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1 Einleitung

3. Einleitung

Retinoide spielen eine wichtige Rolle in der Organogenese (definieren unter anderem
die Anzahl der Nephrone), der Differenzierung von Epithelien sowie deren
Regeneration. Retinoid bindendes Protein (RBP) dient als Transportprotein im Blut.
Retinol-RBP-Komplexe werden unter physiologischen Bedingungen glomerular
filtriert und vollstandig im proximalen Tubulus mittels Rezeptor-vermittelter
Endozytose via Megalin riickresorbiert.

In der vorliegenden Dissertation wird untersucht, welche Auswirkungen die
Reabsorption von Retinoiden in Form von Retinol-RBP-Komplexen auf die tubuléare
renale Schadigung als auch auf die Regeneration der Epithelien nach Ischamie-
Reperfusion hat. Schliellich stellt beispielsweise in der Transplantationsmedizin der
Ischamie-Reperfusion-Schaden eine kritische GroRRe fiur die Transplantat-Funktion
bzw. fur das Transplantat-Uberleben dar.

3.1. Retinoide

Retinoide sind laut internationaler chemischer Nomenklatur definiert als Vitamin A
und seine Derivate, von denen hauptsachlich all-trans Retinolsdure und 9-cis-
Retinolsaure metabolische Vorgadnge im Kérper vermitteln (Pino-Lagos et al. 2008).

Retinoide spielen eine zentrale Rolle bei der Proliferation und Differenzierung
epithelialer und vaskularer Zellen und sind dadurch bereits in der Embryogenese von
grol3er Bedeutung (Chambon 1996; Stephensen 2001; Mark et al. 2006). Eine
tragende Rolle spielen sie ebenfalls beim Sehvorgang, da sie Bestandteil des
Sehpigments sind und die Photonenenergie in eine chemische Isomerisierung
Ubersetzen, wodurch visuelle Signale generiert werden (Kusakabe et al. 2009). Des
Weiteren regulieren sie die Ausbildung epithelialer Strukturen und garantieren die
Barrierefunktion der Organe gegenuber Keimen (McCullough et al. 1999). Ferner
sind sie in die Regulierung von Immunantworten involviert, indem sie die Bildung von

regulatorischen T-Lymphozyten induzieren (Pino-Lagos et al. 2008).

3.1.1. Retinol-Stoffwechsel

Vitamin A wird aus der Nahrung in Form von Betacarotin oder Fettsaureester durch
den Enterozyten aufgenommen und in Retinol metabolisiert. Nach Inkorporation in

Chylomikronen gelangt Retinol in die Leber, wo es in Stellatumzellen gespeichert
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wird. Die Leber speichert unter physiologischen Bedingungen 80% des im
menschlichen Koérpers vorhandenen Vitamin A und weist eine Speicherkapazitat von
200-500 mg auf (Senoo et al. 2007). Die Sekretion von Vitamin A aus der Leber
erfolgt nach Bindung an das Transportprotein Retinol-Bindeprotein, das fir den
Transport im Blutkreislauf verantwortlich ist (Harrison 2005).

Innerhalb der Zelle bindet Retinol an RAR- und RXR- Rezeptoren, die als
Transkriptionsfaktoren an spezifische DNA-Sequenzen binden und so u.a. die
Expression von PKC und den MAP-Kinasen ERC1/2, JNK und p38 regulieren (Xu et
al. 2004).

3.1.2. Retinol-Bindeprotein (RBP)

RBP ist ein 21 kD grof3es Protein, das das lipophile Retinol in der Leber bindet und
im Blutkreislauf transportiert (Christensen und Willnow 1999). Zusatzlich bindet das
55 kD grof3e Transthyretin (TTR) an 95% der zirkulierenden Retinol-RBP-Komplexe,
sodass die Molekilmasse vergroRert und so eine rasche renale Elimination
verhindert wird (Christensen et al. 1999). Die ubrigen 5% der Retinol-RBP-Komplexe
werden vollstdndig im Glomerulum filtriert und im proximalen Tubulus via Megalin
rickresorbiert (Usuda et al. 1983). Bei Megalin-defizienten Mausen finden sich RBP
und Retinol im Urin, wobei diese Substanzen im Urin von Wildtyp-Mausen nicht
gefunden werden (Christensen et al 1999). Ein Knockout des Retinol-Bindeproteins
ist von Quadro et al. beschrieben worden: sie Uberfihrten einen spezifischen
Inaktivitditsvektor aus einer mutierten Sequenz des RBP-Gens, einem
Neomycinresistenzgen und einem Thymidinkinasegen, in embryonale Stammzellen
eines murinen C57BL/6J-Stammes. Durch homologe Rekombination gelang ein
Austausch des unversehrten Gensegments mit dem Inaktivitatsvektor, woraufhin der
veranderte Genabschnitt nicht mehr transkribiert wurde (Quadro et al. 1999).

RBP tritt bei Proteinurien auf, deren Ursache eine verminderte Rickresorption im
proximalen Tubulussystem ist und stellt so einen Marker fir Schadigungen des
proximalen Tubulussystems dar (Bernard und Lauwerys 1991).

3.1.3. Megalin (gp 330)

Megalin ist ein 600 kD grof3es Membranprotein, das vor allem im Birstensaum des
proximalen Tubulusepithels der Niere lokalisiert ist (Zheng et al. 1994). Aufgrund

seiner Funktion und strukturellen Eigenschaft gehort es zur Familie der LDL-
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Rezeptoren (Hjalm et al. 1996). Megalin weist eine einzelne Transmembrandomane
auf sowie einen kurzen zytoplasmatischen Schwanz und ein grol3es Amino-
terminales Ende, das in den Extrazellularraum ragt (Saito et al. 1994). Das
extrazellulare Ende besitzt 4 Zystin-reiche complement-type repeats als
Ligandenbindungsdomanen und sogenannte epidermale Wachstumsfaktor
Vorlaufereinheiten (epidermal growth factor precursor homology domains), tber die
eine pH-Wert abhéngige Ablésung der Liganden vom Rezeptor reguliert wird (Davis
et al. 1987) (siehe Abb.1).

Abb.1: Darstellung der strukturellen

Organisation von Megalin. Die NPxY-
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PTH
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Amylase
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Journal of Physiology ((Christensen und

Apical Birn 2001))
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(%ETCOOH
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Transmembrane domain
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Die Hauptfunktion von Megalin ist die Endozytose-vermittelte Rickresorption im
proximalen Tubulusepithel der Niere (Christensen und Willnow 1999). Es existieren
eine Vielzahl von Liganden, die an Megalin binden, u.a. Retinol-Bindeprotein (RBP)
und Vitamin D-Bindeprotein (DBP) (siehe Abb.3.1).

Die Bedeutung von Megalin macht ein klassischer Knockout des Gens an Mausen
deutlich, bei dem es zur Inaktivierung von Megalin im gesamten Organismus kommt:
Willnow et al. zeigten, dass der klassischen Knockout zu einer ausgepragten
Holoprosenzephalie mit pulmonalen Entwicklungsstérungen fuhrt, die eine
gesteigerte perinatale Mortalitat bedingen (Willnow et al. 1996). Durch das

sogenannte Cre/loxP-System gelang Leheste et al. ein konditionierter Knockout, d.h.
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eine gewebe-spezifische Inaktivierung von Megalin. Dabei wird das Zielgen Megalin
lox-flankiert und das Gensegment durch die Cre-Rekombinase entfernt.
Anschlieend wird das verdnderte Genom in murine embryonale apoE-CreVI-
Stammzellen Gberfuhrt. Der Einsatz eines gewebe-spezifischen Promoters garantiert
dabei den Knockout im Zielorgan (Leheste et al. 2003). Ein konditionierter Knockout
von Megalin in der Niere flhrte zu einer gesteigerten Ausscheidung von
Transportproteinen wie z.B. RBP und DBP (Leheste et al. 1999).

Die Megalin-vermittelte Endozytose im Vitamin-D-Stoffwechsel wurde von
verschiedenen Autoren dargelegt: nach Konversion und Isomerisierung von 7-
Dehydrocholesterol in Vitamin D3 durch UV-Licht in der Haut und Hydroxylierung in
der Leber, wird 25-(OH)-D3 an DBP gebunden und in der Niere mittels Megalin-
vermittelter Endozytose reabsorbiert und DBP lysosomal durch die Endopeptidase
Legumain degradiert (Holick et al. 1977; Okano et al. 1977; Yamane et al. 2002).
Nach final aktivierender Hydroxylierung durch die mitochondriale a-1-Hydroxylase
bindet 1,25-(OH),-D; an neu synthetisiertes DBP und wird basolateral dem
Blutkreislauf zugefihrt (Fraser und Kodicek 1970; Willnow und Nykjaer 2002).

3.1.4. Megalin-vermittelte Endozytose

Nachdem der Ligand an Megalin gebunden hat, kommt es lGber Konzentration der
coated pits zur Endozytose dieses Komplexes. Man vermutet, dass der Retinol-RBP-
Komplex in Lysosomen degradiert wird und es zur intrazellularen Freisetzung des
Retinols kommt. Innerhalb der Zelle kommt es im rauen endoplasmatischen
Retikulum zur Neusynthese von RBP, das basolateral an Retinol bindet und
anschliessend dem Blutstrom zugefuhrt wird (Soprano et al. 1986; Makover et al.
1989; Christensen et al. 1999). Ein alternativer Weg wurde an Zellkulturen
beschrieben, bei dem der Retinol-RBP-Komplex die proximalen Tubuli nach Megalin-

vermittelter Endozytose mittels Transzytose passiert (Marino et al. 2001).

3.1.5. Die Rolle der Niere im Retinol-Stoffwechsel

Die Regulation des Retinol-Stoffwechsels wird renal gesteuert und hangt ab vom
Ausmald der Reabsorption des Retinol-RBP-Komplexes (Lewis et al. 1990). Raila et
al. zeigten, dass es bei Ausschaltung der murinen renalen Retinol-RBP-Reabsorption

zu einer Mobilisierung der Vitamin-A-Reserve aus der Leber kommt, wodurch die
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hepatische Retinylesterkonzentration um 37% absinkt (Raila et al. 2005). Bei akutem
Nierenversagen kommt es zu einer signifikanten Erhdhung der Serum-Retinol-
Konzentration (Gerlach und Zile 1990). Dies fuhren einige Autoren auf einen
unvolistandigen Abbau des Apo-RBP in der Niere zurlck, das durch einen
Ruckkopplungsmechanismus zu einer vermehrten Freisetzung des hepatischen
Retinols fuhrt (Gerlach und Zile 1991).

3.2. Akutes Nierenversagen

Es existieren zurzeit zwei Klassifikationen fur das akute Nierenversagen. Die RIFLE-
Klassifikation beinhaltet die Stadien ,Risk®, ,Injury* und ,Failure®, die Anderungen des
Serum-Kreatinins und der Urin-Ausscheidung berlcksichtigen sowie die Stadien
,L0ss* und ,End-stage®, die sich anhand der Dauer einer Nierenersatztherapie
definieren (Bellomo et al. 2004). Die Acute Kidney Injury Network-Klassifikation
ahnelt den ersten drei Stadien der RIFLE-Klassifikation. Zusatzlich wird ein Anstieg
des Serum-Kreatinins um 0,3 mg/dL innerhalb von 48 h Stadium 1 zugeordnet und
das Anwenden einer Nierenersatztherapie Stadium 3 zugeschrieben (Mehta et al.
2007).

Die haufigste Ursache eines akuten Nierenversagens in nativen als auch in
transplantierten Nieren ist der Ischamie-Reperfusion-Schaden (Terasaki et al. 1995;
Molitoris 1998). Bei einem Grofiteil der Patienten sind Hypovolamie bzw.
Schockzustande die Ausloser, bei denen der systolische Blutdruck unter 80 mmHg
absinkt. Zu den weiteren Ursachen gehoren die maligne Hypertonie (Abuelo 1995),
die Nierenarterienstenose (Tuttle 2001), Sepsis (Schrier und Wang 2004),
Hyperkalzadmie (Mahnensmith 1992), das hepato-renale Syndrom (Cardenas 2005)
und die Gabe von Calcineurin-Inhibitoren (Klein et al. 2002) oder besonders
jodhaltiger Kontrastmittel (Oudemans-van Straaten 2004).

Bei Nieren-Transplantaten kénnen zusatzlich Konservierungsschaden, verlangerte
Ischamie-Zeiten (> 24 Stunden zwischen Organentnahme und Implantation) sowie
ein  HLA-Mismatch  zwischen  Spender und Empfanger zu  akuten
AbstolRungsreaktionen fuhren, die in ein akutes Nierenversagen miinden kénnen
(Cuturi et al. 1994; Auchincloss und Sultan 1996).

Die Nierenersatztherapie gilt als zentrale Behandlungsmalinahme, da das ANV
einhergeht mit refraktarer Hyperkaliamie, metabolischer Azidose, Hypervolamie und
Uramie. Mit der IHD, SLED und CRRT existieren eine Vielzahl von Verfahren, die zur
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Anwendung kommen. Allerdings ist die jahrliche Gesamtsterblichkeit auch bei

Dialyse-pflichtigen Patienten mit bis zu 28% sehr hoch (Schon et al. 2004).

3.2.1. Renale Ischamie-Reperfusion

Im Rahmen einer Nieren-Transplantation spielt der Ischdmie-Reperfusion-Schaden
eine wichtige Rolle, da eine verlangerte Ischdmie-Zeit das Transplantatiberleben
negativ beeinflusst (Terasaki et al. 1995). Eine Ischamie ist definiert als eine
Verminderung der Durchblutung eines Organs infolge mangelnder arterieller
Blutzufuhr. Im Rahmen einer Hypovolamie kommt es bei einem mittleren Blutdruck
von unter 80 mmHg zu einer Vasokonstriktion der afferenten Gefal3e, sodass der
intraglomeruldare Druck erniedrigt ist und dadurch die GFR abféllt, wodurch der
Blutfluss in den postglomerularen Kapillaren vermindert wird und die arterielle
Sauerstoffversorgung des Parenchyms abféllt (Abuelo 2007). Dies fuhrt zu einer
Erniedrigung des ATP-Angebots, wodurch die Funktion der Na'-K*-ATPase zum
Erliegen kommt und das Membranpotential der Tubuluszelle nicht mehr aufrecht
erhalten werden kann (Lameire et al 2005). Aufgrund dieses Zellschadens sezerniert
das Tubulusepithel proinflammatorische und chemotaktische Zytokine, wodurch
Abwehrzellen das Parenchym infiltrieren (Abuelo 2007). Hier ist besonders RANTES
zu nennen, das vom geschadigten Epithel freigesetzt wird (Herrero-Fresneda et al.
2003). Ferner bewirkt die Zytokinproduktion des Tubulusepithels eine erhéhte
Kapillarpermeabilitdt des Endothels, wodurch Leukozyten die Infiltration erleichtert
wird (Burne-Taney und Rabb 2003).

Zusatzlich kommt es zur Sekretion von Hepatocyte growth factor (HGF), das die
renale Entzindungsreaktion vermindert, indem die Expression proinflammatorischer
Chemokine reduziert wird (Giannopoulou et al. 2008). Es wurde gezeigt, dass HGF in
einem murinen Tiermodell die renale Infiltration von T-Lymphozyten und
Makrophagen inhibiert und die Expression von RANTES vermindert. Ferner mindert
HGF die Expression von Inter-cellular adhesion molecule 1 (ICAM-1), was mit einer
geringeren Infiltration von Leukozyten in der Niere einhergeht (Mizuno und Nakamura
2005).

Das Endothel exprimiert im Rahmen einer Ischamie Integrine, die Leukozyten die
Infiltration ins Parenchym ermdglichen (Koo et al. 1999). Dabei exprimiert das
Endothel der Niere aufgrund von Zytokinstimulation vermehrt ICAM-1 (Kelly et al.
1996). Rabb et al. bewies in einer Studie, dass die Blockade von ICAM-1 mittels
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Antikdrper das Ausmald des Ischamie-Reperfusion-Schadens verringerte (Rabb et al.
1995).

Bei Wiederherstellung der Durchblutung (Reperfusion) kommt es unmittelbar nach
Perfusion zu einer weiteren Schadigung der Tubuluszellen durch freigesetzte
Proteasen und Phospholipide, die durch die verminderte ATP-Konzentration
freigesetzt worden sind. Diese reagieren mit dem Sauerstoff aus den Gefal3en,
wodurch sich freie Sauerstoffradikale bilden, die zur weiteren Zellschadigung fihren
(Lameire et al. 2005).

3.2.1.1. Die pathophysiologische Funktion der T-Lym  phozyten

Man geht davon aus, dass die Induktion einer Entzindungsreaktion eine wichtige
pathophysiologische Rolle bei der Ausbildung eines Ischamie-Reperfusion-Schadens
spielt (Burne-Taney und Rabb 2003). Den T-Lymphozyten wird dabei eine besondere
Bedeutung zugeschrieben, da sie nach neuen Erkenntnissen sowohl in der akuten
Phase als auch in der Spatphase eine Rolle spielen. Rabb et al. zeigten, dass T-Zell-
defiziente (nu/nu) Mause keinen Gewebeschaden nach Ischamie aufwiesen (Rabb et
al. 2000). Eine weitere Studie zeigte, dass T-Zell-defiziente (nu/nu) Mause einen
verminderten renalen Schaden nach Ischdmie aufzeigten, nach adoptivem Transfer
von T-Lymphozyten sich in diesen Tieren jedoch ein renaler Schaden entwickelte
(Burne et al. 2001).

Eine andere Studie zeigte, dass B- und T-Zell-defiziente (RAG-1-defiziente) Mause
nicht vor Ischamie geschitzt sind (Park et al. 2002). Auch die Applikation von
Mycophenolat Mofetil wirkt sich negativ auf die Ausbildung eines Nierenschadens
aus (Gonzalez et al. 2002), was den T-Lymphozyten eine protektive Rolle zuschreibt.
Dafur spricht auch eine weitere Studie, bei der T-Zell-defizienten M&usen nach
renaler Ischdmie Lymphozyten transferiert wurden, wodurch es zu einer
Verbesserung des funktionellen und histologischen Schadens kam (Ascon et al.
2006). Dass einige Studien T-Lymphozyten als schadigend, andere als protektiv
identifizieren verdeutlicht, dass T-Zellen offensichtlich eine komplexe Rolle im
Rahmen des Ischdmie-Reperfusion-Schadens spielen.

Die Rekrutierung von T-Lymphozyten ist durch die chemotaktische Aktivitat von IL-16
bedingt. IL-16 wird im murinen Tiermodell nach renaler Ischamie-Reperfusion sowohl
von Leukozyten als auch vom Tubulusepithel exprimiert (Wang et al. 2008). Dabei
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produzieren CD8'-T-Lymphozyten IL-16, wodurch CD4*-T-Lymphozyten rekrutiert
werden und das Nierenparenchym infiltrieren (Stabile et al. 2006).

Die Aktivierung von T-Lymphozyten lauft Antigen-unabhéngig ab und wird durch freie
Sauerstoffradikale (Chaudhri et al. 1986) und RANTES reguliert, dass sowohl
wahrend einer renalen Ischamie als auch bei akuter und chronischer
Transplantatabstol3ung vermehrt exprimiert ist (Lemay et al. 2000) und T-
Lymphozyten direkt aktiviert (Bacon et al. 1995). Im murinen Tierversuch fuhrt eine
Blockade von RANTES zu einer verminderten Infiltration und Aktivierung von T-

Lymphozyten sowie einer geringeren TransplantatabstoRung (Song et al. 2002).

Regulatorische T-Lymphozyten (Tregs) unterdriicken die Aktivierung von reaktiven T-
Effektor-Lymphozyten in der Peripherie und wirken dadurch hemmend auf das
Immunsystem (Fontenot und Rudensky 2005). Die regulatorische Aktivitat der Tregs
wird durch den intrazellularen Transkriktionsfaktor FoxP3 vermittelt (Hori et al. 2003).
Es ist bekannt, dass zwei Wege der Regulation existieren. Zum einen werden
,hatirliche Tregs* (nTregs) innerhalb des Thymus gebildet, die in sekundare
lymphatische Gewebe migrieren (Korn und Oukka 2007), wobei ihre suppressive
Funktion durch Transforming growth factor beta (TGF-B) verstarkt wird (Zheng und
Rudensky 2007). Zum anderen kénnen naive CD4"-T-Lymphozyten in der Peripherie
unter Einflu von TGF-B und Retinolsédure in Tregs umgewandelt werden, wodurch
.nduzierte Tregs” (iTregs) entstehen (Korn und Oukka 2007). In vivo ist hierbei die

Prasentation von Antigenen obligat (Coombes et al. 2007; Sun et al. 2007).

Es ist bekannt, dass Retinolséure in vitro zu einer gesteigerten TGF-B-induzierten
FoxP3 Expression fiihrt (Xiao et al. 2008). In vivo wird Retinolsiure v.a. von CD103"
dendritischen Zellen in der Mukosa des MDT produziert, die Vitamin A aus der
Nahrung aufnehmen (Benson et al. 2007; Coombes et al. 2007; Sun et al. 2007).
Parallel dazu gilt die Prasentation von aufgenommenen Antigenen durch die CD103"
dendritischen Zellen sowie die Stimulierung mit TGF-B als obligat, um naive T-
Lymphozyten in regulatorische T-Lymphozyten umzuwandeln (von Boehmer 2007).
Diese entfalten ihre Wirkung hauptsachlich im lymphatischen Gewebe der Mukosa
des MDT (,Homing“). Welchen Einfluss regulatorische T-Lymphozyten bei einem

ischamischen Schaden in der Niere haben, ist unklar. Von Boehmer et al. zeigten,
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dass sie eine protektive Wirkung nach Transplantation aufweisen (von Boehmer
2005).

3.2.2. Progression von Nierenerkrankungen

Zunéchst beschéftigte man sich hauptséchlich mit dem frihen Schaden nach
Ischamie-Reperfusion, die ein akutes Nierenversagen verursachen konnen. Dabei
korreliert das Ausmafd der entzindlichen Infiltrate mit dem Abfall der renalen
Funktion (Segerer et al. 2000). Man geht davon aus, dass die Leukozyten
zytotoxische Zytokine, Sauerstoffradikale und proteolyische Enzyme freisetzen, die
zur Schadigung der Tubuluszellen fihren (Devarajan 2006), sodass es zu
Ablésungen des Birstensaums sowie gesamter Tubulus-Zellverbande von der
Basalmembran kommt, die das Tubuluslumen verlegen (Abuelo 2007). Die Funktion
der Niere verschlechtert sich, wodurch es zu einem Anstieg des Serum-Kreatinins
kommt (Burne-Taney et al. 2005).

Die Mechanismen, die zur progressiven Fibrose fuhren und damit die Gefahr eines
chronischen Organversagens erhéhen, sind nicht eindeutig verstanden. Eine
permanente Schadigung peritubularer Kapillaren durch Hypoxie sowie
proinflammatorische Zytokine und Wachstumsfaktoren werden diskutiert (Basile et al.
2001). Die Infiltration durch Entziindungszellen ist ebenfalls ein wesentlicher Faktor
(Burne-Taney et al 2005). Obwohl das Einwandern von T-Lymphozyten bereits
unmittelbar nach Ischdmie beobachtet wird, geht man davon aus, dass diese Zellen
auch Auswirkungen auf Spatschéden der Niere haben (Burne-Taney et al. 2005;
Ascon et al. 2009).

3.2.2.1. Tubulare Epithelial-Mesenchymale-Transdiff  erenzierung (TEMT)

Eine Umwandlung von Tubulusepithelien in Myofibroblasten (tubulare epithelial-
mesenchymale-Transdifferenzierung) stellt bei der Ausbildung einer tubulo-
interstitialen Fibrose ein wichtiges Ereignis dar (Hay und Zuk 1995; Strutz et al. 1995;
Ng et al. 1998). TEMT ist ein komplexer Vorgang, der charakterisiert ist durch einen
Verlust epithelialer Zelladhésion, De-novo-Expression von ao-SMA, Abbau der
tubularen Basalmembran und vermehrter Migration der Tubuluszellen ins Interstitium.
Nach Abschluss der Umwandlung weisen die Zellen ein typisch mesenchymales
spindelférmiges Aussehen auf und kommen ihrer urspringlichen Funktion nicht mehr
nach (Yang und Liu 2001).
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Der bedeutendste Wachstumsfaktor fur die tubuléare epitheliale-mesenchymale-
Transdifferenzierung ist TGF-B, der zu einer verminderten Expression von E-
Cadherin fuhrt, der mit einem Polaritatsverlust der Epithelien einhergeht (Fan et al.
1999; Fan et al. 2001; Lan 2003). Des Weiteren induziert TGF-$ die Produktion von
extrazellularer Matrix sowie von Metalloproteinase Il, die zur Spaltung von Kollagen
Typ-IV Fasern fuhrt, wodurch die Basalmembran zerstért und den Zellen eine
Migration ins Interstitium ermdglicht wird (Ng et al. 1998; Lenz et al. 2000). Einen
hemmenden Effekt auf die tubulare epitheliale-mesenchymale-Transdifferenzierung
hat HGF, das in der Lage ist die Fibrosereaktion zu verringern, wobei der

Wirkmechanismus ungeklart ist (Yang und Liu 2002).
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3.3. Fragestellung der vorliegenden Arbeit

Diese Dissertationsarbeit befasst sich mit der Fragestellung, ob die Reabsorption von
filtrierten Retinol-RBP-Komplexen Auswirkungen sowohl auf das Ausmald der
tubularen renalen Schadigung als auch auf die Regeneration der Epithelien nach
Ischamie-Reperfusion hat.

Aufbauend auf dem Modell der renalen Ruckresorption von Vitamin D-DBP-
Komplexen wurden in dieser Arbeit die Auswirkungen der verminderten Reabsorption
von Retinol-RBP-Komplexen nach renaler Ischamie-Reperfusion untersucht, welche
im Rahmen der Polaritats- und Differenzierungsstérung auftreten. Da Retinoide
nachgewiesen Proliferation und Differenzierung epithelialer und vaskularer Zellen
beeinflussen und als Retinol-RBP-Komplexe nach glomerularer Filtration vollstéandig
im proximalen Tubulus mittels Rezeptor-vermittelter Endozytose via Megalin
rickresorbiert werden, stellen wir die Hypothese auf, dass eine Retinol-Defizienz den
tubularen renalen Schaden nach Ischamie-Reperfusion verstarkt und eine

Regeneration der Epithelien verzogert.
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4. Material und Methoden

4.1. Tierversuche

RBP-knockout Mause (Quadro et al. 1999) und Megalin cre-lox knockout Mause
sowie Wildtyp Kontrollen (Leheste et al. 2003) wurden unter Ketanest-Narkose
median laparotomiert. AnschlieBend wurden die Nierenhili beidseitig mittels
Mikroaneurysma-Gefaliclips fur die Dauer von 45 Minuten okkludiert. Danach wurden
die Clips entfernt und der Bauchraum mittels Muskel- und Hautnaht verschlossen
und eine antibiotische OP-Nachsorge mittels Penicillin G 2000 U/kg KG durchgefuhrt.
Nach zwei sowie sieben Tagen wurden Blutentnahmen durchgefihrt und die Tiere
einer tiefen Barbiturat-Narkose unterzogen, in der der Bauchraum eréffnet und die
Exsanguination mittels Aortenpunktion erfolgte. Zur genaueren Untersuchung
wurden beide Nieren entnommen und in Paraffin eingebettet (,Med. Diss.,
Bockmann 2011). Jede Gruppe bestand aus zehn Tieren.

4.2. Immunhistochemische Farbungen

An den Nieren wurden verschiedene immunhistochemische Farbungen durchgefihrt.
Dafur wurden 4 um dicke Paraffinschnitte hergestellt und in einem Wasserbad (GFL,
Burgwedel, Deutschland) auf Objekttrager (Superior, Marienfeld, Deutschland)
aufgezogen. AnschlieBend wurden die Schnitte Gber Nacht in einem Brutschrank
(Haraeus, Hamburg, Deutschland) gelagert, wo sie bei einer Temperatur von 60C
getrocknet wurden. Die immunhistochemischen Farbungen wurden von Hand
durchgefihrt. Als Grundlage der Farbung diente die ABC-Methode (Bratthauer 2010).

4.2.1. Farbeprotokolle

Nach entparaffinieren (2x Xylol & 10 min) und wassern der Schnitte (3x100%, 3x95%,
1x70% EtOH, jeweils 10 min) erfolgte die Antigendemaskierung mittels Kochen in
einem Dampfkochtopf. Dafir verweilten die Objekttrager fir 144 sec bei maximalem
Druck im Citrat-Puffer (Zytomed Systems, Berlin, Deutschland) und wurden hinterher
in PBS (siehe Tab.10) gewaschen. AnschlieRend wurden die Objekttrager in eine
feuchte Kammer uberfiihrt. Nach Blockierung der endogenen Peroxidase mittels
Peroxidase-Block-L6sung (Dako, Glostrup, Danemark) fir 10 min und Spulung in
PBS, schloss sich danach ein 30-mindtiger Kasein-Block (Zymed, San Francisco,
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USA) an. Nachdem in Vorversuchen die optimale Verdinnung eines jeden
Antikdrpers ermittelt wurde, wurde nun der Primar-AntikGrper angesetzt (Tab.1).
Dazu wurde der Antikérper mit entsprechender Menge PBS versetzt und je 100 pl
auf einen Objekttrager gegeben (Inkubationszeit: 60 min). Hinterher folgten zwei
Spulungen mit PBS und die Applikation von 100 ul des sekundaren Antikdrpers mit
einer 30-minutigen Inkubationszeit (siehe Tab.2). Nach erneuter PBS-Spullung
erfolgte das Auftragen des Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplexes (Dako, Glostrup,
Danemark) fur 30 min. Bei der Detektion von Caspase-3 und ICAM-1 kamen HRP-
markierte Polymere zum Einsatz, die mit dem entsprechenden sekundéren
Antikdrper konjugiert waren. Es folgten eine weitere Spulung und eine Inkubation mit
DAB Uber 3 min (siehe Tab.11). Anschlielend wurden die Objekttrager zur
Kerngegenfarbung fur 1 sec in Hamalaun (Merck, Darmstadt, Deutschland) getaucht
und unter flieBendem Wasser fir 1 min geschwenkt bevor sie der aufsteigenden
Alkoholreihe zugefiihrt wurden, sodass die Praparate entwasserten. Abschlie3end
wurden sie in Xylol (Merck, Darmstadt, Deutschland) gegeben und mit Eukitt (Sigma-

Aldrich, Hamburg, Deutschland) eingedeckt.

Antigen Frimar-Antikérper YVerdinnung Hersteller
Caspase-2  Rabbit anti-Caspase-3, Cleaved (CPP32) 1.30 Zytomed Systemns, Berlin, Deutschland
FI-67 Ki-67 rat monoclonal clone tec-3 M7243 1:10 Dako, Glostrup, Danemark
CD3 Folyclonal rabbit anti-human CD3 (F7 .2 .38) 1.25 Dalko, Glostrup, Danemark
TGF-B-1 Pabkclonal rabbit 193 TGR-R1 {5c-146) 1:200 Santa Cruz Biotech., Heidelberg, Deutschland
FoxP3 Furified anti-mousefrat FoxP3 (FJkK-165) 1.20 eBioscience, San Diego, USA
[CAM-1 Furified anti-mouse [CAM-1 [AFTIE) 1:50 RE&D Systemns, Mordenstadt

Tab.1: Primére Antikorper

Sekundar-Antikérper Werdlinnung Hersteller

SP1020E anti-rat 19G (H&L) Biotin-gekoppelt 1100 Acris Antibodies, Herford, Deutschland

1454 anti-rabbit 1gG (HEL) Biotin-gekoppelt 1.200 Acris Antibodies, Herford, Deutschland

Fobkyclonal rabbit anti-goat Ig/HRP-gekoppelt 1.200 Dako, Glostrup, Danemark
Envision+ System-anti-rabbit IgHRP-gekoppelt 1200 Dako, Glostrup, Danemark

Tab.2: Sekundare Antikorper

4.3. Morphometrie

Das Gewebe wurde einerseits unter Verwendung eines Mikroskops (Typ BH-2,
Olympus, Hamburg, Deutschland) bei 200-facher VergrofRerung begutachtet
(,medium-powerfield). Dabei wurde neben der Anzahl der immunhistochemisch
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gefarbten Zellen auch die Lokalisation der Zellen beurteilt. Die Zellzdhlung der
Caspase-3-, Ki-67-, CD3- und ICAM-1-positiven Zellen erfolgte durch Auszéhlung
von je zehn Gesichtsfeldern einer Niere. AnschlieRend wurde aus der Summe der
immunhistochemisch-markierten Zellen ein Mittelwert gebildet. Die Zellzahl FoxP3-
positiver Zellen wurde anhand gesamter Organ-Querschnitte ausgewertet. Bei den
Caspase-3-positiven  und  Ki-67-positiven  Zellen  wurden  ausschlief3lich
Tubulusepithelzellen, bei der ICAM-1-Farbung nur peritubular gelegene Kapillaren
bericksichtigt. Die CD3-Zellen wurden anhand ihrer Zellkerne detektiert, da durch die
teilweise erhebliche Konfluenz dieser Zellen eine Computer-gestiitzte Morphometrie
nur bedingt mdglich war. Die Auswertung der TGF-beta-positiven
Tubulusepithelzellen erfolgte durch Intensitdtsmessung mit Hilfe der interaktiv
Computer-gestitzten morphometrischen Software ,AxioVision Release 4.7.1.“ (Carl
Zeiss Mikrolmaging, Gottingen, Deutschland). Dabei wurden zunachst zehn
Gesichtsfelder mit einer am Mikroskop (Axioskop, Carl Zeiss Mikrolmaging,
Gottingen, Deutschland) befestigten Digitalkamera (Typ MC-3217P, Horn-Imaging,
Aalen, Deutschland) digitalisiert und im Anschluss daran Tubulusepithelzellen mit der
starksten Farbungsintensitat markiert. Mit Hilfe der Software konnten nun alle
Tubuluszellen gleicher Intensitat erfasst und deren relative Flache zur Flache des
Gesichtsfeldes ermittelt werden.

Die tubuldre Schadigung wurde mittels einer semiquantitativen Graduierung
guantifiziert. Als Kriterien daftr wurden Zellvakuolisierung, luminale abgeschilferte
Epithelien, Burstensaumabbriiche und die Ablésung der Tubulusepithelzellen von der

Basalmembran herangezogen (,Med. Diss.”, Boeckmann 2011).

4 4. Laser- unterstutzte Mikrodissektion

Das Verfahren der Laser- unterstitzten Mikrodissektion (LMD) ermdoglicht die
Isolation einzelner Zellen aus einer Gewebeprobe, einem zytologischen Praparat
oder einer Zellkultur, wobei die Zellen mit Hilfe eines Lasers unter mikroskopischer
Sicht aus lhrer Umgebung heraus gelést werden (Bonner et al. 1997). Die
Dissektionseinheit des CellCut Plus System besteht aus einem invertierten
binokularen Lichtmikroskop, einer Lasereinheit, einer Videokamera und einem
Bildschirm (Molecular Machines & Industries, Haslett, USA). Zusatzlich ist ein
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Computer angeschlossen, der sowohl die Steuerung des Lasers als auch die

Dokumentation erlaubt.

4.4.1. Ubertragung der Proben auf Objekttrager

Beim CellCut Plus System muss das Gewebe zunachst auf spezielle Objekttrager
Ubertragen werden, die mit einer 1,4 uym dicken PET-Membran beschichtet sind
(Molecular Machines & Industries, Haslett, USA). Um das Nierengewebe Ubertragen
zu kénnen, wurden die Paraffinblécke zunachst bei -10° C gefroren. Anschliel3end
wurden 7 um dicke Gewebeschnitte der Paraffinblécke in einem Mikrotom (Leica
Industries, Nussloch, Deutschland) geschnitten. Die Schnitte wurden in ein
Wasserbad (GFL, Burgwedel, Deutschland) Ubertragen, in dem eine
Wassertemperatur von 45° C herrschte. Hier wurden je 4 Gewebeschnitte auf die
Oberseite der PET-Membran gezogen und die Objekttrager tber Nacht im
Brutschrank (Heraeus, Hamburg, Deutschland) bei 60° C getrocknet. Um eine
Kontamination der Proben zu vermeiden wurden alle Arbeitsschritte unter einer

RNAse-freien Zellkulturbank (Koéttermann, Uetze, Deutschland) durchgefuhrt.

4.4.2. Farbung der Schnittpraparate

Die Praparate wurden zunéchst mittels einer Hamatoxylin-Eosin-Farbung gefarbt. Die
Farbung erfolgte nach einer etablierten Methode (Espina et al. 2006). Anschlie3end
wurde der Objekttrager umgedreht und auf einen Objekttrager aus Glas (Superior,
Marienfeld, Deutschland) gelegt. Dadurch wurde gewahrleistet, dass die Proben

wéahrend der Mikrodissektion nicht kontaminierten.

4.4.3. Dissektionsvorgang

Die Objekttrager wurden auf einem motorisierten und Computergesteuerten
Tragertisch des CellCut Plus Mikroskops fixiert. Oberhalb des Tisches befand sich
ein Arm, an dem ein Deckel eines Caps (Molecular Machines & Industries, Haslett,
USA) befestigt wurde, der mit einem thermolabilen adhasiven Polymer beschichtet
war.

Die am Mikroskop angebrachte Videokamera Ubertrug das Gesichtsfeld auf den
Bildschirm, sodass die proximalen Tubuluszellen lokalisiert werden konnten. Der Arm

wurde Computergesteuert abgesenkt, sodass der Deckel des Caps in Kontakt mit der
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PET-Membran trat. Die Schnittréander wurden am Monitor festgelegt und der Laser
aktiviert, worauf das thermolabile Polymer die Laserenergie absorbierte und sich
erwarmte, sodass es mit den darunter liegenden Zellen verschmolz. Die Zellen
hafteten am Deckel und wurden durch Anheben des Caps, das anschlie3end mit
RNAlater (Qiagen, Hilden, Deutschland) beftllt wurde, aus dem Ubrigen Zellverbund

heraus geldst.

4.4.4. RNA-Isolation

Die RNA-Isolation der isolierten Zellen erfolgte mit dem Paradise Reverse
Transkriptase Kit (Molecular Devices, Sunnyvale, USA). Es erfolgte zunachst die
Extraktion der RNA mittels Proteinase K Verdau. AnschlieBend wurden die
Zellextrakte auf 95° C erhitzt und nach Abkuhlung B inding-Puffer sowie EtOH
zugesetzt. Die Losung wurde auf eine Saule gegeben und mehrmals zentrifugiert.
Die RNA wurde dann mit zwei verschiedenen Wasch-Puffern gewaschen und eine
DNAse-Behandlung bei 37°C durchgefuhrt.

4.4.5. Qualitatskontrolle der RNA

Die Qualtitat der RNA wurde im Agilent Bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa
Clara, USA) gemessen. Um eine lineare Struktur der RNA zu erhalten, musste die
RNA zunéchst im Thermocycler (Certified GeneTool, Milpitas, USA) fur 2 min bei
70°C hitzedenaturiert werden. Anschlie3end wurden in die wells des Chips Gel-Dye-
Mix, Marker und ladder sowie 1 pl der Probe pipettiert und der Chip in den Agilent
Bioanalyzer eingelegt. Die Qualitait der RNA konnte nun anhand eines
Elektropherogramms und durch die RNA-Integrity-Number bewertet werden.

Das Elektropherogramm stellt einzelne Untereinheiten der Gesamt-RNA graphisch
dar, wodurch ein Rickschluss auf die Qualitat der Gesamt-RNA gezogen werden
kann. Bei der RNA-Integrity-Number handelt es sich um eine Skala, mit der man die
Interpretation der RNA-Qualitdt standardisiert hat, sodass die individuelle
Interpretation ersetzt und damit die Vergleichbarkeit von Proben vereinfacht wird.
Diese Skala basiert auf einem numerischen System von 1 bis 10, wobei 1 flr ein
stark degradiertes RNA-Profil und 10 fir einen exzellenten RNA-Zustand steht.
Dieses Verfahren wurde von Agilent Technologies entwickelt und ist weltweit

verbreitet.



17 Material und Methoden

4.5, Zellkulturen

Bei der Zelllinie handelte es sich um TKPTS Zellen, die renale proximale
Tubulusepithelien murinen Ursprungs darstellen (Ernest und Bello-Reuss 1995).
TKPTS Zellen sind in der Nierenforschung etabliert und in mehreren Studien zum
Einsatz gekommen (Tiwari et al. 2005; Arany et al. 2006; Buzder et al. 2009).

4.5.1. Kultivierung der Zellen

Die Zelllinie TKPTS wurde in einem Brutschrank (Heraeus, Hamburg, Deutschland)
bei 37,5°C, 5% CO ,-Gehalt und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 95% kultiviert.
DMEM / Ham’s F-12 (PAA Laboratories, Pasching, Osterreich), dem 15 mM HEPES
(Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland) und 7% FCS (PAA Laboratories, Pasching,
Osterreich) zugesetzt waren, stellte das Nahrmedium fur die Zellen dar. Zusatzlich
wurde dem Medium SITE Liquid media Supplement zugegeben: ein Zusatz aus
Kalberinsulin (1 mg/ml), humanem Tansferrin (0,55 mg/ml), Sodiumselenit (0,5
ug/ml) und Ethanolamin (0,2 mg/ml) (Sigma-Aldrich, Pasching, Osterreich).

4.5.2. Zellzahlung

Die Zellen wurden in ein Zellkulturréhrchen gefullt und resuspensiert. Anschlie3end
wurde anhand eines Tropfens Suspension die Zellzahl mittels einer Thoma-
Zahlkammer ermittelt. Es wurden alle Quadrate ausgezahlt und anhand der

gezahlten Zellzahl die Gesamtzellzahl ermittelt (siehe Abb.2).

a b=c
co 4 =d, wobel
a = Anzahl tatsachlich gezahlter Zellen

b = Anzahl ausgezahiter Quadrate
¢ = Zellen pro Quadrat

d = Zellzahl * 108l

Abb.2: Ermittlung der Gesamtzellzahl mittels Thoma-Zahlkammer
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AnschlieBend wurden die Zellen fir 10 min bei 1000 rpm zentrifugiert und der

Uberstand verworfen. Dem Zellpellet wurde nun frisches Medium zugesetzt.

4.5.3. Inkubation mit Retinolsaure

Bevor die Zellen mit Retinolsaure-lsomeren inkubiert wurden, wurden jeweils 3*10°
Zellen in einem Volumen von 15 ml auf 7 Zellkulturflaschen (Becton Dickinson
Labware, Franklin Lakes, USA) verteilt.

Fur die Inkubation der Zellen mit 9-cis- und all-trans-Retinolsédure (Sigma-Aldrich,
Hamburg, Deutschland) wurden zunéchst verschiedene Stammlésungen angesetzt.
Dazu wurden unter einer Zellkulturbank (Kottermann, Uetze, Deutschland) sowohl
100 mg 9-cis-Retinolsaure als auch 100 mg all-trans-Retinolsaure in 33,28 ml DMSO
gelost. Aus diesen 10 mM-Stammlésungen wurden jeweils 1 mM-, 100 pM-, 10 pM-,
1 M- und 100 nM-Stammlésungen angesetzt.

Jede Zellkultur wurde nun mit 15 ul einer 9-cis-Retinol- bzw. all-trans-Retinol-
Stammlésung inkubiert, sodass insgesamt sechs Zellpopulationen mit sechs
verschiedenen Retinol-Endkonzentrationen pro Retinol-lIsomer hergestellt wurden.
Als Negativkontrolle wurde eine Zellpopulation ausschlieBlich mit 15 pyl DMSO
inkubiert.

Nach Zugabe der Stammldésungen wurden die Zellkulturflaschen mit Alufolie
ummantelt und die Zellen im Brutschrank (Heraeus, Hamburg, Deutschland) fur 24 h

inkubiert.

4.5.4. RNA-Isolation

Die RNA-Isolation der gezichteten Zellen erfolgte mit dem RNeasy® Mini Kit
(Qiagen, Hilden, Deutschland). Alle Arbeitsschritte wurden unter einer sterilen
Zellkulturbank (Kéttermann, Uetze, Deutschland) und nach Angaben des Herstellers
durchgefihrt.

Zunachst wurden die adhéarenten Zellen vom Boden der Zellkulturflaschen geldst,
indem ihnen 5 mL Trypsin zugefihrt wurden. AnschlieRend wurde die Zelldichte
bestimmt und die Zellen einmal mit PBS gewaschen, bevor ihnen 350 ul RLT-Puffer
zugesetzt wurden. Zum Homogenisieren der Zellpellets wurden die Ansatze
mehrmals in einer Einmalkanile (Braun, Melsungen, Deutschland) resuspensiert.

Nach Zugabe von 350 pl EtOH (70%) wurden die Lésungen auf die RNeasy®-Saulen
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verteilt und mit RW1-Puffer gewaschen. AnschlieRend erfolgte der DNAse-Verdau
mittels DNAse-Set (Qiagen, Hilden, Deutschland). Dazu wurde fur 15 min 10 pl
DNAse und 70 pl RDD Puffer auf die Séaule gegeben und hinterher erneut mit RW1-
Puffer gewaschen. Nach zweimaliger Wiederholung des DNAse-Verdaus schlossen
sich zwei Waschschritte mit RPE-Puffer an. Anschliel3end wurde die RNA in 30 pl
DEPC-Wasser (Ambion, Austin, USA) eluiert.

4.5.5. Quantifizierung der RNA

Nach 1:15-Verdinnung der RNA-Ansatze wurde die Konzentration der gewonnenen
RNA photometrisch bestimmt. Im geeichten Photometer (Eppendorf, Hamburg,
Deutschland) wurde anschlieRend mittels des molaren Extinktionskoeffizienten die
RNA-Konzentration gemessen sowie eine mdgliche Proteinverunreinigung bestimmt.
Eine Aussage uber die Proteinverunreinigung erlaubte die Berechnung des Azeo/Azso-
Quotienten. Dafir wurde die Extinktion der verdinnten RNA-LOsung bei einer
Wellenlange von 260 nm und 280 nm gemessen und anhand der Messwerte ein
Quotient berechnet. Ein Azgo/Azg0-Quotient zwischen 1,8 und 2,1 galt als Hinweis flr
eine hochreine RNA.

4.5.6. Qualitatskontrolle der RNA

Die Qualitatskontrolle wurde auf dieselbe Weise durchgefiihrt wie sie unter 4.4.5.

beschrieben ist.
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4.5.7. cDNA-Synthese

Die cDNA-Synthese erfolgte mit dem High-Capacity cDNA RT Kit (Applied
Biosystems, Darmstadt, Deutschland). Alle Schritte wurden nach Hersteller Angaben

durchgefiihrt. Zunéchst wurde der Master-Mix angesetzt (siehe Tab.3).

Feagenzien Volume (pl)Reaction Kit
10x BT Buffer 20
25w dNTP Mix (100mMh) 035
10x BT Random Primers 20
Multizcribe Reverse Transcritpase 1.0
Rnase Inhibitor 1.0
Muclease-free H,O 32

Tab.3: Master-Mix cDNA-Synthese

Anschliel3end wurde 1 pug RNA jeder Zelllinie mit 10 pl Master-Mix versetzt, fur 2 h in
den Thermocycler (Certified GeneTool, Milpitas, USA) gestellt und die cDNA
synthetisiert (siehe Tab.4).

Temperatur [FC] Leit [min]

25 10
37 120
85 2
4 e

Tab.4: Temperaturstufen cDNA-Synthese

4.5.8. Polymerase-Kettenreaktion

Prinzip

Bei der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) handelt es sich um ein Verfahren, das die
Amplifikation eines bestimmten DNA-Abschnitts erlaubt. Entwickelt wurde die
Methode erstmals 1985 von Kary Mullis, der seine Idee ein Jahr spéater veroffentlichte
(Saiki et al. 1986). Dafur erhielt er im Jahre 1993 den Nobelpreis flr Chemie.

Die PCR besteht aus drei Phasen: der Denaturierungs-, Annealing- und
Elongationsphase. In der ersten Phase wird die DNA fir zwei Minuten bei einer

Temperatur von 95° C denaturiert, d.h. in ihre Einzelstrdnge zerlegt. Dies ist
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Voraussetzung fur den zweiten Schritt des Prozesses, dem Anlagern sogenannter
Primer. Dabei handelt es sich um einzelstrangige Oligonukleotide, die synthetisch
hergestellt werden und deren Sequenzen komplementar zu einem definierten
Bereich der DNA sind. Die Temperatur bei denen sich die Primer an die
einzelstrangige DNA anlagern (Annealingtemperatur) war je nach Primer
unterschiedlich und lag zwischen 45-60°C (siehe Tab.7). Der zu amplifiziernde DNA-
Abschnitt wird durch das Anlagern der Primer (Hybridisierung) in der Annealingphase
flankiert. Darauf folgt die Elongationsphase, in der es zur enzymatischen
Neusynthese des Doppelstrangs kommt. Bei dem Enzym handelt es sich um die
hitzestabile Tag-DNA-Polymerase, deren Temperaturoptimum bei 72° C liegt. Der
Vorteil dieses Enzyms ist, dass es selbst den hohen Temperaturen in der
Denaturierungsphase stand halt. Da in den ersten beiden Zyklen sehr lange DNA-
Abschnitte entstehen (Intermediarprodukte), erhalt man erst ab dem dritten Zyklus
die DNA-Fragmente der gewlnschten Lange. Durch kontinuierliche Wiederholungen
der Reaktionen kommt es dann zu einer exponentiellen Zunahme der DNA-Molekiile.

Zunachst wurden die Primer mit Hilfe des Primer3-design-tool-Programms
(SourceForge, Mountain View, USA) ermittelt, indem anhand der mRNA-Sequenz
des zu untersuchenden Gens die Sequenz der komplementaren Oligonukleotide
berechnet wurde. Des Weiteren wurden auch Primerlange, GC-Gehalt und
Amplifikatlange ermittelt (siehe Tab.5). Mittels DNAStar (DNAStar, Madison, USA)
wurde Uberprift, ob die Primer fur die Hybridisierung geeignet waren.

Gen Frimersequenz GC-Gehalt [%] | Primerlange [bp] | Amplifikatiange [bp]

HGF fonward primer S-TGGGTTCTTACTGCAAGACAA-S 40,91 22 153
revaerse primer 5-GCCTTCAGGACCATAGACCA-S 55,00 20

ICAM-1 forward primer 5-AGGGCTGGCATTGTTCTCTA-3 50,00 20 158
reverse primer S-CTTCAGAGGCAGGAAACZAGGE-3 55,00 20

IL-16 forward primer S'-GCAAGACCAACTCGGTCACT-3 55,00 20 155
reverse primer 5-ATAGGGCCGTAAATGCTGTC-3 50,00 20

RANTES forward primer &' -CCCTCACCATCATCCTCACT-3 55,00 20 154
reverse primer 5-GAGCACTTGCTGCTGETGTA-3 55,00 20

TGF-B-1 forward primer &'-CAACAATTCCTGGCGTTACC-3 50,00 20 158
reverse primer 5-TGCTGTCACAAGAGCAGTGA-3' 50,00 20

B-Akdin forward primer 5-CCCTGAGGCTC CCAG-3 57,89 19 118
(Positivikontrolle) | reverse primer 8-GTTGGCATAGAGGTCTITACGG-3' 50,00 22

Tab.5: Primersequenzen, GC-Gehalt, Primer- und Amplifikatlange



22 Material und Methoden

Die Durchfihrung der PCR erfolgte mit dem RNeasy® Mini Kit (Qiagen, Hilden,
Deutschland) und erfolgte nach Angaben des Herstellers. Zunachst wurde ein
Master-Mix angesetzt (siehe Tab.6).

Reagenzien  Volume [l Zellinie

10x Puffer 25
dMTPs 05
forward primer 1
reverse primer 1
H,0 18,75
Tag-Folymerase 0,25

Tab.6: Master-Mix PCR

Anschlie3end wurden 24 pl Master-Mix mit je 1 pl cDNA jeder Zelllinie versetzt und in
den Thermocycler (Certified GeneTool, Milpitas, USA) gegeben, in dem der
entsprechende DNA-Abschnitt amplifiziert wurde. Die optimalen
Annealingtemperaturen sowie die Anzahl der Zyklen wurden in Vorversuchen

ermittelt und kann aus Tab.7 entnommen werden.

zen  Annealingtemperatur 7] Syklenanzahl

HGF H6 40
I AR- T H6 35
IL-16 S0 35
RAMNTES H6 30
TGF-B-1 H6 30

Tab.7: PCR-Programme

Zuséatzlich zu den Retinoid-inkubierten Proben wurde eine negative und positive
PCR-Kontrolle mitgefiihrt, wobei die Negativkontrolle keine cDNA beinhaltete und
eine mdgliche Kontamination von Fremd-DNA ausschloss; die Positivkontrolle, in der
B-Aktin-Primer verwendet wurden, dokumentierte den Erfolg des PCR-Ablaufs. Die

Versuche wurden als Triplikat durchgefthrt.
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4.5.9. Agarosegel-Elektrophorese

Fur die Untersuchung der PCR-Produkte wurden 100 ml eines 1:10-verdinnten TPE-
Puffers (Roth, Karlsruhe, Deutschland) mit 1,5 g Agarose gemischt, im
Mikrowellenherd verflissigt und in eine Elektrophoresekammer (Invitrogen,
Karlsruhe, Deutschland) gegeben, in die 100 pl Ethidiumbromid (Merck, Darmstadt,
Deutschland) zugefliigt wurde. Nach Erstarren des Gels wurden 12
Langenstandard (100 bis 3000 bp) und je 15 ul der Amplifikate gemischt mit 5 pl
Ladepuffer in die Geltaschen Uberfihrt und die Kammer mit TPE-Puffer beflllt. Die
Proben wurden bei einer Feldstarke von 100 Volt fur 75 min aufgetrennt und

anschlielend unter UV-Licht mit einer Wellenlange von 254 nm sichtbar gemacht.

4.6. Statistik

Bei der statistischen Aufarbeitung der morphologischen und immunhistochemischen
Ergebnisse wurden die Datensatze zunachst mit dem Kolmogorow-Smirnow-Test
hinsichtlich ihrer Normalverteilung Gberpruft (Statistik-Software StatSoft, Tulsa, USA).
Bei entsprechender Verteilung wurden im Anschluss daran para- und
nonparametrischen Testverfahren zur Gruppenanalyse durchgefiihrt. Dabei handelte
es sich um den ,t-Test fur zwei unverbundene Stichproben” und den ,Mann-Whitney-
U-Test”, mit denen statistisch signifikante Unterschiede ermittelt wurden. Ein
statistisch signifikanter Unterschied wurde bei einem p-Wert < 0,05 definiert. Dies
bedeutete, dass die Wahrscheinlichkeit kleiner als 5% war, dass der gemessene

Unterschied zwischen zwei Gruppen auf Zufall beruht.



24 Ergebnisse

5. Ergebnisse

5.1. Morphologische Ergebnisse
5.1.1. Anzahl der Nephrone

Da Retinoide Einfluss auf die Organogenese haben und die Anzahl der Nephrone
beeinflussen (Burrow 2000), wurde zunachst die Anzahl der Glomerula quantifiziert.
Da ein Nephron definiert wird als ein Nierenkérperchen (Glomerulum und Bowman-
Kapsel) mit angeschlossenem Tubulussystem, kann die Quantifizierung der
Glomerula als reprasentativ fur die Anzahl der Nephrone angesehen werden. Daflr
wurden bei allen Tieren die Anzahl der Glomerula pro Organ-Querschnitt ermittelt. Es
stellte sich ein nicht-signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen heraus, wobei
der Wildtyp mit durchschnittlich 96 Glomerula im Vergleich zum Megalin-KO (88
Glomerula) und RBP-KO (85 Glomerula) eine héhere Zahl an Glomerula aufwies
(vgl. Abbildung 1).

Anzahl Glomerula
120

100

80

60

40

Anzahl Glomerula/Querschnitt

20

T~ Mean+SE
Mean-SE

Kontrolle Megalin-KO RBP-KO B Mean

Abbildung 1: Anzahl der Glomerula/Querschnitt.
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5.1.2. Graduierung der tubularen Schadigung

Die Graduierung der tubuldaren Schéadigung wurde anhand der Parameter
Zellschwellung, luminale abgeschilferte Epithelien, Burstensaumabbrtche, Ablésung
der Epithelien von der Basalmembran sowie dem Kreatininwert im Serum als
Parameter fur die renale Funktion (,Med. Diss.”, Boeckmann 2011) analysiert.

Die RBP-KO-Gruppe wies sieben Tage nach Ischamie-Reperfusion signifikant
seltener keine oder leichte und signifikant haufiger schwere tubulare Schaden auf im
Vergleich zur Kontroll- und Megalin-KO- Gruppe (vgl. Abbildung 2). Zwei Tage nach
Ischamie-Reperfusion konnten in allen Gruppen erhdhte Kretaininwerte gemessen
werden (RBP-Gruppe nicht signifikant héher). Nach sieben Tagen wiesen RBP-KO-
Mause signifikant héhere Kreatininwerte auf als die Kontroll-Gruppe

(vgl. Abbildung 3).
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Abbildung 2: Ausmal} des akuten Tubulusschadens sieben Tage nach Ischamie-
Reperfusion (ATN 0 = kein morphologischer Schaden zu ermitteln, ATN 4 =

schwerstgradiger Schaden, aus ,Med. Diss.”, Boeckmann 2011)
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Funktionsparameter

20

Serum-Crestinin [mgddl ]
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Abbildung 3: Serum-Kreatinin zwei und sieben Tage nach Ischamie-Reperfusion
(Normbereich bei der Maus < 0,22 mg/dL, aus ,Med. Diss.“, Boeckmann 2011)
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5.2. Auswertung der immunhistochemischen Farbungen

5.2.1. Caspase-3

Die Bindung des Antikérpers gegen aktivierte cleaved-Caspase-3 markiert Zellen, in
denen Apoptose induziert wurde. Bei der Auswertung wurden ausschlief3lich
Caspase-3-positive Tubuluszellen bertcksichtigt. Beim ersten Zeitpunkt (t=2d) war
die Anzahl apoptotischer Tubuluszellen in allen drei Gruppen gering. Dabei wiesen
die Kontroll-Tiere (durchschnittlich 3,8 Zellen/HPF) sowie die Tiere der Megalin-KO-
Gruppe (2,4 Zellen/HPF) eine geringfigig hohere Anzahl an apoptotischen
Tubulusepithelien auf im Vergleich zu den RBP-KO-Tieren (1,8 Zellen/HPF). Diese
Unterschiede waren nicht signifikant (Kontrolle vs. RBP-KO p=0,135; Kontrolle vs.
Megalin-KO p=0,3; Megalin-KO vs. RBP-KO p=0,116, vgl. Abbildung 4 und
Abbildung 5).

Apoptose 2d
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Anzahl Caspase-3-positiver Tubuluszellen/HPF
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Kontrolle Megalin-KO RBP-KO 8 Mean

Abbildung 4: Apoptose Caspase-3-positiver Tubulusepithelien zwei Tage nach

Ischamie-Reperfusion
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Abbildung 5: Apoptotische Caspase-3-positive Tubuluszellen (—) zwei Tage nach
Ischamie-Reperfusion (A Wildtyp-Kontrolle, B Megalin cre-lox knockout, C RBP-
knockout. Balken = 50 pm)
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Beim zweiten Zeitpunkt (t=7d) fand sich eine doppelt so hohe Anzahl an
apoptotischen Tubulusepithelien sowohl in der Wildtyp- als auch in der Megalin-KO-
Gruppe (Kontrolle: durchschnittlich 8,2 Zellen/HPF, Megalin-KO: 8 Zellen/HPF). Bei
den RBP-KO-Tieren war nur ein schwacher Anstieg der Apoptose zu verzeichnen
(2,1 Zellen/HPF). Zwischen Kontroll- und RBP-KO-Tieren war ein signifikanter
Unterschied zu verzeichnen (p<0,05) ebenso wie zwischen Megalin-KO- und RBP-
KO-Tieren (p<0,05). Der Unterschied zwischen Kontroll- und Megalin-KO-Tieren war
nicht signifikant (p=0,259, vgl. Abbildung 6 und Abbildung 7).

Apoptose 7d

14

p < 0,05
12 |

p < 0,05
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Anzahl Caspase-3-positiver Tubuluszellen/HPF

T Mean+SE
Mean-SE

Kontrolle Megalin-KO RBP-KO 8 Mean

Abbildung 6: Apoptose Caspase-3-positiver Tubulusepithelien sieben Tage nach

Ischamie-Reperfusion
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Abbildung 7: Apoptotische Caspase-3-positive Tubuluszellen (—) sieben Tage nach
Ischamie-Reperfusion (A Wildtyp-Kontrolle, B Megalin cre-lox knockout, C RBP-
knockout. Balken = 50 um)
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5.2.2. Ki-67

In den immunhistochemischen Farbungen wurden positiv angefarbte proliferierende
Tubulusepithelzellen ausgezéhlt. Beim ersten Zeitpunkt (t=2d) fiel auf, dass die
Tubuluszellen der Wildtyp-Gruppe am stéarksten proliferierten (24 Zellen/HPF). Das
Epithel der Megalin-KO- und RBP-KO-Tiere proliferierte im Vergleich zum Kontroll-
Gruppe geringer (Megalin-KO: 18 Zellen/HPF, RBP-KO: 17 Zellen/HPF). Die
Unterschiede waren nicht signifikant (Kontrolle vs. RBP-KO p=0,526; Kontrolle vs.
Megalin-KO p=0,479; Megalin-KO vs. RBP-KO p=0,914, vgl. Abbildung 8 und
Abbildung 9).

Proliferation 2d
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Abbildung 8: Proliferation (Ki-67-Positivitat) von Tubulusepithelien zwei Tage nach

Ischamie-Reperfusion
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I

Abbildung 9: Proliferation Ki-67-positiver Tubulusepithelien (—) zwei Tage nach
Ischamie-Reperfusion (A Wildtyp-Kontrolle, B Megalin cre-lox knockout, C RBP-
knockout. Balken = 50 pm)
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Zum 7-Tage-Zeitpunkt ging die Proliferationsrate bei der Kontroll-Gruppe auf 21
Zellen/HPF zurtck, bei den RBP-KO-Tieren verminderte sie sich drastisch auf 6
Zellen/HPF, wodurch sich ein hochsignifikanter Unterschied zwischen diesen
Gruppen ergab (p<0,0005). Die Megalin-KO-Tiere zeigten im Vergleich zum ersten
Zeitpunkt keine Veranderung der Proliferation (18 Zellen/HPF). Zwischen Megalin-
KO- und RBP-KO-Gruppe ebenfalls war ein hochsignifikanter Unterschied
festzustellen (p<0,005). Der Unterschied zwischen Kontroll- und Megalin-KO-Gruppe
war nicht signifikant (p=0,148, vgl. Abbildung 10 und Abbildung 11).
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Abbildung 10: Proliferation (Ki-67-Positivitat) von Tubulusepithelien 7 Tage nach

Ischamie-Reperfusion
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Abbildung 11: Proliferation Ki-67-positiver Tubulusepithelien (—) sieben Tage nach
Ischamie-Reperfusion (A Wildtyp-Kontrolle, B Megalin cre-lox knockout, C RBP-
knockout. Balken = 50 pm)
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5.2.3. CD3-positive T-Lymphozyten

Hier wurde die absolute Zahl an interstitiellen CD3*-T-Lymphozyten pro Gesichtsfeld
gezahlt. Beim 2-Tage-Zeitpunkt wiesen die Wildtyp-Tiere im Vergleich zu den RBP-
KO-Tieren eine hohere Infiltration von CD3*-T-Lymphozyten auf (Kontrolle: 74
Zellen/HPF, RBP-KO: 40 Zellen/HPF). Dieser Unterschied war hochsignifikant
(p<0,005). Die Megalin-KO-Tiere (67 Zellen/HPF) wiesen ebenfalls eine signifikant
hohere T-Zellzahl auf als die RBP-KO-Tiere (p<0,05). Der Unterschied zwischen der
Wildtyp-Kontrolle und Megalin-KO-Gruppe war nicht signifikant (p=0,468, vqgl.
Abbildung 12 und Abbildung 13).

CD3-positive T-Zellinfiltration 2d
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Anzahl CD3-positiver Zellen/HPF
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Abbildung 12: Infiltration von CD3*-T-Lymphozyten zwei Tage nach Ischamie-

Reperfusion
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Abbildung 13: Infiltration renaler CD3"-T-Lymphozyten (—) zwei Tage nach

Ischamie-Reperfusion (A Wildtyp-Kontrolle, B Megalin cre-lox knockout, C RBP-
knockout. Balken = 50 pm)
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Sieben Tage nach Ischamie-Reperfusion stieg die Zahl der CD3*-T-Lymphozyten bei
Wildtyp- und Megalin-KO-Tieren stark an (Kontrolle: 107 Zellen/HPF, Megalin-KO: 96
Zellen/HPF). Die RBP-KO-Gruppe zeigte nur geringe Veranderungen (45
Zellen/HPF). Es ergab sich sowohl ein hochsignifikanter Unterschied zwischen den
Wildtyp- und RBP-KO-Tieren (p<0,01) als auch ein signifikanter Unterschied
zwischen Megalin-KO- und RBP-KO-Tieren (p<0,05). Die Unterschiede zwischen
den Wildtyp-Kontrollen und der Megalin-KO-Gruppe  waren nicht signifikant
(p=0,662, vgl. Abbildung 14 und Abbildung 15).
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Abbildung 14: Infiltration von CD3*-T-Lymphozyten sieben Tage nach Ischamie-

Reperfusion
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Abbildung 15: Infiltration renaler CD3*-T-Lymphozyten (—) sieben Tage nach

Ischamie-Reperfusion (A Wildtyp-Kontrolle, B Megalin cre-lox knockout, C RBP-
knockout. Balken = 50 pm)
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5.2.4. TGF-B-1

Hier wurde die tubulare Expression von TGF-3-1 Computer-gestitzt morphometrisch
guantifiziert, indem aus der Gesammtheit der immunhistochemisch gefarbten
Flachen ein relativer Flachenwert (in Prozent fur jedes Gesichtsfeld) ermittelt wurde.
Die tubuléare renale Expression von TGF-B-1 nahm zwei Tage nach Ischamie-
Reperfusion bei den Kontroll-Tieren eine Flache von 4,2% ein, bei der Megalin-KO-
(3,1% Flache) und die RBP-KO-Gruppe (2,2% Flache) war die Expression geringer.
Ein signifikanter Unterschied ergab sich nicht (Kontrolle vs. RBP-KO p=0,133;
Kontrolle vs. Megalin-KO p=0,393; Megalin-KO vs. RBP-KO p=0,499, vgl. Abbildung
16). Es fiel auf, dass die Expression des Signalmolekuls durch das Tubulusepithel
vor allem basal lokalisiert war. Eine apikale Expression von TGF--1 fand sich nicht
(vgl. Abbildung 17).

TGF-beta-1-Expression 2d

TGF-beta-1-Expression [Flache %/HPF]
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Abbildung 16: Renale TGF-3-1-Expression zwei Tage nach Ischdmie-Reperfusion
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Abbildung 17: TGF-B-1-exprimierende renale Tubulusepithelien zwei Tage nach
Ischamie-Reperfusion (A Wildtyp-Kontrolle, B Megalin cre-lox knockout, C RBP-
knockout. Balken = 50 pm)
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Sieben Tage nach Ischamie-Reperfusion zeigte sich, dass im Vergleich zum 2-Tage-
Zeitpunkt sowohl Kontroll- als auch Megalin-Tiere vermehrt TGF-B-1 exprimierten
(Kontrolle: 5,1% Flache, Megalin-KO: 3,8% Flache). Die RBP-KO-Gruppe verédnderte
die Expression mit 2,1% Flache kaum. Der Unterschied zwischen Kontroll- und RBP-
KO-Tieren war signifikant (p<0,05), ebenso der Unterschied zwischen Megalin-KO-
und RBP-KO-Tieren (p<0,05). Zwischen Kontroll- und Megalin-KO-Tieren gab es
keine Signifikanz (p=0,234, vgl. Abbildung 18 und Abbildung 19).
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Abbildung 18: Renale TGF-3-1-Expression sieben Tage nach Ischamie-Reperfusion
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Abbildung 19: TGF-B-1-exprimierende renale Tubulusepithelien sieben Tage nach
Ischamie-Reperfusion (A Wildtyp-Kontrolle, B Megalin cre-lox knockout, C RBP-
knockout. Balken = 50 pm)
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5.2.5. FoxP3-positive T-Lymphozyten

Aufgrund der geringen Anzahl regulatorischer FoxP3*-T-Lymphozyten wurden anstatt
Gesichtsfeldern gesamte Organ-Querschnitte ausgewertet. Zwei Tage nach
Ischamie-Reperfusion zeigte sich, dass die Kontroll-Gruppe die héchste Infiltration
von regulatorischen FoxP3*-T-Lymphozyten aufwies (22 Zellen/Querschnitt) und sich
signifikant unterschied von der RBP-KO-Gruppe (8 Zellen, p<0,05). Die Unterschiede
zwischen Kontroll- und Megalin-KO-Gruppe (11 Zellen) waren nicht signifikant
(p=0,077), ebenso der Unterschied zwischen Megalin-KO- und RBP-KO-Tieren
(p=0,245, vgl. Abbildung 20 und Abbildung 21).
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Abbildung 20: Infiltration regulatorischer FoxP3*-T-Lymphozyten zwei Tage nach

Ischamie-Reperfusion
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Abbildung 21: Infiltration renaler FoxP3*-T-Lymphozyten (—) zwei Tage nach
Ischamie-Reperfusion (A Wildtyp-Kontrolle, B Megalin cre-lox knockout, C RBP-
knockout. Balken = 50 um)
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Zum 7-Tage-Zeitpunkt stieg die Zahl an regulatorischen FoxP3*-T-Lymphozyten in
allen Gruppen an (Wildtyp: 35 Zellen/Querschnitt, Megalin-KO: 32 Zellen, RBP-KO:
15 Zellen). Der Unterschied zwischen Kontroll- und RBP-KO-Tieren war
hochsignifikant (p<0,005), der Unterschied zwischen Megalin-KO- und RBP-KO-
Gruppe war signifikant (p<0,05). Zwischen Kontroll- und Megalin-KO-Gruppe war
kein signifikanter Unterschied zu eruieren (p=0,762, vgl. Abbildung 22 und Abbildung
23).

FoxP3-Zellinfiltration 7d
50

p < 0,005

p < 0,05

Anzahl FoxP3-positiver Zellen/Querschnitt

T Mean+SE
Mean-SE

Kontrolle Megalin-KO RBP-KO 0 Mean

Abbildung 22: Infiltration regulatorischer FoxP3*-T-Lymphozyten sieben Tage nach
Ischamie-Reperfusion
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Abbildung 23: Infiltration renaler FoxP3*-T-Lymphozyten (—) sieben Tage nach
Ischamie-Reperfusion (A Wildtyp-Kontrolle, B Megalin cre-lox knockout, C RBP-
knockout. Balken = 50 pym)
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5.2.6. ICAM-1

Das Adhasionsmolekil ICAM-1 ist wesentlicher Mediator der Invasion von
Leukozyten in das geschadigte Gewebe und wird vom Endothel exprimiert.
Abwehrzellen kénnen an ICAM-1 binden, wodurch ihnen die Passage durch das
Endothel ermdéglicht wird und sie ins Parenchym eindringen kénnen. Anhand dieser
Farbung wurden ausschlief3lich peritubuldre Kapillaren dargestellt. Es wurde pro
Gesichtsfeld die absolute Anzahl von ICAM-1-positiven Kapillaren gezahlt. Dabei fiel
auf, dass sowohl zwei Tage als auch sieben Tage nach Ischdmie-Reperfusion die
Expression des Adhéasionsmolekils in den Gruppen konstant war. Ferner
unterschieden sich die Gruppen in ihrer Expression nur geringfliigig voneinander.
Nach zwei Tagen zeigten die Kontroll-Tiere durchschnittlich 49 Kapillaren/HPF, die
Megalin-Tiere 45 Kapillaren/HPF und die RBP-KO-Tiere 41 Kapillaren/HPF (vgl.
Abbildung 24 und Abbildung 25). Nach sieben Tagen wies die Kontroll-Gruppe 50
Kapillaren/HPF, die Megalin-KO-Gruppe 47 Kapillaren und die RBP-KO-Gruppe 44
Kapillaren/HPF auf (vgl. Abbildung 26 und Abbildung 27). Signifikante Abweichungen

waren nicht festzustellen.

ICAM-1-positive Kapillaren 2d
70

60
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Anzahl ICAM-1-positiver Kapillaren/HPF

T Mean+SE
Mean-SE

Kontrolle Megalin-KO RBP-KO 0 Mean

Abbildung 24: Peritubulare ICAM-1-positive-Kapillaren zwei Tage nach Ischamie-
Reperfusion
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Abbildung 25: Renales ICAM-1-positives Endothel zwei Tage nach Ischamie-
Reperfusion (A Wildtyp-Kontrolle, B Megalin cre-lox knockout, C RBP-knockout.
Balken = 50 pm)
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Abbildung 26: Peritubuléare ICAM-1-positive-Kapillaren sieben Tage nach Ischamie-

Reperfusion
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Abbildung 27: Renales ICAM-1-positives Endothel sieben Tage nach Ischamie-
Reperfusion (A Wildtyp-Kontrolle, B Megalin cre-lox knockout, C RBP-knockout.
Balken =50 um)
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5.3. Laser- unterstitzte Mikrodissektion

5.3.1. RNA-Qualitat

Die bei der Mikrodissektion gewonnene RNA wies im Agilent Bioanalyzer eine RNA
Integrity Number von 2,3 auf, was fir eine vollstandige Degradierung der RNA
sprach. Des Weiteren zeigte das Elektropherogramm typische Zeichen einer
Degradierung: die Grundlinie war erhdht und eine Darstellung der 18S- und 28S-
Untereinheit nicht moglich (Abbildung 28). Daher waren weitere molekularbiologische

Untersuchungen mit diesen Proben unmdglich.

[FU] N
15
10
il _
l:l 5 -
1 1 1 1 1 1 1
22 24 26 28 30 32 34 [s]

Results for sample 1

rRNA Ratio [28s [ 18s]: 0.0
RMNA Integrity Mumber (RIN): 2.3 (B.02.02)

Abbildung 28: RNA-Qualitatskontrolle mikrodissezierter Tubuluszellen
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5.4. Auswertungen der Zellkulturen

5.4.1. Zellzahl nach Inkubation mit Retinolsaure

Alle Zelllinien bestanden vor der Inkubation mit all-trans-Retinolsaure (ATRA) bzw. 9-
cis-Retinolsaure (9CRA) aus 3*10° Zellen. Nach Inkubation tber 24 h wurde die
Zellzahl erneut bestimmt. Es fiel auf, dass sowohl die ATRA- als auch die 9CRA-
stimulierten  Zellkulturen ein  &hnliches Wachstumsverhalten zeigten: die
unstimulierten Zellen (TKPTS Kontrolle) zeigten in beiden Gruppen eine malige
Vermehrung der Zellen (TKPTS Kontrolle: 4,38*10° Zellen bzw. 3,5*10° Zellen). Je
starker nun die Retinolsdure-lsomere konzentriert waren, desto héher waren auch
die Zellzahlen der Zelllinien (TKPTS 9CRA 10 M: 5,58*10° Zellen, TKPTS 9CRA
10"® M: 5,5*10° Zellen, TKPTS 9CRA 107 M: 4,8*10°% TKPTS ATRA 10° M: 4,29*10°
Zellen, TKPTS ATRA 10° M: 5,47*10° Zellen, TKPTS ATRA 107 M: 5,47*10° Zellen).
Mit schwécher werdenden Konzentrationen der Retinolsdure-Isomere (<10® M)
verringerten sich die Zellzahlen wieder und néherten sich der Zahl der Kontroll-
Zelllinie an (Abbildung 29).

Wachstumsverhalten Retinoid-stimulierter TKPTS-Zellen

5

mAusgangszellzahl
m Zellzahl GCRA
m Zellzahl ATRA

Zellzahl [x10°]

o T T T T T T
Kontrolle 105M 106M 107 M 108 M 10°M 100 M
TKPTS-Zelllinien

Abbildung 29: Wachstumsverhalten stimulierter TKPTS-Zellen bei Inkubation mit

fallenden Retinoid-Konzentrationen
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5.4.2. RNA-Qualitat Retinoid-stimulierter TKPTS-Zel len

Die Gesamt-RNA der kultivierten TKPTS-Zellen wurde mit Hilfe des Agilent
Bioanalyzers gemessen und war von sehr guter Qualitat. Die RNA Integrity Number
lag sowohl bei den Zellkulturen, die mit 9-cis-Retinolsdure inkubiert waren, als auch
bei den Kulturen, die mit all-trans-Retinolsaure inkubiert waren, zwischen 9,9 und
10,0 (Abb. 30a & 30b). Die Elektropherogramme zeigten eine ideale Darstellung der
18S- und 28S-Untereiheit mit einer konstanten Grundlinie. Des Weiteren wurde eine
mogliche Proteinverunreinigung der RNA ausgeschlossen, indem der Agso/Azso-
Quotient gemessen wurde. Die Azgo/Azs0-Quotienten aller Proben lagen zwischen 1,8

und 2,1 und bestatigten somit die Reinheit der gewonnenen RNA (Tab. 8a & b).

[FU] T [FUl_| g
100 —J 80: | h
| | o | i
S — P P . pd S BN S T LE | ¥
215 2(‘)0 : 10I00 : 40I00 [nt] 2'5 Z(l)O : 10100 l 40I00 [nt]
Results —— Results S
rRNA Ratio [28s / 18s]: 2.5 rRNA Ratio [28s / 18s]: 24
RNA Integrity Number (RIN): 9.9 (B.02.03) RNA Integrity Number (RIN): 10.0 (B.02.03)
Result Flagging Color: E Result Flagging Color:
Result Flagging Label: RIN: 9.90 Result Flagging Label: RIN:10
Fragment table Fragment table
Name Start Size [nt] End Size [nt] Area % of total Area Name Start Size [nt] End Size [nt] Area % of total Area
Abbildung 30a: RNA-Qualitatskontrolle  Abbildung 30b: RNA-Qualitatskontrolle
9CRA-stimulierter TKPTS-Zellen ATRA-stimulierter TKPTS-Zellen
Zelllinie Aopnl Aogp-GQUotient Zellinie Asend Bogp-GUotient
TKPTS Kontrolle 207 TKPTS Kontrolle 1,94
TKPTS 9CRA 107 M 2,00 TKPTS ATRA 107 M 200
TKPTS 9CRA 107 M 2,00 TKPTS ATRA 107° M 200
TKPTS 9CRA 107 M 204 TKPTS ATRA 107 M 201
TKPTS 9CRA 107 M 202 TKPTS ATRA 107 M 201
TKPTS 9CRA 107 M 1,96 TKPTS ATRA 107 M 201
TKPTS 9CRA 10717 M 2,01 TKPTS ATRA 1077 1 201
Tab.8a: Azso/Azgp-Quotienten Tab.8b: Azso/Azgo-Quotienten

9CRA-stimulierter TKPTS-Zellen ATRA-stimulierter TKPTS-Zellen
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5.4.3. Gesamt-RNA-Konzentrationen Retinoid-stimulie  rter TKPTS-Zellen

Die Gesamt-RNA-Konzentrationen lagen bei allen Zellkulturen im Bereich zwischen
110 und 460 ng/ul (Tab. 9a & b). Entsprechend stand aus den eluierten RNA-
Losungen mit einem Gesamtvolumen von 30 pl gentigend RNA fur die cDNA-

Synthese zur Verfuigung.

Zelllinie RMA-Konzentration [ngful] Zelllinie RMNA-Konzentration [ngful]

TKPTS Kontrolle 715,39 TKPTS Kontrolle 366,40
TKPTS 9CRA 10 M 26593 TKPTS ATRA 107 M 430,10
TKPTS 9CRA 10 M 269,13 TKPTS ATRA 10 M 255,00
TKPTS 9CRA 107 M 114,30 TKPTS ATRA 107 M 328,80
TKPTS 9CRA 10 M 240,78 TKPTS ATRA 10 M 305,00
TKPTS 9CRA 10 M 300,63 TKPTS ATRA 107 M 23750
TKPTS 9CRA 1077 M 45560 TKPTS ATRA 1077 M 201,70

Tab.9a: Gesamt-RNA-Konzentrationen Tab.9b: Gesamt-RNA-Konzentrationen
9CRA-stimulierter TKPTS-Zellen ATRA-stimulierter TKPTS-Zellen

5.4.4. PCR-Gelelektrophorese
5.4.4.1. Stimulation mit 9-cis-Retinolsaure

Bei der Stimulation der Zellkulturen mit absteigenden Konzentrationen von 9-cis-
Retinolsdure zeigten sich flr das Target RANTES unterschiedlich starke Banden
(Abbildung 31). Bei der unstimulierten Zelllinie (TKPTS Kontrolle) fiel eine
Grundexpression des Gens auf (1). Die Zelllinie TKPTS 9CRA 10° M, die mit der
starksten Retinolsdure-Konzentration inkubiert wurde, wies eine starkere Bande auf
im Vergleich zur unstimulierten Zelllinie (*). Die schwacher stimulierten Zelllinien
TKPTS 9CRA 10° M — TKPTS 9CRA 10 M zeigten eine &hnlich starke Expression
wie der unstimulierte Ansatz (1). Wurde die Ausgangstemplatmenge halbiert (0,5 pl)
bzw. verdoppelt (2 pl) oder &nderte man die Zyklenanzahl von 30 auf 35 Zyklen

veranderte sich das elektrophoretische Gelbild nicht.
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L Leiter
1 TKPTS Keontrolle
2 TKPTSSRCA10° M
3TKPTSSCRA10° M
4 TKPTS SCRA10™ M
5 TKPTS SCRA10® M
* 6 TKPTS SCRA10° M
TTKPTS SCRA10™ M
8 Negativkontrolle
@ ¢© Positivkontrolle

500 bp

S R) ) b

100 bp } =
L 1 2 3 4 & 6 7 8 9
Abbildung 31: RANTES-Expression 9CRA-stimulierter TKPTS-Zellen.

Bei der Untersuchung des Targets TGF-B-1 zeigten sowohl die unstimulierten als
auch die 9CRA-stimulierten Zellen intensive Banden. Eine unterschiedliche
Bandenstarke zwischen den einzelnen Zelllinien war nicht zu registrieren (vgl.
Abb.32, A). Dieses Ergebnis galt ebenfalls fir das Target ICAM-1 (vgl. Abb.32, B).
Bei HGF zeigte sich im Vergleich zu TGF-$-1 und ICAM-1 eine schwéchere Intensitat
der Banden. Ein Unterschied zwischen den einzelnen Zelllinien war nicht zu
detektieren (vgl. Abb.32, C). Das Amplifikat von IL-16 konnte nicht abgebildet
werden, obwohl insgesamt vier verschiedene Primerpaare zum Einsatz kamen (vgl.
Abb.32, D.).
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: 2 TKPTS SRCA 10° M : 2 TKPTS 9RCA 107 M
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B 4TKPTS 8CRA 107 M 4 TKPTS 9CRAT07 M

= 5 TKPTS 8CRA 10° M 5 TKPTS 9CRA10° M
500 bp = BTKPTSOCRA10SM 00 PP .=. 6 TKPTS 9CRA10° M

= ;LKP'I;_S :c:RtA 1I Io-1n M - 7 TKPTS 9CRA 10 M

pa— egativkontrolle - 8 Negativkontrolle

asasaasas 9 Positivkontrolle ey WMEGSGee 3 Postivkontrolle
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-
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1 TKPTS Kontrolle
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1 TKPTS Kontrolle

6 TKPTS 9CRA10* M 8 TKPTS 9CRA10° M

7 TKPTS 9CRA 10" M 0
8 Negativkontrolle 7TTKPTSOCRA10™ M

100 bp 9 Positivkontrolle 100 bp a
L 1 2 3 4 58 6 7 8 9 L 12 3 45 86 7 8 9

= =
' 2 TKPTS 9RCA10° M - 2 TKPTS 9RCA10° M
- 3TKPTS 9CRA10° M - 3 TKPTS 9CRA 10 M
=3 4 TKPTS 9CRA107 M = 4 TKPTS 9CRA107 M
500 bp == STKPTSICRA 10 M 500 bp == 5 TKPTS 9CRA 10° M

8 Negativkontrolle
9 Positivkontrolle

Abbildung 32: Gelelektrophoresebilder; A TGF-B-1, B ICAM-1, C HGF, D IL-16
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5.4.4.2. Stimulation mit all-trans-Retinolsaure

Bei der Stimulation der Zellkulturen mit absteigenden Konzentrationen von all-trans-
Retinolsdure zeigten die unstimulierten sowie stimulierten Zellen fur die Targets
RANTES, TGF-$-1 und ICAM-1 Banden von starker Intensitat. Bei keinem Target
waren Unterschiede in der Bandenstarke zwischen den einzelnen stimulierten
Zelllinien zu ermitteln (vgl. Abb.33, A-C). Bei HGF war insgesamt eine schwachere
Bandenstarke im Vergleich zu den oben genannten Targets zu beobachten. Ein
Unterschied zwischen den stimulierten Zelllinien war fur dieses Gen nicht nach zu
weisen (vgl. Abb.33, D). Das Amplifikat von IL-16 konnte erneut nicht dargestellt
werden (vgl. Abb.33, E).

A L Leiter B L Leiter
- 1 TKPTS Kontrolle 1 TKPTS Kontrolle
| # | 2 TKPTS ATRA 104 M 2TKPTSATRA 10 M
| 3 TKPTSATRA 10° M 3 TKPTS ATRA10° M
—~ 4TKPTSATRA 107 M 4 TKPTS ATRA 107 M
500 bp e 5 TKPTS ATRA 10¢ M 500 bp = § TKPTS ATRA 10° M
6 TKPTS ATRA 10° M 6 TKPTS ATRA 10° M
7 TKPTS ATRA 10" M 7 TKPTS ATRA 10 M
100 bp maeoeaaaas @ B8 Negativkontrolle - e G = e e e an & Negativkontrolle
9 Positivkontrolle 100 bp 9 Positivkontrolle
L1 2 3 4526 7 89 L1 2 3 45 86 7 8 9
c - L Leiter .
L Leiter
~ THPTe e 1 TKPTS Kontrolle
5 THPTS ATRA 10° M 2 TKPTS ATRA 105 M
4 TKPTS ATRA 107 M STKPTSATRA 107 M
500 bp = 5 TKPTS ATRA 10° M 500 bp == gmﬂg ﬂg 18_3 m
ped 6 TKPTS ATRA 10° M -
- 7 TKPTS ATRA 1070 M - 6 TKPTS ATRA 10':’0M
T e ek s e - 8 Negativkontrolle T T R E ;LKPTt.S‘:TRt’"“ 1|:] M
100 bp & ;positivkontrolle 100 bp - C hegatvionmirole
9 Positivkontrolle
L 1 2 3 46 6 7 8 9 L 1 2 3 4 65 86 7 8 9
E L Leiter
1 TKPTS Kontrolle
2TKPTS ATRA 104 M
3TKPTSATRA 10 M
4TKPTS ATRA10™ M
500 bp 5 TKPTS ATRA10¢ M
- 6 TKPTS ATRA 10° M
- 7T TKPTS ATRA 10" M

100 bp . 8 Negativkontrolle
9 Positivkontrolle
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Abbildung 33: Gelelektrophoresebilder;
A RANTES, B TGF-3-1, C ICAM-1, D HGF, E IL-16
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6. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, welchen Einfluss reabsorbierte Retinol-
RBP-Komplexe auf die tubuldre renale Schadigung als auch auf die Regeneration

der Tubulusepithelien nach Ischdmie-Reperfusion haben.

Die Retinol-Bindeprotein-knockout Mause zeigten sieben Tage nach Ischamie-
Reperfusion signifikant haufiger schwere tubuldre Sché&den und gleichsinnig
signifikant hohere Kreatininwerte im Vergleich zu Kontroll- und Megalin-knockout
Mausen. Die prolongierte renale Schéadigung in dieser Gruppe entspricht einer
eingeschrankten Regenerationskapazitat des renalen Tubulusepithels nach
Ischamie-Reperfusion. Uberraschenderweise zeigte diese Gruppe auch eine

signifikant geringere T-Zell-Infiltration.

Retinoide sind bereits bei der renalen Organogenese wichtig, da sie die Anzahl der
Nephrone determinieren (Lelievre-Pegorier et al. 1998). So kommt es bei erheblicher
Vitamin-A-Defizienz zu einer renalen Hypo-/Aplasie (Xu et al. 2004). Ferner ist
bewiesen, dass bei einer milden Vitamin-A-Defizienz die Anzahl der Nephrone
reduziert ist. Dies fuhrt man u.a. auf eine verminderte Expression des Protoonkogens
c-Ret in der Ureterknospe zuriick, das Retinoid-abhéngig reguliert wird (Balmer und
Blomhoff 2002). Daraus resultiert eine Entwicklungsstérung der Ureterknospe, bei
der die epithelial-mesenchymale Differenzierung gestért ist. Dies bedingt die
genannte reduzierte Anzahl der Nephrone, wodurch die Niere potentiell suszeptibler
fur Schaden ist (Batourina et al. 2001; Batourina et al. 2002; Moritz et al. 2003). In
der vorliegenden Arbeit konnte eine reduzierte Nephronenzahl in der RBP-KO-
Gruppe nachgewiesen werden, welche allerdings die beobachteten Effekte nicht

ausreichend erklart.

Im Rahmen einer Ischamie kommt es sowohl zum Ph&nomen der Nekrose als auch
der Apoptose (Shimizu und Yamanaka 1993). Als spezifischer Marker der Apoptose
wurde in den vorliegenden Untersuchungen ein Antikorper gegen cleaved Caspase-3
verwendet, eine aktivierte Protease, die im Rahmen der Apoptose verantwortlich ist
fur Chromatinkondensation und DNA-Fragmentation (Porter und Janicke 1999).
Bislang ist nicht geklart, ob die Induktion von Caspase-3 allein durch Ischamie
(Benchoua et al. 2001) oder die darauf folgende Reperfusion induziert wird (Zhao et
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al. 2000; Wolfs et al. 2005). Allerdings scheint Apoptose in der frihen Phase nach
Ischamie-Reperfusion einzutreten und fir den Zelltod einiger weniger Zellen
verantwortlich zu sein, wobei der Groldteil der geschadigten Zellen durch Nekrose
zugrunde geht (Wiegele et al. 1998). In unseren Untersuchungen waren zwei Tage
nach Ischamie-Reperfusion in allen Gruppen apoptotische Zellen nachweisbar, ferner
zeigte sich ein Anstieg des Serum-Kreatinins (,Med. Diss.”, Boeckmann 2011). Diese
Beobachtungen wurden analog von Jani et al. berichtet, die zwei Tage nach renaler
Ischamie-Reperfusion bei Mausen eine Zunahme von Caspase-3-positiven
Tubulusepithelien feststellten (Jani et al. 2004). Zwei Tage nach Ischamie-
Reperfusion war ebenfalls eine hohe Anzahl an proliferierenden Tubulusepithelien zu
beobachten, wobei die Kontroll-Gruppe die stéarkste Proliferation aufwies. Die renale
tubulare Zellerneuerung ist in der Literatur haufig beschrieben und unterscheidet sich
von kardialer und neuronaler Zellerneuerung, da sie in der Lage ist, sich komplett von
einem ischamischen Schaden zu regenerieren (Bonventre 2003; Nony und
Schnellmann 2003; Duffield et al. 2005). Die Mechanismen sind noch nicht geklart,
man vermutet, dass nicht-geschadigte Tubulusepithelien in der Lage sind in
geschadigte Areale zu migrieren, zu proliferieren und dort zu differenzieren (Toback
1992; Abbate und Remuzzi 1996; Molitoris und Marrs 1999).

Sieben Tage nach Ischamie-Reperfusion war in allen Gruppen ein Abfall des Serum-
Kreatinins zu beobachten. Ferner waren in Kontroll- und Megalin-KO-Gruppe
signifikant mehr apoptotische Tubulusepithelien nachweisbar im Vergleich zur RBP-
KO-Gruppe (,Med. Diss.“, Boeckmann 2011). Kontroll- und Megalin-KO-Tiere wiesen
zudem eine fast unverandert hohe Proliferationsrate von Tubulusepithelien auf, die
RBP-KO-Tiere jedoch einen signifikant niedrigeren Anteil an proliferierenden
Tubuluszellen. Dies korreliert morphologisch mit dem signifikant erhdhten tubuldren
Schaden sowie der schlechteren Nierenfunktion der RBP-KO-Gruppe im Vergleich
zur Kontroll- und Megalin-KO-Gruppe. Dadurch zeigt sich, dass aufgrund der
fehlenden reabsorbierten Retinolsaure in RBP-KO-Mausen das regenerative
Tubuluseptihel nur ungentgend proliferieren kann und somit die regeneratorische
Kapazitat vermindert ist. Die verminderte Apoptose- und Proliferationsfahigkeit der
RBP-KO-Gruppe sowie die schwereren nekrotischen Tubulusschaden sind als
formaler Beweis fur die Bedeutung der reabsorbierten Retinol-RBP-Komplexe bei
der Ausbildung eines Gewebeschadens bzw. im Sinne einer verminderten

Regenerationskapazitdt nach renaler Ischdmie-Reperfusion zu werten. Diese
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Beobachtung wird durch die Megalin-KO-Gruppe untermauert, die aufgrund einer
geringen Restexpression des Megalinrezeptors eine reduzierte Kapazitat aufweist,
Retinol-RBP-Komplexe zu reabsorbieren. Dies kommt dadurch zum Ausdruck, dass
die Ergebnisse der Megalin-KO-Gruppe konsistent zwischen der Wildtyp- und RBP-
KO-Gruppe lagen.

In der Literatur wurde nachgewiesen, dass das Molekiul TGF-B-1 die tubulare
Epithelproliferation und -differenzierung nach renaler Ischamie-Reperfusion zu
stimulieren vermag und dadurch positiv fordernd auf die Regeneration der
Tubulusepithelien wirkt (Docherty et al. 2002). In unseren immunhistochemischen
Untersuchungen zeigte sich sieben Tage nach Ischamie-Reperfusion eine signifikant
verminderte tubulare TGF-B-1-Expression in der RBP-KO-Gruppe im Vergleich zur
Wildtyp- und Megalin-KO-Gruppe, was den Verdacht nahe legt, dass Proliferation
und Differenzierung der Tubuluszellen abhangig ist von TGF-B-1. Die verminderte
Proliferation und Differenzierung der Tubuluszellen in der RBP-KO-Gruppe kdnnte
damit erklart werden, dass durch die verringerte tubulare TGF-B-1-Expression die
Produktion von Proteoglykanen vermindert und die Organisation des Zytoskeletts
renaler Tubuluszellen erschwert wird (Humes et al. 1993).

TGF-B-1 ist ferner ein bedeutender Mediator der tubularen epithelial-mesenchymalen
Transdifferenzierung (TEMT) und wird im Rahmen einer Ischamie-Reperfusion vom
Tubulusepithel exprimiert (Basile et al. 1996; Spurgeon et al. 2005). Da sich in
unseren Vorexperimenten kein Anhalt fur eine vermehrte Transdifferenzierung oder
Fibrosierung des renalen Gewebes ergab (Daten nicht gezeigt), wurde das

Phdnomen der TEMT nicht ndher untersucht.

Zusammenfassend ergaben die vorliegenden Untersuchungen bei der RBP-KO-
Gruppe eine protrahierte tubulare Schadigung und eine verminderte Apoptose- sowie
Proliferationsrate, woraus geschlossen werden kann, dass reabsorbierte Retinol-
RBP-Komplexe in der Niere einen direkten Einfluss auf das Tubulusepithel im Sinne

einer verminderten Regenerationskapazitat nach Ischamie-Reperfusion haben.
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Unerwartet war bei der immunhistochemischen Darstellung der CD3*-T-Lymphozyten
eine im Vergleich zur Wildtyp- und Megalin-KO-Gruppe (hoch-) signifikant
verminderte T-Zell-Infiltration in der RBP-KO-Gruppe zu beobachten, die sowohl zwei
als auch sieben Tage nach Ischamie-Reperfusion bestand. Die Kombination von
einer vermehrten renalen histologischen Schadigung und der verminderten Infiltration
von CD3*-T-Lymphozyten lasst die Schlussfolgerung einer protektiven Rolle von T-
Lymphozyten bei renaler Ischdmie-Reperfusion zu. Der Mechanismus ist weitgehend
ungeklart, man vermutet, dass CD3*-T-Lymphozyten das Potential besitzen die renal
vaskulare Permeabilitit zu erhohen indem sie die Zytokine TNF-a und IFN-y
sezernieren, wodurch sie in der Lage sind postischamisch eine weitere T-Zell-
Infiltration zu beeinflussen (Liu et al. 2009). Des Weiteren wurde durch Kuroiwa et al.
nachgewiesen, dass die Interaktion von rekrutierten T-Lymphozyten mit intaktem
Tubulusepithel zu einer weiteren tubuléren Produktion von Chemokinen wie z.B.
RANTES fuhrt, wodurch die Permeabilitat ebenfalls beeinflusst wird (Kuroiwa et al.
2000). In unseren Experimenten wiesen wir in der RBP-KO-Gruppe eine verminderte
Rekrutierung und Aktivierung von T-Lymphozyten nach. Ob eine verringerte renal
vaskulare Permeabilitat ursachlich das reduzierte Ausmaf der Infiltration von CD3"-
T-Lymphozyten in der RBP-KO-Gruppe bedingt, konnte nicht eindeutig

nachgewiesen werden.

Die Schlussfolgerung einer protektiven Rolle von T-Lymphozyten wird von
zahlreichen Studien untermauert: Eine Studie an RAG-1-defizienten Mausen zeigte,
dass Mause, denen B- sowie T-Lymphozyten fehlen, nicht vor Ischamie geschitzt
sind (Park et al. 2002). Ein Transfer von T-Lymphozyten in diese Tiere fuhrte zum
Schutz der Niere vor Ischamie (Burne-Taney et al. 2005). Des Weiteren zeigte sich in
einem murinen Modell, dass die Applikation von Mycophenolat Mofetil das Ausmalf}
eines ischamischen Nierenversagens verschlimmert (Gonzalez et al. 2002). Durch
den zytostatischen Wirkmechanismus von Mycophenolat Mofetil auf T-Lymphozyten
weist dies auf einen protektiven Effekt der T-Zellen hin. In einer weiteren Studie
wurden T-Lymphozyten 24 h nach renaler Ischamie aus der Niere isoliert und diese
mittels adoptivem Transfer in T-Zell-defiziente (nu/nu) Mause injiziert (Ascon et al.
2006). 24 h nach Transfer wurde an diesen Mausen eine renale Ischamie induziert,
die eine verbesserte renale Funktion sowie eine signifikante Reduktion des renalen

Gewebeschadens im Vergleich zur Kontroll-Gruppe zeigte. Ein &hnliches
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Studiendesign findet sich bei Burne-Taney et al, die Leukozyten fiinf Tage nach
renaler Ischdmie aus der Milz gewannen und diese in T-Zell-defiziente (nu/nu) Mause
transferierten (Burne-Taney et al. 2006). Diese Mause wurden sieben Tage nach
Transfer einer renalen Ischamie unterworfen und wiesen einen signifikant
verminderten renalen Schaden auf. Auch bei hepatischer Ischdmie-Reperfusion gibt
es Hinweise auf eine protektive Rolle der T-Lymphozyten, da CD4"-T-Zell-defiziente
(CD4 -/-) Mause verminderte hepatische Gewebeschaden nach Ischamie-
Reperfusion aufwiesen (Caldwell et al. 2005).

All diesen Ergebnissen stehen einige Studien gegenuber, die T-Lymphozyten einen
schadigenden Effekt nach Ischdmie-Reperfusion zuschreiben. So beobachteten
Rabb et al. einen fehlenden Gewebeschaden bei T-Zell-defizienten (nu/nu) Mausen
nach renaler Ischamie (Rabb et al. 2000). Ein adoptiver Transfer von T-Lymphozyten
in diese Tiere verschlimmerte den Schaden (Burne et al. 2001).

Letztlich kann derzeit keine definitive Aussage zur genauen Funktion der T-
Lymphozyten bei renaler Ischamie-Reperfusion getroffen werden, mdglicherweise

sind Subpopulationen von T-Lymphozyten in gegensétzlicher Richtung aktiv.

T-Lymphozyten, die neben dem Transkriptionsfaktor FoxP3 die
Oberflachenstrukturen CD 4 und CD 25 exprimieren, gehdéren zu den regulatorischen
Abwehrzellen, die immunologische Reaktionen modulieren. In unseren
immunhistochemischen Farbungen fiel zwei bzw. sieben Tage nach Ischamie-
Reperfusion eine signifikant bzw. hochsignifikant verminderte renale FoxP3*-T-Zell-
Infiltration bei der RBP-KO-Gruppe im Vergleich zum Wildtyp auf. Aufgrund der
vermehrten renalen Schéadigung der RBP-KO-Tiere scheinen regulatorische T-
Lymphozyten eine protektive Wirkung zu spielen. Da besonders sieben Tage nach
Ischamie-Reperfusion eine starke FoxP3"-T-Zell-Infiltration bei Kontroll- und Megalin-
KO-Gruppe zu beobachten war, folgern wir, dass diese Zellen vor allem langfristig
einen protektiven Effekt vermitteln.

Unsere Schlussfolgerung protektiver regulatorischer T-Lymphoyzten wird ebenfalls in
aktuellen Publikationen beschrieben: Gandolfo et al beschrieben, dass die Hemmung
regulatorischer T-Lymphozyten durch einen Antikorper gegen CD25 zu einem
ausgedehnten tubuldren Schaden sowie zu einer Reduktion tubulérer regenerativer
Proliferation 24 h nach Ischamie-Reperfusion fuhrt (Gandolfo et al. 2009). Des

Weiteren transferierten sie FoxP3*-T-Zellen in Mause, die einer renalen Ischamie
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unterzogen wurden, wodurch sich eine Verminderung der Nierenschadigung und
eine erhohte Proliferationsrate von Tubulusepithelien einstellte. Kinsey et al.
inhibierten regulatorische T-Zellen mittels Antikdrper vor einer Ischamie, was
postischamisch zu einem vermehrten renalen Schaden fihrte (Kinsey et al. 2009).
Daher wird regulatorischen FoxP3*-T-Zellen eine protektive Wirkung in der akuten
Ischamie-Situation zugeschrieben. Weitere Hinweise auf die protektive Wirkung
FoxP3*-T-Zellen wurden sowohl an murinen Tiermodellen als auch an humanen
Transplantationsbiopsaten gezeigt, in denen eine hohe Anzahl regulatorischer T-
Lymphozyten in Nierentransplantaten mit einer Verminderung von sowohl akuten als
auch chronischen Abstol3ungsreaktionen einhergingen (Brown et al. 2007; Zuber et
al. 2009). Akute AbstoRungsreaktionen von murinen Nierentransplantaten zeigten
hingegen eine verminderte Anzahl an regulatorischen T-Lymphozyten (Wang et al.
2008). Wie genau regulatorische FoxP3*-T-Zellen ihre protektive Funktion vermitteln

ist derzeit noch nicht geklart.

Aufbauend auf dem Modell des Vitamin-D-Stoffwechsels haben wir die Bedeutung
der Megalin-vermittelten Endozytose im Retinolstoffwechsel bei renaler Ischdmie-
Reperfusion untersucht. Im Gegensatz zum Vitamin-D-Stoffwechsel, bei dem ein 25-
(OH)-D3-DBP-Komplex in der Niere mittels Megalin-vermittelter Endozytose
reabsorbiert wird, DBP lysosomal durch die Endopeptidase Legumain degradiert und
25-(OH)-D3 nach einer final aktivierender Hydroxylierung an neu synthetisiertes DBP
gebunden und basolateral aus der Zelle dem Blutkreislauf zugefiihrt wird, ist die
Rolle der Megalin-vermittelten Endozytose fur den Retinol-Stoffwechsel noch nicht
bekannt. Dadurch, dass die RBP-KO-Gruppe bei unseren Versuchen einen
verstarkten Gewebeschaden aufwies, folgern wir, dass sich an RBP-gebundene
Retinoide, die unter physiologischen Bedingungen glomeruléar filtriert und vollstandig
im proximalen Tubulus mittels Rezeptor-vermittelter Endozytose via Megalin
rickresorbiert werden, protektiv auf die Ausbildung eines Gewebeschadens nach

renaler Ischamie-Reperfusion auswirken.

Eine protektive Wirkung von Retinoiden bei Ischdmie-Reperfusion ist in einigen
Studien belegt: Shen et al. wiesen in einem murinen Tierversuch nach, dass 9-cis-

Retinolsaure den ischamischen Gehirnschaden reduziert (Shen et al. 2009). Auch all-
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trans-Retinolsaure vermag das zerebrale Infarktausmafd zu verringern (Sato et al.
2008). Ebenfalls nachgewiesen ist eine protektive Wirkung von Retinolséaure in der
Niere, da sowohl 9-cis- als auch 13-cis-Retinolsaure den renalen Schaden bei akuter
TransplantatabstoBung im Tiermodell vermindern und die Progression der
chronischen Transplantatnephropathie abschwachen (Kiss et al. 2003; Adams et al.
2005; Wen et al. 2005). Hu et al. wiesen eine renoprotektive Wirkung von all-trans-
Retinolsdure bei muriner Glomerulosklerose nach (Hu et al. 2010).

Im Rahmen eines renalen Ischamie-Reperfusions-Ereignis scheint Retinoiden bei der
Beeinflussung der T-Zell-Infiltration eine besondere Bedeutung zuzukommen. Da die
CD3"-T-Zell-Infiltration in der RBP-KO-Gruppe zu beiden Zeitpunkten vermindert war,
kann man den Schluss ziehen, dass die Rekrutierung und Aktivierung von T-
Lymphozyten abhangig ist von Retinoiden. In Zellkultur-Experimenten konnten wir
zeigen, dass die Inkubation von kultivierten proximalen Tubulusepithelzellen mit 9-
cis-Retinolsaure eine Expressionssteigerung des Chemokins RANTES induzierte. Da
RANTES in der Lage ist, Antigen-unabhangig T-Lymphozyten zu rekrutieren und zu
aktivieren (Bacon et al. 1995; Krensky und Ahn 2007), lasst dies den Schluss zu,
dass das proximale Tubulusepithel die Aktivierung und Infiltration der T-Lymphozyten
Retinoid-abhangig steuert. Unsere Ergebnisse werden von Kim et al. bekréftigt, die
humane Monozyten mit 9-cis-Retinolsdure inkubierten, was zu einer vermehrten
Expression des RANTES-abhéngigen Rezeptors CCR1 fuhrte, woraus eine
gesteigerte chemotaktische Aktivitat resultierte (Kim et al. 2004). In unseren
Zellkulturexperimenten fihrte die Inkubation der proximalen Tubuluszellen mit all-
trans-Retinolsaure nicht zu einer Expressionssteigerung von RANTES, sodass wir
vermuten, dass Retinoide ihre Funktion bei der Rekrutierung und Aktivierung von T-
Lymphozyten aussschlief3lich tber 9-cis-Retinolsaure vermitteln.

Eine Retinoid-abhangige tubuladre Expression von IL-16, das nach Wang et al. die
Rekrutierung von T-Lymphozyten nach renaler Ischamie-Reperfusion bedingen soll
(Wang et al. 2008), konnte in unseren Zellkulturexperimenten nicht nachgewiesen
werden. Zugleich konnte fur HGF, das die Fahigkeit besitzt die renale Infiltration von
T-Lymphozyten sowie die Expression von RANTES zu inhibieren (Giannopoulou et
al. 2008) und dariber hinaus einen antifibrotischen Effekt aufweist (Yang und Liu
2002), ebenfalls keine Retinoid-abhangige Regulierung in renalen Tubulusepithelien

in der Zellkultur nachgewiesen werden. Ferner ergab sich in der Zellkultur fur das
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Adhasionsmolekil ICAM-1, das hauptsachlich endothelial exprimiert wird und die
Rekrutierung von Leukozyten Uber eine Interaktion an [(2-Integrinen ins renale
Parenchym vermittelt (Patarroyo et al. 1990), kein Nachweis einer Retinoid-
abhéngigen Regulation. Damit scheint eine Retionoid-abhéangige Expression von
ICAM-1 als Ursache der verminderten T-Zell-Infiltration unwahrscheinlich zu sein.
Bekraftigt wird dies durch unsere immunhistochemische Darstellung von ICAM-1, die
keinen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen in vivo ergab. Ferner
vertreten auch andere Autoren die Ansicht einer Retinoid-unabhangigen Regulation
von ICAM-1 (Gille et al. 1997; Manzano et al. 2000).

Retinoide sind an der peripheren Konversion von naiven T-Zellen zu regulatorischen
CD4'CD25"-FoxP3*-T-Zellen (iTregs) im sekundar lymphatischen Gewebe beteiligt.
Dabei bindet TGF-B an eine Serin/Threonin-Kinase der naiven T-Zelle, wodurch es
zu einer Phosphorylierung der Signalproteine Smad2 und Smad3 kommt, die
anschlieBend mit Smad4 heterodimerisieren und nach Eindringen in den Zellkern
dort die Expression von FoxP3 férdern (von Boehmer 2007). Der stimulierende Effekt
der Retinoide beruht nach Bindung an den Retinoic-acid-Rezeptor (RAR) auf der
Phosphorylierung von Smad3, wodurch die periphere Konversion getriggert wird
(Xiao et al. 2008). Ferner stimuliert TGF-B die Expression von RAR (Schambach et
al. 2007). Fur eine Konversion naiver T-Lymphozyten in iTregs ist in vivo zuséatzlich
die Prasentation von Antigenen obligat, die vor allem in der Mukosa des Magen-
Darm-Traktes von CD103" dendritischen Zellen (ibernommen wird (Coombes et al.
2007; Sun et al. 2007). Die verminderte Infiltration regulatorischer T-Lymphozyten bei
der RBP-KO-Gruppe lasst zum einen den Schluss zu, dass aufgrund des
verringerten Angebots an Retinolsaure die periphere Konversion nur ungentgend
stattfinden konnte. Zum anderen besteht die Mdglichkeit, dass die Rekrutierung und
Aktivierung der FoxP3*-T-Lymphozyten aufgrund einer verminderten tubularen

Expression von RANTES nur ungenigend ablauft.

Ein weiterer Aspekt ist eine mogliche Beeinflussung der infiltrierten FoxP3*-T-Zellen
durch das Tubulusepithel selbst, da dieses in der Lage ist durch Expression von
TGF-B die Aktivitat der FoxP3*-T-Zellen zu regulieren (Nguan und Du 2009). Die
verminderte tubulare TGF-B-1-Expression in der RBP-KO-Gruppe unserer

Experimente lasst den Schluss einer Retionoid-abhéangigen Regulierung von TGF-3-
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1 zu, wodurch eine verminderte FoxP3*-T-Zell-Aktivierung resultieren wiirde. Dies
koénnte ein Hinweis dafur sein, dass TGF-B-1 in der Lage ist durch Stimulation
FoxP3*-T-Zellen sich protektiv auf die Ausbildung eines Ischamie-Reperfusion-
Schadens auszuwirken. Dies wird von Ozdemir et al. untermauert, die zeigten, dass
eine vermehrte TGF-B-Expression des Tubulusepithels nach Nierentransplantation
mit einer verbesserten Organfunktion einhergeht (Ozdemir et al. 2005). Eine
verminderte TGF-B-1-Expression bei Retinolsaure-Defizienz zeigten bereits Bavik et
al., die bei murinen Embryos durch Dottersack-Injektionen mit Antisense-
Oligodesoxynukleotiden fir RBP die RBP-Synthese inhibierten und damit eine
Herabregulierung des TGF-B-Gens erzielten (Bavik et al. 1996). Die TGF-3-
abhangige Regulation von FoxP3*-T-Zellen in der Niere wurde durch Mahajan et al.
dargestellt, die die protektive Wirkung regulatorischer T-Zellen bei einer Adriamycin-
induzierten Nephropathie durch Applikation eines TGF-B-Antikorpers inhibierten
(Mahajan et al. 2006). Die Inkubation kultivierter TKPTS-Zellen sowohl mit 9-cis- als
auch all-trans-Retinolsdure in unseren Zellkulturexpermienten erbrachte dagegen
keinen Expressionsunterschied fir TGF-B-1, sodass hier moéglicherweise eine

Beeinflussung der posttranslationalen Modifikation durch Retinoide vorliegt.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die renale Reabsorption von
Retinol-RBP-Komplexen Uber eine Megalin-vermittelte Endozytose eine bedeutende
Rolle nach renaler Ischamie-Reperfusion spielt. Ein Knockout des Retinol-
Bindeproteins fuhrt durch eine eingeschrankte Regenerationsfahigkeit des renalen
Tubulusepithels zu einer prolongierten renalen Schadigung und einer verminderten
regenerativen Kapazitdt nach Ischdmie-Reperfusion. Die Kombination aus einem
vermehrten renalen Schaden und einer verminderten Infiltration von T-Lymphozyten
in der RBP-KO-Gruppe lasst zum einen den Schluss zu, dass die Infiltration von T-
Lymphozyten in das renale Parenchym Retinoid-abhéngig reguliert wird und zum
anderen, dass T-Lymphozyten eine protektive Rolle nach Ischdmie-Reperfusion
einnehmen. Aufgrund der Expressionssteigerung des Chemokins RANTES nach
Inkubation mit 9-cis-Retinolsaure in unseren Zellkulturexperimenten folgern wir, dass
die tubulare Sekretion von RANTES Retinoid-abhangig reguliert wird und
verantwortlich ist fir die Infiltration und Aktivierung von T-Lymphozyten nach renaler
Ischamie-Reperfusion.
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7. Zusammenfassung

Retinoide spielen eine wichtige Rolle bei der Differenzierung von Epithelien sowie
deren Regeneration. Retinoid bindendes Protein (RBP) - Retinol-Komplexe werden
unter physiologischen Bedingungen glomerular filtriert und vollstadndig im proximalen
Tubulus mittels Rezeptor-vermittelter Endozytose via Megalin riickresorbiert. In der
vorliegenden Arbeit wurde untersucht, welche Auswirkungen die Reabsorption von
Retinol-RBP-Komplexen auf die tubulare renale Schadigung als auch auf die
Regeneration der Tubulusepithelien nach Ischamie-Reperfusion hat. Hierfir wurden
RBP knockout und cre-lox Megalin knockout Mause sowie Wildtyp Kontrollen einer
renalen Ischdmie mit nachfolgender Reperfusion unterzogen und die Nieren
anschlieBend mittels histochemischer, immunhistochemischer, morphometrischer

und molekularer Methoden untersucht.

Es zeigte sich, dass RBP-KO-Mause eine signifikant eingeschrankte tubulare
Regenerationsfahigkeit nach ischamischer Schéadigung aufwiesen als die
Kontrolltiere. Megalin-KO-Méause wiesen eine etwa 50%ige Restexpression des
Endozytoserezeptors auf und bestatigten diese Daten, indem sie hinsichtlich der
erhobenen Parameter konsistent zwischen der Wildtyp- und RBP-KO-Gruppe lagen.
Uberraschend war dariiber hinaus, dass die Infiltration von CD3*- sowie
regulatorischen T-Lymphozyten in der RBP-KO-Gruppe signifikant vermindert war.
Daraus ergibt sich die Schlussfolgerung, dass Retinoide tber die protektive Wirkung
am Tubulusepithel direkt auch langerfristige Organ-weite Effekte durch eine
gesteigerte Rekrutierung von T-Lymphozyten und dartber hinaus regulatorischen T-
Lymphozyten vermitteln.

Im Zellkulturexperiment mit proximalen Tubulusepithelzellen konnten wir unter
Einsatz von 9-cis-Retinolsédure eine Expressionssteigerung des Chemokins RANTES
zeigen, das Antigen-unabhangig T-Lymphozyten rekrutiert und aktiviert.

Aufgrund dieser Ergebnisse folgern wir, dass die Megalin-vermittelte Reabsorption
von Retinol-RBP-Komplexen in den proximalen Tubulusepithelien der Niere bei
einem Ischamie-Reperfusion-Schaden eine protektive Rolle einnimmt, indem es zu
einer gesteigerten Expression von RANTES durch das Tubulusepithel kommt,

wodurch die Infiltration und Aktivierung von T-Lymphozyten gesteigert wird.
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Da das geschadigte Tubulusepithel aufgrund von  Polaritdts- und
Differenzierungsstérungen (welche wiederum Retinoid-abhangig sind) filtrierte
Retinol-RBP-Komplexe nur eingeschrankt aufnimmt, stellen Retinoide eine
Therapieoption bei tubularer renaler Schadigung durch Ischamie-Reperfusion und

maoglicherweise anderen Schadigungsmechanismen dar.
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9. Anhang

Feagenz  Menge Hersteller

Adua dest. 2 Deltaselect, Dreieich, Deutschland
MaCl 14029 Merck, Darmstadt, Deutschland
MNaZHFO4 462 g Mercl, Darmstadt, Deutschland
KHZFO4 082 g Merck, Darmstadt, Deutschland
Tween gl 1Tml Merck, Darmstadt, Deutschland

Tab.10: PBS-Puffer (pH 7,3)

Feagenz Menge Hersteller
Adua dest. 2ml Vector Laboratories, Burlingame, LUISA
Fuffer A0l | Vector Laboratories, Burlingame, USA
DAE A0 ) Wector Laboratories, Burlingame, LIS A

Hydrogenperoxidase 40 ul | Vector Laboratories, Burlingame, USA
Tab.11: DAB-Komplex
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