozesse, durch die organische Sauren wie Oxalat, organische Anionen wie Atro-

pin und Xenobiotika wie Penicillin ausgeschieden werden (11).

Insgesamt wird der Harn von ca. 170 | Primarharn auf 1-1,5 | Endharn konzentriert, so
dass harnpflichtige Substanzen wie z. B. Harnstoff und Ammoniak volumensparend
ausgeschieden werden konnen (1, 2). Die Pars recta des distalen Tubulus bildet dabei
einen entscheidenden Teil der Henle-Schleife, deren Abschnitte, ebenso wie die Vasa
recta, gegenlaufig angeordnet sind, aber einen Stoffaustausch ermdglichen und ein
Gegenstromaustauschsystem bilden. Durch die Wasserundurchlassigkeit der Pars
recta des distalen Tubulus bei gleichzeitiger Natriumchlorid-Resorption wird ein osmo-
tischer Gradient zwischen Tubuluslumen, Interstitium und Blut etabliert, der als Vo-
raussetzung fur die Konzentrierung des Harns dient (11). Die Konzentrationsverhalt-
nisse von Harnstoff zwischen den verschiedenen Kompartimenten spielen dabei ne-

ben Natriumchlorid eine ebenso bedeutende Rolle fiir die Harnkonzentrierung (2).

Als Verknipfung mehrerer distaler Tubuli mit einem Sammelrohr dient der Verbin-
dungstubulus, der funktionell und histologisch dem Sammelrohr &hnelt. Die Transport-
vorgange werden hormonell beeinflusst, wobei durch Wasser- und Natriumresorption

der Harn isoton wird (1, 11). Uber jeweils etwa 10 Verbindungstubuli flieRt der Harn in
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kortikale Sammelrohre, die in den Markstrahlen verlaufen. Im Nierenmark entstehen
daraus in Richtung Nierenpapille medullare Sammelrohre und schlie3lich als Endstu-
cke papillare Sammelrohre, von denen pro humane Niere etwa 200—700 an den Spit-
zen der Nierenpapillen in die Nierenkelche munden, die gemeinsam das Nierenbecken

darstellen und den Harn in den Ureter leiten (11).

Das Epithel der Sammelrohre ist je nach Lokalisation kubisch oder hochprismatisch,
wobei die Epithelh6he wie auch der Lumendurchmesser Richtung Papille zunehmen
(1). Die Zellen sind durch das Vorkommen dichter Tight junctions vor einem parazel-
lularen Wassertransport abgedichtet. Es kommen zwei Zelltypen vor: Die Hauptzellen
stellen den grof3ten Teil der Epithelzellen dar und sind fur die Resorption von Natrium
und Wasser zustandig. Die Schaltzellen sind mitochondrienreicher und tber die Sek-
retion von Protonen oder Bicarbonationen an der Regulation des Sauren-Basenhaus-
halts beteiligt (11). Insgesamt dienen die Prozesse in den Sammelrohren der abschlie-
Renden Feinregulation der Salz- und Wasserausscheidung, um bei Veranderungen
von Volumen und Elektrolytverhaltnissen des Extrazellularraums den Blutdruck durch
hormonelle Steuerung der Resorptionsvorgange konstant zu halten (1).

Das Interstitium flllt den Raum zwischen den Nephronen und Sammelrohren und um-
fasst neben einem bindegewebigen Teil mit wenigen Kollagenfibrillen und wasserrei-
chen Proteoglykanen einen zellularen Anteil. Spezielle Fibroblasten, die den Tubuli als
peritubulare Zellen auRen angelagert sind, sind endokrin wirksam und produzieren
Erythropoetin, das im Knochenmark die Erythropoese stimuliert. Auf3erdem bilden sie
mit Prostaglandinen und Bradykinin Faktoren, die an der Regulation der Nierendurch-
blutung beteiligt sind (11).
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1.2.3 Anatomie der Niere von Maus und Mensch im Vergleich

Grundsatzlich dhneln sich Saugetiere in der Physiologie ihrer Organe. So stimmen
Aufbau und Funktion der Niere einer adulten Maus weitestgehend mit den bereits be-
schriebenen Verhaltnissen in einer humanen Niere tUberein (14). In Abb. 3 ist ein Ver-

gleich des histologischen Aufbaus zwischen muriner und humaner Niere gezeigt.

Ein auffalliger Unterschied ergibt sich in der makroskopischen Gliederung des Organs:
Wahrend die humane Niere eine sog. multipapillare Form mit mehreren Lappen und
Markpyramiden aufweist, ist die Niere kleinerer Sauger wie z. B. einer Maus unipa-
pillar, also aus nur einer Markpyramide bestehend, aufgebaut (11). Anders als die ein-
zelnen Markpyramiden beim Menschen minden die Sammelrohre der Mausniere an
der Spitze der Nierenpapille nicht in ein Kelchsystem, sondern direkt in das Nierenbe-
cken (14). Die histologische Zoneneinteilung der Niere in eine Rinde mit einer schma-
len, glomerulusfreien subkapsularen Zone, dem Rindenlabyrinth sowie Markstrahlen
und einem Mark mit einer AuRenzone und Innenzone entspricht der Gliederung der

humanen Niere (14).

Die Spezies unterscheiden sich in der Anzahl der Nephrone, bei der Maus sind es ca.
14.000 und damit weniger als beim Menschen. Die Glomeruli der Mausniere haben
dabei mit durchschnittlich 73 um einen deutlich kleineren Durchmesser als in der
menschlichen Niere mit 200 um. Diese sind anders als beim Menschen nicht immer
von einem platten parietalen Blatt der Bowman-Kapsel umgeben, bei mannlichen Mau-
sen kann das Epithel auch kubisch geformt sein, wobei die Auspragung testosteron-
abhangig ist (14). Die glomeruléare Basalmembran ist in der Mausniere nur 80—200 nm
dick, da im Vergleich zur humanen, ca. 200-300 nm dicken Basalmembran besonders
die Lamina densa weniger stark ausgepragt ist. Die einzelnen Schichten der Membran
sind in der Mausniere jedoch deutlicher abgrenzbar (11, 14).

Unterschiede in der Architektur der Tubuli finden sich ebenfalls. Das Epithel der Pars
convoluta des proximalen Tubulus kann bei mannlichen Mausen Vakuolen aufweisen.
In der Pars convoluta des distalen Tubulus ist der Birstensaum weniger stark ausge-
pragt als im proximalen Tubulus, in der humanen Niere fehlt er dort jedoch vollstandig
(14). In der Mausniere kommen im Vergleich zur humanen Niere deutlich mehr lange
Henle-Schleifen mit einem aufsteigenden Anteil des Intermediartubulus vor, was die

Maus zu einer starkeren Urinkonzentrierung befahigt und sich in der héheren Dichte
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des Urins widerspiegelt. Dazu fihrt auch, dass in der Maus die dinnen absteigenden
Aste der Henle-Schleifen von Biindeln der Vasa recta umhiillt sind, wahrend sie in der

humanen Niere voneinander getrennt vorliegen (14).

Trotz der Diskrepanz zur Anatomie einer humanen Niere, stellt die Untersuchung an
Mausenieren ein probates und akzeptiertes Modell zur Gewinnung von Erkenntnissen

Uber die Nierenphysiologie und -pathophysiologie beim Menschen dar (15).

Abb. 3: Vergleich einer muri-
nen und humanen Niere
Dargestellt ist links eine unipa-
pillare murine Niere und rechts
eine multipapillare  humane
Niere (P fur Nierenpapillen).
Die Unterschiede im histologi-
schen Aufbau werden deutlich.
Beide gliedern sich in einen
Cortex (C), eine Medulla (M)
und gehen am Hilus (H) in den
Ureter (U) Gber. Umgeben sind
sie von einer Kapsel (Cp). Bei
der murinen Niere ist die Glie-
derung des Marks in eine In-
nenzone (1Z) und eine AulRen-
zone (OZ) mit Innen- und Au-
Renstreifen (IS und OS) ge-
zeigt (14).

1.3 Untersuchungsmadglichkeiten am Nierengewebe

Wie in anderen Fachgebieten gelten in der renalen Forschung in-vitro-Zellkultursys-
teme als klassische Untersuchungsmaglichkeit. Zelllinien sind leicht verfigbar, kénnen
relativ einfach gehandhabt werden und sind in ihrer Kultivierung mit vergleichsweise
geringen Kosten verbunden (16). Bei den untersuchten Zellen handelt es sich meist
um segmentspezifische, immortalisierte Zelllinien, die v. a. aus dem proximalen Tubu-
lus und Sammelrohr stammen (17). Es kénnen Einblicke in die biologischen Prozesse
in den Zellen gewonnen werden, jedoch eignet sich die Zellkultur ausschlielich fur die
Analyse eines ausgewahlten Zelltyps, wahrend die zellulare Heterogenitat und Kom-
plexitat des Nephrons nicht erfasst werden kénnen (17). Zusatzlich wird die Kultivie-
rung in einem kunstlichen Wachstumsmilieu durchgefiihrt, wodurch das Verhalten der

Zellen von auBBeren Faktoren wie beispielsweise der Temperatur und dem
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Nahrmedium abhéangt (16). Die Wachstumsbedingungen sind jedoch nur schlecht mit

der komplexen physiologischen Zellumgebung im Organismus vergleichbar (18).

Angesichts der Limitationen der Zellkultursysteme sind andere Methoden erforderlich,
wofur sich der klassische Tierversuch anbietet, bei dem spezifische Knockout-Mause
zum Einsatz kommen. Die erhobenen Daten haben eine gréf3ere biologische Relevanz
als Beobachtungen in der Zellkultur, jedoch sind Versuche mit Tieren kosten- und zeit-
aufwendig (19). Der vielféaltige Einsatz von Tierversuchen wirft dariber hinaus auch

ethische Fragen auf, da zunehmend mehr Tierschutz angestrebt wird (20).

Mit aufwandigen Methoden wie z. B. der Intravitalmikroskopie kénnen dynamische
Prozesse in vivo kontinuierlich beobachtet werden (21). Die renalen Strukturen lassen

sich beispielsweise durch Multiphotonenfluoreszenzmikroskopie visualisieren (22).

Um die Liicke zwischen der in-vitro-Zellkultur und einem in-vivo-Tierversuch zu schlie-
Ben, existieren inzwischen mehrere Moéglichkeiten, die strukturellen und funktionellen
Charakteristika einer Niere auf3erhalb des Organismus zu erforschen (19). In solchen
ex-vivo-Modellen kommt menschliches oder tierisches Gewebe zum Einsatz. Bei der
MIPK (mouse isolated perfused kidney) -Technik handelt es sich um ein Modell, bei
dem die Niere einer Maus ex vivo durch kontinuierliche Perfusion fir mindestens eine
Stunde lang funktionsfahig gehalten wird. Die Funktion des isolierten Organs lasst sich
hierbei in einer kontrollierten Umgebung ohne systemische Einflisse untersuchen und
ermdglicht beispielsweise die Gabe von Medikamenten oder andere Manipulationen
an der Niere unter dem Monitoring verschiedener renaler Funktionsparameter oder mit

anschlieBender molekularer, biochemischer oder histologischer Analyse (15).

Die ex-vivo-Organkultivierung kommt ausschlief3lich in der Embryonalforschung zum
Einsatz. Embryonale Nieren sind mehrere Tage lang in Nahrmedien kultivierbar, da
durch ihre Beschaffenheit und GroR3e die Vitalitdt durch einfache Diffusion aufrecht-
erhalten werden kann. Ausgereifte, adulte Nieren hingegen sind sehr empfindlich ge-
genuber Hypoxie und werden tber Diffusion nur mangelhaft mit lebenswichtigem Sau-
erstoff und Nahrstoffen versorgt (23). Die Kultivierung unausgereifter, sich entwickeln-
der Nieren ist gleichwohl bedeutend, um die zellularen und molekularen Prozesse und
Regulationsmechanismen wahrend der Organogenese zu erforschen (24). Seit inrem

ersten beschriebenen Einsatz in den 1920er Jahren wurde die Nierenkulturtechnik
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standig weiterentwickelt (25). Das Grundprinzip besteht darin, eine embryonale Niere
an der Grenzflache zwischen einem Kulturmedium und der Gasphase (sog. Inter-
phase) bei 37 °C und 5 % COz2 zu inkubieren. Die Niere wird dabei oftmals auf einer
Transwellfiltermembran und einem Sieb als Trager positioniert (26). Das Gewebe
wurde friher routinemaRig 3 Tage lang kultiviert, inzwischen wurden die Kultivierungs-
bedingungen soweit optimiert, dass sich der mdégliche Versuchszeitraum auf 7-10
Tage erhoht hat (26—29). Wahrend der Kultivierung lasst sich die Niere zum Monitoring
des Wachstums fotografieren (27). Aul3erdem sind verschiedene Modifikationen még-
lich wie z. B. die Zugabe biologisch aktiver Substanzen, etwa von Wachstumsfaktoren,
Antikdrpern oder Medikamenten (25). Anschlie3end an einen Versuch ist eine Analyse
z. B. durch Farbung mit zellspezifischen Markern oder durch RNA- oder Proteinextrak-
tion maglich (24). Auffallig ist, dass sich bei der Kultivierung junger embryonaler Nieren
zwar typische renale Strukturen ausbilden, es jedoch zu keiner Bildung einer Medulla
und von Henle-Schleifen kommt. Zur Untersuchung tubularer Strukturen und ihrer Ent-

wicklung ist die Nierenkultur damit nur beschrankt nutzbar (25).

Eine andere Mdglichkeit der ex-vivo-Kultivierung ist die sog. ,precision-cut kidney
slices“-Kultur (PCKS). Mit dieser Technik kann auch adultes Nierengewebe in Kultur
gehalten werden. Hierbei werden von Nieren mithilfe eines Stadie-Riggs-Gewebe-
schneider oder Vibratoms Schnitte mit einer Schnittdicke idealerweise unter 400—
500 um gefertigt, um eine durchdringende Sauerstoffversorgung zu gewahrleisten und
das Ausmal an Nekrosen zu minimieren (18, 30). Die Schnitte werden in physiologi-
schem Puffer oder einem Nahrmedium bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert und Uber einen
Zeitraum von 48 bis max. 120 Stunden vital gehalten (18, 19, 31, 32). An den Schnitten
lassen sich z. B. spezifische Transportfunktionen unter minimiertem Einfluss systemi-
scher Faktoren wie des Blutflusses oder von Mediatoren untersuchen (32). Auch die
Wirkung von Metaboliten, Medikamenten und Toxinen kann leichter als im in-vivo-Mo-
dell getestet werden (30). Dadurch, dass aus einem Organ mehrere Schnitte gefertigt
werden, kénnen mehrere Versuche gleichzeitig durchgefuhrt werden, wobei die Pra-
paration jedoch in unphysiologischer Weise erfolgt (30, 33). Gleichzeitig reduziert sich
im Vergleich zum klassischen Tierversuch die Anzahl bendtigter Tiere (32). Neben

Nieren kleinerer Saugetiere ist es mdglich, auch humanes Gewebe zu kultivieren (18).

16



1.4 3D-in-vivo-Modell als alternative Untersuchungsmethode

1.4.1 Allgemeines

Eine Alternative zu klassischen Tierversuchen stellt das sog. Chorionallantoismemb-
ran-Modell (CAM-Modell) dar, das als 3D-in-vivo-Modell zahlreiche Untersuchungs-
maoglichkeiten fur verschiedene Gewebeformen bietet (34). Im CAM-Modell kdnnen
Zelllinien oder Gewebe direkt im Huhnerei fir mehrere Tage kultiviert werden, was in
den letzten Jahren v. a. in der Tumorforschung etabliert worden ist, um Aspekte der

Tumorbiologie und -behandlung untersuchen zu kénnen (35-37).

1.4.2 Entwicklung und Morphologie

Bei der Chorionallantoismembran handelt es sich um eine extraembryonale Membran,
die unterhalb der Schalenhaut die auf3erste Schicht um einen Hilhnerembryo bildet.
Sie entsteht ab dem 4. oder 5. Entwicklungstag aus dem Chorion und der Allantois
(35). Die vollstandig entwickelte CAM weist 3 Schichten auf, eine ektodermale, gebil-
det durch das Chorion, eine mesodermale, die durch Verschmelzung des somatischen
Mesoderms des Chorions und des viszeralen Mesoderms der Allantois entsteht, und

eine endodermale Schicht, die Allantois (38).

Nach der Fusion besteht das Chorion aus einem ein- bis mehrschichtigen flachen bis
kubischen Epithel, dessen Zellen grol3e nukleolenreiche Zellkerne besitzen. Bei der
mesodermalen Schicht handelt es sich um ein zellarmes, weitmaschiges Stitzgewebe,
das sehr flissigkeitsreich ist (39). Das ausgepragte GefalRsystem der Membran entwi-
ckelt sich in dieser Schicht und wird tber die Allantoisgefalie versorgt (38). Die Kapil-
laren, die sich am 8. Entwicklungstag noch subepithelial befinden, sind am 10. Ent-
wicklungstag teilweise zwischen die Chorionzellen vorgedrungen und nur durch eine
dinne Schicht aus einschichtigen Zellen vom Stitzgewebe getrennt (39, 40). An der
Grenze zwischen den epithelialen Anteilen der Membran und dem Stiitzgewebe befin-
det sich beidseitig jeweils eine dinne Basalmembran. Bei der sich anschlie3enden
Allantois handelt es sich um eine nach der Fusion ein- bis 3-schichtigen Epithelzell-
schicht, die im Laufe der Entwicklung mehrschichtiger werden kann und aus flachen
bis kubischen Zellen mit grol3en Zellkernen besteht (39). In Abb. 4 ist der Aufbau des
CAM-Modells schematisch dargestellt.
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1.4.3 Funktion der CAM

Die CAM ist fUr den Gas- und Stoffaustausch zwischen dem Hihnerembryo und der
Umgebung zustandig, wofir sie Uber ein ausgepragtes Kapillarnetz verfugt. Gase kon-
nen durch die eng an das Chorion anliegende Eierschalenmembran und die Poren der
Eierschale diffundieren (40). Zudem kann Calcium zur Mineralisierung der Knochen
des Embryos aus der Eierschale mobilisiert werden, da ab dem 11. Entwicklungstag
die vom Dottersack bereitgestellte Menge an Calcium den Bedarf des Embryos nicht
mehr decken kann. AuRerdem konnen in der CAM stickstoffhaltige Stoffwechselend-

produkte wie Harnstoff, Ammonium und Harnséure gelagert werden (38).

1.4.4 Anwendung als Untersuchungsmodell

Die gute Vaskularisation der CAM ermdglicht es, verschiedene Gewebeformen auf der
Membran zu kultivieren (34). Die physiologische Umgebung des Gewebes wird durch
die CAM und ihre extrazellularen Proteine imitiert, wobei die Gewebstransplantation
dadurch erleichtert wird, dass die CAM in friihen Stadien immundefizient ist. Es wird
angenommen, dass sich das Immunsystem des Hihnerembryos frihestens ab dem
14. Entwicklungstag ausbildet (35, 41).

Seit im Jahr 1911 die CAM erstmals als Mdglichkeit genutzt wurde, um Zellen von
Huhnersarkomen anzuziichten, kam das Modell in immer mehr Bereichen zum Einsatz
(34, 42). In der Tumorforschung bietet sich das CAM-Modell an, um die Tumorbiologie,
aber auch das Wachstum, die Angiogenese, Invasivitdt und das Metastasierungsver-
halten verschiedener Tumore zu untersuchen (34). In den letzten Jahren wurden fur
zahlreiche Tumoren Protokolle fir ein 3D-in-vivo-Tumormodell entwickelt, so z. B. fur
das Osteosarkom und gynéakologische Tumoren (35, 43, 44). Einige der Anwendungs-
gebiete sind in Abb. 4 dargestellt. Ein Vorteil des CAM-Modells besteht darin, dass
menschliches Gewebe in Form von Tumorbiopsien kultiviert werden kann. Das CAM-
Modell kénnte als ,patientenspezifisches 3D-Tumor-Therapie-Modell“ genutzt werden,
indem am Tumorgewebe eines Patienten verschiedene Medikamente getestet wer-
den, um die Erfolgsaussichten mdglicher Behandlungsoptionen zu evaluieren und eine

optimale patientenspezifische Therapie abzuleiten (43).

Dartber hinaus ist die Untersuchungsmethode im Vergleich zum konventionellen Tier-

versuch kostengunstiger, mit geringeren technischen Anforderungen verbunden und
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damit relativ leicht zu handhaben. Eine groRe Anzahl an Versuchen ist parallel durch-
fuhrbar und wahrend des Versuchszeitraums ist eine in-vivo-Beobachtung maéglich.
Ein Versuch dauert lediglich eine Woche, so dass schnell Ergebnisse erlangt werden
konnen (20). Ein weiterer Aspekt ergibt sich daraus, dass die CAM zum Versuchszeit-
punkt nicht innerviert ist und sich das Nervensystem des Hihnerembryos erst schritt-
weise entwickelt (45). Durch das fehlende Schmerzempfinden wahrend des gréf3ten
Teils der Embryonalentwicklung unterliegt das CAM-Modell nicht dem Tierversuchs-
gesetz und ist ethisch besser vertretbar als klassische Tiermodelle (20). Als Leitziele
moderner Forschung gelten laut einer Richtlinie der Europaischen Union die 3R-Prin-
zipien (replace, reduce, refine), die im Jahr 2013 im deutschen Tierschutzgesetz ver-
ankert worden sind und vom CAM-Modell erfillt werden (46, 47): Tierversuche sollen
durch andere Forschungsmethoden ersetzt (replace) und der Verbrauch an Versuchs-
tieren soll auf ein Minimum reduziert werden (reduce). Zudem soll durch bessere Hal-

tungsbedingungen die Belastung der Versuchstiere vermindert werden (refine) (48).

Nierenzysten
® . Tumorgewebe \ l
b

Zelllinien

Abb. 4: Aufbau und Anwendung des
CAM-Modells

Das Schema zeigt den Aufbau des CAM-
Modells mit dem Hiahnerembryo, seinem
umgebenden Dottersack, das ausge-
pragte BlutgefaRnetzwerk sowie die
CAM, die eine Kultivierung von Gewebe-
stiicken ermdglicht. Dieses Gewebe kann
beispielsweise aus menschlichen Tumo-
ren, Nierenzysten oder Zelllinien stam-
men. Abbildung erstellt mit bioren-
der.com.

Gewebestiick

CAM

Dottersack

BlutgefaRnetzwerk

Hihnerembryo

1.4.5 Einsatz des 3D-in-vivo-Modells in der Nierenforschung

Das CAM-Modell bietet auRerhalb der Tumorforschung Untersuchungsmoglichkeiten
von Nierengewebe. Bereits vor etwa 90 Jahren wurden Experimente im CAM-Modell
mit Nieren unterschiedlicher Entwicklungsstadien verschiedener Spezies, wie z. B.
Ratten und Hamstern durchgefuhrt (49-51). Auch das Verhalten und die Entwicklung
embryonaler Nieren von Mausen auf der CAM wurde untersucht (52, 53). Wéahrend
Nieren in jungen Entwicklungsstadien typische renale Strukturen wie Glomeruli, sek-

retorische Tubuli und verzweigte Sammelrohre ausbildeten und wenige Nekrosen
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aufwiesen, war die Kultivierung alterer embryonaler und v. a. ausdifferenzierter, adul-
ter Nieren weniger erfolgreich, diese wurden Gberwiegend nekrotisch (49-51, 53). Teil-
weise wurde eine Invasion von Lymphozyten, Granulozyten und Bindegewebe in die
untersuchte Niere beschrieben und mit der Entwicklung einer Artenspezifitat ab einem
bestimmten Alter des Spendergewebes und Huhns begrindet (49, 54, 55). In anderen

Experimenten wurde eine solche Wirtsreaktion jedoch nicht beobachtet (50, 51).

1.5 Fragestellung

Wie in den vorherigen Abschnitten beschrieben, ist es bisher nicht mdglich, Nieren-
schnitte langer als einige Stunden in Kultur zu halten, da ausgewachsene Mausenieren

nicht durch reine Diffusion mit Sauerstoff und Nahrstoffen versorgt werden kénnen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Schnitte von Nieren gesunder adulter Mause auf der
CAM kultiviert, mit dem Ziel, die Nieren Uber einen langeren Zeitraum aul3erhalb des
Organismus am Leben zu halten, um die Physiologie am lebenden gesunden Gewebe
untersuchen zu kénnen. Dabei kamen verschiedene Versuchsbedingungen zum Ein-
satz, um die Wachstumsbedingungen und damit den Erhalt der Vitalitat der Nieren-
schnitte zu optimieren:

1. Es wurden unterschiedliche Abdeckungen getestet, die das Gewebe vor Aus-
trocknung schitzen und das Anwachsen auf der CAM begunstigen sollen.

2. Durch Zugabe verschiedener Medien und Wachstumsfaktoren sollte eine opti-
male Nahrstoffversorgung der Nierenschnitte gewéhrleistet werden.

3. Die Versuchsdauer sollte so angepasst werden, dass eine Kultivierung der Nie-
renschnitte von maximaler Dauer bei minimal entstandenem Schaden mdglich
ist.

Die Analyse der Nierenschnitte erfolgte durch histologische Farbungen und teilweise
durch transmissionselektronenmikroskopische Aufarbeitung.

Ziel war es, das CAM-Modell als 3D-in-vivo-Modell zur Bearbeitung nephrologischer
Fragestellungen zu optimieren, um die Pathophysiologie an Schnitten akut oder chro-
nisch krankhaft veranderter Nieren von Mausen und bestimmte Entwicklungsprozesse
an embryonalen Nieren untersuchen zu kdnnen. Ergebnisse der vorliegenden Arbeit

kbnnten somit wesentliche Erkenntnisse fur die Untersuchung an humanem, aus
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Tumornephrektomien stammenden Material von Patienten mit einer chronischer Nie-

renerkrankung liefern.

In vorangegangenen Versuchen unserer Arbeitsgruppe wurden bereits einige Mause-
nierenschnitte auf der CAM kultiviert. Fur die Immobilisation und ein erfolgreiches An-
wachsen auf der CAM erschien eine Bedeckung der Schnitte mit einem Vlies notwen-
dig, wobei sich Hinweise auf eine zumindest teilweise erhaltene Vitalitat ergaben. Glo-
meruli, proximale Tubuli und Sammelrohre zeigten ein besseres Uberleben als die hy-
poxieempfindlicheren Teile des Nephrons, Schaden zeigten v. a. der dicke aufstei-
gende Ast der Henle-Schleife und der distale Tubulus (8). Vor einer Anwendung auf
nephrologische Fragestellungen ist deshalb eine Verbesserung des Protokolls not-
wendig. Da sich unsere Arbeitsgruppe schwerpunktmaflig mit der Forschung zur au-
tosomal dominanten polyzystischen Nierenerkrankung (ADPKD) beschaftigt und im
CAM-Modell bereits verschiedene potenzielle ADPKD-Therapeutika an humanen Nie-
renzysten von operierten ADPKD-Patienten testet, sollen im Verlauf auch Schnitte von
ADPKD-Mausen auf der CAM kultiviert werden, um Erkenntnisse tber die bisher noch
unvollstandig verstandenen pathophysiologischen Prozesse der Krankheit zu gewin-
nen. Einen Uberblick iber die Anwendung des CAM-Modells im Rahmen der Arbeit
gibt Abb. 5.

- %

‘ Nierenscheibe
o

Abb. 5: Anwendung des CAM-Mo-
dells auf die Kultivierung von

Abdeckungen Versuchsdauer Medien und X
] Wachstumsfaktoren Mausenieren:
\ l SpoE / ) Im Rahmen der Arbeit wurden Nie-
) .D renscheiben von Mé&usenieren auf
Makroskopische und - )

mikroskopische Analyse der CAM kult!V|ert und verschiedene
P Versuchsbedingungen (Abdeckun-
gen, Versuchsdauer, Wahl des Me-
l diums) verglichen. Es erfolgte eine
Lichtmikroskopie (HE-Bild) Immunhistochemie  Transelektronenmikroskopie ~makroskopische sowie mikroskopi-
- g (ECiA03]) | sche Analyse mittels Lichtmikrosko-
< R | SR - pie,  Immunhistochemie  und
= SR Transelektronenmikroskopie. Uber-
1 / geordnetes Ziel war die Anwendung
‘Anwendung auf kranke Méusenieren‘ auf krank_e I_\/Iéusenieren. Abbildung

, , erstellt mit biorender.com.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

Neben dem ublichen Verbrauchsmaterial wie verschiedenen ReaktionsgefafRen und

Instrumenten wurden folgende Chemikalien, Medien, Puffer, Losungen, Gerate und

Software-Programme verwendet.

2.1.1 Chemikalien, Medien und Antikorper

Name

Bezugsquelle

Agarose Standard

Roth, Karlsruhe

Kollagen | rat tail

Corning Life Sciences, Kaiserslautern

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM), high glucose

Roth, Karlsruhe

Matrigel Matrix

Corning Life Sciences, Kaiserslautern

Roswell Park Memorial

(RPMI) 1640 Medium

Institute

Roth, Karlsruhe

Monoklonaler  Anti-CD31-Antikérper | Dianova GmbH, Hamburg

(Ratte)

Monoklonaler Anti-PCNA-Antikérper | DAKO GmbH, Glostrup, Danemark
(Maus)

Tabelle 1: Ubersicht liber die verwendeten Chemikalien und Medien mit Angabe der Bezugsquel-

len

2.1.2 Puffer und Losungen

Name Zusammensetzung
Agarosegel 1 % 0,24 g Agarose Standard
0,24 ml dH20

in Mikrowelle 1 min erwarmt und fir 24 h im

Klhlschrank verfestigt.

Kollagengel (700 ul Gesamtvolu-

men)

70,0pl 10x PBS

12,3ul 1M NaOH

84,2ul dH20

533,5ul Kollagen 1 (3,28mg/ml)

Zubereitung geman Analysenzertifikat
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DMEM High Glucose mit Zusat-

zen

100 ml DMEM 450 mg/dl High Glucose
1,010 ml 2 mM L-Glutamin

1,010 ml 10 mM HEPES

5 pyg/ml Insulin

5 ug/ml Transferrin

5 ng/ml Natriumselenit

25 ng/ml Prostaglandin E

32 pg/ml T3
Paraformaldehyd 8 g Paraformaldehyd
(4% PFA in 1x PBS, pH 7,4) 100 ml dH20

4 Tropfen NaOH

20 ml 10x Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS)

4 Tropfen HCI
200 ml dH20

PBS-Puffer 10x (pH 7,4)

22,8 g 10 mM K2HPO4 x 3 H20
81,8 g 140 mM NacCl

1,4 g 10 mM KH2POa4

1000 ml dH20

PBS-Puffer 1x (pH 7,4)

100 ml 10x PBS
900 ml dH20

Tabelle 2: Ubersicht iiber die verwendeten Puffer und Losungen mit Angabe der Zusammenset-

zung

2.1.3 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Name

Bezugsquelle

200 pm)

Aclar  Fluoropolymer-Film (Aclarfolie, | Science Services, Minchen

Baumwollgaze

OLKO, Kaufland

Cellophan Bodenbeutel

PureNature, Idar-Oberstein

ser)

Deckglaschen (rund, 15 mm Durchmes- | Langenbrinck, Emmendingen

tion) HistoCore Arcadia

Einbettautomaten (Paraffinausgiel3sta- | Leica Biosystems, Wetzlar
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Frischhaltefolie Aromata, Neckarsulm

Gartenvlies HaGa-Welt GmbH, Elze
Gewebeinfiltrationsautomaten Leica Biosystems, Wetzlar
Inkubator ProCon automatic systems GmbH & Co.

KG, Miucke/Sellnrod

Leica M205 A Leica Microsystems GmbH, Wetzlar
Schwamm/Topfreiniger Essentials by Spontex, Zeven
Silikonkautschukschlauch Sourcingmap, Kwai Fong
Windradfolie (200 pm) Ideen mit Herz, Bielefeld

Tabelle 3: Ubersicht iiber die verwendeten Gerate und Verbrauchsmaterialien mit Angabe der
Bezugsquellen

2.1.4 Software

Name Referenz

CaseViewer und SlideViewer 3DHistech, Budapest, Ungarn

GraphPad Prism 9.2.0 GraphPad Software, San Diego, USA

ImageJ National Institut of Health, Bethesda, MD,
USA

Leica Application Suite 4.13.0 Leica Microsystems CMS GmbH, Wetzlar

Microsoft Office 365 Microsoft, Redmond, WA, USA

Precipoint Viewpoint PreciPoint GmbH, Freising

Tabelle 4: Ubersicht iiber die verwendeten Software-Programme mit Angabe einer zugehorigen
Referenz

2.1.5 Versuchstiere

Die fUr die Versuche eingesetzten Nieren stammten von C57/Bl6-Mausen der Mausli-
nien TRPV4/Pkd2-flox und Lmx1b und sind bei Experimenten am Lehrstuhl fir Mole-
kulare und Zellulare Anatomie der Universitdt Regensburg angefallen. Das Alter der
Mause lag zwischen 141 und 316 Tagen. Insgesamt wurden 33 Mause eingesetzt,

davon waren 31 mannlich und 2 weiblich.
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2.2 Experimente im CAM-Modell

Die Durchfihrung der Experimente im CAM-Modell erfolgte in Anlehnung an die be-

reits am Institut etablierte Methode (8).

."/ V™ \\' oS
i A\ L“*\ \_;/ /"’ 3’"
| _\| ~ e
h Inokulation der Gewebeentnahme
Waschen der Eier Nierenschnitte und Fixierung

l Tag 4 l Tage 10 - 15 l
Tag 1 T Tag 9 I Tag 16

"Fenstern” der Eier Becbachtungszeitraum:
Behandlung mit Medium und
mikroskopische Bilder alle 2 Tage

- Abb. 6: Ablauf eines Experiments im
.D -\ﬁ. CAM-Modell (erstellt mit biorender.com)

-h.._”“'

2.2.1 Vorbereitung der Eier

Es wurden bebritete Hiihnereier verwendet, die von einem lokalen Biohof stammten.
Diese wurden zunachst mit Leitungswasser gewaschen und mit 70 %-igem Ethanol
desinfiziert, um mdgliche Kontaminationsquellen wie Schmutz, Federn und Keime von
der Eierschale zu entfernen. Daraufhin wurden die Eier mit dem aktuellen Datum und

dem sog. Ei-Eingangsdatum beschriftet, die der Dokumentation dient.

Die Huhnereier wurden in einem Brutschrank bei einer relativen Luftfeuchtigkeit von
63 % und einer Temperatur von 37 °C bei atmospharischem Druck inkubiert und durch
das Auflegen in longitudinaler Position auf beweglichen Rollen gleichmé&Rig rotiert, um

die natirliche Bebritung durch die Henne zu imitieren.

Nach viertagiger Inkubation wurden die Eier gedffnet und ein ,Fenster” in die Eier-
schale eingebracht, um im Verlauf Gewebe im Ei kultivieren zu kénnen. Dazu wurde
mithilfe einer Lichtquelle im Inneren des Eis die Luftblase, die als helle kreisférmige
Flache erschien, aufgesucht und markiert. An der gekennzeichneten Stelle wurde die
Eierschale zur Stabilisierung mit einem Pflasterstreifen abgeklebt und durch eine
Schere ein erstes Loch mit einem Durchmesser von ca. 0,5 cm in die Schale geschnit-

ten. Der dabei entstandene Niederdruck sorgte fir ein Ablésen der
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Chorionallantoismembran von der Eierschale und ein Absinken des Embryos und der
Membran und erméglichte, an der Langsseite des Hiihnereis ein ahnlich gro3es zwei-
tes Fenster zu schneiden, ohne die Strukturen im Hiihnerei zu verletzen. Beide Fenster
wurden mit einem Pflasterstreifen verschlossen, um den Embryo vor Austrocknung

und Kontamination zu schitzen.

Wahrend des ,Fensterns” konnten auf3erdem der Befruchtungsstatus und die Vitalitat
der Embryonen tberprift werden: Unbefruchtete Eier weisen keine erkennbaren Blut-
gefalRe auf und erscheinen homogen gelb, wahrend in befruchteten Eiern ein zartes
Kapillarnetz und der Herzschlag des Embryos erkennbar sind. Die gefensterten, be-
fruchteten Hihnereier wurden mit einer Einummer versehen, in Glasschalen mit auto-

klaviertem Sand aufbewahrt und fur weitere 5 Tage ohne Rotation inkubiert.

Am Tag vor der Inokulation wurde das Fenster auf der Langsseite des Eis auf einen

Durchmesser von ca. 1,5 cm vergroQ3ert.

2.2.2 Inokulation der Nierenschnitte

Die Inokulation der Nierenschnitte erfolgte standardisiert am 9. Entwicklungstag. Die
Totung der eingesetzten Versuchsmause durch Genickbruch und Praparation der Nie-
ren erfolgte durch eine technische Assistentin mit entsprechender Berechtigung. Die
Nieren wurden unmittelbar nach der Entnahme in einer Petrischale mit dem spateren
Behandlungsmedium (in der Regel RPMI) gehalten und ziigig weiterverarbeitet, um
eine bestmdgliche Versorgung mit Nahrstoffen trotz unterbrochener Blutversorgung zu
ermoglichen und die Zeit bis zur Inokulation so kurz wie mdglich zu halten (Abb. 7a).

Die Kapsel der Niere wurde mit einer Pinzette vollstandig entfernt, bevor mit zwei Ra-
sierklingen die Nierenpole abgetrennt und vom restlichen Nierengewebe etwa 600-
800 um dicke Querschnitte gefertigt wurden (Abb. 7b). Jeweils ein Schnitt pro Niere
wurde flr eine anschliel3ende histologische Analyse direkt in 4 % Paraformaldehyd
(PFA) in PBS, pH 7,4 fixiert.

Die Inokulation des Nierenschnitts erfolgte an einer zentralen Stelle der CAM mit gut
entwickelten BlutgefalRen, um das Anwachsen und die Behandlung des Gewebes zu
erleichtern. Die CAM wurde an der entsprechenden Position mit einer Pipettenspitze

leicht angeraut, um eine Mikroblutung zu induzieren, die fiir ein besseres Anwachsen
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des Gewebes sorgen sollte. Mit einer Pinzette wurde der Nierenschnitt auf die ge-

wabhlte Stelle aufgetragen und fir ein besseres Anhaften hin- und herbewegt.

Im Anschluss erfolgte eine topische Behandlung mit 100 pul Medium (in der Regel
RPMI) mit einer Pipette, bevor die jeweilige Abdeckung auf den Nierenschnitt gelegt

wurde. Zur Dokumentation wurden mikroskopische Bilder erstellt (Abb. 7c¢).

@) (b) (©)

Abb. 7: Arbeitsschnitte vor Inokulation des Gewebes
(a) Nieren nach Entnahme aus der Maus im Medium, (b) Nierenquerschnitte im Medium, (c) Blick auf
die CAM vor Inokulation eines Nierenschnitts

2.2.3 Beobachtungszeitraum

Uber einen Zeitraum von 7 Tagen wurde das Gewebe auf der Membran kultiviert. Alle
24 Stunden erfolgte zur Nahrstoffversorgung der Nieren eine topische Behandlung mit
100 pl Medium, das zuvor im Wasserbad erwarmt worden war. Je nach Versuchsan-
satz wurde die Abdeckung taglich zur Behandlung gewechselt oder auf der Niere be-
lassen. Zudem wurde die makroskopische Entwicklung der Nierenschnitte und Blutge-
falke auf der CAM beobachtet. Zur Beurteilung und Dokumentation des Versuchsver-

laufs wurden alle 2 Tage mikroskopische Bilder angefertigt.

2.2.4 Versuchsende

Nachdem mikroskopische Bilder erstellt worden waren, wurden die Nierenschnitte von
der CAM explantiert und fur weiterfihrende histologische Untersuchung vorbereitet.
Die Entnahme erfolgte mithilfe einer mikrochirurgischen Schere und Pinzette, wobei
neben der Niere auch ein Teil der umgebenden CAM prapariert wurde (Abb. 8). Die
Embryonen wurden unmittelbar nach der Préaparation getotet, indem sie in flissigem
Stickstoff schockgefroren wurden. Die Gewebestiicke wurden in 4 % PFA in PBS,
pH 7,4 fixiert und bis zur Weiterverarbeitung fiir die histologische Analyse gekihlt auf-
bewahrt.
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Abb. 8: Nierenschnitte nach Exoku-
lation in der Ansicht von unten

(a) Langsschnitt mit Kapsel und Ring
(b) ohne Abdeckung; Maf3stab 2 mm

(a) (b)

2.3 Versuchsreihen

Insgesamt wurden in mehreren Versuchsreihen 282 Nierenschnitte inokuliert. Das
Grundprinzip der Versuchsdurchfiihrung war in allen Versuchen gleich, es wurde RPMI
als Behandlungsmedium eingesetzt und eine Versuchsdauer von 7 Tagen festgesetzt.
Jedoch unterschieden sich die Versuchsreihen in der Wahl der Abdeckungen (s. Abb.
9). Teilweise wurden auf der Suche nach den optimalen Versuchsbedingungen unter-
schiedliche Behandlungsmedien (DMEM High Glucose, DMEM Low Glucose und ein
DMEM-Kulturmedium mit Zusatzstoffen) eingesetzt. In 2 Versuchen wurden taglich ei-
nige Nieren von der CAM entnommen, um verschiedene Versuchsdauern zu testen.

Die bendtigten Abdeckungen wurden vor Versuchsbeginn autoklaviert und zum Ver-
suchsende gemeinsam mit der Niere und umliegenden CAM mit einer Pinzette préapa-
riert. Eine besondere Vorbereitung erforderte die Handhabung mit Matrigel und Kol-
lagen. Das Matrigel, eine basalmembranartige Matrix in Gelform, die als komplexe Mi-
schung von Biomolekiilen wie u. a. Laminin, Entactin und Kollagen als Wachstums-
grundlage fur Tumorzellen und Gewebe verwendet wird, wurde langsam auf Eis auf-
getaut, mit einem Nierenschnitt vermischt und vor der Inokulation fir 10 min im Brut-
schrank zum Ausharten inkubiert. Das Kollagengel wurde gemafR dem Protokoll im
Analysenzertifikat zubereitet. Hierbei war darauf zu achten, dass die benétigten Sub-
stanzen auf Eis gehalten wurden, das Kollagen zuletzt zugegeben wurde und sich
beim Vermischen keine Blasen bildeten. Die Niere wurde auf die CAM gelegt und die
Kollagenl6sung gleichmafig auf und um die Niere pipettiert und zur Polymerisierung
30 min im Brutschrank inkubiert, bevor die Schnitte wie gewohnt behandelt wurden.

Nachfolgend sind die versuchsspezifischen Bedingungen dargestellt (Tabelle 5).
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Ohne Abdeckung

Langsschnitt Mit Kapsel

Vliies

Frischhaltefolie

Deckglaschen

Schwamm

Aclarfolie

Cellophan (mit taglichem Wechsel)

Folie

Cellophan (ohne taglichen Wechsel)

Agarosescheibe 1 %

Ohne Abdeckung mit Ring

Agarosering 1 %

Frischhaltefolie mit Ring

Gartenvlies

Matrigel mit Ring

Baumwollgaze

Langsschnitt mit Kapsel und Ring

Filterpapier

Cellophan mit Ring (mit taglichem
Wechsel)

Matrigel 9,3 Mg/Ml

Kollagen mit Ring

Eppendorfdeckel

Tabelle 5: Uberblick tiber die eingesetzten Abdeckungen

(e)

(9

Abb. 9: Nierenschnitte unter verschiedenen Abdeckungen
(a) mit Vlies, (b) mit Aclarfolie, (c) mit Agarosescheibe, (d) mit Schwamm, (e) mit Cellophan, (f) mit
Frischhaltefolie und Ring, (g) Langsschnitt mit Kapsel und Ring, (h) mit Kollagen und Ring; Mafl3stab

2mm.
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2.4 Histologische Verarbeitung

2.4.1 Herstellung von Paraffinschnitten

Nach 6-tagiger Fixierung wurde das PFA durch 3 Waschschritte mit PBS unter Schut-
teln fur jeweils 30 min bei 4 °C von den Gewebestlicken entfernt. Vor einer Einbettung
in hydrophobes Paraffin mussten die Praparate erst entwéassert werden, woflr sie in
Einbettkassetten positioniert wurden und in einem Gewebeinfiltrationsautomaten fir
26 Stunden eine aufsteigende Alkoholreihe durchliefen: Die Entwasserung folgte ei-
nem standardisierten Programm, das jeweils 1,5 Stunden in 50 % Isopropanol, 70 %
Isopropanol, 80 % Isopropanol, 96 % Isopropanol, dreimal 100 % Isopropanol, zwei-

mal Xylol und anschlieRend dreimal Paraffin fur 4 Stunden umfasste.

Mithilfe eines Einbettautomaten wurden die entwéasserten Gewebestiicke anschlie-
Rend in Paraffin eingebettet. Hierfur wurden die Praparate in Einbettfdrmchen mit flis-
sigem, 60 °C warmen Paraffin gelegt, in der richtigen Ausrichtung positioniert, mit Pa-
raffin bedeckt und auf einer gektihlten Platte abgekihlt und ausgehértet. Die Paraffin-

blécke konnten daraufhin im Kuhlschrank bei 4 °C gelagert werden.

Die histologischen Schnitte der Paraffinblocke wurden mit einem Rotationsmikrotom
gefertigt. Dazu wurde das Praparat eingespannt und zunachst mit einer Schnittdicke
von 14 ym im , Trim-Modus® geschnitten, bis die Niere mittig angeschnitten und damit
die gewiinschte Stelle im Praparat erreicht war. Daraufhin wurde auf den ,Select-Mo-
dus® umgestellt und Serienschnitte mit einer Schnittdicke von 6 um gefertigt, die in
einem 37 °C warmen Wasserbad gestreckt und auf einen Objekttréager tbertragen wur-
den. Dieser wurde zur vollstdndigen Trocknung erst auf eine Heizplatte gelegt und

dann Uber Nacht in einem Trockenschrank bei 37 °C inkubiert.

2.4.2 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Alle Praparate wurden zur morphologischen Beurteilung routinemal3ig mit einer Ha-
matoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung) gefarbt. Bei der HE-Féarbung handelt es sich
um eine weit verbreitete Standardfarbung, mit der wichtige gewebsspezifische Struk-
turen angefarbt und durch unterschiedliche Affinitat der Farbstoffe zu bestimmten Ge-

websbestandteilen differenziert werden konnen.
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Hamatoxylin ist ein natirlicher Farbstoff, der aus dem Blauholzbaum stammt und
durch seine basischen, kationischen Eigenschaften saure Strukturen in einer Zelle bin-
det und blau farbt, also zum Beispiel die RNA der Ribosomen im rauen endoplasmati-
schen Retikulum und DNA in den Zellkernen. Das synthetisch hergestellte Eosin hin-
gegen bindet als saurer, anionischer Farbstoff basische Komponenten wie cytoplas-
matische Proteine, Mitochondrien und Sekretgranula und farbt diese rot. Dementspre-
chend erscheinen in der HE-Farbung Zellkerne blau, Cytoplasma und Kollagen rot und
elastische Fasern blassrot oder ungeféarbt (11).

Vor der HE-Farbung, einer Farbung auf Wasserbasis, mussten die hydrophoben Pra-
parate zunachst entparaffiniert werden. Dazu wurden die Objekttrager zweimal fir
10 min in Xylol getaucht, um anschlie3end durch eine absteigende Alkoholreihe ge-
fuhrt zu werden: Die Schnitte blieben zweimal fiir 2 min in 100 % Isopropanol und dann
fur jeweils 2 min in 96 % Isopropanol, 80 % Isopropanol, 70 % Isopropranol und 50 %

Isopropanol, bevor sie in Aqua dest. gespult wurden.

Fir die Zellkernfarbung wurden die Praparate unter standigem Auf- und Abbewegen
der Objekttrager fir 2 min mit filtriertem Hamatoxylin inkubiert und danach kurz in Aqua
dest. gewaschen. Um Uberschissige Farbpartikel zu entfernen, wurden die Schnitte
kurz in 0,1 % HCI-Alkohol getaucht, bevor sie fir 10 min unter flieRendem, lauwarmem
Leitungswasser differenziert wurden. Im nachsten Schritt wurde fir 1 min mit filtriertem

0,1 % Eosin G das Cytoplasma angefarbt.

Nach Abwaschen der Farbeldsung mit Aqua dest. wurden die Objekttrager durch eine
aufsteigende Alkoholreihe gefiihrt: Die Schnitte wurden fur jeweils 3 s in 70 % Isopro-
panol, 80 % Isopropanol, 96 % Isopropranol und zweimal 100 % Isopropranol getaucht
und daraufhin zweimal fir 10 min in Xylol gelegt. Anschliel3end wurden die gefarbten
Objekte mithilfe des Eindeckmediums DePeX und Deckglaschen fixiert und fur 3 Tage

bei Lufttemperatur ausgehértet.

2.4.3 Weitere Farbungen und Analysen
Eine spezifische und detaillierte Analyse ausgewahlter Praparate erfolgte mithilfe ver-
schiedener immunhistochemischer Farbungen, die am Institut der Universitat Erlangen

durchgefuhrt wurden. Zum einen wurden proliferierende Zellen in der Niere und CAM
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durch einen monoklonalen Mausantikérper, der gegen das Proliferating-Cell-Nuclear-
Antigen (PCNA) gerichtet ist, nachgewiesen. Zum anderen erfolgte ein Nachweis
CD31 exprimierender Endothelzellen in der Niere und CAM sowie CD31 positiver Huh-

nererythrozyten durch einen monoklonalen Ratten-Antikorper.

Zudem wurden einige Praparate zur Beurteilung der Ultrastruktur im Transmissions-
elektronenmikroskop nach Exokulation in 0,1 M Cacodylatpuffer mit 2 % Glutaralde-
hyd fixiert. Die weitere Probenverarbeitung wurde von der Technischen Assistentin der
Arbeitsgruppe durchgefiihrt. Nach der Blockkontrastierung mit 1 % Osmiumtetroxid in
Cacodylatpuffer und anschlieBend mit 1 % Uranylacetat in Wasser wurden die Proben
schrittweise dehydratisiert und in Epoxiharx (Epon) eingebettet. Mit dem Ultramikrotom
wurden 70 nm Ultradiinnschnitte angefertigt und auf Pioloform-beschichtete Slot Grids
gezogen. Im Anschluss wurden am Transmissionelektronenmikroskop Bilder aufge-

nommen.
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3 Ergebnisse

3.1 Veroffentlichung

Im Rahmen meiner Doktorarbeit habe ich zur Publikation ,A 3D In Vivo Model for Stu-
dying Human Renal Cystic Tissue and Mouse Kidney Slices", Bichlmayer et al., die in
der Zeitschrift Cells 2022 publiziert wurde, beigetragen (8). Mein Schwerpunkt lag da-
bei insbesondere auf der Ausarbeitung der Methodik und der Beschreibung der expe-

rimentellen Anséatze.

3.2 Auswertung

3.2.1 Makroskopische Auswertung
Zur makroskopischen Beurteilung der Versuchsbedingungen wurden 6 relevante Kri-

terien gewabhlt, die von einer optimalen Abdeckung erftllt werden sollten:

Zum einen sollte die Abdeckung den Nierenschnitt Uber den gesamten Versuchszeit-

raum hinweg immobilisieren, also an der Stelle der Inokulation halten, um eine rasche

Integration in die CAM zu ermdglichen. Zum anderen sollte der Nierenschnitt wahrend
des gesamten Behandlungszeitraumes gut behandelbar sein und kontinuierlich feucht
bleiben, um eine konstante, durchdringende Nahrstoffversorgung durch das Medium
zu ermdglichen. Darliber hinaus ware es winschenswert, die Entwicklung des Gewe-
bes aufgrund der Transparenz der Abdeckung beobachten zu kénnen. Die Abdeckung
sollte den Stoffaustausch des Embryos nicht stéren und zu keiner mechanischen Rei-

zung der CAM fiihren, so dass die Uberlebensfahigkeit der Eier und die Losbarkeit der

Abdeckung vom Nierenschnitt weitere wichtige Kriterien darstellen.

Die Beurteilungskriterien werden fur jeden Nierenschnitt nach einem 3-stufigen Punk-
tesystem bewertet, wobei 0, 1 oder 2 Punkte vergeben werden. Maximal kdnnen 12
Punkte erreicht werden. Die Ergebnisse werden den Ergebnissen der histologischen

Auswertung gegenubergestellt und in den Gesamtzusammenhang eingeordnet.
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3.2.2 Mikroskopische Auswertung

Neben einer groben makroskopischen Beurteilung des Erscheinungsbildes der Niere
wahrend und nach der einwdchigen Kultivierung auf der CAM lag der Fokus der Aus-
wertung auf der Histologie der Nierenpraparate. Die Auswertung der histologischen
Praparate wurde in Zusammenarbeit mit Herrn Prof. Dr. Christoph Daniel (Institut far
Nephropathologie des Universitatsklinikums Erlangen) und Herrn PD Dr. Bjérn Buch-
holz (Medizinische Klinik fir Nephrologie und Hypertensiologie des Universitatsklini-
kums Erlangen) durchgefuhrt.

Eine grobe morphologisch-histologische Beurteilung des generellen Schadigungsaus-
malfdes der Nierenschnitte erfolgte anhand der HE-Farbung, eine genauere Untersu-
chung immunhistochemisch mittels PCNA-Markierung zur Detektion proliferierender
Zellen und CD31-Markierung zur Analyse der Blutgefa3entwicklung. Erganzend wurde
an ausgewahlten Praparaten eine transmissionselektronenmikroskopische Beurtei-

lung durchgefihrt.

Zur Beurteilung des Schadigungsausmalles wurde jeder HE-gefarbte Nierenschnitt
nach definierten histomorphologischen Kriterien in Anlehnung an andere histologische
Auswertungsprotokolle semiquantitativ ausgewertet (56, 57). Die Bewertung erfolgte
verblindet, d. h. ohne Kenntnis der Gruppenzugehdrigkeit, wobei die Reliabilitat der
Ergebnisse im Anschluss stichprobenartig durch Wiederholung der Bewertung einzel-
ner Praparate kontrolliert wurde. Alle Auswertungen wurden an den eingescannten

HE-Praparaten bei 40facher VergroR3erung im SlideViewer vorgenommen.

Das Schadigungsausmald wurde anhand von 4 Parametern erfasst und jeweils in ei-
nem 5-stufigen Scoringsystem von 0 (gut) bis 4 Punkten (schlecht) semiquantitativ
graduiert: Neben der glomerularen und tubulointerstitiellen Schadigung wurden der
CAM-Ubergang und die oberflachliche Region mit verschiedenen Kriterien beurteilt.

Glomerulare Schadigung:
Zur Einschatzung der glomerularen Schadigung wurden 10 Glomeruli in der periphe-
ren Region des Praparats zufallig ausgewahlt und anhand folgenden Scoringsystems

beurteilt:
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Stadium

Histologische Veranderung (glomeruldre Schadigung)

> 60 Zellkerne / glomeruldren Anschnitt
< 3 % abnormale Zellkerne

kaum Fullung oder Erweiterung des Kapselraums

50-60 Zellkerne / glomerularen Anschnitt
<10 % abnormale Zellkerne

geringe Fullung oder Erweiterung des Kapselraums

40-50 Zellkerne / glomerulédren Anschnitt
10-20 % abnormale Zellkerne

reichliche Fullung oder Erweiterung des Kapselraums

20-40 Zellkerne / glomerularen Anschnitt
20—-30 % abnormale Zellkerne

ausgepragte Fullung oder Erweiterung des Kapselraums

< 20 Zellkerne / glomerularen Anschnitt
> 30 % abnormale Zellkerne

massenhafte Fillung oder Erweiterung des Kapselraums

Tabelle 6: Glomerularer Schadigungsscore

Tubulointerstitielle Schadigung:

Das Ausmal} der tubulointerstitiellen Schadigung wurde in 10 zufallig ausgewahlten

Gesichtsfeldern in der peripheren Region des Préparats folgendermal3en bewertet:

Stadium

Histologische Veranderung (tubulointerstitielle Schadigung)

0

keine abnormalen oder fehlenden Zellkerne

kein interstitieller Zelldetritus (sich aufldésende bzw. abgeldste Zellen)
kaum Fullung oder Erweiterung des Tubuluslumen

keine Tubulusatrophie (Abflachung des Tubulusepithels, Abgrenzbarkeit

der Zell-Lumen-Grenze)

< 10% abnormale oder fehlende Zellkerne
< 10% interstitielle Zellen
geringe Fullung oder Erweiterung des Tubuluslumen

< 10 % Tubulusatrophie

10-25 % abnormale oder fehlende Zellkerne
10-20 % interstitielle Zellen
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reichliche Fullung oder Erweiterung des Tubuluslumen
10-25 % Tubulusatrophie

3 25-50 % abnormale oder fehlende Zellkerne
20-30 % interstitielle Zellen
ausgepragte Fullung oder Erweiterung des Tubuluslumen
25-50 % Tubulusatrophie

4 > 50 % abnormale oder fehlende Zellkerne

> 30 % interstitielle Zellen
massenhafte Flllung oder Erweiterung des Tubuluslumen

> 50 % Tubulusatrophie

Tabelle 7: Tubulointerstitieller Schadigungsscore

CAM-Ubergang:

Das Ausmal der Schadigung an der Ubergangszone zwischen CAM und Nierenge-

webe wurde anhand der prozentualen Ausdehnung der charakteristischen zellkern-

freien Zone und der Menge an interstitiellen Zellkernen nach folgendem Schema be-

urteilt:

Stadium | Histologie des CAM-Ubergangs

0 Nierengewebe am CAM-Ubergang nicht geschadigt
keine interstitiellen Zellkerne

1 < 10 % des Nierengewebes am CAM-Ubergang geschadigt
< 10 % interstitielle Zellkerne

2 10-25 % des Nierengewebes am CAM-Ubergang geschadigt
10-25 % interstitielle Zellkerne

3 25-50 % des Nierengewebes am CAM-Ubergang geschadigt
25-50 % interstitielle Zellkerne

4 > 50 % des Nierengewebes am CAM-Ubergang geschadigt
> 50 % interstitielle Zellkerne

Tabelle 8: Schadigungsscore fiir den CAM-Ubergang

Oberflache:

Die prozentuale Ausdehnung der geschadigten oberflachlichen Zone und Zustand der

Oberflache spiegelten sich in einem weiteren Scoringsystem wider:
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Stadium | Histologie der Oberflache

0 < 3 % des oberflachlichen Nierengewebes geschadigt
Oberflache intakt

1 < 10 % des oberflachlichen Nierengewebes geschadigt

Oberflache leicht geschadigt

2 10-20 % des oberflachlichen Nierengewebes geschadigt
Oberflache leicht geschadigt

3 20-30 % des oberflachlichen Nierengewebes geschadigt
Oberflache stark geschadigt

4 > 30 % des oberflachlichen Nierengewebes geschadigt

Oberflache global stark geschadigt

Tabelle 9: Schadigungsscore fur die Oberflache

Bei der Immunfluoreszenzfarbung mit dem Proliferationsmarker PCNA wurden pro
Schnitt die positiven Zellkerne glomerularer und tubulointerstitieller Zellen erfasst. Das
Vorkommen von CD31-positiven Zellen als Nachweis von Hihnererythrozyten wurde
lokalisiert. An den elektronenmikroskopischen Praparaten wurde der Zustand der
renalen Strukturen anhand des Erhalts von Zellkernen, Zytosol, Basalmembranen und

Podozyten mit ihren Ful3fortsatzen beurteilt.

3.2.3 Statistische Analyse

Alle Ergebnisse sind als Mittelwerte =+ Standardabweichung angegeben. Das statisti-
sche Signifikanzniveau wurde als p < 0,05 definiert und durch eine einfaktorielle Vari-
anzanalyse gefolgt von einem Tukey-Post-hoc-Test zum paarweisen Vergleich der
Mittelwerte aller Gruppen ermittelt. Als Software zur statistischen Analyse und graphi-
schen Darstellung der Ergebnisse wurde GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, San
Diego, USA) verwendet.
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3.3 Makroskopische Beurteilung der Versuchsbedingungen

Makroskopisch konnte beobachtet werden, dass die Nieren von Tag zu Tag zuneh-
mend kleiner und kugeliger wurden, sich gelb bis braunlich verfarbten und v. a. ober-
flachlich stark vertrockneten. Die auf die Niere zulaufenden BlutgefaR3e auf der CAM

nahmen kontinuierlich an Dicke und Verzweigungen zu (Abb. 10).

- —

2mm

Tag 4 Tag 5 Tag 6 Tag 7

Abb. 10: Bilder von exemplarischen Nierenschnitten
Die makroskopischen Veranderungen der Nierenschnitte Uber den Versuchszeitraum zwischen Tag 0
(nach der Inokulation) und Tag 7 (vor der Exokulation) sind deutlich zu sehen. Maf3stab 2 mm.

Die eingesetzten Abdeckungen wurden makroskopisch hinsichtlich der 6 relevanten
Kriterien (Immobilisation, Behandelbarkeit, Feuchte, Transparenz, Uberlebensfahig-
keit, Losbarkeit), die eine optimale Abdeckung erflllen sollte, beurteilt und miteinander
verglichen (Abb. 11).

Insgesamt schnitt Cellophan, das taglich gewechselt wurde, mit einem Gesamtscore
von 11 Punkten am besten ab, wobei es 1 Punkt Abzug fir die verglichen mit anderen

Abdeckungen geringe Uberlebensrate der Eier gab (Abb. 12).

Dahinter erfiillten der Langsschnitt mit der Kapsel als natirlichen Schutz (Abb. 12),
die Kultivierung ohne Abdeckung sowie mit Schwamm und Cellophan ohne einen
Wechsel der Folie einen Score von 9 Punkten. Bei den Schnitten ohne Abdeckung fiel
dabei v. a. die starke Austrocknung auf, mit Schwamm war die fehlende Transparenz
entscheidend. Verglichen zum taglichen Wechsel fiihrte eine Behandlung ohne Wech-
sel des Cellophans zu einer reduzierten Feuchte und in der Folge zu einer schlechte-
ren Losbarkeit der Folie, so dass das Gewebe teilweise zerfiel.
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Abb. 11: Vergleich der Nierenschnitte anhand des makroskopischen Beurteilungsscores
Die Nierenschnitte unter verschiedenen Versuchsbedingungen wurden anhand definierter makroskopi-
scher Kriterien bewertet, wobei eine maximale Punktzahl von 12 Punkten zu erreichen war (n = 54).

Tag 4 Tag 7 Ansicht von unten

b |

r

=
=3

Abb. 12: Nierenschnitte mit Cellophan (oben) und Langsschnitte mit Kapsel (unten)
Morphologische Verdnderungen im Zeitverlauf bis zur Exokulation. Maf3stab 2 mm.

Ahnlich gut schnitten Frischhaltefolie, Matrigel und Agarosescheibe mit jeweils 8 Punk-
ten ab (Abb. 13). Abziige gab es bei der Frischhaltefolie v. a. fur die schlechte Uber-
lebensfahigkeit und fur die schwierige Losbarkeit trotz des taglichen Abziehens zur
Behandlung und Anfeuchtung der Nierenschnitte. Bei den mit Matrigel bedeckten Nie-
ren waren insbesondere die Immobilisation, Transparenz und Feuchte nicht optimal.
Bei der Bedeckung mit Agarosescheibe fiel auf, dass sich die Agarose ab Tag 2 ver-
farbte und zunehmend austrocknete und schrumpfte, wodurch die Niere nur maRig
befeuchtet blieb, nicht gut zu behandeln war und die Agarosescheibe weder transpa-

rent noch gut l6sbar war.
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Abb. 13: Nierenschnitte mit Agarosescheibe (oben) und Matrigel (unten)
Morphologische Veranderungen im Zeitverlauf bis zur Exokulation. Maf3stab 2 mm.

Scores im mittleren Bereich wiesen Deckglaschen, Agarosering, Gartenvlies und Gaze
mit 6 Punkten und etwas besser Vlies, Aclarfolie und Folie mit 7 Punkten auf (Abb. 14).
Die Immobilisation der Schnitte funktionierte bei allen Abdeckungen recht gut, Vlies,
Gartenvlies, Agarosering und Gaze waren fur eine Beobachtung der Nierenschnitte
nicht transparent genug. Deckglaschen, Aclarfolie und Folie sorgten dadurch, dass sie
so fest an der CAM und Niere anhafteten, fur eine reduzierte Behandelbarkeit und
ebenso wie Gartenvlies und Gaze fur eine schwierige Losbarkeit bei der Exokulation.
Im Gegensatz zur Bedeckung mit Schwamm und Cellophan vertrockneten die Nieren

bei allen anderen Abdeckungen Uber die Zeit sehr stark. Besonders schlecht schnitten

in sémtlichen Kriterien Filter und Eppendorf-Deckel mit 3 bzw. 2 Punkten ab.

Ansicht von unten

:’?
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|

Abb. 14: Nierenschnitte mit Deckglaschen (oben) und Aclarfolie (unten)
Morphologische Veranderungen im Zeitverlauf bis zur Exokulation. Maf3stab 2 mm.
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Testweise wurden einige Schnitte, bedeckt mit Frischhaltefolie und Cellophan, mit un-
terschiedlicher Menge an RPMI-Medium behandelt. Sowohl bei der Behandlung mit
50 ul pro Tag als auch mit 100 ul alle 2 Tage zerfiel das Gewebe jedoch beim Ablésen
der Folie.

In den Versuchsansatzen mit einem Ring um die Niere konnten die Schnitte besser
feucht und immobilisiert gehalten werden konnten, so dass fuir die Nierenschnitte ohne
Abdeckung mit Ring (Score von 11), Frischhaltefolie mit Ring (10), Matrigel mit Ring
(10) und Langsschnitt mit Kapsel und Ring (10) eine Verbesserung des Scores vergli-
chen mit der Kultivierung ohne Ring erreicht wurde (Abb. 15 und 16). Kollagen mit
Ring schnitt mit einem Score von 10 Punkten ebenfalls gut ab. Lediglich beim Cello-

phan fuhrte ein Ring zu einer schlechteren Ldsbarkeit der Folie.
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54 Abb. 15:  Makroskopischer
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Abb. 16: Nierenschnitte ohne Abdeckung mit Ring (oben) und mit Kollagen und Ring (unten):
Morphologische Veranderungen im Zeitverlauf bis zur Exokulation. Maf3stab 2 mm.
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Einen Uberblick tber die Punkteverteilung der verschiedenen Abdeckungen gibt Ta-
belle 10.

Immob.  Transp. Beh. Feuchte Uberleb. Lésbh. Summe
2 0 2 9

Ohne Abdeckung
Vlies
Deckglaschen
Aclarfolie
Folie
Agarosering
Agarosescheibe
Gartenvlies
Gaze
Filter
Matrigel
Eppendorfdeckel
Langsschnitt mit
Kapsel
Frischhaltefolie
Schwamm
Cellophan
(mit Wechsel)
Cellophan
(ohne Wechsel)
Ohne Abdeckung
mit Ring
Fnschha!tefohe 5 5 5 1 1 10

mit Ring
Matrigel mit Ring 2 1 2 2 1 2 10
Langsschnitt mit
Kapsel und Ring 2 2 2 . . 2 10
Cellophan mit

Ring (mit Wech- 2 2 2 2 1 1 10

sel)
Kollagen mit Ring 2 2 2 1 1 2 10

2
1
0
0
0
2
1
1
1
0
2
1
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Tabelle 10: Beurteilung der Versuchsbedingungen
Alle getesteten Abdeckungen wurden anhand von 6 Kriterien in ihrer Eignung mit O bis 2 Punkten beur-
teilt (Immobilisation, Transparenz, Behandelbarkeit, Feuchte, Uberlebensfahigkeit, Losbarkeit), woraus
sich ein Summenwert von maximal 12 Punkten ergab.
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3.4 Vergleich der verschiedenen Abdeckungen nach 7 Tagen

In den ersten Versuchsreihen wurden Nierenschnitte fir eine Versuchsdauer von 7
Tagen kultiviert und dabei unter verschiedene zu testende Abdeckungen gelegt
(Abb. 17). Neben der allgemeinen makroskopischen Bewertung wurden die Préaparate
nach den zuvor definierten Beurteilungskriterien histologisch ausgewertet, um maogli-
che Kandidaten fir ein optimales Wachstum auf der CAM zu finden.

1000 ym

Primarmaterial ohne Abdeckung

Aclarfolie

Cellophan mit Wechsel

Abb. 17: Exemplarische Nierenschnitte nach 7 Tagen in der Ubersicht

Die HE-Bilder zeigen exemplarische Nierenschnitte mit verschiedenen Abdeckungen in der Ubersicht
(VergréRerung 1,2—-2) mit markierten glomerularen (rot) und tubulointerstitiellen (blau) Ausschnitten, die
in den Abb. 19, 20, 22 und 23 vergrtRert dargestellt werden. Alle Nieren sind an der CAM angewach-
sen, stellenweise ist die Niere durch das Entfernen der Abdeckung bei der Exokulation abgerissen.
MafRstab 1000 pm bzw. 500 pm.
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3.4.1 Glomerulare Schadigung nach 7 Tagen

In der histologischen Analyse der HE-gefarbten Préaparate der verschiedenen Abde-
ckungen konnte eine unterschiedlich ausgepragte Schadigung der Nierenkorperchen
nachgewiesen werden. Zum Vergleich wurde Prim&rmaterial untersucht, in dem sich
physiologische Glomeruli mit grofRen, gleichmafig geformten, intakten Zellkernen
ohne Atypiezeichen und einem freien Kapselraum vorfanden und einzelne Erythrozy-
ten in den Kapillarschlingen zu sehen waren (Abb. 19). Nach 7 Tagen Kultivierungs-
zeitraum waren unter allen Abdeckungen die Zellularitat der Glomeruli reduziert sowie
atypisch veranderte Zellkerne nachweisbar. Der Kapselraum wies eine unterschiedlich
ausgepragte Fullung und Erweiterung auf. Teilweise befanden sich einzelne Glomeruli

in Auflésung.

Die semiquantitative Bewertung der glomerularen Schadigung anhand des Schéadi-

gungsscores erlaubte eine vergleichende Einschatzung der Abdeckungen (Abb. 18).
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Abb. 18: Glomerularer Schadigungsscore fir alle Abdeckungen

Im Diagramm sind die glomeruldre Schadigungsscores der verschiedenen Abdeckungen als Mittel-
werte + Standardabweichung gezeigt. Insgesamt wurden 54 Schnitte ausgewertet (ohne Abdeckung:
n = 4; Aclarfolie: n = 3; Folie: n = 2; Deckglaschen: n = 2; Agarosescheibe: n = 3; Agarosering: n = 3;
Vlies: n = 2; Gartenvlies: n = 3; Gaze: n = 3; Filter: n = 3; Matrigel: n = 3; Langsschnitt: n = 3; Kollagen: n
= 4; Frischhaltefolie: n = 5; Cellophan: n = 9; Schwamm: n = 3). * steht fur signifikante Unterschiede im
Vergleich zur Kultivierung ohne Abdeckung (p < 0,05).
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Verglichen mit der Kultivierung ohne Abdeckung, bei der sich eine ausgepragte Scha-
digung der Glomeruli zeigte, was zu einem hohen Gesamtscore (3,5 £ 0,2) flihrte,
schnitten Deckglaschen (2,9 £0,07), Agarosescheibe (2,7 £0,1), Agarosering
(3,3+0,2), Gaze (3,5 +0,06), und Matrigel (2,9 = 0,2) ahnlich schlecht und Garten-
vlies (3,8 £ 0,07) sowie Filter (3,9 £ 0,0)

Abb. 19: Glomerulare Ausschnitte in 20facher (oben) und 60facher Vergr6f3erung (unten) von
Primérmaterial und Nierenschnitten ohne Abdeckung und mit Gartenvlies

Es fallen eine reduzierte Zellularitat der Glomeruli, vermehrt atypische Zellkerne (===) und eine
starke Fullung des Kapselraumes ( % ) im Vergleich zum Primarmaterial auf. Ma3stab 50 um (oben)
bzw. 20 um (Bildausschnitt unten).

Ein geringeres Schadigungsausmalf wiesen Folie (2,5 £ 0,14; p = 0,05) und die Kulti-
vierung als Langsschnitt (2,5 £ 0,3; p = 0,01) mit der naturlichen Kapsel als Schutz auf,
noch besser waren Aclarfolie (2,4 £0,05; p=0,005) und Kollagen (2,3 £0,2;
p = 0,0007; Abb. 20). Am besten schnitten die Bedeckung mit Vlies (1,6 + 0,1), Frisch-
haltefolie (2,0 + 0,4), Cellophan (2,0 £0,6) und Schwamm (1,8 +0,1) ab (jeweils
p < 0,0001). Untereinander unterschieden sich diese 4 Kandidaten nicht signifikant
(p > 0,92), wobei bei den mit Frischhaltefolie und Cellophan bedeckten Nierenschnit-
ten jedoch eine besonders groRe Streuung auffiel. Alle von ihnen wiesen in einzelnen
Schnitten Scoringwerte von minimal 1,5-67 auf. Dies entspricht einer Reduktion der
Zellularitat um ca. 15-20 % und einem Anteil an atypischen Zellkernen im Glomerulus
von 10-15 %.
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Abb. 20: Glomerulare Ausschnitte in 20facher (oben) und 60facher VergréRerung (unten) von
einem Langsschnitt mit Kapsel sowie Nierenschnitten mit Aclarfolie, Kollagen, Vlies, Schwamm
und Cellophan (mit Wechsel)

Verglichen mit Abb. 19 sind die Glomeruli besser erhalten: Die Zellularitat ist weniger reduziert, es kom-
men weniger atypische Zellkerne ( ====p) vor und die Fillung des Kapselraumes ( % ) ist nicht so
ausgepragt. Mal3stab 50 um (oben) bzw. 20 um (Bildausschnitt unten).
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3.4.2 Tubulointerstitielle Schadigung nach 7 Tagen

Eine Schadigung des tubulointerstitiellen Kompartiments war in allen Praparaten zu
sehen. Im Vergleich zum Prim&rmaterial, in dem sich normale Tubuli mit regelmafig
angeordneten Zellkernen, einer gut abgrenzbaren Zell-Lumengrenze und Mikrovilli auf
dem apikalen Zellpol befinden (Abb. 22), waren in den kultivierten Nieren der Verlust
und Veranderungen von Zellkernen im Tubulusepithel sowie aufgeldste Epithelzellen
nachweisbar. Interstitiell zwischen den Tubuli sowie im Tubuluslumen war Zelldetritus
zu sehen. Ebenfalls war eine Erweiterung und Fullung des Tubuluslumens mit hyali-
nem Material und Mikrovilli erkennbar. Einzelne Tubuli wirkten atroph, was durch eine
Abflachung des Epithels und eine erschwerte Abgrenzbarkeit der Zell-Lumengrenze

deutlich wurde.

Analog zur Einschéatzung der glomerularen Schadigung wurde anhand des definierten
Scores der Zustand des Tubulointerstitiums beurteilt und so die verschiedenen getes-
teten Abdeckungen einander gegenubergestellt (Abb. 21): Verglichen mit der Lage-
rung ohne Abdeckung (3,7 = 0,05) wurde in den Nierenschnitten mit Deckglaschen
(3,3+0,04; p=0,66) eine &hnliche Schadigung erfasst, mit Agarosescheibe
(3,6 £ 0,09), Agarosering (3,8 + 0,06), Gartenvlies (3,9 + 0,04), Gaze (3,8 £ 0,05), Fil-
ter (4,0 £ 0,0) und Matrigel (4,0 £ 0,0) eine starkere Schadigung (p > 0,98; Abb. 22).
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Abb. 21: Tubulointerstitieller Schadigungsscore fur alle Abdeckungen

Im Diagramm sind die tubulointerstitiellen Schadigungsscores fur alle getesteten Abdeckungen als Mit-
telwerte + Standardabweichung angeben (n = 54). * steht fir signifikante Unterschiede im Vergleich zur
Kultivierung ohne Abdeckung (p < 0,05).
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Abb. 22: Tubulointerstitielle Ausschnitte in 20facher (oben) und 40facher VergréRerung (unten)
von Primarmaterial und Nierenschnitten ohne Abdeckung und mit Gartenvlies
Verglichen mit dem Prim&rmaterial sind in den anderen Praparaten deutliche tubulointerstitielle Scha-
den zu sehen: Die Anzahl der Zellkerne hat sichtbar abgenommen, zudem ist das Tubulusepithel abge-
flacht und vom deutlich gefiillten Tubuluslumen kaum abgrenzbar. Maf3stab 50 pm.

Ein besser erhaltenes Tubulointerstitium wiesen neben dem Langsschnitt mit nattrli-
cher Kapsel (3,0 £0,3; p = 0,03) allen voran Aclarfolie (2,6 £0,1), Vlies (2,4 £ 0,04)
und Cellophan (2,9 £ 0,4) auf (p < 0,0001; Abb. 23). Folie (3,2 £ 0,02; p = 0,39), Kol-
lagen (3,2 £0,2; p=0,25), Frischhaltefolie (3,2+0,2; p=0,09) und Schwamm
(3,3+0,1; p=0,65) waren laut Scoringwert nicht signifikant besser als ohne Abde-
ckung (Abb. 23). Ein Vergleich der besten Kandidaten zeigt, dass Vlies signifikant bes-
ser abschnitt als Frischhaltefolie (p = 0,02) und Schwamm (p = 0,008), ansonsten gab
es keine signifikanten Unterschiede. Die Praparate mit minimaler Schadigung wiesen
Cellophan mit einem Score von 2,2 und Vlies mit 2,35 auf, was einer Rate von ca.
10 % abnormalen oder aufgeldsten Zellkernen sowie 15-20 % interstitiellem Zelldetri-
tus entspricht.
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Abb. 23: Tubulointerstitielle Ausschnitte in 20facher (oben) und 40facher Vergré3erung (unten)
von einem Langsschnitt mit Kapsel sowie Nierenschnitten mit Aclarfolie, Kollagen, Vlies,
Schwamm und Cellophan mit Wechsel

Das Tubulointerstitum ist im Vergleich zu den Nierenschnitten in Abb. 22 deutlich besser erhalten: Die
Tubuli weisen deutlich mehr Zellkerne und eine geringer ausgepragte Epithelabflachung auf. Das Tu-
buluslumen ist zudem nur gering mit hyalinem Material gefillt. Maf3stab 50 pm.
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3.4.3 CAM-Ubergang nach 7 Tagen

In allen Schnitten mit samtlichen verschiedenen Abdeckungen konnte an der Verwach-
sungszone zwischen der Niere und CAM ein Bereich identifiziert werden, an dem sich
die Tubuli und Glomeruli in Auflosung befanden und grof3tenteils keine Zellkerne mehr
aufwiesen. Zudem war eine Ansammlung mit monomorphen Zellkernen und einzelnen
Huhnererythrozyten zu erkennen (Abb. 25). Das Ausmal} dieser Reaktion am CAM-
Ubergang war bei den Schnitten mit einer Lagerung ohne Abdeckung stark ausge-
pragt. Im Vergleich dazu fanden sich bei den meisten anderen Abdeckungen keine
signifikanten Unterschiede (ohne Abdeckung 3,6 + 0,3; Folie 2,3 + 0,0; Deckglaschen
2,1 £0,0; Agarosescheibe 2,2 +0,4; Agarosering 2,7 £0,1; Gartenvlies 3,5+ 0,2;
Gaze 2,2 £0,3; Filter 3,1 £ 0,4; Matrigel 2,3 £ 0,9; Langsschnitt 2,9 £ 0,6; Kollagen
3,0 £0,5; Frischhaltefolie 3,2 +£0,7; Cellophan 2,7 £0,8; Schwamm 3,0 +0,7;
p>0,17; Abb. 24). Signifikant geringer ausgepragt war die Schadigung am CAM-
Ubergang lediglich bei den Nierenschnitten mit Aclarfolie und Vlies (Aclarfolie
1,6 £0,4, p=0,005; Vlies 1,6 +0,04, p=0,03 im Vergleich zu ohne Abdeckung;
Abb. 24). Auffallig waren die ausgepragten Schwankungen zwischen Praparaten mit
derselben Abdeckung, so dass trotz der nicht-signifikanten Unterschiede der Mittel-
werte einzelne Schnitte einen Score < 2 aufwiesen, was einer Ausdehnung des zell-
kernfreien Areals von < 10 % der Ausdehnung entspricht. Dies waren Schnitte mit ei-
ner Agarosescheibe, in Matrigel, unter Frischhaltefolie sowie Cellophan (Agarose-

scheibe 1,95; Matrigel 1,3; Frischhaltefolie 2,0; Cellophan 1,95).
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Abb. 24: Schadigungsausmaf am CAM-Ubergang

Das Diagramm zeigt die ermittelten Schadigungsscores fir den CAM-Ubergang fiir alle Abdeckungen
als Mittelwerte + Standardabweichung (n = 53). * steht fir signifikante Unterschiede im Vergleich zur
Kultivierung ohne Abdeckung (p < 0,05).
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Abb. 25: CAM-Ubergang in verschiedenen Nierenschnitten
Exemplarisch sind HE-Bilder von Nierenschnitten ohne Abdeckung, mit Aclarfolie und mit Vlies darge-
stellt. Unter dem jeweiligen Ubersichtsbild in 1,2—2facher VergroRerung (oben) sind jeweils zwei Aus-
schnitte in 10facher Vergrof3erung (griner Ausschnitt in Mitte und schwarzer Ausschnitt unten) darstellt.
Es ist eine unterschiedliche ausgepréagte Schadigungszone am Ubergang zwischen Niere und CAM in
Form von autolytischen Glomeruli und Tubuli zu sehen, zudem finden sich viele monomorphe Zellkerne

und einzelne Hiuhnererythrozyten. Mal3stab 500 um (oben) bzw. 100 pm (Bildausschnitte in der Mitte
und unten).
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3.4.4 Oberflachliche Schadigung nach 7 Tagen

Eine Schadigung der oberflachlichen, zur Luft gelegenen Seite der Nieren konnte in
samtlichen Préparaten nachgewiesen werden (Abb. 27). Im Vergleich zu den Nieren-
schnitten, die ohne Abdeckung kultiviert wurden, zeigte sich lediglich bei den Langs-
schnitten, die zur Luftseite hin durch ihre natirliche, intakte Kapsel geschitzt waren,
eine besser erhaltene Oberflache und damit ein geringerer Schadigungsscore (ohne
Abdeckung: 3,4 + 0,2 vs. Langsschnitt 1,3 £ 0,1; p = 0,01; Abb. 26). Die restlichen Ab-
deckungen unterschieden sich im Ausmal} der oberflachlichen Schadigung im Score
nicht signifikant von der Lagerung ohne Abdeckung (Aclarfolie 2,1 £0,2; Folie
2,1 £ 0,0; Deckglaschen 2,9 + 0,5; Agarosescheibe 2,6 + 1,0; Agarosering 2,6 * 0,6;
Vlies 2,5+0,2; Gartenvlies 4,0 £0,03; Gaze 3,5+0,0; Filter 4,0 +0,0; Matrigel
3,6 £0,7; Kollagen 3,6 £0,2; Frischhaltefolie 2,8 +0,9; Cellophan 2,5*0,9;
Schwamm 2,7 = 0,1; p > 43 im Vergleich zu ohne Abdeckung; Abb. 26). Aufgrund ei-
ner teils groRen Streuung der Werte innerhalb einer Gruppe, gab es trotz der insge-
samt nicht signifikanten Unterschiede Praparate, bedeckt mit Aclarfolie, Agarose-
scheibe, Frischhaltefolie sowie Cellophan, die einen Score von < 2 und damit eine
oberflachliche Schadigung von unter 10 % der Nierenausdehnung aufwiesen (Aclarfo-
lie 2,0; Agarosescheibe 1,9; Frischhaltefolie 1,9; Cellophan 1,3).
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Abb. 26: Schadigungsausmal} an der Oberflache

Das Diagramm zeigt die ermittelten Schadigungsscores fur die oberflachlichen Bereiche der Nieren-
schnitte fir alle Abdeckungen, angegeben als Mittelwerte + Standardabweichung (n = 51). * steht fur
signifikante Unterschiede im Vergleich zur Kultivierung ohne Abdeckung (p < 0,05).
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Abb. 27: Oberflachliche Zone in exemplarischen Nierenschnitten

In den HE-Bildern sind exemplarisch ein Nierenschnitt ohne Abdeckung, ein Langsschnitt mit Kapsel
und ein Schnitt mit Aclarfolie dargestellt, in der Ubersicht (oben, 1,2—2fache VergréRerung) sowie in
10facher VergroRerung. Der geschadigte oberflachliche Bereich der Niere ist beim Schnitt ohne Abde-

ckung ausgedehnter als bei den anderen Préaparaten. MafRRstab 500 um bzw. 1000 um (oben) und
100 pum (unten).
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3.5 Zeitverlauf ohne Abdeckung

In zwei Versuchsreihen wurden Nierenquerschnitte ohne Abdeckung fir 1 bis 7 Tage
kultiviert und taglich durchschnittlich 3 Nieren von der CAM enthommen, um die mor-
phologischen Veranderungen Uber den Zeitraum einer Woche zu beurteilen (Abb. 28).

Tag 1 Tag 4 Tag 7

Abb. 28: Exemplarische Nierenschnitte ohne Abdeckung in der Ubersicht

Die HE-Bilder zeigen die jeweiligen Nierenschnitte in der Ubersicht (VergroRerung 1,2—2x) mit markier-
ten glomerularen (rot) und tubulointerstitiellen (blau) Ausschnitten, die in den Abb. 29 und 33 vergréRert
dargestellt werden. MaRstab 1000 pm bzw. 500 pm.

3.5.1 Glomerulare Schadigung im Zeitverlauf

Die histologische Analyse der HE-gefarbten Praparate zeigte eine unterschiedlich aus-
gepragte Schadigung der Nierenkdrperchen je nach Exokulationstag, wobei Uber den
Versuchszeitraum von einer Woche insgesamt eine Zunahme der Schadigung festge-
stellt werden konnte. Es kam zunehmend zu einer Verringerung der Zellularitat in den
Glomeruli, einer Zunahme an morphologisch veranderten Zellkernen und einer zuneh-
menden Fullung und Erweiterung des Kapselraumes. Die Nierenkdrperchen waren zu-
nehmend schlechter von der Umgebung abgrenzbar und zeigten eine Schrumpfung
Uber den Kultivierungszeitraum. An Tag 7 befanden sich einzelne Glomeruli in Auflo-
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Abb. 29: Glomerulare Ausschnitte im Zeitverlauf

In den HE-gefarbten Praparaten in 20facher (oben) und 60facher VergréRerung (unten) werden die
morphologischen Veranderungen der Glomeruli nach unterschiedlich langer Kultivierungszeit auf der
CAM (Tag 1, 4 und 7) deutlich: Eine zunehmende Fiillung des Kapselraumes ( % ), immer mehr aty-
pische Zellkerne ( —» ) sowie eine zunehmende Auflosung und schlechtere Abgrenzbarkeit der
Glomeruli ( ). MaRstab 50 pm (oben) bzw. 20 pm (unten).

Die morphologischen Veranderungen uber die Zeit wurden anhand der glomerularen

Beurteilungskriterien als Schadigungsscore semiquantitativ erfasst:

In der Zusammenschau aller Beurteilungskriterien ergab sich innerhalb der ersten 24
Stunden ein signifikant steigender Gesamtscore als Zeichen einer schnell zunehmen-
den glomerularen Schadigung (0,0 £ 0,0 an Tag O vs. 1,0 £ 0,04 an Tag 1; p = 0,002;
Abb. 30). Bis Tag 4 stieg der Gesamtscore daraufhin nur leicht an (1,1 £ 0,1 an Tag 2
vs.1,1+0,1anTag3vs. 1,2 +0,3 an Tag 4; p > 0,96). Danach nahm die glomerulare
Schadigung bis Tag 7 kontinuierlich zu, in den letzten 24 Stunden bis zum Versuchs-
ende an Tag 7 kam es dabei zu einer signifikanten Verschlechterung (1,8 + 0,03 an
Tag 5vs. 2,3+£0,1an Tag 6; p =0,11 im Vergleich zu Tag 5 vs. 3,5+ 0,10 an Tag 7,
p = 0,0003 im Vergleich zu Tag 6; Abb. 30).
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Abb. 30: Gesamtscore der glomerularen Schadigung

Im Diagramm sind die ermittelten glomerularen Schadigungsscores als pro Versuch gepoolte Mittel-
werte + Standardabweichung angegeben. Insgesamt wurden 38 Nierenschnitte aus getrennten 2 Ver-
suchen (N=2) ausgewertet (Tag 1: n=8; Tag2:n=7; Tag 3:n=5; Tag 4:n=5; Tag 5: n =5; Tag 6:
n=4; Tag 7: n = 4). * kennzeichnet einen signifikanten Unterschied im Vergleich zum Vortag (p < 0,05).
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Bei getrennter Betrachtung der einzelnen Beurteilungskriterien, die in Summe den glo-
meruldren Schadigungsscore bilden, zeigt sich ein genaueres Bild der morphologi-

schen Veranderungen uber den Versuchszeitraum:

Die Zellularitat der Glomeruli blieb in den ersten 6 Tagen relativ konstant (62,0 + 10,3
an TagOvs.60,1+19anTag 1lvs.59,2+6,9 an Tag 2 vs. 60,7 = 8,8 an Tag 3 vs.
65,2+ 12,8 an Tag 4 vs. 55,4 +6,5 an Tag 5 vs. 52,3+4,9 an Tag 6; p>0,88;
Abb. 31), wobei eine Schrumpfung der Glomeruli tber den Versuchszeitraum beo-
bachtet werden konnte. Bis zum Ende des Versuchszeitraums nahm die Anzahl an
Zellkerne jedoch signifikant ab (30,5 £ 1,3 an Tag 7; p = 0,04 im Vergleich zu Tag 0),
was einer Reduktion der Anzahl an Zellkernen um tber 50 % im Vergleich zum Pri-

marmaterial entspricht.

Im Verlauf der Versuchswoche traten immer mehr Zellkernveranderungen auf. Ins-
gesamt konnte bis Tag 7 eine Zunahme an atypischen Zellkernen von 0 % auf 46 %
der Zellkerne festgestellt werden, wobei die Veranderungen v. a. ab Tag 4 auftraten (0
%anTagOvs.4,1+0,3%anTag1vs.53+0,2% anTag 2vs. 6,6 + 0,01 % an Tag
3 vs. 6,1£09% an Tag 4; p>0,39 im Vergleich zum jeweiligen Vortag; vs.
14,1 £ 0,6 % an Tag 5 mit p = 0,03 im Vergleich zu Tag 4; vs. 19,1 + 1,2 % an Tag 6
mit p = 0,22 im Vergleich zu Tag 5; vs. 45,6 + 4,8 % an Tag 7 mit p < 0,0001 im Ver-
gleich zu Tag 6; Abb. 31).
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Abb. 31: Glomerulare Zellularitat und Zellkernveranderungen

In den Diagrammen sind die durchschnittliche absolute Anzahl an Zellkernen pro Glomerulus (links) und
der prozentuale Anteil an veranderten Zellkernen in Prozent im Zeitverlauf dargestellt, als pro Versuch
gepoolte Mittelwerte + Standardabweichung. Die Anzahl an Nierenschnitten entspricht der Darstellung
in Abb. 27. * steht fur einen signifikanten Unterschied im Vergleich zum Vortag (p < 0,05).
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Die Fullung des Kapselraumes mit eosinophilem Material nahm im Versuchsverlauf
zu, erkennbar an der signifikanten Zunahme der Fullung, ausgedrtickt als Score von 0
bis 4 kam es in den ersten 24 Stunden (0,02 + 0,02 an Tag O vs. 1,3+ 0,1 an Tag 1;
p = 0,01; Abb. 32). Im weiteren Verlauf fullte sich der Kapselraum kontinuierlich ohne
signifikantes Ausmalf von Tag zu Tag (1,4 + 0,02 an Tag 2 vs. 1,6 £ 0,01 an Tag 3 vs.
2,1+05anTag4vs.2,8+0,3anTag5vs. 3,1+0,3an Tag 6 vs. 3,9+0,1 an Tag
7, p>0,07; Abb. 32), aber in der Summe von Tag 1 zu Tag 7 doch signifikant
(p < 0,0001 im Vergleich zwischen Tag 1 und Tag 7).
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Abb. 32: Flillung des glomeruldren Kapselraumes im Zeitverlauf

Das Diagramm stellt die Entwicklung der Fillung im glomerularen Kapselraum tber der Versuchszeit-
raum als pro Versuch gepoolte Mittelwerte + Standardabweichung (n = 38) dar. * kennzeichnet einen
signifikanten Unterschied im Vergleich zum Vortag (p < 0,05).

3.6 Tubulointerstitielle Schadigung im Zeitverlauf

Das Tubulointerstitium wies im Zeitverlauf tber eine Woche eine deutliche Zunahme
an Schadigung auf, wobei bereits zu einem friheren Zeitpunkt ein Untergang einzelner
Tubuli zu sehen war (Abb. 33). Uber den Versuchszeitraum kam es in den kultivierten
Nieren zunehmend zum Verlust und Veranderungen von Zellkernen im Tubulusepithel
und zur Auflésung der Epithelzellen. In Folge nahm die Ansammlung von Zelldetritus
im interstitiellen Raum zwischen den Tubuli und im Tubuluslumen zu. Das Tubuluslu-
men war zudem mit hyalinem Material und abgeschilferten Mikrovilli gefillt und erwei-
tert. Die Tubuli wurden im Verlauf zunehmend atroph, was sich durch eine Abflachung

des Epithels und eine erschwerte Abgrenzbarkeit der Zell-Lumengrenze zeigte.
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Abb. 33: Tubulointerstitielle Ausschnitte im Zeitverlauf

In den HE-geféarbten Praparaten in 20facher (oben) und 40facher Vergrof3erung (unten) werden die
morphologischen Veradnderungen im tubulointerstitiellen Raum nach unterschiedlich langer Kultivie-
rungszeit auf der CAM (Tag 1, 4 und 7) deutlich: Eine zunehmende Fillung des Tubuluslumen, immer
mehr atypische und fehlende Zellkerne sowie eine zunehmende Aufldsung, Abflachung und schlechtere
Abgrenzbarkeit der Tubuli. Ma3stab 50 pm.

Die zeitlichen Entwicklungen der tubulointerstitiellen Veranderungen wurden im Scha-

digungsscore semiquantitativ erfasst:

Nach einem signifikanten Anstieg des Gesamtscores in den ersten 24 Stunden (0 £ 0
an Tag 0 vs. 1,3+ 0,06 an Tag 1; p <0,0001), war die Verschlechterung in den da-
rauffolgenden 2 Tagen nur leicht ausgepragt (1,5 + 0,004 an Tag 2 vs. 1,5 £ 0,01 an
Tag 3; p > 0,53; Abb. 34). Danach verschlechterte sich der Zustand des Tubuloin-
terstitiums taglich im Vergleich zum jeweiligen Vortag signifikant (2,1 £ 0,1 an Tag 4
vs. 3,0+0,06 an Tag 5 vs. 3,4+0,2 an Tag 6 vs. 3,7+ 0,0 an Tag 7; p <0,042;
Abb. 34).
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Abb. 34: Gesamtscore der tubulointerstitiellen Schadigung

Im Diagramm sind die ermittelten tubulointerstitiellen Schadigungsscores als pro Versuch gepoolte Mit-
telwerte + Standardabweichung angegeben (n = 38). * kennzeichnet einen signifikanten Unterschied im
Vergleich zum Vortag (p < 0,05).

In den Tubuli nahm die Zellularitat iber den Versuchszeitraum hinweg stark ab, wobei
die grof3ten, signifikanten Veranderungen in den ersten 24 Stunden und zwischen Tag
4, Tag 5 und Tag 6 zu verzeichnen waren (0,0 + 0,0 an TagOvs. 1,3+ 0,1 an Tag 1
vs.14+0,2anTag2vs. 1,3+0,02anTag3vs.14+0,1anTag4vs. 2,3+0,3 an
Tag5vs.3,2+0,1anTag6vs. 3,5+0,04 an Tag 7; p = 0,0002 im Vergleich zwischen
Tag O und Tag 1; p = 0,0013 zwischen Tag 4 und Tag 5; p = 0,0014 zwischen Tag 5
und Tag 6; ansonsten p > 0,42; Abb. 35). Entsprechend des Scoringwertes waren am
Versuchsende mindestens 50 % der Zellkerne entweder atypisch verandert oder voll-

standig aufgelost.

Durch die Auflésung von Tubuluszellen fillte sich das Interstitium zunehmend mit Zell-
detritus. V. a. zwischen Tag 0 und Tag 1 sowie Tag 3 und Tag 4 war die grof3te und
auch signifikante Zunahme zu beobachten (0,0 + 0,0 an Tag O vs. 1,7 £0,2 an Tag 1
vs.18+x0,1anTag2vs. 1,8+0,1an Tag 3vs. 2,8 +0,05an Tag 4 vs. 3,2+ 0,5 an
Tag5vs.3,8+0,0lanTag6vs. 3,9 £0,1anTag 7; p = 0,0004 im Vergleich zwischen
Tag 0 und Tag 1; p = 0,02 zwischen Tag 3 und Tag 4; ansonsten p > 0,15 ; Abb. 35).
Insgesamt waren an Tag 7 ungefahr 30 % des Tubulointerstitiums aufgeldst.
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Abb. 35: Tubulointerstitielle Zellularitat und Zelldetritus

In den Diagrammen sind die tubulointerstitielle Zellularitéat (links) und der Anteil an Zelldetritus am Tu-
bulointerstitium (rechts) als Score von 0—4 im Zeitverlauf dargestellt. Die Einzelwerte der Nierenschnitte
sind zu pro Versuch gepoolten Mittelwerten + Standardabweichung zusammengefasst (n = 38). * steht
fur einen signifikanten Unterschied im Vergleich zum Vortag (p < 0,05).

Das Tubuluslumen war im Versuchsverlauf immer starker mit eosinophilem Material
gefullt, wobei die Fullung innerhalb der ersten 24 Stunden, zwischen Tag 4 und Tag 5
sowie insgesamt signifikant, ansonsten kontinuierlich zunahm (0,0 £ 0,0 an Tag O vs.
1,2+0,02anTag1lvs.1,5+0,2anTag2vs. 1,9+ 0,06 an Tag3vs.2,3+0,1an Tag
4vs.3,1+03anTag5vs.3,3+0,1anTag 6 vs. 3,7+0,04 an Tag 7; p = 0,0004 im
Vergleich zwischen Tag 0 und Tag 1; p = 0,007 zwischen Tag 4 und Tag 5; ansonsten
p > 0,14 im Vergleich zum jeweiligen Vortag; Abb. 36).

Es kam zur vermehrten Abflachung des Tubulusepithels und zur schlechteren Ab-
grenzbarkeit der Zell-Lumen-Grenze. Diese Tubulusatrophie nahm kontinuierlich zu
und zeigte einen sprunghaften und damit signifikanten Anstieg zwischen Tag 4 und
Tag5(0,0+x0,0anTagOvs.1,1+0,1anTaglvs.1,2+0,1anTag2vs.1,1+0,0an
Tag3vs.1,8+0,3anTag4vs.3,4+0,2anTag5vs.3,2+0,8anTag6vs.3,9+0,1
an Tag 7; p < 0,0001 im Vergleich zwischen Tag O und Tag 7; p = 0,01 zwischen Tag
4 und Tag 5; ansonsten p > 0,08 im Vergleich zum jeweiligen Vortag; Abb. 36).
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Abb. 36: Fiullung des Tubuluslumens und Tubulusatrophie im Zeitverlauf

In den Diagrammen sind die Fullung des Tubuluslumens (links) und Tubulusatrophie (rechts) als Score
von 0 — 4 im Zeitverlauf dargestellt. Die Einzelwerte der Nierenschnitte sind zu pro Versuch gepoolten
Mittelwerten + Standardabweichung zusammengefasst (n = 38). * steht fir einen signifikanten Unter-
schied im Vergleich zum Vortag (p < 0,05).

3.6.1 CAM-Ubergang im Zeitverlauf

Unabhangig von der Kultivierungszeit konnte an der Verwachsungsstelle zwischen der
Mauseniere und CAM in samtlichen Préaparaten eine Zone erkannt werden, in der das
Nierenparenchym keine Zellkerne aufwies bzw. sich in Auflésung befand. Mit langerer
Versuchsdauer wurde die Niere immer starker durch die CAM infiltriert, wobei sich in
diesem Bereich auch zunehmende Ansammlungen von Zellkernen im Interstitium vor-
fanden (Abb. 38). Im Ubergangsbereich zur CAM konnten einzelne kernhaltige Hiih-
ner-Erythrozyten identifiziert werden (Abb. 39). Diese Beobachtungen spiegeln sich
im steigenden Schadigungsscore wider (1,4 £0,1an Tag 1vs. 1,7 £0,3 an Tag 2 vs.
19+0,3anTag3vs.2,3+0,04anTag4vs.3,0+0,25anTag5vs. 3,4 +0,6 an Tag
6vs. 3,6 £0,07an Tag 7; Abb. 37). Insgesamt kam es zu einer signifikanten Zunahme
des Scores (p = 0,002 beim Vergleich zwischen Tag 1 und Tag 7), beim Vergleich der
Werte zum jeweiligen Vortag wurde das Signifikanzniveau jedoch nicht erreicht
(p > 0,32). Die Ausdehnung der zellkernfreien Zone nahm von durchschnittlich 14 %
der Niere an Tag 1 auf 43 % am Ende des Versuchszeitraums zu (14,2 + 1,1 % an Tag
1vs. 182+7,0% an Tag 2 vs. 21,7 £1,4 % an Tag 3 vs. 24,0+ 4,3 % an Tag 4 vs.
332+1,1%anTag5vs. 42,4+ 14,2 % anTag6vs. 43,1 +6,5%an Tag 7; Abb. 37).
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Abb. 37: Schadigung am CAM-Ubergang im Zeitverlauf

Das Diagramm zeigt die zunehmende Schadigung am CAM-Ubergang im Zeitverlauf als Score von 0-4
(links) und als prozentuale Ausdehnung bezogen auf den Nierendurchmesser. Die Werte sind als pro
Versuch gepoolte Mittelwerte + Standardabweichung angegeben (n = 38).

Abb. 38: CAM-Ubergang in Nierenschnitten an verschiedenen Zeitpunkten

Unter dem Ubersichtsbild in 1,2—2-facher VergroRerung (oben) sind jeweils zwei Ausschnitte in 10facher
VergréRerung (grun in Mitte und schwarz unten) dargestellt. Die Bilder zeigen nach 1, 4 und 7 Tagen
die Zunahme der Schiadigung an der Ubergangszone zwischen Mauseniere und CAM. Die Ausdehnung
des autolytischen Nierenparenchyms nimmt zu, dariiber hinaus ist eine Ansammlung monomorpher
Zellkerne zu erkennen. MaR3stab 1000 pm bzw. 500 um (oben) und 100 um (Bildausschnitte in der Mitte
und unten)
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An der Verwachsungszone zwischen Niere und CAM waren in einigen Préparaten Erythrozyten nach-
weisbar, die teilweise Kerne aufweisen und dem Hiuhnerembryo zuzuordnen sind ( +— ). Mal3stab
50 pum.

3.6.2 Oberflachliche Schadigung im Zeitverlauf

Die Austrocknung des oberflachlichen Nierengewebes nahm tber den Kultivierungs-
zeitraum kontinuierlich zu und imponierte durch atrophe Tubuli und Glomeruli
(Abb. 41). Nach einem Tag waren durchschnittlich ca. 12 % der Ausdehnung der Niere
zur Oberflache hin geschadigt, nach einer Woche ca. 24 % (11,7 + 5,0 % an Tag 1 vs.
17,2+48% an Tag 2 vs. 152 +0,2% an Tag 3 vs. 18,3+4,6% an Tag 4 vs.
19,2+ 0,0% an Tag5vs. 20,5+0,8% an Tag 6 vs. 23,7 + 1,7 % an Tag 7; Abb. 40).
Dementsprechend stieg der Schadigungsscore insgesamt signifikant (1,3 £ 0,3 an Tag
lvs.16+0,2anTag?2vs. 2,0£0,07an Tag3vs. 2,3+0,3an Tag 4 vs. 2,7 +0,05
an Tag 5vs. 2,8 £0,07 an Tag 6 vs. 3,4 £ 0,05 an Tag 7; p = 0,0001 beim Vergleich
zwischen Tag 1 und Tag 7; Abb. 40).
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Abb. 40: Schadigung der Oberflache im Zeitverlauf

Das Diagramm zeigt die zunehmende Schadigung der oberflachlichen Zone der Niere im Zeitverlauf als
Score von 0 — 4 (links) und als prozentuale Ausdehnung bezogen auf den Nierendurchmesser. Die
Werte sind als pro Versuch gepoolte Mittelwerte + Standardabweichung angegeben (n = 38).
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Tag 1

Abb. 41: Oberflachliche Schadigung der Nierenschnitte im Zeitverlauf
Die HE-Bilder zeigen eine Zunahme des geschadigten, oberflachlichen Bereichs der Mauseniere im
Verlauf der Woche (1, 4 und 7 Tage; 10fache Vergrof3erung). Maf3stab 100 um.

3.6.3 Immunhistochemische Farbungen (CD31 und PCNA)
Insgesamt konnten ab einer Kultivierungszeit von 4 Tagen CD31-positive Zellen beo-
bachtet werden, wobei die Dichte an gefarbten Zellen im Zeitverlauf Glber eine Woche

zunahm. Insbesondere an der Ubergangszone zwischen CAM und Mauseniere zwi-

schen den Tubuli konnten die markierten Zellen nachgewiesen werden (Abb. 42).
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Abb. 42: CD31-gefarbte Zellen im Zeitverlauf

Im Vergleich der immunhistochemischen Schnitten ist sichtbar, dass die Dichte an braun gefarbten Are-
alen im Sinne CD31-positiven Zellen im Vergleich zwischen einer Kultivierungszeit von 4 und 7 Tagen
zunimmt. Maf3stab 2 mm (oben) und 200 pm (unten).
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PCNA-positive Zellen in den Glomeruli und insbesondere im Tubulusepithel fanden
sich v.a. nach 3-5 Tagen Kultivierung, wahrend zu einem frilheren Zeitpunkt sowie
nach 6 bzw. 7 Tagen kaum proliferierende Zellkerne in der Mauseniere detektiert wer-
den konnten. Besonders viele PCNA-positive Zellen fanden sich dabei auf der CAM-

nahen Seite der Niere, weniger zur Oberflache hin (Abb. 43).

Abb. 43: PCNA-positive Zellen im Zeitverlauf
Im Vergleich der immunhistochemischen Schnitten mit einem Anti-PCNA-Antikdrper zeigt sich, dass
nach 4 Tagen insbesondere Zellkerne tubularer Zellen und einiger Zellen des glomerularen Epithels
PCNA-positiv gefarbt sind («—), wahrend im weiteren Zeitverlauf nach 7 Tagen keine proliferierenden
Zellen nachgewiesen werden kénnen. MalR3stab 2 mm (oben) und 200 um (unten).
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3.6.4 Transmissionselektronenmikroskopie

Die ultrastrukturelle Analyse der Nierenschnitte unter dem Transmissionselektronen-
mikroskop zeigte uber den Zeitverlauf einer Woche diverse Veranderungen in der Ar-
chitektur der Nierenstrukturen, die Gber die Beobachtungen im HE-Bild hinausgehen
(Abb. 44 und 45).

Im Vergleich zum Primarmaterial, das intakte Zellen mit erhaltenem Zytosol und eu-
chromatinreichen Zellkernen aufwies, waren bereits nach 1 bzw. 2 Tagen in den Zellen
Vakuolen nachweisbar. Insgesamt befand sich bereits zu diesem Zeitpunkt das Zyto-
solin Auflésung, erkennbar waren v. a. noch die Zellkerne, die bereits verdichtet waren
als Zeichen des beginnenden Untergangs. Es waren Reste des fenestrierten En-
dothels zu sehen, wahrend im Vergleich dazu die Podozytenzellkerne besser erhalten
waren. Die Podozytenful3fortsatze mit der verbindenden Schlitzmembran waren eben-

falls teilweise erhalten.

Nach 3 bzw. 4 Tagen erschien die Bowman-Kapsel um die Glomeruli verdickt, zudem
waren mehr Zellkerne pyknotisch und befanden sich in Auflésung. Nach 5 Tagen
zeigte sich neben der zunehmenden Auflésung der Zellstrukturen eine Verdickung der
Basalmembran um die Kapillarschlingen. Nach 6 bzw. 7 Tagen waren zusatzlich peri-
pher um die Bowman-Kapsel Kollagenfibrillen nachweisbar. Die Ful3fortsatze der Po-

dozyten waren auch zum Zeitpunkt des Versuchsendes noch teilweise erkennbar.

Tag 2 Tag 6

Abb. 44: Elektronenmikroskopische Ubersichtsaufnahmen im Zeitverlauf

In den EM-Bildern in 400facher Vergrd3erung ist eine zunehmende Auflésung der Zellstrukturen nach
2,4 und 6 Tagen Kultivierung zu erkennen. In den Tubuli sind nach 4 bzw. 6 Tagen kaum mehr Zellkerne
abgrenzbar, das Zytosol erscheint zerfallen. In den Glomeruli ist eine Verdichtung der Zellkerne und
eine Verdickung der umgebenden Bowman-Kapsel erkennbar. Maf3stab 25000nm.
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Abb. 45: Elektronenmikroskopische Aufnahmen im Zeitverlauf im Vergleich zum Primarmaterial
In den EM-Bildern 4400facher Vergrof3erung ist erkennbar, dass im Vergleich zum Primarmaterial die
glomerularen Strukturen im Verlauf deutlich heller, aufgelockert und weniger kompakt erscheinen. Das
Zytosol befindet sich zunehmend in Auflésung, es sind vermehrt Vakuolen zu erkennen ( B ). Wahrend
die Zellkerne (==—==p) im Primarmaterial zahlreich vorhanden und euchromatinreich sind, sind sie im
Verlauf nur noch vereinzelt erkennbar und in ihrem Aussehen verdichtet und verkleinert. Die Basal-
membran wirkt auch nach 6 Tagen noch intakt, jedoch verdickt, wie auch die Bowman-Kapsel, um die
nach 6 Tagen Kollagenfibrillen (rot) nachweisbar sind. Die Podozytenfuf3fortsatze (griin) sind auch nach
6 Tagen noch teilweise erkennbar. Maf3stab 2500 nm (unten).
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3.7 Vergleich der Abdeckungen tber 5und 7 Tage

Mit den Abdeckungen aus den Versuchsreihen mit einem Zeitraum von einer Woche
mit den besten Scores (Vlies, Cellophan, Schwamm) wurden zum Vergleich des Er-
halts ihrer Vitalitat weitere Nierenschnitte fiir 5 Tage kultiviert (Abb. 46). Bei der Bede-

ckung mit Cellophan wurde zwischen einer Handhabung ohne Wechsel und mit tagli-

chem Wechsel der Folie unterschieden.

Vlies Schwamm Cellophan mit Wechsel

Abb. 46: Exemplarische Nierenschnitte nach 5 Tagen in der Ubersicht

Die HE-Bilder vermitteln einen Uberblick (in 1,9-2facher VergréRerung) iiber 5 Tage lang kultivierte
Nierenschnitte mit Vlies, Schwamm und Cellophan. In den Abb. 48 und 50 werden die glomeruléaren
(rot) und tubulointerstitiellen (blau) Ausschnitte vergrof3ert dargestellt. Maf3stab 500 pm.

3.7.1 Glomerulare Schadigung nach 5und 7 Tagen

Nach einer Dauer von 5 Tagen unterschieden sich die Abdeckungen nicht signifikant
voneinander bzw. von der Kultivierung ohne Abdeckung (ohne Abdeckung: 1,8 + 0,2;
Vlies: 1,5 £ 0,3; Cellophan mit Wechsel: 1,7 £ 0,1; Cellophan ohne Wechsel: 1,4 + 0,1;
Schwamm: 1,3 +0,2;p > 0,17; Abb. 47). Einzelne Schnitte wiesen als Ausdruck einer
geringen glomeruléaren Schadigung Scoringwerte von minimal 1,2 mit Schwamm bzw.

1,23 mit Vlies und Cellophan ohne Wechsel auf.
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Abb. 47: Glomerularer Schadigungsscore fur verschiedene Abdeckungen

Im Diagramm sind die Gesamtscores zur glomeruléaren Beurteilung nach 5 bzw. 7 Tagen je Abdeckung
als Mittelwert der 47 Einzelwerte + Standardabweichung angegeben (ohne Abdeckung 5d: n =7 und
7d: n =4; Vlies 5d: n = 2 und 7d: n = 2; Cellophan mit Wechsel 5d: n = 8 und 7d: n = 9; Cellophan ohne
Wechsel 5d: n=8 und 7d: n=1; Schwamm 5d: n =3 und 7d: n = 3). * steht fir einen signifikanten
Unterschied im Vergleich zwischen 5 und 7 Tagen fir die jeweilige Abdeckung (p < 0,05).
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Beim Vergleich zwischen dem 5- und 7-tagigem Versuchszeitraum auf der CAM kam
es ohne Abdeckung zu einer starken, signifikanten Verschlechterung des glomerula-
ren Schadigungsausmalfies (p < 0,0001), jedoch nicht beim Vlies (p > 0,99), Cellophan
mit Wechsel (p = 0,60) und ohne Wechsel (p > 0,99) sowie Schwamm (p = 0,72). Dort
konnte lediglich eine leichte Zunahme an Zellkernverédnderungen im Glomerulus und
Fullung des Kapselraumes erkannt werden (Abb. 48). Beim Cellophan brachte das
Handling ohne taglichen Wechsel der Folie sowohl nach 5 als auch nach 7 Tagen
keine wesentliche Verbesserung des glomerularen Zustandes (Abb. 47).
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Abb. 48: Glomerulare Schadigung nach 5 Tagen
In den Diagrammen ist die glomerulare Schadigung nach 5 Tagen im Vergleich zu 7 Tagen fir Vlies,
Schwamm und Cellophan mit Wechsel als Mittelwert + Standardabweichung dargestellt. Die HE-Bilder
zeigen Ausschnitte der Ubersichtsbilder in Abb. 46 in 20facher (oben) und 60facher VergréRerung (un-
ten) mit Vlies, Schwamm und Cellophan mit Wechsel. Die Glomeruli erscheinen gut erhalten mit gering
reduzierter Zellularitat, wenigen atypischen Zellkernen (=) und einer geringen Fillung des Kapsel-
raumes (%), verglichen mit den 7 Tage lang kultivierten Schnitten (s. Abb. 20). MaRstab 50 um (oben)
bzw. 20 um (unten).
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3.7.2 Tubulointerstitielle Schadigung nach 5und 7 Tagen

Nach 5 Tagen unterschieden sich die verschiedenen Abdeckungen in ihrer tubuloin-
terstitiellen Schadigung nicht signifikant untereinander und von der Kultivierung ohne
Abdeckung (ohne Abdeckung: 2,8 £ 0,3; Vlies: 2,2 + 0,0; Cellophan mit Wechsel:
2,4 +0,2; Cellophan ohne Wechsel: 2,5+0,3; Schwamm: 2,9+0,1; p>0,11;
Abb. 49). Die Schnitte mit dem geringsten Score als Ausdruck eines guten tubuloin-
terstitiellen Erhalts waren Cellophan ohne taglichen Wechsel mit 2,03, Vlies mit 2,15
sowie Cellophan mit Wechsel mit 2,17.

Beim Vergleich zwischen dem 5- und 7-tagigem Versuchszeitraum auf der CAM kam
es ohne Abdeckung (p = 0,0002) sowie mit taglich gewechseltem Cellophan (p = 0,03)
zu einer starken, signifikanten Verschlechterung des tubulointerstitiellen Schadigungs-
ausmalles, beim Vlies (p>0,99), Cellophan ohne Wechsel (p=0,99) sowie
Schwamm (p = 0,62; Abb. 50) blieb der tubulointerstitielle Zustand relativ stabil.
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Abb. 49: Tubulointerstitieller Schadigungsscore fiir verschiedene Abdeckungen

Im Diagramm sind die Gesamtscores zur Bewertung der tubulointerstitiellen Schadigung nach 5 bzw. 7
Tagen je Abdeckung als Mittelwerte der Einzelwerte + Standardabweichung angegeben (n = 47). * steht
fur einen signifikanten Unterschied im Vergleich zwischen 5 und 7 Tagen fir die jeweilige Abdeckung
(p <0,05).
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Abb. 50: Tubulointerstitielle Schadigung nach 5 Tagen

Im Diagramm sind die Werte des tubulointerstitiellen Schadigungsscores fur Vlies, Schwamm und Cel-
lophan ohne Wechsel nach 5 und 7 Tage gegenlbergestellt, dargestellt als Mittelwert + Standardab-
weichung (n = 47). In den HE-Bilder sind die tubulointerstitiellen Ausschnitte aus den Ubersichtsbildern
in Abb. 46 in 20- und 40facher Vergro3erung dargestellt. Man erkennt einen guten Erhalt der Tubuli
verglichen mit den Nierenschnitten nach 7 Tagen Kultivierung (s. Abb. 22). Die Veranderungen an den
Zellkernen, dem Epithel und Tubuluslumen sind geringer ausgepragt. Maf3stab 50 um.
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3.7.3 CAM-Ubergang nach 5 und 7 Tagen

Alle HE-Praparate wiesen an der Verwachsungsstelle zwischen der Mauseniere und
CAM eine Zone auf, in der sich das Nierenparenchym aufléste und keine Zellkerne
mehr aufwies (Abb. 52). Der Vergleich der verschiedenen 5 Tage lang kultivierten Nie-
renschnitte zeigte keine signifikanten Unterschiede (ohne Abdeckung: 2,6 + 0,8; Vlies:
1,5+0,1; Cellophan mit Wechsel: 2,6 + 0,7; Cellophan ohne Wechsel: 2,4 £ 0,4;
Schwamm: 3,3 £ 0,5; p > 0,53: Abb. 51).

Nach 7 Tagen kam es verglichen mit 5 Tagen unter allen Abdeckungen zu einer nicht-

signifikanten Zunahme der zellkernfreien Zone (p > 0,25).
4_
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Abb. 51: Schadigungsscore CAM-Ubergang fiir verschiedene Abdeckungen )
Dargestellt sind die Scoringwerte zur Einschatzung des Schadigungsausmafies am CAM-Ubergang als
Mittelwerte + Standardabweichung (n = 47).

Vlies Schwamm Cellophan ohne Wechsel

Abb. 52: CAM-Ubergang nach 5 Tagen

In den HE-Bildern ist die zellkernfreie Zone am CAM-Ubergang nach 5-tagiger Kultivierung in den Préa-
paraten mit Vlies, Schwamm und Cellophan gut zu sehen. Verglichen mit einer Versuchsdauer von 7
Tagen ist die Auspragung aber geringer. Maf3stab 100 pm.
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3.7.4 Oberflachliche Schadigung nach 5 und 7 Tagen

Im Ausmal3 der oberflachlichen Schadigung unterschieden sich die Praparate nach 5
Tagen Versuchszeitraum nicht signifikant (ohne Abdeckung: 2,6 = 0,1; Vlies: 2,0 £ 0,1;
Cellophan mit Wechsel: 2,4 £ 0,4; Cellophan ohne Wechsel: 2,2 £ 0,2; Schwamm:
2,9%0,2; p>0,81; Abb. 53 und 54). Im Vergleich zwischen der 5- und 7-tagigen Kul-
tivierungsdauer trat in allen Versuchsgruppen eine geringe, jedoch nicht-signifikante
Verschlechterung auf, ohne Abdeckung war die Zunahme der oberflachlichen Schadi-
gung etwas starker ausgepréagt (ohne Abdeckung: p =0,31; ansonsten p > 0,99;
Abb. 53).
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Abb. 53: Schadigung der Oberflache fir verschiedene Abdeckungen
Dargestellt ist der Schadigungsscore als Mittelwert + Standardabweichung (n = 47) fir das Ausmalf der
Schadigung an der Oberflache der Niere nach 5-tagiger Kultivierung mit verschiedenen Abdeckungen.

Schwamm

Abb. 54: Schadigungsausmal an der Oberflache nach 5 Tagen

In den HE-gefarbten Praparaten ist exemplarisch das Schadigungsausmalf? an der Oberflache der Niere
nach 5 Tage Kultivierung mit Vlies, Schwamm und Cellophan ohne Wechsel dargestellt. Es zeigt sich
eine geringere Ausdehnung atrophen Nierenparenchyms verglichen mit 7 Tage lang kultivierten Schnit-
ten. Mal3stab 100 pum.
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3.8 Optimierung der Versuchsbedingungen

3.8.1 Wahl des Mediums

Ein Vergleich der 3 eingesetzten Medien zeigt, dass RPMI zu einer signifikant weniger
ausgepragten glomerularen Schadigung fuhrte als DMEM High Glucose mit Zusatzen,
zwischen RPMI und DMEM High Glucose bestand kein Unterschied (RPMI: 2,0 £ 0,6;
DMEM: 2,5 + 0,7, DMEM High Glucose mit Zusatzen: 3,3 £0,2; p = 0,39 RPMI vs.
DMEM; p = 0,005 RPMI vs. DMEM High Glucose mit Zusatzen; n = 17). Das Tubuloin-
terstitium blieb mit RPMI signifikant besser erhalten als mit den beiden anderen Me-
dien (RPMI: 2,9 £ 0,4; DMEM: 3,8 = 0,2; DMEM High Glucose mit Zusatzen: 3,8 £ 0,1;
p = 0,002). Sowohl im Ausmalf’ der Schadigungszone zur CAM als auch zur Oberfla-
che waren keine signifikanten Unterschiede nachweisbar (CAM-Ubergang: RPMI:
2,7+0,8;, DMEM: 2,4 + 0,6; DMEM High Glucose mit Zusatzen: 3,1 £ 0,9; p > 0,46;
Oberflache: RPMI: 2,5 £ 0,9; DMEM: 3,0 £ 0,5; DMEM High Glucose mit Zusatzen:
3,1+£0,3;p>0,39).

3.8.2 Kultivierung mit Silikonring

Es wurden Nierenschnitte ohne Abdeckung, mit Frischhaltefolie und Matrigel mit einem
Ring kultiviert, mit dem Ziel, die Immobilisation und kontinuierliche Nahrstoffversor-
gung der Niere durch das Behandlungsmedium zu verbessern. Im Ausmalfi der Scha-
digung sowohl glomerular, an der Verwachsungszone zwischen Niere und CAM als
auch oberflachlich konnte keine signifikante Verbesserung zur standardmafigen Kul-
tivierung ohne Ring festgestellt werden (Glomeruldr: ohne Abdeckung mit Ring:
3,7 £ 0,1; Frischhaltefolie mit Ring: 2,3 + 0,4; Matrigel mit Ring: 2,9 £ 0,3; p > 0,56;
CAM-Ubergang: ohne Abdeckung mit Ring: 3,9 +0,1; Frischhaltefolie mit Ring:
3,8 £ 0,3; Matrigel mit Ring: 2,9 = 0,2; p > 0,47; Oberflache: ohne Abdeckung mit Ring:
3,1 £ 0,5; Frischhaltefolie mit Ring: 2,8 + 0,3; Matrigel mit Ring: 2,6 + 0,3; p > 0,33).
Bezogen auf das Tubulointerstitium war lediglich mit Matrigel und Ring eine Verbes-
serung zu erkennen (Tubulointerstitium: ohne Abdeckung mit Ring: 3,7 £ 0,1; Frisch-
haltefolie mit Ring: 3,4 + 0,1; Matrigel mit Ring: 3,1 £ 0,1; p < 0,0001 mit Matrigel und
Ring; ansonsten p > 0,18; keine Abbildung).
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4 Diskussion

Die Mdoglichkeiten, in der Nierenforschung die Licke zwischen der in-vitro-Zellkultur
und dem in-vivo-Tierversuch zu schlief3en, sind bisher zeitlich auf wenige Stunden li-
mitiert und eher bei embryonalem Gewebe erfolgsversprechend. Insbesondere sind
Methoden zur Untersuchung physiologischer und pathophysiologischer Fragestellun-
gen an kultivierten Nieren aul3erhalb des Organismus rar (19). Adultes Nierengewebe
ist schwer am Leben zu halten, da es empfindlich gegentiber Hypoxie ist und durch

Diffusion nur unzureichend mit Nahrstoffen und Sauerstoff versorgt werden kann (23).

Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe haben gezeigt, dass das CAM-Modell als ex-vivo-
Modell eine mdgliche Alternative darstellt und ein erfolgreiches Anwachsen von muri-
nem Nierengewebe verspricht (8). Anders als bei der ,precision-cut-kidney-slices“-Kul-
tur (PCKS), bei der Nierenschnitte in einem physiologischen Puffer oder Nahrmedium
kultiviert werden, imitiert die Kultivierung auf der CAM die naturlichen Wachstumsbe-
dingungen im Organismus besser und ermdglicht auf diese Weise, Nierenschnitte tiber
den Zeitraum von bis zu 7 Tagen zumindest teilweise vital zu halten (8, 18, 30). Die
Kultivierung auf der CAM konnte in nierenbezogenen Forschungsfeldern angewandt
werden, wobei zu betonen ist, dass diese Kultivierungsmethode die ethischen 3R-Prin-
zipien (reduce, replace, refine) erfillt (46, 47). Unsere Arbeitsgruppe beschaftigt sich
schwerpunktmalf3ig mit der Forschung zur autosomal dominanten polyzystischen Nie-
renerkrankung (ADPKD) und hat bereits erfolgreich Nierenzysten von betroffenen Pa-
tienten im CAM-Modell kultiviert. Neben der genaueren Erforschung zu den Pathome-
chanismen und Hintergriinden der Krankheit dient die Kultivierung auf der CAM auch
der Testung potenzieller Therapeutika direkt an Patientengewebe, um davon patien-

tenindividuelle Behandlungsmaoglichkeiten ableiten zu kénnen (8).

Wahrend das Uberleben humaner Nierenzysten auf der CAM problemlos méglich ist,
gestaltet sich die Kultivierung reifer, adulter Mausenieren auf der CAM deutlich auf-
wendiger und schwieriger. Grundsatzlich ist jedoch eine Kultivierung mdglich, bisher
scheint ein Vlies als Bedeckung des Nierenschnittes wichtig und notwendig, um ein
Anwachsen des Gewebes an der CAM zu ermdglichen. Darunter ergaben sich Hin-
weise auf eine zumindest teilweise erhaltene Vitalitat, besonders der proximalen Tubuli
und Sammelrohre, wahrend v. a. der dicke aufsteigende Ast der Henle-Schleife und

distale Tubulus als hypoxieempfindlichere Nephronteile grél3ere Schaden zeigten (8).
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In der vorliegenden Arbeit wurde zur Verbesserung des etablierten Protokolls nach
einer Optimierung der Versuchsbedingungen zur Kultivierung von Nierenschnitten auf
der CAM gesucht: Es kamen 16 unterschiedliche Abdeckungen zum Einsatz, die das
Gewebe vor Austrocknung schutzen und das Anwachsen auf der CAM beglnstigen
sollten. Zudem wurden verschiedene Medien mit Zusatz von Wachstumsfaktoren ge-
testet, um eine optimale Nahrstoffversorgung der Nierenschnitte zu ermdglichen.
Durch tagliche Exokulation mehrerer Nierenschnitte wurde daruber hinaus die opti-
male Versuchsdauer ausgetestet, so dass eine Kultivierung der Schnitte tUber einen

maoglichst langen Zeitraum mit moéglichst geringem Schaden zu ermdglichen.

4.1 Allgemeine Beurteilung der Ergebnisse

Zur Beurteilung des Erhalts des Nierengewebes nach Kultivierung auf der CAM an-
hand HE-gefarbter histologischer Praparate wurde ein Schadigungsscore erstellt, der
sich an bestehenden nephropathologischen Bewertungssystemen orientiert (56—60).
Dieser Score sollte die wesentlichen, im HE-Praparat auffalligen Veranderungen, die
sich durch die ex vivo Kultivierung ergeben und einem Schadigungsmuster nach einer
Ischamie-Reperfusionsverletzung ahneln, erfassen (8, 61). Dabei handelt es sich um
eine selbsterstellte, semiquantitative Einteilung in Kategorien mit einer Graduierung in
5 Abstufungen von 0 (schlecht) bis 4 (gut), sie dient jedoch v. a. dazu, die Nieren-
schnitte untereinander vergleichbar zu machen und sollte nicht absolut gesehen wer-

den.

Bei der Analyse der Untersuchungsreihe fiel auf, dass grundsatzlich die peripheren
Gebiete in den Praparaten, die dem Rindenbereich der Niere entsprechen, besser er-
halten waren, wahrend zentral im Nierenmark das Ausmalfi an Nekrosen bestimmend
war. Ahnliche histologische Auffalligkeiten sind aus friiheren Experimenten im CAM-
Modell mit Nieren von Ratten, Hamstern und Enten bekannt (49, 51). Um Unterschiede
zwischen den Versuchsgruppen zu detektieren, wurde die Auswertung deshalb an den

peripheren Zonen der Praparate durchgefihrt.

Generell konnten im HE-Praparat an den Nierenkorperchen im Vergleich zum Priméar-
material ein Verlust und Verdnderungen der glomerularen Zellkerne beztglich ihrer
Grolke, Anfarbbarkeit und Form festgestellt werden. Zellkerne mit Zeichen einer Kary-

opyknose, Karyorrhexis mit apoptotischen Korperchen und Karyolyse oder mit
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besonders schwacher Anfarbbarkeit wurden als atypische Zellkerne identifiziert und
spiegelten das jeweilige Ausmald an Apoptosen und Nekrosen der Nierenkdrperchen
wider (11, 60). Zudem fuhrte die Kultivierung zu einer Erweiterung des glomerularen
Kapselraumes und dessen Fullung mit hyalinem Material, was vermutlich durch die
Akkumulation von Urinprodukten, aufgelosten Zellen und Erythrozyten entsteht und

somit bei vermehrtem Vorkommen ein Zeichen gréf3eren Schadens ist.

Die beobachteten Veranderungen des tubulointerstitiellen Raumes umfassen neben
den oben beschriebenen Veranderungen und Verlusten an Zellkernen weitere As-
pekte: Ahnlich wie im glomerularen Kapselraum konnte im Tubuluslumen eine unter-
schiedlich ausgepréagte Erweiterung und Fillung nachgewiesen werden. Dabei kénnte
es sich um eine Mischung aus abgeschilferten Burstensaum, abgeltsten Zellen, Kom-
plement und Immunglobuline sowie verklumpte Proteine und andere Harnbestandteile
handeln. Manche Tubuli waren in ihrer Gesamtheit besser erhalten als andere, was in
Vorarbeiten der Arbeitsgruppe bereits festgehalten wurde. Durch eine Immunfluores-
zenzfarbung auf Uromodulin, welches als Markerprotein fir den proximalen Tubulus
gilt, konnte nachgewiesen werden, dass die proximalen Tubuli grundsatzlich weniger
empfindlich gegentber der hypoxischen Bedingungen auf der CAM waren als andere
Nephronabschnitte und deshalb besser erhalten blieben (8). Solche Analysen wurden
im Rahmen dieser Arbeit nicht durchgefiihrt, kbnnen sich aber zur detaillierten Unter-

suchung in weiteren Studien anschliel3en.

Auffallig war, dass in allen Praparaten an der Verwachsungszone der Niere mit der
CAM ein Areal zu sehen war, in der das Nierenparenchym keine Zellkerne aufwies
bzw. die Zellen sich in Auflésung befanden. Zudem waren in diesem Bereich Ansamm-
lungen monomorpher Zellkerne und einzelne Huhnererythrozyten zu beobachten. Um
was es sich morphologisch bei diesen Zellansammlungen handelt, misste in weiteren
Untersuchungen, beispielsweise durch immunhistochemische Farbungen erforscht
werden. Mit langerer Kultivierungszeit wurde die Ausdehnung dieser Zone grél3er. Da-
bei zeigte sich kaum ein Gradient, sondern eher eine definierte Grenze zum vitalen
Gewebe. Durch das Anschneiden des Gewebes scheint diese Reaktion eher nicht be-
dingt zu sein, war eine solcher Bereich doch zur Oberflache hin nicht zu beobachten.
Die oberflachlichen Bereiche zur Luftseite hin zeigten atrophes Nierenparenchym in

unterschiedlicher Ausdehnung, was die Notwendigkeit einer Abdeckung unterstreicht,
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um die durch Austrocknung und Minderversorgung bedingte Schadigung der Niere so

gering wie maglich zu halten.

4.2 Bewertung der Abdeckungen nach 7 Tagen Kultivierung

In den ersten Versuchen wurden 16 verschiedene Abdeckungen einem Screening auf
ihre Eignung unterzogen, die Vitalitéat der Nierenschnitte zu verbessern. Es ergaben

sich Unterschiede im Ausmal? der Schadigung nach 7 Tagen:

Einige Abdeckungen flihrten zu einem guten Ergebnis, was ihre Notwendigkeit unter-
streicht, um das Anwachsen und die Immobilisation auf der CAM zu beschleunigen
sowie den Kontakt zur CAM Uber den Versuchszeitraum trotz der aktiven Bewegungen
des Hiuhnerembryos zu verbessern. Zudem wird durch eine Abdeckung fir eine konti-
nuierliche, durchdringende Versorgung der Niere mit Nahrstoffen des applizierten Me-
diums gesorgt, was sich in der besser erhaltenen Vitalitat des Nierenparenchyms wi-
derspiegelt. Insgesamt waren die Nierenkdrperchen in den Praparaten besser erhalten
als das Tubulointerstitium und damit leichter zu erndhren. (8, 61) Um beide Komparti-
mente mdglichst vital zu halten, scheint die Bedeckung mit einem dinnen Vlies oder
Cellophanfolie am besten geeignet zu sein. Die Untersuchung ergab, dass die beiden
Abdeckungen zudem eine geringe Ausdehnung der Schadigung am Ubergang des
Nierenparenchyms zur CAM aufweisen. Auf3erdem scheint sich Aclarfolie zu eignen,
diese ist jedoch sehr teuer und damit nicht die erste Wahl. Lediglich fur einen guten
glomerularen, jedoch nicht tubulointerstitiellen Erhalt sorgten zudem die Bedeckung

mit Frischhaltefolie und Schwamm.

Cellophanfolie hat den Vorteil, dass sie preiswert und durch ihre Hitzebestandigkeit im
Gegensatz zu anderen Folien autoklavierbar ist. Auf3erdem scheint sie durchlassiger
zu sein als Frischhaltefolie, Folie und ein Deckglaschen und daher zu einer besseren
Nahrstoff- und Sauerstoffversorgung zu fuhren. Auffallig war, dass vermutlich die me-
chanische Reizung beim taglichen Wechsel des Cellophans zu teils grol3en Unter-
schieden im Erhalt der Nierenschnitte fuhrte. Ein Verzicht auf einen Folienwechsel
Uber den Versuchszeitraum zeigte jedoch keine Verbesserung und erschwerte das
Abloésen am Tag der Exokulation. Durch ein Anfeuchten mit Medium vor dem Wechsel
oder ein seitliches Einspritzen des Mediums konnte das Handling weiter optimiert wer-

den.
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Eine Bedeckung mit Vlies behindert durch seine fehlende Transparenz eine Beobach-
tung der Entwicklung der Nierenschnitte. Da der gute Erhalt der Vitalitat jedoch im

Vordergrund steht, bietet sich ein Vlies dennoch als Abdeckung der Nierenschnitte an.

Die Kultivierung als Langsschnitt fihrte zu einem Uberdurchschnittlich guten Erhalt des
oberflachlichen Nierenparenchyms, da die Niere zur Luftseite hin durch ihre physiolo-
gische Kapsel vor Austrocknung geschuitzt war. Zudem war hier lediglich eine Schnitt-
flache notwendig. Die Schnitte sollten jedoch bevorzugt mit einem Vibratom gefertigt
werden als mit einer Rasierklinge, um trotz schwieriger Schnittfihrung eine Schnittdi-
cke <500 um und eine bessere Vitalitat des Nierengewebes zu erreichen. Der Ver-
brauch an Nieren und damit an Versuchstieren ist zudem deutlich gré3er, da eine Niere
nur 2—-3 Nierenscheiben im Langsschnitt ergibt. Es ist vorstellbar, nach Etablierung
des optimierten Protokolls solche Langsschnitte mit ihrer natirlichen Kapsel in Kombi-

nation mit einer Bedeckung mit Cellophan oder Vlies zum Einsatz zu bringen.

Eine Bedeckung mit einer Agarosescheibe oder einem Agarosering fuhrte nicht zum
gewunschten Ergebnis. Auffallig war, dass in diesen Préaparaten sehr viele Blutgefal3e
in Richtung der Agarose entwickelten und die Agarosescheiben tber den Versuchs-
zeitraum schrumpften. Der Zucker scheint einen Effekt zu haben, der die Vitalitat des

Nierenparenchyms nicht fordert, sondern vielmehr der Erndhrung des Embryos dient.

In der Literatur ist beschrieben, dass die Injektion eines Gels mit Kollagen | in Mausen
eine erfolgreiche Regeneration des Nierengewebes nach vorheriger Ischamie-Reper-
fusionsverletzung verspricht (62). Der Einsatz eines Kollagengels als Matrix fir die
Niere sorgte jedoch nicht fir einen guten tubulointerstitiellen Erhalt des Gewebes und

stellt somit keine erfolgsversprechende Alternative dar.

Andere Materialien (Gartenvlies, Gaze, Filter, Schwamm) waren durch ihre Dichte
ebenfalls nicht dazu geeignet, eine adaquate Versorgung der Niere mit Nahrstoffen zu

erreichen.

Neben einiger dieser Abdeckungen sorgte die Kultivierung mit Matrigel flr eine aus-
gepragte und starkere Schadigung des Nierenparenchyms als ohne Abdeckung. Mat-
rigel stellt ein sehr komplexes Gemisch aus tber 1800 Proteinen dar, so dass kein
eindeutiger Bezug zwischen einer spezifischen Substanz und ihrer Wirkung auf die

Nierenphysiologie hergestellt werden kann (63). Im verwendeten Standardmatrigel mit
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einer Proteinkonzentration von 9,3 mg/ml waren etwa 60 % Laminin, 30 % Kollagen IV
und 8 % Entactin enthalten. Aus Versuchen mit embryonalen Nieren ist bekannt, dass
v. a. Laminin und Entactin die Tubulogenese fordern, wéhrend viele andere Stoffe, so
auch Kollagen 1V, eine hemmende Wirkung haben (64). Es ist denkbar, dass diese

Substanzen ebenfalls eine Wirkung auf die Niere im ausgereiften Zustand entfalten.

4.3 Veranderungen uber den Zeitverlauf einer Woche

Im Zeitverlauf Gber eine Woche wurde mit steigender Versuchsdauer eine starkere
Schadigung sowohl des glomerularen als auch des tubulointerstitiellen Kompartiments
der Mauseniere nachgewiesen, wenn sie ohne Abdeckung kultiviert wurde. Auch das
Schadigungsausmal am CAM-Ubergang und im oberflachlichen Bereich folgte die-
sem Trend. In friheren Experimenten mit Nieren embryonaler Versuchstiere im CAM-
Modell konnte bereits gezeigt werden, dass das Ausmald an Nekrosen des Pa-

renchyms mit der Versuchsdauer proportional zusammenhangt (50).

Die grof3ten Veranderungen ergaben sich in den ersten 24 Stunden als Zeichen einer
akuten Schadigung und Empfindlichkeit des Nierengewebes gegeniber hypoxischen
Bedingungen. Interessanterweise blieb in den darauffolgenden Tagen die Zunahme
an Nekrosen und anderer Zeichen der Schadigung v. a. glomerular, aber auch tu-
bulointerstitiell gering, bevor ab Tag 5 bis Tag 7 eine starke Verschlechterung des
Zustandes des Nierenparenchyms zu verzeichnen war. Insgesamt waren im tubuloin-
terstitiellen Raum schon zu einem friiheren Zeitpunkt Zeichen aufgeldster Strukturen
und interstitieller Zelldetritus nachweisbar, wahrend die Glomeruli langer stabil blieben,

was zu friheren Beobachtungen passt (61).

Im Vergleich dazu war in den Nierenschnitten, die 5 Tage lang mit Vlies, Cellophan
oder Schwamm kultiviert wurden, ein geringeres Schadigungsausmali zu beobachten.
Zudem nahm die Schadigung bis zur Exokulation nach 7 Tagen nicht so stark zu wie

bei der Kultivierung ohne Abdeckung.

In der immunhistochemischen Farbung mit einem monoklonalen Antikorper gegen das
Antigen PCNA zum Nachweis proliferierender Zellen in den renalen Strukturen konn-
ten PCNA positive Zellkerne v. a. nach 3-5 Tagen der Kultivierung nachgewiesen wer-

den. Vorher im Zeitraum der akuten Schadigung fand ebenso wenig eine Proliferation
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statt wie nach 6 bzw. 7 Tagen. Die Proliferation kdnnte als Zeichen einer einsetzenden,
partiellen Regeneration der Zellen zu werten sein, bevor die Niere, wie lichtmikrosko-
pisch auch beobachtet werden konnte, gro3eren Schaden nimmt. Auffallig war, dass
in der Nahe der CAM mehr Proliferation zu erkennen war.

Wie in den Vorarbeiten der Arbeitsgruppe gab es keine Anzeichen fiir eine Fusion von
Nieren- und CAM-Gefal3en, da in der CD31-Farbung Hiuhnererythrozyten nur in den
Arteriolen, jedoch nicht in den peritubuléaren Kapillaren nachweisbar waren (65). Dass
das Ausmald an CD31-gefarbten Endothelzellen als Zeichen einer Gefal3proliferation
an der Ubergangszone zwischen CAM und M&useniere iber den Zeitverlauf einer Wo-
che zunimmt, zeigt, dass wahrend der Kultivierung eine Interaktion und Reaktion der
Méauseniere und CAM aufeinander stattfinden. Da es gerade in dem Bereich, wo die
renalen Strukturen lichtmikroskopisch am schlechtesten erhalten sind, zu einem Ein-
spriel3en von Gefallen kommt, legt die Vermutung nahe, dass es hypoxiebedingt tiber
eine Hochregulation des vascular endothelial growth factor (VEGF) zur Stimulation des

GefalRwachstums kommt (66).

In der ultrastrukturellen Analyse mit dem Transmissionselektronenmikroskop konnte
eine friihzeitige Schadigung und Auflésung der Tubuli und Glomeruli mit Vakuolenbil-
dung und Zellkernpyknose in den ersten 48 h nachgewiesen werden. Interessanter-
weise kommt es im Laufe der Woche zu einer Verdickung der Kapsel, einer Verbreite-
rung der Basalmembran um die Kapillarschlingen sowie gegen Ende der Versuchswo-
che in einzelnen Arealen zur Einsprossung von Kollagenfibrillen um die Bowman-Kap-
sel. All diese Mechanismen zeigen eine Fibrosierung an und dienen dazu, toten Raum
mit Ersatzmaterial auszufillen, das zwar weniger Funktion erfillt als intaktes Nieren-
parenchym, jedoch umgebene Strukturen stabilisiert (59, 60, 67). Auffallig war zudem,
dass die Podozyten mit ihren Ful3fortsatzen auch nach 7 Tagen noch teilweise erkenn-
bar waren, wahrend die Endothelzellen, die bekanntermal3en sehr hypoxieempfindlich
sind, sich frihzeitig vollstandig auflésten. Somit scheinen die Podozyten resistenter

gegenuber hypoxischen Bedingungen zu sein.
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4.4 Weitere Modellierung der Versuchsbedingungen

Der Einsatz verschiedener Nahrmedien zeigte, dass sich RPMI-Medium besser daflr
eignet, die Vitalitdt des Nierenparenchyms aufrechtzuerhalten, als DMEM High Glu-
cose, inshesondere, wenn DMEM mit den substituierten Substanzen eingesetzt wurde.
Das substituierte DMEM-Medium wurde bei der ex vivo Kultivierung metanephritischer
Mausenieren auf speziellen Filtern etabliert (68). Die zugesetzten Faktoren und Hor-
mone, Insulin, Transferrin, Natriumselenit, Prostaglandin E und Triiodthyronin, unter-
stutzen dort die Nephrogenese, scheinen jedoch auf die renale Struktur adulter, aus-

gereifter Nieren keine positive Wirkung auszutiben.

Der Einsatz eines Silikonringes mit dem Ziel, den Kontakt der Niere mit der CAM zu
verstarken und fur eine kontinuierlich feuchte Umgebung zu sorgen, brachte nicht den
gewtunschten Erfolg. Stattdessen war makroskopisch eine Verdickung der CAM inner-
halb des Ringes sowie eine verstarkte Verdrangung des Nierengewebes zu beobach-

ten.

4.5 Zusammenfassung und Optimierungsvorschlage

Im CAM-Modell ist es mdglich, Schnitte von Mausenieren au3erhalb des Organismus
fur einen langeren Zeitraum am Leben zu halten. In der vorliegenden Arbeit wurde das
bestehende Protokoll durch Austesten verschiedener Versuchsbedingungen (Abde-
ckungen, Zeitverlauf, Medien) so weit modifiziert, dass eine deutlich verbesserte Vita-
litat des Nierenparenchyms erreichbar war. Als gute Abdeckung stellte sich Cellophan-
folie und alternativ ein Vlies heraus, die fir den nétigen Schutz vor Austrocknung, eine
kontinuierliche N&hrstoffversorgung und einen guten Kontakt der Niere zur CAM sor-
gen.

Die Niere sollte nach Entnahme aus der Maus optimalerweise innerhalb weniger Mi-
nuten verarbeitet und bereits in der Vorbereitung bis zur Inokulation im Medium gehal-
ten werden. Vor Inokulation sollte die CAM-Oberflache mit einer Pipettenspitze leicht
angeraut werden, um eine Mikroblutung der CAM-Gefal3e zu induzieren und das An-
wachsen der Niere zu beschleunigen (35). Als Behandlungsmedium bieten sich 100 pl

RPMI-Medium an. Es ware sinnvoll, in der sensiblen Phase zu Beginn des
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Versuchszeitraums mehrmals taglich mit Medium zu behandeln, um den anfangs hy-

poxischen Wachstumsbedingungen entgegenzuwirken.

Um einen mdglichst langen Versuchszeitraum mit moéglichst geringem Schadigungs-
ausmalfd zu haben, wirden sich als optimale Versuchsdauer 4 bis 5 Tage bei der Kul-
tivierung ohne Abdeckung anbieten, mit einer Abdeckung verlangert sich der Zeitraum
auf max. 7 Tage. Der genaue maximale Zeitraum sollte in weiteren Versuchen fir jede
Abdeckung individuell eruiert werden. In dieser Arbeit fielen bei der Beurteilung der
HE-Praparate keine wesentlichen Unterschiede im Erhalt nach 5 und 7 Tagen unter
Vlies und Cellophan auf, interessant wéare jedoch auch eine genauere morphologische

Beurteilung mitteln Transelektronenmikroskopie.

Ein n&chster Schritt ware nun, die Praparate mittels Immunfluoreszenz auf glomerulare
und tubuléare Marker zu farben, um eine detailliertere Analyse des Vitalitats- und Schéa-

digungsmusters zu erméglichen.

Mit der vorliegenden Arbeit wurde eine wesentliche Grundlage fur weitere Untersu-
chungen patho-/physiologischer Prozesse von adulten Nierengewebe im CAM-Modell
geschaffen, die weitreichende Mdglichkeiten der Analyse auf molekularer und ultra-

struktureller Ebene bietet.

Offen bleibt, wie das zellkernfreie Areal an der Verwachsungszone zwischen Niere und
CAM bewertet und in seiner Ausdehnung weiter reduziert werden kann. In der Literatur
findet sich eine Methode, die bei der Kultivierung embryonaler Mausenieren zum Ein-
satz kommt: Hierbei werden die Nieren nicht direkt auf die CAM gelegt, sondern auf
einem durchlassigen Minireservoir, geschnitten aus einem Transwell-Zellkultureinsatz,
gelagert, um eine kontinuierliche Versorgung mit dem Nahrmedium zu erreichen (69).
Ob sich diese Methode auch zur Kultivierung adulter Mausenieren eignet und gleich-
zeitig die Reaktion am Ubergang zwischen Niere und CAM verhindern kann, sollte in

weiteren Versuchen ausgetestet werden.

Dartber hinaus ware interessant, ob sich durch Zugabe anderer Wachstumsfaktoren
und Hormonen das Anwachsen der Niere auf der CAM weiter beschleunigen lasst, um
fur eine frihzeitige, stabile Nahrstoffverfligbarkeit zu sorgen. Neben Faktoren wie dem
vascular endothelial growth factor (VEGF) oder Endothelin-1, die die Angiogenese for-

dern, wéren v. a. Versuche mit dem hepatocyte growth factor (HGF) naheliegend (70).
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Dieser ist ein bedeutsamer Wachstumsfaktor fiir die Entwicklung und Aufrechterhal-
tung der Architektur des Nierenparenchyms (64). Er wirkt z. B. in in-vivo-Versuchen
mit Ratten mitogen und beeinflusst die Morphologie von Nierenepithelzellen (64, 71).
Zudem wird HGF bei der Regeneration nach einer Ischamie der Niere in seiner Ex-
pression hochreguliert und kann durch intravendse Injektion in Mausen mit akutem
Nierenversagen die Synthese von Nierentubuluszellen stimulieren (71). Neben HGF
konnten weitere Wachstumsfaktoren untersucht werden, beispielsweise verschiedene
Liganden des epidermal growth factor-Rezeptors (EGFR), deren Einfluss auf die Tu-

bulugenese in der Nierenentwicklung nachgewiesen ist (72).

Es ist allgemein bekannt, dass weibliche Mause weniger empfindlicher auf Hypoxie
reagieren als mannliche und widerstandsfahiger sind (14). Da der Fokus dieser Arbeit
auf Versuchen mit mannlichen Mausen lag, wére es wichtig, die Ergebnisse mit der
Physiologie von Nieren weiblicher Mause zu vergleichen, um einen méglichen ,Gen-

der-Effekt” zu detektieren.

Interessant ware aul3erdem, ob es leichter umsetzbar ist, Nieren erkrankter Mause auf
der CAM zu kultivieren unter der Annahme, dass diese bedingt durch die Krankheit
besser an hypoxische Bedingungen angepasst sind, was ihre Uberlebensfahigkeit in
der avaskularen Phase auf der CAM bis zum Anschluss an das Kapillarsystem positiv

beeinflussen konnte (35).

4.6 Ausblick auf weitere Forschungsanwendungen

Es wird zunehmend daran geforscht, histopathologische, insbesondere nephropatho-
logische Gewebefarbungen bildbasiert mittels kunstlicher Intelligenz (KI) und Deep-
Learning-Anséatzen (DL) auswerten zu kénnen (73). Bisher ist es moglich, durch Algo-
rithmen PAS-Farbungen von Nierenschnitten zu segmentieren (74). Ein Ziel dieser
Bildverarbeitung kdnnte sein, auch HE-Farbungen von Nierenschnitten schnell, auto-
matisiert und reproduzierbar zu segmentieren und quantitativ auszuwerten, um weitere

Aussagen zu den verschiedenen Wachstumsbedingungen zu treffen (75).

Wichtig ware aul3erdem, die Interaktion zwischen Niere und Hilhnerembryo besser zu
verstehen, wofur sich der Einsatz mit Immunfluoreszenz markierter Hiihnereier anbie-

tet, da hiermit eindeutig die Herkunft infiltrierender Zellen innerhalb des inokulierten
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Nierengewebes dem Huhn zugeordnet werden kdnnte. Zudem waére interessant, zu
untersuchen, wie lange es dauert, bis die Nieren Anschluss an die CAM-Gefal3e be-
kommen und wann auf eine avaskulare die vaskuléare Phase folgt (35). Dieser Frage-
stellung kdnnte mittels ultrafrequenter Ultraschalluntersuchungen in ovo - einem Ver-

fahren, das in unserer Arbeitsgruppe kirzlich etabliert wurde, nachgegangen werden.

Ubergeordnetes Ziel ist es, das CAM-Modell als 3D-in-vivo-Modell zur Bearbeitung
nephrologischer Fragestellungen zu etablieren, um die Pathophysiologie an Schnitten
krankhaft veranderter Nieren von Mausen, aber auch an humanem, beispielsweise aus
Tumornephrektomien stammenden Material von Patienten mit einer chronischen Nie-
renerkrankung untersuchen zu kdnnen. Aus dem Schwerpunkt unserer Arbeitsgruppe
auf der Forschung zur autosomal dominanten polyzystischen Nierenerkrankung
(ADPKD) ergibt sie ein besonderes Interesse daran, Schnitte von ADPKD-Mausen auf
der CAM zu kultivieren, um die pathophysiologischen Prozesse dieser Krankheit bes-
ser nachzuvollziehen (8). Daneben ist es denkbar, das CAM-Modell fir die Untersu-
chung verschiedener anderer Formen der akuten oder chronischen Nierenschéadigung
zu nutzen und den Beitrag endogener und exogener Pathomechanismen zur Entziin-

dung, Fibrose oder verschiedener anderer Formen der Schadigung zu analysieren.
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5 Zusammenfassung

Das sog. Chorionallantoismembran-Modell (CAM-Modell) stellt eine Alternative zum
klassischen Tierversuch dar und bietet neue Untersuchungsmaglichkeiten nephrologi-
scher Fragestellungen. Fir die Kultivierung embryonaler Mausenieren wird das Modell
bereits eingesetzt, adulte Mausenieren ex vivo in Kultur zu halten, ist bisher nur fur
einige Stunden mdglich — gleichwohl es wertvoll ware, auf diese Weise pathophysio-

logische Mechanismen verschiedener Formen der Nierenschadigung zu untersuchen.

Ziel der Arbeit war es, Bedingungen zu schaffen, unter denen adultes Mausenieren-
gewebe Uber einen langeren Zeitraum auf3erhalb des Organismus am Leben gehalten

werden kann, um physiologische Prozesse am vitalen Gewebe zu untersuchen.

Insgesamt wurden hunderte Schnitte von Nieren gesunder, adulter Mause fur mehrere
Tage auf der CAM kultiviert und unterschiedliche Abdeckungen (z. B. Aclarfolie, Kol-
lagen, Cellophan, Schwamm und Vlies) sowie verschiedene Medien und Wachstums-
faktoren verglichen. Zudem wurden taglich Schnitte entnommen, um morphologische
Veranderungen Uber den Zeitraum einer Woche zu beurteilen. Die Auswertung erfolgte
histologisch anhand verschiedener Farbungen sowie durch eine eigens etablierte se-
miquantitative Beurteilung des Schadigungsausmales des renalen Gewebes anhand

histomorphologischer Kriterien (z. B. Zellularitat und Zellkernveranderungen).

Es konnten die Versuchsbedingungen so weit optimiert werden, dass auch nach einer
Woche eine deutlich verbesserte Vitalitdt des Nierenparenchyms im HE-Praparat vor-
lag. Als geeignete Abdeckung erwiesen sich eine Cellophanfolie, die taglich zur Be-
handlung mit dem Nahrmedium gewechselt wird bzw. ein diinnes Vlies. Beide Abde-
ckungsformen sorgten daflr, das Gewebe vor Austrocknung zu schitzen und eine
konstante Nahrstoffversorgung Uber den Versuchszeitraum aufrechtzuerhalten. Die
HE-Praparate zeigten, verglichen mit den anderen Abdeckungen, einen besseren Er-
halt der glomerularen und tubularen Zellkerne und Zellstrukturen. Ohne Abdeckung
erschien eine Versuchsdauer von 5 Tagen fir einen minimalen Schaden optimal, mit

entsprechender Abdeckung kénnte sich der Zeitraum weiter verlangern.

Mit dem in dieser Arbeit optimierten Protokoll kann das CAM-Modell als in vivo Kulti-
vierungsmethode fir adulte Mausenieren ein breites Spektrum an nierenbezogenen

Fragestellungen eré6ffnen.
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